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1. Wykaz stosowanych skrótów

ANT - translokator nukleotydów adeninowych (ang. adenine nucleotide 

translocase)

AP-1 - zbudowany z z rodzin Fos, Jun, ATF

i Maf, który dzi (ang. activator protein 1)

APS - nadsiarczan amonu (ang. ammonium persulfate)

AR42J - linia komórek groniastych trzustki szczura

ARDS - ang. acute respiratory distress 

syndrome)

AS601245 - specyficzny inhibitor kinazy JNK

CARS - kompensacyjnej odpowiedzi przeciwzapalnej (ang. compensatory 

anti-inflammatory response syndrome)

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

CAT - katalaza (ang. catalase)

CCK - cholecystokinina (ang. cholecystokinin)

CEP-1347 - inhibitor kinazy JNK

CFTR - – (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 (H2DCFDA, ang.

2',7' - dichlorodihydrofluorescein diacetate)

DCYTB - dwunastniczy cytochrom B (ang. duodenal cytochrome B)

DFO - deferoksamina, lek (ang. 

deferoxamine)

DFP - deferypron, (ang. deferiprone)

DFX - deferazyroks, (ang. deferasirox)

D-JNKI-1 - c kinazy JNK (ang. cell 

penetrating JNK peptide inhibitor)
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DMSO - dimetylosulfotlenek (ang. dimethyl sulfoxide)

DMT1 - 1 (ang. divalent metal 

transporter 1)

EDTA - etylenodiaminotetraoctan sodowy (ang. ethylenediaminetetraacetic acid)

EGF - naskórkowy czynnik wzrostu (ang. epidermal growth factor)

ERK - kinazy z

takie jak czynniki wzrostu (ang. extracellular signal regulated kinases)

FAEE - owych (ang. fatty acid ethyl esters)

FBS - (ang. fetal bovine serum)

Fe2+ -

FFA - (ang. free fatty acids)

GPx - peroksydaza  glutationowa (ang. glutathione peroxidase)

H2O2 - nadtlenek wodoru

HFE - (ang. human 

hemochromatosis protein)

HO - oksygenaza hemowa (ang. heme oxygenase)

HP - zapalenie trzustki o charakterze dziedzicznym (ang. hereditary 

pancreatitis)

HSP - a szoku cieplnego (ang. heat shock proteins)

ICAM-1 - -1 (ang. intercellular adhesion 

molecule-1)

IRE - iron response element)

IRP - 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 - labil labile iron pool)

LOXs - lipooksygenazy (ang. lipoxygenases)

MAPK (MAPKK – MAPK2, MAPKKK – MAPK3) -

aktywowane mitogenem (ang. mitogen-activated protein kinases)

MDF - czynnik myocardial depressant 

factor)

MG132 - specyficzny inhibitor proteasomu (ang. specific proteasome inhibitor)
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MODS - multiple organ dysfunction 

syndrome)

MOF - multiorgan failure)

MPO - mieloperoksydaza (ang. myeloperoxidase)

mRNA - matrycowy kwas rybonukleinowy (ang. messenger RNA)

MPTP - (ang. 

mitochondrial permeability transition pore)

NADPH - fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (ang. nicotinamide

adenine dinucleotide phosphate)

NF- -

w odpowiedzi (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 - z zapaleniem trzustki (ang. pancreatitis-associated 

protein)

PAF - platelet-activating factor)

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

PGE2 - prostaglandyna E2 (ang. prostaglandin E2)

PKC - protein kinase C)

PBS -

roztworem wodnym chlorku sodu i fosforanu sodu (ang. phosphate-

buffered saline)

PP - polipeptyd trzutkowy (ang. pancreatic polypeptide)

PRSS1 - gen proteaza serynowa 1 (ang. 

protease serine 1)

PSTI - inhibito (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 - uogólniona reakcja zapalna (ang. systemic inflammatory response 
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syndrome)

SOD - dysmutaza ponadtlenkowa (ang. superoxide dismutase)

SP600125 - inhibitor kinazy JNK

SPINK1 - inhibitor proteaz serynowych typu Kazal-1 (ang. serine protease inhibitor

Kazal-type 1), zwany inaczej inhibitorem trypsyny wydzielanym przez 

PSTI

tBuOOH - wodoronadtlenek tert-butylu

TFR - receptor dla transferyny (ang. transferrin receptor)

TF - transferyna (ang. transferrin)

THIF - 7,3,4-trihydroisoflavone)

TNF - czynnik martwicy nowotworu (ang. tumor necrosis factor), cytokina 

w odpowiedzi zapalnej i immunologicznej

UVB - promieniowanie ultrafioletowe o -320nm 

VDAC - - (ang. voltage dependent anion 

channel)

VEGF - czyn vascular endothelial growth factor)
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2. W

2.1 Anatomia i fizjologia trzustki

Trzustka u o wadze 60-140 g, co stanowi 0,1 - 0,2% 

w przestrzeni zaotrzewnowej w nadbrzuszu do przodu od 

L1-L2. T z jednej strony 

z

w badaniu przedmiotowym, co .

Anatomicznie trzustka

, trzon i ogon. Istotnym elementem anatomicznym jest 

przebieg przewodu ego wspólnego . W

wariancie anatomicznym z przewodem 

1 miliona wysepek 

trzustkowych (wysp Langerhansa), - 2% masy trzustki. 

ie; w w

porównaniu do trzustki. 0,1 - 0,2 mm,

pasma i gniazda .

Zadaniem wysepek jest produkcja substancji dokrewnych:

54% wszystkich komórek wyspowych) –

i

komórki A 35%) –

1%) –

komórki – tkowy (PP) [1].

masy enzymy trawienne wydzielane do dwunastnicy poprzez 

przewody trzustkowe. Sok tr z enzymów trzustkowych i zu 

wytwarzanego przez komórki kubkowe przewodów trzustkowych, wydzielany jest

w w 1 litra.

olipeptydowe - sekretyna i cho

i w odpowiedzi 



9

po o niskim pH. Wydzielanie enzymów 

zawartych w z

(

jako pankreozymina).

cholecystokininy .

i

odobne do enzymów lizosomalnych. Komórki 

trypsynogen – do trypsyny 

jelitowej przy pH 5,2 - 6,0 lub autokatalitycznej aktywacji przy pH 7,9

w dwunastnicy,

chymotrypsynogen – do chymotrypsyny 

trypsyny przy pH 8,0 w dwunastnicy,

,

trzustkowa,

i ,

estrów cholesterolowych,

A2,

.

zabezpieczone przed 

enzymów poprzez oddzielenie enzymów w -

enzymów

w postaci nieczynnych proenzymów (zymogenów) inhibitorów

trypsyny w

i w surowicy krwi [2].
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2.2 Ostre zapalenie trzustki

Ostre zapalenie trzustki (OZT) jest chor

bólem brzucha i m enzymów trzustkowych we krwi. Ostre 

zaburzenia równowagi mechanizmów 

w kowych 

trzustki w jej 

i okolicznych tkanek. Liza tkanek wyzwala 

w której

cytokiny, s

eozynofile, monocyty, makrofagi i limfocyty). W niektórych przypadkach miejscowy 

proces zapalny 

reakcji zapalnej (ang. Systemic Inflammatory Response Syndrome - SIRS) i

ang. Multiple Organ Dysfunction Syndrome -

MODS). W

i . W ok

[3].

2.2.1 Etiologia ostrego zapalenia trzustki

i .

W przypadków 80%)

, ia nadmie abela 1), w ok 10% 

przypadków przyczyna OZT – mówimy wówczas

o idiopatycznym ostrym zapaleniu trzustki [4].
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Tabela 1. Przyczyny ostrego zapalenia trzustki ([4–14] )

Mechaniczne trzustki, rak

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 

ytomegalii, 

ospy wietrznej-

Bakterie: Mycoplasma, Legionella, Leptospira, Salmonella

Grzyby: Aspergillus

Toxoplasma, Cryptosporidium, Ascaris

Uraz

a, jatrogenne uszkodzenie podczas 

zabiegu chirurgicznego lub endoskopowej cholangiopankreatografii 

(sfinkterotomia)

Wrodzone Wrodzone wady rozwojowe trzustki - trzustka dwudzielna

Naczyniowe

Genetyczne

Mutacje: genu trypsynogenu kationowego (PRSS1): typ 1 - mutacja 

R122H i typ 2 - mutacja N29, genu CFTR (mukowiscydoza), genu 

SPINK1; n -antytrypsyny

Inne
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2.2.2 ostre zapalenie trzustki

Pomimo ,

rozwija

OZT o u 3-7% pacjentów z

alkoholików i niewielkim odsetku pacjentów z W 1886 roku Chiari i

wsp. na podstawie stwierdzonych zmian pozapalnych w trzustce w badaniach 

autopsyjnych postawili o samostrawieniu jako 

przyczynie choroby

w przewodach 

trzustki. Powoduje to uwolnienie aktywnych proteaz i innych enzymów

eniu aktywnych 

enzymów z , jednak mechanizm indukcji OZT, czyli

.

Rozwój OZT w inicj -

zarzuca w momencie

(chwilowa blokada brodawki Vatera) oraz

w postaci jej ( ). U pacjentów po

cholecystektomii z

-7 krotnie, a u pacjentów po incydencie OZT wykonanie tego zabiegu

OZT niemal do ryzyka 

populacyjnego [9]. W

w brodawce, i ogniskowa martwica trzustki 

i odblokowanie brodawki w n zmniejsza ryzyko 

rozwoju OZT do 6%, w

u 90% przypadków [9]

pacjentów z

i nasilenie odczynu zapalnego 

[9].
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Alkohol

Cz t etanol, który ulega utlenieniu

do aldehydu octowego, a ksyczne 

najbardziej odpowiedzialny jest aldehyd octowy. Zaproponowano kilka 

mechanizmó w trzustce [10]:

o uczulenie komórek gronias

,

o niny w kierunku aktywacji czynników 

rowego czynnika kappaB - NF-kB (ang. nuclear factor 

kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) i aktywacji kompleksu 

-1 (ang. activation protein 1),

o wytwarzanie toksycznych metabolitów, takich jak aldehyd octowy i estry 

, ang. fatty acid ethyl esters),

o uczulenie trzustki na toksyczne dz ,

o

i stres oksydacyjny, a i innych 

,

o i z dwunastnicy do przewodów

trzustkowych . W

trz w

i ich endotoksyny (lipopolisacharydy) oraz FAEE.

Hiperlipidemia - (hipertriglicerydemia).

W lipaza uwalnia z triglicerydów surowicy wolne kwasy 

w [11]. Koncentracja FFA jest szczególnie 

w surowicy przekracza 1000 mg%. Takie 

z h i V.

Genetyczne mutacje

S

zymogenów w

pacjentów z OZT o charakterze dziedzicznym (ang. hereditary pancreatitis – HP).
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najmniej dwóch osób z zapaleniem trzustki w co najmniej dwóch pokoleniach tej 

samej rodziny (wzorzec dzied zapalenie 

z o charakterze dziedzicznej mutacji [12].

Mutacje genu PRSS1 i SPINK1

Mutacja genu trypsynogen – proteazy serynowej 1 (ang. 

protease serine 1 – PRSS1) z typem 

dziedzicznego zapalenia trzustki, który charakteryzuje

OZT. mutacje genu PRSS1: R122H i N29 –

obie w komórkach 

es degradacji aktywnej trypsyny. W

rezultacie z a aktywnej trypsyny , która aktywuje

inne zymogeny uje

zapalenia trzustki [13].

, zarówno typu dzikiego jak

i ie trzustki w modelu 

Rozwój OZT na skutek 

any w z

komórek [15].

PRSS1 ma progresywny

i ostatecznie przechodzi w

HP jest wczesny 

– faza ostra w wieku w 20 roku 

powodu wieloletniego trwania PZT),

stopniowo wzrasta u tych chorych ryzyko rozwoju raka trzustki, szczególnie po 

50

z funkcji 

zmutowanych genów [16, 17]:

o inhibit (gen SPINK1),

o chymotrypsyna C (gen CTRC),

o receptor wapni (gen CaSR),

o (gen CFTR).
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PSTI (ang. pancreatic secretory 

trypsin inhibitor), zwany inaczej inhibitorem proteaz serynowych typu Kazal-1

SPINK1 (ang. serine protease inhibitor Kazal-type 1)

zymogenów. i

K [18, 

19].

Mutacje genu CFTR (ang. cystic fibrosis transmembrane conductance 

regulator - -

mutacji CFTR na rozwój OZT w .

Prawdopodobnie i zaburzenie 

, i owego 

i

w u 3 - 16 % pacjentów z i ostrym 

u 21% pacjentów z [14, 

20]. w i w

z alkoholem (0 - w populacji 

ogólnej. Diagnostyczne, prognostyczne i ter

za OZT u pacjentów z i z zaburzeniami zwieracza 

Oddiego. W u

normalny poziom chlorków w pocie, co

mutacji [20].

ostrego zapalenia trzustki

i OZT jest trudna do oszacowania. 

co utrudnia 

rozpoznanie schorzenia, a OZT w postaci i

doprowadzi przed postawieniem diagnozy. Podawana

strego zapalenia trzustki waha w

do 44 przypadków na 100 [21]. W
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w

a [22].

i z

m

w rozpoznawaniu zapalenia trzustki do spadku liczby 

zgonów w p u osób z

trzustki. W w ym prospektywnym badaniu na grupie 1005 pacjentów

z na poziomie 5%

(1,5% w postaci ostrego zapalenia trzustki, a 17% w

trzustki) [3] w ostrym zapaleniu trzustki dotyczy chorych,

u których w okresie pierwszych dwóch tygodni MODS oraz SIRS.

Zgony w dotyczy przypadków sepsy i [23].

dwa okresy w przebiegu OZT - wczesny,

i We wczesnym okresie

dpowiedzi organizmu na

kompensacyjnej odpowiedzi przeciwzapalnej (CARS, ang. 

Compensatory Antiinflammatory Response Syndrome) MODS.

P y okres trwa stanu zapalnego, 

ej ej

y okres

[24].

Uw

dwie postacie ostrego zapalenia trzustki -

zapalenie trzustki i martwicze zapalenie trzustki. owe OZT 

- dotyczy 80–90% chorych na OZT i ma . W badaniach 

obrazowych rozlane lub rzadziej i

z zatarciem struktury i granic jej oraz 

spowodowane iem zapalnym.

o

i w badaniu obrazowym 

(tomografii komputerowej z kontrastem) martwicy tkanki trzustkowej i/lub tkanek 

ograniczona do tkane [25, 26].
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u pacjentów z rozpoznanym OZT 

i [24, 27].

W zwykle w

dochodzi do zgonu ,

i ogólnoustrojowych. W umiarkowanym OZT

w

. W porównaniu z

i

z [28].

co , które mo

we z

we wczesnej fazie (do 55%) [29].

z

-

i [30].

2.2.4 Faza wczesna ostrego zapalenia trzustki

i wydzielaniu 

w dwunastnicy. Niewielkie 

trzustki - dlatego 

posiada mechanizmy ochronne

p obrony jest inhibitor trypsyny (PSTI,SPINK1), który 

i inaktyw [31, 32]

d

i i

i

k tory proteaz, takie jak alfa-1

antytrypsyna oraz alfa-2- w tkance 
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D ntem indukcji OZT 

oraz blokada 

ich syntezie, co w efekcie prowadzi do 

samostrawienia tkanki trzustkowej [33]

w trzustce.

W niestabilnyc

dwóch grup enzymów: enzymów lizosomalnych (katepsyna B) i enzymów 

trawiennych (trypsynogen), które w

i uwal tkowe 

uwolnienie trypsyny prowadzi do aktywacji dalszych trypsyn i innych proenzymów 

trzustkowych - fosfolipazy, chymotrypsyny i elastazy. Naturalne mechanizmy 

z i enzymów. Trypsyna 

- -

i

w którym aktywne enzymy 

uszka ki, z

poza do tkanek 

. Sok trzustkowy z aktywowanymi enzymami niszczy tkanki 

przestrzeni zaotrzewnowej tacji potrafi 

.

Ceruleina - analog cholecystokininy stosowany do indukcji OZT u

, podawany w dawkach szczurom powoduje 

minutach akty

w

dochodzi do aktywacji trypsynogenu. W modelu in vitro 

rzustki przy 

zastosowaniu E-64d (silnego i specyficznego nieodwracalnego inhibitora katepsyny 

[34]

potwierdza znaczenie katepsyny B w aktywacji trypsynogenu i znaczenie 

kolokalizacji trzustkowych enzymów trawiennych i hydrolaz lizosomalnych. 

zarówno w profilaktyce, jak i w leczeniu ostrego zapalenia trzustki. Innym 
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mechanizmem obserwowanym we wczesnej fazie po indukcji OZT jest wzrost 

i ,

i z ekspresji 

NF- oraz aktywowania kompleksu AP-1. Aktywacja NF-

indukuje

zapalny i w NF-

i i

trzustki w OZT [35].

, i Modele

w , takie 

, zmniejszenie wysycenia tlenem i

niedokrwienie [36]. i

co prowadzi

i

niedokrwienie -

w rozwoju OZT [37]

z w unaczynieniu trzustki oraz tolerancji 

niedokrwienia, 

w trzustce prowadzi do powstawania zakrzepów

w kapilarach z i uwalniania enzymów proteolitycznych

i cyto

z

w zastosowanie kliniczne w postaci agresywnej 

w leczeniu OZT, która minimalizuje to zaburzenie [37].

Mikroskopowe i radioizotopowe badania z

Indem- i

we wczesnych etapach OZT u ludzi i [38]

i w rekrutacji tych 

komponent 

w OZT, ia 

komponentu C5a nie jest jasny [39]. Aktywacja granulocytów

i makrofagów powoduje uwalnianie reaktywnych form tlenu oraz enzymów 

proteolitycznych i lipolityczn cytokin pozapalnych, takich jak 
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czynnik martwicy nowotworu (TNF, ang. tumor necrosis factor), interleukiny 1, 6

i 8, oraz leukotrieny. Substancje te

o i krwotok, co prowadzi do martwicy krwotocznej trzustki. 

i uwalnianie 

trzustki i martwicy. Inte

z elementów. 

, angiotensyna II, substancja P oraz

a szoku 

cieplnego jest jedynym czynnikiem ochronnym [40].

2.2.5

W dalszym przebiegu OZT aktywowane enzymy trzustkowe i cytokiny 

[41]

do ang. acute 

respiratory distress syndrome - wtórna do zakrzepicy

w i na surfaktant. Uwalniane

z trzustki naczyniowo aktywne peptydy i

(ang. myocardial depressant factor

a . Tworze

z i albumin, zaburzenia hormonów 

gospodarki wapniowej oraz przemieszczanie wapnia do komórki powoduje 

z i

nerek. 

i u pacjentów z

OZT w porównaniu do martwiczego OZT. O z martwiczym 

multiorgan failure, MOF),

, który z pacjentów rozwinie MOF [42]. Jedno z
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makrofagów jest czynnikiem krytycznym w

trzustki [43].

2.2.6 Bakteryjna translokacja 

W warunkach fizjologicznych bariera zbudowana z elementów 

. W przebiegu OZT wskutek niedokrwienia dochodzi do uszkodzenia bariery 

jelitowej i w

typowe bakterie jelitowe. W psich modelach OZT, Escherichia coli znakowana 

plazmidem pUC4K, znaleziona w trzustce oraz 

krezkowych [44]. Konsekwencje translokacji bakterii z jelita w OZT 

i u z

i

obecnie utrzymania funkcji bariery jelitowej w przewodzie 

szczególnie 

co

bakterii w i korzystne u ludzi z OZT [45].

2.2.7 Stres oksydacyjny

z ostrego zapalenia trzustki [46].

w trzustce wzrost produktów 

utleniania lipidów i - aldehydów i

w przebiegu OZT. W badaniach przeprowadzonych na modelach eksperymentalnych 

[47].

Mechanizm powstawania reaktywnych form tlenu (RFT) w

niejasny. fosforanu dinukleotydu 

nikotynamidoadeninowego (NADPH, ang. nicotinamide adenine dinucleotide 

phosphate) w tworzeniu RFT [48]. Ponadto, wiele 

oksydaza

. poziomu
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po 15 min traktowania c w komórkach 

transfekowanych antysensownymi oligonukleotydami przeciwko mRNA 

zaprojektowanymi dla podjednostek oksydazy NADPH [48].

2.3 Reaktywne formy tlenu

Reaktywne formy tlenu (RFT) to reaktywne indywidua chemiczne

w tlenu z niesparowanym elektronem (rodniki)

do posiadania pary 

i w reakcjach 

chemicznych, w metabolizmie i

w czasie reakcji 

biochemicznych w w

[49, 50]. W szczególnych sytuacjach 

kowych. Proces ten nazywany jest stresem 

oksydacyjnym. 

2.3.1 Powstawanie reaktywnych form tlenu

anionorodnik ponadtlenkowy (O2
• -),

rodnik wodoronadtlenowy (HO2
•),

rodnik wodorotlenowy (hydroksylowy) (•OH),

wolne rodniki azotowe:

tlenek azotu (NO•),

dwutlenek azotu (NO2
•),

nadtlenoazotyn (ONOO–)

elektronu):

tlen singletowy (1O2),

nadtlenek wodoru (H2O2),

ozon (O3).

Za kompleksy tlenu i elaza: rodnik ferrylowy (FeO2+)

i rodnik nadferrylowy (FeO3+). Do rodziny rodników 
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z : 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 (ClOH), kwas podbromawy (BrOH) i inne [51].

- tlen trypletowy (3O2) jest podwójnym 

wolnym rodnikiem - posiada dwa niesparowane elektrony. W warunkach 

w w

Rycina 1).   

Rycina 1. w procesie powstawania reaktywnych form tlenu: 

2),  anionorodnik ponadtlenkowy (O2
•-), anion 

ponadtlenkowy (O2
2-), rodnik tlenkowy (O•-), anion tlenkowy (O2- ), 

nadtlenek wodoru (H2O2), rodnik wodoronadtlenowy (HO2
•), rodnik 

wodorotlenowy (•OH), woda (H2O)   

Najbardziej niebezpieczny dla ludzkiego organizmu jest rodnik 

wodorotlenowy (•OH). Anionorodnik ponadtlenkowy (O2
•-) i nadtlenek wodoru 

(H2O2 -Weissa, w której powstaje rodnik 

wodorotlenowy (•OH). Reakcja Habera-Weissa przebiega wolno w warunkach 

fizjologicznych,

w organizmie jest reakcja Fentona. Katalizatorami 

i miedzi, jak ró :

O2 O2
• - O2

2- O• - O2-

HO2
• H2O2

•OH H2O

H+ 2H+ H+ 2H+

e
•

e
•

e
•

e
•

2H+
H2O
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w jednoelektronowych reakcjach redoks oraz

w reakcjach homolizy, czyli rozerwania

utworzeniem dwóch atomów lub rodników, co wymaga

w reakcji , albo  rozerwania 

w w wolny rodnik w reakcji 

i wolne rodniki tlenowe na substancje 

organiczne w

i kwasów nukleinowych, któr w komórce 

po

RFT

, takich jak i ultrafioletowe

oraz niektóre substancje chemiczne (acetaminophen,

c ).

,

w procesie wielu reakcji 

enzymatycznych.

W organizmac e RFT to anionorodnik 

ponadtlenkowy i w mitochondrialnym 

- oksydaza NADPH (NOX,

ang. NADPH oxidase) i w fagocytach – Phox (ang. phagocytic NADPH oxidase) oraz 

mieloperoksydaza (MPO, ang. myeloperoxidase

two a dysmutaza ponadtlenkowa (SOD, ang. 

superoxide dismutase) redukuje anionorodnik ponadtlenkowy do nadtlenku wodoru.

W i

O2
• - +  H2O2 O2 + OH + •OH

H2O2 +  Fe2+ Fe3+ + OH + •OH
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podchlorawego z nadtlenku wodoru i chloru. MPO i

w

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

Rycina 2. RFT tworzone w procesach immunologicznych. Kodowanie koloru 

wskazuje na re

i

mitochondr ,

mikrosomalny transport elektronów (NADPH- na reduktaza i cytochrom

P450),

,

fagocyty (neutrofile, eozynofile, komórki endotelium, monocyty, makrofagi).

2.3.2 Mitochondrialny transport elektronów

O2
tlen

O2
• -

anionorodnik 
ponadtlenkowy

H2O2
nadtlenek 
wodoru

HOCl
kwas 

podchlorawy

1 O2
tlen

singletowy

Fe3+

Phox MPO

SOD

MPO

O3
ozon

•OH
rodnik 

wodorotlenowy
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w komórce powstaje w

oddechowym. Tworzenie RFT w w znacznej mierze od 

.

W warunkach hipo RFT, w tym

tlenek azotu (NO•) rmy azotu. Tworzenie 

wolnych rodników w

nowotworzenie i wiele innych stanów chorobowych.

, jednak ok. 

1 -

ponadtlenkowy  (O2•-), któ wodoronadtlenowy (HO2
•),

a w nadtlenek wodoru (H2O2). H2O2 w
2+) daje w reakcji Fentona jeszcze bardziej 

reaktywny rodnik wodorotlenowy (•OH). HO2
• i •OH z

mitochondrialnym DNA oraz e reakcji 

w

miejsce odpowiedzialne za niep III

kompleks rycina 3) [53].
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Rycina 3.

podstawie [53] )

w

mitochondrialnej i z - enzymatycznych 

(I, II, III i IV), koenzymu Q (ubichinon, CoQ, ang. coenzyme Q, ubiquinone)

i cytochromu C (CytC, ang. cytochrome complex)

Kompleks I (oksydoreduktaza NADH - CoQ) przyjmuje elektrony z NADH

i

w CoQ -

oksydoreduktaza CytC), z kompleksu III do CytC, i dalej do kompleksu IV 

(oksydaza CytC

do wody. Jednoelektronowa redukcja tlenu do anionorodnika ponadtlenkowego 

(O2
•-) w kompleksach I i III.

Kompleks I (rycina 3 - 1) uwalnia O2
•- do macierzy mitochondrialnej, 

natomiast kompleks III (rycina 3 - 2) uwalnia O2
•- zarówno do macierzy 

mitochondrialnej jak i Z przestrzeni 

O2
•-
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- (VDAC, ang. voltage dependent anion channel) umieszczony

w , natomiast z  macierzy mitochondrialnej O2
•-

tochodrialnej (MPTP, ang. mitochondrial permeability 

transition pore) (rycina 3 - 7), który tworz VDAC, cyklofilina D i translokaza

nukleotydu adeniny (ANT, ang. adenine nucleotide translocase). Ta droga 

w zmianach martwiczych [53].

2.3.3 Mikrosomalny transport elektronów 

w

elektronów. Ten komple z cytochromu P450 i reduktazy

. Kompleks ten uczestniczy w reakcjach hydroksylacji 

i

ów przez mikrosomalny 

O2
•-)

i nadtlenek wodoru (H2O2) [54].

2.3.4 E

:

oksydaza D- -hydroksykwasowa, oksydaza acylo-CoA, 

oksydaza moczanowa, oksydaza kwasu pipekolinowego oraz oksydaza poliamid. Ich 

oduktem jest nadtlenek wodoru (H2O2), który po eniu 

w rodnik wodorotlenowy (•OH) poprzez 

. tlenek azotu (NO•)

produkowany ang. nitric oxide synthesis) oraz 

anionorodnik ponadtlenkowy (O2•-) tworzony . NOS 

katalizuje utlenianie L-argininy (L-Arg) do NO• z O2•-

–) (rycina 4) [55].
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Rycina 4. Schemat produkcji i w peroksysomach (opracowanie 

[55]).

2.3.5 reaktywnymi formami tlenu

[56].

oksydacyjnym. Kolejnym naturalnym mechanizmem ochrony jest utrzymanie niskiej

(ok. 26 mmHg) w tkankach - co zapobiega powstawaniu 

anionorodników ponadtlenkowych. Najstotniejszym mechanizmem ochrony jest 

z dymutaza 

ponadtlenkowa (SOD, superoxide dismutase), katalaza (CAT, ang. catalase)

i peroksydaza glutationu (GPx, ang. glutathione peroxidase) [57].

SOD w 1939 r. przez Mann i

[57] z

z

atomy miedzi i cynku [58].
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na w terapii. Nazwa dys

i Fridowich w 1969 i wynika z

enzymatycznej - zamiany anionorodnika ponadtlenkowego (O2•-) w tlen 

i nadtlenek wodoru (H2O2).

CAT i

– GPx aktywuje s

reakcji Fentona i Haber –

Weissa i dalszym reakcjom peroksydacji lipidów i uszkodzenia komórek. 

W manganu 

(MnSOD) 

(CuZnSOD) zlokalizowana jest w cytozolu (rycina 

3 - 4). O2
•- tworzony przez kompleksy I i III (rycina 3 - 3)

H2O2, który

mitochondriów do cytozolu (rycina 3 - 5). H2O2

cytozolu (rycina 3 - 6) lub GPx w macierzy 

mitochondrialnej [53].

Nadtlenek wodoru (H2O2

rodnik wodorotlenowy (• dowi 

przez CAT lub GPx do wody. peroksysomach 

przez CAT i GPx do wodorotlenków (rycina 4) [55].

Drobn do których zaliczamy szereg

witamin (A,C,E,K), selen, glutamina, cysteina, cysteamina, ubichinon, kwas 

moczowy i metionina, a ich 

ycznym skutkom reakcji RFT na 

tkanki. K komórkowej obrony jest cytochrom P450 [57].

n

transferyny, glukozy, kwasu moczowego i ceruloplazminy

2.3.6 reaktywnych form tlenu na tkanki

W warunkach stresu oksydacyjnego

procesami ochronnymi, pobliskie
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w owych. Dochodzi 

(lipidowo-

lipidowych, lipidowo- i - ), utleniania aminokwasów

oraz powstawania szczelin w komórkowych, Prowadzi to do

u

utraty potasu oraz akumulacji sodu i wapnia, a ostatecznie 

dezintegracji ony komórkowej i komórki [59].

w mechanizmie peroksydacji lipidów, czyli wolnorodnikowego procesu utleniania 

lipidów, w wyniku 

e c

i c ich oraz c

ek peroksydacji lipidów 

2, która uwalnia kwas arachidonowy z

komórkowych, a w syntezie prostaglandyn, tromboksanu

i leukotrienów (mediatory stanu zapalnego i ).  RFT zarówno 

i w mechanizmie peroksydacj

czynników chemotaktyczn [58]. Czynniki te 

. W

tych komórek 

i monocyty, które w

nadtlenkowego i rodnika wodorotlenowego. W efekcie doprowadza to do niszczenia 

mikroorganizmów, nia toksycznego na tkanki i

i komórek 

oraz Proces ten

oddechowym fagocytów (ang. respiratory burst) [58, 60].

jest , w tym 

frakcji u , chemotaktycznych peptydów (PAF, TNF, leukotrien 

B4), kompleksów antygen - co dodatkowo nasila 

proces zapalny [61].

2.4 ostrego zapalenia trzustki

Aby OZT opracowano wiele modeli 

aden z nich nie oddaje jednak w warunków 
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- alkohol i kamica 

na

na modelach 

i

przyczyny ludzkiego OZT. i biochemiczne 

widoczne w w -

podobne zmiany wykazano w OZT u R kliniczne cechy OZT u

ludzi do tych obserwowanych na modelach ch,

i

w OZT u i w

zdarzenia lub mechanizmu inicj . trudno 

terapia w [62]. Badania nadal z jakiego 

powodu

OZT, a u

stosowany model OZT oparty jest na podawaniu ceruleiny. 

ony w

i . D ury lub 

myszy, a ostatnio hodowle komórek trzustki szczura [48].

Ceruleina (ang. cerulein lub ceruletide

aminokwasów:

pGlu-Gln-Asp-Tyr [SO3H] Thr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH2

Ceruleina jest podobna w i o cholecystokininy (ang. 

cholecystokinin; CCK) - pobudza wydzielanie soków trawiennych z

i

i wyizolowana z

Litoria caerulea w 1967 roku przez australijskich i [63]. Ostre 

wstrzy ceruleiny

w [64].
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z receptory CCK [35]. Zidentyfikowano dwa 

receptory CCK o wysokim i niskim powinowactwie. Receptory o wysokim 

powinowactwie z ,

z

trawiennych. Tymczasem receptory o niskim powinowactw z

dopiero receptorów CCK o wysokim pow

ceruleiny z receptorami CCK o niskim powinowactwem hamuje wydzielanie 

enzymów trawiennych z komórek gr receptorów CCK 

egzocytoza proenzymów z komórek jest hamowana, co prowadzi do nagromadzenia 

enzymów trawiennych w

w jakim w trzustce i lenie pozostaje 

. W ym

w u kilku godzin, dlatego model ten

w fazach 

ostrego zapalenia trzustki, a w szczególn najistotniejszy proces 

w u ludzi. 

rek zapalnych w

w trzustce

i amylazy w

, a nie komórek przewodowych czy wyspowych. Usu

[64].

tywny

OZT. Z badaniom

trawiennych i odpowiedzi zapalnej. Model by

z nadmiernym 

i OZT u

u [64].

ek -1 (ICAM-1, ang. 

intercellular adhesion molecule-1) w
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-kB. ICAM-1 na powierzchni 

komórek sprzyja adhezji neutr

wzma proces zapalny trzustki [65] zapalenie

trzustki przez rozregulowanie produkcji enzymów trawiennych i

u

trzustki. NOX em 

nadtlenków generowanych w [48].

NOX JAK, ang. 

Janus kinase w szlaku JAK-

STAT [35].
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2.5 Komórki AR42J

Rycina 5. Obraz komórki AR42J z mikroskopu fluorescencyjnego w barwieniu 

Komórki AR42J (rycina 5) ze

[66]. Komórki 

do m. in. ekspresji cytokin, powstawania RFT i .

synteza i wydzielanie enzymów trawiennych. 

nowotworowe kilkoma cechami, m. in.

i y

nietypowe receptory dla CCK oraz nietypowy metabolizm fosforanu inozytolu). 

Komórki 

(kwas 7-amin

i

i

w kierunku fenotypu egzokrynnego. AR42J pobudza 

wysycenie receptorów dla kinaz tyrozynowych i adenozyno 3',5' cyklicznego 

monofosforanu oraz ekspresja dekarboksylazy ornityny i wymiana Na+/H+.

komórek 
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.

i te z , z endodermalnej komórki macierzystej. 

i

z guza pi

wydzielniczych. Te cechy potwierdza traktowanie glukoste

jonów wapnia i nie po traktowaniu glukosteroidami [67].

Pierwotne krótki czas 

prze do badania biologii izolowanych ko

trzustki powszechni komórek 

nowotworu trzustki AR42J. P

i transformacji nowotworowej linia komórek gzo-

i endokrynny, funkcje wydzielnicze tych komórek co 

odmiennym mechanizmem stymulacji.

W trzy rodzaje wydzielania w komórkach AR42J:

wydzielanie -

po syntezie i w normalnych komórkach trzustki

regulowana droga wydzielnicza enzymów trawiennych - odpowiada na 

wydzielanie aminokwasowych neurotransmiterów.

W typowych 

receptorów i

z

takie jak receptory dla CCK typu A, acetylocholiny, bombezyny

i tachykininy

z jak receptory sekretyny

i wazoaktywnego peptydu jelitowego.
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typu B

trzustki szczura, gdzie nie wykryto tego typu receptorów.

eceptory CCK-B w

CCK-B w korze mózgu szczura i z receptorami CCK-B

[68]. Po stymulacji gastryn komórek AR42J przez 

z receptorami CCK-B co najmniej 90% nadmiernej sekrecji 

amylazy na drodze przekazywania z

uwolnieniem Ca2+ i protein kinase C -

PKC) [69]. Funkcje w typowych

szczura selektywne receptory CCK-A.

wydzielania bardziej przypomina typowe

hydrolazy w i uwalni

z retikulum 

endoplazmatycznego i

[70]. Po egzocytozie z komó

i

w

nie jest , ale nie przeszkadza to w mobilizacji wydzielania granulatu po 

stymulacji .

Deksametazon wykazuje plejotro

traktowaniu deksametazonem o 30% i

prodku [71]. Deksametazon prowadzi do powstawania 

komórek. Receptor glukokortykoidowy, po fosforylacji

i z odpowiednim elementem w regionie regulatorowym 

genu amylazy i . W szybkim 

tempie wzrasta poziom tranksrypcji mRNA dla amylazy i równolegle wzrost samej 

amylazy. 

W prz

AR42J i nie stymuluje proliferacji w

tran i stabili

o 200%, a amylazy o 40%. Antagonista receptora CCK-A - CR-1409
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sekretyny dochodzi od 2 do 5-krotnego wzrostu produkcji esterazy cholesterolu 

w AR42J oraz do wzrostu mRNA peptydu k lnianie 

CCK i z trzustki in vivo [72].

2.6 Transfekcja

Zastosowanie

biologicznych. Technologia ta jest ta i mniej kontrowersyjna 

w

w

ale 

i transportowanie komórek

[73].

Techniki transfekcji DN w

i

fosforanowymi wapnia i [74]

i powtarzaln

z zastosowaniem liposomów zbudowanych z kationowych lipidów. Ta metoda jest 

z solami fosforanowymi wapnia czy 

dekstranem i

i [75].

kompleksów liposomów z

z komórkami w wce pozbawionej surowicy. W czasie kilkugodzinnej inkubacji 

kompleksy liposomów i

-

ym i hydrofobowym oraz 

[76].
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(wirus, plazmid)

w procesie transfekcji. Wektor, zwany 

i

z

[73]

D w organizmach 

prokariotycznych i niektórych e w komórkach 

funkcje pomocniczych chromosomów i w trakcie procesu koniugacji 

We

w komórkach oraz wiele miejsc 

tkowo wektor plazmidowy powinien

, , kodon inicjacji translacji czy np.

sekwencje um nie na drodze chromatografii.
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2.7

,

i

enzymów 

w jednoelektronowych reakcjach redoks. 

bardzo niebezpieczne,

wysoce toksycznego rodnika wodorotlenowego (•OH). Prawdopodobny mechanizm 

powstawania •OH in vivo

z tych reak [77] :

Fe2+ + H202 OH + OH - + Fe3+

Druga reakcja opisuje mechanizm regeneracji jonu Fe2+ przez O2
• - :

O2
• - + Fe3+ O2 + Fe2+

–Weissa:

H202 + 02
• - OH + OH - + O2

Wolne rodniki pows w

utleni lipoproteiny i

komórek i uszkodzenia tkanek, a nawet do zmiany fenotypu komórek i tworzenia 

ania wolnych rodników wolne

sch LIP, ang. labile iron pool).

W
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jego utylizacji i W ten proces 

z TFR, ang. 

transferrin receptor 1 (DMT1, ang. divalent 

metal transporter 1) oraz ferrytyna - [78].

2.7.2

w

wbudowane do hemoglobiny w i

erytroblastach – ok. 2,5

o jak mioglobina, CAT i cytochromy 

w sobie 400 mg z

w surowicy i t transferyna (TF, ang. transferrin).

TF ni il

w organizmie – od 3 do 7 mg. 

w i

z organizmu [79]. szacunkowo 1 jest

z i przede 

wszystkim w i szpiku kostnego. 

jest niewielki – w 1mg tego pierwiastka jest tracony z potem oraz 

ze i przewodu pokarmowego. Kobiety w trakcie 

krwawienia – 1 Straty te

z pokarmem. W

od 10 do 20 i 10 % z tej w przewodzie 

pokarmowym. w organizmie jest odzyskiwana wtórnie z krwinek 

czerwonych po ich rozpadzie

z przewodu pokarmowego i uwalnianego

z makrofagów przez TF i z i

w magazynach tkankowych [80].
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2.7.3

Termin "labiln w 1946 roku przez 

Greenberga i Wintrobe [81] i ponownie przez Jacobsa [82]

Zgodnie z

przechodzi prze z 2+

i Fe3+ z o

o niskiej masie ej, takie jak 

fosforany, cytryniany i i i karboksylany, 

nukleotydy i nukleozydy, polipeptydy i fosfolipidy. 

(3 - 5 %), z pokarmu (1 – 2 mg)

z . W

komórek ssaków wychwyt przeprowadzany jest .

TF, która

w osoczu krwi i tra TF

ze TFR na powierzchni komórki i

w

w laza z z TF 

komórki, a apotransferryna (czyli TF

TF jest zdolna do 
3+ z ne 

prawdopodobnie przez dwunastniczy cytochrom B (DCYTB, ang. duodenal 

cytochrome B) i

Drugim mechaniz TF. W tej drodze uczestniczy 

O DTM1 i DCYTB, które

w kowym odcinku dwunastnicy, jest regulowana 

z [83].
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transportu .

W z TF i z

jest stabilizowane przez i anty-

i -

transfer elektronów w

Fe-

2.7.4 labilnej 

z komórki. Najbardziej znanym 

w bezpiecznej postaci i uwalnia je w sposób 

kontrolowany jest ferrytyna (ang. ferritin). Ferrytyna w

ja o z 24 podjednostek, 

errytyna L - 19 errytyna H - 21 kDa).

Niewielka jej do osocza, gdzie funkcj

ferrytyny w

w organizmie, co jest wykorzystywane w errytyna,

z nazywana jest ap Mechanizm 

z ferrytyny pozostaje niejasny, ale wydaj

degradacja tego i w proteasomach lub

lizosomach [84, 85].

Proteosomalny 

w komórkach 

eukariotycznych w cyklu 

komórkowym i apoptozy. Proteasomy

z kilk

zarówno w cytoplazmie i

komórkowym wszystkich eukariotycznych komórek.
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centriol Proteasomy 

z podjednostek peptydowych regulatorowych i katalitycznych. W ich centrum 

o trzech specyfikacjach 

enzymatycznych: chymotrypsynopodobne, trypsynopodobne i kaspazopodobne.

degradacj

peptydów. W przebiegu tej z ATP [86].

a nie lizosomów

w [87].

ferrytyny 

Fe3+ w postaci nano-klatki. lnione z ykorzystane

w Na powierzchni komórek, które 

, -

ferroportyna. 

z cytozolu komó

podjednostek ferrytyny co pozwala 

- i

w proteasomach.

ferrytyny w utrzymaniu poziomu LIP jest dwukierunkowy. 

ferrytyny

i zmniejszenie LIP. Z drugiej strony ferrytyna

Inkubowanie komórek z m powoduje wzrost LIP 

równolegle z ferrytyny

ferrytyny jak i wzrost LIP. 

2.7.5 Rola w odpowiedzi komórkowej na stres oksydacyjny 

OZT wyin

- 2,2 dipyridylu, co sugeruje,

odgrywa w tworzeniu RFT. jest 

poprawnego funkcjonowania organizmu, jakkolwiek bywa 

z

i w
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a w

ylowe na drodze reakcji Fentona,

a z

i peroksylowe. Ponadto, reakcja Fe2+ z tl

bardzo silnych utleniaczy, takich jak jony perferrylu i ferrylu z

z rodnikiem wodorotlenkowym. 

,

nadtlenek wodoru i wiele innych 

RFT przy jednoczesnej zintensyfikowanej degradacji ferrytyny i

LIP [88].

2.8 Szlaki 

w

z organelli 

komórkowej i

, przez co zmienia . Kinazy, s

wania komórki -

obronnych jak i na drodze apoptozy.

2.8.1

MAPK, ang. mitogen-activated 

protein kinases) to grupa kinaz serynowo-

z - takie 

jak mitogeny, stres osmotyczny, cytokiny zapalne i

na funkcje komórki, w tym enów,

i
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MAPK w

i u i nawet

u jednokomórkowych organizmów eukariotycznych. 

e enzymatycznie w swojej podstawowej formie. 

enzymy z

2) i MAPKKK 

(MAPK3) (rycina 6).

i fosforylacji rkowej 

dochodzi do aktywacji MAPKKK w wyniku interakcji z Ref (mediatory 

odpowiedzi na czynniki wzrostu) lub innymi (MEKK, MLK, MKK) jako 

. Aktywacja MAPKKK prowadzi do 

fosforylacji i aktywacji MAPKK, która w i aktywuje MAPK.

W ktywacji przechodzi z komórkowej (MAPKKK) do 

w i komórkowego [89].
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Rycina 6. Schemat aktywacji MAPK z

JNK/p38 oraz ERK5 [89]).

U ssaków zidentyfikowano cztery grupy kinaz MAP:

kinazy z

(ERK, ang. extracellular signal-regulated kinases) - poprzez kinazy tej grupy 

i

proliferacji, p i

JNK (ang. c-Jun N-terminal kinases

stresem -

ultrafioletowe, szok termiczny i osmotyczny, zmiany poziomu reaktywnych 

i TNF;

w i procesie apoptozy

Kinazy p38 -

ERK5 – ERK stymulantów morfogenezy 



48

kinaz ERK

U ssaków c Aktywatorami 

szlaku w odpowiedzi na czynniki wzrostu (EGF, FGF, PDGF) z

A-Raf, B-Raf, C-Raf). W

MAPKK mi ERK1 i ERK2, które 

wiele substrat i

w i JNK, w których aktywacja

jednego szlaku idzie zwykle w parze z drugim. Wynika to z wspólnych aktywatorów 

na poziomie MAPKKK i i

stresowe, takie jak cytokiny, promieniowanie nadfioletowe, szok termiczny i szok 

w mechanizmach adaptacji do 

i w

w

przez kinazy JNK lub tylko przez kinazy p38 co potwierdza ich w procesie 

odpowiedzi na stres.

i u ssaków jest 

RK

i morfogenezy serca. Potwierdza to ssaków z zablokowanym 

szlakiem ERK5 w enia i .

W szlaku ERK - MEKK2 i

w ludzkim mózgu.

w regulacji proliferacji, 

w leczeniu róznego typu nowotworów. 

Wprawdzie nie opracowano jeszcze inhibitorów MKK 1/2 ani ERK 1/2 z

zastosowaniem klinicznym swoje sukcesy kliniczne -

np. Sorafenib – lek wprowadzony do leczenia zaawansowanego raka nerki i raka 

[90].

i
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Podobnie blok szlak w fazie ,

wyniki bada , u których hamowanie JNK 

udarze i [91].

2.8.3 Kinazy JNK

Kinazy JNK

i - Jun w pozycjach Ser-63 i Ser-73 w domenie aktywacji 

(MKK4 i MKK7 - rycina 6 i tyrozyny (Tyr)

w -Pro-Tyr w VIII subdomenie kinazy JNK. Kinazy JNK 

. Te specyficzne 

jak i z

JNK.

z trzech genów: JNK1 (cztery 

izoformy), JNK2 (cztery izoformy) i

o 46 kDa lub 55 kDa, w

kDa i 55 kDa, natomiast

w i

JNK1- i JNK2- - i JNK2- w interakcji z substratami tych 

z stania dwóch eksonów

w i

i w mózgu i w mniejszym stopniu 

Kinazy JNK

mitochondrialnych i -Jun, ATF2, ELK1, 

SMAD4, p53 i HSF1, a z i STAT3. 

komórkowych, w tym wzrost komórek, ich pr

i w

i proliferacji komórek. B w procesie zapalnym i w produkcji cytokin 

kompleks AP-1. Kinazy JNK
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w np.

anty- -FLIP oraz -J

[84].

obec ten proces przebiega w trzustce w trakcie OZT. Postuluje 

i
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3. Cel pracy

zbadani

reaktywnych form tlenu w komórkowym modelu ostrego zapalenia trzustki 

kinazy terminalnej c-Jun (JNK)

1. Zbadanie czy ceruleina indukuje tworzenie RFT w komórkach AR42J.

2. Sprawdzenie czy dochodzi do zmniejszenia formowania RFT po

ograniczeniu i w

– deferoksaminy.

3. na zmiany poziomu labilnej .

4. Zbadanie

ferrytyny.

5. nasilenia produkcji RFT po nadmiernym wysyceniu komórek 

6. Zbadanie roli proteasomów w procesie degradacji ferrytyny.

7. Sprawdzenie sz w przebiegu 

degradacji z
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metody

4.1

4.1.1 Linia komórkowa

AR42J, pozyskana ze zbiorów The 

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

pra komórek 

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

RFT, mierci komórki i wielu innych.

w tabeli 2.

Odczynnik Nr kat. Firma
Alkohol etylowy 396420113 Poch

Alkohol metylowy 621990110 Poch
APS - nadsiarczan amonu 161-0700 Bio-Rad

-ferrytynie L SC-74513
Santa Cruz 

Biotechnology
- aktynie A3854 Sigma-Aldrich

B B5525 Sigma-Aldrich
Ceruleina C9026 Sigma-Aldrich

Chlorek sodu 794121116 Poch
DCF - H2DCFDA - dwuacetyna 2',7'-

dichlorodihydrofluoresceiny
D399 Invitrogen

DFO – deferoksamina D9533 Sigma-Aldrich
1900943 Kodak

DMSO – dimetylosulfotlenek D5879 Sigma-Aldrich
VEGF - czynnik wzrostu V4512 Sigma-Aldrich

EDTA - wersenian dwusodowy
1331-11-
8798103

Poch

F–12 K - 21127 Gibco
FBS - 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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4.1.3 Bufory

bufory przedstawiono w tabeli 3.

Tabela 3. Bufory

4.1.4 Plazmidy

-DN, JNK2- Prof. Michael Karin 

MG-132 474790 Calbiochem
OPTI- MEM I 31985-047 Gibco

Page Ruler Plus SM 1811 Fermentas
PBS 7391 Lonza

Penicylina – Streptomycyna
P4333-
100ML

Sigma-Aldrich

Plasmid Midi AX 092-10 A&A Biotechnology
Mieszanki inhibitorów 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
NEL103001E

A
Perkin Elmer

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-

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-HCl, 200 mM glicyna, 20% metanol
Bufor E: ozpuszczone w buforze F
Bufor F: 5 mM Tris–HCl pH 7,4, 15 mM NaCl, 0,01% Tween 20
Bufor G: 50mM TRIS (pH 8,0), 10mM EDTA, 100µg/ml RNA-za A
Bufor H: 0,2M NaOH, 1% SDS
Bufor I: 3M roztwór octanu potasu, pH 4,8
Bufor J: 1,2M NaCl, 50mM TRIS pH 8,5, 15% izopropanol
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zakupiony w firmie Invitrogen.

.

4.2 Metody

4.2.1 Hodowla komórkowa

F12K z dodatkiem 

20 % FBS, penicyliny, streptomycyny i VEGF) (1 

ng/mL). Temperatura otoczenia hodowli 

w 95 % z tlenu i w 5 % z .

70 - 80 %. 

4.2.2 Transformacja E.coli

ransformowano je do komórek 

kompetentnych szczepu E.coli,

f. 

UG, dr hab. Anny Herman - Antosiewicz.

4.2.3 Oczyszczanie plazmidowgo DNA

A&A Biotechnology - Plasmid Midi AX. 100 ml hodowli bakteryjnej wirowano,

a G ano bufor H, mieszano 

i

w celu precypitacji chromosomalnego DNA, soli potasowych SDS

dodano bufor I. irowano 5 minut przy 1500 x g. Utworzony na skutek 

wir

przesze I. buforu H eluowano 

po cz 10 minut przy 11
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% etanolu i wirowano ponownie 3 m

11000 x g supernatant zlano a osad osuszano, po czym rozpuszczano w 

200 µl ultraczystej H2O. Poziom DNA mierzono przy pomocy spektrofotometru 

NanoDrop 1000.

4.2.4 Transfekcja komórek 

6 - cio x 105 na ka

-DN, JNK2-DN oraz kontrolnie 

wektorem plazmidowym pcDNA 3.1. W sterylnej probówce przygotowywano 

µ - MEM (bez dodatku FBS 

i antybiotyków), 6 µl odczynnika FuGENE HD, oraz 2 µg plazmidowego DNA 

inkubacji na 

µl mieszaniny transfekcyjnej 

godziny. Po 

samym PBS.

4.2.5 Pomiar reaktywnych form tlenu

organicznego dioctanu 2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny (H2DCFDA) [92, 93].

H2DCFDA 

2',7' - dichlorodihydrofluoresceiny (H2DCF). Ostatecznie, po reakcji z nadtlenkami 

i - dichlorofluoresceina (DCF), która jest 

-cio 

x 105

eksponowane na PBS lub 10 nmol/L roztwór ceruleiny rozpuszczony w PBS. 30 

µmol/L H2DCFDA

1500 x g. Supernatant zdekantowano,
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PBS i 0 x g. Uzyskane osady zawieszono w 200 µl 

PBS i poddawano analizie na Coulter Epics XL flow 

cytometer - filtry dla widma barwnika (l = 495nm wzbudzenia i

l = 530nm dr 

z .

po

2 25 µmol/L -

m o .

komórek AR42J z 1 µ

w wykonano 

w mikroskopii.

Breuer i wsp. [94] 5

6-

10 30

dwukrotnie roztworem PBS, po czym dokonano pomiaru fluorescencji kalceiny przy 

temu konfokalnego Radiance 2100 (Bio-Rad, Hemel Hempstead, 

Wielka Brytania), z laserem kryptonowo-argonowym, zamontowanym na 

z i ape

4.2.7 Przygotowanie lizatów komórkowych

Komórki po inkubacji z odpowiednimi odczynnikami przy pomocy 

skrobaków laborato

1500 x g w temperaturze 4°C. Uzyskane osady 

1500 x g. Po 
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x 10 minut w 

temperaturze - 000 x g w temperaturze 

4°C. Uzyskany lizat komórkowy przenoszono do odpowiedniej probówki typu 

metody Bradford [95]. Do badania stosowano odczynnik Bradford Reagent firmy 

Sigma Aldrich. Pomiar absorbancji przeprowadzono

(DR

producenta.

bufor B) oraz buforu A. W celu 

10

poliakrylamidowym –

Tabela 4. 

12%

LIQUACRYL 2,9 ml 0,63 ml

LIQUABIS 1,86 ml 0,33 ml

dH2O 4,2 ml 2,8 ml

4xTRIS/SDS
pH 8.8/ 6.8

3 ml 1,25 ml

10% APS 42 µl 25 µl

TEMED 12 µl 6 µl
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o wzorzec masy - Page Ruler Plus 

aparacie Mini Protean 3 (Bio-Rad) w buforze elektrodowym (b

4

bufor D) oraz aparatu firmy Bio-Rad- Trans-Blot SD 

Semi-

W

zczonym mleku (bufor E). Zablokowane membrany inkubowano 

z

z

-

4 x 5

odczynnika Western Lightning® Plus–ECL (PerkinElmer) i utrwalano na kliszy 

rentgenowskiej-

programu ImageJ 

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

4.2.11 Analiza statystyczna

sprawdzono 

a

Bonferroniego. wyników fluorescencji kalceiny oraz Western Blot 

ferrytyny sprawdzono testem T-

oraz odchylenie standardowe.
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5. Wyniki

5.1 Ceruleina indukuje stres oksydacyjny w komórkach AR42J

wzrost poziomu RFT po 30 minutach od 

.

Poziom RFT y w 2 i 4 godzinie (rycina 7), jednak utrzym

w grupie kontrolnej traktowanej PBS

w komórkach AR42J traktowanych

[97].

Ceruleina (godz) – 0.5 1 2 4

Rycina 7.

fluorescencji DCF w AR42J po traktowaniu PBS w grupie kontrolnej oraz 

10 nmol/l ceruleiny  przez 0.5, 1, 2 i 4 godziny.

- SD (n=3).

a) p w porównaniu do grupy kontrolnej traktowanej PBS

b) p w
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5.2 Tworzenie reaktywnych form tlenu w komórkach AR42J zablokowane przez 

chelatac

By LIP)

w tworzeniu RFT komórki AR42J potraktowano - DFO. Jak 

pokazano na rycina 8 komórkom AR42J 25 - µmol/L DFO 

ob RFT 

.

Ceruleina – + + –

DFO – – + +

Rycina 8. T

w AR42J po traktowaniu 10 nmol/L 

ceruleiny  przez 2 godziny z

25-µmol/L DFO. 

- SD (n=3).

a) w porównaniu do grupy kontrolnej traktowanej PBS

b) p w

Wyniki pokazane rycina 7 i rycina 8)

LIP w tworzeniu RFT. Jest to spójne z

wzrost RFT w komórkach AR42J poprzez mechanizm 

0
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40
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To ba

normalnie jest obecna w

RFT.

5.3 Cerul wzrost 

od zmian

w

wybarwieniu k Jak wykazano we

z ów [84].

z 30,8% do 23,9% w

kontrolnej traktowanych PBS. Odsetek komórek ( )

z z 58,67 % do 73,24 %

w komórkach traktowanych cerul upy kontrolnej 

traktowanych PBS (rycina 9). Spadek fluorescencji kalceiny w komórkach 

(LIP)

w po indukcji zapalenia przez 
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D
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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 

w grupie kontrolnej i po traktowaniu 

.

w grupie kontrolnej

i

.

+/- SD (n=4).

p=0,1 bez istotn w porównaniu do grupy kontrolnej traktowanej PBS

D: Odsetek powierzchni komórek z w grupie 

kontrolnej i .

+/- SD (n=4).

porównaniu do grupy kontrolnej traktowanej PBS
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5.4 Ceruleina indukuje wzrost reaktywnych form tlenu

,

i [98, 99].

Zarówno ograniczenie biosyntezy ferrytyny jak i

[100]. Co

uwalniane z ferrytyny i

ponadtlenkowy [101, 102]. W tej pracy oceniono ferrytyny w komórkach 

C ferrytyny w komórkach AR42J

(rycina 10)

ferrytyny, a maksymalny efekt. Zmiany

odwrotnie skorelowane ze zmianami w powstawaniu RFT. Najsilniejsze tworzenie 

RFT zaobserwowano po 1 godzinie stymulacji cerulein

(rycina 10),

natomiast poziom RFT spada (rycina 7). Wyniki te suge

z w tworzeniu RFT w komórkach AR42J traktowanych 
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A Ferrytyna L

-Aktyna

Ceruleina (godz) – 0.5 1 2 4

B

0,00

0,10

0,20

0,30

0,40

0,50

0,60

0,70

0,80

0,90

1,00

Kontrola 0.5 1 2 4

Ceruleina (godz)

Rycina 10. Degradacja ferrytyny po indukcj

A: Western Blot ferrytyny L z

10- i 4 godziny. Kontrola traktowana PBS. 

i ponownie inkubowane z -

aktynie w celu zapewnienia ró

Institutes of Health, USA) [96] – pomiary densytometr

f -aktyny.

+/- SD (n=3).

w porównaniu do grupy kontrolnej traktowanej PBS

a
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5.5 Silniejsze tworzenie reaktywnych form tlenu po wysyceniu komórek AR42J 

zem

Aby dodatkowo zb RF

i traktowania .

do wzbogacania 

komórek w

z heminy (rycina 11A).

K

ie silniejsze tworzenie RFT w porównaniu z komórkami 

u poziomu ferrytyny, co 

potwierdza spodziewany w komórce (rycina 11B, rycina 

11C). Ceruleina ferrytyny w

podobnie jak w tych bez heminy (rycina 11B, rycina 11C).

tworzenie RFT po 

z ferrytyny. W celu obserwacji zmian w komórek AR42J, 

i zmierzono odsetek powierzchni komórek

z kalceiny. Po godzinie od inkubacji z

(wzrost LIP) (rycina 11D). Potwierdza to 

w komórkach AR42J przez .
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A

Ceruleina – + + –
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D

Ceruleina (godz) – 0.5 1 – 0.5 1

Hemina – – – + + +

Rycina 11.

w komórkach AR42J traktowanych przez 1 

z i

Po +/-SD (n=3).

w porównaniu do grupy kontrolnej traktowanej PBS

w

B: Western Blot ferrytyny L z h

przez 0,5 i -nmol/l) oraz z i

i ponownie inkubowane z -aktynie

w

Institutes of Health, USA) [96] – po

ferrytyn -aktyny.

-SD (n=3).

w porównaniu do grupy kontrolnej traktowanej PBS

w porównaniu do grupy traktowanej 
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D: Odsetek powierzchni komórek z

z z i bez heminy 

+/-SD (n=4).

w porównaniu do grupy kontrolnej traktowanej PBS

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

5.6 Rola proteasomów w degradacji ferrytyny.

Celem ustalenia w procesie degradacji ferrytyny 

proteasomów MG132, który jest i na zasadzie analogii do

substratu efektywnie blokuje proteolityc proteasomu o charakterze 

chymotrypsynopodobnym [103]. Inkubacja komórek AR42J z

poziom ferrytyny w porównaniu do kontroli i

Wyniki jednoznacznie 

(rycina 12).
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Ceruleina – + + –

MG132 – – + +

Rycina 12.

A: Western Blot ferrytyny L z

z -nmol/l) oraz z i bez inhibitora

i ponownie inkubowane

z -aktynie w

mu ImageJ (National 

Institutes of Health, USA) [96] – pomiary densytometryczne

f -Aktyny.

-SD (n=3).

a) p<0,05 w porównaniu do grupy traktowanej 

b) p<0,05 w porównaniu do grupy kontrolnej traktowanej PBS

a

b
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5.7 Degradacja f kinazy JNK1

jest 

w degradacji ferrytyny-L w komórkach raka prostaty, które 

potraktowano TNF [88].

ferrytyny w

kontrolowany przez JNK1. Celem oceny tego procesu

kinazy JNK – SP600125 na komórki AR42 traktowane c

rycina 13), inkubacja z SP600125, chroni komórki 

AR42J przed .
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Rycina 13. – SP600125 na komórki AR42 

A: Western Blot ferrytyny L z

z -nmol/l) oraz z i bez inhibitora kinazy JNK -

i ponownie inkubowane

z -aktynie w

B: Wynik analizy Western 

Institutes of Health, USA) [96] – po

f -Aktyny.

-SD (n=3).

w porównaniu do grupy traktowanej 

SP60125
+Ceruleina

a
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Celem  potwierdzenia kinaz JNK w degradacji ferrytyny po 

z zastosowaniem komórek AR42J 

transfekowanych wektorem plazmidowym z kinazy 

JNK1 oraz JNK2. W komórkach transfekowanych pustym wektorem 

zaobserwowano jak w poprzednich eksper

inkubacji komórek z w komórkach 

transfekowanych wektorem z . W komórkach 

transfekowanych wektorem z nie zaobserwowano

degradacji ferrytyny (rycina 14).

A

Ferrytyna 
L

kDa
19

-Aktyna 44

Ceruleina – + – + – +

Wektor JNK1-DN JNK2-DN
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Rycina 14. Degradacja ferrytyny w komórkach transfekowanych wektorem

z

A: Western Blot ferrytyny L z

transfekowanych pustym wektorem plazmidowym, wektorem z

nieaktywnej kinazy JNK1 (JNK1-DN) lub JNK2 (JNK2-DN) 

z PB -nmol/l). 

i ponownie inkubowane z -

aktynie w

Health, USA) [96] – po errytyny L 

-Aktyny.

-SD (n=3).

w porównaniu do grupy z pustym wektorem

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

c) p<0,05 w porównaniu do grupy z JNK2-DN

w procesie degradacji ferrytyny w

a

b

c
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6. Dyskusja

o nieprzewidywalnym przebiegu

i zgonu. patomechanizm tej choroby nie jest

poznany. W w patogenezie 

OZT [33, 40, 46, 47, 98, 104]. Reak

-

wolno utleniany przez nadtlenek wodoru. da 

uje powstawanie 

rodnika hydroksylowego, który powoduje utlenienie reszty sulfhydrolowej cysteiny 

przypadku i nadmiernej produkcji RFT. W niniejszej 

LIP) –

wolnorodnikowe.

[105, 106].

RFT i tym s

punktu widzenia nie jest to takie oczywiste. 

magazynowany w ferrytynie. Istotnym je

jak i w naszym 

laboratorium j degradacji co 

[88, 107, 108]. Proces ten wydaje 

zy aktywowane stresem. Co ciekawe w badaniach 

[109] wykaz

kinaz aktywowanych stresem,

przebiegu OZT. 
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i uwolnienie 

.

6.1 U reaktywnych form tlenu w modyfikacji przebiegu ostrego zapalenia 
trzustki

Przebieg OZT i jego równowagi 

mechanizmów obronnych i kaskady aktywacji enzymatycz

z

w

wszystkich mechanizmów procesu OZT, w

powstawania RFT, pozwoli sukces 

terapeutyczny. 

dowych w trzustkach we 

wczesnym okresie trwania choroby (3 godziny) [47]. Potwierdza to 

patologicznych reakcji wolnorodnikowych w

nia trzustki oraz wzros amylazy 

w [47]

, pomimo 

wolnorodnikowych w

fazie OZT (do 55 %) [29]

rozwój patologicznych procesów zapaln

( sepsa). Dotychczasowe 

sztucznych 

przeciwutleniaczy w leczeniu i zapobieganiu OZT [47].
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6.2 Indukcja ostrego zapalenia trzustki w modelu komórkowym

niniejszej pracy stan ek AR42J. Linia ta 

ekspresji cytokin, powstawania RFT i

komórki [66]. Model komórkowy OZT, w

jest w fenotypowych. Pozwala na 

trzustki podczas 

tych samych warunkach i uzyskiwanie wiarygodnych 

wyników trudnych metodologicznie mie 

molekularnym. wybranym modelu 

i

(rycina 7 badanym 

[97]

ceruleinowym modelu ostrego 

zapalenia trzustki. Szybki wzrost 

wolnorodnikowych w obserwowano 

w [47]. Kliniczne zastosowanie przeciwutleniaczy 

i

ewentualnie do ograniczenia progresji procesów 

pierwszej 

godzinie po indukcji OZT - w

z

w ji OZT podlega obserwacji lekarskiej -

cholangiopankreatografia wsteczna, endoskopowe drenowanie przewodów 

splenektomia, limfadenektomia przy gastrektomii). W tych przypadkach 

[47, 110].
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Zatrzymanie indukcji OZT jest trudne w praktyce klinicznej, natomiast 

ograniczenie procesów zapalnych z zastosowaniem leków z grupy przeciwutleniaczy

(m.in.: witaminy A, C, E, selen, glutamina, N-acetylocysteina) trakcie 

w -

reaktywnego oraz amylazy i lipazy. Zastosowanie przeciwutleniaczy nie 

(biegunka, wymioty, hipernatremia) [111].

6.3 Rola ferrytyny w ochronie komórek przed 

TF i

jego asta pokarmem. 

w komórkach, jedynie niewielka jej surowicy. S ferrytyny

w

w organizmie [112].

organizmie. Niski

z

[113]. Niski

w stanach niedoborów pokarmowych obserwowanych u wegetarian [114] oraz 

u chorych ludzi z niedoborem witaminy C. 

stanach zapalnych, 

w niedotlenieniu, kiedy poziom ferrytyny 

j ostrej fazy [115]. Endotoksyny

wy Pseudomonas 

aeruginosa [116].

ferrytyny organizmie, albo 
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o ostrej reakcji zapalnej. Aby oznacz poziom 

C reaktywnego. 

Wysokie ferrytyny w

z nadmiern elaza, takich jak hemochromatoza, hemosyderoza

i niektóre porfirie oraz o autoimmunologicznych (np.: 

w zespole aktywacji makrofagów i chorobie Still’a) [117].

Biosynteza ferrytyny i TFR jest regulowana na poziomie translacji przez 

iron regulatory protein – IRP). W sytuacji niedoboru 

, iron response 

element – IRE) na odpowiednich odcinkach mRNA dla TFR

IRE, co skutkuje 

mRNA dla TFR wzrost jej 

komórce [100, 118].

W

ferrytyny L zgromadzonej w komórkach (rycina 10).

met w

w przebiegu OZT 

nie w surowicy, 

wzrasta w stanach zapalnych w w puli 

[115, 117].

Istotnym zjawiskiem zaobserwowanym w tej pracy jest korelacja czasowa 

komórkach AR42J (rycina 10), a wzrostem 

owego (rycina 7). Potwierdza to 

komórkach AR42J prowadzi do tworzenia 

RFT poprzez wzrost LIP w

tworzeniu RFT po indukcji 

[119]. Hemina powstaje po utlenieniu hemu (hemoglobiny) w

z podstawnikiem chlorkowym. W

zastosowanie do badani



80

[120, 121]

terapii ostrej przerywanej porfirii [122].

wraz ze wzrostem w

w ferrytynie nie bie w reakcji redox. Hemina moduluje

ferrytyny w co najmniej dwóch mechanizmach: transkrypcji i translacji. 

mRNA ferrytyny. Nasilenie transkrypcji mRNA ferrytyny

przypadku samej 

- krotny wzrost mRNA 

ferrytyny oraz 20 - krotny wzrost ferrytyny [120].

innych autorów wzr ferrytyny i

z tym przyrost zapasó komórce (rycina 11B

[120] ferrytyny w

. Pomimo 

komórce

ferrytyny. Ten mechanizm potwierdzi

z kalcein rycina 11D). 

Komórki 

(rycina 11A)

(rycina 11B i rycina 11C) w porównaniu z komórkami kontrolnymi. Pobudzenie 

i , m poziom RFT 

- j generacji RFT. Po 

stymulac

3 - krotny wzrost poziomu RFT (rycina 11A
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rycina 11B i rycina 11C).  

zgromadzone w ferrytynie w komórkach trzustkowych 

generacji RFT

NOX oraz oxydaza ksantynowa

Produktami reakcji katalizowanych przez te 

Moje badania nie 

oraz ich biologiczny efekt. Zarówno 

tawanie rodnika hydroksylowego, którego

ferrytyny komórek 

jej zasoby. Zaobserwowany w naturalnej 

,

W komórce, IRE na nici 

mRNA wspólnej dla TFR i

FR i

[118]. Efektem tych procesów jest spadek biosyntezy TFR i wzrost biosyntezy 

przestrzeni 

w cytoplazmie docho

adek LIP obserwowany 

w badaniu fluorescencji kalceiny (rycina 11D
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bardzo 

procesie ewolucyjnym jako 

organizmie.

W komórkach nietraktowanych 

ferrytyny, ale po kolejnych 

30 minut Podobny wzór zmian

w w komórkach potraktowanych nadtlenkiem 

wodoru [123].

AR42J w odpowiedzi na stres oksydacyjny w

jest procesem, który ulega 

samo

iny 

powoduje nieznaczny spadek LIP w

komórkach traktowanych PBS jak 

i rycina 11D). Wzrost LIP w tych ostatnich nie jest istotny jak 

badaniem zmian ferrytyny, ale 

z

Degradacja ferrytyny i

uszkodzenia komórek i tkanek 

trzustkowych.

, co 

nagromad

komórki i w przypadku rozwoju stanów zapalnych 

wolnorodnikowe. Jest to zgodne z

a choroby takie jak 

[124] [125], reumatoidalne zapalenie stawów [126],

choroby neurodegeneracyjne (choroba Parkinsona [127] i Alzheimera [128]). 

i dlatego jest niezwykle istotnym elementem mechanizmu ochronnego 
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Degradacja 

ferrytyny i

w my [84, 85, 87].

rycina 12) zastosowany 

inhibitor proteosomu MG132 prezentuje degradacji ferrytyny 

indukowanej

w modelu 

, jednak uwaga badaczy [129]

- -

transkrypcyjnego czynnika stresowego. MG132 

[103, 130]. Zarówno kalpaina jak i

I - inhibitor aktywacji NF-

i ograniczenia aktywacji NF-

i zmniejszenia stanu zapalnego. Kolejne

ek szoku cieplnego (HSP, ang. 

heat shock proteins),

jest OZT [131].

Wyniki prezentowane w zahamowanie degradacji 

ferrytyny przez MG132 po indukcji OZT przez (rycina 12).

Zaobserwowano zniesienie rozpadu ferrytyny i jak wykazano uprzednio (rycina 8)

RFT,

o

eksperymentów OZT.



84

6.4 w regulacji procesu degradacji ferrytyny

Badania zrealizowane w mojej pracy kinaza JNK1

-

Kinaza terminalna c- w wyniku stresu -

stresu oksydacyjnego, osmotycznego, a

o aktywacji 

JNK, a z

indukowane przez w komórkach z

JNK [132]. Dopiero 

reguluje tworzenie RFT na drodze indukcji degradacji ferrytyny i

LIP w komórkach raka prostaty traktowanych TNF [84].

,

. J rola JNK w OZT nie 

JNK w trzustce po

stymulacji

CEP-1347 albo SP600125 ogranicza proces OZT [133, 134]. Wyniki p ych 

stresem.

te

procesie degradacji ferrytyny w komórkach 

–

(rycina 13). W komórkach AR42J transfekowanych wektorem nieaktywnej kinazy 

rycina 14), ale 

komórkach AR42J trasfekowanych wektorem 

sytuacji stresowej 

k JNK i
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w

porównaniu 

do kontroli, a wzro

spodziewano (rycina 11D). B res 

hamowan szlaku 

JNK1.

w z

i

[135] i transferaza 

glutationowa (GST) [136] w sytuacjach 

w kolejnych projektach badawczych. 

Znaczenie szlaku JNK w wielu chorobach intensyfikuje poszukiwania 

ATP dla JNK wykazuje SP600125, który jest jednym z najbardziej przebadanych

inhibitorów JNK i in vivo

w wszystkie 

trzy izoformy JNK i nawet szlak p38 w

szcza

w leczeniu raka, gdzie JNK1 i [137].

w wodzie. Jak 

tej pracy (rycina 13), SP600125 chroni 

modyfikowaniu 

chorobach nowotworowych 

i neurodegeneracyjnych. Bardzo specyficznym inhibitorem o podobnym 

mechanizmie jak SP600125

JNK1 i i JNK3, AS601245 

w chorobach neurodegeneracyjnych, co 
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potwierdzono w [138]

regulacyjnego 

kinazy JNK.

JNK w -TAT 

c cell penetrating 

JNK peptide inhibitor, D-JNKI-

cyficznego inhibitora dla JNK3

i w potencjalnej terapii 

nowotworów skóry, gdzie znaczenie ma szlak sygna a nie JNK1 [139].

6.5 tworzenie reaktywnych form tlenu i uszkodzenie 
komórek trzustkowych

Kolejnym etapem w procesie 

powstawiania RFT w badanym nego OZT.

w w

pny cykl reakcji. Poziom LIP jest utrzymywany 

a

rodnika wodoro

w tym DNA, RNA i

Ponadto rodniki wodorotlenowe

w redukcji nadtlenków lipidów 

epoxyallylic peroxy radicals

cykle tworzenia wolnych rodników. Ostatnio zaproponow

w peroksydacji lipidów - z

proces peroksydacji lipidów, z drugiej y t

w interakcje z roces peroksydacji. Kolejne badania 

w procesie peroksydacji lipidów. 

a zwierz t

lipidów [140], natomiast podanie ów c

zapobiega tworzeniu [141].
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ra LIP,

w

enia stresu oksydacyjnego. Dane prezentowane przez 

inne e w

[48] podobnie do obserwowanego wzrostu LIP

w rycina 9).

Jak wykazano we

z [84, 94].

W w z

z

Uzyska a ustalenia

LIP w

(rycina 9).

oceny zmian w

dy [142].

6.6 w tkance trzustkowej

hnym u ludzi.

Z [143, 144].

w i ubogiej w

w warzywach i

bra

w w trzustce [105, 106]

w organizmie prowadzi do 

[145]. Upusz

problemem klinicznym, wynik

z (dziedziczna hemochromatoza, talasemia intermedia) lub

w wyniku stosowania jako terapii [146]. P e

leczenie przetaczaniem krwi w sposób nieunikniony prowadzi do wtórnego 
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znaczne uszkodzenie tkanek i w i

[147].

dopiero w momencie uszkodzenia 

tkanek, gdy pacjenci zaburzenia funkcji cukrzycy 

lub kardiomiopatii [148, 149].

w ;

w organizmie z uszkodzeniem komórek 

[150]. ób trzustki

i hemosyderozy oraz hemochromatozy. Dziedziczna hemochromatoza

autosomalnie ,

[151]. Choroba 

kopie zmutowanego genu HFE (

hemochromatozy, ang. human hemochromatosis protein). Gen ten odpowiada za 

w

w

komórek wysp trzustkowych i i szaro 

typowym objawem hemochromatozy. S

pochodzi pierwotna nazwa tej choroby -

w

trzustki u chorych z nie ma 

tak na materiale klinicznym. W

z TF,

z przewodu pokarmowego,

em. Zaobserwowano u tych myszy 

i histologiczne typowe dla 

OZT. Stwierdzono wzrost biochemicznych markerów zapalenia trzustki oraz

[152].

i hemochromatozy

w literaturze [153, 154]

t z hemochromatozy 

z a

[155], co z nieistotnymi zmianami metabolicznymi

u

homozygotycznych i wie w genie HFE



89

w rodzinach z dziedzicznym zapaleniem trzustki [156].

powi z

nadmiernego w organizmie w znacznie 

szerszej populacji OZT ma bardzo 

istotne znaczenie kliniczne. Wymaga t w celu 

rozwój OZT w tej pracy.

6.7 reaktywnych form tlenu

w ostrym zapaleniu trzustki

organizmie podlega fizjologicznej regulacji, jednak brak 

,

[157] przypadku chorób z n elaza 

jest upust krwi. T jednak u pacjentów 

z -

takie jak deferoksamina (DFO),

deferypron (DFP) i deferazyroks (DFX), które mobiliz tkanek

kompleksy wydalane z moczem. 

Wprowadzenie DFO w

[158, 159]. Leczenie DFO powoduje 

enie w surowicy krwi oraz w tkance [160],

apobiega

hormonalnym [161] i [158].

z

e w dziedzicznej hemochromatozie [162]

[163] i mukormykozie [164]

elementem dla proliferacji komórek nowotworowych, 

leczeniu chorób nowotworowych [165, 

166].
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n

w komórkach na proces OZT

w leczeniu OZT.

w komórkach AR42J (rycina 8) w

specyficznego chelatora deferoksaminy (DFO), ceruleina n

. Nie wyklucza to jednak gle 

tworzone w

H jedynie w i [167, 168]. Wyniki 

przedstawio rycina 8) nie tylko na 

w komórce,

OZT k Obserwowan

DCF w w tworzeniu 

RFT nawet w grupie kontrolnej komórek .

LIP 

zastosowania DFO w prewencji rozwoju OZT.

w produkcji RFT

i prawdopodobnie w

OZT dootrzewna iniekcja 2,2' -

iniekcj

amylazy w surowicy) i [98].

[169]. Proces ten przebiega równolegle ze Pochodne 

w

w

z produktami peroksydacji lipidów [170, 171]. Badanie na szczurzym modelu OZT 

a [104].

Autorzy tego badania w

na w trzustce. Wyniki przedstawione w tych 

badaniach dodatkowo 

w w trakcie procesu zapalnego 

trzustki. 
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, wyniki

-Jun (JNK) jest skorelowana ze 

i RFT. Zgromadzone dane

w trzustce podczas OZT z zaburzonym

a FT

podczas OZT. Ko i liniach komórkowych

w celu odkrycia dalszych 

a OZT.



92

7. Wnioski

1. wstawaniem RFT w 

komórkowym modelu We wczesnym okresie 

komórkowego modelu 

2. Tworz

ryzykiem silniejszego szk w OZT. 

feroksamina, zmniejsz

to ryzyko.

3.

inhibitorów proteasomów takich jak MG132 w O

4. -

ferrytyny. Podanie inhibitora JNK - SP600125 zmniejsza rozpad ferrytyny i 

ogranicza tworzenie RFT.

stres oksydacyjny w przebiegu OZT.
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8. Streszczenie

proteolitycznym dzi

Autoliza tkanki trzustkowej prowadzi do silnej miejscowej reakcji zapalnej, a w 

niektórych przypadkach doprowadza do uogólnionej reakcji zapalnej, a nawet 

om w przebiegu 

cech praw

raz efekty 

utleniania w peroksyso
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tlenu z komórki (dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza, peroksydaza glutationu) oraz 

as askorbinowy, kwas moczowy, 

trego zapalenia trzustki dochodzi do aktywacji szlaków 

JNK. W pracy tej postawiono 

reaktywnych form tlenu w komórkowym modelu ostrego zapalenia trzustki 

-

u ostrego zapalenia trzustki.

dioct

– deferoksaminy. 
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-

inhibitor kinazy JNK –

trzustki, ferrytyna ulega degradacji, któremu to procesowi towarzys

-ferrytyny i 

-

tworzenia reaktywnych form tlenu.
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Mapy plazmidów. 

katalitycznie nieaktywne 
mutanty JNK1, JNK2, oraz pusty wektor pcDNA3.1.


