BROMAT. CHEM. TOKSYKOL. — XLVI, 2013, 3, str. 258-266

Matgorzata Jelinska, Andrzej Tokarz

NOWE OBLICZA STARYCH ZNAJOMYCH —
PRZECIWZAPALNE METABOLITY N-3 WNKT
CZ. 11. POCHODNE DHA*

Zaktad Bromatologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego
Kierownik: dr hab. 4. Tokarz

Hasta kluczowe: DHA, resolwiny, protektyny, stan zapalny, dieta.
Key words: DHA, resolvins, protectins, inflammation, diet.

W pierwszej czgsci artykulu przedstawiono grupg¢ metabolitoéw wielonienasy-
conych kwasow thuszczowych z rodziny n-3, wykazujacych dziatanie przeciwza-
palne, nazwanych resolwinami (ang. resolvins) (1). Nazwa pochodzi od zestawie-
nia czg$ci angielskich stow — ,resolution phase cell-cell interaction products”, co
mozna thumaczy¢ jako zwiazki powstajace w fazie wchlaniania/wygaszania stanu
zapalnego, w wyniku interakcji migdzykomorkowych. Pierwszymi przedstawicie-
lami tej grupy byly resolwiny E (RVE), bedace pochodnymi kwasu eikozapenta-
enowego (EPA, C20:5), stwierdzane w cofajacych si¢ zmianach zapalnych skory
umyszy (1).

Prekursorem podobnych, biologicznie aktywnych zwiazkow jest rowniez kwas
dokozaheksaenowy (DHA, C22:6) (2). Ich synteza moze zachodzi¢ zar6wno w obec-
nos$ci kwasu acetylosalicylowego, analogicznie jak w przypadku resolwin z rodziny
E, jak i bez jego udziatu (ryc.1). Wérod odkrytych metabolitow DHA, okreslanych
czgsto w literaturze mianem dokozanoidow, wyodrebniono cztery grupy w zalezno-
$ci od przebiegu i miejsca biosyntezy:

— resolwiny 17R z rodziny D,

— resolwiny 17S z rodziny D,

— protektyny (neuroprotektyny),
— marezyny (3).

BIOSYNTEZA

Resolwiny z rodziny D

W badaniach przeprowadzonych na myszach, u ktérych wywotano zmiany zapal-
ne skory, po podaniu im DHA i kwasu acetylosalicylowego stwierdzono obecnos$¢
w wysickach grupy nowych zwiazkow — kwasu 17R-hydroksydokozaheksaenowe-

* Praca prezentowana na XXI Ogolnopolskim Sympozjum Bromatologicznym, Biatystok 2011 r.
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go (17R-HDHA) i jego metabolitow. Ich biosynteza zachodzi w podobny sposéb,
jak w przypadku resolwin z rodziny E. W ludzkich komorkach §rédblonka DHA
jest konwertowany pod wplywem acetylowanej kwasem acetylosalicylowym
cyklooksygenazy-2 (COX-2) do kwasu 17R-hydroperoksydokozaheksaenowego
(17R-HpDHA), ktory po uwolnieniu przeksztatcany jest przez 5-lipoksygenazy
(5-LOX) neutrofilow do kwaséw 7S-hydroperoksy,17R-HDHA i 4S-hydro-
peroksy,1 7R-HDHA, a z nich szybko do odpowiednio 7(8)-epoksy-17R-HDHA
oraz 4(5)-epoksy-17R-HDHA. W wyniku hydrolizy zwiazkéw epoksydowych
powstaja pochodne o trzech grupach hydroksylowych, okreslane jako resolwiny
powstajace pod wplywem aspiryny (ang. aspirin-triggered resolvins, AT-RvD]1
— AT-RvD-D6) (ryc. 1) (2, 4).
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Ryc. 1. Biosynteza resolwin z rodziny D (ASA — kwas acetylosalicylowy) (4).
Fig. 1. D-serie resolvin biosynthesis (ASA — acethylsalicylic acid) (4).

Resolwiny z rodziny D moga by¢ rdwniez syntetyzowane bez udziatu kwasu ace-
tylosalicylowego i egzogennego DHA na szlaku lipoksygenaz. Endogenny DHA jest
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konwertowany in vivo przez 15-lipoksygenaze (15-LOX) do 17-HpDHA, przy czym
powstaja przede wszystkim enancjomery S (17S-HpDHA), przeciwnie niz w syn-
tezie AT-RvD. Dalsze przemiany zachodza podobnie, jak w przypadku AT-RvD.
W neutrofilach 17S-HpDHA jest utleniany w wyniku dzialania 5-LOX do dwoéch
kwasow — 7S-hydroperoksy,17S-HDHA i 4S-hydroperoksy,17S-HDHA, szybko
przeksztatcanych do pochodnych epoksydowych — 7(8)S-epoksy-17S-hydroperok-
sy-DHA oraz 4(5)epoksy-17S-HpDHA, z ktorych powstaja odpowiednio RvD1 i D2
oraz RvD3 i D4 (ryc. 1) (5).

Zaobserwowano, ze biosynteza dokozanoidéw nie zachodzi wytacznie w wyniku
interakcji migdzykomoérkowych. Sa one réwniez wytwarzane przez pojedyncze ko-
morki m.in. komorki glejowe, moézgu, krwi, czy leukocyty (6). Uwaza sig, ze w ten
sposob powstaja protektyny i marezyny.

Protektyny

Pierwszy etap biosyntezy protektyn przebiega podobnie jak w przypadku resol-
win. DHA jest utleniany przez 15-LOX do 17S-HpDHA, ktory jest przeksztatcany
przez t¢ sama 15-LOX do epoksydu — 16(17)S-epoksy-DHA (4, 5). Ulega on hydro-
lizie do kwasu 10R,17S-dihydroksydokozaheksaenowego (10R,17S-diHDHA)
(ryc. 2). Ze wzgledu na dziatanie ochronne, jakie zwiazek ten wywiera na komorki
moézgu, uktadu immunologicznego czy siatkowki zostal nazwany protektyng D1
(PD1) lub neuroprotektyng D1 (NPD1), jezeli synteza zachodzi w komoérkach ner-
wowych.
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Ryec. 2. Biosynteza protektyny D1 i marezyny (4).
Fig. 2. Protectin and maresin biosynthesis (4).
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17S-HpDHA moze ulega¢ ponownemu utlenieniu katalizowanemu przez 15-LOX,
w wyniku czego powstaje kwas 10S,17S-dihydroksydokozaheksaenowy (10S,17S-
diHDHA) lub redukcji do kwasu 17S-hydroksydokozaheksaenowego (17S-HDHA).
Utlenianie 17S-HpDHA moze roéwniez zachodzi¢ pod wptywem 5-LOX, co prowa-
dzi do powstania dwdch regioizomerow — kwasow 48S,17S-dihydroksydokozahek-
saenowego (7,17S-diHDHA) i 78S,17S-dihydroksydokozaheksaenowego (7S,17S-
diHDHA) (ryc. 2) (4, 5).

Marezyny

Kolejna grupe metabolitow DHA o przeciwzapalnych i prowygaszeniowych
wlasciwosciach stanowia marezyny, syntetyzowane w mysich i ludzkich makrofa-
gach podczas fazy wygaszania zapalenia — stad pochodzi ich nazwa (ang. maresins,
macrophage mediator in resolving inflammation). Marezyna MaR 1 zostata po raz
pierwszy opisana w 2009 r. W doswiadczeniach na wywotanym zymosanem zapale-
niu otrzewnej u myszy badacze resolwin zaobserwowali intensywny naptyw wielo-
jadrzastych neutrofiléw w ciagu pierwszych 12. godz. rozwijania si¢ stanu zapalne-
go. Nastepnie ich liczba zmniejszala sig, co wiazato si¢ z ograniczonym naptywem
1 nasilona fagocytoza przez makrofagi. Jednoczesnie w wysigkach ze zmienionych
zapalnie miejsc wykryto dwa metabolity DHA — kwas 17-hydroksydokozaheksa-
enowy (17-HDHA), ktéry pehit rolg biomarkera aktywacji 1 konwersji endogen-
nego DHA, oraz kwas 14-hydroksydokozaheksaenowy (14-HDHA) (3). Uznano,
ze obecno$¢ 14S-HDHA moze wskazywacé na utlenianie czasteczki DHA w nowym
miejscu — przy weglu 14, co mogloby prowadzi¢ do syntezy nowych metabolitow
DHA o silnych wtasciwosciach biologicznych. Przypuszczenia te potwierdzity ba-
dania in vitro na wyizolowanych mysich makrofagach otrzewnowych. Dodane do
nich DHA lub 14S-HpDHA byty konwertowane do nowych 22-weglowych zwiaz-
kéw, podstawionych grupami hydroksylowymi w pozycjach 7 i 14. Zastosowanie
metod LC/MS/MS i GC/MS/MS umozliwito zidentyfikowanie kwasu 7,14S-dihy-
droksydokozaheksaenowego (7,14S-diHDHA), czyli MaR1 (3).

Poczatek biosyntezy zachodzi na szlaku 12- lub 15-LOX. DHA jest utleniany do
14S-HpDHA, ktéry w wyniku enzymatycznej epoksydacji jest nastepnie przeksztat-
cany do pochodnej o budowie epoksydu i hydrolizowany do wiasciwej marezyny 1
(ryc. 2) (3).

WLASCIWOSCI BIOLOGICZNE METABOLITOW DHA

Metabolity DHA nalezace do wszystkich przedstawionych powyzej rodzin odzna-
czajq si¢ silnym dziataniem przeciwzapalnym, wynikajacym z hamowania przeni-
kania neutrofili do zmienionych zapalnie miejsc. Pierwsze, potwierdzajace t¢ wihas-
ciwos$¢ doswiadczenia przeprowadzono podobnie jak w przypadku RvE, na modelu
ostrego stanu zapalnego, jakim jest grzbietowa torebka powietrzna (ang. dorsal
air pouch), uzyskana na grzbiecie myszy lub szczura przez podskérne wstrzyk-
nigcie sterylnego powietrza (6). Stan zapalny torebki wywoluje si¢ wstrzykujac do
niej czynnik martwiczy nowotworu (ang. tumour necrosis factor, TNF-a). Hong
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i wspotpr. zaobserwowali hamowanie przenikania neutrofilow do torebki grzbieto-
wej po podaniu zwierz¢tom 100 ng resolwin z rodziny 17S — bezposrednio do toreb-
ki (hamowanie o ok. 82%) Iub dozylnie (ok. 45%) (6). Ci sami badacze zauwazyli,
ze dozylne podanie resolwin z rodzin 17S i 17R w wywotanym zymosanem stanie
zapalnym otrzewnej u myszy powoduje zmniejszenie przenikania neutrofili o ok.
42%, co nieznacznie przewyzsza dziatanie 100 ng indometacyny (40%) (5).

Resolwiny z rodziny D — 17S-DHA i 10,17S-diHDHA — hamuja réwniez tran-
skrypcje interleukiny 1P (IL-1B) w ludzkich komérkach glejowych stymulowanych
przez TNF-a (5). Poziom transkrypcji maleje wraz ze wzrostem st¢zenia resolwin.
Interleukina 1P nalezy do gtdéwnych regulatoréw odpowiedzi immunologicznej i za-
palnej, a jej dziatanie obejmuje m.in. stymulowanie produkcji przeciwciat przez
limfocyty B, powstawania neutrofiléw i monocytéw, wzrostu temperatury (7).

Resolwina D1 w ilo$ciach nanomolarnych (10 nM) blokuje stymulowana leuko-
trienem B4 (LTB,) proliferacje aktyny, co ma istotne znaczenie w migracji neutro-
filow oraz istotnie zmniejsza ekspresj¢ integryny CD11b na ich powierzchni (8).
Zaobserwowano, ze RvD1 oslabia indukowana przez interleuking 8 (IL-8) chemo-
taksje neutrofilow. Prawie natychmiast po ekspozycji na t¢ resolwing (10 nM) gwat-
townie zmienialy one ksztatt i wstrzymywaty ruchy chemotaktyczne (9).

Gromadzenie si¢ neutrofilow w tkankach blokuje rowniez resolwina D2. Wykazu-
je ona silne dziatanie ochronne w bakteryjnym zapaleniu otrzewnej (10). 10 pg RvD2
podane myszy wywolywato, zmniejszenie stymulowanego zymosanem przenikania
neutrofili do zmienionych zapalnie miejsc az o 70%. RvD2 moze réwniez odgrywac
istotna role¢ w kontrolowaniu zakazen bakteryjnych. Podana dootrzewnowo w stanie
zapalnym katnicy, przypominajacym seps¢ u ludzi, gwattownie zmniejszata liczbe
bakterii zarowno we krwi, jak i w otrzewnej (10). Wiazato sig¢ to ze znacznym ob-
nizeniem liczby leukocytéw oraz hamowaniem przenikania neutrofili do otrzewne;.
RvD?2 istotnie obnizala takze stgzenie prozapalnych cytokin takich, jak interleukiny
6, 8, 23, TNF-a, oraz prostaglandyny E, i leukotrienu B, (10), natomiast nasilata
fagocytoze. Tym samym zwigkszata ona przezycie zwierzat z wywotana sepsa.

Resolwiny wydaja si¢ mie¢ réwniez dziatanie przeciwmiazdzycowe (11). Uwa-
7a sig, ze u podstaw miazdzycy lezy stan zapalny naczyn krwiono$nych, w czasie
ktérego komorki §rodblonka naczyn wydzielaja prozapalne mediatory i komorki
adhezyjne utatwiajace przyleganie do nich leukocytow. Zaobserwowano, ze RvD1
powoduje znaczne hamowanie uwalniania chemokin neutrofili z ludzkich komoérek
srodbtonka aorty, w tym IL-8 i biatka chemotaktycznego dla monocytow (MCP-1),
ktére przyciaga monocyty, limfocyty T, eozynofile, komoérki tuczne i bazofile do
miejsca zapalnego i jest zaliczane do bialek warunkujacych rozwoj zapalenia i for-
mowania si¢ plytki miazdzycowej (11).

Resolwiny moga wykazywac ochronne dziatanie w stanach zapalnych ptuc, co
potwierdzaja badania na modelu ostrego uszkodzenia ptuc u myszy (12). Podawanie
zwierzgtom syntetyzowanej pod wptywem aspiryny resolwiny D1 (AT-RvD1, 0,5
— 5 pg/kg) zmniejszato stan zapalny, w tym az o 75% liczbg neutrofilow w ptynie
z plukania oskrzelowo-pecherzykowego. Jednoczes$nie zaobserwowano poprawe
integralno$ci nabtonka i $rodblonka i zmniejszenie oporu drég oddechowych. AT-
RvD1 hamowata takze interakcje neutrofili z ptytkami krwi blokujac selektyne P
ijej ligand CD24. Powodowata réwniez zmniejszenie stezenia prozapalnych cyto-
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kin, m.in. IL-1p, IL-6 i TNF-o w ptynie z ptukania oskrzelowo-pecherzykowego, co
potwierdza opisane wyzej badania (12).

RvD1iAT-RvD1 odgrywaja rowniez istotng rolg¢ w cofaniu si¢ stanow zapalnych
drog oddechowych o podlozu alergicznym, w tym astmy (13). RvD1 podawana
myszom uczulanym alergenem istotnie zmniejszata rozwoj odpowiedzi alergicz-
nej ze strony drog oddechowych i szybko wyhamowywata stan zapalny pluc (14).
Podobne, cho¢ znaczenie silniejsze dzialanie wywotata dozylna iniekcja 100 ng
AT-RvD1, co przetozylo si¢ na nizsze stgzenia eozynofilow i leukocytéw w ptynie
z plukania oskrzelowo-pecherzykowego w poréwnaniu do RvD1. AT-RvD1 dzia-
fata takze korzystnie w stanach zapalnych ptuc i metaplazji bton sluzowych drog
oddechowych (14).

Badania na myszach karmionych bogatottuszczowa dieta, majaca na celu wywo-
fanie otylosci wykazaly, ze podawanie DHA — prekursora resolwin (4 pg/g m.c.)
zmniejsza charakterystyczne dla otylo$ci zmiany zapalne w tkance thuszczowej oraz
poprawia uwrazliwienie na insuling. Dziatanie to ttumaczone jest obecnoscia RvD1
w tkance thuszczowej myszy (15). Potwierdzaja to eksperymenty, w ktorych syne-
tyczng RvD1 (2 pg/g m.c.) podawano myszom z niedoborem receptora dla lepty-
ny. (U zwierzat tych rozwija si¢ ci¢zka insulinooporno$¢, hiperglikemia i otylos¢.
Sa one wykorzystywane jako model otylo$ci). Zaobserwowano poprawg tolerancji
glukozy i obnizenie jej stgzenia na czczo, a takze zmniejszenie liczby prozapalnych
makrofagow, ktorych zawartos¢ jest podwyzszona w tkance thuszczowej ze stanem
zapalnym (15, 16, 17). RvD1 przeciwdziatala réwniez produkcji adipokin i gro-
madzeniu si¢ monocytow w spowodowanej otyloscig tkance tlhuszczowej (15, 16,
17). Przypuszcza si¢ wige, ze stymulowanie ,,wygaszania” stanu zapalnego przez
resolwiny z rodziny D moze okazac si¢ nowa strategia w leczeniu cukrzycy wywo-
lywanej otyloscia.

Resolwiny z rodziny D wykazywaly dziatanie cytoprotekcyjne w ostrym uszko-
dzeniu nerek u myszy. Podane myszom w ilosci 5 pg przed lub po niedokrwieniu ne-
rek blokowaty przenikanie leukocytéw i aktywacje makrofagow, ograniczajac w ten
sposob zmiany morfologiczne i funkcyjne nerek (18).

Zaobserwowano takze, ze resolwiny z rodziny D moga zapobiegaé retinopatii.
Podawane myszom przez 17 dni w ilosci 10 ng/dzien zmniejszaty zatory i tworzenie
si¢ nowych naczyn w siatkdwce (19).

Badania na modelach zwierzecych wykazaty, ze AT-RvD1, RvD2 i 17R-HDHA
zapobiegaja zapaleniu okreznicy (20). Podawane w ilosciach 1 pg dziennie prze-
ciwdziataly utracie masy ciala, mikro- i makroskopowym uszkodzeniom jelita,
zwigkszajac jednoczesnie ich dtugos¢ i generalnie wydtuzajac przezywalno$¢ zwie-
rzat. Korzystne dziatania resolwin byly zwiazane z ich zdolno$cia do hamowania
wydzielania prozapalnych cytokin i chemokin oraz niektorych czasteczek adhezyj-
nych. Eksperymenty te sugeruja, ze pochodne DHA mogtyby zosta¢ wykorzystane
w leczeniu zapalenia jelit u ludzi (20).

Metabolity DHA moga wspomaga¢ skuteczno$¢ antybiotykoterapii (21). RvD1,
RvD5 oraz protektyna D1 podawane (50 ng) razem z ciprofloksacyna (25 pg) my-
szom zakazonym Eschericha coli skracaly czas rozpoczecia sig ,,wygaszania™ sta-
nu zapalnego oraz zmniejszaty liczbe bakterii we krwi i w wysigku w poréwnaniu
do samej ciprofloksacyny. Jednoczesne podanie antybiotyku i resolwiny badz pro-
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tektyny istotnie nasilato fagocytoze bakterii, czego nie zaobserwowano przy osob-
nym podawaniu wyzej wymienionych zwiazkow (21). Wspomagaly one rowniez
dziatanie wankomycyny w spowodowanych przez Staphylococus aureus stanach
zapalnych grzbietowych torebek powietrznych myszy. Resolwiny lub wankomycy-
na zaaplikowane zwierz¢tom odrebnie wywoltywaty ok. 10-krotng redukcje liczby
bakterii w wysigku, natomiast zastosowane razem — nawet 100-krotne zmniejszenie
ilo$ci bakterii (21). Badania te sugeruja, ze stosowanie antybiotykow razem z meta-
bolitami DHA umozliwiloby obnizenie terapeutycznej dawki leku, co miatloby nie-
bagatelne znaczenie przy wzrastajacej opornosci bakterii na antybiotyki.

Podobnymi wtasciwo$ciami, prowadzacymi do likwidowania stanu zapalnego,
odznacza si¢ protektyna D1. W badaniach in vitro zaobserwowano, ze syntetyczna
protektyna w stezeniu 10 nM zmniejszata o ok. 50% migracje ludzkich neutrofilow
(2, 5, 22). Takiego dziatania nie wykazywat jej izomer — Al5-transPD1. W ostrym
stanie zapalnym otrzewnej u myszy PD1 w iloéci nawet 1 ng/mysz hamowata prze-
nikanie leukocytow o ok. 40% (22 ). Znacznie nizsze st¢zenia PD1 oraz 17S-HDHA
wykryto w kondensatach wydychanego powietrza oso6b chorych na astmg w po-
réwnaniu z ludzmi zdrowymi, co moze wskazywac¢ na regulacyjna rol¢ metaboli-
tow DHA w stanach zapalnych drég oddechowych (23). Protektyna byta tez obecna
w phlucach mysich. Zaaplikowana dozylnie (2-200 ng) zwierzgtom uczulonym na
alergen, tuz przed jego podaniem w postaci aerozolu chronita je przed rozwojem
nadreaktywnosci oskrzeli oraz stanu zapalnego (23). W ptynie z plukania oskrzelo-
wo-pecherzykowego zaobserwowano obnizona liczbe leukocytow i eozynofili pod
wpltywem PD1. Hamowata rowniez wzrost stgzenia prozapalnych mediatoréw — in-
terleukiny-13 (IL-13), leukotrienéw cysteinylowych (CysLT) i prostaglandyny D,
(PGD,) (24). Ochronna rolg protektyny D1 zaobserwowano takze w nerkach, gdzie
po przeszczepie czgsto zdarzaja si¢ uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjne, z kto-
rymi zwiazana jest ostra odpowiedz zapalna. Jej mediatorami sa neutrofile. W odpo-
wiedzi na uszkodzenie niedokrwienno-reperfuzyjne nerki mysie produkowaty PD1,
co wskazuje na jej endogenna syntezg w sytuacji zmian zapalnych (18).

Znacznie nizsze stezenia DHA i NPD1 w poréwnaniu do zdrowej tkanki wykryto
w hipokampie w chorobie Alzheimera (25). Towarzyszyta temu zmieniona ekspresja
enzymoOw bioracych udzial w biosyntezie NPD1 — fosfolipazy A, i 15-LOX. W bada-
niach in vitro zauwazono, ze DHA wprowadzony do hodowli komérek nerwowych
ograniczal tworzenie si¢ nierozpuszczalnych ztogdéw B-amyloidu-42 i B-amyloidu-
40 indukujacych procesy zapalne prowadzace do dysfunkcji 1 $§mierci sasiednich
komorek nerwowych. Jednoczesnie wzrastato stgzenie NDP1, ktéra hamowata zai-
nicjowana przez B-amyloid apoptozg zwigkszajac ekspresje antyapoptycznych bia-
fek Bcl-2, Bel-xl i Bfl-1 (25). Syntezg NPD1 z DHA stymulowato réwniez biatko
prekursorowe rozpuszczalnego amyloidu (sAPPa). NPD1 zmniejszata uszkodzenia
mozgu spowodowane udarem przez ograniczanie przechodzenia leukocytéw do
miejsca udaru (24).

Niedawno odkryte metabolity nalezacych do rodziny n-3 EPA i DHA — wydaja
si¢ by¢ obiecujaca grupa zwiazkow. Ich wlasciwosci wygaszania stanéw zapalnych
przektadaja si¢ na korzystne dziatanie w wielu procesach, u podstaw ktorych lezy
zapalenie — m.in. w chorobach skory, drog oddechowych, astmie, w ostrych uszko-
dzeniach narzadow, miazdzycy, chorobie Alzheimera, zmianach zapalnych jelit, czy
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w zwiazanych ze stanem zapalnym chorobach nowotworowych — jelita grubego
i trzustki. Nasilaja rowniez dziatanie antybiotykow, co by¢ moze umozliwitoby ob-
nizanie terapeutycznej dawki leku podawanego razem z resolwina. Przypuszcza sig,
ze przeksztalcenie DHA do resolwin i PD1 moze wyjasnia¢ mechanizm korzystnego
dziatania diety bogatej w wielonienasycone kwasy tluszczowe z rodziny n-3. Po-
dejmowane sa rowniez proby zaprojektowania stabilnych analogéw tych naturalnie
wystepujacych zwiazkow. Moglyby by¢ stosowane w terapii chordb, u podstawy
ktorych lezy zapalenie.
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