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1. Wykaz stosowanych skrotow

ANT - translokator nukleotydéw adeninowych (ang. adenine nucleotide
translocase)

AP-1 - kompleks biatkowy zbudowany z dimeréw biatek z rodzin Fos, Jun, ATF
1 Maf, ktory dziata jako czynnik transkrypcyjny (ang. activator protein 1)

APS - nadsiarczan amonu (ang. ammonium persulfate)

AR42J - linia komorek groniastych trzustki szczura

ARDS - zespo6t ostrej niewydolnosci oddechowej (ang. acute respiratory distress
syndrome)

AS601245 - specyficzny inhibitor kinazy JNK

CARS - zespot kompensacyjnej odpowiedzi przeciwzapalnej (ang. compensatory
anti-inflammatory response syndrome)

CaSR - receptor wapnia pozakomdrkowego (ang. calcium-sensing receptor)

CAT - katalaza (ang. catalase)

CCK - cholecystokinina (ang. cholecystokinin)

CEP-1347 - inhibitor kinazy JNK

CFTR - blonowy regulator przewodnictwa — biatko mukowiscydozy (ang. cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator)

CoQ - koenzym Q, ubichinon (ang. coenzyme q, ubiquinone)

CR-1409 - antagonista receptora dla cholecystokininy (ang. cholecystokinin receptor
antagonist)

CTRC - gen chymotrypsyny C (ang. chymotripsin C gene)

CytC - cytochrom C (ang. cytochrome complex)

DCF - dioctan 2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny (H,DCFDA, ang.

27" - dichlorodihydrofluorescein diacetate)

DCYTB - dwunastniczy cytochrom B (ang. duodenal cytochrome B)
DFO - deferoksamina, lek chelatujacy o duzym powinowactwie do Zelaza (ang.
deferoxamine)

DFP - deferypron, zwigzek chelatujacy zelazo (ang. deferiprone)

DFX - deferazyroks, zwigzek chelatujacy zelazo (ang. deferasirox)

D-JNKI-1 - peptyd hamujacy penetracj¢ komorkowa kinazy JNK (ang. cell
penetrating JNK peptide inhibitor)



DMSO - dimetylosulfotlenek (ang. dimethyl sulfoxide)
DMT1 - transporter zelaza dwuwarto$ciowego 1 (ang. divalent metal
transporter 1)
EDTA - etylenodiaminotetraoctan sodowy (ang. ethylenediaminetetraacetic acid)
EGF - naskérkowy czynnik wzrostu (ang. epidermal growth factor)
ERK - kinazy z grupy MAPK regulowane przez czynniki zewnatrzkomorkowe
takie jak czynniki wzrostu (ang. extracellular signal regulated kinases)

FAEE - estry etylowych kwasow ttuszczowych (ang. fatty acid ethyl esters)

FBS - ptodowa surowica bydleca (ang. fetal bovine serum)

Fe** - forma zredukowana zelaza

FFA - wolne kwasy tluszczowe (ang. free fatty acids)

GPx - peroksydaza glutationowa (ang. glutathione peroxidase)

H,0, - nadtlenek wodoru

HFE - gen kodujacy biatko HFE, ludzkie biatko hemochromatozy (ang. hiuman
hemochromatosis protein)

HO - oksygenaza hemowa (ang. heme oxygenase)

HP - zapalenie trzustki o charakterze dziedzicznym (ang. hereditary
pancreatitis)

HSP - biatka szoku cieplnego (ang. heat shock proteins)
ICAM-1 - biatko adhezji migdzykomorkowej-1 (ang. intercellular adhesion

molecule-1)

IRE - element odpowiedzi na zelazo (ang. iron response element)
IRP - biatko regulacji zelaza (ang. iron regulatory protein)

JAK - kinaza Janus (ang. Janus kinase)

JNK - c-Jun N-terminalna kinaza (ang. c-Jun N-terminal kinase)

JNK-DN - mutacja nieaktywnej kinazy JNK (ang.dominant-negative mutant of JNK)

LDH - dehydrogenaza mleczanowa (ang. lactate dehydrogenase)

LIP - labilna pula zelaza (ang. labile iron pool)

LOXs - lipooksygenazy (ang. lipoxygenases)

MAPK (MAPKK - MAPK2, MAPKKK — MAPK3) - kinazy biatkowe
aktywowane mitogenem (ang. mitogen-activated protein kinases)

MDF - czynnik uszkadzajacy migsien sercowy (ang. myocardial depressant
factor)

MG132 - specyficzny inhibitor proteasomu (ang. specific proteasome inhibitor)



MODS - zesp6t niewydolnosci wielonarzadowej (ang. multiple organ dysfunction
syndrome)

MOF - niewydolnos$¢ wielonarzadowa (ang. multiorgan failure)

MPO - mieloperoksydaza (ang. myeloperoxidase)

mRNA - matrycowy kwas rybonukleinowy (ang. messenger RNA)

MPTP - kanat zmiany przepuszczalnosci blony mitochodrialnej (ang.
mitochondrial permeability transition pore)

NADPH - fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (ang. nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate)

NF-kB - kompleks biatkowy dziatajacy jako czynnik transkrypcyjny, bierze udziat
w odpowiedzi komorki na bodzce (ang. nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells)

NOS - syntaza tlenku azotu (ang. nitric oxide synthesis)

NOX - oksydaza NADPH (ang. NADPH oxidase)

OZT - ostre zapalenie trzustki
PAP - biatko powigzane z zapaleniem trzustki (ang. pancreatitis-associated
protein)

PAF - czynnik aktywujacy ptytki krwi (ang. platelet-activating factor)

Phox - oksydaza NADPH fagocytéw (ang. phagocytic NADPH oxidase)

PGE2 - prostaglandyna E2 (ang. prostaglandin E2)

PKC - kinaza biatkowa C (ang. protein kinase C)

PBS - jednokrotnie stezony, zbuforowany roztwor soli fizjologicznej bedacy
roztworem wodnym chlorku sodu i fosforanu sodu (ang. phosphate-
buffered saline)

PP - polipeptyd trzutkowy (ang. pancreatic polypeptide)

PRSS1 - gen kodujacy kationowy trypsynogenu, proteaza serynowa 1 (ang.
protease serine 1)

PSTI - inhibitor trypsyny wydzielany przez trzustk¢ (ang. pancreatic secretory
trypsin inhibitor)

ROOH - nadtlenki (wodoronadtlenki) lipidowe

RFT - reaktywne formy tlenu

SD - odchylenie standardowe (ang. standard deviation)
SDS - laurylosiarczan sodu (ang. sodium dodecyl sulfate)
SIRS - uogoblniona reakcja zapalna (ang. systemic inflammatory response



syndrome)

SOD - dysmutaza ponadtlenkowa (ang. superoxide dismutase)

SP600125 - inhibitor kinazy JNK

SPINKT1 - inhibitor proteaz serynowych typu Kazal-1 (ang. serine protease inhibitor
Kazal-type 1), zwany inaczej inhibitorem trypsyny wydzielanym przez
trzustke PSTI

BuOOH - wodoronadtlenek tert-butylu

TFR - receptor dla transferyny (ang. transferrin receptor)

TF - transferyna (ang. transferrin)

THIF - gléwny metabolit izoflawonu sojowego (ang. 7,3,4-trihydroisoflavone)

TNF - czynnik martwicy nowotworu (ang. tumor necrosis factor), cytokina
bioraca udziat w odpowiedzi zapalnej i immunologicznej

UVB - promieniowanie ultrafioletowe o dtugosci fali 290-320nm

VDAC - kanatl anionowy napigciowo-zalezny (ang. voltage dependent anion
channel)

VEGF - czynnik wzrostu $rédbtonka (ang. vascular endothelial growth factor)



2. Wstep

2.1 Anatomia i fizjologia trzustki

Trzustka u cztowieka jest narzgdem o wadze 60-140 g, co stanowi 0,1 - 0,2%
masy ciala. Lezy w przestrzeni zaotrzewnowej w nadbrzuszu do przodu od
kregostupa na wysokos$ci kregow ledzwiowych L;-L,. To potozenie z jednej strony
chroni ja przed urazem, natomiast z drugiej strony czyni trzustk¢ niedostepng
w badaniu przedmiotowym, co znacznie utrudnia diagnostyke chorob trzustki.
Anatomicznie trzustka dzieli si¢ na trzy rowne cze$ci podobne pod wzgledem
czynno$ciowym: glowe, trzon iogon. Istotnym elementem anatomicznym jest
przebieg przewodu zotciowego wspolnego przez glowe trzustki. W najczegstszym
wariancie anatomicznym przewod zolciowy wspolny laczy si¢ z przewodem
trzustkowym tworzac wspolny kanat przed uj§ciem do dwunastnicy.

Na cze$¢ wewnatrzwydzielniczg sklada si¢ okoto 1 miliona wysepek
trzustkowych (wysp Langerhansa), ktore stanowia 1 - 2% masy trzustki. Wysepki sa
rozproszone po calym narzadzie; ich gesto$¢ jest wigksza w obrgbie ogona w
poréwnaniu do glowy trzustki. Srednica wyspy wynosi okoto 0,1 - 0,2 mm, w sktad
ich struktury wchodza pasma i gniazda wielosciennych komorek nablonkowych.
Zadaniem wysepek jest produkcja substancji dokrewnych:

e komorki B (B) (okoto 54% wszystkich komorek wyspowych) — produkuja
insuling, proinsuling, peptyd C i amyling,

e komorki A (a) (okoto 35%) — produkuja glukagon,

e komorki D (8) (okoto 11%) — produkuja somatostatyne,

e komorki PP (y) — produkuja polipeptyd trzustkowy (PP) [1].

Komorki pecherzykowe oraz system przewodow trzustkowych tworza czesé
zewnatrzwydzielniczg trzustki. Komorki pecherzykowe, ktore stanowig okoto 80%
masy trzustki, produkuja enzymy trawienne wydzielane do dwunastnicy poprzez
przewody trzustkowe. Sok trzustkowy zlozony zenzyméw trzustkowych i §luzu
wytwarzanego przez komorki kubkowe przewodow trzustkowych, wydzielany jest
w ciggu doby w objetosci okoto 1 litra. Funkcje zewnatrzwydzielnicze trzustki
kontroluja dwa hormony polipeptydowe - sekretyna i cholecystokinina. Nablonkowe
komorki przewodow trzustkowych wydzielaja wodoroweglany 1 wode w odpowiedzi

na stymulacje sekretyna, ktora jest wydzielana do krwi przez §luzowke dwunastnicy



po kontakcie z pasazowang tre$cig zotadka o niskim pH. Wydzielanie enzyméw

zawartych w ziarnisto$ciach zymogenu z komorek pecherzykowych do kanalikow

trzustkowych jest stymulowane poprzez cholecystokining (dawniej znana réwniez

jako pankreozymina). Podobnie pokarm dziala pobudzajaco na uwalnianie

cholecystokininy przez §luzowke dwunastnicy. Wodorowegglany soku trzustkowego

zobojetniaja kwasng tre$¢ soku zotadkowego itym samym stwarzaja optymalne

warunki do aktywnoS$ci enzymow trawiennych. Proteolityczne enzymy trzustkowe sg

pod wzgledem chemicznym podobne do enzyméw lizosomalnych. Komorki

pecherzykowe produkuja:

e amylaze trzustkowa,

e trypsynogen — enzym aktywuje si¢ do trypsyny pod wplywem enterokinazy
jelitowej przypH 5,2-6,0 lub autokatalitycznej aktywacji przy pH 7,9
w dwunastnicy,

e chymotrypsynogen — enzym aktywuje si¢ do chymotrypsyny pod wplywem
trypsyny przy pH 8,0 w dwunastnicy,

o clastaze,

e lipaze trzustkowa,

e nukleazy: rybonukleaze i deoksyrybonukleaze,

e hydrolaze estrow cholesterolowych,

o fosfolipazg A2,

e karboksypeptydaze.

Komorki pecherzykowe sa zabezpieczone przed dziataniem ich wiasnych
enzymOw poprzez oddzielenie enzymoéw w otoczonych btong organellach -
ziarnisto$ciach  siateczki  endoplazmatycznej, aparatu  Golgiego czy tez
ziarnisto$ciach zymogenu. Funkcje ochronng odgrywa roéwniez synteza enzymow
w postaci nieczynnych proenzyméw (zymogenow) oraz obecno$¢ inhibitorow
trypsyny w komoérkach zrazikowych trzustki, soku trzustkowym, plynie

migdzykomdrkowym i w surowicy krwi [2].



2.2 Ostre zapalenie trzustki

Ostre zapalenie trzustki (OZT) jest choroba zapalng trzustki objawiajacag si¢
boélem brzucha i podwyzszonym poziomem enzymoéw trzustkowych we krwi. Ostre
zapalenie trzustki rozwija si¢ w momencie zaburzenia réwnowagi mechanizmow
hamujacych lub stabilizujacych aktywnos$¢ enzymoéw w komorkach pecherzykowych
trzustki skutkujacym aktywacja enzymow trzustki w jej obrgbie. Aktywne enzymy
prowadza do samotrawienia trzustki iokolicznych tkanek. Liza tkanek wyzwala
bardzo silng reakcj¢ miejscowa, w ktorej biorg udzial liczne mediatory (chemokiny,
cytokiny, sktadniki dopetniacza, prostaglandyny) oraz komoérki zapalne (neutrofile,
eozynofile, monocyty, makrofagi i limfocyty). W niektorych przypadkach miejscowy
proces zapalny wymyka si¢ spod kontroli organizmu, prowadzac do uogdlnionej
reakcji zapalnej (ang. Systemic Inflammatory Response Syndrome - SIRS) i zespolu
niewydolnosci wielonarzadowej (ang. Multiple Organ Dysfunction Syndrome -
MODS). W przebiegu cigzkiej postaci ostrego zapalenia trzustki moze dojs¢ do
niewydolnosci uktadu oddechowego, niewydolnosci nerek, niewydolnosci uktadu
krazenia i zaburzen krzepnigcia krwi. W okoto 17% przypadkéw ciezka posta¢ OZT

konczy si¢ $miercig [3].

2.2.1 Etiologia ostrego zapalenia trzustki

Ostre zapalenie trzustki moze by¢ wyzwolone przez kazdy czynnik, ktéry
uszkadza komorke pecherzykowa trzustki iuposledza wydzielanie enzymow.
W przewazajacej wigkszosci przypadkow (okoto 80%) choroba jest nastgpstwem
kamicy zo6lciowej, badZ spozycia nadmiernej ilosci alkoholu (tabela 1), w okoto 10%
przypadkéw przyczyna OZT jest niemozliwa do ustalenia — méwimy wowczas

o idiopatycznym ostrym zapaleniu trzustki [4].
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Tabela 1. Przyczyny ostrego zapalenia trzustki ([4-14] w modyfikacji wlasnej)

Mechaniczne

Kamienie zotciowe, bloto zotciowe, glistnica, uchytek brodawki, rak
trzustki, rak brodawki, zw¢zenie brodawki, zwezenie lub

niedroznos¢ dwunastnicy

Toksyczne

Etanol, metanol, jad skorpiona, zatrucie fosforoorganiczne

Metaboliczne

Hiperlipidemia (typy I, IV, V), hiperkalcemia

Leki

Didanozyna, pentamidyna, metronidazol, stiboglukonian,
tetracykliny, furosemid, tiazydy, sulfasalazyna, kwas
5-aminosalicylowy, L-asparaginaza, azatiopryna, kwas

walproinowy, sulindak, salicylany, wapn, estrogen

Zakazenie

Wirusy: $winki, Coxsackie, zapalenia watroby typu B, cytomegalii,
ospy wietrznej-potpasca, opryszczki pospolitej, ludzki wirus
niedoboru odpornosci
Bakterie: Mycoplasma, Legionella, Leptospira, Salmonella
Grzyby: Aspergillus
Pasozyty: Toxoplasma, Cryptosporidium, Ascaris

Uraz

Tepy lub penetrujacy uraz brzucha, jatrogenne uszkodzenie podczas
zabiegu chirurgicznego lub endoskopowej cholangiopankreatografii

(sfinkterotomia)

Wrodzone

Wrodzone wady rozwojowe trzustki - trzustka dwudzielna

Naczyniowe

Niedokrwienie, zator miazdzycowy, zapalenie naczyn (zapalenie

guzkowe tetnic, toczen rumieniowaty uktadowy)

Genetyczne

Mutacje: genu trypsynogenu kationowego (PRSS1): typ 1 - mutacja
R122H i typ 2 - mutacja N29, genu CFTR (mukowiscydoza), genu
SPINK; niedobor al-antytrypsyny

Inne

Ciaza, transplantacja nerek
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2.2.2 Czynniki indukujace ostre zapalenie trzustki

Pomimo wystgpowania wielu réoznorodnych czynnikéw wywotujacych OZT,
tylko niewielka cze$¢ pacjentow narazonych na ich dziatanie rozwija w pehi
objawowg chorobe. OZT obserwuje si¢ u 3-7% pacjentow z kamicg zotciowa, 10%
alkoholikow i1 niewielkim odsetku pacjentéw z hiperkalcemig. W 1886 roku Chiari i
wsp. na podstawie stwierdzonych zmian pozapalnych w trzustce w badaniach
autopsyjnych postawili aktualng do dzi$§ koncepcje o samostrawieniu narzadu jako
gléwnej przyczynie choroby. Za czynniki indukujace OZT uznaje si¢ zatem czynniki
prowadzace do przedwczesnej $rodtrzustkowej aktywacji enzyméw trawiennych.
Dziatanie aktywnych enzyméw oraz zwigkszone cisnienie w przewodach
trzustkowych jako skutek ich niedrozno$ci moze uszkodzi¢ komoérki pecherzykowate
trzustki. Powoduje to uwolnienie aktywnych proteaz i innych enzyméw do migzszu
trzustki powodujac dalsza kaskade zdarzen typowych dla OZT. Obecnie coraz wigcej
wiadomo na temat lancucha zjawisk nastepujacych po uwolnieniu aktywnych
enzyméw z komorek pecherzykowych, jednak mechanizm indukcji OZT, czyli

aktywacji proenzymow na poziomie komoérkowym pozostaje ciaggle niejasny.

e Kamica z6tciowa

Rozwo6j OZT w przebiegu kamicy zbétciowej inicjuja przewaznie dwa procesy -
zarzucanie z6lci do przewodu trzustkowego w momencie przej$cia kamieni
zotciowych (chwilowa blokada brodawki Vatera) oraz wtdrna niedrozno$¢ brodawki
w postaci jej obrzgku (skutek pasazu zlogéw zoélciowych). U pacjentow po
cholecystektomii z powodu kamicy pecherzyka zotciowego ryzyko OZT zmniejszyto
si¢ 3-7 krotnie, aupacjentow po incydencie OZT wykonanie tego zabiegu
zmniejszyto ryzyko ponownego rozwinigcia OZT niemal do warto$ci ryzyka
populacyjnego [9]. W przypadku zaklinowania si¢ kamienia zolciowego
w brodawce, obrzek i ogniskowa martwica trzustki rozwija si¢ juz po 3 godzinach.
Usunigcie ztogu 1 odblokowanie brodawki w ciggu 24 godzin zmniejsza ryzyko
rozwoju OZT do 6%, w przypadku zwloki ponad 48 godzin, ewolucj¢ OZT
obserwuje si¢ u90% przypadkow [9]. Zwigkszone ryzyko rozwoju OZT dotyczy
pacjentow z wspolistniejagcym zakazeniem bakteryjnym zotci. Endotoksyny
bakteryjne powoduja uwolnienie cytokin 1inasilenie odczynu zapalnego

prowadzacego do uszkodzenia komorki pecherzykowej [9].
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e Alkohol

Czynnikiem toksycznym wywotujacym OZT jest etanol, ktéry ulega utlenieniu
do aldehydu octowego, a nastepnie do kwasu octowego. Za dziatania toksyczne
najbardziej odpowiedzialny jest aldehyd octowy. Zaproponowano kilka
mechanizméw szkodliwego dziatania etanolu w trzustce [10]:

o uczulenie komorek groniastych na cholecystokining wywotane przedwczesng
aktywacja proenzymow,

o nasilenie dziatania cholecystokininy w kierunku aktywacji czynnikow
transkrypcyjnych, jadrowego czynnika kappaB - NF-kB (ang. nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) 1 aktywacji kompleksu
biatek transkrypcyjnych AP-1 (ang. activation protein 1),

o Wwytwarzanie toksycznych metabolitow, takich jak aldehyd octowy i estry
etylowych kwasow ttuszczowych (FAEE, ang. fatty acid ethyl esters),

o uczulenie trzustki na toksyczne dzialanie wirusa Coxsackie B3,

o aktywacja trzustkowych komorek gwiazdzistych poprzez aldehyd octowy
i stres oksydacyjny, a nastepnie zwigkszenie produkcji kolagenu i innych
biatek macierzy,

o obrzegk brodawki Vatera i zarzucenie tre$ci z dwunastnicy do przewodow
trzustkowych w wyniku dziatania etanolu. W takim przypadku dziata
roéwnoczesnie kilka czynnikow uszkadzajacych komorki pecherzykowe
trzustki: zwickszone ci$nienie w przewodach trzustkowych, z61¢, bakterie

1 ich endotoksyny (lipopolisacharydy) oraz FAEE.

e Hiperlipidemia - (hipertriglicerydemia).

Wewnatrz kapilar trzustki lipaza uwalnia z triglicerydow surowicy wolne kwasy
thuszczowe (FFA) w toksycznych stezeniach [11]. Koncentracja FFA jest szczegdlnie
niebezpieczna, gdy stezenie trojglicerydéw w surowicy przekracza 1000 mg%. Takie

wartosci dotycza zwykle pacjentow z hiperlipidemia typu [, IVi V.

e (Genetyczne mutacje

Szereg mutacji genetycznych moze prowadzi¢ do przedwczesnej aktywacji
zymogendéw w obrebie trzustki; prawdopodobnie ten mechanizm wystepuje u
pacjentow z OZT o charakterze dziedzicznym (ang. hereditary pancreatitis — HP).

Definicja dziedzicznego zapalenia trzustki jest definiowane jako wystgpowanie co
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najmniej dwdch oséb z zapaleniem trzustki w co najmniej dwodch pokoleniach tej
samej rodziny (wzorzec dziedziczenia autosomalnie dominujacy) lub zapalenie

trzustki zwigzane z inng rozpoznang chorobg o charakterze dziedzicznej mutacji [12].

e Mutacje genu PRSS1 1 SPINK1

Mutacja genu kodujacego kationowy trypsynogen — proteazy serynowej 1 (ang.
protease serine 1 — PRSS1) jest zwigzana ztypem autosomalnie dominujgcego
dziedzicznego zapalenia trzustki, ktory charakteryzuje si¢ nawracajacymi epizodami
OZT. Opisano dwie najczesciej wystepujace mutacje genu PRSS1: R122H 1 N29 —
obie zwigkszaja przemiang trypsynogenu do aktywnej trypsyny w komorkach
pecherzykowych trzustki lub ograniczaja proces degradacji aktywnej trypsyny. W
rezultacie zwigksza si¢ ilos¢ aktywnej trypsyny wewnatrz trzustki, ktora aktywuje
inne zymogeny, powoduje bezposrednie uszkodzenie migzszu trzustki oraz aktywuje
uktad immunologiczny prowadzac do rozwoju zapalenia trzustki [13].

Udowodniono, ze ekspresja genu PRSSI, zarowno typu dzikiego jak
1 zmutowanego, moze wywota¢ spontaniczne zapalenie trzustki w modelu
zwierzecym oraz zwieksza wrazliwo$¢ na indukcje ceruleing. Rozwdj OZT na skutek
zwigkszonej ekspresji genu PRSSI1 jest zwiazany w wigksze] mierze z apoptoza
komorek pecherzykowych niz ich martwica [15].

Dziedziczne zapalenie trzustki zalezne od mutacji PRSS1 ma progresywny
przebieg. Zaczyna si¢ od naglego epizodu OZT trwajacego do 6 miesigcy, nastgpnie
pojawia si¢ co najmniej 1 nawrot OZT i1 ostatecznie przechodzi w fazg przewlekta
utrzymujaca si¢ powyzej 6 miesigcy. Cechg charakterystyczng HP jest wczesny
poczatek — faza ostra pojawia si¢ juz w wieku 10 lat, natomiast przewlekta w 20 roku
zycia. Z powodu wieloletniego trwania przewleklego zapalenia trzustki (PZT),
stopniowo wzrasta utych chorych ryzyko rozwoju raka trzustki, szczegdlnie po
50r.z.

Wewnetrzna aktywacja trypsynogenu moze tez by¢ zwigzana z utratg funkcji
zmutowanych genéw kodujacych okreslone biatka [16, 17]:

o inhibitor trypsyny wydzielany przez trzustke (gen SPINK1),

o chymotrypsyna C (gen CTRC),

o receptor wapnia zewnatrzkomorkowego (gen CaSR),

o blonowy regulator przewodnictwa (gen CFTR).
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Inhibitor trypsyny wydzielany przez trzustke PSTI (ang. pancreatic secretory
trypsin inhibitor), zwany inaczej inhibitorem proteaz serynowych typu Kazal-1
SPINK1 (ang. serine protease inhibitor Kazal-type 1), jest czg¢scia mechanizmow
obronnych komorek pecherzykowych trzustki przed wewnatrztrzustkowa aktywacja
zymogendéw. PSTI moze zahamowa¢ do 20% aktywnosci trypsyny i ostabienie jego
aktywnosci przez mutacje genu SPINK1 moze prowadzi¢ do zapalenia trzustki [18,

19].

e Mutacje genu CFTR (ang. cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator - btonowy regulator przewodnictwa - biatko mukowiscydozy)

Wptyw mutacji CFTR na rozwdj OZT nie zostal w pelni wyjasniony.
Prawdopodobnie poprzez obnizenie pH wewnatrzkomérkowego 1 zaburzenie
transportu blonowego, wigksze zaggszczenie inizsze pH soku trzustkowego
prowadzi do niedroznosci przewodu trzustkowego i zaburzen funkcji komorek
pecherzykowych. Mutacje co najmniej jednego allelu CFTR wykazano
w przyblizeniu u3-16% pacjentow zidiopatycznym przewlektym i ostrym
nawracajacym zapaleniu trzustki oraz u 21% pacjentow z trzustka podzielong [14,
20]. Czgstos¢ mutacji CFTR w OZT na tle kamicy zotciowej 1 w przewleklym
zapaleniu trzustki zwigzanej z alkoholem (0 - 5%) nie jest wigksza niz w populacji
ogolnej. Diagnostyczne, prognostyczne 1iterapeutyczne znaczenie tych badan
wymaga jeszcze sprecyzowania. Jest mozliwe, ze mutacje CFTR s3 odpowiedzialne
za OZT upacjentéw z trzustka dwudzielng i1 z zaburzeniami dzialania zwieracza
Oddiego. Wigkszo$¢ pacjentow, u ktorych mutacja zostala zidentyfikowana miata
normalny poziom chlorkow w pocie, co podwaza funkcjonalne znaczenie

mutacji [20].

2.2.3 Czestos$¢ wystepowania, $miertelno$¢ i przebieg ostrego zapalenia trzustki

Czgstos¢ wystgpowania i1 $miertelnos¢ w OZT jest trudna do oszacowania.
Lagodne zapalenie trzustki moze przebiega¢ subklinicznie co utrudnia wilasciwe
rozpoznanie schorzenia, a OZT w postaci ci¢zkiego i piorunujgcego ataku moze
doprowadzi¢ do zgonu przed postawieniem diagnozy. Podawana roczna czegsto$¢
wystepowania ostrego zapalenia trzustki waha si¢ w rdznych cze$ciach §wiata od 4,9

do 44 przypadkbw na 100000 Iludnosci[21]. W ostatnich latach czgstosé
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wystepowania ostrego zapalenia trzustki wzrasta w wielu krajach na catym $wiecie,
a kamica zolciowa staje si¢ jego dominujaca przyczyng [22]. Moze by¢ to
nastepstwem epidemii otylo$ci i zwigzanym z nig czestszym wystgpowaniem kamicy
zolciowej. Ponadto poszerzaja si¢ mozliwosci diagnostyczne oraz wiedza lekarzy
w rozpoznawaniu zapalenia trzustki, co doprowadzilo takze do spadku liczby
zgonow w przebiegu OZT, zwlaszcza u 0sob z cigzkim, martwiczym zapaleniem
trzustki. W wieloo$rodkowym prospektywnym badaniu na grupie 1005 pacjentow
z ostrym zapaleniem trzustki odnotowano ogélng $miertelno$¢ na poziomie 5%
(1,5% w tagodnej postaci ostrego zapalenia trzustki, a 17% w cigzkim zapaleniu
trzustki) [3]. Smiertelno$¢ w ostrym zapaleniu trzustki dotyczy glownie chorych,
u ktorych w okresie pierwszych dwoch tygodni rozwingty si¢ MODS oraz SIRS.
Zgony w pozniejszym okresie dotyczyly przypadkow sepsy i jej powiktan [23].

Wyréznia si¢ dwa okresy w przebiegu OZT - wczesny, trwajacy do 2 tygodni
1 pdzny, ktory moze trwaé kilka tygodni lub miesigcy. We wczesnym okresie moze
doj$¢ do uogdlnionej odpowiedzi organizmu na kaskade cytokin przejawiajacej si¢
jako SIRS i/lub zesp6l kompensacyjnej odpowiedzi przeciwzapalnej (CARS, ang.
Compensatory Antiinflammatory Response Syndrome) doprowadzajacy do MODS.
Pozny okres OZT charakteryzuje si¢ objawami trwajacego stanu zapalnego,
powiktan miejscowych i1 uktadowych prowadzacych do przejsciowej lub przewlektej
niewydolnosci narzadoéw. Pézny okres OZT definiuje umiarkowanie cigzki lub cigzki
stopien OZT [24].

Uwzgledniajac  przebieg kliniczny oraz wyniki badan radiologicznych
wyrdzniamy dwie postacie ostrego zapalenia trzustki - $rodmigzszowe obrzgkowe
zapalenie trzustki i martwicze zapalenie trzustki. Srodmigzszowe OZT wystepuje
czgsciej - dotyczy 80-90% chorych na OZT 1 ma tagodniejsza posta¢. W badaniach
obrazowych stwierdza si¢ rozlane lub rzadziej ograniczone powigkszenie trzustki
z zatarciem struktury igranic jej miazszu oraz tkanek okolotrzustkowych
spowodowane obrzekiem zapalnym. Ta posta¢ OZT ustgpuje w ciggu tygodnia.

Martwicze zapalenie trzustki jest postacia OZT o cigzszym przebiegu
1 gorszym rokowaniu. Rozpoznanie opiera si¢ na stwierdzeniu w badaniu obrazowym
(tomografii komputerowej z kontrastem) martwicy tkanki trzustkowej i/lub tkanek
okototrzustkowych. Martwica migzszu trzustki przebiega ci¢ze] niz martwica

ograniczona do tkanek okototrzustkowych [25, 26].
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Celem optymalizacji postgpowania u pacjentéw zrozpoznanym OZT

wprowadzono trzystopniowa klasyfikacje cigzkosci OZT: tagodne, umiarkowane
i cigzkie OZT [24, 27].
W tagodnym OZT stan zapalny szybko ustepuje, zwykle w ciggu tygodnia, rzadko
dochodzi do zgonu. Nie dochodzi do niewydolno$ci narzadowej, nie stwierdza si¢
powiktan miejscowych 1iogdlnoustrojowych. W umiarkowanym OZT pojawia si¢
przemijajaca niewydolno$¢ narzadowa (ustepujaca w ciggu 48 godzin) i/lub
wystepuja powiktania miejscowe badz ogdlnoustrojowe. W poréwnaniu z tagodnym
OZT wicksza jest chorobowos$¢ i$miertelnos¢ (<8%). Chorzy mogg wymagad
dtuzszej hospitalizacji z powodu powiktan [28].

Przetrwata niewydolno$¢ narzadowa (powyzej 48 godzin) dotyczaca
conajmniej jednego ukladu definiuje cigzkie OZT, ktéore moze wystapic
we wezesnej lub poéznej fazie choroby, Chorzy zciezkim OZT rozwijajacym si¢
we wczesnej fazie maja najwigksze ryzyko zgonu (do 55%) [29]. Wystapienie
niewydolnosci narzadowej lub zakazonej martwicy zwigzane jest z bardzo duza
smiertelnoscig (30 -32%), wystapienie jednocze$nie niewydolnos$ci narzadowej

1 zakazonej martwicy zwigksza ryzyko zgonu do 43% [30].

2.2.4 Faza wczesna ostrego zapalenia trzustki

Zewnatrzwydzielnicza czynno$¢ trzustki polega na syntezie i wydzielaniu
enzymow trawiennych, ktore zwykle ulegaja aktywacji w dwunastnicy. Niewielkie
ilosci trypsynogenu ulegaja spontanicznej aktywacji wewnatrz trzustki - dlatego
narzad ten posiada mechanizmy ochronne, ktére szybko usuwaja aktywowang
trypsyne:

e pierwsza linig obrony jest inhibitor trypsyny (PSTLSPINK1), ktory wigze

i inaktywuje okoto 20% aktywnosci trypsyny [31, 32]

e drugg linig obrony jest autoliza przedwcze$nie aktywnej trypsyny. Brak tego
mechanizmu moze by¢ odpowiedzialny za dziedziczng posta¢ OZT
e inny mechanizm obronny angazuje mezotrypsyne i enzym Y, ktére rozkladaja

i dezaktywuja trypsyne.

o kolejnym elementem s3 niespecyficzne inhibitory proteaz, takie jak alfa-1
antytrypsyna oraz alfa-2-makroglobuliny, ktére wystepuja w tkance

srédmigzszowej trzustki.
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Dotychczasowe badania potwierdzaja, ze zasadniczym elementem indukcji OZT
jest wewnatrzpecherzykowa aktywacja enzyméw proteolitycznych oraz blokada
wydzielania enzymow przy ciagle trwajacej ich syntezie, co w efekcie prowadzi do
samostrawienia tkanki trzustkowej [33]. Te niszczace zdarzenie wystepuje bardzo
wczesnie, co umozliwia generowanie duzej ilo$ci aktywnej trypsyny w trzustce.
W niestabilnych wakuolach komorki pecherzykowej obserwuje si¢ kolokalizacje
dwoch grup enzymoéw: enzymoéw lizosomalnych (katepsyna B) 1enzymow
trawiennych (trypsynogen), ktére w normalnych warunkach sa posortowane przez
aparat Golgiego. Katepsyna B odczepia peptyd aktywacyjny trypsynogenu wewnatrz
wakuoli, ktére pekaja 1 uwalniaja aktywna trypsyne. Wewnatrztrzustkowe
uwolnienie trypsyny prowadzi do aktywacji dalszych trypsyn i innych proenzymow
trzustkowych - fosfolipazy, chymotrypsyny i elastazy. Naturalne mechanizmy
obronne trzustki nie nadazaja z inaktywacja tak duzej ilosci enzymow. Trypsyna
aktywuje rowniez inne kaskady enzymatyczne - ukltadu dopeiniacza, kalikreina-
kininy, krzepnigcia 1 fibrynolizy. Wewnatrztrzustkowe uwalnianie aktywnych
enzymOw prowadzi do powstania blednego kota, w ktérym aktywne enzymy
uszkadzajg komorki, zktorych uwalnia si¢ jeszcze wiecej aktywnych enzymow.
Proces samostrawienia rozprzestrzenia si¢ poza gruczol do tkanek
okolotrzustkowych. Sok trzustkowy z aktywowanymi enzymami niszczy tkanki
przestrzeni zaotrzewnowej, a wnikajagc zgodnie =z silg grawitacji potrafi
rozprzeszczeni¢ si¢ przez kanal pachwinowy nawet na konczyng dolng
(doswiadczenie wilasne).

Ceruleina - analog cholecystokininy stosowany do indukcji OZT u zwierzat
do$wiadczalnych, podawany w duzych dawkach szczurom powoduje juz po 10
minutach aktywacj¢ trypsynogenu wewnatrz trzustki. Udowodniono, zZe
w nastgpstwie  biochemicznego lub  morfologicznego  urazu  komorek
pecherzykowych dochodzi do aktywacji trypsynogenu. W modelu in vitro
zaobserwowano, ze catkowite zahamowanie aktywnosci katepsyny B trzustki przy
zastosowaniu E-64d (silnego i specyficznego nieodwracalnego inhibitora katepsyny
B) zapobiega aktywacji trypsynogenu po indukcji ceruleing [34]. To do§wiadczenie
potwierdza znaczenie katepsyny B w aktywacji trypsynogenu i znaczenie
kolokalizacji trzustkowych enzymow trawiennych 1hydrolaz lizosomalnych.
Ponadto, sugeruje, ze catkowite hamowanie katepsyny B moze by¢ korzystne

zarowno w profilaktyce, jak 1w leczeniu ostrego zapalenia trzustki. Innym
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mechanizmem obserwowanym we wczesnej fazie po indukcji OZT jest wzrost
stezenia wapnia i spadek pH wewnatrz komoérek pecherzykowych trzustki, co moze
prowadzi¢ do przedwczesnej aktywacji trypsynogenu 1izwigkszenia ekspresji
NF-«B oraz aktywowania kompleksu AP-1. Aktywacja NF-xB poprzez S$ciezke
sygnatowa Jak2/Stat3 indukuje ekspresje gendow odpowiedzialnych za proces
zapalny 1apoptoz¢ w komodrkach pecherzykowych trzustki. Hamowanie NF-xB
1Jak2/Stat3 moze zlagodzi¢ stan zapalny iapoptoz¢ komodrek pecherzykowych
trzustki w OZT [35].

Uwolnione aktywne enzymy trzustkowe uszkadzaja nie tylko komorki
pecherzykowe, ale rowniez $rodblonek naczyn i istot¢ migdzykomodrkowa. Modele
doswiadczalne OZT juz we wczesnej fazie wykazuja zmiany w mikrokrazeniu, takie
jak skurcz naczyn, zastoj kapilarny, zmniejszenie wysycenia tlenem i postepujace
niedokrwienie [36]. Powoduja one zwigkszong przepuszczalno$¢ naczyn i obrzek
(obrzegkowa posta¢ OZT), co prowadzi do niewydolno$ci mikrokrazenia
1 wzmocnienia procesu uszkodzenia trzustki. Kilku badaczy wykazato, ze uraz typu
niedokrwienie - reperfuzja jest waznym mechanizmem patofizjologicznym
w rozwoju OZT [37]. Rozne okresy niedokrwienia moga powodowac¢ OZT, jednak
zpowodu indywidualnych ro6znic w unaczynieniu trzustki oraz tolerancji
niedokrwienia, wyniki badan dos$wiadczalnych sa zmienne. Wiadomo, ze
niewydolno$¢ mikrokrazenia w trzustce prowadzi do powstawania zakrzepow
w kapilarach z aktywacja leukocytéw iuwalniania enzymow proteolitycznych
i cytokin prozapalnych, jednakze gtéwne uszkodzenia tkanek sg indukowane przez
reperfuzje z uwolnieniem wolnych rodnikéw. Znaczenie uposledzenia mikrokrazenia
w patogenezie OZT moze mie¢ zastosowanie kliniczne w postaci agresywnej
ptynoterapii w leczeniu OZT, ktéra minimalizuje to zaburzenie [37].

Mikroskopowe i radioizotopowe badania zuzyciem leukocytow znakowanych
Indem-111 wykazuja znaczng inwazje makrofagéw i leukocytow wielojadrzastych
we wcezesnych etapach OZT wuludzi 1 zwierzat [38]. Aktywacja dopelniacza
1 nastgpnie uwolnienie komponentu C5a, odgrywa istotng rol¢ w rekrutacji tych
komorek zapalnych. Ponadto istnieja réwniez pewne dowody na to, ze komponent
C5a wywiera takze dziatanie przeciwzapalne w OZT, dlatego efekt dziatania
komponentu C5a dopelniacza nie jest jasny [39]. Aktywacja granulocytow
1 makrofagdbw powoduje uwalnianie reaktywnych form tlenu oraz enzymow

proteolitycznych i lipolitycznych, a takze wielu cytokin pozapalnych, takich jak
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czynnik martwicy nowotworu (TNF, ang. tumor necrosis factor), interleukiny 1, 6
1 8, prostaglandyny, czynnik aktywujacy plytki krwi oraz leukotrieny. Substancje te
wplywaja réwniez na mikrokrazenie trzustki zwiekszajac przepuszczalno$¢ naczyn
oraz indukujac zakrzepice 1 krwotok, co prowadzi do martwicy krwotocznej trzustki.

Aktywowane enzymy trzustkowe, niewydolno$¢ mikrokrazenia iuwalnianie
mediatorow zapalnych prowadzi do gwattownie narastajacego uszkodzenie migzszu
trzustki 1 martwicy. Interakcje miedzy tymi mechanizmami utrudniajg oceng
indywidualnego znaczenia kazdego z elementow.

Bialko szoku cieplnego, angiotensyna II, substancja P oraz cyklooksygenaza 2 sa
opisane jako patogenetyczne czynniki doswiadczalnego modelu OZT, a biatko szoku

cieplnego jest jedynym czynnikiem ochronnym [40].

2.2.5 Odpowiedz uogdlniona

W dalszym przebiegu OZT aktywowane enzymy trzustkowe i cytokiny
uwolnione do krazenia powoduja uogo6lniong reakcj¢ zapalng (SIRS) [41] oraz moga
doprowadzi¢ do wystgpienia zespotu ostrej niewydolnosci oddechowej (ang. acute
respiratory distress syndrome - ARDS), ktora moze by¢ tez wtorna do zakrzepicy
w mikrokrazeniu, jak i dzialania aktywowanej fosfolipazy na surfaktant. Uwalniane
z trzustki naczyniowo aktywne peptydy iczynnik uszkadzajacy migsien sercowy
(ang. myocardial depressant factor, MDF) moga spowodowaé uposledzenie funkcji,
anawet zawal migsnia sercowego. Tworzenie mydia poprzez wigzanie wapnia
z kompleksami wolnych kwaséw tluszczowych 1 albumin, zaburzenia hormonow
gospodarki wapniowe] oraz przemieszczanie wapnia do komodrki powoduje
hipokalcemig. Inne powiktania metaboliczne obejmuja hiperlipidemig, hiperglikemie
z kwasicg ketonowa lub hipoglikemi¢. Hipowolemia i spadek cis$nienia tg¢tniczego
moze doprowadzi¢ do ostrej niewydolnosci nerek. Wyzej wymienione powiktania
ogolnoustrojowe sa rzadkie iznacznie lZzejsze u pacjentdOw z postacig obrzekowa
OZT w poréwnaniu do martwiczego OZT. Okolo 50 % pacjentdw z martwiczym
OZT rozwija niewydolno$¢ wielonarzadowa (ang. multiorgan failure, MOF),
jednakze na podstawie stopnia martwicy trzustki lub obecno$ci zakazonej martwicy
nie udaje si¢ przewidzie¢, ktory z pacjentdéw rozwinie MOF [42]. Jedno z badan

sugeruje, ze zwickszenie stezenia tkankowego czynnika hamowania migracji
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makrofagéw jest czynnikiem krytycznym w patogenezie ci¢zkiego ostrego zapalenia

trzustki [43].

2.2.6 Bakteryjna translokacja

W  warunkach fizjologicznych  bariera  zbudowana z elementow
morfologicznych, immunologicznych zapobiega translokacji bakterii do uktadu
krazenia. W przebiegu OZT wskutek niedokrwienia dochodzi do uszkodzenia bariery
jelitowej 1 translokacji bakterii. Za wigkszo$¢ infekcji w OZT odpowiedzialne sg
typowe bakterie jelitowe. W psich modelach OZT, Escherichia coli znakowana
plazmidem pUC4K, po kolonizacji jelit zostala znaleziona w trzustce oraz weztach
chlonnych krezkowych [44]. Konsekwencje translokacji bakterii zjelita w OZT
moga by¢ Smiertelne. Lokalna infekcja  bakteryjna  tkanek  trzustki
i okototrzustkowych wystepuje uokoto 30 procent pacjentow z ciezkim OZT,
potencjalnie prowadzac do niewydolno$ci wielonarzadowej 1 jej nastgpstw. Dlatego
obecnie trwaja badania nad proba utrzymania funkcji bariery jelitowej w przewodzie
pokarmowym. Najbardziej korzystne wydaje si¢ zywienie dojelitowe, szczegdlnie
produktami zawierajgcymi glutaming, co wigze si¢ ze zmniejszong translokacja

bakterii w modelu zwierzecym OZT i wydaje si¢ by¢ korzystne u ludzi z OZT [45].

2.2.7 Stres oksydacyjny

Istnieje wiele dowodow na to, iz stres oksydacyjny zwigzany jest
z patogenezg ostrego zapalenia trzustki [46]. Doswiadczenia przeprowadzone na
réznych modelach OZT zgodnie wykazuja w trzustce wzrost st¢zenia produktow
utleniania lipidéw 1 biatek - aldehydéw i karbonyli oraz spadek stezenia glutationu
w przebiegu OZT. W badaniach przeprowadzonych na modelach eksperymentalnych
zaobserwowano, ze przeciwutleniacze tagodza zapalenie trzustki [47].
Mechanizm powstawania reaktywnych form tlenu (RFT) w OZT pozostaje ciagle
niejasny. Proponuje sig, iz oksydaza fosforanu dinukleotydu
nikotynamidoadeninowego (NADPH, ang. nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate) odgrywa istotng role wtworzeniu RFT [48]. Ponadto, wiele
przeprowadzonych badan udowodnito, ze réwniez oksydaza ksantynowa moze by¢

zrédlem RFT. Komorki groniaste trzustki wykazuja istotny wzrost poziomu RFT juz
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po 15 min traktowania ceruleing. Efekt ten nie jest obserwowany w komodrkach
transfekowanych  antysensownymi  oligonukleotydami  przeciwko =~ mRNA

zaprojektowanymi dla podjednostek oksydazy NADPH [48].
2.3 Reaktywne formy tlenu

Reaktywne formy tlenu (RFT) to reaktywne indywidua chemiczne
zawierajagce w swoim skladzie atomy tlenu z niesparowanym elektronem (rodniki)
lub wigzania O—-0O. Ze wzgledu na naturalng tendencj¢ do posiadania pary
elektronow RFT sg wyjatkowo aktywne i zdolne sg do uczestniczenia w reakcjach
chemicznych, ktére odgrywaja znaczaca role w metabolizmie i starzeniu si¢
organizméw zywych. Niektore RFT moga powstawal w czasie reakcji
biochemicznych w zywych organizmach, inne powstaja w uktadach nieozywionych
[49, 50]. W szczegodlnych sytuacjach stezenie RFT moze gwattownie wzrosnac

powodujac uszkodzenie struktur komdrkowych. Proces ten nazywany jest stresem

oksydacyjnym.

2.3.1 Powstawanie reaktywnych form tlenu

Do RFT nalezg wolne rodniki tlenowe:
e anionorodnik ponadtlenkowy (0",
e rodnik wodoronadtlenowy (HO;"),
¢ rodnik wodorotlenowy (hydroksylowy) (OH),
wolne rodniki azotowe:
e tlenek azotu (NO’),
e dwutlenek azotu (NO,"),
¢ nadtlenoazotyn (ONOO")
oraz formy nie be¢dace wolnymi rodnikami (nie posiadajg niesparowanego
elektronu):
e tlen singletowy ('Oy),
e nadtlenek wodoru (H,0,),
e ozon (O3).
Za RFT uwaza si¢ takze kompleksy tlenu i zelaza: rodnik ferrylowy (FeO™")

irodnik nadferrylowy (FeO’"). Do rodziny rodnikéw tlenowych zwigzanych
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z substancjami organicznymi nalezg: rodnik alkoksylowy (RO i nadtlenkowy
(ROO"), rodnik semichinonowy (H-Ch’) i anionorodnik semichinonowy (Ch") oraz
formy pokrewne RFT o charakterze nierodnikowym, takie jak kwas podjodawy
(IOH), kwas podchlorawy (CIOH), kwas podbromawy (BrOH) i inne [51].
Podstawowa forma tlenu czasteczkowego - tlen trypletowy (30;) jest podwdjnym
wolnym rodnikiem - posiada dwa niesparowane elektrony. W warunkach
fizjologicznych  tlen  czasteczkowy ulega  czteroelektronowej  redukcji
w mitochondrialnych tancuchach transportu elektronéw tworzac w koncowym etapie
dwie czasteczki wody. Na kazdym etapie redukcji powstaja formy posrednie

posiadajace pewng ilo$¢ niesparowanych elektronéw bedace RFT (Rycina 1).

e e. e. e
v v v v
0, —> 0, —> 0 —»———> 0" — 0"
+ + 20 HyO + +
H 2H H 2H
HO, H,0, ‘OH H,O

Rycina 1. Kolejne czasteczki w procesie powstawania reaktywnych form tlenu:
tlen czasteczkowy (0O;), anionorodnik ponadtlenkowy (O,”), anion
ponadtlenkowy (0,"), rodnik tlenkowy (O™), anion tlenkowy (0%),
nadtlenek wodoru (H,0,), rodnik wodoronadtlenowy (HO,'), rodnik
wodorotlenowy ((OH), woda (H,O)

Najbardziej niebezpieczny dla ludzkiego organizmu jest rodnik
wodorotlenowy (‘OH). Anionorodnik ponadtlenkowy (O,”) inadtlenek wodoru
(H,0,) s3 istotne ze wzgledu na reakcje Habera-Weissa, w ktorej powstaje rodnik
wodorotlenowy (‘OH). Reakcja Habera-Weissa przebiega wolno w warunkach
fizjologicznych, dlatego gléwnym  Zrédtem rodnikéw  wodorotlenowych
w organizmie jest reakcja Fentona. Katalizatorami tej reakcji sg kationy zelaza

1 miedzi, jak réwniez kobaltu, niklu, manganu, chromu:
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Oz.- + H,O, — O, + OH +°'OH

H,0, + Fe?© — Fe** + OH +°'OH

Wolne rodniki powstaja w jednoelektronowych reakcjach redoks oraz
w reakcjach homolizy, czyli rozerwania wigzania kowalencyjnego w czasteczce z
utworzeniem dwoch atomoéw lub rodnikow, co wymaga duzego naktadu energii
(wysoka temperatura, promieniowanie, ultradzwigki). Moze tez doj$¢ do addycji
wolnego rodnika do czasteczki w reakcji zwanej prolongacja, albo rozerwania
wigzania miedzy atomami w czasteczce przeksztalcanej w wolny rodnik w reakcji
eliminacji, czyli usuwania atomow z czasteczki.

Tlen czasteczkowy i wolne rodniki tlenowe moga oddzialywa¢ na substancje
organiczne w komodrce prowadzac do powstawania rodnikow biatek, lipidow
1 kwaséw nukleinowych, ktore istotnie zaburzaja szlaki metaboliczne w komorce
poprzez swoja niespecyficzng reaktywnosc.

W organizmach zywych RFT mogg powstawa¢ pod wplywem czynnikow
zewnetrznych, takich jak promieniowanie jonizujace 1 ultrafioletowe ($wiatto
stoneczne), ultradzwigki oraz niektore substancje chemiczne (acetaminophen,
czterochlorek wegla).

Wewnatrzpochodne  zrédlta  powstawania RFT  zlokalizowane sa
wewnatrzkomorkowo, gdzie powstaja podczas utleniania zredukowanych form
szeregu zwigzkéw przez tlen molekularny oraz wprocesie wielu reakeji
enzymatycznych.

W organizmach zywych najczgsciej wystepujace RFT to anionorodnik
ponadtlenkowy 1irodnik wodorotlenkowy, ktére powstaja w mitochondrialnym
fancuchu tlenowym. Enzymy komorek odpornosciowych - oksydaza NADPH (NOX,
ang. NADPH oxidase) 1 w fagocytach — Phox (ang. phagocytic NADPH oxidase) oraz
mieloperoksydaza (MPO, ang. myeloperoxidase) redukuja tlen czasteczkowy
tworzac anionorodnik ponadtlenkowy, a dysmutaza ponadtlenkowa (SOD, ang.
superoxide dismutase) redukuje anionorodnik ponadtlenkowy do nadtlenku wodoru.
W obecnosci Zelaza anionorodnik ponadtlenkowy i nadtlenek wodoru tworza rodnik

wodorotlenkowy. Mieloperoksydaza neutrofili katalizuje reakcje tworzenia kwasu
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podchlorawego z nadtlenku wodoru ichloru. MPO iPhox biorg tez udziat
w tworzeniu tlenu singletowego, ktéry moze by¢ przetworzony przez przeciwciata

w ozon (O3) (rycina 2) [52].

0,

anionorodnik
ponadtlenkowy

Rycina 2. RFT tworzone w procesach immunologicznych. Kodowanie koloru
wskazuje na reaktywno$¢ poszczegolnych czasteczek (zielony:
wzgledna niereaktywnos$¢;  zolty: ograniczona reaktywnos¢;
pomaranczowy: umiarkowany reaktywnos$¢; czerwony: wysoka

reaktywnos¢ i niespecyficznos¢).

Gloéwne Zrodta wewnatrzpochodnego powstawania RFT to:

¢ mitochondrialny transport elektrondw (mitochondrialny tancuch oddechowy),

e mikrosomalny transport elektronow (NADPH-zalezna reduktaza i cytochrom
P450),

e enzymy utleniajgce peroksysomow,

e fagocyty (neutrofile, eozynofile, komorki endotelium, monocyty, makrofagi).

2.3.2 Mitochondrialny transport elektronow

25



Wiegkszo§¢ RFT w komoérce powstaje w mitochondrialnym tancuchu
oddechowym. Tworzenie RFT w mitochondrium zalezy w znacznej mierze od
szybkosci przeptywu elektronow przez kompleksy tancucha oddechowego.
W warunkach hipoksji mitochondrialny tancuch oddechowy wytwarza RFT, w tym
tlenek azotu (NO"), ktory moze tworzy¢ inne reaktywne formy azotu. Tworzenie
wolnych rodnikéw w warunkach hipoksji ma istotny wpltyw na procesy zapalne,
nowotworzenie 1 wiele innych stanow chorobowych.

Podczas oddychania wiekszo$¢ tlenu redukuje si¢ do wody, jednak ok.
1-2% zuzytego tlenu nie ulega calkowitej redukcji tworzac anionorodnik
ponadtlenkowy (027), ktéry moze generowaé rodnik wodoronadtlenowy (HO;"),
a takze moze by¢ przeksztalcony w nadtlenek wodoru (H,0O,). H,O, w obecnosci
jonéw metali cigzkich (glownie Fe®") daje wreakcji Fentona jeszcze bardziej
reaktywny rodnik wodorotlenowy (‘OH). HO,  i'OH reagujg z biatkami,
mitochondrialnym DNA oraz inicjuja proces peroksydacji lipidow. Wiele reakcji
zachodzacych w mitochondriach moze skutkowa¢ powstawaniem RFT, jednak
uwaza si¢, ze glowne miejsce odpowiedzialne za niepelng redukcj¢ tlenu to III

kompleks tancucha oddechowego (rycina 3) [53].
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macierz
mitochondrialna

blona wewnetrzna
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mi¢dzyblonowa

cytozol

__, HZOZ h_(ﬁ)

Rycina 3. Gléwne zrdédia mitochondrialnych RFT (opracowanie wlasne na

podstawie [53])

Mitochondrialny tancuch oddechowy znajduje si¢ w wewngtrznej blonie
mitochondrialnej i sktada si¢ z czterech komplekséw biatkowo - enzymatycznych
(L I, OI iIV), koenzymu Q (ubichinon, CoQ, ang. coenzyme Q, ubiquinone)
1 cytochromu C (CytC, ang. cytochrome complex)

Kompleks I (oksydoreduktaza NADH - CoQ) przyjmuje elektrony z NADH
i kompleksu II (dehydrogenaza bursztynianowa). Elektrony przechodza nastepnie
w dot gradientu elektrochemicznego poprzez CoQ do kompleksu II (CoQ -
oksydoreduktaza CytC), zkompleksu III do CytC, 1 dalej do kompleksu IV
(oksydaza CytC), ktory wykorzystuje cztery elektrony redukujac tlen czasteczkowy
do wody. Jednoelektronowa redukcja tlenu do anionorodnika ponadtlenkowego
(027) odbywa si¢ gtéwnie w kompleksach 11 III.

Kompleks 1 (rycina 3-1) uwalnia O,” do macierzy mitochondrialnej,
natomiast kompleks III (rycina 3-2) uwalnia O, zaréwno do macierzy
mitochondrialnej jak i1do przestrzeni mig¢dzybtonowej. Z  przestrzeni

miedzybtonowej O, moze przenikng¢ do cytozolu wykorzystujgc kanal anionowy
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napigciowo- zalezny (VDAC, ang. voltage dependent anion channel) umieszczony
w zewngtrznej btonie mitochondrialnej, natomiast z macierzy mitochondrialnej O™
moze przechodzi¢ bezposrednio do cytozolu poprzez kanal zmiany
przepuszczalno$ci btony mitochodrialnej (MPTP, ang. mitochondrial permeability
transition pore) (rycina 3 -7), ktory tworza VDAC, cyklofilina D i translokaza
nukleotydu adeniny (ANT, ang. adenine nucleotide translocase). Ta droga

przyczynia si¢ do $mierci komoérek w zmianach martwiczych [53].

2.3.3 Mikrosomalny transport elektronéw

Nastepnym zrodtem RFT w komorce jest mikrosomalny tancuch transportu
elektronow. Ten kompleks enzymatyczny sktada si¢ z cytochromu P450 i reduktazy
zaleznej od NADPH. Kompleks ten uczestniczy w reakcjach hydroksylacji
odpowiedzialnych za syntez¢ hormonow steroidowych ikwasow zotciowych oraz
detoksykacji ksenobiotykow. Podczas przeptywu elektronow przez mikrosomalny
tancuch transportu elektronéw wytwarzany jest anionorodnik ponadtlenkowy (O;")

i nadtlenek wodoru (H,0,) [54].
2.3.4 Enzymy utleniajace peroksysomow

Waznym zréodiem RFT s3a enzymy utleniajagce wewnatrz peroksysomow:
oksydaza D-aminokwasow, oksydaza a-hydroksykwasowa, oksydaza acylo-CoA,
oksydaza moczanowa, oksydaza kwasu pipekolinowego oraz oksydaza poliamid. Ich
gléwnym produktem jest nadtlenek wodoru (H,0;), ktéry po przeksztatceniu
w rodnik wodorotlenowy (‘OH) moze uszkodzi¢ blong peroksysomu poprzez
peroksydacj¢ lipidow. W peroksysomach powstaje tez tlenek azotu (NO°)
produkowany przez syntaz¢ tlenku azotu (NOS, ang. nitric oxide synthesis) oraz
anionorodnik ponadtlenkowy (02") tworzony przez oksydaze ksantynowg. NOS
katalizuje utlenianie L-argininy (L-Arg) do NO’, ktory moze reagowaé z 02"

tworzac nadtlenoazotyn (ONOQO") (rycina 4) [55].
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Rycina 4. Schemat produkcji i rozkladu RFT w peroksysomach (opracowanie

wlasne na podstawie [55]).

2.3.5 Mechanizmy ochraniajace komorki przed reaktywnymi formami tlenu

W procesie ewolucji zachowaly si¢ tylko te gatunki, ktére rozwinely
naturalne mechanizmy obronne przeciwko szkodliwym dzialaniom RFT [56].
Niskoczasteczkowe przeciwutleniacze, takie jak kwas askorbinowy (witamina C),
kwas moczowy lub glutation réwniez pelniag role ochronng przed stresem
oksydacyjnym. Kolejnym naturalnym mechanizmem ochrony jest utrzymanie niskiej
(ok. 26 mmHg) preznosci tlenu w tkankach - co zapobiega powstawaniu
anionorodnikow ponadtlenkowych. Najstotniejszym mechanizmem ochrony jest
uklad enzymow usuwajacych RFT z komorki, do ktorego nalezy dymutaza
ponadtlenkowa (SOD, superoxide dismutase), katalaza (CAT, ang. catalase)
i peroksydaza glutationu (GPx, ang. glutathione peroxidase) [57].

SOD zostata wyizolowana w 1939 r. przez Mann i Kielin, ktorzy poczatkowo
nazwali jg hemokupreina [57] ze wzgledu na polaczenie z miedzig. SOD jest proteing
ztozong z 151 aminokwasow, jej masa czasteczkowa to 32000 Daltonéw, zawiera

atomy miedzi i cynku [58]. SOD cieszyta si¢ duzym zainteresowaniem ze wzgledu
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na jej ewentualne uzycie w terapii. Nazwa dysmutaza ponadtlenkowa zostata po raz
pierwszy uzyta przez McCord iFridowich w 1969 iwynika zjej aktywnosci
enzymatycznej - zamiany anionorodnika ponadtlenkowego (027) wtlen
czasteczkowy 1 nadtlenek wodoru (H,O5).

CAT 1 GPx katalizujg reakcje usuwania nadtlenku wodoru do wody. Oba
enzymy roznig si¢ czuloscia — GPx aktywuje si¢ w niskich stezeniach nadtlenku
wodoru, za§ CAT przy wysokich st¢zeniach. Ten uklad enzymatyczny zapobiega
rowniez powstawianiu rodnika wodorotlenkowego w reakcji Fentona i Haber —
Weissa i dalszym reakcjom peroksydacji lipidéw i uszkodzenia komorek.

W mitochondrialnym *tancuchu oddechowym SOD zalezna od manganu
(MnSOD) znajduje si¢ w macierzy mitochondrialnej, a zalezna od miedzi 1 cynku
(CuZnSOD) zlokalizowana jest w przestrzeni migdzyblonowej i w cytozolu (rycina
3 - 4). W wyniku ich dziatania O, tworzony przez kompleksy i III (rycina 3 - 3)
zmienia si¢ w HyO,, ktory jest obojetny elektrycznie itatwo przenika przez blony
mitochondriow do cytozolu (rycina 3 - 5). H,O, moze by¢ rozkltadany do wody
przez CAT zlokalizowang w cytozolu (rycina 3 - 6) lub GPx w macierzy
mitochondrialnej [53].

Nadtlenek wodoru (H,O,) wytwarzany przez wigkszo$¢ peroksysomalnych
oksydaz moze przeksztatci¢ si¢ w rodnik wodorotlenowy ("OH) lub ulec rozktadowi
przez CAT lub GPx do wody. Wodoronadtlenki powstale w peroksysomach moga
by¢ réwniez rozkladane przez CAT i GPx do wodorotlenkow (rycina 4) [55].

Drobnoczasteczkowe przeciwutleniacze, do ktérych zaliczamy szereg
witamin (A,C,E,K), selen, glutamina, cysteina, cysteamina, ubichinon, kwas
moczowy 1metionina, stanowig druga lini¢ ochrony komorki przed RFT, aich
podstawowym dzialaniem jest zapobieganie toksycznym skutkom reakcji RFT na
tkanki. Kolejna, trzecig liniag komoérkowej obrony jest cytochrom P450 [57].

W przestrzeni mie¢dzykomorkowej znajduja si¢ nieznaczne ilosci SOD,
transferyny, glukozy, kwasu moczowego i ceruloplazminy, ktéore wykazuja pewna

niewielka aktywno$¢ ochronng przed uszkadzajacym dziataniem RFT.

2.3.6 Uszkadzajacy wptyw reaktywnych form tlenu na tkanki

W warunkach stresu oksydacyjnego reakcje tworzenia RFT przewazaja nad

procesami ochronnymi, prowadzac do toksycznego dziatania RFT na pobliskie
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czasteczki, zwlaszcza fosfolipidy wchodzace w sktad bton komérkowych. Dochodzi
do powstania licznych nieprawidlowych potaczen krzyzowych (lipidowo-
lipidowych, lipidowo-biatkowych i biatkowo-biatkowych), utleniania aminokwaséw
oraz powstawania szczelin w czg$ci biatkowej bton komoérkowych, Prowadzi to do
zaburzen czynnosciowych bton komoérkowych, zaburzen gradientu stezen, wzrostu
przepuszczalnos$ci, utraty potasu oraz akumulacji sodu iwapnia, a ostatecznie
dezintegracji btony komoérkowej i1 $mierci komorki [59]. Podobny efekt wystepuje
w mechanizmie peroksydacji lipidéw, czyli wolnorodnikowego procesu utleniania
lipidow, w wyniku ktérego powstaja nadtlenki lipidow. Produkty te zmieniaja
wlasciwosci fizyczne blon komoérkowych obnizajac hydrofobowos¢ lipidowego
wnetrza bton 1zaburzajac ich asymetri¢ lipidowa oraz hamujac aktywno$¢
btonowych biatek transportujacych. Produkty posrednie peroksydacji lipidow
aktywuja fosfolipazg A,, ktora uwalnia kwas arachidonowy z fosfolipidow bton
komorkowych, a nastepnie bierze udzial w syntezie prostaglandyn, tromboksanu
1 leukotrienéw (mediatory stanu zapalnego i zaburzen krzepnigcia). RFT zaréwno
bezposrednio jak 1 w mechanizmie peroksydacji lipidow stymuluja powstawanie
czynnikdw chemotaktycznych nasilajacych zmiany zapalne [58]. Czynniki te
pobudzaja komoérki fagocytujace do naciekania tkanki objetej zapaleniem. Wsrod
tych komoérek wyrdézniamy leukocyty wielojadrzaste, makrofagi, komoérki srédbtonka
imonocyty, ktore wreakcji obronnej uwalniaja duza ilo$¢ aniorodnika
nadtlenkowego i rodnika wodorotlenowego. W efekcie doprowadza to do niszczenia
mikroorganizméw, ale rownoczesnie dziatania toksycznego na tkanki i $rédblonek
naczyn poprzez degradacje kolagenu i kwasu hialuronowego na zewnatrz komorek
oraz uszkodzenie lipidow bton komodrkowych. Proces ten zostat nazwany wybuchem
oddechowym fagocytéw (ang. respiratory burst) [58, 60]. Skutkiem tych uszkodzen
jest pojawienie si¢ wickszej ilosci kolejnych mediatoréw stanu zapalnego, w tym
frakcji C5a uktadu dopetniacza, chemotaktycznych peptydéw (PAF, TNF, leukotrien
B4), przeciwciat IgG oraz kompleksow antygen - przeciwciato co dodatkowo nasila

proces zapalny [61].

2.4 Modele zwierzgce ostrego zapalenia trzustki

Aby jak najlepiej zrozumie¢ patogenez¢ OZT opracowano wiele modeli

zwierzecych tego schorzenia; zaden znich nie oddaje jednak w petni warunkow
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panujacych w ludzkim organizmie. Najczestsze przyczyny OZT - alkohol i kamica
zolciowa nie maja swojego odpowiednika na modelach zwierzgcych. Co wigcej
powszechnie stosowane $rodki wywolujace zapalenie trzustki na modelach
zwierzecych, takie jak ceruleina itaurocholan sodowy nie sa uznawane jako
przyczyny ludzkiego OZT. Mimo tych réznic, zmiany strukturalne i biochemiczne
widoczne w fazie ostrej OZT sa zasadniczo stale w r6znych modelach zwierzgcych -
podobne zmiany wykazano w OZT u czlowieka. Réwniez kliniczne cechy OZT u
ludzi sa bardzo podobne do tych obserwowanych na modelach zwierzecych,
niezaleznie od przyczyny i srodka, ktére go wywotato.

Pomimo ograniczenia modeli zwierzgcych, badania sugeruja, ze podobna
kaskada zdarzen wystapi w OZT u cztowieka i w modelu zwierzecym niezaleznie od
zdarzenia lub mechanizmu inicjujacego. Badania na zwierzetach wykazaty, ze trudno
jest skutecznie powstrzymaé kaskadg, jesli nie zostanie zastosowana wlasciwa
terapia w ciaggu kilku godzin od inicjacji [62]. Badania nadal nie wyjasniajg z jakiego
powodu niektorzy ludzie do§wiadczaja tylko srédmigzszowej lub obrzekowej postaci
OZT, a u innych rozwija si¢ forma martwiczego OZT.

Najczesciej stosowany model OZT oparty jest na podawaniu ceruleiny.
Model ten zostat rozpowszechniony w badaniach naukowych ze wzgledu na swoja
powtarzalno$¢ 1 warto$¢ ekonomiczng. Do badan wykorzystuje si¢ szczury lub

myszy, a ostatnio rowniez hodowle komorek trzustki szczura [48].

Ceruleina (ang. cerulein lub ceruletide) jest oligopeptydem dziesigciu

aminokwasow:

pGlu-Gln-Asp-Tyr [SO3;H] Thr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH,

Ceruleina jest podobna w dziataniu i sktadzie do cholecystokininy (ang.
cholecystokinin; CCK) - pobudza wydzielanie sokow trawiennych z zotadka, drég
zolciowych 1 trzustki oraz pobudza migsnie gladkie przewodu pokarmowego.
Ceruleina zostala odkryta iwyizolowana z suszonych skorek australijskiej zaby
Litoria caerulea w 1967 roku przez australijskich i wloskich naukowcéw [63]. Ostre
zapalenie trzustki moze by¢ wywotane przez dozylne lub dootrzewnowe
wstrzyknigcie ceruleiny. Ceruleina indukuje aktywacje enzymow trzustkowych

w ciggu 30 minut od podania dozylnego [64].
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Ceruleina dziala poprzez receptory CCK [35]. Zidentyfikowano dwa
receptory CCK o wysokim i niskim powinowactwie. Receptory o wysokim
powinowactwie tacza si¢ zceruleing, co indukuje egzocytoze proenzymow
z komorek  pecherzykowych  trzustki, zwigkszajac  wydzielanie enzymoéw
trawiennych. Tymczasem receptory o niskim powinowactwie lacza si¢ z ceruleing
dopiero po wysyceniu si¢ receptoréw CCK o wysokim powinowactwie. Wigzanie
ceruleiny zreceptorami CCK o niskim powinowactwem hamuje wydzielanie
enzymow trawiennych z komorek groniastych trzustki. Odpowiedz receptoréw CCK
na ceruleing jest wigc dwufazowa: po stymulacji nastepuje hamowanie. Kiedy
komorki pecherzykowe trzustki sg stymulowane przez nadmierne ilosci ceruleiny
egzocytoza proenzymow z komorek jest hamowana, co prowadzi do nagromadzenia
enzymow trawiennych w obrebie komorek pecherzykowych trzustki. Mechanizm,
w jakim te enzymy ulegaja aktywacji w trzustce i wywoluja zapalenie pozostaje
ciggle tematem licznych badan. W modelu OZT wywotanym ceruleing zmiany
histologiczne trzustki postepuja tagodnie w ciggu kilku godzin, dlatego model ten
umozliwia badanie zmian komoérkowych obserwowanych w poczatkowych fazach
ostrego  zapalenia trzustki, a w  szczeg6lnoSci najistotniejszy  proces
wewnatrztrzustkowej aktywacji enzymow trawiennych. Zmiany histopatologiczne
w modelu zwierzgcym ceruleinowego OZT doktadnie przypominaja OZT u ludzi.
Obserwuje si¢ infiltracjg komorek zapalnych w trzustce, obrzgk trzustki,
wakuolizacj¢ komorek pecherzykowych, obecno$¢ aktywnych enzyméw w trzustce
1 podwyzszone stezenie amylazy w surowicy. Uszkodzenia dotyczg tylko komorek
pecherzykowych, a nie komorek przewodowych czy wyspowych. Usunigcie
ceruleiny powoduje ustapienie OZT [64].

Model ceruleinowy jest uwazany za reprezentatywny model tagodnej postaci
OZT. Zostal uznany jako wartosciowy model shuzacy badaniom nad patogeneza
OZT, szczegbélnie mechanizmoéw wewnatrzkomorkowej aktywacji  enzymow
trawiennych 1 odpowiedzi zapalnej. Model byt krytykowany za swoja niezdolno$¢ do
doktadnego odzwierciedlenia sytuacji klinicznej zwigzane] z nadmiernym
wydzieleniem cholecystokininy, jednak wspomniane liczne podobienstwa migdzy
zwierzecym modelem OZT po ceruleinie i OZT uczlowieka wystarczajaco
uzasadniajg zastosowanie tego modelu do badania ostrego zapalenia trzustki [64].
Ceruleina zwigksza ilo$¢ czasteczek adhezji migdzykomodrkowej-1 (ICAM-1, ang.

intercellular adhesion molecule-1) w komorkach pgcherzykowych trzustki poprzez
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wewnatrzkomorkowa aktywacje NF-kB. Wigksza ilos¢ ICAM-1 na powierzchni
komorek sprzyja adhezji neutrofilow na komoérkach pecherzykowych trzustki
wzmagajac proces zapalny trzustki [65]. Ceruleina wywoluje rowniez zapalenie
trzustki przez rozregulowanie produkcji enzyméw trawiennych i wakuolizacje
cytoplazmy, co prowadzi do $mierci komorek pecherzykowych oraz obrzgku
trzustki. Ostatnie badania naukowe pokazujg, ze NOX jest istotnym zrodiem
nadtlenkéw generowanych w komoérkach AR42J stymulowanych ceruleing [48].
Ceruleina indukuje proces zapalny aktywujac NOX oraz kinaz¢ Janus (JAK, ang.
Janus kinase), ktora przenosi sygnaly za posrednictwem cytokin w szlaku JAK-
STAT [35].
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2.5 Komorki AR42J

Rycina 5. Obraz komorki AR42J z mikroskopu fluorescencyjnego w barwieniu

kalceing (material wlasny)

Komorki AR42J (rycina 5) pochodza ze ztosliwych guzéw trzustki szczura
indukowanych azaseryng [66]. Komorki AR42J sa uzywane jako model
egzokrynnego zapalenia trzustki do badan komorkowych szlakéw sygnatowych
prowadzacych do m. in. ekspresji cytokin, powstawania RFT i $mierci komorki.
Utrzymuja wiele cech prawidlowych komorek pecherzykowych trzustki, takich jak
synteza 1wydzielanie enzymoéw trawiennych. Ze wzgledu na pochodzenie
nowotworowe roznig si¢ od prawidlowych komorek kilkoma cechami, m. in.
wzmozong proliferacja. Mimo iz, produkuja, przechowywuja i wydzielaja enzymy
trawienne, regulacja ich funkcji zewnatrzwydzielniczej jest zaburzona (maja
nietypowe receptory dla CCK oraz nietypowy metabolizm fosforanu inozytolu).
Komorki AR42J posiadajg dodatkowo neuroendokrynnie regulowany szlak wrazliwy
na napiecie jonowe, uwalniajg male neuroprzekazniki (kwas 7-aminomastowy,
glicyne  ikwas  glutaminowy),  przetwarzaja  peptydowe  prohormony
i prawdopodobnie substancje autokrynne. Deksametazon sprzyja ich réznicowaniu
w kierunku fenotypu egzokrynnego. Proliferacj¢ komoérek AR42J pobudza
wysycenie receptorow dla kinaz tyrozynowych iadenozyno 3'.5' cyklicznego
monofosforanu oraz ekspresja dekarboksylazy ornityny iwymiana Na'/H'.

Somatostatyna ogranicza proliferacj¢ komoérek AR42J przez aktywnos¢ fosfataz
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biatkowych. Wszystkie komorki trzustki, te odpowiedzialne za czynno$¢ egzokrynna
ite zfunkcja endokrynna, rozwijaja si¢ z endodermalnej komorki macierzystej.
Poczatkowo komorki AR42J byly uwazane wylacznie jako zewnatrzwydzielnicze,
poniewaz syntezuja, magazynuja 1wydzielaja enzymy trawienne. Poniewaz
wywodzg si¢ z guza pierwotnego nablonka przewodowego, wykazuja cechy nie tylko
komorek pecherzykowych, ale tez pewne wlasciwosci neuroendokrynne. Te
mieszane wlasciwosci sugeruja obecno$¢ dwoch wyraznie regulowanych drog
wydzielniczych. Te cechy potwierdza traktowanie glukosteroidami, ktére zwigksza
syntez¢ enzymow trawiennych, ale nie wpltywa na produkcje zwigzkoéw
neuroendokrynnych, ktérych uwalnianie nastgpuje po depolaryzacji zaleznej od

jondw wapnia i nie zmienia si¢ po traktowaniu glukosteroidami [67].

Pierwotne hodowle komorek pecherzykowych trzustki miaty krotki czas
przezycia, dlatego do badania biologii izolowanych komoérek pecherzykowatych
trzustki powszechnie stosuje si¢ unie$miertelniong stabilng lini¢ komorek
pecherzykowych nowotworu trzustki AR42J. Podczas procesu unie$Smiertelnienia
i transformacji nowotworowej linia komoérek AR42J wykazata duzy potencjat egzo-
i endokrynny, mimo ze funkcje wydzielnicze tych komoérek charakteryzuja si¢ nieco
odmiennym mechanizmem stymulacji.

Wspolistnieja trzy rodzaje wydzielania w komorkach AR42J:

e podstawowe wydzielanie enzyméw trawiennych, ktore nie zalezy od
bodzcoéw stymulujacych wydzielanie - ich uwalnianie nastgpuje bezposrednio
po syntezie i jest znacznie wyzsze niz w normalnych komorkach trzustki

e regulowana droga wydzielnicza enzymow trawiennych - odpowiada na
stymulacje sekrecji

e wydzielanie aminokwasowych neurotransmiterow.

W  typowych komoérkach pecherzykowych trzustki istnieja dwie grupy

receptoréw i drog przenoszenia sygnatu wydzielania enzymow trawiennych:

e receptory sprzgzone z fosfolipaza C powodujace mobilizacje jondw wapnia,
takie jak receptory dla CCK typu A, acetylocholiny, bombezyny
1 tachykininy

e receptory sprzezone z cyklaza adenylanowa, takie jak receptory sekretyny

1 wazoaktywnego peptydu jelitowego.
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Komoérki AR42J prezentuja receptory dla CCK typu B co rézni je od komorek
trzustki szczura, gdzie nie wykryto tego typu receptoréw. Nalezy jednak zauwazyc¢,
ze receptory CCK-B w komodrkach AR42J s3 identyczne molekularnie jak receptory
CCK-B wkorze mozgu szczura iS$cisle spokrewnione zreceptorami CCK-B
spotykanymi u czlowieka [68]. Po stymulacji gastryng komoérek AR42J przez
wigzanie zreceptorami CCK-B nastgpuje co najmniej 90% nadmiernej sekrecji
amylazy na drodze przekazywania sygnatu zrozktadem fosfatydyloinozytololu,
uwolnieniem Ca®" istymulacja kinazy biatkowej C (ang. protein kinase C -
PKC) [69]. Funkcje te peinia w typowych komorkach pecherzykowych trzustki
szczura selektywne receptory CCK-A.

Po wstgpnym traktowaniu deksametazonem komorek AR42J regulacja
wydzielania bardziej przypomina typowe komorki pecherzykowe trzustki szczura.
Komorki gromadza hydrolazy w wydzielniczych pecherzykach iuwalniajg je po
stymulacji gastryng. Transport wyprodukowanych biatek wydzielniczych z retikulum
endoplazmatycznego do lub przez przedzialy aparatu Golgiego wymaga ATP i biatek
wigzacych GTP [70]. Po egzocytozie zkomorek AR42J, integralne blonowe
glikoproteiny sg resorbowane na drodze endocytozy, transportowane do endosomow
isieci aparatu Golgiego, nastepnie do granulek wydzielniczych. Organizacja
komoérkowa odpowiadajaca za wydzielanie w zréznicowanych komodrkach AR42]
nie jest prawidtowa, ale nie przeszkadza to w mobilizacji wydzielania granulatu po
stymulacji gastryna.

Deksametazon wykazuje plejotropowe dziatanie na komorki AR42J, ktore po
traktowaniu deksametazonem przez 4 dni zwigkszaja swoja objetos¢ o 30% i
prodkuja dwukrotnie wigcej biatka [71]. Deksametazon prowadzi do powstawania
polaczen miedzykomorkowych typu nexus, jednak nie prowadzi do petlnego
zr6znicowania  komorek.  Receptor  glukokortykoidowy, po  fosforylacji
1 transaktywacji, wigze si¢ z odpowiednim elementem w regionie regulatorowym
genu amylazy 1 zewnatrzwydzielniczego czynnika transkrypcyjnego. W szybkim
tempie wzrasta poziom tranksrypcji mRNA dla amylazy i rownolegle wzrost same;j
amylazy.

W przeciwienstwie do deksametazonu ceruleina nie zwicksza rozmiaru komorek
AR42] i nie stymuluje proliferacji w pozywkach bez surowicy. Natomiast zwigksza
transkrypcje 1 stabilizacie mRNA zwickszajac biosyntez¢ chymotrypsynogenu
0200%, a amylazy o40%. Antagonista receptora CCK-A - CR-1409 catkowicie
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hamuje synteze¢ chymotrypsynogenu po stymulacji caruleing. W obecno$ci CCK lub
sekretyny dochodzi od 2 do 5-krotnego wzrostu produkcji esterazy cholesterolu
w AR42] oraz do wzrostu mRNA peptydu kontrolujacego, ktory pobudza uwalnianie

CCK i posrednio indukuje nadmierna sekrecj¢ enzymow z trzustki in vivo [72].

2.6 Transfekcja

Zastosowanie hodowli komoérkowych spowodowato gwaltowny postgp nauk
biologicznych. Technologia ta jest tansza, bezpieczniejsza i mniej kontrowersyjna
pod wzgledem etycznym w poréwnaniu do badan nad zwierzgtami. Modele
komoérkowe badanych proceséw zachowuja w pelni catoksztaltt metabolizmu
komorkowego przy odizolowaniu od czynnikow zewnetrznych. Hodowle
umozliwiaja namnazanie komorek, ale takze zamrazanie, przechowywanie
1 transportowanie komorek miedzy laboratoriami. Hodowle komoérkowe pozwalaja
rowniez na modyfikowanie materiatu genetycznego komoérek poprzez wprowadzanie
do wnetrza komoérek molekut DNA (transfekcja). Najczesciej stosuje sie metode
wprowadzania materiatu DNA poprzez wektory plazmidowe, ktéora umozliwia
ekspresje genu kodujacego docelowe biatko [73].

Techniki transfekcji DNA zaczgto opracowywaé w latach sze§cédziesiatych
dwudziestego wieku. Poczatkowo wprowadzano obcy materiat do komorek poprzez
mikroiniekcj¢, rozbijanie komodrek ultradzwigkami i strgcaniem DNA  solami
fosforanowymi wapnia i czasteczkami dekstranu [74]. Obecnie najwicksza
wydajno$ciag ~ ipowtarzalno$cia  charakteryzuje  si¢  technika  lipofekcji
z zastosowaniem liposoméw zbudowanych z kationowych lipidow. Ta metoda jest
ponad stukrotnie bardziej wydajna niz techniki z solami fosforanowymi wapnia czy
dekstranem i umozliwia nie tylko wprowadzanie do komorek czasteczek DNA, ale
rowniez czasteczek RNA i biatek [75].

Metoda transfekcji przy pomocy liposoméw zaczyna si¢ od tworzenia
kompleksow liposoméw z plazmidowym DNA, ktére umieszcza si¢ razem
z komoérkami w pozywce pozbawionej surowicy. W czasie kilkugodzinnej inkubacji
kompleksy liposoméw i DNA wnikaja do komoérek na drodze endocytozy.
Efektywnos¢ transfekcji zalezy od budowy liposoméw - ilosci dodatnich tadunkow
lipidow, typu potaczen miedzy sktadnikiem kationowym i hydrofobowym oraz
strukturg sktadnika hydrofobowego [76].
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Wektor to czasteczka DNA (wirus, plazmid) stuzaca do wprowadzenia
obcego materiatu genetycznego do komorki w procesie transfekcji. Wektor, zwany
inaczej rekombinowanym DNA, przenosi krotki fragment DNA, zawierajacy badany
gen lub sekwencje. Wprowadzony do komorki wektor nie powinien zaktocaé jej
funkcji zyciowych, ale powinien by¢ tatwo wykrywalny i posiada¢ zdolno$¢ do
niezaleznej replikacji razem z wbudowanym fragmentem DNA. Najczesciej jako
wektory stosowane sg plazmidy [73]. Plazmid to pozachromosomowa czasteczka
DNA zdolna do samodzielnej replikacji, ktora wystepuje w organizmach
prokariotycznych i niektérych eukariotycznych. Plazmidy pelnig w komorkach
funkcje pomocniczych chromosomoéw i sg przenoszone w trakcie procesu koniugacji
miegdzy komorkami bakteryjnymi.

Wektor oparty na plazmidach musi zawiera¢ region poczatku replikacji, ktory
pozwala na niezalezne namnazanie si¢ w komodrkach oraz wiele miejsc
rozpoznawalnych przez rézne enzymy restrykcyjne, miedzy ktore wprowadza si¢
zadany fragment DNA, czyli insert. Dodatkowo wektor plazmidowy powinien
posiada¢ promotor, sekwencje wigzace rybosom, kodon inicjacji translacji czy np.

sekwencje umozliwiajace tatwiejsze oczyszczanie na drodze chromatografii.
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2.7 Zelazo

2.7.1 Toksycznos¢ zelaza

Zelazo jest niezbedne dla wiekszo$ci organizméw zywych, poniewaz posiada
wyjatkowe zdolno$ci zmieniania swojego stanu utleniania i potencjatu redoks. Wiele
enzyméw kluczowych dla reakcji przemiany materii zawiera zelazo. Jego
podstawowa funkcjg jest posredniczenie w jednoelektronowych reakcjach redoks.
Nieprawidlowo oslonigte zelazo moze by¢ jednoczesnie bardzo niebezpieczne,
poniwaz jest zdolne katalizowa¢ jednoelektronowa redukcje tlenu tworzac bardzo
reaktywne wolne rodniki. Sladowe ilosci wolnego zelaza katalizuja wytwarzanie
wysoce toksycznego rodnika wodorotlenowego (‘OH). Prawdopodobny mechanizm
powstawania "OH in vivo opisujg dwie reakcje okreslane jako cykl Fentona. Pierwsza

z tych reakcji to wlasciwa reakcja Fentona [77] :

Fe*" + H,0, — "OH + OH ™+ Fe**

. .. . .. . 2+ .-
Druga reakcja opisuje mechanizm regeneracji jonu Fe™ przez O, ":

Oz' T+ Fe3+ e 02 + Fe%

Sumaryczna reakcja jest nazywana reakcja Haber—Weissa:

H202+02.- e .OH+OH-+02

Wolne rodniki powstajace w reakcjach katalizowanych przez zelazo moga
utlenia¢ lipidy, biatka, lipoproteiny i kwasy nukleinowe prowadzac do $mierci
komorek 1 uszkodzenia tkanek, a nawet do zmiany fenotypu komorek i tworzenia
nowotworu. Aby unikng¢ niebezpieczenstwa powstawania wolnych rodnikéw wolne
zelazo musi by¢ utrzymywane na najnizszym poziomie energetycznym. Istnieje
jednak fizjologiczne zapotrzebowanie na pule tatwo dostepnego zelaza. Mechanizm
hemostazy polega na utrzymywaniu ograniczonej przejsciowej puli stabo
schelatowanego zelaza okreslanej jako wolna pula zelaza (LIP, ang. labile iron pool).

W wickszosci komoérek homeostaza zelaza jest kilkustopniowym procesem
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wchlaniania zZelaza, nastgpnie jego utylizacji i1skladowania. W ten proces
zaangazowane sg biatka wychwytujace zelazo, receptory dla transferyny (TFR, ang.
transferrin receptor), transportery zelaza dwuwartosciowego 1 (DMT1, ang. divalent

metal transporter 1) oraz ferrytyna - glowne biatko magazynujace zelazo [78].

2.7.2 Hemostaza zelaza

Zawarto$¢ zelaza w organizmie czltowieka waha si¢ od 3 do 4g. Zelazo
wbudowane do hemoglobiny wkrazacych erytrocytach i powstajacych
erytroblastach stanowi wickszo$¢ tego zasobu — ok. 2,5 g. Pozostale biatka
funkcjonalne zawierajace zelazo jak mioglobina, CAT 1icytochromy mieszcza
w sobie 400 mg z calej puli zelaza. Biatkiem regulujacym stezenie jonow zelaza
W surowicy i transportujacym je do komorek jest transferyna (TF, ang. transferrin).
Poniewaz TF nie ma wlasciwosci magazynujacych, ilo$¢ zelaza zwigzanego z nig
w organizmie jest nieduza — od 3 do 7 mg. Wazng cechg tego biatka jest duza masa
(niecate 80 kDa) co zabezpiecza ja przed filtracja w kiebuszkach nerkowych i utrata
zelaza z organizmu [79]. Pozostata ilo$¢ zelaza (szacunkowo 1 g) zwigzana jest
z ferrytyng lub hemosyderyng istanowi magazyn tkankowy zelaza, przede
wszystkim w komorkach watroby, §ledziony 1 szpiku kostnego. Dobowy obrét zelaza
jest niewielki — w przyblizeniu 1mg tego pierwiastka jest tracony z potem oraz
ze zhuszczonymi komoérkami skéry iprzewodu pokarmowego. Kobiety w trakcie
krwawienia miesigczkowego tracg dodatkowo 0,5 -1 mg zelaza. Straty te sa
wyrownywane przez wchlanianie Zelaza z pokarmem. W typowej diecie spozywa si¢
od 10 do 20mg zelaza 110% z tej ilosci jest wchtaniane w przewodzie
pokarmowym. Wigkszo$¢ zelaza w organizmie jest odzyskiwana wtornie z krwinek
czerwonych po ich rozpadzie przez makrofagi uktadu fagocytarnego. Ilo§¢ wolnego
zelaza, ktore ma wlasciwosci toksyczne, jest $cisle regulowana przez szybkie
wigzanie  wchlonigtego zelaza zprzewodu pokarmowego 1uwalnianego
z makrofagow przez TF inast¢gpnie zwigzanie przez ferrytyne ihemosyderyne

w magazynach tkankowych [80].
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2.7.3 Labilna pula zelaza

Termin "labilna pula Zelaza" zostal zaproponowana w 1946 roku przez
Greenberga 1 Wintrobe [81] i ponownie przez Jacobsa [82] jako "przej$ciowa pula
zelaza". Ostatnio pojawilo si¢ okreslenie "chelatowalne zelazo", jako ze wigkszo$¢
metod wykrywania tej puli zelaza wymaga uzycia chelatorow.

Zgodnie z definicjg LIP jest pula stabo schelatowanego zelaza, ktére szybko
przechodzi przez komorke. Najprawdopodobniej sktada si¢ z obu postaci zelaza: Fe*"
i Fe’" zwiazanych z réznymi zwigzkami o niskim powinnowactwie do jonow zelaza.
Moga to by¢ organiczne zwigzki chelatujace o niskiej masie czasteczkowej, takie jak
fosforany, cytryniany iinne jony organiczne, weglowodany i karboksylany,
nukleotydy i1 nukleozydy, polipeptydy 1 fosfolipidy.

LIP stanowi jedynie niewielki utamek catkowitej ilosci zelaza komorkowego
(3 - 5 %), ale prawdopodobnie cata ilo§¢ zelaza wchionigtego z pokarmu (1 — 2 mg)
trafia do LIP zanim zostanie zwigzana z biatkami docelowymi. W wigkszosci
komorek ssakow wychwyt zelaza przeprowadzany jest na dwa rozne sposoby.
Pierwsza droga jest zalezna od TF, ktora jest biatkiem regulujacym stezenie jonow
zelaza w osoczu krwi 1 transportujacym je do tkanek. TF wysycona zelazem taczy sig¢
ze TFR na powierzchni komoérki ina drodze endocytozy zostaje wchionigta do
wnetrza komorki w pecherzyku. Pompa protonowa zalezna od ATP obniza pH
w pecherzyku do ok 5,5 powodujac uwolnienie jondéw zelaza z TF. Pecherzyk z TF
zwigzang ze swoim receptorem jest nastgpnie transportowany na powierzchnie
komorki, a apotransferryna (czyli TF niewysycona zelazem) wraca do krwiobiegu
gotowa do nastepnego etapu absorpcji zelaza. Kazda czasteczka TF jest zdolna do
przenoszenia dwoch jondéw zelaza Fe’". Odlaczone z TF zelazo jest redukowane
prawdopodobnie przez dwunastniczy cytochrom B (DCYTB, ang. duodenal
cytochrome B) iuwolnione do cytoplazmy przez DMTI1. Ta droga wydaje si¢
istotnym zrodiem LIP.

Drugim mechanizmem jest droga niezalezna od TF. W tej drodze uczestniczy
DMT1 wspomagane przez aktywno$¢ DCYTB. Obecno$¢ DTM1 i DCYTB, ktore
zlokalizowane s3 gldwnie w poczatkowym odcinku dwunastnicy, jest regulowana
przez stezenia zelaza co sugeruje, ze to ta droga jest gtownym sposobem jelitowego
wchlaniania zelaza. Mutacja biatka DMT1 powoduje powazne niedobory zelaza

z powodu zmniejszonego jelitowego wchtaniania zelaza [83].
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Kolejnym waznym zrédtem LIP jest hem (hemopeksyna bez zelaza), ktory
transportuje do komorki zelazo poprzez droge zalezng od receptora podobna do TF.
W odrdznieniu od zelaza zwiazanego z TF 1 ferrytyna, Zelazo zwiazane z grupa hemu
wchodzi do reakcji redoks tworzac silnie toksyczne produkty. Toksyczno§¢ hemu
jest stabilizowane przez oksygenaz¢ hemowa i anty-utleniajace dziatanie bilirubiny,
jednak jony zelaza uwalniane podczas rozktadu hemu zasilajg LIP stwarzajac
dodatkowe zagrozenie stresem oksydacyjnym.

Wsrdd innych, mniej znanych Zroédet LIP duze znaczenie moga mie¢ biatka
zelaza i siarki tworzace ptaskie lub szescienne klastry Fe-S. Ich gléwna rolg jest
transfer elektronow w roéznych procesach komoérkowych. Aktywnos¢ wielu biatek

Fe-S jest wrazliwa na stres oksydacyjny reagujac zwigkszeniem LIP.

2.7.4 Ferrytyna jako zrédto labilnej puli zelaza

Poza wychwytem pozakomorkowego zelaza, potencjalnym zréodlem LIP
moze by¢ zelazo zwigzane z biatkami wewnatrz komorki. Najbardziej znanym
biatkiem, ktore przechowuje zelazo w bezpiecznej postaci i uwalnia je w sposdb
kontrolowany jest ferrytyna (ang. ferritin). Ferrytyna wystepuje w wiekszosci tkanek
jako biatko cytoplazmatyczne o masie 450 kDa sktadajacym si¢ z 24 podjednostek,
ktore moga byc¢ lekkie (ferrytyna L - 19 kDa) lub ciezkie (ferrytyna H - 21 kDa).
Niewielka jej ilos¢ wydzielana jest do osocza, gdzie funkcjonuje jako nosnik zelaza.
Stezenie ferrytyny w osoczu jest posrednim markerem calkowitej ilosci zelaza
w organizmie, co jest wykorzystywane w diagnostyce niedoboru zelaza. Ferrytyna,
ktéra nie jest polaczona zzelazem nazywana jest apoferrytyna. Mechanizm
uwalniania zelaza z ferrytyny pozostaje niejasny, ale wydaje si¢, ze proteolityczna
degradacja tego bialka iuwolnienie zelaza nastepuje gtdéwnie w proteasomach lub
lizosomach [84, 85].

Proteosomalny system ubikwitynozaleznej specyficznej proteolizy biatek
reprezentuje  gtowna nielizosomalng S$ciezk¢ przez ktéra w komorkach
eukariotycznych sg degradowane wewnatrzkomorkowe biatka biorace udziat w cyklu
komoérkowym, proliferacji, roznicowania iapoptozy. Proteasomy to duze
wielkoczasteczkowe zespoly enzymatyczne ztozone z kilku rodzajow biatkowych
proteaz tworzacych ksztatt cylindra. Wystepuja zarowno w cytoplazmie 1 jadrze

komorkowym wszystkich eukariotycznych komorek. Proteasomy skupiajg si¢ wokot
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centrioli tworzac centrum proteolityczne komorki. Proteasomy zlozone sa
z podjednostek peptydowych regulatorowych i katalitycznych. W ich centrum
znajduje si¢ kanal odpowiedzialny za aktywno$¢ proteazy o trzech specyfikacjach
enzymatycznych: chymotrypsynopodobne, trypsynopodobne i kaspazopodobne.
Odpowiedzialne s3 one za degradacj¢ ubikwitynowanego biatka do malych
peptydow. W przebiegu tej degradacji zuzywana jest energia z ATP [86].
Szczegotowe badania wskazuja na gtowny udzial proteasomoéw, anie lizosomow
w procesie degradacji ferrytyny wewnatrzkomorkowej [87].

Kazdy kompleks ferrytyny moze przechowywa¢ okoto 4500 jonow zelaza
Fe’" w postaci nano-klatki. Zelazo uwolnione z ferrytyny moze byé wykorzystane
w komorce lub uwolnione na zewnatrz komoérki. Na powierzchni komorek, ktore
uwalniajg zelazo do osocza, obecny jest blonowy eksporter zelaza do osocza -
ferroportyna. Wzrost ekspresji ferroportyny skutkuje wigkszym wyrzutem zelaza
z cytozolu komorki na zewnatrz co wzmaga degradacje ferrytyny przez proteasomy.
Degradacja jest poprzedzona ubikwityzacja podjednostek ferrytyny co pozwala
zdemontowa¢ konstrukcj¢ nano-klatki utrzymujacej jony zelaza iutrzymac dalsza
degradacje ferrytyny w proteasomach.

Udziat ferrytyny w utrzymaniu poziomu LIP jest dwukierunkowy.
Zwigkszona ekspresja ferrytyny powoduje zwigkszone wigzanie wolnego Zzelaza
1 zmniejszenie LIP. Z drugiej strony ferrytyna moze dostarcza¢ zelaza do LIP.
Inkubowanie komoérek z zatadowang zelazem ferrytyng powoduje wzrost LIP
rownolegle z degradacja dostarczanej ferrytyny. Inhibitory proteaz powoduja

zaréwno degradacje ferrytyny jak i wzrost LIP.

2.7.5 Rola labilnej puli Zzelaza w odpowiedzi komdrkowej na stres oksydacyjny

W modelu zwierzecym OZT wyindukowanym ceruleing udokumentowano
poprawe po podaniu chelatora zelaza - 2,2 dipyridylu, co sugeruje, ze zelazo
odgrywa istotng role w tworzeniu RFT. Zelazo podobnie jak tlen, jest niezbedne dla
poprawnego funkcjonowania organizmu, jakkolwiek bywa réwnoczes$nie niezwykle
niebezpieczne. Metabolizm zelaza jest $cisle regulowany, tak aby jego poziom byt
ponizej poziomu toksycznego dla organizmu. LIP jest to metabolicznie aktywng
forma zelaza, luzno zwigzang z biatkami, aminokwasami, kwasami organicznymi

i nukleotydami. Pozostata czg$¢ zelaza wystepujacego w komorce jest zwigzana pod
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postacig ferrytyny. Istotng r6znicg pomigdzy LIP a zelazem w ferrytynie jest taka, ze
ta pierwsza moze silnie stymulowa¢ produkcje RFT.

Zelazo moze generowa¢ rodniki hydroksylowe na drodze reakcji Fentona,
a poprzez reakcje z produktami peroksydacji lipidow tworzy¢ rodniki alkoksylowe
i peroksylowe. Ponadto, reakcja Fe*" ztlenem moze prowadzi¢ do tworzenia sic
bardzo silnych utleniaczy, takich jak jony perferrylu i ferrylu zreaktywnoscia
porownywalng z rodnikiem wodorotlenkowym.

Wykazano, ze labilna pula zelaza zwigksza si¢ podczas ré6znych warunkow
doswiadczalnych, kiedy dochodzi do degradacji ferrytyny. TNF, $wiatlo UV,
nadtlenek wodoru i wiele innych powoduje zwigkszenie intensywno$ci tworzenia
RFT przy jednoczesnej zintensyfikowanej degradacji ferrytyny i zwigkszaniu si¢ puli

LIP [88].

2.8 Szlaki sygnatowe kinaz biatkowych

Funkcjonowanie kazdej komorki jadrowej jest uzaleznione od sprawnych
mechanizméw przekazywania informacji. Szlaki sygnatowe w komorce angazuja
wiele biatek, wsrod ktorych najliczniejsza grupa sa kinazy biatkowe. Kinazy
biatkowe przekazuja informacj¢ do komorki z otoczenia, ale tez do kazdej organelli
komorkowej 1jej przedziatu. Ich dzialanie polega na odwracalnej fosforylacji
wewnatrzkomorkowych biatek, przez co zmienia ich funkcje. Kinazy, sa niezbedne
do prawidlowego funkcjonowania komorki - jej réznicowania, proliferacji, reakcji

obronnych jak i §mierci na drodze apoptozy.

2.8.1 Kinazy bialkowe aktywowane mitogenami

Kinazy biatkowe aktywowane mitogenami (MAPK, ang. mitogen-activated
protein kinases) to grupa kinaz serynowo-treoninowych, ktére reguluja odpowiedz
komorki na rézne czynniki stymulujace docierajace do komoérki z zewnatrz - takie
jak mitogeny, stres osmotyczny, cytokiny zapalne i szok termiczny. Wptywaja one
na funkcje komorki, w tym proliferacje, ekspresje genow, roznicowanie, przezycie

1 apoptoze.
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MAPK wystepuja tylko w organizmach eukariotycznych, sa jednak dos¢
zréznicowane i mozna je spotka¢ u wszystkich zwierzat, grzybow, roslin i nawet
u jednokomorkowych organizmoéw eukariotycznych.

Kinazy MAPK sa nieaktywne enzymatycznie w swojej podstawowej formie.
Do aktywacji wymagaja one fosforylacji, ktore przeprowadzaja wyspecjalizowane
enzymy z grupy kinaz biatkowych. Kazda grupa MAPK ztozona jest z uktadu trzech
dziatajacych kolejno po sobie kinaz: MAPK, MAPKK (MAPK2) i MAPKKK
(MAPK3) (rycina 6). BodZce dziatajace na komorke powoduja aktywacje MAPK
poprzez wielopoziomowa kaskade zdarzen i fosforylacji. Na blonie komodrkowe;j
dochodzi do aktywacji MAPKKK w wyniku interakcji z biatkami Ref (mediatory
odpowiedzi na czynniki wzrostu) lub innymi biatkami (MEKK, MLK, MKK) jako
odpowiedz na bodziec zewnatrzkomoérkowy. Aktywacja MAPKKK prowadzi do
fosforylacji 1 aktywacji MAPKK, ktora w koncu fosforyluje i aktywuje MAPK.
W ten sposéb sygnal aktywacji przechodzi z btony komorkowej (MAPKKK) do

wnetrza komorki 1 jadra komorkowego [89].
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Rycina 6. Schemat aktywacji MAPK z podzialem na $ciezki sygnalowe ERK1/2,
JNK/p38 oraz ERKS (opracowanie wlasne na podstawie [§89]).

U ssakow zidentyfikowano cztery grupy kinaz MAP:

e kinazy z grupy MAPK regulowane przez czynniki zewnatrzkomorkowe
(ERK, ang. extracellular signal-regulated kinases) - poprzez kinazy tej grupy
dziatajg czynniki wzrostu i estry forbolu; odpowiadaja za regulacje
proliferacji, podziatu i r6znicowania komorek

e JNK (ang. c-Jun N-terminal kinases) okreslane tez jako kinazy aktywowane
stresem - s wrazliwe na bodzce stresowe: cytokiny, promieniowanie
ultrafioletowe, szok termiczny i osmotyczny, zmiany poziomu reaktywnych
form tlenu, inhibitory syntezy biatka i TNF;
posredniczg w roznicowaniu komorek i procesie apoptozy

o Kinazy p38 - ich funkcja jest zblizona do kinaz grupy JNK

e ERKS — ERK aktywowane dziataniem stymulantéw morfogenezy
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2.8.2 Sciezka sygnatowa kinaz ERK

U ssakow charakterystyczng dla MAPK jest sciezka ERK1/2. Aktywatorami
szlaku w odpowiedzi na czynniki wzrostu (EGF, FGF, PDGF) z grupy MAPKKK sa
biatka Raf (A-Raf, B-Raf, C-Raf). W dalszej kolejnosci dochodzi do fosforylacji
MAPKK, ktore sg specyficznymi aktywatorami ERK1 i ERK2, ktore fosforyluja
wiele substratow waznych dla proliferacji, cyklu komérkowego i r6znicowania.

Sciezka ERKI1/2 jest do$¢ dobrze oddzielona od innych szlakow
sygnatowych, w przeciwienstwie do szlakow kinazy p38 i JNK, w ktorych aktywacja
jednego szlaku idzie zwykle w parze z drugim. Wynika to z wspolnych aktywatorow
na poziomie MAPKKK i MAPKK. Sciezki p38 iJNK s3 wrazliwe na bodzce
stresowe, takie jak cytokiny, promieniowanie nadfioletowe, szok termiczny i szok
osmotyczny. Przekazywane sygnaly sa wiec potrzebne w mechanizmach adaptacji do
stresu, roéznicowania komorek i w procesie apoptozy. Duzo bialek docelowych
w mechanizmach odpowiedzi na bodzce stresowe moga by¢ fosforylowane tylko
przez kinazy JNK lub tylko przez kinazy p38 co potwierdza ich wage w procesie
odpowiedzi na stres.

Kolejng dobrze poznang idos¢ dobrze oddzielong $ciezka u ssakéw jest
sciezka ERKS, ktora odpowiada za przekazywanie stymulantow rozwoju $rodbtonka
naczyn i morfogenezy serca. Potwierdza to $miertelno$¢ ssakow z zablokowanym
szlakiem ERKS w przebiegu zaburzen krazenia i zaburzen $rodblonkowej bariery.
W szlaku ERKS biorg udzial kinazy MAPKKK - MEKK?2 i MEKK3 fosforylujace
specyficzny aktywator MKKS. Mutacje elementéw szlaku ERKS prawdopodobnie sg
przyczyng jamistych malformacji w ludzkim moézgu.

Poniewaz $ciezki sygnalizacyjne ERK biorg udzial w regulacji proliferacji,
blokowanie tej $ciezki znalazto zastosowanie w leczeniu r6znego typu nowotworow.
Wprawdzie nie opracowano jeszcze inhibitorow MKK 1/2 ani ERK 1/2 z
zastosowaniem klinicznym, inhibitory kinazy Raf maja juz swoje sukcesy kliniczne -
np. Sorafenib — lek wprowadzony do leczenia zaawansowanego raka nerki i raka
watrobowokomorkowego [90].

Mimo, ze blokowanie szlaku sygnatowego kinazy p38 wydaje si¢ by¢ dobrym
celem dla lekoéw przeciwzapalnych, to dotychczas nie opracowano zwigzku, ktéry by

dziatal skutecznie i dlugotrwale nie powodujac powaznych skutkow ubocznych.
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Podobnie zwigzki blokujace szlak JNK sa jeszcze w fazie doswiadczalne;j,
jednak obiecujace sa wyniki badan na zwierzg¢tach, u ktorych hamowanie JNK
zmniejsza insulinoopornos¢ komorek, zwicksza tolerancj¢ na niedokrwienie po

udarze i dziata protekcyjnie w zaburzeniach stuchu [91].

2.8.3 Kinazy JNK

Kinazy JNK zostaly zidentyfikowane pierwotnie jako kinazy, ktore wigza
1 fosforyluja bialka c-Jun wpozycjach Ser-63 1iSer-73 w domenie aktywacji
transkrypcji. Aktywacja kinaz JNK odbywa si¢ za pomoca dwoéch kinaz MAPK
(MKK4 i MKK?7 - rycina 6) poprzez fosforylacj¢ treoniny (Thr) i tyrozyny (Tyr)
w obrebie sekwencji Thr-Pro-Tyr w VIII subdomenie kinazy JNK. Kinazy JNK
moga by¢ inaktywowane przez fosfatazy bialkowe Ser / Thr oraz Tyr. Te specyficzne
fosfatazy hamujg aktywno$¢ JNK jak iaktywnos$¢ bialek zwigzanych z aktywacja
JNK.

Kinazy JNK maja 10 izoform pochodzacych z trzech gendéw: JNKI1 (cztery
izoformy), JNK2 (cztery izoformy) 1JNK3 (dwie izoformy). Kazdy gen ulega
ekspresji jako biatko kinazy o masie czasteczkowej 46 kDa lub 55 kDa, w zalezno$ci
od tego, jak kodujacy region odpowiadajacego mRNA jest przetwarzany. Nie
znaleziono roznic funkcjonalnych pomiedzy formami 46 kDa 1 55 kDa, natomiast
w czasie alternatywnego skfadania transkryptow JNKI1 1JNK2 powstaja formy
JNK1-a i INK2-a oraz JNK1-B i INK2-B. Rdéznice w interakcji z substratami tych
bialek wynikaja z wzajemnego wyltacznego wykorzystania dwoch eksonow
w obrebie domeny kinazy. JNKI 1JNK2 wystepuja we wszystkich komorkach
1 tkankach, natomiast JNK3 wystepuje gldwnie w moézgu 1 w mniejszym stopniu
sercu oraz jadrach.

Kinazy JNK poprzez fosforylacje modyfikuja aktywnos¢ wielu biatek
mitochondrialnych ijadrowych. Aktywujg takie biatka jak: c-Jun, ATF2, ELKI,
SMAD4, p53 1 HSF1, a zinnej strony hamuja biatka NFAT4, NFATC1 1 STAT3.
Dzigki tym oddzialywaniom kinazy JNK reguluja wiele waznych funkcji
komorkowych, w tym wzrost komorek, ich przezycie, réznicowanie, proliferacje
i apoptoze. JNK1 uczestniczy w procesie apoptozy, neurodegeneracji, roznicowania
1 proliferacji komoérek. Bierze udziat w procesie zapalnym iw produkcji cytokin

posredniczonych przez kompleks AP-1. Kinazy JNK sa enzymami zaangazowanymi
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w regulacj¢ stabilno$ci niektorych bialek, np. zwigkszaja one poziom degradacji
anty-apoptycznego biatka c-FLIP oraz chronig biatka c-Jun przed degradacja.
Ostatnio wykazano, ze aktywacja JNK nasila produkcj¢ RFT [84]. Na chwile
obecng nie wiadomo, czy ten proces przebiega w trzustce w trakcie OZT. Postuluje
si¢, ze podczas OZT indukowanego ceruleing, tworzenie RFT moze odbywaé sie

zaréwno na drodze zaleznej jak 1 niezaleznej od JNK.
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3. Cel pracy

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie udziatu labilnej puli zelaza w tworzeniu

reaktywnych form tlenu w komorkowym modelu ostrego zapalenia trzustki

indukowanego ceruleing. Celem dodatkowym bylo przesledzenie roli szlaku

sygnatowego kinazy terminalnej c-Jun (JNK) oraz czynno$ci proteasomow w

zmianach labilnej puli zelaza badanego modelu ostrego zapelnia trzustki.

Wymagalo to postawienia celow posrednich:

1.
2.

Zbadanie czy ceruleina indukuje tworzenie RFT w komoérkach AR42J.
Sprawdzenie czy dochodzi do zmniejszenia formowania RFT  po
ograniczeniu 1ilosci zZelaza w komorkach AR42J za pomoca zwiazku
chelatujacego — deferoksaminy.

Analiza wptywu ceruleiny na zmiany poziomu labilnej puli zelaza.

Zbadanie czy traktowanie komoérek AR42J ceruleing wplywa na poziom
ferrytyny.

Okreslenie nasilenia produkcji RFT po nadmiernym wysyceniu komorek
ARA42] zelazem za pomoca heminy.

Zbadanie roli proteasoméw w procesie degradacji ferrytyny.

Sprawdzenie udzialu szlaku sygnalowego kinazy JNK w przebiegu

degradacji ferrytyny pod wptywem inkubacji komorek AR42J z ceruleing
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4. Material i metody

4.1 Materialy

4.1.1 Linia komoérkowa

Materiat badan stanowita linia komorek AR42J, pozyskana ze zbiorow The

American Type Culture Collection (pancreatoma, ATCC CRL 1492) - jedyna

dostepna linia komodrkowa, ktéra utrzymuje wiele cech prawidlowych komorek

groniastych trzustki, takich jak m.in. synteza i wydzielanie enzyméw trawiennych.

Linia ta jest uzywana jako model egzokrynnego zapalenia trzustki do badan

komorkowych szlakow sygnatowych wiodacych do ekspresji cytokin, powstawania

RFT, $mierci komorki 1 wielu innych.

4.1.2 Odczynniki, zestawy, przeciwciata

Uzyte w do$wiadczeniach odczynniki, zestawy 1 przeciwciala przedstawiono

w tabeli 2.

Tabela 2. Odczynniki, zestawy, przeciwciala

Odczynnik Nr kat. Firma
Alkohol etylowy 396420113 Poch
Alkohol metylowy 621990110 Poch
APS - nadsiarczan amonu 161-0700 Bio-Rad
Przeciwciata p-ferrytynie L SC-74513 Bisoigz?lr(ljorllf)zgy
Przeciwciata p-p aktynie A3854 Sigma-Aldrich
Blekit bromofenolowy B5525 Sigma-Aldrich
Ceruleina C9026 Sigma-Aldrich
Chlorek sodu 794121116 Poch
DCF - H2DCFDA - dwuacetyna 2',7'- .
dichlorodihydroﬂuorechiny D399 Invitrogen
DFO — deferoksamina D9533 Sigma-Aldrich
Wywotywacz 1900943 Kodak
DMSO — dimetylosulfotlenek D5879 Sigma-Aldrich
VEGF - czynnik wzrostu §rodbtonka V4512 Sigma-Aldrich
: 1331-11-
EDTA - wersenian dwusodowy 2798103 Poch
F-12 K - pozywka dla komorek 21127 Gibco
FBS - ptodowa surowica bydleca F0804 Sigma-Aldrich
Utrwalacz 1901875 Kodak
Hemina H9039 Sigma-Aldrich
LIQUABIS 800801 MP Biomedicals
LIQUACRYL 80800 MP Biomedicals
N—butanol 203230421 Poch
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MG-132 474790 Calbiochem
OPTI- MEM 1 31985-047 Gibco
Page Ruler Plus SM 1811 Fermentas
PBS 7391 Lonza
Penicylina — Streptomycyna fg 313/[311 Sigma-Aldrich
Plasmid Midi AX 092-10 A&A Biotechnology
Mieszanki inhibitoréw proteaz 04693154001 Roche
SDS - laurylosiarczan sodu L3771 Sigma-Aldrich
SP600125 S5567-10MG Sigma-Aldrich
TEMED T9281 Sigma-Aldrich
Trypsin EDTA BE17-161F Lonza
Tryton X-100 T8787 Sigma-Aldrich
Trizma base T1503 Sigma-Aldrich
Tweed 20 568760421 Poch
Western Lightning® Plus—ECL NELI ?3 001E Perkin Elmer

4.1.3 Bufory

Uzyte w dos§wiadczeniach bufory przedstawiono w tabeli 3.

Tabela 3. Bufory

N azwa uzywana Sklad

w opisie metod
Bufor A: 1% TX- 100, 0,1% SDS, 50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7.5
Bufor B: 250 mM Tris-HCI, 8% SDS, 40% glicerol, 0,4% blekit

bromofenolowy, 400 mM DTT
Bufor C:
25 mM Tris, 192 mM glycina, 0,01% (x/v) SDS, pH 8,3

Bufor D: 25 mM Tris-HCI, 200 mM glicyna, 20% metanol
Bufor E: 5% odtluszczone mleko rozpuszczone w buforze F
Bufor F: 5 mM Tris—HCI pH 7,4, 15 mM NaCl, 0,01% Tween 20
Bufor G: 50mM TRIS (pH 8,0), 10mM EDTA, 100pg/ml RNA-za A
Bufor H: 0,2M NaOH, 1% SDS
Bufor [: 3M roztwor octanu potasu, pH 4,8
Bufor J: 1,2M NaCl, 50mM TRIS pH 8,5, 15% izopropanol

4.1.4 Plazmidy

Do badan uzyto plazmidow niosacych allele kodujace nieaktywne formy

bialek JNK1-DN, JNK2-DN, ktore uzyskano dzigki uprzejmosci Prof. Michael Karin
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(Univeristy of California, San Diego, USA). Wektor plazmidowy pcDNA 3.1 zostat
zakupiony w firmie Invitrogen.

Mapy plazmidéw znajduja si¢ w zataczniku nr 1.

4.2 Metody

4.2.1 Hodowla komorkowa

Lini¢ komoérkowa AR42J hodowano w pozywce FI12K z dodatkiem
20 % FBS, penicyliny, streptomycyny iczynnika wzrostu $rodbtonka (VEGF) (1
ng/mL). Temperatura otoczenia hodowli wynosita 37°C; atmosfera sktadata si¢
w95 % ztlenu i w5 % zdwutlenku wegla. Komoérki pasazowano w sterylnych
warunkach, w komorze laminarnej II klasy bezpieczenstwa, przy konfluencji

70 - 80 %.

4.2.2 Transformacja E.coli

Aby powieli¢ plazmidowe DNA transformowano je do komorek
kompetentnych szczepu E.coli, nastepnie wszystko wysiewano na plytki z podtozem
LA wuzupelianym wlasciwym antybiotykiem. Procedura zostala wykonana w
Katedrze Biologii Molekularnej Uniwersytetu Gdanskiego, dzigki uprzejmosci prof.
UG, dr hab. Anny Herman - Antosiewicz.

4.2.3 Oczyszczanie plazmidowgo DNA

Do  oczyszczenia  plazmidowego DNA  uzyto  zestaw  firmy
A&A Biotechnology - Plasmid Midi AX. 100 ml hodowli bakteryjnej wirowano,
a nastgpnie zawieszano w buforze G. Nastgpnie dodawano bufor H, mieszano
1 odstawiano na 5 minut inkubacji w temperaturze pokojowej. Po uptywie 5 minut
w celu precypitacji chromosomalnego DNA, soli potasowych SDS oraz bialek
dodano bufor 1. Mieszaning wirowano 5 minut przy 1500 x g. Utworzony na skutek
wirowania przesacz przeniesiono na kolumn¢ Plasmid 200. Kolumng, przez ktoéra
przeszedt lizat ptukano 20 ml buforu I. Nastepnie za pomocg buforu H eluowano
DNA. Do powstatego eluatu dodano wzmacniacz precypitacji oraz izopropanol,

po czym probke wirowano przez 10 minut przy 11 000 x g. Powstaly po wirowaniu
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osad plukano w 70 % etanolu i wirowano ponownie 3 minuty z predkoscia
11000 x g. Powstaty supernatant zlano a osad osuszano, po czym rozpuszczano w
200 pl ultraczystej H,O. Poziom DNA mierzono przy pomocy spektrofotometru
NanoDrop 1000.

4.2.4 Transfekcja komorek

Komorki linii AR42J 24 godziny przed transfekcja siano na plytke
6 - cio dotkowa w ilosci 5 x 10° na kazdy dotek. Komorki transfekowano plazmidami
kodujacymi nieaktywne formy biatek JNKI-DN, JNK2-DN oraz kontrolnie
wektorem plazmidowym pcDNA 3.1. W sterylnej probdéwce przygotowywano
mieszaning zawierajaca: 200 upl pozywki OPTI- MEM (bez dodatku FBS
i antybiotykow), 6 ul odczynnika FuGENE HD, oraz 2 pg plazmidowego DNA
(proporcja na jeden dotek). Cato$¢ mieszano delikatnie i odstawiano do inkubacji na
20 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie 200 pl mieszaniny transfekcyjnej
dodawano do odpowiednich dotkéw i1 odstawiano do inkubatora na 24 godziny. Po
uplywie tego czasu komorki przez 1 godzing traktowano 10 nmol/L ceruleing

rozpuszczong w PBS lub samym PBS.

4.2.5 Pomiar reaktywnych form tlenu

[los¢ RFT zbadano za pomocg cytometrii przeptywowej uzwajac barwnika
organicznego dioctanu 2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny (H2DCFDA) [92, 93].
H2DCFDA ma charakter lipofilny dzigki czemu tatwo przenika do wn¢trza komorki,
gdzie ulega roktadowi przez komorkowe esterazy do
2'.7" - dichlorodihydrofluoresceiny (H2DCF). Ostatecznie, po reakcji z nadtlenkami
1 zelazem, powstaje silnie fluoryzujaca 2°,7’- dichlorofluoresceina (DCF), ktora jest
nastepnie tatwo oznaczana na przyktad za pomoca cytometru przeplywowego.

Komorki AR42J na 24 godziny przed doswiadczeniem siano na ptytke 6-cio
dotkowa (5x 10%). Po przyklejeniu do podloza komorki przez 1 godzing byly
eksponowane na PBS lub 10 nmol/L roztwoér ceruleiny rozpuszczony w PBS. 30
minut przed zakonczeniem inkubacji z ceruleing komorki zostaty wybarwione 5
umol/L H2DCFDA. Nastgpnie komorki zebrano i wirowano przez 5 minut przy

1500 x g. Supernatant zdekantowano, a komorki dwukrotnie plukano w 1 ml
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PBS i wirowano z predkoscia 1500 x g. Uzyskane osady zawieszono w 200 ul
PBS i poddawano analizie na cytometrze przeptywowym Coulter Epics XL flow
cytometer - posiadajacy filtry dla widma barwnika (I = 495nm wzbudzenia i
1=530nm emisji). Pomiar cytometryczny byt wykonywany we wspotpracy z dr
Agnieszka Jozwik z Zaktadu Fizjopatologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

W niektorych eksperymentach komorki byly traktowane ceruleing po
2 godzinnej wstepnej inkubacji z 25 pmol/L deferoksaming (DFO) - zwigzkiem
chelatujagcym o duzym powinowactwie do zelaza.

Obcigzenie komoérek zelazem uzyskano poprzez 24 godzinng inkubacje

komorek AR42J z 1 umol/L hemina.

4.2.6 Pomiar labilnej puli zelaza

Ustalenie wptywu ceruleiny na zmiany w puli labilnego zelaza wykonano
poprzez analiz¢ fluorescencji kalceiny w mikroskopii. Wplyw ceruleiny na ilo$¢
labilnego zelaza wyznaczono poprzez analize fluorescencji kalceiny jak to opisat
Breuer i wsp. [94]. Komorki zostaty wysiane z ggstoécia 1x10° na studzienke ptytki
6-cio dotkowej. Po przyklejeniu komorek do podloza, poddano je dziataniu
10 nmol/L ceruleiny przez 1 godzing. Komorki wybarwiano 5 pmol/L kalceing 30
minut przed koncem inkubacji z ceruleing. Nastepnie komorki zebrano, przeptukano
dwukrotnie roztworem PBS, po czym dokonano pomiaru fluorescencji kalceiny przy
uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego. Szkietka mikroskopowe byty analizowane
przy uzyciu systemu konfokalnego Radiance 2100 (Bio-Rad, Hemel Hempstead,
Wielka Brytania), zlaserem kryptonowo-argonowym, zamontowanym na
mikroskopie $wietlnym Eclipse 600 (Nikon, Tochigi, Japonia). Zdjecia uzyskano
uzywajac obiektywu (x60) z substancjg imersyjng i aperturg liczbowa = 1,4.

4.2.7 Przygotowanie lizatow komorkowych

Komorki po inkubacji z odpowiednimi odczynnikami przy pomocy
skrobakow laboratoryjnych zbierano wraz z pozywka do odpowiednich probowek i
wirowano przez 9 minut z predkoscig 1500 x g w temperaturze 4°C. Uzyskane osady
komorkowe plukano dwukrotnie w PBS 1 wirowano z predkoscia 1500 x g. Po

ostatnim wirowaniu osady zawieszano w zimnym buforze lizujagcym (Bufor A) z
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dodatkiem inhibitorow proteaz (Roche). Nastepnie probki mrozono 4 x 10 minut w
temperaturze -20°C, po czym wirowano z predkoscig 16 000 x g w temperaturze
4°C. Uzyskany lizat komorkowy przenoszono do odpowiedniej probowki typu

Ependorf i uzywano do dalszych badan.

4.2.8 Pomiar st¢zenia biatka w lizatach

Pomiar poziomu biatka w lizatach komoérkowych wykonywano za pomoca
metody Bradford [95]. Do badania stosowano odczynnik Bradford Reagent firmy
Sigma Aldrich. Pomiar absorbancji przeprowadzono uzywajac spektrofotometru
(DR 3900, Hach Lange) przy dlugosci fali A = 595 nm zgodnie z instrukcja

producenta.

4.2.9 Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym

Aby rozdzieli¢ biatka na zelu poliakrylamidowym do lizatow komoérkowych
dodano odpowiednie ilosci buforu obcigzajacego (bufor B) oraz buforu A. W celu
denaturacji biatek, tak zmieszane proby gotowano w temperaturze 95°C przez
10 minut. Elektroforetycznego rozdziatu biatek dokonywano w 12 % zelu

poliakrylamidowym — sktad zelu podano w tabeli 4.

Tabela 4. Sklad zelu poliakrylamidowego 12%

12% Rozdzielajacy Zageszczajacy
LIQUACRYL 2,9 ml 0,63 ml
LIQUABIS 1,86 ml 0,33 ml
dH20 4,2 ml 2,8 ml
4;(;1;13//86])88 3ml 1,25 ml
10% APS 42 ul 25 ul
TEMED 12 ul 6 ul
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Na wczesniej przygotowany zel nanoszono wzorzec masy - Page Ruler Plus
firmy Fermentas oraz badane proby. Elektroforeza zostata przeprowadzona na
aparacie Mini Protean 3 (Bio-Rad) w buforze elektrodowym (bufor C) przy napigciu
100 V dla zelu zageszczajacego 1 120 V dla zelu rozdzielajacego.

4.2.10 Transfer biatek na membrang oraz ich identyfikacja

Transfer biatek znajdujacych si¢ na zZelu, na memebrang PVDF wykonano
uzywajac buforu do transferu (bufor D) oraz aparatu firmy Bio-Rad- Trans-Blot SD
Semi-Dry Transfer Cell (natezenie pradu 260 mA, napigcie 25 V, czas 1 godzina).
W tym celu sktadano tzw. ,.kanapke transferowa” ztozong z dwoch grubych bibut
typu Whatman, migdzy ktorymi umieszczona jest membrana PVDF oraz Zel
poliakrylamidowy. Po transferze membrane blokowano przez 1 godzing w 5%
odtluszczonym mleku (bufor E). Zablokowane membrany inkubowano
z wytrzasaniem z monoklonalnymi przeciwcialami I rzegdowymi skierowanymi
przeciwko ferrytynie L, calg noc, w temperaturze 4 °C. Nastgpnego dnia membrany
ptukano 4 x 5 minut w TBST (Bufor F) po czym przez 1 godzin¢ inkubowano je
z mysimi przeciwciatami Il rzgdowymi skoniugowanymi z peroksydaza chrzanowa.
Po inkubacji z przeciwcialami II-rzedowymi membrany ponownie plukano
4 x 5 minut w TBST. Wizualizacj¢ biatek wizualizacj¢ biatek dokonywano uzywajac
odczynnika Western Lightning® Plus—ECL (PerkinElmer) i utrwalano na kliszy
rentgenowskiej- Amersham Hyper Film ECL (Amersham Bioscience). Analizg
densytometryczng badanych bialek wykonano za pomoca programu Imagel

(National Institutes of Health, USA) [96] i normalizowano wzgledem - aktyny.

4.2.11 Analiza statystyczna

Istotnos¢  wynikow intensywnosci  fluorescencji DCF  sprawdzono
jednokierunkowa analizag wariancji, a nastgpnie testem poroéwnan wielokrotnych
Bonferroniego. Istotno$s¢ wynikow fluorescencji kalceiny oraz Western Blot
ferrytyny sprawdzono testem T-Studenta. Wyniki przestawiono jako wartos¢ srednig

oraz odchylenie standardowe.
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5. Wyniki

5.1 Ceruleina indukuje stres oksydacyjny w komodrkach AR42J

Komorki AR42J wykazaly wzrost poziomu RFT po 30 minutach od
potraktowania ceruleing. Maksymalny poziom RTF zaobserwowano po 1 godzinie.
Poziom RFT obnizyt si¢ w2 14 godzinie (rycina 7), jednak utrzymywat si¢ na
wyzszym poziomie niz w grupie kontrolnej traktowanej PBS. Dane te potwierdzaja
wczesniejsze obserwacje wzrostu RFT w komorkach AR42J traktowanych

ceruleing [97].
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Rycina 7. Tworzenie zaleznych od ceruleiny RFT. Srednia intensywnos¢
fluorescencji DCF w AR42J po traktowaniu PBS w grupie kontrolnej oraz
10 nmol/l ceruleiny przez 0.5, 1, 2 i 4 godziny.
Podano $rednig warto$¢ +/- SD (n=3).
a) p<0,05 istotna r6znica w porownaniu do grupy kontrolnej traktowanej PBS
b) p<0,05 istotna rdéznica w poréwnaniu do grupy traktowanej ceruleing przez

1 godzing.
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5.2 Tworzenie reaktywnych form tlenu w komorkach AR42J zablokowane przez

chelatacje zelaza

By potwierdzi¢ hipotez¢ o znacznym udziale labilnej puli zelaza (LIP)
w tworzeniu RFT komorki AR42J potraktowano chelatorem zelaza - DFO. Jak
pokazano na rycina 8 wczesniejsze podanie komérkom AR42J 25 - umol/L DFO
obniza poziom RFT ponizej warto$ci obserwowanej w komorkach kontrolnych (nie

traktowanych ceruleing).

40
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Rycina 8. Tworzenie RFT sttumione przez deferoksamine (DFO). Srednia
intensywnos$¢ fluorescencji DCF w AR42J po traktowaniu 10 nmol/L
ceruleiny przez 2 godziny z lub bez wstepnego 2 godzinnego traktowania
25-pumol/L DFO.

Podano $rednig warto$¢ +/- SD (n=3).
a) p<0,05 istotna r6znica w porownaniu do grupy kontrolnej traktowanej PBS

b) p<0,05 istotna roznica w poréwnaniu do grupy traktowanej ceruleing.
Wyniki pokazane powyzej (rycina 7 irycina 8) wskazuja razem na

przynajmniej cze¢Sciowy udzial LIP w tworzeniu RFT. Jest to spdjne z moja hipoteza,

ze ceruleina wptywa na wzrost RFT w komodrkach AR42J poprzez mechanizm
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zalezny od zelaza. To badanie sugeruje, ze ograniczenie dostgpnosci LIP, ktora
normalnie jest obecna w kazdej komoérce, powinno rowniez ograniczy¢ tworzenie

RFT.

5.3 Ceruleina wplywa na wzrost labilnej puli zelaza

By ustali¢ czy tworzenie RFT po indukcji ceruleing jest zalezne od zmian
w LIP czy tylko od tworzenia nadtlenkow, oceniliSmy wplyw ceruleiny na LIP po
wybarwieniu komorek AR42J kalceing. Jak wykazano we wcze$niejszych badaniach
wygaszenie  fluorescencji  kalceiny  nastepuje po  uwolnieniu  zelaza
z wewnatrzkomérkowych zapasow [84]. Intensywnos¢ fluorescencji spadia $rednio
2 30,8% do 23,9% w komorkach traktowanych ceruleing wzgledem komorek grupy
kontrolnej traktowanych PBS. Odsetek komorek (uwzgledniajac ich powierzchni¢)
z wygaszong fluorescencja kalceiny wzrdst $rednio z 58,67 % do 73,24 %
w komoérkach traktowanych ceruleing wzgledem komorek grupy kontrolnej
traktowanych PBS (rycina 9). Spadek fluorescencji kalceiny w komorkach
traktowanych ceruleing potwierdza wzrost poziomu labilnej puli zelaza (LIP)
w komorkach pecherzykowatych trzustki AR42J po indukcji zapalenia przez

ceruleine.
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Rycina 9. Ceruleina indukuje wzrost LIP.

A: Reprezentatywny obraz z mikroskopu fluorescencyjnego fluorescencji
kalceiny w AR42J po traktowaniu PBS (kontrola) i jednej dawki 10 nmol/L
ceruleiny przez 1 godzine.

B: Powigkszony obraz komorki AR42J w grupie kontrolnej i po traktowaniu
ceruleina.

C: Procentowa zmiana intensywnosci fluorescencji kalceiny w grupie kontrolnej
i po traktowaniu ceruleing
100% = najwyzsza zanotowana warto$¢ fluorescencji.

Podano $rednig warto$¢ +/- SD (n=4).
p=0,1 bez istotnej rd6znicy w pordwnaniu do grupy kontrolnej traktowanej PBS

D: Odsetek powierzchni komodrek z wygaszona fluorescencja kalceiny w grupie
kontrolnej i po traktowaniu ceruleing.
Podano $rednig warto$¢ +/- SD (n=4).

p<0,05 istotna réznica w porownaniu do grupy kontrolnej traktowanej PBS
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5.4 Ceruleina indukuje wzrost reaktywnych form tlenu oraz degradacje ferrytyny

Kilka doniesien pokazuje, ze ferrytyna wewnatrz komorek jest gldownym
biatkiem magazynujagcym zelazo ijednocze$nie gldéwnym zrédlem LIP [98, 99].
Zardwno ograniczenie biosyntezy ferrytyny jak istymulacja jej degradacji moze
powodowac¢ wzrost LIP [100]. Co wigcej jest wiele dowodow, ze zelazo moze by¢
uwalniane z ferrytyny iinnych biatek magazynujacych przez przykladowo anion
ponadtlenkowy [101, 102]. W tej pracy oceniono ilo$¢ ferrytyny w komorkach
traktowanych ceruleing, zaktadajac, ze spadek stezenia ferrytyny moze wskazywac
jej przyspieszong degradacje. Ceruleina obniza ilos¢ ferrytyny w komorkach AR42J
(rycina 10). Juz po 30 minutach stymulacji ceruleing obserwuje si¢ wyrazny spadek
ferrytyny, apo 60 minutach osiggnieto maksymalny efekt. Zmiany ferrytyny sa
odwrotnie skorelowane ze zmianami w powstawaniu RFT. Najsilniejsze tworzenie
RFT zaobserwowano po 1 godzinie stymulacji ceruleing, kiedy ilo$¢ ferrytyny jest
najnizsza. Po 2 godzinach od poczatku stymulacji ilo$¢ ferrytyny rosnie (rycina 10),
natomiast poziom RFT spada (rycina 7). Wyniki te sugeruja, ze zelazo uwolnione
z ferrytyny bierze udzial w tworzeniu RFT w komodrkach AR42J traktowanych

ceruleing.
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Rycina 10. Degradacja ferrytyny po indukcji ceruleina.

A: Western Blot ferrytyny L z uzyciem lizatow komdérek AR42J traktowanych
10-nmol/L ceruleina przez 0.5, 1, 2, i 4 godziny. Kontrola traktowana PBS.
Zele zostaly odizolowane iponownie inkubowane z przeciwcialami p-
aktynie w celu zapewnienia ré6wnego obciazenia bialkiem.

B: Wynik analizy Western Blot przy uzyciu programu ImageJ (National
Institutes of Health, USA) [96] — pomiary densytometryczne prazkow
ferrytyny L podzielono przez pomiary p-aktyny.

Podano $rednig warto§¢ +/- SD (n=3).

a) p<0,05 istotna r6znica w poréwnaniu do grupy kontrolnej traktowanej PBS
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5.5 Silniejsze tworzenie reaktywnych form tlenu po wysyceniu komorek AR42J

zelazem

Aby dodatkowo zbada¢ relacje migdzy tworzeniem RFT po indukcji ceruleing
i zelazem, oceniono wplyw wstepnego traktowania heming na tworzenie RFT.
Hemina jest porfiryng zawierajaca zelazo, ktéra mozna uzy¢ do wzbogacania
komorek w zelazo. Komorki AR42J wykazuja znacznie silniejsze tworzenie RFT po
ceruleinie, gdy wstepnie zostang wzbogacone zelazem zheminy (rycina 11A).
Komoérki AR42J wstepnie obcigzone heming, ale nie potraktowane ceruleina,
wykazuja tylko nieznacznie silniejsze tworzenie RFT w poréwnaniu z komorkami
kontrolnymi. Traktowanie heming prowadzi do wzrostu poziomu ferrytyny, co
potwierdza spodziewany wzrost zapasu zelaza w komorce (rycina 11B, rycina
11C). Ceruleina obniza poziom ferrytyny w komodrkach traktowanych heming
podobnie jak w tych bez heminy (rycina 11B, rycina 11C). Dane te sugeruja, ze
tworzenie RFT po stymulacji ceruleing jest zalezne od ilo$ci zelaza uwalnianego
z ferrytyny. W celu obserwacji zmian w wolnej puli zelaza (LIP) komoérek AR42J,
traktowanych heming i ceruleing, zmierzono odsetek powierzchni komorek
z wygaszong fluorescencja kalceiny. Po godzinie od inkubacji z ceruleing zauwaza
sie wigksze wygaszenie fluorescencji (wzrost LIP) (rycina 11D). Potwierdza to

zwigkszenie LIP po indukcji zapalenia w komorkach AR42J przez ceruleing.
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Rycina 11. Indukcja ceruleing po wstepnym obciazeniu hemina.

A: Srednia fluorescencja DCF w komérkach AR42J traktowanych przez 1
godzine ceruleing (10 nmol/l) oraz z i bez heminy (1 pmol/l), ktéra podano
24 godziny przed ceruleing. Podano $rednig warto$¢ +/-SD (n=3).

a) p<0,05 istotna r6znica w porownaniu do grupy kontrolnej traktowanej PBS
b) p<0,05 istotna réznica w poréwnaniu do grupy traktowanej tylko ceruleing

B: Western Blot ferrytyny L z uzyciem lizatow komorek AR42J traktowanych
przez 0,5 i 1 godzin¢ ceruleina (10-nmol/l) oraz z i bez heminy (1 pmol/l),
ktéra podano 24 godziny przed ceruleing. Kontrola traktowana PBS. Zele
zostaly odizolowane iponownie inkubowane z przeciwcialami p-aktynie
w celu zapewnienia rownego obcigzenia bialkiem.

C: Wynik analizy Western Blot przy uzyciu programu ImageJ (National
Institutes of Health, USA) [96] — pomiary densytometryczne prazkow
ferrytyny L podzielono przez pomiary p-aktyny.

Podano $rednig warto$¢ +/-SD (n=3).
a) p<0,05 istotna réznica w porownaniu do grupy kontrolnej traktowanej PBS

b) p<0,05 istotna roznica w poréwnaniu do grupy traktowanej heming
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D: Odsetek powierzchni komérek z wygaszona fluorescencja kalceiny
traktowanych przez 1 godzine z ceruleing (10 nmol/l) oraz z i bez heminy
(1 pmol/l), ktora podano 24 godziny przed ceruleing.
Podano $rednig warto$¢ +/-SD (n=4).
a) p<0,05 istotna r6znica w porownaniu do grupy kontrolnej traktowanej PBS

b) p=0,06 w poréwnaniu do grupy traktowanej tylko heming

5.6 Rola proteasoméw w degradacji ferrytyny.

Celem ustalenia udzialu proteasoméw w procesie degradacji ferrytyny
zaleznej od indukcji ceruleing potraktowano wstgpnie komorki AR42J inhibitorem
proteasomow MG132, ktory jest aldehydem biatkowym ina zasadzie analogii do
substratu efektywnie blokuje proteolityczng aktywno$¢ proteasomu o charakterze
chymotrypsynopodobnym [103]. Inkubacja komoérek AR42J z MG132 zwigksza
poziom ferrytyny w poréwnaniu do kontroli 1iznosi catkowicie obserwowang
degradacje ferrytyny po indukcji zapalenia ceruleing. Wyniki jednoznacznie

potwierdzajg udzial proteasoméw tym procesie (rycina 12).
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Rycina 12. Wplyw inhibitora proteasomow MG132 na degradacje ferrytyny.

A: Western Blot ferrytyny L z uzyciem lizatow komorek AR42J traktowanych
przez 1 godzin¢ zceruleing (10-nmol/l) oraz zibez inhibitora
proteasomow MG132, ktorg podano 2 godziny przed ceruleing. Kontrola
traktowana PBS. Zele zostaly odizolowane iponownie inkubowane
z przeciwcialami p-aktynie w celu zapewnienia roéwnego obcigzenia
bialkiem.

B: Wynik analizy Western Blot przy uzyciu programu ImageJ (National
Institutes of Health, USA) [96] — pomiary densytometryczne prazkéow
ferrytyny L podzielono przez pomiary p-Aktyny.

Podano $rednig warto$¢ +/-SD (n=3).
a) p<0,05 istotna r6znica w poréwnaniu do grupy traktowanej ceruleing

b) p<0,05 istotna réznica w poréwnaniu do grupy kontrolnej traktowanej PBS
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5.7 Degradacja ferrytyny po indukcji ceruleing jest zalezna od kinazy JNK1

Wezesniejsze badanie pokazuja, ze szlak sygnatowy kinazy JNKI1 jest
zaangazowany w kontrole degradacji ferrytyny-L w komoérkach raka prostaty, ktore
potraktowano TNF [88]. W pracy tej postawiono hipoteze, ze proces degradacji
ferrytyny w komorkach AR42J po indukcji ceruleing, moze by¢ roéwniez
kontrolowany przez JNKI1. Celem oceny tego procesu zbadano wptyw inhibitora
kinazy JNK — SP600125 na komodrki AR42 traktowane ceruleing. Jak mozna
zobaczy¢ ponizej (rycina 13), wstepna inkubacja z SP600125, chroni komorki
ARA42] przed degradacja ferrytyny wywolanej ceruleing.
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Rycina 13. Wplyw inhibitora kinazy JNK - SP600125 na komoérki AR42
traktowane ceruleing.

A: Western Blot ferrytyny L z uzyciem lizatow komérek AR42J traktowanych
przez 1 godzing z ceruleing (10-nmol/l) oraz z i bez inhibitora kinazy JNK -
SP600125, ktory podano 1 godzing przed ceruleing. Kontrola traktowana
PBS przez 1 godzing. Zele zostaly odizolowane i ponownie inkubowane
z przeciwcialami p-aktynie w celu zapewnienia rownego obcigzenia
bialkiem.

B: Wynik analizy Western Blot przy uzyciu programu ImageJ (National
Institutes of Health, USA) [96] — pomiary densytometryczne prazkow
ferrytyny L podzielono przez pomiary p-Aktyny.

Podano $rednig warto$¢ +/-SD (n=3).

a) p<0,05 istotna rdznica w poréwnaniu do grupy traktowanej tylko ceruleing

72



Celem potwierdzenia udziatu szlaku kinaz JNK w degradacji ferrytyny po
indukcji ceruleiny wykonano dos$wiadczenie z zastosowaniem komodrek AR42J
transfekowanych wektorem plazmidowym z mutacja powodujaca inaktywacje kinazy
JNKI1 oraz JNK2. W komorkach transfekowanych pustym  wektorem
zaobserwowano jak w poprzednich eksperymentach degradacje ferrytyny po
inkubacji komorek z ceruleing. Podobny wynik zaobserwowano w komorkach
transfekowanych wektorem z mutacja nieaktywnej kinazy JNK2. W komorkach
transfekowanych wektorem z mutacjg nieaktywnej kinazy JNK1 nie zaobserwowano

degradacji ferrytyny (rycina 14).
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Rycina 14. Degradacja ferrytyny w komorkach transfekowanych wektorem

Az

z mutacja nieaktywnej kinazy JNKI1.

Western Blot ferrytyny L zuzyciem lizatow komorek AR42J
transfekowanych pustym wektorem plazmidowym, wektorem z mutacja
nieaktywnej kinazy JNK1 (JNK1-DN) Ilub JNK2 (JNK2-DN)
traktowanych przez 1 godzine z PBS (kontrola) lub ceruleing (10-nmol/l).
Zele zostaly odizolowane iponownie inkubowane z przeciwcialami p-

aktynie w celu zapewnienia ré6wnego obciazenia bialkiem.

B: Wynik analizy Western Blot przy uzyciu ImageJ (National Institutes of

Health, USA) [96] — pomiary densytometryczne prazkow ferrytyny L
podzielono przez pomiary p-Aktyny.

Podano $rednig warto$¢ +/-SD (n=3).

a) p<0,05 istotna réznica w poréwnaniu do grupy z pustym wektorem

b) p=0,07 bez istotnej réznicy w poréwnaniu do grupy z JNK1-DN

¢) p<0,05 istotna réznica w porownaniu do grupy z JNK2-DN

Potwierdza to jednoznacznie udziat szlaku sygnalowego zaleznego od JNKI

w procesie degradacji ferrytyny w komodrkach AR42J po indukcji doswiadczalnego

modelu ostrego zapalenia trzustki za pomocg ceruleiny.
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6. Dyskusja

Ostre zapalenie trzustki jest choroba o nieprzewidywalnym przebiegu
1 duzym ryzyku zgonu. Szczegdlowy patomechanizm tej choroby nie jest doktadnie
poznany. W wielu publikacjach potwierdza si¢ istotny udziat RFT w patogenezie
OZT [33, 40, 46, 47, 98, 104]. Reaktywne formy tlenu stanowia szeroka grupe¢
zwigzkow do ktorych zaliczane sg wolne rodniki, nadtlenki, wodoronadtlenki i inne.
Wykazano, ze obecno$¢ zelaza ma istotny wpltyw na rodzaj powstajacych wolnych
rodnikow. Wolne rodniki réznig si¢ migdzy soba nie tylko struktura, ale tez
reaktywnos$cig. Przyktadowo aminokwas siarkowy - cysteina w biatku jest bardzo
wolno utleniany przez nadtlenek wodoru. Jednoczesnie cysteina w biatku posiada
duze powinowactwo do zZelaza. Zwigzane z biatkami Zelazo stymuluje powstawanie
rodnika hydroksylowego, ktéry powoduje utlenienie reszty sulthydrolowej cysteiny
co w konsekwencji moze powodowa¢ wzrost lub spadek biologicznej aktywnosci
danego biatka. W zwigzku z powyzszym biologiczny efekt bialek moze by¢ inny w
przypadku obecno$ci wolnego zZelaza i nadmiernej produkcji RFT. W niniejszej
pracy podjeto prébe molekularnego wyjasnienia mechanizméw odpowiedzialnych za
regulacje poziomu wolnej puli zelaza (LIP) — zelaza wchodzacego w reakcjg
wolnorodnikowe. Dotychczasowe badania wskazuja, ze trzustka jest narzadem
gromadzacym zelazo [105, 106]. Z chemicznego punktu widzenia wydaje si¢
oczywistym, ze taka akumulacja zelaza moze sprzyjaé powstawaniu zelazo
zaleznych RFT i tym samym stymulowaé¢ rozwdj OZT. Jednakze z biologicznego
punktu widzenia nie jest to takie oczywiste. Wynika to z faktu, ze zelazo w komorce
jest wykorzystywane bezposrednio w procesach metabolicznych, a jego nadmiar jest
magazynowany w ferrytynie. Istotnym jest podkreslenie, ze zelazo w ferrytynie nie
stymuluje produkcji RFT, ale jest glownym potencjalnym zréodiem wolnego
reaktywnego zelaza. Badania przeprowadzone przez innych autoréw jak i w naszym
laboratorium wykazaly, ze ferrytyna moze ulega¢ proteolitycznej degradacji co
doprowadza do uwolnienia zmagazynowego zelaza [88, 107, 108]. Proces ten wydaje
si¢ by¢ kontrolowany przez kinazy aktywowane stresem. Co ciekawe w badaniach
Dabrowskiego i wsp. [109] wykazano, ze zahamowanie kinaz JNK, ktore naleza do
kinaz aktywowanych stresem, prowadzilo do ograniczenia procesu zapalnego w

przebiegu OZT.
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W mojej pracy przyjetem hipoteze badawcza, ze aktywacja kinaz JNK w
komorkach traktowanych ceruleing spowoduje degradacje ferrytyny i uwolnienie

zmagazynowanego zelaza.

6.1 Udziat reaktywnych form tlenu w modyfikacji przebiegu ostrego zapalenia
trzustki

Przebieg OZT 1ijego skutki kliniczne zaleza od zaburzen rownowagi
mechanizméw obronnych ikaskady aktywacji enzymatycznej polaczonych
z procesami zapalnymi. Udowodniono, ze RFT maja istotny wplyw na ta
réwnowage. Sam mechanizm nie zostal jeszcze dokladnie wyjasniony, istnieje wiele
badan wskazujacych na wysoka ztozonos$¢ tych mechanizméw. Poznanie w petni
wszystkich mechanizméw procesu OZT, w szczegdlnosci tych zaleznych od
powstawania RFT, pozwoli by¢ moze na modyfikacj¢ przebiegu choroby i sukces
terapeutyczny.

Badania na modelu zwierzgcym OZT po indukcji ceruleing wykazaty
znamienny wzrost stezenia wodoronadtlenkow lipidowych w trzustkach we
wczesnym okresie trwania choroby (3 godziny) [47]. Potwierdza to udziat
patologicznych reakcji  wolnorodnikowych w przebiegu OZT skutkujacych
pojawieniem si¢ intensywnych procesoOw peroksydacji lipidow. Wraz ze wzrostem
stezenia wodoronadtlenkéw lipidowych obserwowano zmiany morfologiczne
wskazujace na rozwoj ostrego zapalenia trzustki oraz wzrost stezenia amylazy
w surowicy badanych zwierzat [47]. Zaobserwowano rowniez powro6t do normalnego
stezenia wodoronadtlenkéw po 6 godzinach od indukcji OZT, pomimo
poglebiajacych si¢ zmian morfologicznych, co wskazuje na istotng role reakcji
wolnorodnikowych w bardzo wczesnym okresie OZT. Jak wykazaly badania
kliniczne najwigksza $Smiertelno$¢ jest zwigzana z ciezka postacia OZT we wczesnej
fazie OZT (do 55%) [29]. Skuteczno$¢ potencjalnej terapii OZT musi
skoncentrowa¢ si¢ na dziataniu w jak najwczesniejszym okresie tak by zatrzymac
rozwdj patologicznych proceséw zapalnych prowadzacych do powstania
niewydolnosci narzadowej i powiktan (zakazona martwica i sepsa). Dotychczasowe
badania wskazuja na mozliwo$¢ =zastosowania naturalnych i sztucznych

przeciwutleniaczy w leczeniu 1 zapobieganiu OZT [47].
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6.2 Indukcja ostrego zapalenia trzustki w modelu komorkowym

Materiat do badan niniejszej pracy stanowita linia komorek AR42J. Linia ta
jest uzywana jako model egzokrynnego zapalenia trzustki do badan komoérkowych
szlakéw sygnatowych wiodacych do ekspresji cytokin, powstawania RFT i §mierci
komorki [66]. Model komérkowy OZT, w przeciwienstwie do modeli zwierzecych,
jest w pelni niezalezny od czynnikéw zewnetrznych i fenotypowych. Pozwala na
badanie populacji milionéow klonéw komodrek pecherzykowych trzustki podczas
jednego doswiadczenia w tych samych warunkach iuzyskiwanie wiarygodnych
wynikow trudnych metodologicznie badan mechanizméw zachodzacych na poziomie
molekularnym. Pierwszym etapem tej pracy bylo zbadanie czy w wybranym modelu
do$wiadczalnym zachodza opisywane wczes$niej reakcje wolnorodnikowe.

Komorki AR42J potraktowano ceruleing wywotujac OZT. Zbadano ilos¢
RFT mierzac fluorescencj¢ DCF metoda fluorymetrii  przeplywowe;j
1 zaobserwowano istotny wzrost poziomu RFT po godzinie od indukcji ceruleing
(rycina 7). Do$wiadczenie potwierdzito obserwowany wczesniej efekt w badanym
modelu do$wiadczalnym [97]. Hodowla komoérkowa AR42J okazata si¢ dobrym
materialem do badan reakcji wolnorodnikowych w ceruleinowym modelu ostrego
zapalenia trzustki. Szybki wzrost RFT wskazuje na udzial procesow
wolnorodnikowych w poczatkowej fazie rozwoju OZT. Podobny efekt obserwowano
w badaniach na modelu zwierzecym [47]. Kliniczne zastosowanie przeciwutleniaczy
1 zwigzkéw blokujacych powstawanie wolnych rodnikéw moze by¢ ograniczone do
dziatania profilaktycznego iewentualnie do ograniczenia progresji procesOw
zapalnych. Trudno sobie wyobrazi¢ mozliwo$¢ zastosowania leku w pierwszej
godzinie po indukcji OZT - w wigkszosci przypadkéw OZT moment indukcji
(spozycie alkoholu, zablokowanie ujscia przewodu trzustkowego przez zstgpujacy
z drog zolciowych) jest poza zakresem terapeutycznym. Sag jednak przypadki,
w ktérych moment mozliwej indukcji OZT podlega obserwacji lekarskiej - dotycza
one OZT jako powiklania po =zabiegach diagnostycznych (endoskopowa
cholangiopankreatografia ~ wsteczna, endoskopowe drenowanie przewodow
trzustkowych) oraz zabiegach chirurgicznych (czgsciowa resekcja trzustki,
splenektomia, limfadenektomia przy gastrektomii). W tych przypadkach
zastosowanie profilaktyczne terapeutykdéw ograniczajacych powstawanie RFT moze

mie¢ zastosowanie kliniczne [47, 110].
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Zatrzymanie indukcji OZT jest trudne w praktyce klinicznej, natomiast
ograniczenie procesOw zapalnych z zastosowaniem lekow z grupy przeciwutleniaczy
(m.in.: witaminy A, C, E, selen, glutamina, N-acetylocysteina) jest juz w trakcie
badan klinicznych. Leki ztej grupy zmniejszyly czas hospitalizacji, wskaznik
$miertelnosci 1 ograniczyly odsetek powiktan iniewydolnosci wielonarzadowej
w przebiegu OZT. Badania potwierdzily istotny spadek stezenia biatka C-
reaktywnego oraz st¢zenia amylazy i lipazy. Zastosowanie przeciwutleniaczy nie
wptyneto na ztagodzenie bolu iwigzato si¢ zlagodnymi dzialaniami ubocznymi

(biegunka, wymioty, hipernatremia) [111].

6.3 Rola ferrytyny w ochronie komorek przed toksycznoscia zelaza

Wzrost LIP wewnatrz komorek trzustki moze odbywaé si¢ poprzez
przechwytywanie zelaza krazacego we krwi drogg zalezng od TF i jest powigzany z
jego stezeniem, ktore moze wzrasta¢ przy zwickszonej podazy zelaza z pokarmem.
Glownym zZrédlem LIP wydaje si¢ jednak proces degradacji ferrytyny. Kazdy
kompleks ferrytyny moze zwigza¢ do 4500 jonow zelaza, dlatego jest to gtdéwna pula
zapasowego zelaza komorkowego. Przewazajaca cze$¢ ferrytyny jest umiejscowiona
w komorkach, jedynie niewielka jej ilo$¢ jest obecna w surowicy. Stezenie ferrytyny
w surowicy ma bezposrednig korelacje z catkowita ilo$cig zelaza zmagazynowanego
w organizmie [112].

Pomiary laboratoryjne stgzenia ferrytyny w surowicy sa cze$cig badan
pozwalajacych okresli¢ niedobor zelaza zapasowego w organizmie. Niskie stezenie
ferrytyny powigzane z niskim st¢zeniem hemoglobiny jest jednym z wskaznikoéw
niedokrwisto$ci z niedoboru zZelaza [113]. Niskie stezenie ferrytyny obserwuje si¢
w stanach niedoboréw pokarmowych obserwowanych u wegetarian [114] oraz
u chorych na celiakig¢, niedoczynnos¢ tarczycy i u ludzi z niedoborem witaminy C.
Czulo$¢ tego badania jest jednak znacznie mniejsza w stanach zapalnych,
w obecno$ci nowotworu, infekcjach iniedotlenieniu, kiedy poziom ferrytyny
wzrasta, co wskazuje na rolg ferrytyny jako biatka ostrej fazy [115]. Endotoksyny
zwigkszaja ekspresje genow ferrytyny z wyjatkiem endotoksyn Pseudomonas
aeruginosa, ktére powoduja spadek stezenia ferrytyny [116]. Wysokie wartosci

ferrytyny moga wiec §wiadczy¢, albo o duzych zapasach zelaza w organizmie, albo
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o ostrej reakcji zapalnej. Aby rozrozni¢ te dwa stany nalezy oznaczy¢ poziom
biatka C reaktywnego.

Wysokie stezenie ferrytyny w surowicy $wiadczy o schorzeniach zwigzanych
z nadmiernym gromadzeniem zelaza, takich jak hemochromatoza, hemosyderoza
i niektore porfirie oraz o chorobach ukladowych i autoimmunologicznych (np.:
w zespole aktywacji makrofagdéw i chorobie Still’a) [117].

Biosynteza ferrytyny i TFR jest regulowana na poziomie translacji przez
biatka regulacji zelaza (ang. iron regulatory protein — IRP). W sytuacji niedoboru
zelaza, IRP wiaze si¢ zelementami odpowiedzi na zelazo (ang. iron response
element — IRE) na odpowiednich odcinkach mRNA dla TFR blokujac syntezg
ferrytyny. Gdy ilo$¢ zelaza jest duza, IRP nie wiaze si¢ z IRE, co skutkuje
degradacja mRNA dla TFR pozwalajac na ekspresje mRNA ferrytyny i wzrost jej
ilosci w komorce [100, 118].

W doswiadczeniach wykonanych w ramach tej pracy wykazano, ze indukcja
OZT poprzez inkubacj¢ komoérek AR42J zceruleing powoduje spadek ilosci
ferrytyny L zgromadzonej w komoérkach (rycina 10). Warto podkresli¢ fakt, iz
metoda uzyta wtym doswiadczeniu pozwalala okresli¢ degradacje ferrytyny
wewnatrz komorki. Degradacja wewnatrzkomoérkowa ferrytyny w przebiegu OZT
nie musi objawia¢ si¢ obnizeniem stezenia ferrytyny w surowicy, poniewaz jej
stezenie wzrasta w stanach zapalnych w konsekwencji udzialu ferrytyny w puli
biatek ostrej fazy [115, 117].

Istotnym zjawiskiem zaobserwowanym w tej pracy jest korelacja czasowa
mig¢dzy spadkiem ilosci ferrytyny L w komorkach AR42J (rycina 10), a wzrostem
RFT mierzonych za pomoca cytometru przeptywowego (rycina 7). Potwierdza to
hipotezg, ze ceruleina indukujac OZT w komorkach AR42J prowadzi do tworzenia
RFT poprzez wzrost LIP w procesie degradacji wewnatrzkomoérkowej ferrytyny.

Celem dalszego zbadania udzialu zelaza w tworzeniu RFT po indukcji
ceruleing, komorki potraktowano wczesniej heming, ktora jest porfiryng zawierajaca
zelazo [119]. Hemina powstaje po utlenieniu hemu (hemoglobiny) w obecnos$ci
jonow chlorkowych, jest protoporfiryng IX zawierajaca trojwartosciowy atom zelaza
z podstawnikiem chlorkowym. W medycynie doswiadczalnej hemina znalazita
zastosowanie do badania zjawisk zwigzanych z przetadowaniem komorek zelazem.

Poprzez traktowanie badanych komorek heming dostarcza si¢ komérkom dodatkowe
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ilosci zelaza z zewnatrz [120, 121]. Kliniczne zastosowanie heminy ogranicza si¢ do
terapii ostrej przerywanej porfirii [122].

Ferrytyna jest bialkiem magazynujacym jony zelaza, ktérego biosynteza
ulega zwigkszeniu wraz ze wzrostem ilosci zZelaza w komorce. Umozliwia to
komorce kontrole ilosci tworzonych RFT na drodze zaleznej od zelaza, poniewaz
zelazo zawarte w ferrytynie nie bierze udziatu w reakcji redox. Hemina moduluje
biosyntez¢ ferrytyny w co najmniej dwoch mechanizmach: transkrypcji i translacji.
Hemina zwicksza transkrypcje prowadzac do istotnego zwielokrotnienia ilo$ci
mRNA ferrytyny. Nasilenie transkrypcji mRNA ferrytyny ulega tez wzmozeniu pod
wpltywem samej protopofiryny IX bez jonow zelaza. Hemina wzmaga réwniez
proces translacji ferrytyny, czego nie obserwuje si¢ w przypadku samej
protoporfiryny IX. Skuteczno$§¢ heminy w zwigkszaniu wewnatrzkomorkowego
magazynu zelaza iilo$ci ferrytyny potwierdza 10 - krotny wzrost ilosci mRNA
ferrytyny oraz 20 - krotny wzrost ilo$ci biatek ferrytyny [120].

W niniejszej pracy doswiadczenie z traktowaniem komorek AR42J heming
potwierdzito obserwowany u innych autoréw wzrost st¢zenia ferrytyny i zwigzany
z tym przyrost zapasow zelaza w komorce (rycina 11B). Jak wykazaty badania nad
dziataniem heminy [120] wzrost stezenia ferrytyny w komoérkach AR42J nastepuje
najpewniej na drodze zwigkszonej biosyntezy ferrytyny. Wigksza ilos¢
wewnatrzkomorkowej ferrytyny wiaze wigkszg ilo§¢ wolnego zelaza. Pomimo
pomnozenia ilosci zelaza w komorce po traktowaniu heming stezenie LIP powinno
pozosta¢ na podobnym poziomie lub nawet moze si¢ zmniejszy¢ zwazywszy na
zdolno$¢ wigzania nowopowstajacej ferrytyny. Ten mechanizm potwierdzita proba
z kalceing (rycina 11D).

Komorki obcigzone heming wykazywaty tylko nieznacznie silniejsza
produkcje RFT (rycina 11A) przy prawie dwukrotnym wzroscie ilosci ferrytyny
(rycina 11B irycina 11C) w poréwnaniu z komérkami kontrolnymi. Pobudzenie
biosyntezy ferrytyny zabezpiecza komorke przed nadmiarem ilosci wolnego
1 reaktywnego zelaza, dlatego mimo przeladowania komoérek zelazem poziom RFT
nie wzrasta nadmiernie. Sytuacja zmienila si¢ diametralnie, gdy komorki
przetadowane zelazem heminy zostaty poddane dziataniu ceruleiny, co spowodowato
degradacje ferrytyny, uwolnienie Zelaza i wzrost zelazo-zaleznej generacji RFT. Po
stymulacji ceruleing komorek traktowanych heming zaobserwowano istotny ponad

3 - krotny wzrost poziomu RFT (rycina 11A), natomiast ilo$¢ ferrytyny zmniejszyta
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si¢ (rycina 11B irycina 11C). Wynikie te wyraznie wskazuja, ze zelazo
zgromadzone w ferrytynie w komoérkach trzustkowych odgrywa istotng role w
generacji RFT indukowanej przez ceruleing. Badania ostatnich lat sugerowaty, ze
NOX oraz oxydaza ksantynowa sa istotnym zrodlem RFT w komorkach
trzustkowych po traktowaniu ceruleing. Produktami reakcji katalizowanych przez te
enzymy s3 nadtlenek wodoru i anionorodnik ponadtlenkowy. Moje badania nie
wykluczaja roli tych enzymow w generacji RFT, jednakze jak wspomniano wyzej,
wzrost LIP jaki obserwowatem w komorkach AR42J po stymuacji ceruleing moze
istotnie zmienia¢ rodzaj syntetyzowanych RFT oraz ich biologiczny efekt. Zaréwno
nadtlenek wodoru i anionorodnik ponadtlenkowy w obecnosci zelaza beda
stymulowaly powstawanie rodnika hydroksylowego, ktorego reaktywnos$¢ ze
strukturami komérkowymi znacznie przewyzsza reaktywno$¢ pozostatych RFT.

Zaobserwowatem tez rdéznice w zmianach st¢zenia ferrytyny komorek
traktowanych ceruleing bez i z obcigzeniem heming. Komorki obcigzone heming
zwigkszyly znacznie ilo$¢ ferrytyny, a nastepnie po indukcji ceruleing sukcesywnie
tracity jej zasoby. Zaobserwowany w tym doswiadczeniu efekt $wiadczy o naturalnej
odpowiedzi adaptacyjnej komorki na nadmiar zelaza. Komorki traktowane zelazem
pozyskuja duzo toksycznego dla nich zelaza, dlatego naturalng odpowiedzig jest
zwigkszenie biosyntezy ferrytyny, ktora broni je przed nadmiarem wolnego zZelaza.
W sytuacji nadmiaru zelaza w komorce, biatka IRP nie tacza si¢ z IRE na nici
mRNA wspolnej dla TFR i ferrytyny umozliwiajac nukleazom strawienie fragmentu
nici mRNA kodujacej TFR i odstaniajac odcinek mRNA dla biosyntezy ferrytyny
[118]. Efektem tych proceséw jest spadek biosyntezy TFR 1 wzrost biosyntezy
ferrytyny. Zmniejsza si¢  transport zelaza do komorki  z przestrzeni
zewnatrzkomorkowej, a w cytoplazmie dochodzi do zmniejszenia stezenia LIP przez
wzmozone wigzanie zelaza w nowych zasobach ferrytyny. Mniejsza ilo$¢ LIP chroni
komorke przed toksycznos$cia wolnego zelaza.

Komorki chronig si¢ przed toksycznoscia wolnego zelaza zwigkszajac
produkcje ferrytyny, ktéra jest najwazniejszym biatkiem wigzacym zelazo. Znaczny
wzrost ilosci ferrytyny skutkuje bardzo efektywnym procesem wigzania wolnego
zelaza. Traktowanie przez 24 godziny heming komodrek AR42J nie spowodowato
spodziewanego wzrostu LIP, ale wrecz niewielki spadek LIP obserwowany
w badaniu fluorescencji kalceiny (rycina 11D). Potwierdza to duza zdolnos¢

ferrytyny do wigzania zelaza oraz sugeruje sktonno$¢ do nieznacznie nadmierne;
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produkcji ferrytyny wzgledem ilosci przyjetego zelaza. Swiadczy¢ to moze o bardzo
wrazliwym mechanizmie obronnym wyksztalconym w procesie ewolucyjnym jako
odpowiedz na ryzyko wzrostu reaktywnego zelaza w organizmie.

W  komorkach nietraktowanych heming po 30 minutach indukcji
ceruleinowego OZT dosztlo do duzego spadku ferrytyny, ale po kolejnych
30 minutach zanotowano niewielki wzrost ilo$ci tego biatka. Podobny wzér zmian
w stezeniu ferrytyny zaobserwowano w komoérkach potraktowanych nadtlenkiem
wodoru [123]. Moze to $wiadczy¢ o uruchomieniu mechanizmu obronnego komorek
AR42]J w odpowiedzi na stres oksydacyjny w postaci krotkotrwatej aktywacji
transkrypcji  ferrytyny, co umozliwia przystosowanie komorek do czynnika
stresogennego. Poniewaz OZT indukowana ceruleing jest procesem, ktory ulega
samozahamowaniu, jest wielce prawdopodobne, ze zwiekszenie poziomu ferrytyny
moze by¢ czeScig programu adaptacyjnego majacego na celu dostosowanie si¢ do
stresu oksydacyjnego wywotanego ceruleing. Jak juz wspomniano podanie heminy
powoduje nieznaczny spadek LIP w poréwnaniu do kontroli, natomiast dziatanie
ceruleiny zwigksza poziom LIP zarowno w komorkach traktowanych PBS jak
i obcigzonych heming (rycina 11D). Wzrost LIP w tych ostatnich nie jest istotny jak
by moglo si¢ spodziewaé zestawiajac dane z badaniem zmian ilosci ferrytyny, ale
nalezatoby wzig¢ pod uwage stan poczatkowego zmniejszenia ilo§ci LIP zwigzanego
z wigkszym wychwytem zelaza przez nowo wyprodukowane zasoby ferrytyny.
Degradacja ferrytyny 1wzrost LIP po indukcji ceruleiny powoduje wigksze
tworzenie RFT nasilajac stres oksydacyjny iuszkodzenia komorek i tkanek

trzustkowych.

Poziom RFT jest znacznie wigkszy po obcigzeniu komorek heming, co
sugeruje, ze stany zwigzane z nagromadzeniem zelaza mogg by¢ niebezpieczne dla
komorki i w przypadku rozwoju stanéw zapalnych takich jak OZT poteguja procesy
wolnorodnikowe. Jest to zgodne z badaniami zwigzku mig¢dzy akumulacja Zelaza,
a zwickszonym ryzykiem zachorowalnos$ci na czesto spotykane choroby takie jak
miazdzyca [124], stany zapalne ptuc [125], reumatoidalne zapalenie stawow [126],
choroby neurodegeneracyjne (choroba Parkinsona [127] i Alzheimera [128]). Jak juz
wspomniano ferrytyna pelni specyficzng rolg jako magazyn wewnatrzkomorkowego
zelaza 1idlatego jest niezwykle istotnym elementem mechanizmu ochronnego

komorki przed reakcjami wolnorodnikowymi zaleznymi od zelaza. Nalezy jednak
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pamigtaé, ze ferrytyna moze by¢ réwniez zroédlem reaktywnego zelaza. Degradacja
ferrytyny prowadzi do uwolnienia zelaza izaleznej od zelaza produkcji RFT.
Wykazano, ze ferrytyna komodrkowa moze ulega¢ degradacji proteolityczne;,
w ktorej czynny udzial biorg proteasomy lub lizosomy [84, 85, 87].

W doswiadczeniu przedstawionym powyzej (rycina 12) zastosowany
inhibitor proteosomu MG132 prezentuje zdolnos¢ hamowania degradacji ferrytyny
indukowanej ceruleing, co sugeruje, ze raczej to proteasomy anizeli lizosomy sa
miejscem, gdzie ferrytyna ulega degradacji. Dane te potwierdzaja wczesniejsze
obserwacje, gdzie wykazano, ze MGI132 redukuje symptomy OZT w modelu
zwierzecym, jednak uwaga badaczy [129] skoncentrowala si¢ na wplywie
hamowania proteasoméw na indukcje¢ stanu zapalnego zalezng od NF-xf -
transkrypcyjnego czynnika stresowego. MG132 blokuje nie tylko proteasomy, ale tez
kalpaing i katepsyne [103, 130]. Zarowno kalpaina jak i proteasomy niszcza biatko
Ixp - inhibitor aktywacji NF-«xf, dlatego MG132 blokujac zardwno proteasomy, jak
1 kalpaine zwigkszaja dostepnos¢ Ik doprowadzajac do ograniczenia aktywacji NF-
KB 1zmniejszenia stanu zapalnego. Kolejne doswiadczenia pokazalty, ze MGI132
wykazuje tez wlasciwosci wzmagajace ekspresje biatek szoku cieplnego (HSP, ang.
heat shock proteins), ktore dziataja ochronnie w sytuacji stresowej, jaka niewatpliwie
jest OZT [131].

Wyniki prezentowane wtej pracy pokazuja zahamowanie degradacji
ferrytyny przez MG132 po indukcji OZT przez ceruleing (rycina 12).
Zaobserwowano zniesienie rozpadu ferrytyny i jak wykazano uprzednio (rycina 8)
taki przebieg ogranicza produkcje RFT, co moze manifestowaé si¢ kliniczng
poprawg w dalszej ewolucji OZT. Ten dotychczas nie zbadany mechanizm §wiadczy
o dodatkowym pozytywnym dziataniu MG132 wskazujac potrzebe dalszych
eksperymentow rozstrzygajacych efekt terapeutyczny MG132 w OZT.
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6.4 Udziat szlaku kinazy JNK w regulacji procesu degradacji ferrytyny

Badania zrealizowane w mojej pracy potwierdzity hipoteze, ze kinaza JNK1
reguluje proces degradacji ferrytyny i zwigzane z tym uwolnienie zelaza oraz zelazo-
zalezng generacje RFT.

Kinaza terminalna c-Jun (JNK) jest kinazg aktywowang w wyniku stresu -
stresu oksydacyjnego, osmotycznego, atakze pod wplywem innych czynnikéw
stresogennych. Zwigkszona produkcja wolnych rodnikow prowadzi do aktywacji
JNK, azdrugiej strony aktywacja JNK pod wptywem innych bodZcéw moze
prowadzi¢ do zwickszenia ilosci RFT. Zaobserwowano, ze tworzenie RFT
indukowane przez TNF zostalo zahamowane w komoérkach z wylaczonym genem
JNK, jednakze molekularny mechanizm tego zjawiska byl nieznany [132]. Dopiero
badania przeprowadzone mi¢dzy innymi w naszym laboratorium wykazaly, ze INK1
reguluje tworzenie RFT na drodze indukcji degradacji ferrytyny i zwigkszenia puli
LIP w komorkach raka prostaty traktowanych TNF [84].

Traktowanie komorek trzustki ceruleing aktywuje kinaze¢ JNK, ktora zostala
okreslona jako mediator zapalenia trzustki. Jednakze, doktadna rola JNK w OZT nie
zostala jeszcze wyjasniona. Odkryto, ze RFT moga aktywowacé JNK w trzustce po
stymulacji ceruleing, natomiast zahamowanie JNK poprzez specyficzne zwigzki jak
CEP-1347 albo SP600125 ogranicza proces OZT [133, 134]. Wyniki powyzszych
badan pozwolilty mi na sformulowanie hipotezy, ze degradacja ferrytyny w
komorkach pecherzykowych trzustki bedzie zalezna od kinaz aktywowanych
stresem.

Doswiadczenia, ktére wykonalem wtej pracy potwierdzity udziat szlaku
sygnatlowego  JNKI W procesie degradacji ferrytyny ~ w komorkach
pecherzykowatych trzustki AR42J. Po zastosowaniu inhibitora kinazy JNK —
SP600125 zaobserowatem ograniczenie degradacji ferrytyny wywotanej ceruleing
(rycina 13). W komorkach AR42J transfekowanych wektorem nieaktywnej kinazy
JNKI nie obserwowatem degradacji ferrytyny po indukcji ceruleing (rycina 14), ale
degradacja ferrytyny byta obecna w komodrkach AR42J trasfekowanych wektorem
nieaktywnej kinazy JNK2. Jezeli degradacja ferrytyny podlega regulacji przez szlak
sygnatowy JNK1 to prawdopodobnie inne biatka aktywowane w sytuacji stresowej

tez reguluja metabolizm Zelaza w komorce wptywajac na szlak JNK i posrednio na
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degradacje¢  ferrytyny. Mozliwe, ze zjawiska, ktore zaobserwowatem
w doswiadczeniu w obcigzeniu komorek AR42J heming sa zwigzane zta wlasnie
regulacja. Obciazenie heming spowodowalo nieznaczny spadek LIP w poréwnaniu
do kontroli, a wzrost LIP po stymulacji ceruleing komorek obcigzonych wczesniej
heming nie byt istotny jak si¢ tego spodziewano (rycina 11D). By¢ moze stres
wywolany traktowaniem heming powoduje, ze proces degradacji ferrytyny jest
hamowany wtlasnie na drodze regulacji szlaku sygnalowego zaleznego od kinazy
JNKI1. Traktowanie heming moglo spowodowa¢ wzrost aktywacji biatek, ktore
hamuja aktywacje JNKI1, w zwiazku ztym degradacja ferrytyny byla niepeina
iuwolnienie wolnego zelaza mniejsze niz zakladano. Te przypuszczenia
potwierdzaja badania nad wplywem takich biatek jak np. HSP 70 [135] i transferaza
glutationowa (GST) [136], ktore dziataja hamujaco na szlak JNK w sytuacjach
stresogennych dla komorki. Wyzej wymienione spostrzezenia wskazujag na nowy
ciekawy kierunek badan nad regulacja procesu degradacji ferrytyny, ktory warto
podja¢ w kolejnych projektach badawczych.

Znaczenie szlaku JNK w wielu chorobach intensyfikuje poszukiwania
specyficznych inhibitoréw JNK do zastosowania klinicznego. Konkurencyjnos¢ do
ATP dla JNK wykazuje SP600125, ktory jest jednym z najbardziej przebadanych
inhibitoréw JNK i wiele doswiadczen in vivo potwierdzito potencjat hamowania JNK
w zastosowaniu terapeutycznym mimo, ze SP600125 hamuje jednoczes$nie wszystkie
trzy izoformy JNK inawet szlak p38 w wyzszych dawkach. Hamowanie przez
SP600125 wszystkich trzech izoform JNK moze by¢ problematyczne, zwlaszcza
w leczeniu raka, gdzie JNKI1 1JNK2 moga dziala¢ przeciwstawnie [137].
Efektywnos¢ kliniczng SP600125 ogranicza tez staba rozpuszczalno§¢ w wodzie. Jak
pokazuje do$wiadczenie przedstawione w tej pracy (rycina 13), SP600125 chroni
komorki AR42J przed degradacja ferrytyny. Potwierdza to nie tylko udziat szlaku
JNK1, ale tez potencjalng uzytecznos¢ terapeutyczng SP600125 w modyfikowaniu
przebiegu OZT poprzez stabilizacj¢ zelaza w komorach pecherzykowatych trzustki.

Coraz wigcej prac badawczych analizuje zastosowanie réznych zwigzkow
blokujacych szlak INK réwniez w chorobach nowotworowych
i neurodegeneracyjnych.  Bardzo  specyficznym  inhibitorem o podobnym
mechanizmie jak SP600125 jest AS601245, ktorego dziatanie na JNK3 przewaza nad
JNKI 1 JNK2. Ze wzgledu na umiejscowienie i charakter dziatania JNK3, AS601245

wydaje si¢ by¢ obiecujacym terapeutykiem w chorobach neurodegeneracyjnych, co
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potwierdzono w modelach doswiadczalnych [138]. Jak dotad AS601245 nie wykazat
wystarczajacej skutecznosci by przej$¢ badania kliniczne. Inng droga hamowania
szlaku JNK jest blokowanie miejsca wigzania substratu lub miejsca regulacyjnego
kinazy JNK. Poprzez fuzj¢ sekwencji aminokwasowej odpowiadajacej miejscu
wigzagcemu JNK wbiatku JIP1 do transaktywatora transkrypcji HIV-TAT
wygenerowano peptyd hamujacy penetracje komorkowa JNK (ang. cell penetrating
JNK peptide inhibitor, D-JNKI-1). Pewne manipulacje dlugosci generowanego
peptydu umozliwity wytworzenie stosunkowo specyficznego inhibitora dla JNK3
i réwniez specyficznego dla JNK2, co czyni go atrakcyjnym w potencjalnej terapii

nowotworow skory, gdzie znaczenie ma szlak sygnatlowy JNK2, a nie JNK1 [139].

6.5 Wplyw nadmiaru zelaza na tworzenie reaktywnych form tlenu i uszkodzenie
komorek trzustkowych

Kolejnym etapem tej pracy bylo =zbadanie udziatu LIP w procesie
powstawiania RFT w badanym modelu do$wiadczalnego OZT. Labilna pula zelaza
w obecnos$ci nadtlenku wodoru wchodzi w reakcje Fentona tworzac silnie reaktywny
rodnik wodorotlenowy. Utlenione zelazo ulega redukcji przez anionorodnik
ponadtlenkowy umozliwiajac nastgpny cykl reakcji. Poziom LIP jest utrzymywany
migdzy minimalnym zapotrzebowaniem komorki, a niebezpieczenstwem tworzenia
rodnika wodorotlenowego, ktorego oddzialywanie na skladniki komoérkowe moze
powodowa¢ uszkodzenia czasteczek biologicznych wtym DNA, RNA i biatek.
Ponadto rodniki wodorotlenowe generowane przez reakcj¢ Fentona powoduja
peroksydacje lipidéw. Zelazo moze tez posredniczyé w redukcji nadtlenkéw lipidow
tworzac formy rodnikowe (ang. epoxyallylic peroxy radicals) wywotujace kolejne
cykle tworzenia wolnych rodnikéw. Ostatnio zaproponowano, ze zelazo petni jednak
dwukierunkowa role w peroksydacji lipidow - z jednej strony moze zainicjowac
proces peroksydacji lipidow, z drugiej strony moze konczy¢ t¢ inicjacj¢ wchodzac
w interakcje z zwigzkami rozpoczynajacymi proces peroksydacji. Kolejne badania
dowodzg kluczowa role zelaza w procesie peroksydacji lipidow. Podanie duzej ilosci
zelaza zwierzetom  doswiadczalnym  spowodowato uszkodzenie tlenowe
lipidow [140], natomiast podanie zwigzkéw chelatujacych wiazacych zelazo

zapobiega tworzeniu zaleznych od Zelaza nadtlenkow lipidow [141].
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Poniewaz wickszos$¢ komorek zawiera LIP, mozna oczekiwaé, ze zwigkszona
intensywno$¢ tworzenia nadtlenkow przy jednoczesnym braku zmian w LIP, moze
by¢ wystarczajaca do zwigkszenia stresu oksydacyjnego. Dane prezentowane przez
inne do$wiadczenia sugeruja, ze w komorkach traktowanych ceruleing dochodzi do
zwigkszenia produkcji nadtlenkow [48] podobnie do obserwowanego wzrostu LIP
w moim doswiadczeniu (rycina 9).

Jak wykazano we wczesniejszych badaniach wygaszenie fluorescencji
kalceiny nast¢puje po uwolnieniu zelaza z wewnatrzkomorkowych zapasow [84, 94].
W doswiadczeniu wykonanym w ramach tej pracy uzyto metody z kalceing by
oceni¢ wzrost LIP po uwolnieniu zelaza zzapaséw wewnatrzkomorkowych.
Uzyskany wynik nie umozliwia ustalenia doktadnej wielkosci zmian do ktorych
doszlo, jednak potwierdza wzrost st¢zenia LIP w komoérkach pecherzykowatych
trzustki AR42J po indukcji zapalenia przez ceruleing (rycina 9). Podobng metode do
oceny zmian w wolnej puli zZelaza uzyto przy badaniu procesow zapalnych

wywolanych przez lipopolisacharydy [142].

6.6 Skutki nadmiernego gromadzenia zelaza w tkance trzustkowe;j

Nadmierna akumulacja zelaza jest zjawiskiem do§¢ powszechnym u ludzi.
Z wiekiem dochodzi do gromadzenia coraz wigkszej ilo$¢ zelaza [143, 144].
Gromadzenie zelaza zalezy od diety bogatej w zelazo hemowe i ubogiej w zwiazki
chelatujace zelaza, ktore znajduja si¢ glownie w warzywach i owocach. Rowniez
brak aktywnosci fizycznej sprzyja akumulacji zelaza. Koncentracja zelaza wystepuje
w réznych narzadach, réwniez w trzustce [105, 106], co potwierdzaja badania
pokazujace, ze nadmierna akumulacja zelaza w organizmie prowadzi do
insulinooporno$ci [145]. Upuszczanie krwi, czyli pozbycie si¢ nadmiaru Zelaza,
poprawiato wrazliwo$¢ na insuling.

Przecigzenie zelaza jest powszechnym problemem klinicznym, wynikajacym
z zaburzen absorpcji Zelaza (dziedziczna hemochromatoza, talasemia intermedia) lub
w wyniku stosowania przewlektych transfuzji krwi jako terapii [146]. Przewlekte
leczenie przetaczaniem krwi w sposob nieunikniony prowadzi do wtérnego

przecigzenia zelazem, co moze poprzez zwigkszone wytwarzanie RFT powodowac

87



znaczne uszkodzenie tkanek i1 narzadow, w tym watroby i serca oraz moze zaburzy¢
réwnowage hormonalng [147].

Skutki nadmiaru Zelaza sa widoczne dopiero w momencie uszkodzenia
tkanek, gdy pacjenci prezentuja zaburzenia funkcji watroby, cukrzycy
lub kardiomiopatii [ 148, 149].

Badania na zwierzetach wskazuja na wazng rolg trzustki w absorpcji zelaza;
nadmierne gromadzenie zelaza w organizmie jest zwigzane z uszkodzeniem komorek
wewnatrzwydzielniczych trzustki [150]. Wykazano roéwniez zwigzek choréb trzustki
1 hemosyderozy oraz hemochromatozy. Dziedziczna hemochromatoza jest choroba
autosomalnie recesywng, powodujgca znacznie zwigkszong absorpcje jelitowa
zelaza [151]. Choroba moze wystapi¢, jezeli osoba dziedziczy od obu rodzicow
kopie zmutowanego genu HFE (gen kodujacy biatko HFE, ludzkie biatko
hemochromatozy, ang. human hemochromatosis protein). Gen ten odpowiada za
kontrolg wchianiania zelaza w komoérkach nabtonka jelit.

Nadmierne gromadzenie zelaza w trzustce powoduje uszkodzenie gltownie
komoérek wysp trzustkowych irozwoj cukrzycy. Wystapienie cukrzycy i szaro
brazowego zabarwienia skory jest typowym objawem hemochromatozy. Stad tez
pochodzi pierwotna nazwa tej choroby - cukrzyca bragzowa lub cukrzyca brunatna.

Trudno okresli¢ jakie zmiany zachodzg w komorkach pecherzykowych
trzustki u chorych z hemochromatoza, gdyz w dostgpnym piSmiennictwie nie ma
takich badan na materiale klinicznym. W analogicznym modelu zwierzecym, myszy
z mutacja genetyczng prowadzaca do zablokowania syntezy TF, prezentowaty
nadmierne wchlanianie Zelaza zprzewodu pokarmowego, co skutkowato
przecigzeniem tkanek zmagazynowanym zelazem. Zaobserwowano utych myszy
postgpujace do 9 miesigca zycia zmiany biochemiczne i histologiczne typowe dla
OZT. Stwierdzono wzrost biochemicznych markerow zapalenia trzustki oraz
stopniowe obumieranie komorek pecherzykowych [152].

Istnieje kilka doniesien przypadkow zapalenia trzustki i hemochromatozy
w literaturze [153, 154]. Nie wykazano istotno$ci statystycznej migdzy
wystepowaniem heterozygot z mutacjg genu HFE prowadzaca do hemochromatozy
wsrod pacjentdw z przewleklym zapaleniem trzustki lub rakiem trzustki a zdrowa
populacja [155], co moze by¢ zwigzane z nieistotnymi zmianami metabolicznymi
u heterozygot, szczegélnie ze istnieja doniesienia potwierdzajace obecno$¢

homozygotycznych i wielosktadnikowych heterozygotycznych zmian w genie HFE
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w rodzinach z dziedzicznym zapaleniem trzustki [156]. Nalezy zaznaczy¢, ze OZT
powigzane zchorymi na hemochromatoz¢ jest do$¢ rzadka sytuacja, jednak
uwzgledniajac fakt nadmiernego gromadzenia zelaza w organizmie Ww znacznie
szerszej populacji ryzyko rozwoju OZT oraz ci¢zszego przebiegu OZT ma bardzo
istotne znaczenie kliniczne. Wymaga to dalszych badan klinicznych w celu
okreslenia skali problemu oraz badan molekularnych wptywu nadmiaru zelaza na

rozw0j OZT, ktore podjalem si¢ w tej pracy.

6.7 Zmniejszenie dostepnosci zelaza ogranicza dzialanie reaktywnych form tlenu

w ostrym zapaleniu trzustki

[lo$¢ zelaza w organizmie podlega fizjologicznej regulacji, jednak brak
naturalnego mechanizmu odpowiedzialnego za wydalanie nadmiaru zelaza powoduje
odktadanie zZelaza w narzadach prowadzac do ich dysfunkcji. Przeciazenie
organizmu zelazem prowadzi do wzrostu labilnej puli zelaza (LIP), ktéra wywiera
bezposrednie dzialanie toksyczne, ale jednoczes$nie jest forma chelatowalng zelaza
[157]. Jedna z mozliwosci terapeutycznych w przypadku choréb z nadmiarem zelaza
jest upust krwi. Tej metody nie mozna jednak zastosowaé u pacjentow
z niedokrwistoscia - wtedy postepowaniem z wyboru jest chelatacja zelaza.
Stworzono kilka zwigzkow chelatujacych zelazo takie jak deferoksamina (DFO),
deferypron (DFP) i deferazyroks (DFX), ktore mobilizujg zelazo z tkanek, tworzac
kompleksy wydalane z katem i moczem.

Wprowadzenie DFO w 1970 r. poprawito znacznie dlugo$¢ zycia pacjentow
wymagajacych przewleklych transfuzji krwi [158, 159]. Leczenie DFO powoduje
obnizenie st¢zenia ferrytyny w surowicy krwi oraz w tkance watroby [160],
zmniejsza  odsetek  powiktan  kardiologicznych, zapobiega powiktaniom
hormonalnym [161] 1wydluza przezycie [158]. Poza grupa pacjentow
z potransfuzyjnym nadmiarem zelaza, leczenie za pomocg chelatoréw zelaza moze
by¢ tez skuteczne w dziedzicznej hemochromatozie [162], porfirii skornej pdznej
[163] i mukormykozie [164]. Co wigcej wykazano, ze zelazo jest kluczowym
elementem dla proliferacji komoérek nowotworowych, co pozwala spodziewac sie
korzysci z zastosowania chelatorow zelaza w leczeniu choréb nowotworowych [165,

166].
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W dostepnym piS$miennictwie nie ma badan wskazujacych na wpltyw
nadmiernego gromadzenia zelaza w komorkach na proces OZT oraz potencjat
zwigzkow chelatujacych zelazo w leczeniu OZT. Do$wiadczenie zmniejszajace
dostepnos$¢ zelaza w komorkach AR42J (rycina 8) udowodnito, iz w obecnosci
specyficznego chelatora zelaza deferoksaminy (DFO), ceruleina nie ma wplywu na
oksydacje DCFH. Nie wyklucza to jednak mozliwo$ci, ze nadtlenki s3 ciagle
tworzone w takich warunkach, chociaz jak to wczesniej zaprezentowano, nadtlenki
moga utlenia¢ DCFH jedynie w obecnos$ci hemoprotein i zelaza [167, 168]. Wyniki
przedstawione powyzej (rycina 8) wskazujg nie tylko na zalezno$¢ tworzenia RFT
od ilosci zelaza dostgpnego w komorce, ale tez mozliwosci modyfikacji przebiegu
OZT przez zwiazki chelatujagce zelazo jak DFO. Obserwowana nizsza oksydacja
DCF w obecnosci DFO wskazuje na to, ze zelazo bierze czynny udziat w tworzeniu
RFT nawet w grupie kontrolnej komorek nie traktowanych ceruleing. DFO obnizajac
LIP zmniejsza potencjal komorek AR42J do generowania RFT co sugeruje
mozliwos¢ zastosowania DFO w prewencji rozwoju OZT.

Dane te sugeruja, ze zelazo odgrywa istotng role w produkcji RFT
i prawdopodobnie w patogenezie OZT. Udowodniono, ze w modelu zwierzecym
OZT dootrzewna iniekcja 2,2' - dipirydylem (chelator jondw zelaza) poprzedzajaca
iniekcje ceruleing powoduje ztagodzenie hyperamylazemii (wysokie stezenie
amylazy w surowicy) i histologicznych zaburzen trzustki [98].

W ceruleinowym modelu OZT zaobserwowano wigksze tworzenie
pochodnych karbonylowych biatek, ktore sa wskaznikiem stresu oksydacyjnego
[169]. Proces ten przebiega rownolegle ze zmniejszeniem ilosci ferrytyny. Pochodne
karbonylowe biatka powstaja zazwyczaj w wyniku oksydacji okre$lonych
aminokwasow na drodze zaleznej od zelaza, badz tez w wyniku reakcji biatek
z produktami peroksydacji lipidow [170, 171]. Badanie na szczurzym modelu OZT
po indukcji kwasem taurocholowym wykazaty zwiekszong ilo§¢ pochodnych
karbonylowych biatek juz po uptynieciu 30 minut od indukcji zapalenia [104].
Autorzy tego badania wskazuja, ze w badanym modelu OZT, oksydacja bialek
nastgpita przed peroksydacja lipidow w trzustce. Wyniki przedstawione w tych
badaniach dodatkowo potwierdzaja hipotez¢ niniejszej pracy, ktora zaktada, iz to
zelazo odgrywa istotng role w tworzeniu si¢ RFT w trakcie procesu zapalnego

trzustki.
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Podsumowujac, wyniki badan wskazuja, ze degradacja ferrytyny jest
wczesnym efektem odpowiedzi linii komorkowej AR42J na stymulacje ceruleing.
Degradacja ferrytyny zalezna od kinazy terminalnej c-Jun (JNK) jest skorelowana ze
wzrostem st¢zen LIP 1 RFT. Zgromadzone dane wskazuja, iz stres oksydacyjny ktory
obserwuje si¢ w trzustce podczas OZT moze by¢ zwigzany zzaburzonym
metabolizmem zelaza, a takze, ze ilo$¢ zwigzanego zelaza ma wptyw na poziom RFT
podczas OZT. Kolejne analizy na modelach zwierzecych 1 liniach komorkowych
beda niezwykle przydatne w celu odkrycia dalszych zaleznosci pomigdzy rolg zelaza

a patogenezg OZT.
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7. Whnioski

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna sformulowac nastepujace wnioski:

1. Zmiany wielko$ci labilnej puli zelaza sg $cisle zwigzane z powstawaniem RFT w

komoérkowym modelu OZT indukowanego ceruleing. We wczesnym okresie

komoérkowego modelu OZT obserwuje si¢ rozpad ferrytyny i uwolnienie

zmagazynowanego zelaza co zwigksza ilos¢ labilnej puli zelaza i jednocze$nie

zwigksza tworzenie RFT.

2. Tworzenie RFT w do$wiadczalnym modelu OZT nasila si¢ przy wysyceniu

komorek zelazem, natomiast zmniejsza si¢ po traktowaniu zwigzkiem wigzacym

zelazo. Stany chorobowe zwiazane z wigkszym wysyceniem komorek trzustki

zelazem obarczone sg ryzykiem silniejszego szkodliwego dziatania RFT w OZT.

Podanie substancji wiazacej zelazo, takiej jak deferoksamina, moze zmniejszy¢

to ryzyko.

3. Proteasomy biora udzial w procesie degradacji ferrytyny. Zastosowanie

inhibitoréw proteasomow takich jak MG132 w OZT moze ograniczy¢ zalezne od

zelaza tworzenie RFT poprzez ograniczenie degradacji ferrytyny.

4. Degradacja ferrytyny 1 zelazo-zalezne powstawianie RFT w OZT jest

kontrolowane przez szlak sygnatowy kinazy JNK. Komorki AR42J z nieaktywna,

zmutowang forma biatka JNK1, nie wykazuja indukowanej ceruleing degradacji

ferrytyny. Podanie inhibitora JNK - SP600125 zmniejsza rozpad ferrytyny i

ogranicza tworzenie RFT. Zwigzki blokujace szlak sygnalowy zalezny od kinazy

JNK1 mogg ograniczac¢ stres oksydacyjny w przebiegu OZT.
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8. Streszczenie

Komorki pecherzykowe, ktére stanowia wieksza cze$§¢ masy trzustki,
produkuja enzymy trawienne w postaci nieczynnych proenzyméw, ktore po
wydzieleniu do dwunastnicy ulegaja aktywacji. Komorki zabezpieczone sa przed
proteolitycznym dzialaniem wlasnych enzymoéw przez inhibitory trypsyny oraz
mechanizmy dezaktywujace aktywne enzymy. Ostre zapalenie trzustki jest stanem
chorobowym, ktory rozwija si¢ z momencie zaburzenia mechanizméw ochronnych
komorek pecherzykowych i aktywacji enzymoéw trawiennych w obrgbie trzustki.
Autoliza tkanki trzustkowej prowadzi do silnej miejscowej reakcji zapalnej, a w
niektorych przypadkach doprowadza do uogoélnionej reakcji zapalnej, a nawet
zespotu niewydolnosci wielonarzadowej 1 w 17% przypadkow do zgonu. Czgsta
przyczyng ostrego zapalenia trzustki jest wzrost cisnienia w przewodach
trzustkowych w przebiegu kamicy zotciowej. RoOwnie czesto czynnikiem
etiologicznym jest alkohol, ktéry moze wywotaé obrzek brodawki Vatera i wzrost
ci$nienia w przewodzie trzustkowych podobnie jak kamica zotciowa. Ceruleina jest
analogiem cholecystokininy i podawana zwierzetom powoduje aktywacje
trypsynogenu wewnatrz trzustki. Zmiany histologiczne i biochemiczne obserwowane
u zwierzat po podaniu ceruleiny bardzo dobrze odpowiadajg zmianom w przebiegu
ostrego zapalenia trzustki u ludzi, dlatego model ceruleinowy jest uwazany za
reprezentatywny model do badan nad patogeneza ostrego zapalenia trzustki.
Komorki AR42J, pochodzace ze ztosliwych guzoéw trzustki szczura, utrzymuja wiele
cech prawidlowych komoérek pecherzykowych trzustki. Traktowanie linii
komoérkowe; AR42J ceruleing pozwala wiernie odwzorowaé¢ mechanizmy
zachodzace w przebiegu ostrego zapalenia trzustki bez konieczno$ci uzycia zwierzat
doswiadczalnych. Ponadto pozwala bada¢ mechanizmy zachodzace na poziomie
molekularnym z uzyciem takich metod jak transfekcja DNA czy inhibicja szlakéw
sygnatowych. Stres oksydacyjny jest Sci§le zwigzany z procesem ostrego zapalenia
trzustki, gdzie obserwuje si¢ powstawanie wielu reaktywnych form tlenu oraz efekty
ich toksycznego dziatania na fosfolipidy bton komoérkowych i udzial w nasileniu
stanu zapalnego. Reaktywne formy tlenu powstaja gtéwnie w mitochondrialnym
fancuchu oddechowym, mikrosomalnym transporcie elektronow, procesach
utleniania w peroksysomach oraz w komorkach fagocytujacych. Komorki chronig sig

przed reaktywnymi formami tlenu uktadem enzymow usuwajacych reaktywne formy
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tlenu z komorki (dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza, peroksydaza glutationu) oraz
niskoczgsteczkowym przeciwutleniaczom (kwas askorbinowy, kwas moczowy,
glutation). Zelazo jest niezbedne w wielu reakcjach przemiany materii, jednak moze
by¢ jednoczesnie niebezpieczne katalizujac wytwarzanie wysoce reaktywnych form
tlenu. Bezpieczenstwo zapewnia utrzymanie wolnej (labilnej) puli tatwo dostgpnego
zelaza na jak najnizszym poziomie. Pozostale zelazo jest wbudowywane w
hemoglobing w krazacych erytrocytach oraz zwigzane z ferrytyng lub hemosyderyna
stanowigc magazyn tkankowy Zelaza. Degradacja ferrytyny zwigksza labilng pule
zelaza narazajac komorki na dziatanie powstajacych z udziatem zelaza reaktywnych
form tlenu. Proteolityczna degradacja ferrytyny i uwolnienie zelaza nastepuje
gléwnie w proteasomach lub lizosomach. W komorkach trzustkowych narazonych na
stres zwigzany z rozwojem ostrego zapalenia trzustki dochodzi do aktywacji szlakow
sygnatowych wplywajacych na ekspresje gendéw, proliferacje, roéznicowanie i
przezycie komorki. Tworzenie reaktywnych form tlenu zwigzane jest z aktywacja w
komorkach szlaku sygnatowego zaleznego od kinaz JNK. W pracy tej postawiono
hipoteze, ze w przebiegu OZT dochodzi do degradacji ferrytyny przez aktywowana

ceruleing kinaze¢ JNK i tworzenie RFT zalezne od obecnosci zelaza.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie udziatu labilnej puli Zelaza w tworzeniu
reaktywnych form tlenu w komoérkowym modelu ostrego zapalenia trzustki
indukowanego ceruleing. Celem dodatkowym bylo przesledzenie roli szlaku
sygnatowego kinazy terminalnej c-Jun (JNK) oraz czynno$ci proteasomow w

zmianach labilnej puli zelaza badanego modelu ostrego zapalenia trzustki.

Materiatem badan stanowita linia komorek AR42J. Model komorkowy
ostrego zapalenia trzustki uzyskano traktujac komorki AR42J ceruleing. Ilo$¢
tworzonych RFT zbadano przy pomocy cytometrii przeptywowej uzywajac barwnika
dioctanu dichlorodihydrofluoresceiny. Zmniejszenie ilosci zelaza w komorkach
AR42] osiggnigto poprzez podanie zwiazku chelatujacego — deferoksaminy.
Nadmierne wysycenie komorek AR42J zelazem uzyskano przez inkubacj¢ z heming.
Zmiany w puli labilnego zelaza okre§lono poprzez analiz¢ fluorescencji kalceiny
przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego. Badanie zmian ilosci ferrytyny w
komorkach AR42J wykonano metoda Western Blot na lizatach komdrkowych po

elektroforezie w zelu poliakrylamiowym oraz transferze na membrang i inkubacji z
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przeciwcialami monoklonalnymi. Udziat proteasoméw w procesie degradacji
ferrytyny potwierdzono inkubujac komorki AR42J inhibitorem proteasomow
MG132. Role szlaku sygnatowego kinazy terminalnej c-Jun (JNK) badano stosujac
inhibitor kinazy JNK — SP6000125 oraz trasfekujac komorki AR42J przy uzyciu
wektora plazmidowego DNA kodujacego nieaktywne formy biatek JNK.

Wyniki: Zaobserwowano, ze w komorkowym modelu ostrego zapalenia
trzustki, ferrytyna ulega degradacji, ktoremu to procesowi towarzyszy tworzenie si¢
RFT. W obecnosci ceruleiny, linia komoérkowa AR42J wykazuje zwigkszong pule
labilnego zelaza, z jednoczesnym spadkiem ilosci komodrkowej L-ferrytyny i
zwigkszeniem tworzenia si¢ reaktywnych form tlenu (RFT). Zmiany ilosci L-
ferrytyny byly odwrotnie proporcjonalne do poziomu powstajagcych RFT. Rozpad
ferrytyny zalezny jest od proteasomow. Komoérki wykazujace ekspresje
nieaktywnego biatka JNK1 byty niewrazliwe na indukowang obecnoscig ceruleiny

degradacje ferrytyny.

Whioski: Wyniki badan wykazaty, ze w trakcie ostrego zapalenia trzustki
indukowanego ceruleing w modelu komoérkowym dochodzi do jednoczesnej
degradacji zaleznej od JNKI1 ferrytyny, zwigkszenia puli labilnego zelaza oraz

tworzenia reaktywnych form tlenu.
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10. Zalaczniki
Zatacznik nr 1
Mapy plazmidow.

Ponizszej przedstawiono mapy plazmidow kodujacych katalitycznie nieaktywne
mutanty JNK1, JNK2, oraz pusty wektor pcDNA3.1.
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