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Streszczenie

Na Swiecie obserwuje sie ciagte zwiekszanie sie zapadalnosci
na nieswoiste zapalenia jelit (inflammatory bowel disease
—IBD) — chorobe Lesniowskiego-Crohna (Crohn’s disease — CD)
oraz wrzodziejace zapalenie jelita grubego (ulcerative colitis
—UQ). Wiele aspektow ich etiologii i patogenezy wcigz nie jest
znanych. Schorzenia te maja pewne uwarunkowania gene-
tyczne, jednak podejrzewa sie, ze na ich rozwéj wptywaja tak-
ze warunki Srodowiskowe (np. flora jelitowa). Istotna role
w rozwoju i przebiegu IBD odgrywaja enzymy, ktére sa zaan-
gazowane w kontrole reakcji zapalnych — przyktadem takiego
enzymu jest oksygenaza hemowa 1 (HO-1). Katalizuje ona re-
akcje rozktadu hemu do jonu Fe2+, tlenku wegla oraz biliwer-
dyny, ktéra jest nastepnie przeksztatcana w bilirubine. Wyni-
ki badan dotyczacych roli oksygenazy hemowej w przebiegu
IBD ujawniaja jej zaburzong ekspresje w tkankach dotknie-
tych procesem chorobowym. Doswiadczenia na modelach
zwierzecych wskazuja, ze indukcja ekspresji HO-1 moze tago-
dzi¢ przebieg choroby.

Podstawy patogenezy nieswoistych zapalen jelit

Terminem ,nieswoiste zapalenia jelit” (inflammato-
ry bowel disease — IBD) okresla sie chorobe Le$niow-
skiego-Crohna (Crohn’s disease — CD) oraz wrzodziejace
zapalenie jelita grubego (ulcerative colitis — UC). Posta-
cie IBD, w ktérych rozréznienie miedzy CD oraz UC jest
niemozliwe, klasyfikuje sie jako colitis indeterminata
(indeterminate colitis) [1]. Coraz wiecej dowodoéw wyda-
je sie potwierdzaé¢ hipoteze, ze IBD to wiele zaburzeh
spowodowanych réznymi czynnikami, ktére ze wzgledu
na swoj fenotyp sa klasyfikowane jako CD albo UC. Po-
dejrzewa sie, ze gtéwna przyczyna IBD jest nadwrazli-
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The incidence of inflammatory bowel diseases (Crohn’s
disease and ulcerative colitis) is increasing constantly through
out the world. Many aspects of their pathogenesis are still not
clear, although it is known that genetic predispositions (e.g.
certain gene mutations) as well as environmental factors are
involved in the onset of the disease. Heme oxygenase-1
(HO-1) catalyses the enzymatic breakdown of heme into
the biliverdin, which is subsequently transformed into
bilirubin, ferrous ion and carbon monoxide. It has been shown
to control some of the inflammatory reactions. The results
of many studies suggest its dysregulated expression in
the inflamed tissue. Experiments on animal models show that
induction of HO-1 expression may have the beneficial effects
on the course of disease and can significantly decrease its
complications.

wos¢ uktadu immunologicznego na prawidtowa flore je-
litowa [2]. Wiadomo, ze w IBD dochodzi do wzmozonej
aktywacji limfocytéw T-pomocniczych (T helper — Th),
w CD gtéwnie Thl oraz niedawno odkrytych Th17, nato-
miast w UC — Th2 [3]. Aktywowane limfocyty Th produ-
kuja bardzo duza liczbe cytokin prozapalnych, zwtasz-
cza interleukin IL-12, 1L-23, IL-17, IL-18, interferonu vy
(INF-y) i czynnika martwicy nowotworu a. (tumor necro-
sis factor o — TNF-a,) w CD oraz IL-5 i IL-13 w UC. Obser-
wuje sie takze niedobdr cytokin zwigzanych z kontrolg
procesu zapalnego — IL-10 oraz transformujacego czyn-
nika wzrostu B (transforming growth factor f — TGF-B).
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Sugeruje sie takze nieprawidtowe dziatanie limfocytow
T-regulatorowych (Treg) [2]. Poprzez pordwnywanie geno-
mow 0s6b zdrowych oraz pacjentéw z IBD zidentyfikowa-
no wiele gendw, ktérych mutacje zwiekszaja ryzyko zacho-
rowania na te choroby, np. NOD2/CARD15 (nucleotide-
-binding oligomerization domain protein 2/caspase
recruitment domain family, member 15), ATG16L1
(autophagy related 16-like protein), receptor IL-23 (IL-23R)
czy NKX2-3 (NK2 transcription factor related, locus 3) [4].

Oksygenaza hemowa

Oksygenaza hemowa jest enzymem odpowiedzial-
nym za rozktad hemu w organizmie. Chociaz zostata od-
kryta pod koniec lat 60. ubiegtego wieku, zainteresowa-
nie szerszej grupy naukowcéw wzbudzita dopiero 20 lat
p6zniej, kiedy wyrézniono jej dwie izoformy — HO-2 oraz
indukowalng HO-1 [5, 6]. S3 one kodowane przez dwa
rézne geny, u cztowieka nazwane odpowiednio ho-1 oraz
ho-2 (lub hmox1 i hmox2), potozone na chromosomach
22§16 [7]. U ludzi wystepuja réznice w poziomie induk-
¢ji HO-1 w odpowiedzi na czynniki stresowe. Sg one spo-
wodowane prawdopodobnie polimorfizmami promotora
ho-1[8]. Dotychczas opisano tylko jeden przypadek nie-
doboru HO-1 u cztowieka, ktéry byt spowodowany muta-
cjami w allelach zaréwno od matki, jak i ojca. Dotkniety
nim chtopiec zmart w wieku 6 lat z powodu patologicz-
nych zmian w wielu narzadach [9, 10].

Pojawia sie coraz wiecej doniesiefi na temat roli
HO-1 w przebiegu réznych choréb, przede wszystkim
uktadu krazenia [11], a takze astmy [12], cukrzycy [11]
oraz choréb autoimmunizacyjnych, takich jak reumato-
idalne zapalenie stawdw [13, 14], stwardnienie rozsiane
[15, 16] czy tuszczyca [17, 18].

Oksygenaza hemowa 1 odgrywa takze wazng role
w procesach nowotworowych, jednak nie jest ona jed-
noznacznie pozytywna lub negatywna — zalezy od typu,
lokalizacji oraz stopnia zaawansowania nowotworu.
Niektére doniesienia sugeruja, ze jako enzym cytopro-
tekcyjny HO-1 chroni zdrowe komérki przed transforma-
cja nowotworowa. Jezeli transformacja ta nastapi, HO-1
poprzez dziatanie antyapoptotyczne oraz proangiogenne
utatwia wzrost nowotworu i jego przerzutowanie, a tak-
ze wzmacnia ich opornos¢ na radiochemioterapie, che-
mioterapie oraz terapie fotodynamiczna [19-22].

Rola oksygenazy hemowej 1 w hamowaniu
odpowiedzi zapalnej

Dtugo uwazano, ze jedynym pozytywnym efektem
dziatania oksygenazy hemowej jest degradacja wolne-
go hemu, ktéry w duzym stezeniu okazuje sie szkodli-
wy dla komérek — przyczynia sie do powstania stresu
oksydacyjnego, a takze dziata prozapalnie, zwiekszajac
przepuszczalnos¢ Sroédbtonka naczyh oraz ekspresje
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na jego powierzchni czasteczek adhezyjnych, takich jak
ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1) czy selekty-
na P [23]. Produkty rozktadu hemu byty natomiast uzna-
wane za niepotrzebne, a nawet szkodliwe. Istotnie,
obecnos¢ jondw Fe2+ moze powodowaé uszkodzenie
tkanek poprzez generowanie reaktywnych form tlenu
(reactive oxygen species — ROS) [23, 24]. U noworodkdéw
wolna bilirubina moze uszkadzaé komorki nerwowe
po przekroczeniu bariery krew—-moézg [23]. Tlenek wegla
jest postrzegany gtéwnie jako toksyczny gaz, ktory — je-
sli jest obecny w zwiekszonym stezeniu we wdychanym
powietrzu — nieodwracalnie taczy sie z hemoglobing
i prowadzi w krétkim czasie do zgonu [7]. Wykrycie prze-
ciwzapalnych i antyoksydacyjnych wtasnosci produktow
reakcji HO-1 spowodowato zwiekszenie zainteresowania
rolg tego enzymu w przebiegu proceséw zapalnych.

Zwiekszona ekspresja HO-1 oraz uwalnianie Fe2+
pocigga za sobg jednoczesny wzrost ekspresji ferrytyny,
ktéra oprécz wigzania Fe2+ ma dziatanie cytoprotekcyj-
ne [7], a czasami antyapoptotyczne [11]. Bilirubina
w matych stezeniach dziata przeciwzapalnie i przeciw-
utleniajgco — wychwytuje reaktywne formy tlenu i azo-
tu [7] oraz hamuje interakcje neutrofili ze Srédbtonkiem
i aktywacje limfocytéw T-cytotoksycznych [25].

Najintensywniej badanym sposréd produktéw re-
akcji rozktadu hemu wydaje sie tlenek wegla (CO). Po-
dobnie jak tlenek azotu, CO okazat sie waznga czgstecz-
ka w sygnalizacji miedzykomorkowej. Powoduje
zwiekszenie stezenia cGMP (cykliczny guanozyno-5’-
monofosforan), dzieki czemu ma dziatanie antykoagula-
cyjne [26]. Zmniejsza takze produkcje cytokin prozapal-
nych, takich jak IL-1, IL-6, TNF-o. oraz biatko zapalne
makrofagbw o (macrophage inflammatory protein a.
— MIPla), oraz ekspresje czasteczek adhezyjnych, jed-
noczesnie zwiekszajac produkcje interleukiny przeciw-
zapalnej IL-10. W niektérych typach komérek CO dziata
antyproliferacyjnie [7], moze natomiast zwiekszac proli-
feracje komorek srodbtonka [11]. Wptywa takze na prze-
kazywanie sygnatéw z niektdrych receptoréw TLR (toll
like receptors), bardzo waznych w inicjacji odpowiedzi
immunologicznej przeciwko patogenom [27].

Wiele prac dotyczacych korzystnego dziatania CO
na organizm dotyczy wykorzystania zwiazkéw uwalnia-
jacych go (carbon monoxide releasing molecule
— CORM). Pozytywne wyniki doswiadczeh z wykorzysta-
niem CORM daja nadzieje na ich przyszte zastosowanie
w terapii [28].

Analiza ekspres;ji i aktywnos$ci oksygenazy
hemowej u chorych na nieswoiste zapalenia jelit
Oksygenaza hemowa 1 wydaje sie waznym czynni-
kiem wptywajacym na przebieg IBD. Wykazano, ze
w patogenezie tych choréb istotng role odgrywaja wol-
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Ryc. 1. Reakcja katalizowana przez HO-1. Przy udziale tlenu czasteczkowego i NADPH hem jest rozktadany
do CO, FeZ+ oraz rozpuszczalnej biliwerdyny, ktéra jest nastepnie przeksztatcana przez reduktaze biliwerdy-
ny w nierozpuszczalng bilirubine (na podstawie [7, 24], zmodyfikowane)

Fig. 1. Catalytic reaction of HO-1. Heme is degraded into CO, Fe2+ and biliverdin. The reaction requires molecular
oxygen and NADPH. Water-soluble biliverdin is further reduced to insoluble bilirubin by biliverdin reductase

ne rodniki/reaktywne formy tlenu [26], ktére indukuja
ekspresje HO-1, a takze sg inaktywowane przez produk-
ty katalizowanej przez nig reakcji.

Przeprowadzono kilka badan klinicznych, w ktérych
poréwnywano ekspresje HO-1 w jelitach miedzy chory-
mi na UC i CD oraz grupami kontrolnymi (osoby zdrowe
lub osoby z innymi chorobami jelit). W barwieniach im-
munohistochemicznych komérki zawierajgce HO-1 wy-
krywano w blaszce wtasciwe] btony Sluzowej. Byty to
gtownie jednojadrzaste komérki uktadu odpornoscio-
wego, a u pacjentéw z IBD takze komorki powierzchni
nabtonka i komérki krypt [29, 30].

W pracy Barton i wsp. wykazano obecnos¢ HO-1
w wycinkach jelita zaréwno u oséb zdrowych, jak
i uoséb z CD i UC. Osoby z aktywnym UC wykazywaty
zwiekszong ekspresje HO-1 w poréwnaniu z osobami
zdrowymi oraz chorymi z nieaktywnym UC. Podczas
analizy wycinkéw od oséb z CD nie znaleziono jednak
istotnych statystycznie r6znic miedzy aktywnym i nie-
aktywnym CD oraz grupa kontrolng [29].

Paul i wsp. zaobserwowali rozproszony obraz eks-
presji HO-1 w obrebie nabtonka jelit u chorych na IBD
w poréwnaniu z osobami, u ktérych proces zapalny to-
warzyszyt innym chorobom jelit. U tych ostatnich eks-

presja HO-1 wzrastata wraz ze stopniem zapalenia
w ocenie histologicznej, natomiast takiej korelacji nie
zauwazono u pacjentéw z IBD, wérdd ktérych u oséb
z wysoka histologiczna oceng stanu zapalnego ekspre-
sja HO-1 malata. Wyniki te sugeruja, ze w przypadku
IBD regulacja ekspresji HO-1 jest zaburzona [31].

Podobne wyniki barwiefi immunohistochemicznych
na obecnosé HO-1 w jelitach pacjentéw z UC uzyskali
Takagi i wsp. Dodatkowo poszerzyli oni badania o po-
miar stezenia CO w Swietle jelita metoda chromatogra-
fii gazowej. W poréwnaniu z osobami zdrowymi, u pa-
cjentéw z UC wykazano wieksze stezenie tego zwigzku
w odbytnicy. U pacjentéw z aktywnym UC stwierdzono
ponadto wieksze jego stezenia w odbytnicy niz u cho-
rych w okresie remisji [30].

Efekt indukcji ekspresji oksygenazy hemowej

u zwierzat z eksperymentalnie wywolanym

wrzodziejgcym zapaleniem jelita grubego
Uwzgledniajac obiecujgce wyniki wstepnych analiz

ekspresji HO-1 u chorych na IBD, rozpoczeto badania

na modelach zwierzecych (myszy lub szczury). Jednym

z celow eksperymentéw byto sprawdzenie, czy indukcja
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ekspresji HO-1 moze hamowac rozwéj procesu zapalne-
go oraz zapobiega¢ powiktaniom UC. Wykorzystano
modele IBD bazujace na wywotaniu stanu zapalnego
poprzez zakt6cenie integralnosci nabtonka przy uzyciu
Srodkéw chemicznych — kwas trinitrobenzoesowy (trini-
trobenzene sulfonic acid — TNBS), a takze DSS (dextran
sodium sulphate) [32].

Grupa Wanga przeprowadzita analize ekspres;ji
HO-1 w r6znych punktach czasowych po indukcji UC
za pomocg TNBS u szczuréw [26]. Po podaniu TNBS za-
obserwowano zwiekszenie ekspresji HO-1 na poziomie
mRNA i biatka oraz aktywnosci enzymatycznej HO-1
Wykazano takze zwiekszona produkcje wolnych rodni-
kéw oraz ekspresje indukowalnej syntazy tlenku azotu
(inducible nitric oxide synthase — iNOS). Podanie inhibi-
tora HO-1 = SnMP (mezoporfiryny cyny) — hamowato
wzrost ekspresji i aktywnosci enzymu, powodowato
dalszy wzrost ekspresji iNOS i produkcji wolnych rodni-
kow, a takze skutkowato nasileniem choroby (okresla-
nym za pomocg pomiaru powierzchni uszkodzen jelita
i testu aktywnosci mieloperoksydazy) [26].

Kolejne prace skupiaty sie na zastosowaniu znanych
induktoréow HO-1, m.in. CoPP (protoporfiryna kobaltu)
[31], hemu, chlorku kadmu [33], glutaminy [34] i oktreo-
tydu (sandostatyny) [35], podawanych dootrzewnowo
[31, 35], podskérnie [33] lub dozotagdkowo [34].

W pierwszych eksperymentach induktor podawano
po wywotaniu UC za pomocg DSS. Nie zaobserwowano
jednak korzystnych efektéw dziatania HO-1 [31]. Z tego
tez powodu w kolejnych badaniach skupiono sie na pro-
filaktycznej indukcji HO-1. Induktory podawano zwie-
rzetom przed aplikacjg TNBS i kontynuowano podawa-
nie w czasie trwania eksperymentu. Dzieki indukcji
HO-1 rézne zespoty uzyskaty u zwierzat doswiadczal-
nych w poréwnaniu z grupami kontrolnymi: zmniejsze-
nie stanu zapalnego jelit i wydzielania INF-y [31], reduk-
cje uszkodzenia jelita i aktywnosci mieloperoksydazy
[33] oraz zwiekszenie stezenia glutationu z jednoczes-
nym zmniejszeniem ekspresji NF-kB [34, 35] i zmniej-
szeniem aktywnosci kaspazy 3 [34].

W jednym z eksperymentéw badano wptyw synte-
tycznej pochodnej chalkonu — TMMC [2°,4,6’-tris (me-
thoxymethoxy)chalcone], na UC wywotane za pomoca
TNBS u myszy. Jak wykazano wczesniej w innych mode-
lach doswiadczalnych, TMMC indukuje ekspresje HO-1
Stwierdzono, ze zwigzek ten zapobiega UC, a takze ha-
muje ekspresje czasteczki adhezyjnej ICAM-1, IL-1B oraz
TNF-a. Autorzy sugeruja, ze czes¢ przeciwzapalnych
efektéw dziatania TMMC zalezy od HO-1. Aby wyjasnié
mechanizm indukgji ekspresji HO-1, prace uzupetniono
badaniami in vitro. Pokazaty one, ze zwiekszenie steze-
nia HO-1 po inkubacji komérek linii HT-29 z TMMC po-
przedza translokacja czynnika transkrypcyjnego Nrf2
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(nuclear factor-erythroid 2-related factor 2) do jadra ko-
morkowego [36].

Role Nrf2 w IBD badano takze u myszy z wytaczo-
nym genem kodujacym Nrf2 (Nrf2—/-). Zwierzeta te by-
ty bardziej podatne na UC wywotane podaniem DSS niz
myszy typu dzikiego. Brak Nrf2 wigzat sie ze zmniejsze-
niem stezenia kilku enzymow cytoprotekcyjnych, w tym
HO-1 [37].

Podsumowanie

Oksygenaza hemowa 1 odgrywa waznga role w kon-
troli reakcji zapalnej. Istnieja doniesienia, w ktérych wyka-
zano, ze ekspresja tego enzymu w $cianie jelit oséb cho-
rych na IBD jest nieprawidtowa. Obserwacje te zachecity
do badan nad mozliwoscig terapeutycznej indukcji eks-
presji HO-1 u pacjentéw z IBD. Pierwsze wyniki doswiad-
czeh na modelach zwierzecych wydaja sie obiecujace
— enzym ten moze petni¢ funkcje ochronng przed wysta-
pieniem IBD oraz tagodzi¢ ich przebieg. Daleko jeszcze
do petnego zrozumienia mechanizméw reakcji zapalnej
w IBD i roli, jaka odgrywa w niej HO-1. Badania nad tym
enzymem by¢ moze pozwolg nam doktadniej poznaé sam
mechanizm zapalenia, a takze moga prowadzi¢ do stwo-
rzenia nowych strategii leczenia chorych na IBD.
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