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DR HAB. SLAWOMIR KWIECIEN

ANTYOKSYDACYJINE | GASTROPROTEKCYJNE
WSPOLDZIALANIE TLENKU AZOTU (NO) ORAZ ASPIRYNY

AFILIACJA: Katedra Fizjologii, Wydziat Lekarski, Collegium Medicum, Uniwersytet Jagiel-
lonski

Aspiryna (kwas acetylosalicylowy) jest najstarszym i najpopularniejszym ni-
esteroidowym lekiem przeciwzapalnym (NLPZ). Od dawna znane sg tez efekty
uboczne jej stosowania, prowadzace do powstawania uszkodzen btony sluzowe;j
zotadka: nadzerek, a nawet wrzodow. Szkodliwe dziatanie aspiryny na sluzoéwke
zotadka ma miejsce nie tylko od strony $wiatla zotadka, ale moze by¢ tez konse-
kwencja dziatania aspiryny juz wchtonigtej i przedostajacej si¢ do zotadka drogg
krwi. Gtéwny mechanizm dziatania aspiryny polega na blokowaniu cyklooksy-
genazy (COX). Efekty zastosowania aspiryny moga wynika¢ z jej bezposrednie-
go dziatania cytotoksycznego, z zahamowania produkcji prostaglandyn. Intere-
sujace jest dwoiste dziatanie aspiryny w organizmie w aspekcie generowania
wolnych rodnikow tlenowych. Z jednej strony mamy cytotoksyczne dziatanie
aspiryny: aspiryna w zotadku indukuje chemotaksje neutrofili, produkujacych
wolne rodniki tlenowe. Z drugiej strony aspiryna ulega zmetabolizowaniu do
kwasu salicylowego. Kwas salicylowy posiada za$ zdolno$¢ inaktywowania wol-
nych rodnikéw tlenowych, czego konsekwencja jest ostabienie intensywnos$ci
powstawania nadtlenkéw lipidow. Nasz organizm prawdopodobnie posiada
zdolno$¢ adaptacji do dlugotrwatego stosowania aspiryny. Wielokrotne poda-
wanie aspiryny powoduje adaptacje btony §luzowej zotadka, przejawiajacg si¢
zmniejszeniem liczby uszkodzen. Zjawisko to thumaczy si¢ acetylacja induko-
walnej cyklooksygenazy (COX-2). Tak zmodyfikowany enzym otwiera kaskade
produkgji lipoksyn. Lipoksyny za$ hamujg naciek tkanek przez neutrofile, zmniej-
szajac tym samym oksydatywne uszkodzenie tkanek. Gastroprotekcyjne dziata-
nie lipoksyn mediowane jest najprawdopodobniej przez NO. Efekty dziatania
NO uzaleznione sg od jego ilosci w tkankach. Mate ilosci NO, na poziomie ni-
skim, fizjologicznym, produkowane przez konstytutywna syntaz¢ NO, wykazuja
dziatanie ochronne, gastroprotekcyjne. Wynika ono ze zwickszenia zoltadkowe-
go przeptywu krwi, jak rowniez neutralizacji wolnych rodnikéw tlenowych.
Natomiast duze ilosci NO, produkowane przez indukowalng syntaze NO, obec-
ng w makrofagach, wywoluja efekt cytotoksyczny. Ze wzgledu na efekty ubocz-
ne dziatania aspiryny obiektem badan stata si¢ pochodna kwasu acetylosalicy-
lowego, potaczona wigzaniem kowalencyjnym z czasteczkag NO poprzez dota-
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czenie reszty nitroksybutylowej: NO-aspiryna. Substancja ta ma taczy¢ cechy
inhibitora COX z wlasciwos$ciami donora NO, a przez to wykazywaé mniejsze
skutki uboczne swego dziatania. Zastosowanie NO-aspiryny, w przeciwienstwie
do aspiryny, zmniejsza liczbg uszkodzen $luzowki zotadka miedzy innymi dzigki
zmniejszeniu nasilenia dziatania wolnych rodnikéw tlenowych i wzrostowi ak-
tywnosci enzymow antyoksydacyjnych. Mechanizmy zaleznej od NO gastropro-
tekcji zwigzane sg ze wzrostem zotagdkowego przepltywu krwi, zmiatania wol-
nych rodnikéw tlenowych, hamowania naptywu neutrofili i ich interakcji z ptyt-
kami krwi. Wymienione efekty wzmacniajg integralno$¢ bariery Sluzowkowe;j
zotadka.
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PROF. DR HAB. BARBARA MALAWSKA

MOZLIWOSC TERAPII CHOROBY ALZHEIMERA
LEKIEM WIELOFUNKCYJNYM

AFILIACJA: Zaktad Fizykochemicznej Analizy Leku, Katedra Chemii Farmaceutycznej,
Wydzial Farmaceutyczny, Collegium Medicum, Uniwersytet Jagiellonski

Alarmujace prognozy obrazujace nieustanny wzrost chorych dotknietych nisz-
czacy, neurodegeneracyjng chorobg Alzheimera wymagajg poszukiwania sku-
tecznych sposobdw jej leczenia. Aktualnie w terapii tej choroby stosowane sg
jedynie leki o dziataniu objawowym, trzy bedace inhibitorami cholinoesteraz
oraz antagonista receptorow NMDA. Od 2003 roku nie zostal zarejestrowany
zaden nowy lek.

W poszukiwaniu potencjalnego leku przeciwko chorobie Alzheimera brana jest
pod uwage wielka liczba odkrytych celow terapeutycznych i rdzne strategie
leczenia. Cele terapeutyczne w leczeniu choroby Alzheimera mogg by¢ zwigzane
z leczeniem jej objawdw lub przyczyn powstawania. Te ostatnie wigzg si¢ z neu-
rotoksycznym dziataniem biatek beta amyloidu, tau oraz neuroprotekcjg. Ztozo-
no$¢ choroby Alzheimera oraz poznanie wielu potencjalnych celéw biologicz-
nych spowodowaly w ostatnich latach zastosowanie do poszukiwania nowego
leku w chorobie Alzheimera strategii projektowania ligandu wielofunkcyjnego.
Jest ona szczegodlnie odpowiednia dla chorob o ztozonej etiologii, z wieloma
czynnikami patogenetycznymi, jak przyktadowo choroby neurodegeneracyjne.
Jej celem jest stworzenie pojedynczej czasteczki, ktora poprzez réwnoczesne
oddziatywanie (polifarmakologia) z wieloma celami moze by¢ bardziej skutecz-
na anizeli poprzez dziatanie z pojedynczym celem.

Strategia ta zostanie zaprezentowana na przyktadzie czasteczek ligandéw wielo-
funkcyjnych o potwierdzonej aktywnosci w badaniach przedklinicznych i Kli-
nicznych. Przedstawione zostang takze wyniki badan wlasnych obejmujacych
zwigzki o wlasciwosciach hamujacych cholinoesterazy, agregacje beta amyloidu
oraz o dziataniu neuroprotekcyjnym.
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DR HAB. AGATA PTAK-BELOWSKA, PROF. UJ

FIZJOLOGICZNA ROLA RECEPTOROW
ZWIAZANYCH Z BIALKAMI G ORAZ ICH ZNACZENIE
W FARMAKOTERAPII

AFILIACJA: Katedra Fizjologii, Collegium Medicum, Uniwersytet Jagielloniski

Receptory sprzezone z biatkami G, GPCR (G protein coupled receptors), sied-
miotransbtonowe (7TM) to najwigksza, zréznicowana grupa biatek btonowych.
Sa one odpowiedzialne za przekazywanie sygnatow przez dwuwarstwowg btone
lipidowa do miejsc efektorowych znajdujacych si¢ we wngtrzu komorki.

Receptory GPCR zbudowane sg z pojedynczych tancuchow polipeptydowych,
ktérych domeng transblonowg tworzy 7 hydrofobowych alfa-helis polaczonych
3 petlami na zewnatrz i 3 wewnatrz komorki. Karboksylowy koniec tancucha
biatkowego (C-koniec) znajduje si¢ po wewnetrznej stronie komorki, koniec
aminowy (N-koniec) jest na zewnatrz komorki.

Biatka G to rodzina biatek biorgcych udziat w przenoszeniu sygnatéw chemicz-
nych pochodzacych z zewnagtrz komérki do jej wnetrza. Ich aktywno$é regulo-
wana jest przez czynniki, ktore kontroluja zdolno$¢ do wigzania i hydrolizy
GTP do GDP. Kiedy przytaczaja GTP, sa aktywne, a gdy GDP, sa nieaktywne.
Biatka te naleza do grupy enzyméw GTP-az. Biatka G sa waznymi czasteczka-
mi przewodzacymi sygnat w komorce.

Istnieje ok. 800 roznych typow receptorow nalezacych do rodziny GPCR, z kto-
rych ponad polowa wykazuje potencjalne znaczenie dla przemyshu farmaceutycz-
nego. Inhibitory wspotzawodniczace z ligandami w przypadku zwiazania z re-
ceptorem GPCR hamuja $ciezke sygnahi, zapobiegajac zmianie konformacji,
ktora aktywuje biatko G. W farmakologii istotne znaczenie maja takie inhibitory
receptorow GCPR, jak np. propranolol i cimetidina, hamujace odpowiednio recep-
tory: adrenergiczny — 2 (BAR) i histaminowy H,. Inne zwigzki farmaceutyczne
sa ligandami, ktore aktywuja np. receptory dopaminy i serotoniny w leczeniu
choroby Parkinsona, migreny. Moga tez by¢ odwrotnymi ligandami, ktére zapo-
biegaja podstawowej czynno$ci np. receptora GABA — zwiazanego z pamigcia
i uczeniem sig.
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PROF. DR HAB. MAREK SANAK

MIKRORNA W REGULACJI EKSPRESJI GENETYCZNEJ:
MARKER CZY MECHANIZM CHOROBY

AFILIACJA: Zaktad Biologii Molekularnej i Genetyki Klinicznej, II Katedra Chorob We-
wnetrznych im. Andrzeja Szczeklika, Collegium Medicum, Uniwersytet Jagiellonski

Malg czasteczk¢ RNA powstajaca z transkryptu jej prekursorowego genu (Lin-4)
odkryto w 1993 roku jako regulator stadiow rozwojowych u nicienia. W latach
2001-2004 wykazano, ze ekspresja genetyczna moze podlegaé szybkim zmia-
nom, niezaleznym od tempa transkrypcji. Odbywa si¢ to przez wybidrczg degra-
dacje mRNA lub hamowanie jego translacji. Mechanizm ten okazal si¢ uniwer-
salny dla $wiata roslin i zwierzat. Liczba dobrze poznanych czasteczek mikro-
RNA zmieniajacych ekspresje genow kodujacych biatka u cztowieka wynosi
blisko 2000. Odkryto dalszych 2500 kandydatow dla mikroRNA, sposrdd kto-
rych takg funkcje udokumentowano w dalszym 1000 czgsteczek obecnych w ko-
morkach czlowieka. Cecha charakterystyczng mikroRNA jest zmiana liczby
tych czasteczek zard6wno w czasie rozwoju organizmu, jak i réznicowania indy-
widualnych komorek. Przyktadowo, znanych jest ponad 400 mikroRNA o eks-
presji swoistej wylacznie dla neurondéw albo komorek nerek. Ekspresja mikro-
RNA ulega zmianom w komoérkach nowotworowych. Jest to przede wszystkim
przejaw utraty kontroli genetycznej towarzyszacej ich zlosliwieniu. Stad inten-
sywne poszukiwania markeréw mikroRNA (onkomiréw), ktorych wykrycie
utatwiloby diagnostyke tych chorob. Jednoniciowe RNA jest bardzo nietrwatg
i podatng na degradacj¢ czasteczky. Jednak system transportu wewnatrz- i ze-
wnatrzkomdrkowego, polegajacy na wigzaniu mikroRNA z bialkami nos$niko-
wymi oraz ich obecnoscig w mikroczastkach komorkowych, powoduje, ze wzgled-
nie tatwo jest mierzy¢ mikroRNA w ptynach ustrojowych i preparatach tkanko-
wych. Przedstawione zostang dwa przyktady badan wtasnych, w ktorych ekspre-
sja mikroRNA korelowata z procesem choroby, bgdac nie tylko jej markerem,
lecz réwniez waznym ogniwem mechanizmu.
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PROF. DR HAB. JANUSZ RYS

BADANIA ABERRACJI CHROMOSOMOWYCH | EKSPRESJI
WYBRANYCH GENOW W MATERIALE TKANKOWYM

AFILIACJA: Zaktad Patomorfologii Nowotworéow, Centrum Onkologii, Instytut im M. Skto-
dowskiej-Curie, Oddzial w Krakowie

Od ponad 20 lat badania cytogenetyczne i wybrane techniki molekularne stano-
wig integralng cze$¢ analiz morfologicznych wykonywanych na potrzeby dia-
gnostyki nowotworow. Dzigki nim mozliwe bylo opisanie nowych jednostek
morfologiczno-klinicznych, a takze wprowadzenie testow laboratoryjnych stu-
zacych selekcji chorych do tzw. leczenia celowanego/spersonalizowanego.

Poczatkowo badania cytogenetyczne i molekularne wykorzystywano gléwnie
w diagnostyce nowotwordow uktadu hematopoetycznego (biataczki) i chtonnego
(nieziarnicze chloniaki), a takze migsakow. Z czasem znalazty one zastosowanie
takze w diagnostyce nowotworéw nablonkowych, w szczegdélnosci §linianek,
tarczycy, nerek, ptuc i sutka. W szeregu wspomnianych nowotworéow komorki
guza charakteryzujg si¢ wystepowaniem powtarzajacych sie¢ i nieprzypadko-
wych aberracji chromosomowych, prowadzgcych do powstania gendéw fuzyj-
nych. Biatkowe produkty tych genéw petnia funkcj¢ onkoprotein stymulujacych
proliferacje komorek i czynnikéw transkrypcyjnych, decydujacych o réznico-
waniu si¢ komorek. Na przyktad wérod migsakow tkanek mickkich tego typu
zmiany obserwuje si¢ w ok. 25% guzdw (T-sarcomas).

Klasyczne badania cytogenetyczne maja ograniczone zastosowanie w rutynowej
diagnostyce morfologicznej nowotwordéw, gdyz wymagaja nieutrwalonego ma-
teriatu cytologicznego badz tkankowego, pobranego dodatkowo w warunkach
sterylnych. Tymczasem molekularne substytuty klasycznych technik cytogene-
tycznych pozwalaja takze na analiz¢ materiatu utrwalonego w alkoholu lub for-
malinie i zatopionego w blokach parafinowych. Do wspomnianych metod zali-
czane jest m.in. badanie technikg fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH)
z uzyciem sond typu break apart probes. W badaniu tym wykorzystywane jest
zjawisko pekania chromosoméw w miejscu lokalizacji genow uczestniczgcych
w tworzeniu genu fuzyjnego. Ma ono szereg zalet w porownaniu z klasycznymi
badaniami cytogenetycznymi i badaniami molekularnymi technika PCR. Pozwa-
la na analize nawet pojedynczych komorek nowotworowych zaré6wno w mate-
riale tkankowym, jak i w rozmazach cytologicznych, umozliwia identyfikacje
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rodzaju komorek wykazujacych aberracje chromosomows (badanie in situ) oraz
cechuje si¢ wiekszg czuloscia (ze wzgledu na wykorzystanie sond DNA) w przy-
padku badania materiatu archiwalnego. Co najistotniejsze, badanie technikg FISH
z uzyciem sond typu break apart probes pozwala na wykrycie w trakcie jednego
testu laboratoryjnego guzow prezentujacych rézne warianty genow fuzyjnych.

Stale rosnaca liczba komercyjnie dostgpnych sond umozliwia precyzyjng dia-
gnostyke coraz wigkszej liczby nowotworow. Dla przyktadu, badanie z uzyciem
sondy TFE3 — break apart probe pozwala na identyfikacj¢ opisanego niedawno
raka nerki z translokacjg fragmentu chromosomu X (Xp11.2 translocation renal
cell carcinoma), a test z uzyciem sondy ETV6 break apart probe na rozpoznanie
raka wydzielniczego (secretory carcinoma) sutka lub $linianek. W gronie zto-
sliwych nowotworow o roznicowaniu mezenchymalnym badania FISH pozwala-
ja na ustalenie ostatecznego rozpoznania m.in. mi¢saka mazidowkowego, odmia-
ny pecherzykowej migsaka migsniowego prazkowano-komdrkowego, migsaka
stromalnego (low-grade stroma sarcoma) czy wrodzonego widkniakomiesaka
niemowlat (infantile fibrosarcoma). Technika FISH umozliwia takze identyfika-
cj¢ zwielokrotnienia liczby kopii gendéw bioracych udzial w powstawaniu rakow
sutka z ekspresja receptora HER2, dobrze zréznicowanych i odroznicowanych
tluszczakomigsakow (amplifikacja MDMZ2) i nerwiaka zarodkowego (neurobla-
stoma) (amplifikacja N-MYC).

Biatkowe produkty genow uczestniczacych w powstawaniu gendéw fuzyjnych
mozna identyfikowaé metodami immunohistochemicznymi przy uzyciu specy-
ficznych przeciwciat, np. dodatnia reakcja jadrowa z przeciwcialem przeciwko
biatkowemu produktowi genu TFE3 pozwala na potwierdzenie rozpoznania
migsaka pecherzykowego tkanek migkkich (alveolar soft part sarcoma) oraz
wspomnianej wczesniej szczegolnej odmiany raka nerki. W oparciu o badania
immunohistochemiczne mozliwe jest rowniez rozpoznanie nowotwordéw, kto-
rych rozw0j zwigzany jest z utratg wybranych genow supresorowych, np. bada-
nie utraty ekspresji biatka INI1 w migsaku nabtonkowatym i w zlosliwych gu-
zach rhabdoidnych. W ostatnich latach pojawity si¢ rowniez nowe przeciwciata
skierowane przeciwko biatkowym produktom gendéw specyficznych dla po-
szczegolnych nowotwordw, ktore zostaty zidentyfikowane w oparciu o badania
z uzyciem mikromacierzy DNA (np. biatka TLI-1, AP2f3, APO-D wykorzysty-
wane w diagnostyce odpowiednio: migsaka mazidwkowego, guzow typu al-
veolar rhabdomyosarcoma oraz wiokniakomigsaka skéry). Badania te mogg by¢
substytutem badan cytogenetycznych lub badan molekularnych.






