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Wykaz stosowanych skrotéw

2-AG - 2-arachidonoiloglicerol

4-HNE - 4-hydroksynonenal

4-0l - 4-oktylitakonian

13-HODE - kwas 13-hydroksyoktadekadienowy
15-HETE - kwas 15-hydroksyeikozatetraenowy
15-PGJ2 - 15-prostaglandyna J2

25HC - oksysterol-25-hydroksycholesterol
AA - kwas arachidonowy

ADE - wzmocnienie zalezne od przeciwciat
AEA - anandamid

AIDS - zespot nabytego niedoboru odpornosci
ALT - aminotransferaza alaninowa

ANOVA - analiza wariancji

ARE - element odpowiedzi antyoksydacyjnej
AST - aminotransferaza asparaginowa

BHT - butylohydroksytoluen

BMVECs - komorki srédbtonka mikronaczyniowego mozgu
CAT - katalaza

CB1 receptor kannabinoidowy typu 1

CB2 - receptor kannabinoidowy typu 2

CBO - grupy karbonylowe biatek

CCL - ligand chemokiny (motyw C-C)

CDC - Centrum Kontroli i Prewencji Chorob
CH25H - enzym cholesterol-25-hydroksylaze
CMV - Cytomegalowirus

COX - 1,2 - cyklooksygenaza-1,2

CRP - biatko C-reaktywne

CXCL- ligand chemokina motywu C-X-C
DCs - komorki dendrytyczne

DENV - wirus dengi

DMF - fumaran dimetylu

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy

ECs - komorki srodbtonka

ECS - uktad endokannabinoidowey

EBV - wirus Ebstei- Barr

EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy
EPA - kwas eikozapentaenowy

ER - retikulum endoplazmatyczne

FAMEs - estry metylowe kwaséw ttuszczowych
GPX - peroksydaza glutationowa

GSH - glutation

GSSGR - reduktaza glutationowa

HAYV - wirus zapalenia watroby typu A



HBMEC - ludzkie komorki srodbtonka mikronaczyniowego mozgu
HCV - wirus zapalenia watroby typu C

HGA - human granulocytic anaplasmosis, ludzka anaplazmoza granulocytarna
HHV-6 - ludzki wirus herpes typu 6

HIV - ludzki wirus niedoboru odpornosci

HO-1 - oksydaza hemowa 1

HSV - wirus opryszczki pospolitej

LDH - dehydrogenaza mleczanowa

IKK - inhibitor kinazy kB

IL - interleukina

IFN-vy - Interferon-gamma

INOS - syntaza tlenku azotu

IPS-1 - stymulator promotora interferonu beta 1

IRF - czynnik transkrypcyjny interferonu

IRG1 - gen odpowiedzi immunologicznej cis-akonitran 1
ISG - gen stymulowany interferonem

JNK - kinaza c-Jun

JEV - wirus japonskiego zapalenia mézgu

KZM - kleszczowe zapalenie mozgu

LA - kwas linolowy

LAMs - niska ekspresja czasteczek adhezyjnych leukocytow
LANA - acetylacja lizyny antygenu jagdrowego

LCMV - wirus limfocytarnego zapalenia mozgu

LD - Lyme disease, borelioza z Lyme

LOX 5 - lipooksygenaza 5

LTB4 - leukotrien B4

MAPKSs - kinazy aktywowane mitogenami

MAV-1 - mysi adenowirus 1

MCP-1 - biatko chemoatraktantu monocytow 1

MDA - dialdehyde malonowy

MDAS - gen zwigzany z réznicowaniem czerniaka 5

MeV - wirus odry

MMF - fumaran monometylu

MTP — mitochondrialne biatko trojfunkcyjne

MuV- wirus swinki

NF-kB - czynnik jadrowy kappa B

NMJ - potaczenie nerwowo-migsniowe

NO - tlenek azotu

NPCs - neuronalne komorki progenitorowe

NPs - neuroprostany

Nrf2 - czynik transkrypcyjny pochodzenia erytroidalnego typu 2
NS - biatko niestrukturalne

PGE?2 - prostaglandyny E2

PNS - obwodowy uktad nerwowy

PPAR - receptor aktywowany przez proliferatory peroksysomow
PUFAs - wielonienasycone kwasy ttuszczowe

OEA - oleoiloetanoloamid



ORF - otwarta ramka odczytu

OUN - o$rodkowy uktad nerwowy

PAMPs - wzorce molekularne zwigzane z patogenami
PEA - palmitoiloetanoloamina

PLA 2 - fosfolipaza A2

PRRSs - receptory rozpoznawania wzorcow

RABV- wirus wscieklizny

RFA - reaktywne formy azotu

RFT - reaktywne formy tlenu

RIG-I - gen indukowany kwasem retinowym I (RIG-I)
RIPK - kinaza biatkowa oddziatujaca z receptorem

RNA - kwas rybonukleinowy

SDH - dehydrogenaza bursztynianowa

sMaf - biatka Maf

SOD - dysmutaza ponadtlenkowa

STAT-1 - transduktor sygnatu i aktywator transkrypcji 1
TCA - kwas trojkarboksylowy

TJs - Sciste polaczenia miedzykomoérkowe

TLRs - receptory Toll-podobne

TNF-a - czynnik martwicy nowotworéw alfa

TRPV1 - receptor waniloidowy przej$ciowego potencjatu 1
Trx— tioredoksyna

TrxR - reduktaza tioredoksyny

UPLC-MS/MS - ultrawysokosprawna chromatografia cieczowa-MS/MS
VZV - Varicella Zoster virus, wirus ospy wietrznej i potpasca
WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia

WNV - West Nile virus, wirus Zachodniego Nilu

ZBP1 - biatko wigzace Z-DNA 1

ZIKV - wirus Zika



I. Wstep

XXI wiek charakteryzuje si¢ nasilonymi zmianami klimatycznymi oraz destrukcyjng
dziatalnoscig cztowieka, ktéra zaktoca cato$¢ ekosystemu, powodujac rozprzestrzenianie si¢
mikroorganizmow odzwierzecych (w tym réwniez wplywajacych na populacje ludzka)
w srodowisku. Ponadto rosngce zapotrzebowanie na zywno$¢ pochodzenia zwierzecego
doprowadzilo do wzrostu ilo§ci hodowanych zwierzat gospodarskich, stwarzajac wigksze
mozliwosci krzyzowania si¢ patogendéw. Dlatego tez kazdego roku choroby odzwierzgce sa
obecnie przyczyna ponad 1 miliarda infekcji u ludzi, w tym ponad 1 miliona zgondéw
[Rahman i wsp. 2020]. Sytuacja ta prowadzi do powstawania nowych jak i nawrotow
pozornie zapomnianych chorob. Dotyczy to szczegodlnie chordb zakaznych. Powyzsze
przyczyny sprzyjaja rozprzestrzenianiu si¢ chorob zakaznych w nowych regionach $wiata (np.
malaria, gorgczka Chikungunya) iponownemu pojawianiu si¢, np. gruzlicy [El-Sayed
i Kamel 2020]. Istothym jest, ze wiele patogenéw niebezpiecznych dla cztowieka
przenoszonych jest przez zwierzeta. Skrajnym przyktadem jest malaria — juz teraz stanowigca
ogromne zagrozenie jako najbardziej rozpowszechniona choroba zakazna na $wiecie, z prawie
247 milionami przypadkow rocznie — na rozprzestrzenianie si¢ ktorej wptywa ocieplajacy sie¢
Klimat, sprzyjajacy ekspansji komaréw przenoszacych malari¢ [https://www.who.int/news-
room/fact-sheets/detail/malaria].

Oproécz komardw, jednym z najwazniejszych wektorow chordb zakaznych sa kleszcze,
na ktore wplywaja takze zmiany klimatyczne, ale réwniez ciagle przemieszczanie si¢
przedstawicieli populacji ludzkiej. Dlatego choroby przenoszone przez kleszcze
rozprzestrzeniajg si¢ takze na nowe terytoria. Zarowno komary, jak 1 kleszcze przenosza
réznorodne patogeny, tj. wirusy, bakterie 1 pierwotniaki, ktore sg niebezpieczne zarowno dla
ludzi, jak 1 zwierzat. Sposrdd chordb wywotywanych przez patogeny zewngtrzne, najwiecej
probleméw diagnostycznych i terapeutycznych stwarzajg infekcje przenoszone przez wirusy,
ktére moga przedostawac si¢ do organizmu cztowieka najczesciej droga kropelkowa, poprzez
kontakt bezposredni lub mogg by¢ przenoszone przez wektory (Ryc. 1) [Loh i wsp. 2015].
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Rycina 1. Rézne drogi przenoszenia wirusow do organizmu cztowieka.



1. Wirusy infekujace osrodkowy uklad nerwowy

Chociaz wigkszo$¢ wiruséw replikuje jedynie w tkankach obwodowych, niektére
opracowaly unikalne strategie docierania do osrodkowego uktadu nerwowego (OUN), gdzie
powoduja infekcje [Kohil i wsp. 2021]. W wyniku zakazenia os$rodkowego uktadu
nerwowego moze doj$¢ do zapalenia w okreslonych obszarach OUN, takich jak opony
mozgowo-rdzeniowe, moézg, rdzen krggowy lub jednoczesnie w wielu roznych obszarach
OUN [Kohil i wsp. 2021]. Wirusy powodujace zakazenia OUN obejmuja glownie
enterowirusy [Coxsackie i ECHO], wirus $winki (MuV), wirus limfocytowego zapalenia opon
moézgowo-rdzeniowych (LCMV), flawiwirusy [wirus Zachodniego Nilu (WNV), wirus
japonskiego zapalenia moézgu (JEV), wirus kleszczowego zapalenia mozgu (wirus KZM),
wirus Zika (ZIKV) i wirus dengi (DENV)] wirusy opryszczki [wirus opryszczki pospolitej
(HSV), wirus ospy wietrznej-potpasca (VZV) oraz w przypadku immunosupresji ludzki wirus
opryszczki typu 6 (HHV-6)], natomiast u osob zakazonych ludzkim wirusem niedoboru
odpornosci (HIV) zakazenie OUN moze zosta¢ wywolane przez innych przedstawicieli
rodziny herpeswirusow [wirus Epsteina-Barra (EBV) i wirus cytomegalii (CMV)] (Ryc.2)
[Toczytowski i wsp. 2020, Ruan i wsp. 2022, Alburkat i wsp. 2020, Melvin i wsp. 2022, Kroél
i wsp. 2019, Constant i wsp. 2022, Mayxay i wsp. 2020, Marques i wsp. 2019, da Silva Mello
i wsp. 2020, Tyrberg i wsp. 2020, Abdelrahim i wsp. 2022, Wang i wsp. 2022, Skipperi wsp.
2020].

Wirusy mogace infekowa¢ OUN

! ! }
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* Wirus Coxsackie « WNV e« LISV
« ECHO MuV « JEV LCMV . yzv
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Rycina 2. Wirusy docierajace do osrodkowego uktadu nerwowego (OUN).

Wirusy dostajg si¢ do obwodowego ukladu nerwowego (PNS) lub os$rodkowego
uktadu nerwowego (OUN) poprzez bezposrednie infekowanie zakonczen nerwowych
w tkankach lub poprzez wnikanie do komorek uktadu krazenia, ktore przenosza je przez
bariere krew-mo6zg do OUN [de Carvalho i wsp. 2019]. Wirus opryszczki moze przedostac si¢
do PNS poprzez wigzanie si¢ z receptorami na zakonczeniach aksondw neuronéw czuciowych
I autonomicznych (Ryc. 3A), ktore przekazuja informacje czuciowe i trzewne. Wiekszo$¢
tych wiruséw przedostaje si¢ ta droga do organizmu ludzkiego i przechodzi w faze latencji.
Pomimo bezposredniego potaczenia synaptycznego migdzy neuronami PNS a OUN,
rozprzestrzenianie si¢ zakazenia wirusem opryszczki do OUN jest rzadkie, ale ma
niszczycielskie skutki [Tirabassi i wsp. 1998]. Miejscem przedostawania si¢ wirusoéw, takich
jak wscieklizna czy wirus polio, do OUN mogg by¢ potaczenia nerwowo-migsniowe (NMJ),
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poniewaz ciala komoérkowe wigkszo$ci neurondow ruchowych znajduja si¢ w rdzeniu
krggowym, ktore z kolei pozostaja w kontakcie synaptycznym z obszarami motorycznymi
w mozgu [Lewis i wsp. 2000] (Ryc. 3B). Wirus wscieklizny i wirus polio rozprzestrzeniaja
si¢ do OUN poprzez NMJ; pierwszy dostaje si¢ do NMJ natychmiast po ukgszeniu przez
zakazone zwierze, drugi za$ dostaje si¢ do NMJ bardziej okrezng drogg. Wirusy te namnazaja
si¢ w btonie §luzowej przewodu pokarmowego, a nastepnie przedostajg sie¢ do weztow
chtonnych 1 krwi, a stamtad moga przedostawac¢ si¢ do OUN 1 replikowa¢ w neuronach
ruchowych [Lewis i wsp. 2000, Ohka i wsp. 1998]. Na modelach zwierzecych wykazano, ze
inwazja wirusa do OUN moze réwniez nastapi¢ poprzez nablonek wechowy i neurony
wechowe, gtownie w przypadku HSV-1, wirusa pecherzykowego zapalenia jamy ustnej,
wirusa choroby Borna, wirus wscieklizny (RABV), wirus grypy, wirusy paragrypy i priony
(Ryc. 3C) [Detje i wsp. 2009]. Co wigcej, niektore wirusy dostajg si¢ do uktadu nerwowego
bez infekowania neurondw, ale raczej poprzez infekowanie leukocytow, ktore krazac we krwi
moga przenika¢ do migzszu mozgu.

C Nabtonek
wechowy OUN

j

&%
m
'

E

= - . - - - Bariera krew -
mozg

OUN OUN OUN

Rycina 3. Drogi wnikania wirusa do OUN. A - rozprzestrzenianie si¢ przez aksony neuronow
czuciowych i autonomicznych, B - rozprzestrzenianie si¢ przez polaczenia
nerwowo-mig$niowe (NMJ), C - infekcja nabtonka wechowego, D - wejscie konia
trojanskiego, E - bezposrednia infekcja komorek srédbtonka (EC).

Mechanizm ten nazywany jest ,koniem trojanskim”, poniewaz patogeny sa ukryte
w komorkach obrony immunologicznej, ktore w naturalny sposob sa w stanie przekroczy¢
bariere krew-moézg (Ryc. 3D) [de Carvalho i wsp. 2019]. Bariera krew-moézg to fizjologiczna
bariera oddzielajagca osrodkowy uktad nerwowy (OUN) od reszty ciala 1 ma ona kluczowe
znaczenie dla prawidlowego funkcjonowania moézgu oraz ochrony OUN przed urazami
I chorobami. Jego podstawowym elementem s3 komorki s$rodbtonka (ECS) naczyn
wlosowatych, ktore sg unikalne w barierze krew-mozg — na tle ECs w innych tkankach -
poniewaz charakteryzuja si¢ $cistymi potaczeniami migdzykomorkowymi (TJ) i nie zawieraja
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matych poréw, ktore umozliwiajg transport mig¢dzykomérkowy na drodze pinocytozy
[Obermeier i wsp. 2013]. Ponadto komorki srodblonka charakteryzuja si¢ niskim poziomem
pecherzykéw transcytotycznych, co znaczaco ogranicza zaréwno parakomoérkowy, jak
| transkomorkowy ruch czasteczek przez warstwe ECS. Ponadto komorki $rodbtonka
wykazuja niskg ekspresj¢ czasteczek adhezyjnych leukocytéw (LAM), co pomaga ograniczy¢
przeptyw komorek odpornosciowych z krwi do moézgu. Dzigki szczelnym polaczeniom
miedzykomérkowym  komoérki  §rédbtonka OUN  charakteryzuja si¢  unikalnymi
wlasciwosciami, specyficznymi tylko dla bariery krew-mozg, ktore sprawiajg, ze bariera
krew—mozg nie ma nieszczelnosci charakterystycznej dla $rodblonka obwodowego
[Obermeier i wsp. 2013]. Infekcje wirusowe zwykle prowadza do zmniejszenia ekspresji
I organizacji biatek potaczen Scistych, bezposrednio wplywajac na integralno$¢ monowarstwy
srodbtonka, co moze skutkowaé §miercig komorki. Jednakze replikacja wirusa w komorkach
srédblonka mikronaczyniowego mozgu prowadzi do zwigkszonej produkcji leukocytow
i cytokin, takich jak IL-6 i TNF-a, a takze reaktywnych form tlenu i azotu (RFT/RFA), co
bezposrednio wptywa na strukture bariery krew-mozg i moze skutkowaé zwigkszong jej
przepuszczalno$cig [Papa i wsp. 2017, Soe i wsp. 2017, da Concei¢do i wsp. 2013].
W niektorych przypadkach wirusy obecne w ukladzie krazenia moga rowniez infekowac
komorki $rodbtonka mikronaczyniowego mozgu (BMVEC), gtowny sktadnik bariery krew-
moézg (Ryc. 3E). Do wirusow tych zalicza si¢: wirus Zachodniego Nilu (WNV), wirus
Epsteina-Barra (EBV), wirus cytomegalii (CMV) oraz mysi adenowirus 1 (MAV-1)
[Casiraghi i wsp. 2011, Verma i wsp. 2010, Gralinski i wsp. 2009, Fish i wsp. 1998]. Cigzkie
zakazenia OUN moga by¢ réwniez wywotane przez paramyksowirusy, takie jak wirus odry
(MeV) i wirus $winki (MuV) [Ruan i wsp. 2022, Mathieu i wsp. 2021]. Pierwotne zakazenia
MeV 1 MuV rozpoczynaja si¢ w gornych drogach oddechowych, a nastgpnie infekcja tkanki
limfatycznej powoduje wiremi¢ 1 rozprzestrzenianie si¢ wirusa na inne tkanki. MuV ma silne
dziatanie neurotropowe 1 moze powodowac ostrg encefalopati¢ u dzieci. W zwiazku z tym
w plynie mozgowo-rdzeniowym dzieci, u ktorych zdiagnozowano ostrg encefalopatig
zwigzang z MuV, stwierdza si¢ podwyzszone poziomy kilku cytokin, tj. IFN-y, IL-2, IL-6
i IL-10 [Watanabe wsp. 2013]. W przeciwienstwie do MuV, infekcja MeV rozprzestrzenia si¢
do OUN w ok. 0,1% przypadkoéw, powodujac kilka rodzajow wyniszczajacych chordb
neurologicznych, w tym $miertelne podostre stwardniajace zapalenie moézgu, ktdre objawia
si¢ od tygodni do lat po infekcji [Mathieu i wsp. 2021, Buchanan i Bonthius 2012]. Wyzej
wymienione wybrane przyklady neuropatogenezy wywotanej przez rézne rodziny wiruséw
pokazuja, ze cho¢ przyczyng moze by¢ sama replikacja wirusa, to aktywowany uktad
odpornosciowy, probujac wyeliminowa¢ infekcje, moze rowniez przyczyni¢ si¢ do
uszkodzenia neurondéw. Rekrutacja obwodowych komorek odpornosciowych do OUN
odgrywa zasadniczg role w ostatecznym wyniku neuroinfekcji wywotanej przez flawiwirusy,
poniewaz limfocyty T odgrywaja wazng rolg w niszczeniu komorek zakazonych wirusem,
wytwarzaniu cytokin, zwigkszaniu aktywnosci fagocytarnej makrofagow i stymulacja lokalnej
produkcji przeciwciatl przez limfocyty B [de Vries i Harding 2023]. De Vries i in. wykazali,
ze podczas infekcji flawiwirusem podzbiory komoérek T wykazuja roézne wzorce migracji
w OUN. Wigkszo$¢ limfocytow CD4 zatrzymuje si¢ w przestrzeniach okolonaczyniowych,
natomiast wigkszos¢ cytotoksycznych limfocytow CD8 migruje do miazszu, gdzie pehnia
swoje funkcje w sasiedztwie zakazonych neuronéw. Ponadto cytokiny i chemokiny rekrutuja
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leukocyty, ktore moga indukowac rozpad bariery krew-mozg. Flawiwirusy stymulujg rowniez
leukocyty do wydzielania proteaz wplywajacych na integralno$¢ bariery krew-mozg.
Dodatkowo stwierdzono, ze JEV i DENV indukuja wydzielanie proteazy (chimazy) przez
komorki tuczne, ktora degraduje biatka bariery krew-moézg i jednocze$nie niszczy ich
strukture [Hsieh i wsp. 2019, Syenina i wsp. 2020].

2. Zmiany metaboliczne w OUN jako odpowiedz na infekcje wirusowa

W warunkach fizjologicznych moézg, podobnie jak inne narzady i tkanki organizmu,
charakteryzuje si¢ homeostaza redoks wynikajacag z rownowagi pomiedzy wytwarzaniem
reaktywnych form tlenu (RFT) a dzialaniem mechanizméw antyoksydacyjnych. Z drugiej
strony uwaza si¢, ze komorki mozgu sg szczegdlnie podatne na przesunigcie tej rOwnowagi
w kierunku warunkow prooksydacyjnych ze wzgledu na zuzycie przez nie stosunkowo
duzych ilosci tlenu do produkcji energii oraz stabsze mechanizmy obrony antyoksydacyjne;j
W poréwnaniu z komérkami innych narzaddéw, co sprzyja rozwojowi stresu oksydacyjnego.
Zatem nawet w warunkach fizjologicznych mézg ma wysoki potencjat prooksydacyjny,
a jednoczesnie duze wymagania metaboliczne, co czyni go szczegélnie podatnym na stres
oksydacyjny [Chiurchiu i wsp. 2016]. Ponadto btona komorkowa neuronéw zawiera duze
stezenia wielonienasyconych kwaséw tluszczowych (PUFAS), ktore sg szczegolnie podatne
na oksydacyjne modyfikacje przez RFT [Salim 2017], co w konsekwencji moze zakldcaé
prawidtowe funkcjonowanie tych komoérek w metabolicznie zmienionych warunkach, w tym
wynikajacych z infekcji [Tirabassi i wsp. 1998]. Infekcje wirusowe zwykle rozpoczynajg si¢
na obwodzie, gtdwnie w nabtonku lub §rédbtonku komoérek. W konsekwencji dochodzi do
odpowiedzi immunologicznej i sygnalizacji parakrynnej, ktore sg inicjowane w komoérkach
zakazonych 1 przenoszone do komorek niezainfekowanych przez wydzielane cytokiny
[Mustafa 1 wsp. 2019]. Natomiast wirus moze zosta¢ usunigty poprzez dziatanie swoistych
przeciwcial przeciwko wirusowi oraz limfocytéw T w ramach adaptacyjnej odpowiedzi
immunologicznej [de Vries i Harding 2023]. Infekcja wirusowa moze rozprzestrzenic¢ si¢ na
inne tkanki, prowadzac do silnej ogdélnoustrojowej odpowiedzi immunologicznej, m.in. po
przeniknigciu bariery krew—moézg moze wywota¢ wyniszczajace skutki w osrodkowym
uktadzie nerwowym (OUN) [Tirabassi i wsp. 1998]. Dlatego infekcje wirusowe uktadu
nerwowego indukuja ztozong odpowiedz wielokomorkowa obejmujaca komunikacje miedzy
wieloma typami komorek, ktora stuzy do minimalizacji rozprzestrzeniania si¢ wirusa,
usuwania wirusa 1 resztek komorkowych, ochrony komorek gospodarza 1 zachowania funkcji
neuronéw. Za neuropatogenez¢ infekcji wirusami docierajacymi do moézgu, w tym
flawiwirusami, odpowiedzialna jest replikacja wirusa w neuronach i pozniejsza lokalna
odpowiedz zapalna [Mustafd 1 wsp. 2019]. Konsekwencja zakazenia OUN jest zatem stan
zapalny 1 towarzyszacy mu stres oksydacyjny, wywotany glownie dysfunkcja mitochondriow
zwigzang ze zwigkszong aktywno$cig kompleksu mitochondrialnego 1 oraz zwigkszona
produkcja aniono-rodnikow ponadtlenkowych na skutek przerwania tancucha transportu
elektronow i ich wycieku z matriksu mitochondriow, ktory moze katalizowa¢ autoutlenianie
hemoglobiny i wolnorodnikowe reakcje enzymatyczne, co w kontekscie duzych stezen jonow
zelaza jako skladnika hemu prowadzi do powstawania nadtlenku wodoru i wysoce
reaktywnych rodnikéw hydroksylowych. Dodatkowo moze to zwigksza¢ poziom uszkodzenia
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tkanki nerwowej poprzez indukowanie uszkodzen oksydacyjnych neuronow [Sadrzadeh
I Saffari 2004, Machacek i wsp. 2016]. Ponadto, w astrocytach i mikrogleju, towarzyszy temu
wzrost wydzielania tlenku azotu (NO) i cytokin prozapalnych, takich jak IL-6 i TNF-a
[Chatel-Chaix i wsp. 2016]. Dodatkowo infekcja (w warunkach stresu oksydacyjnego)
powoduje aktywacje enzymow pro-oksydacyjnych, wtym oksydazy NADPH i oksydazy
ksantynowej, ktore wytwarzaja duze ilosci anionorodnikoéw ponadtlenkowych oraz syntazy
tlenku azotu (NOS) odpowiedzialnej za wytwarzanie tlenku azotu (1) [Konior i wsp. 2014].
W warunkach fizjologicznych enzymy przeciwutleniajace redukuja generacje i nasilaja
metabolizm RFT, jednakze nadmierna produkcja RFT wynikajaca z infekcji moze
uniemozliwi¢ ich skuteczng eliminacj¢ [Blazquez 1 wsp. 2021]. Infekcje wirusowe
przyczyniaja si¢ zwykle do zmniejszenia efektywno$ci enzymoéw antyoksydacyjnych poprzez
zmniejszenie dostgpnosci m.in. jonéw miedzi i cynku, aw konsekwencji zmniejszenie
aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej (Cu, Zn-SOD) [Almeida i wsp. 2020]. W warunkach
fizjologicznych dysmutaza ponadtlenkowa odpowiada za dysmutacje anionorodnika
ponadtlenkowego, w wyniku czego powstaje nadtlenek wodoru, ktory jest usuwany przez
peroksydaze glutationowa, =zapobiegajac w ten sposdb powstawaniu rodnikow
hydroksylowych. Jednakze w stanach prozapalnych powstatych na skutek infekcji w osoczu
pacjentdow obserwuje si¢ wyzszg aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej w poroéwnaniu
Z peroksydaza glutationowa, co prowadzi do zwigkszenia poziomu rodnikéw hydroksylowych
1 wzmozenia procesOw oksydacyjnych, a w konsekwencji modyfikacji sktadnikow
komorkowych, co skutkuje zaburzeniem szlakéw metabolicznych i sygnalizacji w komadrkach
moézgowych [Dobrzynska i wsp. 2022].

Infekcje wirusowe OUN mogga powodowac ciezki przebieg choroby z towarzyszacymi
krotko- i dtugoterminowymi nastepstwami oraz $miertelnoscig. W konsekwencji wirusowe
zakazenie OUN moze prowadzi¢ do zapalenia opon moézgowo-rdzeniowych, mozgu oraz
rdzenia kregowego [Kohil i wsp. 2021], przy czym wirusy neurotropowe potrafig przekraczac
barier¢ krew-modzg, atakowaé osrodkowy uktad nerwowy i powodowac choroby poprzez
cytopatologi¢ indukowang wirusem lub neurotoksyczng przeciwwirusowa odpowiedz
immunologiczng organizmu pacjenta [de Carvalho i wsp. 2019]. Podczas infekcji wirusowych
w organizmie zywiciela obserwuje si¢ zmiany metaboliczne, ktore umozliwiaja zaréwno
replikacje wirusa, jak i te, ktorych zadaniem jest ochrona organizmu przed nastgpstwami
infekcji [Pant i wsp. 2021]. Zdecydowana wigkszo$¢ tych dziatan zachodzi na poziomie
mitochondriow, gdyz do wprowadzenia wirusa do cytoplazmy komorek gospodarza poprzez
receptor potrzebna jest energia w postaci ATP. Natomiast wirusy, jako bezwzgledne pasozyty
wewnatrzkomorkowe, s3 catkowicie zalezne od mechanizmu metabolicznego komorki
gospodarza w zakresie dostarczania energii i zwigzkéw niezbednych do ich replikacji. Uwaza
si¢, ze regulacja w gore roznych elementéw glikolizy, w tym szybkosci glikolizy, poprzez
ulatwienie syntezy nukleotydow, moze sprzyjaé replikacji wirusa [Abrantes i wsp. 2012],
czynigc cykl kwasow trikarboksylowych (TCA) kluczowym elementem biosyntezy zwigzkoéw
niezbgdnych do zajscia replikacji wirusa w komorki gospodarza na poziomie macierzy
mitochondrialnej, co z kolei dostarcza prekursora, takiego jak cytrynian, do syntezy kwasow
thuszczowych. Ponadto wirusy moga przeprogramowac¢ cykl TCA poprzez zwigkszenie
biosyntezy kwasow tluszczowych, wtym dlugotancuchowych kwasow tluszczowych
niezb¢dnych do tworzenia bton wirusowych [Koyuncu i wsp. 2017]. Wiadomo rowniez, ze
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wirusy moga wykorzystywa¢ metabolity cyklu TCA do potranslacyjnych modyfikacji biatek
wirusowych, w tym acetylo-CoA moze stuzy¢ jako substrat do acetylacji lizyny antygenu
jadrowego (LANA) kodowanego przez wirusa opryszczki [Sanchez-Garcia 1 wsp. 2021].
Wykazano rowniez, ze szlak glikolityczny jest indukowany w zakazeniu DENV w celu
promowania skutecznej replikacji wirusa [Fontaine i wsp. 2015], co skutkuje wzrostem
zuzycia glukozy i ekspresji transportera glukozy 1 iheksokinazy 2, a zahamowanie tego
szlaku metabolicznego zmniejsza replikacje DENV. Wzrost spozycia glukozy moze wynikad
rowniez z jej wykorzystania przez komoérki zakazone DENV w celu zwigkszenia ich
zdolnosci do utleniania endogennych lub egzogennych kwasow tluszczowych [Fernandes-
Siqueira i wsp. 2018]. Replikacja wirusa wymaga odpowiedniego poziomu ATP
zapewnianego przez B-oksydacj¢ [Heaton i Randall 2010].

Gtownym zrédtem wegla wykorzystywanym do zaspokajania potrzeb energetycznych
komorek ssakow jest glutamina, ktora wspomaga cykl TCA. Podczas infekcji wirusowej
zaobserwowano réwniez rozleglte przeprogramowanie metabolizmu wegla. Stwierdzono, ze
komorki zakazone HCMV wykorzystuja glutaming do napedzania cyklu TCA, umozliwiajac
wykorzystanie wegla pochodzacego z metabolizmu glukozy do syntezy kwaséw
thuszczowych [Chambers i wsp. 2010]. Ponadto glutamina jest zuzywana w wielu szlakach
metabolicznych, ktére dostarczaja azot do biosyntezy nukleotydow. Stwierdzono, ze
hamowanie replikacji DENV w warunkach niedoboru glutaminy moze by¢ zwigzane
Z potrzeba wykorzystania zwigkszonej wewnatrzkomoérkowej puli nukleotydow podczas
replikacji wirusa, a zatem poziomy zwigzkéw zaangazowanych w metabolizm puryn
i pirymidyn sg znacznie podwyzszone w komorkach zakazonych DENV. Dlatego
zasugerowano, ze DENV, aby zaspokoi¢ swoje potrzeby replikacyjne, moze wymagac
glutaminy jako zrodta wegla i azotu [Fontaine i wsp. 2015]. W konsekwencji flawiwirusy
modyfikujg metabolizm komorkowy gospodarza, zwigkszajac pule nukleotydow i kofaktorow
enzymatycznych, takich jak ATP, dla aktywnosci helikazy RNA [Jordan i Randall 2016].
Sprzyja to zmianie w strukturze blony retikulum endoplazmatycznego gospodarza w celu
ustalenia chronionych miejsc replikacji. Uwaza si¢, ze te przedziaty replikacyjne promuja
odpowiednie rusztowanie replikazy i st¢zenie substratow replikacji oraz odgrywaja role
ochronng dla wirusowego RNA przed cytozolowymi czujnikami wrodzonej odpornosci
I mechanizmami jej degradacji [Jordan i Randall 2016]. Wirusy moga rowniez zakldcaé
utlenianie kwasow tluszczowych, ktore jest procesem katabolicznym, w ktorym fosfolipidowe
kwasy tluszczowe sg metabolizowane w celu wytworzenia energii. Stwierdzono, ze utlenianie
kwasow thuszczowych ma kluczowe znaczenie dla proliferacji wirusa odry [Takahashi i wsp.
2007], podczas gdy zakazenie DENV indukuje rowniez degradacj¢ lipidow i nasila (-
oksydacje, a terapia etomoksirem (inhibitorem [B-oksydacji) zmniejsza replikacje DENV
[Heaton i Randall 2010]. Ponadto badania nad wirusem dengi wykazaty, ze DENV NS4B
indukuje wydtuzenie mitochondridw poprzez inaktywacje¢ biatka 1 zwigzanego z dynamina,
co ostatecznie ostabia przeciwwirusowa odpowiedz immunologiczng gospodarza [Chatel-
Chaix i wsp. 2016]. Biorgc pod uwage, ze wirus Zika wykazuje podobne dziatanie,
zasugerowano, ze promowanie wydluzania mitochondridw moze by¢ powszechng strategia
specyficzng dla flawiwirusow [Sorouri i wsp. 2022]. Jednak w ostatnich latach coraz czeSciej
podkresla si¢, ze metabolizm mitochondriow jest roéwniez kluczowym elementem
W zapobieganiu infekcjom wirusowym, co wskazuje, Zze mitochondrialna sygnalizacja
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przeciwwirusowa, ktora poprzez cykl TCA, transport elektronow kompleksu tancucha
oddechowego 1 utlenianie kwasoéw tluszczowych jest istotnym elementem odpowiedzi
immunologicznej gospodarza [Sorouri i wsp. 2022]. Metabolity cyklu TCA moga stuzy¢ jako
substraty wzmacniajgce ludzkie mechanizmy obronne, w tym acetylo-CoA jest kofaktorem
wymaganym do ekspresji IFN-y w efektorowych komorkach T [Qiu i wsp. 2019], fumaran
hamuje piroptoz¢ w makrofagach reagujac z GSDMD poprzez reakcje addycji Michaela
[Humphries i wsp. 2020], podczas gdy konwersja genu odpowiedzi immunologicznej cis-
akonitran 1 (IRG1) do itakonianu indukuje ekspresje gendéw przeciwzapalnych, aby
przeciwdziata¢ odpowiedziom prozapalnym [Mills iwsp. 2018]. Jednoczesnie zardéwno
itakonian, jak i fumaran moga silnie hamowac replikacje wirusa poprzez mechanizmy, ktore
nie zostaty dotychczas jednoznacznie zidentyfikowane. Wiadomo, ze itakonian hamuje
dehydrogenaze bursztynianowa, regulujac w ten sposéb poziom bursztynianu, oddychanie
mitochondrialne i produkcj¢ cytokin prozapalnych (IL-1p, IL-6, IL-12) [Cordes i wsp. 2016,
Lampropoulou i wsp. 2016, Cordes i wsp. 2021], a takze indukuje stres elektrofilowy
I hamuje stan zapalny, w ktorym posredniczy IkB( [Bambouskova i wsp. 2018], zwigkszajac
ekspresje gendw, ktore wzmacniajg szlaki sygnatowe TLR/IL-1R prowadzace do produkcji
cytokin [Yamamoto i wsp. 2004, Ohto-Ozaki i wsp. 2020]. ltakonian modyfikujac strukturg
| funkcj¢ bialek na resztach cysteiny, dziata jako immunomodulator [Hooftman i O’Neill
2019]. Ponadto wykazano, ze pochodna itakonianu 4-oktylitakonian (4-Ol) zmniejsza
odpowiedz zapalng gospodarza zwigzang z infekcja, hamujac jednocze$nie miedzy innymi
replikacje wirusa Zika [Olagnier i wsp. 2020]. Zatem itakonian i jego pochodne zmniejszaja
stan zapalny i zwigzane z nim patologie oraz hamuja replikacj¢ wirusa. Korzystajac
z mysiego modelu zakazenia wirusem Zika, stwierdzono, ze wirus ten aktywuje szlak
sygnalizacyjny obejmujacy kinazg¢ biatkowa oddzialujaca z receptorem-3 (RIPK3), co
prowadzi do zwigkszenia ekspresji Acod-1, ktory hamuje replikacj¢ wirusa w neuronach
[Daniels i wsp. 2019]. Ponadto, alkilujac reszty cysteinowe bialka Keapl, inhibitora
cytozolowego czynnika transkrypcyjnego Nrf2, itakonian zapobiega jego degradacji
il umozliwia jego translokacj¢ do jadra oraz skuteczno$¢ transkrypcyjng wobec biatek
przeciwutleniajacych i przeciwzapalnych [Hayes i Dinkova-Kostova 2014, Mills i wsp. 2018].
Nrf2 jest rowniez aktywowany przez fumaran bedacy produktem utleniania bursztynianu
i jego pochodne, takie jak fumaran monometylu (MMF) i fumaran dimetylu (DMF), ktore sg
zar6wno silnymi immunomodulatorami, jak i przeciwutleniaczami [Cross i wsp. 2011].
Jednakze ostatnio wykazano, ze ekspresja genu Nrf2, ktory reguluje transkrypcje uktadow
antyoksydacyjnych glutationu 1 tioredoksyny, detoksykacje, regeneracjc NADPH
i metabolizm hemu [Tonelli i wsp. 2018], jest zmniejszona w biopsjach uzyskanych od
pacjentow z COVID-19 [Olagnier i wsp. 2020], iwiadomo, ze oprocz dzialania
przeciwutleniajacego i przeciwzapalnego, Nrf2 moze roéwniez regulowaé wykrywanie
wirusowego DNA w cytoplazmie i w ten sposodb uwalniaé przeciwwirusowy IFN typu I
[Olagnier i wsp. 2018]. Fumaran, produkt utleniania bursztynianu przez dehydrogenaze
bursztynianowa, oraz jego pochodne, MMF i DMF, sa silnymi immunomodulatorami
I przeciwutleniaczami aktywujgcymi Nrf2 [Cecchini 2003, Wilms i wsp. 2010]. DMF hamuje
dojrzewanie komorek dendrytycznych (DC) [Peng i wsp. 2012] i napedza produkcje 1L-10,
IL-12 i IL-23 przez DC, redukujac w ten sposob patogenne komorki T [Schldder i wsp. 2017],
DMF hamuje takze przejscia komoérek Thl do Th2, sygnalizacje cytokin prozapalnych
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I translokacj¢ jadrowa prozapalnego czynnika transkrypcyjnego NF-kB oraz ekspresje
czasteczek adhezyjnych w limfocytach i komorkach srodbtonka [Rubant i wsp. 2008, Gillard
I wsp. 2015, McGuire i wsp. 2016, Wu i wsp. 2017, Dan Dunn i wsp. 2015]. Produktami
ubocznymi mitochondrialnego fancucha transportu elektronow sg RFTOS [Dan Dunn i wsp.
2015], ktére w nadmiarze mogg generowaé szkodliwe skutki, takie jak oksydacyjne
modyfikacje lipidow, biatek 1 kwasow nukleinowych. Coraz cz¢sciej RFT identyfikuje si¢
jako aktywne elementy sygnalizacji miedzykomorkowej [Sies i Jones 2020], w tym te
zaangazowane w obron¢ immunologiczng przed wirusami i innymi patogenami [Nathan
I wsp. 2013]. Komodrkowe zrodta RFT obejmuja oksydaze¢ NADPH i mitochondrialny tancuch
oddechowy [Escoll i wsp. 2019]. Ponadto powstajace RFT poprzez aktywacj¢ inflamasomow,
w tym NLRP3, biorg udzial migdzy innymi w odpornosci wrodzonej [Zhou i wsp. 2011].
Sugerowano nawet, ze zmniejszenie poziomu RFT w mitochondriach moze zwigkszy¢
replikacje wirusa [Kim i wsp. 2015]. Waznym elementem aktywno$ci metabolicznej
mitochondriow jest to, ze te organelle komorkowe nie dziataja w izolacji, ale w interakcji
Z innymi organellami, takimi jak retikulum endoplazmatyczne (ER), co jest szczegdlnie
wazne dla biosyntezy lipidéw. Ponadto stwierdzono, ze subdomeny potaczen mitochondriéw-
ER odgrywaja wazng role w indukcji sygnalizacji przeciwwirusowej z udzialem
mitochondrialnego biatka MAVS, umozliwiajac migdzy innymi wykrywanie wirusowego
RNA [Hou i wsp. 2011]. Wiadomo, ze zwigkszony metabolizm energii i lipidow niezbedny
do replikacji wielu wiruso6w jest odwracany przez IFN, dzialajac w celu kontrolowania
infekcji wirusowych. Jeden z gendéw stymulowanych interferonem, indukowany przez IFN
typu I, wplywa na metabolizm komoérkowy i1 koduje enzym cholesterol-25-hydroksylaze
(CH25H), ktory przeksztatca cholesterol w rozpuszczalny oksysterol-25-hydroksycholesterol
(25HC), co z kolei stuzy zmniejszeniu akumulacji cholesterolu w komoérkach. Ogolnym
efektem jest zwigkszona odpornos¢ na kilka wirusow, takich jak ZIKV i inne flawiwirusy [Li
I wsp. 2017]. W przebiegu neuroinfekcji flawiwirusami mikroglej moze fizycznie otaczaé
I fagocytozowaé umierajgce neurony. Reaktywny mikroglej moze eliminowa¢ dysfunkcyjne
synapsy, co najprawdopodobniej peini funkcje neuroprotekcyjng.

Znajomo$¢ mechanizmow neuroprotekcji mikrogleju w wirusowym zapaleniu opon
mozgowo-rdzeniowych i zapaleniu mézgu moze poméc w projektowaniu racjonalnych,
celowanych mozliwo$ci terapeutycznych. Inny mechanizm zwigzany z neuroinfekcjami
obejmuje zmiany w morfologii, ekspresji genow, zdolno$ci proliferacyjne; 1 funkcji
astrocytow (astroglioza reaktywna) [Maximova i Pletnev 2018].

Wszystkie powyzsze fakty wskazujg, ze interakcje wirus—gospodarz na poziomie
komoérkowym nie sg proste 1 jednoznaczne. Konsekwencjg tego jest ciggle poszukiwanie
odpowiedzi na pytanie, czy istnieje jednoznaczny sposob zapobiegania skutkom interakcji
wirus-gospodarz.

3. Flawiwirusy a osrodkowy uklad nerwowy

Flawiwirusy, ktore sag wirusami RNA, to jedyna grupa z rodziny Flaviviridae, ktora
jest szeroko rozpowszechniona na catym $wiecie. Do najpowszechniejszych flawiwirusow
przenoszonych przez stawonogi nalezg wirus KZM, WNV, DENV, ZIKV i JEV. Maja duze
powinowactwo do OUN, przez co mogg powodowaé szereg potencjalnie $miertelnych,
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powaznych chorob, w tym zapalenie mézgu, ostre porazenie wiotkie czy wady wrodzone
ptodu. W ostatnich latach obserwuje si¢ gwaltowny wzrost liczby zakazen wywotywanych
przez flawiwirusy, w szczegolnosci wirus dengi, wirus Zachodniego Nilu i wirus Zika,
a epidemie wystepujg m.in. w obu Amerykach [WHO:https://www.who.int/news-room/fact-
sheets/detail/west-nile-virus, CDC: https://www.cdc.gov/vhf/virusfamilies/flaviviridae.html].

Flawiwirusy to wirusy otoczkowe, ktére maja pojedynczy genom RNA o dodatniej
nici, zawierajacy czapeczke 5’ oraz regiony nieulegajgce translacji 5’ 1 3’ (UTR), a takze
pojedyncza otwarta ramke odczytu (ORF). ORF koduje duza poliproteing, ktora jest
rozszczepiana ko- i potranslacyjnie na trzy biatka strukturalne: C (biatko kapsydu), prM
(biatko przedbtonowe) i E (biatko otoczki) i oraz siedem bialek niestrukturalnych (NSI,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B i NS5). Biatka strukturalne tworza czasteczke wirusa
I odgrywaja istotng rolg w wejéciu wirusa do komorki gospodarza, jak rowniez w sktadaniu
i uwalnianiu nowych wirionow. Ponadto biatko kapsydu wigze genomowy RNA, tworzac
rdzen nukleokapsydu, a glikoproteiny E i prM sa wirusowymi biatkami powierzchniowymi
przytaczonymi do otoczki lipidowej pochodzacej od gospodarza. Natomiast biatka
niestrukturalne tworza wirusowy kompleks replikacyjny wewnatrz komorki gospodarza
[Maximova i Pletnev 2018, Heinz i Stiasny 2017].

Do zakazenia flawiwirusami dochodzi gtéwnie poprzez poktucie przez komara lub
kleszcza, co prowadzi do zainfekowania makrofagow i komoérek dendrytycznych (DC)
w skorze wiasciwej [Mazeaud i wsp. 2018]. Po miejscowej proliferacji zakazone komorki
dendrytyczne moga transportowa¢ wirusa do weztdéw chlonnych, dzigki czemu moze on
rozprzestrzenia¢ si¢ po calym organizmie docierajac do réznych narzadéw, w tym mozgu
[Mazeaud i wsp. 2018]. Gdy wirus dostanie si¢ do OUN pierwszg linig obrony gospodarza
jest wrodzona odpowiedz immunologiczna. Jest ona inicjowana przez wzorce molekularne
zwigzane z patogenami (PAMP) przez receptory rozpoznawania wzorcow (PRR). PRR w tym
receptory podobne do RIG-I (RLR), do ktorych nalezg gen indukowany kwasem retinowym |
(RIG-I) i gen zwiazany z réznicowaniem czerniaka 5 (MDAS) lub receptory Toll-podobne
(TLR), rozpoznajag RNA oraz biatka wirusa 1 aktywuja czynniki transkrypcyjne: regulatorowy
czynnik transkrypcyjny interferonu 3 i 7 (IRF3, IRF7) oraz NF-kB, co prowadzi do produkcji
interferonow typu I (IFN-o/B) i cytokin prozapalnych (IL-6 i IL-8), powodujac reakcje
zapalng i stresowg [da Concei¢do i wsp. 2013, Cerny i wsp. 2014]. Uwolnione czasteczki
IFN-I wiaza si¢ z receptorami IFN-I i aktywuja kaskad¢ sygnalizacyjng JAK/STAT, ktora
nap¢dza  ekspresj¢  szerokiego  zakresu genow  stymulowanych interferonem,
odpowiedzialnych za indukcje ekspresji gendow przeciwwirusowych 1 zwiekszone
wytwarzanie stanu zapalnego (IL-6) i cytokiny immunoregulacyjne (IL-4, IL-10) [Nasirudeen
i wsp. 2011]. To powoduje, ze flawiwirusy probuja hamowac sygnalizacj¢ JAK/STAT, aby
zaktoci¢ odpowiedz komorkowa na interferon i cytokiny [Ivashkiv i wsp. 2013]. Sktadniki
wirusa i metabolity komorkowe wytwarzane w wyniku replikacji wirusa moga réwniez
stymulowa¢ elementy kompleksu inflamasomu, prowadzac do wydzielania prozapalnej
interleukiny IL-1p i ostatecznie do $mierci komorki [Roby i wsp. 2020]. Powstawaniu stanow
prozapalnych sprzyja takze aktywacja szlaku sygnatowego NF-xB, ktéry indukuje geny
prozapalne, w tym kodujace czynnik martwicy nowotworu (TNF-a), czyli IL-1 i IL-6 [Negash
I wsp. 2013]. Sygnalizacja przez NF-kB zalezy od interakcji z nieenzymatycznym
przeciwutleniaczem komorkowym, GSH, ktéry modyfikujac strukture NF-xB poprzez
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glutationylacj¢, hamuje jego dziatanie prozapalne [Ingram 2018]. Stwierdzono jednak, ze
infekcje niektorymi flawiwirusami obnizaja poziom GSH [Almeida iwsp. 2020, Mullen
I wsp. 2020], co moze nasila¢ rozwoj stanu zapalnego i replikacj¢ wirusa.

Ze wzgledu na fakt, ze stanom zapalnym towarzyszy zwykle stres oksydacyjny,
w komorkach zakazonych flawiwirusem obserwuje si¢ zwickszone wytwarzanie RFT, w tym
anionu ponadtlenkowego, rodnika hydroksylowego i nadtlenku wodoru [Luczaj i wsp. 2016].
Jednoczes$nie obserwuje si¢ zmniejszenie zdolnoSci antyoksydacyjnej na poziomie
antyoksydantow enzymatycznych, czyli aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD),
katalazy i peroksydazy glutationowej (GPX), ktorych biosynteza jest zalezna od aktywnosci
transkrypcyjnej receptora Nrf2—Keapl $ciezka [Negash i wsp. 2013]. Nrf2 jest
sekwestrowany w cytozolu poprzez interakcje z Keapl, ulatwiajac ubikwitynacje Nrf2 i jego
degradacj¢ proteasomalng, ograniczajac w ten sposob ekspresje genéw regulowanych przez
Nrf2. Jednakze w warunkach stresu oksydacyjnego konformacja Keapl ulega modyfikacji,
gtownie poprzez interakcje z 4-hydroksynonenalem (4-HNE), produktem peroksydacji kwasu
arachidonowego, w wyniku czego nast¢puje uwolnienie Nrf2 z kompleksu z Keapl do
cytozolu i jego przeniesienie do jadra komoérkowego, gdzie Nrf2 tworzy heterodimer
Z malymi biatkami Maf (sMaf) i wigze si¢ z elementem odpowiedzi antyoksydacyjnej (ARE).
To inicjuje zalezng od ARE transkrypcje bialek cytoprotekcyjnych [Kumar i wsp. 2009],
W tym enzymow przeciwutleniajacych, w celu ostabienia komoérkowego stresu oksydacyjnego
i zwalczania infekcji wirusowych. Jednakze niektore flawiwirusy (DENV, ZIKV) hamuja
aktywno$¢ transkrypcyjna Nrf2, prowadzac do zahamowania transkrypcji genow
antyoksydacyjnych, co w konsekwencji przyczynia si¢ do przesunigcia rownowagi redoks
w kierunku warunkow oksydacyjnych i rozwoju infekcji [Blazquez i wsp. 2021, Gegotek
i Skrzydlewska, 2015]. Niezaleznie od skutecznosci biatek przeciwutleniajacych, komorki
gospodarza wyposazone sg w drobnoczgsteczkowe przeciwutleniacze, takie jak witamina C,
witamina E 1 glutation (GSH), ktorych poziom rowniez ulega znacznemu obnizeniu w wyniku
zakazenia flawiwirusem [Almeida i wsp. 2020]. W konsekwencji zwigkszona produkcja RFT
I zmniejszona obrona antyoksydacyjna prowadza do nasilenia infekcji wirusowej.

3.1. Wirus Zachodniego Nilu

Wirus Zachodniego Nilu (WNV) jest przenoszonym przez komary flawiwirusem,
ktérego naturalnymi zywicielami sg ptaki, podczas gdy ludzie i konie sa jego przypadkowymi
zywicielami ~ [WHO:  https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/west-nile-virus].
WNV wystepuje endemicznie na réznych obszarach Afryki, Azji i Bliskiego Wschodu.
Ponadto, zostal on niedawno zidentyfikowany przez Centrum Kontroli i Zapobiegania
Chorobom (CDC) jako glowna przyczyna chordb przenoszonych przez komary
w kontynentalnych stanach USA (CDC-https://www.cdc.gov/westnile/statsmaps/index. html).
Do 10 stycznia 2023 r. do CDC zgtoszono tacznie 1035 przypadkow choroby spowodowanej
zakazeniem wirusem Zachodniego Nilu u ludzi, z czego 737 przypadkow (71%)
sklasyfikowano jako chorobg neuroinwazyjng (w tym zapalenie opon moézgowych lub
zapalenie mozgu), a 298 przypadkow (29%) wskazywalo na zakazenie typu nieinwazyjnego
[https://www.cdc.gov/westnile/ statsmaps/preliminary mapsdata2022/index.html]. Osoby,
ktore sa wyjatkowo podatne na zakazenie WNV, w tym osoby starsze, przewlekle chore i/lub
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pacjenci z obnizong odporno$cig, moga rozwing¢ ciezkie zapalenie mozgu i sg bardziej
narazone na $mier¢ w wyniku choroby [Chowdhury i Khan 2021]. Wprowadzony do
organizmu czlowieka przez poktucie przez komara, WNV dostaje si¢ do komoérek skory,
a nastepnic do krwi. Sugeruje si¢, ze wirus infekuje rezydujace w skorze DC, takie jak
komorki Langerhansa, ktore nastgpnie przemieszczaja si¢ do drenujagcego wezta chtonnego
[Byrne i wsp. 2001]. W tym przypadku infekcji i ryzyku rozprzestrzeniania si¢ wirusa
przeciwdziata szybki rozw6j wczesnej odpowiedzi immunologicznej, w tym produkcja IFN-3
I IFN-y oraz funkcje efektorowe wrodzonych komorek odpornosciowych (limfocyty T vo,
komorki NK, neutrofile i makrofagi) [Bai i wsp. 2010, Purtha i wsp. 2008, Bourne i wsp.
2007, Wang i wsp. 2003]. Zainfekowane ludzkie komoérki wykrywajg wirusa i indukuja
produkcje IFN-B poprzez rozpoznawanie wirusowego RNA przez RIG-1 i MDAS [Errett
i wsp. 2013]. Wigzanie wirusowego RNA promuje interakcje ze stymulatorem promotora
interferonu beta 1 (IPS-1), co skutkuje rekrutacja biatek sygnalizacyjnych (np. NEMO
i TRAF3), prowadzac do aktywacji czynnika regulacyjnego interferonu 3 (IRF-3) i NF-kB.
Czynniki te przemieszczaja si¢ do jadra i wigzg si¢ z regionem promotora genu IFN-p,
a produkcja IFN-B prowadzi do zmniejszenia infekcji wirusowej [Basagoudanavar i wsp.
2011]. IFN-B jest pierwsza linig obrony gospodarza przed infekcja wirusowa, wigc wirus
Zachodniego Nilu, za posrednictwem niestrukturalnego biatka NS1, hamuje ekspresje IFN-f.
NS1 poprzez bezposrednig interakcj¢ z RIG-1 i MDAS powoduje ich degradacje. To z kolei
prowadzi do zahamowania ekspresji IFN-B, zapobiegajac dalszej aktywacji szlaku
sygnatowego RLR [Zhang i wsp. 2017]. WNV, poprzez receptor Toll-podobny, indukuje
wydzielanie cytokin prozapalnych, w tym IL-6 i TNF-a, w tkankach obwodowych [Wang
i wsp. 2004]. Sugeruje to, ze wydzielany TNF-a moze roéwniez modulowaé przepuszczalnosé
bariery krew-moézg poprzez zmiang Scistych potaczen komorek $rodbtonka, umozliwiajac
WNV penetracj¢ bariery i infekowanie neurondéw [Wang i wsp. 2004]. Mechanizm, za
pomoca ktorego WNV przenika przez barier¢ krew-mozg i1 powoduje zapalenie modzgu,
pozostaje niewyjasniony. Aktywacja receptorOw rozpoznawania wzorcOw (PRR)
w $rodbtonku bariery krew-mozg przez WNV powoduje zalezny od cytokin wzrost jej
przepuszczalnosci, co powoduje przedostanie si¢ wirusa do OUN [Daniels i wsp. 2014].
WNV moze réowniez przenika¢ do OUN za pomoca innych mechanizméw, np. wstecznego
transportu aksonalnego, a nastgpnie rozprzestrzenia¢ si¢ na poziomie neuronéw [Hunsperger
i Roehrig 2006]. Innym mozliwym mechanizmem wnikania WNV do OUN jest mechanizm
"konia trojanskiego", w ktorym wirus jest transportowany przez zakazone komorki
odpornosciowe, takie jak limfocyty lub neutrofile [Bai i wsp. 2010, Wang i wsp. 2008].
Odpowiedz zapalna na zakazenie WNV obejmuje silng aktywacj¢ mikrogleju i astrocytow, co
prowadzi réwniez do uwalniania cytokin prozapalnych, takich jak TNF-a i IL-6, oraz
chemokin, takich jak ligandy chemokiny (motyw C-C) 2 i 5/CC-chemokiny 2 i 5 (CCL2,
CCL5) oraz chemokina motywu C-X-C 10 (CXCL10) [Clarke i wsp. 2014]. Te mediatory
prozapalne promujg rowniez rekrutacje obwodowych komoérek odpornosciowych do OUN po
infekcji wirusowej i reguluja ich funkcje, kontrolujac proliferacje i usuwanie wirusa [Klein
i wsp. 2005, Glass i wsp. 2005, Lim i wsp. 2011]. Wzrost odpowiedzi prozapalnej podczas
infekcji WNV moze réwniez zwigksza¢ wydzielanie IL-10, cytokiny przeciwzapalnej, przez
komorki dendrytyczne [Kovats i wsp. 2016]. Wykazano réowniez, ze zakazenie WNV
indukuje wzrost wytwarzania reaktywnych form tlenu w zakazonych komdrkach nerki
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chomika. Ten wzrost wytwarzania RFT powoduje wzrost poziomu GSH, prowadzac do
nowego poziomu homeostazy komérkowej (Ryc.4) [Basu i wsp. 2017].

komorki Sk(’)W 0socze
zapalenie  brak rdwnowagi zapalenie
redoks
Legenda i l i
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Rycina 4. Zmiany metaboliczne w komorkach i OUN podczas zakazenia wirusem
Zachodniego Nilu (WNV).

3.2. Wirus dengi

Wirus dengi (DENV) to flawiwirus przenoszony przez komary z rodzaju Aedes, ktory
powoduje jedna z najbardziej problematycznych infekcji wirusowych przenoszonych przez
stawonogi na $§wiecie. Objawia si¢ jako samoograniczajaca si¢ choroba goraczkowa, ktoéra
moze prowadzi¢ do $mierci. Zachorowalnos¢ na denge rosnie szybciej niz na jakakolwiek
inng chorobe zakazng, a w ostatnich dziesi¢cioleciach zaobserwowano jej dramatyczny
wzrost. Wedlug WHO, w ciggu ostatnich dwoch dekad liczba zgtoszonych przypadkow dengi
wzrosta ponad 8-krotnie, tj. z 505 430 do 5,2 miliona przypadkéw. Najwyzsze wskazniki
zachorowalnosci obserwuje sie¢ w Azji (75%), Ameryce Lacinskiej i Afryce [WHO:
https://www.who.int/health-topics/dengue-and-severe-dengue/dengue---timor-
leste#tab=tab_2]. Wigkszos¢ przypadkoéw dengi przebiega bezobjawowo lub charakteryzuje
si¢ tagodnymi objawami. Jednak moze ona roéwniez objawiaé si¢ jako cigezka choroba
grypopodobna charakteryzujaca si¢ wysoka goraczka, silnym bolem glowy, bélem migsni
| stawow, nudnos$ciami, wymiotami, powiekszonymi wezlami chtonnymi i wysypka. Co
wiecej, u niektorych os6b moze rozwing¢ si¢ cigzka posta¢ gorgczki denga, ktora moze
powodowa¢ krwawienie, uszkodzenie narzadoéw, a nawet prowadzi¢ do $mierci [WHO:
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/dengue-and-severe-  dengue,  Halstead
i Cohen 2015].

Po poktuciu przez komara przenoszacego DENV, komorki dendrytyczne (DC)
I komorki Langerhansa skory jako pierwsze ulegaja zakazeniu; za ich posrednictwem wirus
dociera nastepnie do weztow chlonnych [Cerny i wsp. 2014] zawierajacych komorki
docelowe, takie jak monocyty, makrofagi i limfocyty [Jessie i wsp. 2004]. Stwierdzono, ze
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geny komorek dendrytycznych, takie jak RIG-I i MDAS, indukuja wydzielanie IL-1f, IL-6
I TNF-a, a takze CCL2, CCL3 i CCL4, w odpowiedzi na produkty replikacji RNA DENV
[Sprokholt 1 wsp. 2017]. Zwigkszong produkcje IL-6 stwierdzono roéwniez u dzieci
hospitalizowanych z powodu zapalenia moézgu wywotanego wirusem dengi [Li i wsp. 2017].
Obecnie znanych jest pie¢ serotypdéw wirusa dengi, tj. DENV 1, DENV2, DENV3, DENV4
i DENV5 [Dwivedi i wsp. 2017, DeLano 2002]. Zakazenie ktérymkolwiek z nich zapewnia
trwalg ochron¢ przed tym samym szczepem wirusa, podczas gdy wtorne zakazenie innym
szczepem moze powodowaé zjawisko patologiczne znane jako wzmocnienie zalezne od
przeciwcial (ADE), ktére prowadzi do cigzkich objawow choroby. Powodem tego jest fakt, ze
przeciwciala wytworzone podczas pierwszej infekcji wigza si¢ z wirusem innego szczepu, ale
nie neutralizuja go, podczas gdy optaszczone przeciwciatami nieneutralizujagce DENV
utatwiaja wejscie do komorek fagocytarnych promowanych przez nadekspresje receptorow
Fcy [Klimstra i wsp. 2005]. Co wigcej, komorki T z poprzednich infekcji DENV moga
przyczynia¢ si¢ do nieskutecznos$ci w eliminacji komorek zakazonych wirusem, podobnie jak
wydzielanie cytokin, takich jak 1L-6 i IL-10, podczas gdy poziomy IL-12 i IFN-y sg
regulowane w dol, a sygnaly wyzwalane przez interakcje cytokina-receptor aktywuja STAT-1
I IRF-1. Skutkuje to aktywacja transkrypcji genu iNOS i zwigkszonym wytwarzaniem tlenku
azotu (NO), co prowadzi do silnej supresji anty-DENV przez RFT. Sytuacja ta jest
obserwowana szczegdlnie w przypadku ciezkiej wtornej infekcji [Chareonsirisuthigul i wsp.
2007]. W badaniach in vitro wykazano, ze hamowanie aktywnosci niestrukturalnego biatka
NS5 wirusa dengi przez tlenek azotu prowadzi do zmniejszenia replikacji DENV
[Takhampunya i wsp. 2006]. W zwiazku z tym zasugerowano, ze NO dziata jako wazny
mediator immunologiczny przeciwko zakazeniu wirusem dengi, a jego poziomy moga by¢
przez niego regulowane. Jednak w zakazeniu ADE poziomy IL-12 i IFN-y sa zmniejszone, co
prowadzi do zwigkszonej ekspresji IL-10, ktora dziata jako czynnik autokrynny 1 wigze si¢ ze
specyficznym receptorem, powodujac hamowanie aktywacji STAT-1 i IRF-1, zmniejszajac
w ten sposob wytwarzanie NO [Chareonsirisuthigul i wsp. 2007]. Jednak inne niestrukturalne
biatko wirusa dengi, NS1, moduluje patogeneze Dengi poprzez bezposrednig aktywacje
monocytow/makrofagow do wydzielania cytokin, ktére poprzez zaburzenie integralnosci
srodbtonka zwigkszaja jego przepuszczalnos¢, prowadzac do krwotoku [Beatty i wsp. 2015].
OdpowiedZz immunologiczna na zakazenie DENV rozpoczyna si¢ od produkcji przeciwcial,
a nastgpnie wydzielania IFN typu I, cytokin i chemokin (CXCL10, CXCL11, IL-6, CCL3,
CCLD5) [Sierra i wsp. 2014, Dalrymple i wsp. 2012] w celu prezentacji antygenu koméorkom
T. Z drugiej strony stwierdzono, ze stres oksydacyjny zalezny od NOX aktywuje, w ramach
swojego dziatania przeciwwirusowego, czynniki regulatorowe IRF-3 i IRF-7, transduktor
sygnatu 1 aktywator transkrypcji 1 (STAT-1) oraz czynnik transkrypcyjny NF-«xB
w komorkach B, co jest zwigzane z powaznym uszkodzeniem komorek zakazonych wirusem
[Olagnier i wsp. 2014]. Co wiecej, wysoki poziom krazacych cytokin prozapalnych, takich
jak IL-1 B lub TNF-a, stwierdzony w organizmach pacjentow, rowniez koreluje z cigzszym
przebiegiem choroby u pacjentow zakazonych DENV (Ryc.5) [Jaiyen i wsp. 2009].
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Rycina 5. Zmiany metaboliczne w komoérkach skory (in vivo i in vitro), krwi i OUN podczas
zakazenia wirusem dengi (DENV).

Takiej odpowiedzi sprzyja niestrukturalne biatko NS2B, ktore zwigksza replikacje
wirusa 1 ekspresj¢ gendw zapalnych lub apoptotycznych, prowadzac do postepujacego
wzrostu stanu zapalnego i $mierci zakazonych komorek [Ferrari i wsp. 2020]. W zwigzku
Z tym zaréwno stres oksydacyjny, jak i wrodzona odpowiedZ immunologiczna determinujg
nasilenie choroby denga. Wykazano, ze =zakazenie ludzkich komorek $rodbtonka
mikronaczyniowego moézgu (HBMEC) wirusem dengi aktywuje oksydaze NADPH, co
zwieksza wytwarzanie RFT. Zwigkszenie wydzielania chemokin i cytokin zapalnych (CCLS5,
IL-6 i IL-8), nasila replikacje wirusa i indukuje $mier¢ komorek, przyczyniajgc si¢ w ten
sposob do zwigkszonej przepuszczalnosci $rodbtonka [Monteiro Meuren i wsp. 2022].
Ponadto, reagujac ze skladnikami komorek gospodarza, RFT powodujg np. wzrost
peroksydacji lipidow ze wzrostem poziomu dialdehydu malonowego (MDA) obserwowanego
w osoczu pacjentow [Soundravally i wsp. 2014]. Odkrycia te wskazujg na jednoznaczny
zwigzek miedzy stanem zapalnym i stresem oksydacyjnym a rozwojem cigzkiej postaci dengi
[Soundravally i wsp. 2014]. Co wigcej, rownolegta aktywacja w komoérkach dendrytycznych
szlakow antyoksydacyjnych regulowanych przez czynnik transkrypcyjny Nrf2 moze, poprzez
probe utrzymania homeostazy redoks, przyczynia¢ si¢ do kontroli odpowiedzi
przeciwwirusowej i apoptotycznej [Olagnier i wsp. 2014]. Jednak badania in vitro na ludzkich
monocytarnych komoérkach dendrytycznych wykazaty, ze wirus dengi, podobnie jak inni
cztonkowie rodziny Flaviviridae, moze wykorzystywac niestrukturalne biatka wirusowe do
zaktocania lub degradacji krytycznych sktadnikoéw sygnalizacyjnych w celu obejscia
odpowiedzi przeciwwirusowej. Stwierdzono, ze biatko niestrukturalne NS2B zmniejsza
aktywno$¢ Nrf2, prowadzac do =zahamowania gendéw biatek przeciwutleniajacych
i stopniowego wzrostu poziomu RFT [Ferrari i wsp. 2020]. Potwierdzaja to badania na
myszach zakazonych DENV wykazujace, ze podczas infekcji mozna zaobserwowaé wzrost
poziomu RFT z jednoczesnym spadkiem wewnatrzkomoérkowej aktywnosci GSH, SOD
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I CAT, co prowadzi do stresu oksydacyjnego ze zwigkszong peroksydacja lipidow, oceniang
na podstawie pozioméw MDA i aktywacji NF-kB. Spowodowato to wzrost poziomu TNF-a
I IL-6 w surowicy myszy zakazonych DENV, co zwigksza replikacje wirusa dengi [Wang
i wsp. 2013]. Z drugiej strony stwierdzono, ze suplementacja myszy glutationem prowadzi do
zwiekszenia zdolnosci antyoksydacyjnych poprzez zwigkszenie aktywnosci SOD 1 CAT oraz
hamowanie peroksydacji lipidow, a takze zmniejszenie aktywacji NF-kB przy zmniejszonym
wydzielaniu czynnikow prozapalnych, w tym TNF-a i IL-6 [Wang i wsp. 2013; Tian i wsp.,
2010]. Interesujacy jest wplyw wirusa dengi na procesy metaboliczne w komorkach
docelowych. Wirus ten wykorzystuje rezerwy lipidowe komorki gospodarza, ktore sg
przechowywane w kropelkach lipidowych, ktore sa degradowane w celu uwolnienia kwasow
thuszczowych za pomoca mechanizmu autofagii. Kwasy te ulegaja utlenieniu, co napedza cykl
kwasow trikarboksylowych, ktory dostarcza ATP i TCA potrzebne do replikacji wirusa
[Heaton i Randall 2010].

3.3. Wirus Zika

Wirus Zika (ZIKV) jest flawiwirusem przenoszonym przez komary z rodzaju Aedes.
Zaobserwowano jednak rowniez przenoszenie okotoporodowe poprzez kontakty seksualne
oraz obecnos¢ ZIKV w mleku [Oliveira i wsp. 2016, Dupont-Rouzeyrol i wsp. 2016, Musso
iwsp. 2015]. Poczatkowe infekcje wirusem ZIKA charakteryzowaly si¢ tagodnym
przebiegiem. Jednakze, pierwszy wybuch epidemii spowodowany zakazeniem wirusem Zika
wystapit na wyspie Yap (Sfederowane Stany Mikronezji) w 2007r, podczas gdy kolejny
wybuch  odnotowano w latach 2013-2014 w Polinezji  Francuskiej [WHO:
https://www.who.int/newsroom/factsheets/detail/zikavirus?gclid=CjwKCAjwzuqgBhAcEiwA
dj5dRtsigH_XKpDEufCGTodNW1RRasHGD __iQvBhzJbbd2GJOvireZF8xoCZ5wQAvVD B
WE].

Ponadto w 2015 r. WHO otrzymata pierwsze doniesienia o zlokalizowanych
zakazeniach w Brazylii, a w pazdzierniku odnotowano pierwsze przypadki matogltowia
Uniemowlat matek narazonych na zakazenie wirusem ZIKV w czasie cigzy. Szybkie
rozprzestrzenianie si¢ infekcji w obu Amerykach doprowadzito WHO do ogtoszenia w lutym
2016 r., ze zakazenie wirusem Zika zwigzane z maloglowiem noworodkéw 1 innymi
zaburzeniami neurologicznymi jest stanem zagrozenia zdrowia publicznego o zasiggu
miedzynarodowym [Kindhauser i wsp. 2016]. Obecnie wiadomo, Ze objawy kliniczne
klasycznej choroby Zika charakteryzujg si¢ goraczka, wysypka, zapaleniem spojowek, bolem
stawéw 1 bolem gltowy (CDC:http://www.cdc.gov/zika/symptoms/index.html) i moze im
towarzyszy¢ zespot Guillaina-Barrégo, ostre zapalenie rdzenia, zapalenie mozgu i rdzenia,
zapalenie opon moézgowo-rdzeniowych i zapalenie mozgu oraz polineuropatia czuciowa [da
Silva i wsp. 2017, Olagnier i wsp. 2016]. Po poktuciu przez zakazonego komara wirus Zika,
podobnie jak inne flawiwirusy, infekuje komorki dendrytyczne, gdzie nastepnie replikuje sie
I rozprzestrzenia przez krew do innych narzadow [Sun i wsp. 2017]. ZIKV najpierw wiagze si¢
z receptorami komorkowymi specyficznymi dla flawiwirusa, ktére obejmuja DC-SIGN
I bialka receptora fosfatydyloseryny [Hamel i wsp. 2015]. Receptory te utatwiajag wejscie
ZIKV do makrofagbw, monocytéw, neuronalnych komorek progenitorowych (NPC)
1 komorek ptodowych, powodujac adhezj¢, migracje, replikacje 1 unikanie odpornosci, a takze
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uwalnianie cytokin [Hamel i wsp. 2015]. W fibroblastach skéry ZIKV indukuje ekspresje
receptoréw rozpoznawania wzorcéw (PRR), takich jak TLR3, RIG-1 i MDAS, wzmacniajac
odpowiedz przeciwwirusowa przeciwko zakazeniu ZIKV [Hamel i wsp., 2015]. Jednak
badania z wykorzystaniem ludzkich embrionalnych komorek nerkowych wykazaty, ze biatka
NS2A i NS4A hamujg aktywno$¢ promotora NF-kB poprzez hamowanie czynnikow
sygnalizacyjnych zaangazowanych w szlak sygnalowy MDAS5/RIG-1 [Lee i wsp. 2020].

Wczesnag odpowiedzig na infekcje jest przeciwwirusowe dziatanie interferonu typu I
(IFN) wytwarzanego przez komorki ssakoéw [Schneider i wsp. 2014]. Biatka niestrukturalne
wirusa Zika, takie jak NS1 i NS4B, moga hamowac¢ produkcje IFN typu I, podczas gdy NS2B
I NS3, tj. NS2B-NS3, hamujg sygnalizacj¢ JAK-STAT poprzez promowanie degradacji Jakl
[Wu iwsp. 2017]. INF typu | przekazuje sygnal poprzez kinazy Janus (Jakl i Tyk2)
I transduktory sygnatu transkrypcji (STAT1 i STAT2), prowadzac do indukcji genu
stymulowanego interferonem (ISG), ktoéry ustanawia stan antywirusowy komorek,
z hamowaniem sygnalizacji JAK-STAT promujacej replikacje wirusa [Wu i wsp. 2017].
Wykazano rowniez, ze zakazenie ZIKV ludzkich monocytow aktywuje sygnalizacj¢ TLR2,
prowadzac do aktywacji NF-«kB isilnej odpowiedzi prozapalnej zaleznej od NF-«xB, ze
zwigkszong produkcja TNF-a, IL-1p, IL-6 i IL-10 w monocytach zakazonych ZIKV, ktore
moga by¢ zaangazowane w kontrole proliferacji ZIKV. Towarzyszy temu réwniez
zwigkszona ekspresja cytokin zaleznych od STAT i chemokin CC, w tym IL-7, IL-15, CCL2,
CCL3, CCI15 i CCL7 w monocytach zakazonych ZIKV [Hernandez-Sarmiento i wsp. 2023].
Badania na myszach zakazonych ZIKV wykazaty rowniez wysoki poziom TNF-a, IL-6 i IL-
1B w mikrogleju zwierzat [Wang i wsp. 2018]. Ponadto zakazenie ZIKV indukuje odpowiedz
przeciwwirusowa w celu kontrolowania replikacji wirusa w sposob niezalezny od IFN,
poprzez indukowanie ekspresji IL-27 [Hernandez-Sarmiento i wsp. 2023].

Zakazenie ZIKV prowadzi do zwigkszenia produkcji RFT przez organizm w celu
zwalczania infekcji, z jednoczesnym zahamowaniem aktywacji antyoksydacyjnego czynnika
transkrypcyjnego Nrf2 1 towarzyszacym mu obnizeniem ekspresji genow biatek
antyoksydacyjnych i ich biosyntezy (HO-1 SOD i CAT) [Almeida i wsp. 2020], a takze
obnizeniem poziomu GSH [Sahoo i wsp. 2023]. Obnizenie poziomu i aktywnos$ci oksygenazy
hemowej-1, ze wzgledu na jej udzial w ograniczaniu replikacji ZIKV, sprzyja skutecznemu
zakazeniu gospodarza przez ZIKV [Huang i wsp. 2017]. Zwigkszone wytwarzanie RFT przy
zmniejszonej zdolno$ci antyoksydacyjnej prowadzi do stresu oksydacyjnego z nasilong
peroksydacja lipidow i zwigkszonym poziomem jej biomarkera, tj. MDA [Almeida i wsp.
2020]. Z drugiej strony, zmniejszona wydajno$¢ czynnika transkrypcyjnego Nrf2 w zakazeniu
ZIKV, ktéra zwykle odpowiada zwiekszonej wydajnosci prozapalnego czynnika
transkrypcyjnego NF-kB, jest widoczna w zwigkszonym wytwarzaniu cytokin prozapalnych,
takich jak TNF-o i IL-6, IL1pB, ktore rekrutujg inne typy komorek do zakazonej tkanki
I aktywujac je, zaostrzaja stan zapalny. Ponadto mediatory te moga rowniez przyczynia¢ si¢
do aktywacji szlakéw $mierci komorkowej i dalszej indukcji stresu oksydacyjnego, co sprzyja
oksydacyjnym modyfikacjom lipidow 1 bialek, powodujac dodatkowe zaburzenia
metaboliczne w organizmie pacjenta (Ryc. 6) [Almeida i wsp. 2020, Tricarico i wsp. 2017].
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Rycina 6. Zmiany metaboliczne zachodzace in vivo i in vitro w komoérkach i osrodkowym
uktadzie nerwowym podczas zakazenia wirusem Zika (ZIKV).

Ponadto w komodrkach nerwowych ZIKV zwigksza ekspresje biatek $mierci
komorkowej, w tym: ZBP1, RIPK 1 i 3. Zainfekowane wirusem komoérki nerwowe wyrazaja
gen odpowiedzi immunologicznej 1 (IRGI), ktorego produkt wytwarza itakonian z cis-
akonitu, skfadnika cyklu TCA, ktéry hamuje dehydrogenaze bursztynianowa (SDH),
utrzymujgc w ten sposob odpowiedni poziom bursztynianu, ktéry zachowuje komorki
nerwowe przy zyciu. Zahamowanie aktywnosci SDH jednoczesnie hamuje replikacje ZIKV
[Daniels i wsp. 2019].

3.4. Wirus japonskiego zapalenia mézgu

Wirus japonskiego zapalenia mozgu (JEV) jest flawiwirusem przenoszonym przez
komary z rodzaju Culex, ktéry wywotuje japonskie zapalenie mozgu wérdd ludzi w krajach
azjatyckich z szacowang liczbg 68 000 przypadkéw klinicznych kazdego roku, w tym 14 000-
20 000 zgonéw. Jednoczes$nie 30-50% osob, ktore przezyly chorobe, ma trwale nastgpstwa
neurologiczne lub psychiatryczne [WHO: https://www.who.int/newsroom/fact-
sheets/detail/japanese-encephalitis]. JEV jest wysoce neuroinwazyjnym patogenem
z objawami od tagodnej goraczki do aseptycznego zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych lub
zapalenia modzgu, objawiajacymi si¢ zaburzeniami czucia, drgawkami 1 ogniskowymi
deficytami neurologicznymi z ostrym porazeniem wiotkim, ktéore moze wynika¢ z zajecia
komorek rogoéw przednich, przy czym 20-60% pacjentdow wykazuje roznorodne zaburzenia
ruchowe, zwlaszcza przejsciowe cechy parkinsonizmu i dystonii [Misra i wsp. 2010].
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Stwierdzono, ze JEV wprowadzony do organizmu ludzkiego replikuje si¢ najpierw
w komoérkach dendrytycznych i makrofagach; nastepnie jest przenoszony do lokalnych
wezlow chlonnych [Wang i wsp. 2017], a stamtad, za pomoca nowo wygenerowanych
wirioné6w lub migrujacych zakazonych komorek odpornosciowych, w tym komorek
dendrytycznych i limfocytow T - wirus rozprzestrzenia si¢ do mozgu [Wang i wsp. 2017].

Badania na myszach wykazaty, ze JEV wywoluje stan zapalny, ktéry zaktoca
integralno$¢ bariery krew-mozg, a w konsekwencji zwicksza poziom mediatorow stanu
zapalnego w mozgu nalezacych do odpowiedzi immunologicznej Thl, a takze chemokin
I cytokin, w tym CXCL10, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, TNF-a, IL-6 i IFN-y w OUN.
Natychmiast po zakazeniu dochodzi do regulacji w gorg ligandu chemokiny z motywem C-X-
C 10 (CXCL10) i IFNy, ktory indukuje ekspresj¢ CXCL10, przy czym najwigksze ilo$ci
mediatoréOw stanu zapalnego obserwuje si¢ tuz przed przerwaniem bariery krew-moézg [Li
i wsp. 2015]. Z kolei aktywowane przez JEV mikroglej uwalniajg TNF-a i IL-1 B, ktore moga
zapewni¢ ochron¢ przed infekcja osrodkowego ukladu nerwowego, ale moga powodowac
$mier¢ neuronéw [Chen i wsp. 2010]. Ponadto badania na myszach wykazaly, ze zakazenie
JEV indukuje ekspresj¢ receptorow TLR3 i RIG-I w mikrogleju zakazonych zwierzat, ktore
zapewniajg pierwszg lini¢ obrony w przeciwwirusowej odpowiedzi immunologicznej poprzez
uwalnianie cytokin i chemokin. Ponadto stwierdzono, ze interakcja wirusowego RNA z TLR3
I RIG-I prowadzi do aktywacji czynnika jadrowego NF-kB i indukcji ekspresji prozapalnych
cytokin i chemokin, takich jak TNF-a, IL-6 i ligand chemokiny 2 (CCL2) [Jiang i wsp. 2014].
W badaniach in vitro wykazano rowniez, ze po infekcji wirusowej ludzkich lub $winskich DC
mozna zaobserwowa¢ wzrost produkcji TNF i IFN-f [Garcia-Nicolas i wsp. 2019] (ryc. 7).
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Rycina 7. Zmiany metaboliczne zachodzace in vivo i in vitro w komorkach i osrodkowym

ukladzie nerwowym podczas zakazenia wirusem japonskiego zapalenia moézgu
(JEV).

Ponadto wykazano, ze JEV wywoluje odpowiedZz zapalng, ktéra sprzyja
zwigkszonemu poziomowi RFT w mikrogleju zwierzecym [Ghoshal i wsp. 2007], co
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prowadzi do zwigkszonej aktywno$ci gléwnego przeciwutleniacza, SOD, w komoérkach
glejowych mézgu.

Doktadny mechanizm indukcji SOD nie jest znany, ale sugeruje si¢, ze moze ona
stanowi¢ odpowiedZz na silny mediator stanu zapalnego lub moze by¢ mechanizmem
kompensacyjnym w celu zmniejszenia poziomu anionorodnika ponadtlenkowego, ktorego
zwigkszone iloSci wykryto w komorkach zakazonych JEV [Liao i wsp. 2002]. Ponadto
zakazenie JEV zmniejsza ekspresje tioredoksyny w ludzkich komorkach promonocytéw
[Yang i wsp. 2010], podczas gdy zakazenie JEV u szczur6w sprzyja rowniez zmniejszeniu
aktywno$ci CAT, GPx i GSH w moézgu, co zaktoca homeostatyczng réwnowage redoks
podczas infekcji ipogarsza warunki oksydacyjne, ktore promujg peroksydacje lipidow
I wynikajacy z niej wzrost poziomu MDA [Kumar i wsp. 2009]. Wykazano réwniez, ze
zakazenie JEV wigze si¢ z aktywacja mikrogleju u zwierzat, co skutkuje zwigkszonym
poziomem rdznych mediatorow prozapalnych, takich jak indukowana syntaza tlenku azotu
(iNOS), cyklooksygenaza 2 (COX 2), IL-6, IL-1b, TNF-a i biatko chemoatraktantu
monocytow 1 (MCP-1) [Ghoshal i wsp. 2007]. Podczas infekcji JEV obserwuje si¢ obnizony
poziom cytokiny przeciwzapalnej IL-10 w OUN, ktora promuje przezycie neuronow
I wszystkich komorek glejowych w modzgu poprzez blokowanie dzialania cytokin
prozapalnych i promowanie ekspresji sygnatow przezycia komorek [Swarup i wsp. 2007].
Ponadto, badania in vitro na ludzkich komorkach neuroblastoma zakazonych JEV wykazaty
uposledzong B-oksydacje PUFAS i zwigkszong ekspresje IL-6 i TNF-a. Stwierdzono rowniez,
ze biatko niestrukturalne 5 (NS5) JEV oddzialuje z podjednostkami o i1 B dehydrogenazy
hydroksyacylo-CoA, dwoma sktadnikami mitochondrialnego biatka tréjfunkcyjnego (MTP)
zaangazowanego w B-oksydacj¢ i zaktoca katabolizm PUFAs [Kao i wsp. 2015]. Uwaza sie,
ze nagromadzone PUFAS moga wywolywa¢ stres oksydacyjny w OUN, a takze aktywacj¢
NF-kB, a w konsekwencji zwigkszong produkcje cytokin prozapalnych, ktore przyczyniajg si¢
do patogenezy JEV. Zasugerowano ponadto, ze ulatwia to proliferacj¢ i rearanzacje blon
w komorkach zakazonych JEV i prawdopodobnie przyczynia si¢ zarowno do strukturalnych,
jak i metabolicznych uszkodzen komérek mozgu zwiazanych z japonskim zapaleniem mozgu
[Kao i wsp. 2015]. Ponadto badania in vitro z wykorzystaniem komorek nerki chomika
wykazaty, ze biatko NS5 moze hamowaé ekspresje IFN-B poprzez hamowanie czynnika
regulacyjnego IFN 3 (IRF3) i NF-kB [Ye i wsp. 2017]. W konsekwencji, podczas infekcji
JEV, chociaz inicjacja odpowiedzi immunologicznej przez komorki jest waznym
mechanizmem ochronnym OUN, nasilenie procesow prozapalnych, a w konsekwencji
zaburzenie rownowagi redoks sprzyja Smierci neurondw, co moze skutkowac
nieodwracalnym uszkodzeniem mozgu.

3.5. Wirus kleszczowego zapalenia mozgu

Wirus kleszczowego zapalenia mozgu (wirus KZM) jest flawiwirusem przenoszonym
przez kleszcze. W rzadkich przypadkach do zakazenia moze dojs¢ drogg pokarmowa, poprzez
spozycie niepasteryzowanego mleka od zakazonych koz, owiec lub krow. KZM powoduje
kleszczowe zapalenie mozgu (KZM), ktore jest infekcja osrodkowego uktadu nerwowego
wystepujaca w Europie 1 kilku regionach Azji. Chociaz chorobie mozna zapobiegaé poprzez
szczepienia, w ciggu ostatnich kilku dekad czesto$¢ jej wystepowania znacznie wzrosta, co
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w konsekwencji stanowi rosnacy problem zdrowotny w krajach europejskich i azjatyckich.
Ponadto, w wyniku zwigkszonego przemieszczania si¢ ludzi, kleszczowe zapalenie mozgu
staje si¢ rowniez problemem w innych regionach §wiata [WHO: https://www.who.int/health-
topics/tick-borne-encephalitis#tab=tab_1].

Wigkszo$¢ zakazen wywotanych przez wirusa KZM przebiega bezobjawowo,
natomiast je$li choroba wystapi to jej przebieg z reguly jest dwufazowy. Okres inkubacji
kleszczowego zapalenia mozgu trwa zwykle 7-14 dni, po czym w ciggu kolejnych 1-8 dni
pojawiaja si¢ typowe objawy przezigbienia z goraczka i ztym samopoczuciem.Jednak u okoto
15% pacjentow wirus KZM dociera do osrodkowego uktadu nerwowego, powodujgc
zapalenie opon mézgowych, zapalenie mozgu, zapalenie rdzenia lub zapalenie korzonkow
nerwowych [WHO: https://www.who. int/health-topics/tick-borne-encephalitis#tab=tab_2].
Nawet po zakonczeniu leczenia wielu pacjentow cierpi z powodu utrzymujacych si¢
objawow, takich jak ataksja, bole gtowy i zaburzenia koncentracji. ([Kohlmaier i wsp. 2021],
WHO: https://www.who.int/health-topics/tick-borne-encephalitis#tab=tab_2]. Po pokluciu
przez kleszcza zakazonego wirusem KZM, wirus replikuje si¢ najpierw w komorkach skory
wlasciwej, a nastepnie w komorkach Langerhansa, makrofagach i neutrofilach [Labuda i wsp.
1996]. Rozpoznanie wirusa przez wrodzony uklad odpornosciowy prowadzi do migracji
komorek dendrytycznych (DC) do pierwotnego miejsca zakazenia. Po zakazeniu komorki te
ulegaja aktywacji i przenosza wirusa przez uktad limfatyczny do regionalnego wezta
chlonnego, a nast¢pnie do innych narzadow.

Z drugiej strony, wprowadzenie wirusa KZM do organizmu wraz z mlekiem prowadzi
do replikacji wirusa w komorkach nabtonka jelitowego, a nastepnie zakazenia komorek
dendrytycznych [Dorrbecker i wsp. 2010]. W przypadku niewystarczajgcego miana
przeciwcial, ktore specyficznie neutralizuja wirusa, dochodzi do zakazenia OUN. Sposéb,
w jaki wirus KZM dostaje si¢ do mdzgu nie jest w petni poznany, ale sugeruje si¢, ze moze to
zrobi¢ bez niszczenia bariery krew-mozg. Badania na pierwotnych ludzkich komoérkach
srodbtonka mikronaczyniowego mozgu (HBMEC) wykazaty, ze komoérki zakazone wirusem
KZM wytwarzaja wysokie miana wirusa i promuja wnikanie wirusa do mozgu bez zakldcania
integralno$ci bariery krew-moézg [Palus i wsp. 2017]. Zamiast tego badania na myszach
wykazaty, ze wzrost przepuszczalnosci bariery krew-moézg wystgpuje w pozniejszych
stadiach infekcji, czemu towarzysza powazne objawy kliniczne i wysokie miana wirusa
w mozgu. Uwaza sig, ze jest to konsekwencja nadprodukeji cytokin (TNF-a, IL-6, IFN-y)
w moézgu [Razek i wsp. 2011]. Z drugiej strony w OUN wirus lokalizuje si¢ w neuronach, co
przyczynia si¢ do procesu zapalnego objawiajacego si¢ dysfunkcja lub degradacja komorek
poprzez lize lub martwice/apoptoze [Ruzek i wsp. 2009]. Infekcja neurondéw prowadzi do
migracji limfocytow T do OUN, z odpowiedzig cytotoksycznych limfocytow T niezbedng do
usunigcia wirusa. W niektorych przypadkach moze to jednak réwniez prowadzi¢ do
zwigkszonej immunopatogenezy i uszkodzenia neurondéw [Negash i wsp. 2013]. Komorki
gospodarza maja kilka strategii obrony przed infekcja wirusowa. Wirus KZM indukuje
wrodzong 1 adaptacyjng odpowiedz immunologiczng w miejscu zakazenia; jednak wirus
opracowal rozne strategie blokowania wrodzonej odpowiedzi immunologicznej gospodarza,
umozliwiajgc wirusowi skuteczng replikacje w pierwotnie zakazonych komoérkach. Dziatania
te obejmuja biatko NS5, ktore uwaza si¢ za antagoniste interferonu typu I (IFN). Poprzez
hamowanie szlaku sygnatowego JAK/STAT, czyni ono zainfekowane komorki odpornymi na
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IFN typu I [Werme i wsp. 2008]. Jednak cytokiny prozapalne, takie jak TNF-a, IFNa, IL-18,
IL-6 i IL-8 [Pokorna Formanova i wsp. 2019] oraz chemokiny, takie jak CXCL10, CXCL11,
CXCL12 i CXCL13 (ryc.8) [Zajkowska i wsp. 2011], sa rowniez wykrywane w ptynie
moézgowo-rdzeniowym osdb zakazonych wirusem KZM.
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Rycina 8. Zmiany metaboliczne zachodzace we krwi 1 osrodkowym uktadzie nerwowym
podczas zakazenia wirusem kleszczowego zapalenia mozgu (wirus KZM).

IL-10 jest podwyzszona w poczatkowej fazie kleszczowego zapalenia mozgu, ale
w cigzkim przebiegu choroby, zwlaszcza w po6zniejszych dniach zakazenia, poziomy IL-10
W ptynie mozgowo-rdzeniowym pacjentéw zakazonych wirusem KZM sa obnizone, co moze
przyczynia¢ si¢ do zmniejszenia syntezy IFN-y 1 dziata¢ jako stymulator immunosupresji
promujacy hamowanie kaskady cytokin prozapalnych typu 1. Ponadto, niski poziom IL-10
moze skutkowa¢ wzrostem aktywnos$ci mediatoréw prozapalnych, takich jak TNF-a, IL-6
I IFN-y, co moze sprzyja¢ cigzszemu przebiegowi kleszczowego zapalenia mozgu
| promowa¢ zmniejszong produkcje¢ przeciwcial przeciwko kleszczowemu zapaleniu méozgu
[Giinther i wsp. 2011]. Zwickszonej odpowiedzi prozapalnej u pacjentdow zakazonych
wirusem KZM towarzyszy zwykle nadprodukcja RFT, ktora powinna by¢ kompensowana
przez aktywacj¢ jednego z najwazniejszych mechanizmow antyoksydacyjnych, tj. szlaku
Nrf2/ARE [Kuzmenko i wsp. 2016].

Choroby przenoszone przez kleszcze stanowig powazny problem medyczny ze
wzgledu na ich powszechne wystgpowanie oraz problemy diagnostyczne (brak specyficznych
objawow) i w konsekwencji trudnosci terapeutyczne. Niezaleznie jednak od objawow
klinicznych, choroby te charakteryzujg si¢ zwykle zaburzeniami metabolicznymi zwigzanymi
ze stanem zapalnym i zaburzong réwnowaga redoks. W zwigzku z tym stale poszukuje si¢
zwigzku pomiedzy rodzajem patogenu/patogenow, a zmianami metabolicznymi i stanem
chorobowym pacjenta, majac nadziej¢ na poprawe efektywnosci diagnostycznej oraz
skuteczno$ci rozwigzan terapeutycznych.
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I1. Zalozenia i cel pracy

Kleszcze zyjace w srodowisku czlowieka, moga by¢ nosicielami wielu patogenow,
w tym wirusa kleszczowego zapalenia mozgu (wirus KZM), oraz bakterii takich jak: Borrelia
burgdorferi i Anaplasma phagocytophilum. Ze wzgledu na zmiany klimatyczne sprzyjajace
zwigkszajacej si¢ liczbie kleszczy w $rodowisku naturalnym cztowieka obserwuje si¢ coraz
wigcej infekcji oraz koinfekcji powodowanych przez te mikroorganizmy, co stanowi problem
zardbwno diagnostyczny jak i terapeutyczny. Wiadomo, ze w odpowiedzi na inwazj¢
patogendw organizm gospodarza aktywuje leukocyty, ktore produkuja duze ilosSci
reaktywnych form tlenu i azotu (RFT i RFA), co wzmacnia obron¢ immunologiczng
gospodarza przed patogenami. Ponadto, zakazeniu towarzyszy zwykle zmniejszenie
efektywnosci endogennych antyoksydacyjnych mechanizméw obronnych, a sytuacja ta
sprzyja rozwojowi stresu oksydacyjnego. Zaburzenie rownowagi oksydacyjno-
antyoksydacyjnej przez patogeny, prowadzi do modyfikacji zaréwno metabolizmu
komorkowego, jak i sygnalizacji wewnatrz- | zewnatrzkomorkowej.

Jednoczesnie jednak stres oksydacyjny odgrywa podwojng role w chorobach
zakaznych, poniewaz RFT modyfikuja zaréwno podatnosé¢, jak i odporno$¢ organizmu
gospodarza na infekcje. Jednak nadprodukcja RFT sprzyja cytotoksyczno$ci i modyfikacjom
zwigzkéw endogennych oraz ich metabolitow w komorkach/tkankach gospodarza, w tym
ptynach biologicznych, ale sugeruje si¢ rowniez, ze RFT biorg udzial w konkurencji miedzy
patogenami. Moze to zatem wskazywa¢ na potencjalny mechanizm ochrony organizmu
gospodarza w przypadku infekcji wielopatogenowe;.

W konsekwencji celem pracy byto poréwnanie zmian metabolicznych w osoczu krwi
oraz granulocytach/limocytach pacjentow zakazonych wirusem KZM oraz pacjentow
z koinfekcjami bakteryjnymi powodowanymi przez Borrelia burgdorferi i Anaplasma
phagocytophilum.

Szczegotowe cele pracy dotyczyty oceny:

e parametrow rownowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej na poziomie RFT, w tym
aktywnos$ci oksydazy ksantynowej oraz efektywnosci czynnika transkrypcyjnego Nrf2
| jego otoczenia oraz aktywnos$ci enzymow antyoksydacyjnych

e konsekwencji zaburzenia rownowagi redoks poprzez oceng procesu peroksydacji lipidow,
w tym poziomu drobnoczgsteczkowego elektrofilowego aldehydu 4-HNE i produktow
oksydacyjnej cyklizacji oraz wpltywu stresu na podstawowe modyfikacje struktury biatek

e skutkéw zaburzonej rownowagi redoks poprzez ocen¢ zmian aktywnosci enzymow
lipolitycznych i w konsekwencji zmiany poziomu fosfolipidowych i wolnych
wielonienasyconych kwasow ttuszczowych oraz poziomu mediatoréw lipidowych z grupy
endokannabinoidow i eikozanoidow

o ekspresji receptorow zwigzanych z biatkiem G granulocytow modyfikowanych w wyniku
dzialania endokannabinoidow oraz eikozanoidow

e parametrow stanu zapalnego na poziomie czynnika transkrypcyjnego NF-xB w konteks$cie
zmian w efektywno$ci czynnika transkrypcyjnego Nrf2 oraz produktu efektywnos$ci
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transkrypcyjnej NF-kB — cytokiny TNF-a, w konteks$cie zmienionej w wyniku dziatania
mediatordéw lipidowych ekspresji receptorow blonowych zwigzanych z biatkiem G.

Celom szczegdtowym niniejszych badan towarzyszyta ocena skutecznosci dziatalnosci
terapeutycznej, w odniesieniu do zmian metabolicznych we krwi pacjentow zakazonych
wylacznie wirusem kleszczowego zapalenia mézgu oraz pacjentow ze wspoOtzakazeniem
bakteryjnym (B. burgdorferi i A. phagocytophilum) we wczesnej fazie choroby oraz po
zakonczeniu klasycznej farmakoterapii.
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I11. Materialy i metody

Materialy

Materialem do badan byta krew obwodowa pacjentow z KZM oraz koinfekcjami
KZM i Borrelia burgdorferi lub Anaplasma phagocytophilum LD/HGA oraz os6b zdrowych.
Krew pobierano na antykoagulant (EDTA) celem pozyskania osocza orz granulocytow.
Protoko6t pobierania i wykorzystywania do badan probek krwi zostal zatwierdzony przez
Lokalng Komisje Bioetyczng Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku (Polska) nr RI-
002/169/2018. Od wszystkich uczestnikéw uzyskano pisemng, §wiadoma zgode.

Probki krwi pobrano od 40 pacjentéw z kleszczowym zapaleniem moézgu (14 kobiet
1 26 mgzczyzn), $redni wiek: 40 lat (23-58 lat) oraz od 6 pacjentow z koinfekcja KZM
I iInnymi patogenami przenoszonymi przez kleszcze, w tym Borrelia burgdorferi (borelioza -
choroba z Lyme (LD)) i Anaplasma phagocytophilum (ludzka anaplazmoza granulocytowa -
HGA) (4 kobiety i 2 mgzczyzn), mediana wieku: 42 lat (22-63 lata) leczonych w Klinice
Choréb Zakaznych 1 Neuroinfekcji Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku, Polska.

KZM rozpoznawano zgodnie z wytycznymi Europejskiej Akademii Neurologii (EAN)
[EUR-Lex] na podstawie objawoéw klinicznych, dodatniego wyniku badan serologicznych
I pleocytozy limfocytowej w ptynie mézgowo-rdzeniowym (PMR).

Koinfekcje byly rozpoznawane, jesli u jednego pacjenta doszto do zakazenia co
najmniej dwoma réznymi patogenami. LD definiowano na podstawie obrazu klinicznego
rumienia wedrujacego lub spetnienia kryteriow neuroboreliozy [Stanek i wsp., 2011, Mygland
i wsp., 2010]. HGA rozpoznawano zgodnie z definicjg przypadku CDC, gdy spelnione zostaty
wszystkie 3 Kryteria [https://wwwn.cdc.gov/nndss/conditions/ehrlichiosis-and-
anaplasmosis/case-definition, dostep: 11 listopada 2019 r.]. Ponadto u dwodch pacjentow
wykryto przeciwciata przeciwko Borrelia burgdorferi w klasie IgM i 1gG i pacjenci byli
leczeni z powodu prawdopodobnej neuroboreliozy. W czterech przypadkach na podstawie
obrazu klinicznego, badan laboratoryjnych 1 PCR rozpoznano ludzka anaplazmoze
granulocytarng, z czego u dwodch osob rozpoznano dodatkowo borelioze. Podsumowujac
potrojna koinfekcja (KZM-+borelioza+anaplazmoza) wystgpita u dwoch osob, podwdjna
koinfekcja: KZM+borelioza rozpoznana zostata u dwoch osob i KZM+anaplazmoza wykryto
u dwoch osob.

Pacjentci z KZM byli leczeni objawowo (leki przeciwiobrzekowe, przeciwzapalne,
przeciwbolowe), chorzy z anaplzamoza otrzymywali doksycykling, za§ z borelioza
doksycykling lub ceftriakson.

Grupe kontrolng stanowito 20 zdrowych dawcow (7 kobiet i 13 mezczyzn, mediana
wieku: 41 lat (28-55 lat)).

Krew pobierano dwukrotnie: przy przyjeciu pacjenta do szpitala oraz po zakonczeniu
leczeniu. Sredni czas pomiedzy tymi dwoma badaniami u pacjentéw z KZM wynosit 29,4 +
10,99 dni, minimalnie 7 dni, maksymalnie 52 dni, natomiast $redni czas pomiedzy tymi
dwoma badaniami u pacjentéw wspotzakazonych wynosit 32,8 £ 4,21 dni, minimalnie 28 dni,
maksymalnie 39 dni.
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Probki krwi pobierano do proboéwek z kwasem etylenodiaminotetraoctowym (EDTA)
| przeprowadzono dwuetapowe wirowanie. W pierwszym etapie probke odwirowano przy
3000 x g (4°C) w celu oddzielenia osocza, kozuszka leukocytarnego i erytrocytow. W celu
uzyskania klarownej frakcji granulocytéw uzyskany kozuszek leukocytarny nalozono na
Gradisol G (Aqua-Med ZPAM-KOLASA, L6dz, Polska) i poddano 25-minutowemu
wirowaniu przy 300 x g w temperaturze pokojowej. W celu uzyskania klarownej frakcji
limfocytow krew peing natozono na Gradisol L (Aqua-Med ZPAM-KOLASA, 1.6dz, Polska)
1 wirowano przez 25 minut przy 300 x g. Frakcje zawierajacg limfocyty zebrano znad
warstwy Gradisol, przemyto trzykrotnie PBS (3 min wirowanie przy 300 x g) i ponownie
zawieszono w PBS zawierajagcym mieszaning inhibitorow proteazy. Komorki ze srodkowe;j
frakcji zebrano, przemyto i ponownie zawieszono w PBS zawierajacym mieszaning
inhibitorow  proteasomow. Czysto$¢ otrzymanych frakcji komodrkowej oceniano
mikroskopowo (Nikon Eclipse Ti, Nikon Instruments Inc., Nowy Jork, NY, USA). Do
wszystkich probek (osocza, granulocytow i limfocytow) dodano butylohydroksytoluen (BHT)
jako przeciwutleniacz, aby zapobiec utlenianiu w czasie przechowywania probek. Probki
przechowywano w temperaturze —80°C do czasu analizy.

Charakterystyke demograficzng i kliniczng pacjentéw oraz grupy kontrolnej, a takze
poréwnanie ich danych laboratoryjnych przedstawiono w Tabeli 1 i Tabeli 2.

Tabela 1. Charakterystyka demograficzna i kliniczna pacjentow z zakazeniem wirusem KZM (KZM)
i koinfekcja powodowang przez wirusa KZM i bakteriami Bb/Ap w poréwnaniu do oséb

zdrowych.
Kontrola KZM KZM+LB/HGA

Wiek (lata) 41 (28-55) 40 (23-58) 42 (22-63)
Ptec 5/20 kobiet (25%) 14/40 kobiet (35%) 4/6 kobiet (67%)

15/20 mgzczyzn (75%) | 26/40 mezezyzn (65%) | 2/6 megzczyzn (33%)
Potwierdzone  poklucie przez 0/20 (0%) 21/40 (52%) 5/6 (83%)
kleszcza
Czas od poktucia przez kleszcza - 26,8+16,6 17,58+4,95
(dni)
Czas trwania hospitalizacji (dni) - 12,85+2,6 12,34+1,97
Czas trwania objawow (dni) - 7,5+£6,9 4,26+2,63
Posta¢ kliniczna
Zapalenie opon mozgowych 0/20(0%) 25/40 (62,5%) 5/6 (83%)
Zapalenie opon i moézgu 0/20 (0%) 15/40 (37,5%) 1/6 (17%)
Zapalenie opon, mézgu i rdzenia 0/20 (0%) 0/40 (0%) 0/6 (0%)
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Tabela 2. Porownanie danych laboratoryjnych pacjentéw z zakazeniem wirusem KZM (KZM)
i koinfekcja powodowang przez wirusa KZM i bakteriami Bb/Ap przed oraz po leczeniu
w pordéwnaniu do os6b zdrowych.

KZM KZM+LB/HGA
Normy Przy Po Przy Po
przyjeciu wyzdrowieniu| przyjeciu wyzdrowieniu

Pelna morfologia krwi
WBC [103/“L] 4,00 -10,00 10,16+2,37 6,11+1,48 7,27+1,36 5,37+1,46
Neutrofile [%] 40,0-72,0 73,77+9,52 51,18+7,93 60,33+7,07 42,58+11,58
Limfocyty [%] 18,00 — 48,00 16,2+7,76 34,83+6,35 27,37+6,11 42.72+11,24
Monocytg/ [%] 2,50 -10,00 8,99+2.53 9,79+2,15 10,15+2,61 9,56+3,18
RBC [10°/uL] 4,00-5,50 4,40+0,43 4,50+0,32 4.28+0,56 4,14+0,62
HGB [g/dI] 12,00 - 16,00 |  13,321,28 13,68£1,09 | 12,67+1,26 12,5+1,39
PLT [10*/uL] 130 - 350 251,44+87,43 | 270,59+134,4 | 262,67+66,98| 218,4+19,42
CRP [mg/L] 0,00 -5,00 11,52+15,61 0,93+0,54 2,35+2,08 0,81+0,26
Glukoza [mg/dL] 70-110 96,77+10,27 89,62+12,1 92,67+8,5 91,75+5,97
Kreatynina [mg/dL] 0,50-0,90 0,88+0,16 0,82+0,12 0,79+0,08 0,76+0,12
ALT [U/] 0-31 21,10+£19,17 24,17+17,20 | 17,75+11,27 124524
AST [U/1] 0-32 15,59+5,26 22,42+9,23 17+3,67 16,33+3,21
Analiza PMR
Cytoza [cells/pl] 0-5 169,74115,64 | 26,90+25,59 | 99+120,57 14,8+12,15
Biatko [mg/dl] 15-45 75,95+20,56 | 54,46+26,32 | 69+58,49 48,2+27,74

Metody badawcze

Parametry prooksydacyjne

Ocena aktywnosci enzymu prooksydacyjnego

Aktywnos¢ oksydazy ksantynowej (XO; EC.1.17.3.2) oszacowano w o0soczu jako
szybkos¢ wytwarzania kwasu moczowego z detekcji ksantyny przy ditugosci fali 292 nm
[Prajda i wsp. 1975]. Jedng jednostke aktywnosci oksydazy ksantynowej zdefiniowano jako 1
pumol kwasu moczowego wytwarzanego na minute (37°C). Aktywno$¢ enzymu wyrazono
w jednostkach na ml osocza.

Ocena poziomu RFT

Analizie poddano 50 pl krwi i granulocyty/limfocyty uzyskane z 2 ml krwi pobranej
do heparynizowanych Kkapilar. Sposrdéd czgsteczek spinujacych (inaczej znakowanych
sondami) nadajgcych si¢ do wykorzystania biologicznego przyjeto 1-hydroksy-3-
metoksykarbonylo-2,2,5,5-tetrametylopirolidyne (CMH, Noxygen Science Transfer &
Diagnostics, Niemcy). Przygotowano 400 uM roztwor CMH w buforze (bufor Krebsa-Hepesa
(KHB) =zawierajacy 25 pm soli metanosulfonianowej deferoksaminy (DF) $rodka
chelatujacego 1 5 um trihydratu dietyloditiokarbaminianu sodu (DETC) o pH 7.,4. Krew
I granulocyty/limfocyty w PBS zostalty natychmiast potraktowane CMH (1:1) [Kuzkaya
I wsp. 2003] 50 pl otrzymanego roztworu umieszczono w szklanej rurce kapilarnej EPR,
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ktoéra zostata umieszczona we wnece spektrometru e-scan (Noxygen GmbH/Bruker Biospin
GmbH, Rheinstetten, Niemcy) w celu gromadzenia danych. Utlenianie CMH prowadzi do
powstania paramagnetycznego nitrotlenku 3-metoksykarbonyloproksylu (CMe). Poziomy
RFT wyrazono w nmol/ml.

Parametry antyoksydacyjne

Oznaczanie statusu antyoksydacyjnego (TAS)

Calkowity status antyoksydacyjny (TAS) okreslono spektrofotometrycznie (734 nm)
przy uzyciu kwasu 2,2'-azino-bis-3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowego (ABTS) [Lee i wsp.
2017], a TAS wyrazono jako umol Troloxu/ml.

Oznaczanie antyoksydantow enzymatycznych

Aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej (GSHPx—EC.1.11.1.6) w 0soczu mierzono
spektrofotometrycznie (340 nm) metoda Paglii i Valentine'a [Paglia i wsp. 1967] poprzez
ocen¢ konwersji NADPH do NADP+. Jedng jednostke aktywnosci GSH-Px zdefiniowano
jako ilo$¢ enzymu katalizujacego utlenianie 1 pmol NADPH min -1 przy pH 7.4, 25°C.
Aktywno$¢ enzymu wyrazono w jednostkach na ml osocza.

Aktywno$¢ reduktazy glutationowej (GSSGR-EC.1.6.4.2) w o0soczu mierzono
spektrofotometrycznie (340 nm) wedlug metody Mize i Longdon [Mize i Langdon, 1962]
poprzez monitorowanie utleniania NADPH do NADP®, Jedna jednostka GSSGR utleniata
1 pumol NADPH/min przy pH 7,4; 25°C. Aktywnos$¢ enzymu wyrazono w jednostkach na ml
0SocCza.

Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (Cu,Zn-SOD-EC.1.15.1.1) w o0soczu
oznaczono spektrofotometrycznie (480 nm) wedlug metody Misry i Fridovicha [Misra
i Fridovich, 1972] zmodyfikowanej przez Sykesa [Sykes i wsp., 1978]. Jedna jednostke
Cu,Zn-SOD zdefiniowano jako ilo$¢ enzymu, ktéra hamuje utlenianie epinefryny do
adrenochromu o 50%. Aktywno$¢ specyficzng enzymu wyrazono w jednostkach na ml
0SOcCza.

Aktywnos$¢ reduktazy tioredoksyny (TrxR-EC.1.8.1.9) w 0soczu oszacowano przy
uzyciu komercyjnego zestawu testowego (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Test opierat
si¢ na redukcji kwasu 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoesowego) przez NADPH do kwasu 5-tio-2-
nitrobenzoesowego, co oszacowano za pomocg pomiaru kolorymetrycznego przy 412 nm
[Holmgren i Bjornstedt, 1995] . Uzyskane dane wyrazono w jednostkach na ml osocza.

Poziom tioredoksyny (Trx) w osoczu oznaczano ilosciowo metodg ELISA [Lovell
I wsp., 2000]. Ptytki ELISA (Nunc Immuno Maxisorp, Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA) z naniesionym osoczem inkubowano z pierwszorzedowym przeciwciatem kozim
przeciwko Trx przez 24h (Abcam, Cambridge, MA, USA) i przez 1 godzing
z drugorzedowym przeciwciatem kroliczym EnVision+Dual Link/HRP (1:100) (Agilent
Technologies, Santa Clara, Kalifornia, USA). Nastepnie dodawano 0,1 mg TMB w buforze
cytrynowym/ml z 0,012% H,0, jako chromogenem. Reakcje zatrzymano 2 M kwasem
siarkowym 1 absorpcj¢ odczytywano przy 450 nm przy 620 nm jako filtrze odniesienia.
Poziom Trx wyrazono w mikrogramach na ml osocza.

34



Oznaczanie antyoksydantow niskoczgsteczkowych

Zawarto$¢ GSH w osoczu mierzono wedlug procedury Maeso, stosujac elektroforeze
kapilarng [Maeso i wsp., 2005]. Rozdzial przeprowadzono wykorzystujac Kkapilare ze
stopionej krzemionki o dlugosci efektywnej 40 cm przy statym napigciu 27 kV. 2,2 [75 um
(wewnetrzna $rednica) x 40 cm (dtugos¢ catkowita)/10 cm (dlugos¢ do detektora)] przy
detekcji spektrofotometrem przy 200 nm. Poziom zredukowanego glutationu wyrazono
w nanomolach na ml osocza.

Do oznaczenia zawarto$ci witamin A i E [De Leenheera i wsp., 1979] oraz witaminy
C [Ivanovi¢ i wsp., 1999] wykorzystano metody HPLC. Ekstrakcje witamin A i E z osocza
przeprowadzono heksanem zawierajacym 0,025% butylowanego hydroksytoluenu. Faze
heksanowa usunigto i osuszono, a do kolumny wstrzyknigto 50 ul ekstraktu heksanowego.
W celu oznaczenia kwasu askorbinowego zmieszano osocze i rowng objetos¢ kwasu
metafosforowego. Probki odwirowano (1000 x g, 10 min) przed analizg w celu usunigcia
pozostato$ci wytragconych biatek. Po odwirowaniu probki natychmiast poddano analizie.
Zawarto$¢ witamin analizowano w systemie HPLC (Agilent Technologies, Santa Clara,
Kalifornia, USA) z detektorem diodowym (294 nm) przy uzyciu kolumny RP C18 dla
witamin A i E; oraz kolumny RP C18 i detekcji UV przy 250 nm dla zastosowano oznaczenie
witaminy C. Stgzenie witamin wyrazono w nanomolach na ml osocza.

Ocena metabolizmu fosfolipidow

Profil fosfolipidowych kwasow ttuszczowych

Fosfolipidowe kwasy ttuszczowe w postaci estrow metylowych kwasow ttuszczowych
(FAMES) oznaczono metoda chromatografii gazowej [Christie, 1993]. Frakcj¢ lipidowa
wyizolowano metoda ekstrakcji Folcha, stosujac mieszaning chloroform/metanol (2:1, v/v)
2 0,01% butylowanym hydroksytoluenem. Do rozdziatu fosfolipidow kwasow thuszczowych
zastosowano technik¢ chromatografii cienkowarstwowej z heptanem - eterem
diizopropylowym — kwasem octowym (60:40:3, v/v/v) jako faza ruchoma. Nastepnie
fosfolipidowe kwasy tluszczowe transmetylowano do estrow metylowych kwasoéw
thuszczowych przy uzyciu trifluorku boru w metanolu. FAMES analizowano metoda
chromatografii gazowej z detektorem pltomieniowo-jonizacyjnym (FID) przy uzyciu
chromatografu gazowego Clarus 500 (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA). Rozdzielenie
sktadnikéw probki przeprowadzono za pomoca kolumny kapilarnej z faza stacjonarng Varian
CP-Sil 88 (50 m x 0,25 mm, ID 0,2 pm, Varian). Analiz¢ jakoSciowa przeprowadzono na
podstawie poroéwnania czasu retencji otrzymanych FAMEs z autentycznymi wzorcami,
aanalize iloSciowa przeprowadzono metoda wzorca wewnetrznego z kwasem
nonadekanowym (19:0) i 1,2-dinonadekanoilo-sn-glicero-3-fosfocholing (19:0 PC) jako
standardem wewnetrznym. Poziomy LA, AA i EPA w 0soczu wyrazono w pg/ml.

Produkty peroksydacji lipidow

Produkt fragmentacji fosfolipidow (niskoczgsteczkowy aldehyd - 4-HNE) mierzono
metoda GC/MS w osoczu jako pochodna O-PFB-oksymu-TMS, stosujac niewielkie
modyfikacje metody Tsikas i in. [Tsikas i wsp., 2017] 4-HNE-d3 dodano jako standard
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wewnetrzny 1 aldehydy uzyskano w pochodne przez dodanie chlorowodorku O-(2,3,4,5,6-
pentafluorobenzylo) hydroksyloaminy (0,05 M w buforze PIPES, 200 pl) i inkubowano przez
24 godziny w temperaturze pokojowej. Po inkubacji probki odbiatczono przez dodanie 1 ml
metanolu i pochodng aldehydu-PFB-oksymu ekstrahowano przez dodanie 2 ml heksanu.
Goérng warstwe heksanowg przeniesiono do rurek borokrzemowych i odparowano
w strumieniu gazowego argonu, po czym dodano N,O-bis(trimetylosililo)trifluoroacetamid
w 1% trimetylochlorosilanie. Do kolumny wstrzyk-nieto porcje 1 pl. Zawartos¢ 4-HNE
oznaczono za pomocg kwadrupola MS/MS 7890A GC-7000 (Agilent Technologies, Santa
Clara, Kalifornia, USA) z wybranym trybem monitorowania jondw. Zastosowano nast¢pujace
jony: m/z 2420 dla 4-HNE-PFB-TMS oraz m/z 2040 dla standardu wewng¢trznego. 4-HNE
wyrazono w nanomolach na ml osocza.

Oznaczenie produktu cyklizacji fosfolipidow [F2-izoprostanu (8-isoPGF2a)]
przeprowadzono metoda Coolena [Coolen i wsp., 2005]. Do izolacji F2-izoprostanu
zastosowano ekstrakcje w fazie stalej. Dane uzyskano za pomocg systemu Agilent 1290
UPLC ze spektrometrem Agilent 6460 QqQ ze zrodtem jonizacji przez elektrorozpylanie
(ESI). 8-iso0PGF2a analizowano w trybie jonow ujemnych, stosujac nastepujacy tryb MRM:
m/z 353,2 — 193,1 (dla 8-isoPGF2a) 1 357,2 — 197,1 (dla 8-isoPGF2a-d4 ).

Produkt fragmentacji wielonienasyconych kwasow tluszczowych fosfolipidow
(dialdehyd malonowy, MDA) oznaczano metoda chromatografii gazowej sprzezonej ze
spektrometrig mas 7890A GC-7000 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) w oparciu
0 nieznacznie zmodyfikowang metod¢ Tsikasa i wsp. [Tsikas i wsp., 2017]. Do osocza
dodano benzaldehyd-d6 jako wzorzec wewnetrzny. Pochodne aldehydowe oddzielano przy
uzyciu kolumny kapilarnej HP-5 ms ($rednica wewngtrzna 0,25 mm, grubos¢ filmu 0,25 pm,
dlugos¢ 30 m) i1 analizowano w wybranym trybie monitorowania jonow (SIM). Prébki
odbiatczono przez dodanie 1 ml metanolu. Pochodne MDA ekstrahowano heksanem.
Warstwe heksanowg odparowano i dodano N,O-bis(trimetylosililo)trifluoroacetamid w 1%
trimetylochlorosilanie. Monitorowano nast¢pujace jony: m/z 204,0 1 178,0 dla MDA-PFB
oraz m/z 307,0 dla pochodnych IS (benzaldehydu-D 6). Poziom MDA w osoczu wyrazono
w nmol/ml.

Oznaczanie produktu cyklizacji PUFAs [catkowite neuroprostany - NPs] oparto na
metodzie opisanej przez Fam [Fam i wsp., 2002]. Po etapie hydrolizy alkalicznej do izolacji
neuroprostanéw zastosowano ekstrakcje do fazy statej, a NPs oznaczono za pomoca systemu
Agilent 1290 UPLC ze spektrometrem Agilent 6460 QqQ ze zrddlem jonizacji
elektrorozpylonej (ESI). Wszystkie szczegoty dotyczace oznaczania NPs zostaty opisane we
wczesniej opublikowanych badaniach [Luczaj i wsp. 2016]. Poziom NPs w osoczu wyrazono
w nmol/ml.

Aktywnos¢ PLA2, COX1/2 i LOX5

Analiza spektrofotometryczna zostala wykorzystana do zbadania aktywnosci
enzymoOw zaangazowanych w metabolizm fosfolipidow i PUFAs: PLA2 (fosfolipaza A2;
PLA2-EC.3.1.1.4 ) mierzono przy uzyciu zestawu cPLA2 Assay Kit (Cayman Chemical
Company w Ann Arbor, MI, USA); COX1/2 (cyklooksygenaza 1 i 2; COX1/2-
EC.1.14.99.1/2) mierzono przy uzyciu komercyjnego zestawu testowego (Cayman Chemical
Company w Ann Arbor, MI, USA); lipooksygenazg-5 (LOXS) przy uzyciu komercyjnego
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zestawu testowego Sigma-Aldrich  (Sigma-Aldrich, Steinheim, Niemcy) zgodnie
z instrukcjami producenta [Zarkovié i wsp., 2022, Reynolds i wsp., 1994, Kulmacz i Wang
1995]. Aktywnos¢ PLA2 wyrazono w nmol arachidonoilotiofosfatydylocholiny/min/ml.
Aktywno$¢ cyklooksygenaz wyrazono w U/ml. Aktywnos¢ LOX jest wyrazona w U/ml.

Poziom endokannabinoidow

Poziom endokannabinoidow: anandamidu (AEA), 2-arachidonyloglicerolu (2-AG), N-
oleoiloetanoloaminy (OEA) i N-palmitoiloetanoloaminy (PEA) oznaczono przy uzyciu ultra
wydajnej chromatografii cieczowej z tandemowa spektrometrig mas (UPLC-MS/MS) [Luque-
Cordoba i wsp., 2018]. Analiz¢ LC-MS przeprowadzono na spektrometrze masowym
Shimadzu (Kyoto, Japonia) Triple Quad 8060 i systemie UHPLC Shimadzu, podczas gdy
rozdzial chromatografii cieczowej uzyskano za pomocg kolumny analitycznej Poroshell 120
EC-C18 (3,0 x 150 mm; wielko$¢ czastek 2,7 um. AEA, 2-AG, OEA 1 PEA zostaty
wyekstrahowane z probek osocza, oczyszczone 1 oznaczone ilo$ciowo przy uzyciu techniki
LC-MS z rozcienczeniem stabilnego izotopu. Deuterowane endokannabinoidy: AEA-d8, 2-
AG-d8 i OEA-d4 jako wzorce wewnetrzne. Probki analizowano w trybie jonow dodatnich
przy uzyciu wielokrotnego monitorowania reakcji (MRM). Przejscia prekursoréw do jondéw
produktu byly nastepujace: m/z 348,3—62,15 dla AEA, m/z 379,3—287,25 dla 2-AG, m/z
300,3—62,0 dla PEA, 326,3—62,0 dla OEA, m/z 356,2—63,05 dla AEA-d8, m/z
387,3—294,0 dla 2-AG-d8 i m/z 330,20—66,15 dla OEA-d4. Poziomy AEA, 2-AG, OEA
i PEA w osoczu zmierzono wzgledem krzywej standardowej, a nastgpnie wyrazono jako
pmol/ml.

Poziom eikozanoidow

Eikozanoidy: prostaglandyna E2 (PGE2), leukotrien B4 (LTB4), 15-deoksy-
deltal2,14-prostaglandyna J2 (15d-PGJ2), kwas 13-S-hydroksyoktadekadienoinowy (13-
HODE) i kwas 15-hydroksyeikozatetraenowy (15- HETE) zostaly oznaczone przy uzyciu
ultra-wydajnej chromatografii cieczowej-tandemowej spektrometrii mas (UPLCMS/MS)
[Watkins i wsp., 2016]. Do analizy LC-MS zastosowano spektrometr mas Triple Quad 8060
i system UHPLC firmy Shimadzu (Kyoto, Japonia), natomiast rozdzial chromatograficzny
cieczowy przeprowadzono na kolumnie analitycznej Eclipse Plus C18 (2,1x100 mm, wielkos¢
czastek 1,8 pm). PGE2, LTB4, 15d-PGJ2, 13-HODE i 15-HETE z probek osocza
ekstrahowano, oczyszczano 1 oznaczano ilosciowo przy uzyciu techniki LC-MS
Z rozcienczeniem stabilnego izotopu. Deuterowane eikozanoidy: LTB4-d4, PGE2-d4, 15d-
PGJ2-d4 i 15-HETE-d8 wykorzystano jako wzorce wewnetrzne. Probki analizowano w trybie
jonoéw dodatnich przy uzyciu wielokrotnego monitorowania reakcji (MRM). Przejécia jonow
prekursora do jonoéw produktu byly nastgpujace: m/z 351.3—271.2 dla PGE2, m/z
315.2—271.2 dla 15-d-PGJ2, m/z 369.3—169.1 dla TXB2, m/z 319. 2—179,1 dla 12-HETE,
m/z 355,0—275,3 dla PGD2-d4, m/z 373,0—173,1 dla TXB2-d4, m/z 319,3—275,2 dla 15-d-
PGJ2-d4 i 327,0-226,2 dla 15-HETE-d8. Poziomy TXB2, PGE2, 15d-PGJ2 i 12-HETE
W osoczu zmierzono wzgledem krzywej standardowej, a nastepnie wyrazono jako pmol/ml.
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Ekspresja biatek

Pomiar ekspresji biatka przeprowadzono za pomoca testu immunoenzymatycznego
(ELISA) [Hnasko i wsp., 2011] Lizaty komorek (granulocyty i limfocyty) naniesiono na
studzienki ptytki ELISA (Nunc Immuno MaxiSorp, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).
Piytki z przylaczonymi biatkami inkubowano w temperaturze 4°C przez 3 godziny
z roztworem blokujacym (5% odtluszczone mleko w proszku w buforze wigzacym weglan).
Po przemyciu PBS uzupetionym 0,1% Tween 20, probki inkubowano w temperaturze 4°C
przez noc z odpowiednimi przeciwciatami pierwszorzgdowymi przeciwko NF-kB (p52 lub
p62), TNF-a, HO-1 (gospodarz: mysz) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), Keapl, Nrf2,
fosfo-Nrf2 (Ser40) (gospodarz: krolik) (Santa Cruz Biotechnology, Kalifornia, USA). TRPV1
(gospodarz: mysz) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA); CB1, CB2, (gospodarz: mysz)
(Santa Cruz Biotechnology, CA, USA); PPARY (gospodarz: krolik) (Invitrogen, Waltham,
MA, USA).Wszystkie przeciwciata zastosowano w stezeniu 1:1000. Nastepnie, po przemyciu
(PBS uzupetiony 0,1% Tween 20), ptytki inkubowano przez 30 minut z roztworem
blokujacym peroksydaze (3% H,0,, 3% odtluszczonego mleka w proszku w PBS)
W temperaturze pokojowej. Jako przeciwciato drugorzgdowe zastosowano kozie przeciwciato
przeciw  krolikowi/myszowi EnVisiont roztwor Dual Link/HRP (1:100) (Agilent
Technologies, Santa Clara, Kalifornia, USA). Po 1 godzinie inkubacji w temperaturze
pokojowej usunigto przeciwciala wtérne i1 ptytki inkubowano z roztworem substratu
chromogenu (0,1 mg/ml TMB, 0,012 % H202) przez 40 minut. Reakcje zatrzymywano przez
dodanie 2 M kwasu siarkowego i absorpcje odczytywano po 10 minutach przy 450 nm
i automatycznie przeliczono z krzywych standardowych dla kazdego biatka (NF-kBp52;
Lifespan Biosciences, Seattle, WA, USA, NF-kBp65; OriGene Technologies, Rockville,
USA, TNF-a; Merck, Darmstadt, Niemcy, Nrf2; MyBioSource, San Diego, Kalifornia, USA,
PNRF2; ludzki Nrf2 (fosfo S40), Abcam, Cambridge, GB, Keapl; Sino Biological, Eschborn,
Niemcy i HO-1; Enzo Life Sciences, Ann Arbor, MI, USA; CB1: Abcam, Cambridge, UK;
CB2: Abnova, Taipei, Tajwan; TRPV1: Lifespan Biosciences, Seattle, WA, USA; PPARy:
Fine, Test Wuhan, Hubei, Chiny;). Uzyskane warto$ci przeliczano na mg biatka w probkach.

Modyfikacje oksydacyjne biatek

Modyfikacje oksydacyjne bialek w granulocytach oszacowano na poziomie tryptofanu
i grup karbonylowych biatka. W celu analizy poziomu tryptofanu probki rozcienczano
w 0,1 mol/L H,SO4 (1:10) i mierzono emisj¢/wzbudzenie fluorescencji odpowiednio przy 325
nm/420 nm i 288 nm/338 nm [Hawkins i wsp., 2009]. Wszystkie wyniki normalizowano dla
1 miligrama biatka. Poziom grup karbonylowych w biatku oznaczono spektrofotometrycznie
(370 nm) przy uzyciu 2,4-dinitrofenylohydrazyny [Levine i wsp., 1990] i wyrazono jako
nanomole grup karbonylowych na miligram biatka.

Poziom adduktéow 4-HNE-biatka w granulocytach mierzono metoda ELISA przy
uzyciu  pierwszorzedowego przeciwciata monoklonalnego mysiego przeciwciata
monoklonalnego anty-4-HNE myszy (Invitrogen, Burlington, Kanada) i przeciwciata
drugorzgdowego przeciwkroliczego/mysiego EnVision+ Dual Link/HRP (1:100) (Agilent
Technologies, Santa Clara, Kalifornia, USA). Stezenia adduktéw 4-HNE-biatko okreslono za
pomoca krzywej kalibracyjnej w zakresie 0,5-25 pmol/mg BSA (r* - 0,9983)
i znormalizowano dla 1 miligrama biatka.
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Analiza statystyczna

Dane wyrazono jako $rednig + SD i analizowano za pomoca jednokierunkowej analizy
wariancji (ANOVA), a nastgpnie testu Tukeya post hoc przy uzyciu oprogramowania
Statistica (Statistica 13.3, StatSoft, Krakow, Polska). Wyniki poré6wnano za pomocg testu U
Manna — Whitneya i testu rang ze znakiem Wilcoxona. Za istotne uznano wartosci p < 0,05
i tylko te wyniki oméwiono szczegotowo.

Korelacje pomiedzy poziomem markeréw stresu oksydacyjnego a innymi markerami
stanu zapalnego obliczono za pomocg testu korelacji rang Spearmana.
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IV. Wyniki

Rownowaga oksydacyjno-antyoksydacyjna

Whyniki niniejszej pracy wykazuja, ze zakazenie wirusem KZM, a takze koinfekcja
wirusowo-bakteryjna (KZM+ LD lub/oraz KZM+HGA — 0znaczone na rysunkach i w opisach
dla uproszczenia jedynie jako koinfekcja) zwickszato aktywno$¢ jednego z podstawowych
enzymow prooksydacyjnych krwi - oksydazy ksantynowej. Konsekwencja byt
zaobserwowany wzrost poziomu RFT zarowno we krwi pelnej, jak i we frakcji granulocytow
jak i limfocytéw (Ryc. 9).
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Rycina 9. Aktywnos¢ oksydazy ksantynowej (XO) i poziom RFT oceniane w o0soczu krwi,

granulocytach 1 limfocytach oraz catkowity status antyoksydacyjny (TAS)
pacjentow z KZM i pacjentow z koinfekcjg (koinfekcje) przed (KZM1 vs
koinfekcjel) i po terapii (KZM2 vs koinfekcje2) poréwnano z wartosciami dla osob
zdrowych (kontrola).

Istotnosci statystyczne dla wartosci srednich oznaczono dla p < 0,05.

Legenda

roznice istotne statystycznie dla wartosci parametrow pacjentow z KZM (n = 40) przed
leczeniem (KZM1) lub pacjentow wspotzakazonych wirusem KZM oraz bakteria
(B.burgdorferi lub A.phagocytophilum) (n = 6) przed leczeniem (koinfekcjel) i grupa
kontrolnq (n=20) oznaczano jako "a" dla dla p < 0,05;

roéznice istotne statystycznie dla warto$ci parametrow pacjentow z KZM (n = 40) po
leczeniu (KZM2) vs przed leczeniem (KZM1) oznaczano jako "x" dla p < 0,05;

roznice istotne statystycznie dla wartosci parametrow pacjentdow z koinfekcjami (n = 40) po
leczeniu (koinfekcje2) vs przed leczeniem (koinfekcjel) oznaczano jako "y* dla p < 0,05.
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Koinfekcja wirusowo-bakteryjna nie modyfikuje znaczaco odpowiedzi prooksydacyjne;j
organizmu pacjenta w poréwnaniu z zakazeniem wirusem KZM. Natomiast w okresie
rekonwalescencji zardwno aktywno$¢ oksydazy ksantynowej, jak i poziom RFT ulegly
obnizeniu, co byto szczegolnie widoczne w granulocytach. Ponadto, w osoczu krwi pacjentow
zarowno z zakazeniem wirusem KZM, jak 1 wspotzakazeniem bakteryjnym, wykazano
obnizenie catkowitego statusu antyoksydacyjnego (TAS) w pordéwnaniu z wartoSciami
w grupie kontrolnej (Ryc. 9). Nie zaobserwowano jednak istotnych statystycznie rdznic
migdzy dwiema grupami pacjentéw przed leczeniem (KZM1 i koinfekcjel). W probkach
pobranych po leczeniu obserwowano (KZM2) znaczny wzrost wartosci TAS, ale nie
stwierdzono istotnego wzrostu statusu antyoksydacyjnego w osoczu pacjentow leczonych
z koinfekcjami (koinfekcje2). Jednakze pomimo wzrostu wartosci TAS po leczeniu w obu
grupach pacjentow (KZM?2 i koinfekcje2), wartosci catkowitego statusu antyoksydacyjnego
nie osiggnely warto$ci kontrolnych.

Ze wzgledu na nasilona generacj¢ RFT 1 obnizenie TAS w wyniku zakazenia
patogenami oraz nasilenie warunkéw prooksydacyjnych, dla organizmu gospodarza istotna
jest skuteczno$¢ czynnika transkrypcyjnego Nrf2 odpowiedzialnego za transkrypcje bialek
cytoprotekcyjnych, w tym antyoksydantow. Wyniki tego badania wykazaty, ze ekspresja
Nrf2, a takze jego aktywnej fosforylowanej formy (pNrf2) znacznie wzrosta w odpowiedzi na
infekcje (Ryc. 10). Ponadto pomimo wzrostu ekspresji cytozolowego inhibitora Nrf2 — biatka
KEAPI, skuteczno$¢ Nrf2 oceniana poziomem uznanego wskaznika efektywnosci hemu
oksygenazy Nrf2-1 (HO-1) ulegta istotnemu zwigkszeniu, co wskazywato na mozliwos¢
zwigkszonego transkrypcj¢ innych biatek przeciwutleniajacych. Podwyzszenie efektywnosci
Nrf2 uwidacznia si¢ réwniez w istotnie podwyzszonej aktywnos$ci dysmutazy
ponadtlenkowej, podstawowego enzymu odpowiedzialnego za dysmutacje anionorodnika
ponadtlenkowego, u pacjentow w poczatkowej fazie choroby (wirusowej oraz koinfekcji)
I Obnizenie po zastosowanej terapii. Jednakze pomimo zwigkszonej efektywnos$ci
transkrypcyjnej Nrf2, nie wszystkie badane biatka antyoksydacyjne charakteryzowaty si¢
podwyzszonym poziomem/aktywnos$cig. Zaréwno infekcja wirusem KZM, jak i koinfekcje
bakteryjno—wirusowe zmniejszaty aktywnos¢ enzymow nalezacych do uktadu glutationowego
oraz tioredoksynowego odpowiedzialnych m.in. za ochrong¢ fosfolipidow. W przypadku
uktadu glutationowego obserwowano obnizong aktywnos$¢ obu kooperujacych enzymow:
peroksydazy glutationowej (GPx) i reduktazy glutationowej (GSSGR), czemu towarzyszyt
obnizony poziom GSH i podwyzszony poziom disiarczku glutationu (Ryc. 11). Obserwowany
w tym badaniu spadek aktywno$ci wyzej wymienionych enzymoéw mogl by¢ efektem
modyfikacji oksydacyjnych struktur nowo syntetyzowanych biatek, a obnizony poziom GSH
interakcji tego peptydu z 4-HNE. Natomiast terapia nie wptyne¢la istotnie na powyzsze
parametry, poza obniZzeniem poziomu utlenionego glutationu, co czgsciowo moze wskazywac
na cofanie si¢ warunkéw prooksydacyjnych. Podobny kierunek zmian dotyczy sktadnikow
uktadu tioredoksynowego, w tym reduktazy tioredoksyny, ktéra podobnie jak uktad zalezny
od glutationu wraz z tioredoksyng bierze udziat w ochronie antyoksydacyjnej fosfolipidéw
(Ryc.11). Jednakze obnizenie poziomu tioredoksyny nie gwarantuje skutecznego
funkcjonowanie tego uktadu. Szczegdlnie trudng sytuacje zaobserwowano w przypadku
koinfekcji, gdy obnizeniu ulegl zarowno poziom Trx, jak 1 aktywno$¢ TrxR. Natomiast po
terapii objawowej lub antybiotykoterapii nie zaobserwowano istotnej zmiany aktywnoS$ci
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enzymow, jednak w przypadku zakazenia wirusen KZM poziom Trx wzrost, a w przypadku
koinfekcji ulegt obnizeniu.
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Rycina 10. Ekspresja Nrf2, pNrf2, HO-1 i KEAP1 w granulocytach pacjentéw z koinfekcja
(koinfekcje) przed (KZML1 vs koinfekcjel) i po terapii (KZM2 vs koinfekcje2)
poroéwnano z warto$ciami dla os6b zdrowych (kontrola).

Istotnosci statystyczne dla warto$ci §rednich oznaczono dla p < 0,05.

Legenda

e rdznice istotne statystycznie dla wartosci parametréw pacjentow z KZM (n = 40) przed
leczeniem (KZM1) lub pacjentdow wspotzakazonych wirusem KZM oraz bakterig
(B.burgdorferi lub A.phagocytophilum) (n = 6) przed leczeniem (koinfekcjel) i grupa
kontrolng (n = 20) oznaczano jako "a" dla dla p < 0,05;

e rdznice istotne statystycznie dla warto$ci parametrow pacjentow z KZM (n = 40) po
leczeniu (KZM2) vs przed leczeniem (KZM1) oznaczano jako "X" dla p < 0,05.

Pomimo zwigkszonej efektywnosci aktywnosci transkrypeyjnej Nrf2 w wyniku infekcji,
nie wszystkie badane enzymy antyoksydacyjne charakteryzowaty si¢ zwigkszona
aktywnoscig. Zaréwno infekcja wirusem KZM, jak i koinfekcja bakteryjno — wirusowa
zmniejszaja aktywno$¢ enzymow zwigzanych z uktadem glutationowym i odpowiedzialnych
za ochron¢ m.in. fosfolipidow, takich jak peroksydaza glutationowa (GPx) i reduktaza
(GSSGR). Towarzyszyt temu obnizony poziom GSH i1 podwyzszony poziom dwusiarczku
glutationu (Ryc.11). Obserwowany w tym badaniu obnizenie aktywnosci wyzej
wymienionych enzyméw mogt byé efektem modyfikacji oksydacyjnych struktur nowo
syntetyzowanych bialek. W konsekwencji, pomimo podwyzszonego poziomu biatek
enzymatycznych, obserwowana aktywnos¢ ulegta zmniejszeniu. Natomiast terapia (objawowa
I antybiotykoterapia) nie wplyngta istotnie na powyzsze parametry, poza zmniejszeniem
poziomu utlenionego glutationu. W przeciwienstwie do obserwowanego spadku aktywnosci
enzymoOéw antyoksydacyjnych uktadu glutationowego podczas zakazenia wirusem KZM
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I koinfekcji  bakteryjnych, nastapit wzrost aktywnos$ci dysmutazy ponadtlenkowe;,
podstawowego enzymu antyoksydacyjnego zaré6wno w odpowiedzi komoérkowej, jak
I zewnatrzkomoérkowej na warunki prooksydacyjne, ktore odpowiadaja za dysmutacje
pierwszego wytworzonego anionu ponadtlenkowego. Podobny kierunek zmian dotyczy
reduktazy tioredoksyny, ktora wraz z tioredoksyng i ukladem glutationowym bierze udziat
w ochronie antyoksydacyjnej fosfolipidow (Ryc.11). Jednakze towarzyszace zmniejszenie
poziomu tioredoksyny w dalszym ciggu nie pozwalato na skuteczne funkcjonowanie uktadu.
Szczegolnie trudng sytuacje zaobserwowano w przypadku koinfekcji, gdy spadl zaréwno
poziom Trx, jak i aktywnos¢ TrxR. Natomiast po terapii objawowej lub antybiotykoterapii nie
zaobserwowano istotnej zmiany aktywno$ci enzymow, jednak w przypadku zakazenia
wirusen KZM poziom Trx wzrést, a w przypadku koinfekcji zmniejszyt si¢ po terapii.
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Rycina 11. Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), aktywnos$¢ tioredoksyny (Trx)
i reduktazy tioredoksyny (TrxR) oraz aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej
(GPx), poziom GSH, aktywno$¢ reduktazy glutationowej (GSSG-R) i poziom
GSSG w osoczu pacjentow z KZM 1 pacjentow z koinfekcja (koinfekcje) przed
(KZM1 vs koinfekcjel) i po terapii (KZM2 vs koinfekcje2) poréownano
z warto$ciami dla osob zdrowych (kontrola).

Istotnosci statystyczne dla wartosci srednich oznaczono dla p < 0,05.
Legenda

e roOznice istotne statystycznie dla wartosci parametréw pacjentow z KZM (n = 40) przed
leczeniem (KZMI1) lub pacjentdow wspotzakazonych wirusem KZM oraz bakterig
(B.burgdorferi lub A.phagocytophilum) (n = 6) przed leczeniem (koinfekcjel) i grupa
kontrolng (n = 20) oznaczano jako "a" dla dla p < 0,05;

e rdznice istotne statystycznie dla wartosci parametrow pacjentow z KZM (n = 40) po
leczeniu (KZM2) vs przed leczeniem (KZM1) oznaczano jako "x" dla p< 0,05.

Niezaleznie od modyfikacji antyoksydacyjnych ukladow enzmatycznych, zakazenie
wirusem KZM jak i koinfekcje powoduja rowniez zmiany W poziomie parametrow
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nieenzymatycznych, do ktorego zaliczajg si¢ m.in. wspotdziatajace w organizmie witaminy A,
E i C (Ryc.12). Wyniki tego badania wskazuja, ze poziom tych przeciwutleniaczy zmniejszat
si¢ zarowno podczas infekcji, jak 1 koinfekcji, natomiast ich poziom wzrastat po
wyzdrowieniu jedynie u pacjentow zakazonych wirusem KZM. W przypadku koinfekcji
antybiotykoterapia nie miata istotnego wptywu na poziom witamin A i C, natomiast sprzyjata
podniesieniu poziomu witaminy E.

witamina A . . i i
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Rycina 12. Poziom witamin A, E i C w osoczu pacjentow z KZM i pacjentéw z koinfekcja
(koinfekcje) przed (KZM1 vs koinfekcjel) i po terapii (KZM2 vs koinfekcje2)
poréwnano z warto$ciami dla osob zdrowych (kontrola).

Istotnosci statystyczne dla wartosci srednich oznaczono dla p <0,05.

Legenda

e rdznice istotne statystycznie dla wartosci parametréw pacjentdow z KZM (n = 40) przed
leczeniem (KZM1) lub pacjentow wspotzakazonych wirusem KZM oraz bakterig
(B.burgdorferi lub A.phagocytophilum) (n = 6) przed leczeniem (koinfekcjel) i grupa
kontrolng (n = 20) oznaczano jako "a" dla dla p< 0,05;

e rdznice istotne statystycznie dla wartosci parametrow pacjentdow z KZM (n = 40) po
leczeniu (KZM2) vs przed leczeniem (KZM1) oznaczano jako "x" dla p< 0,05.

Stres oksydacyjny towarzyszacy infekcji wirusowej i koinfekcjom wirusowo-
bakteryjnym sprzyjat oksydacyjnym modyfikacjom lipidow. W osoczu pacjentow z KZM
oraz koinfekcjami bakteryjnymi wykazano istotny wzrost poziomu produktéw oksydacyjnych
fragmentacji PUFAs - malonaldehydu (MDA) i 4-HNE oraz produktow oksydacyjnej
cyklizacji PUFAs - neuroprostanow (NPs) i izoprostanéw 8-isoPGF20 w pordéwnaniu
z warto$ciami w osoczu 0sob zdrowych (Ryc.13). Natomiast leczenie pacjentow z infekcja
wirusowg (KZM) i wspotinfekcjg bakteryjng (koinfekcje) prowadzito do obnizenia poziomu
produktow peroksydacji lipidow, a w grupie pacjentow z KZM po leczeniu obnizenie
poziomu tych produktéw byt istotny statystycznie w porownaniu do wartos$ci sprzed leczenia.
Nalezy jednak réwniez podkresli¢, ze nawet po leczeniu poziomy produktow peroksydacji
lipidow nie osiggnety wartosci jak w grupie osob zdrowych.
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Rycina 13. Poziom 4-HNE, MDA, NPs i 8-isoPGF20 w o0soczu pacjentow z KZM
I pacjentéw z koinfekcja (koinfekcje) przed (KZM1 vs koinfekcjel) i po terapii
(KZM2 vs koinfekcje2) porownano z osobami zdrowymi (kontrola).
Istotnosci statystyczne dla wartosci $rednich oznaczono dla p< 0,05.
Legenda

* roznice istotne statystycznie dla warto$ci parametrow pacjentow z KZM (n = 40) ﬁrzed
leczeniem (KZM1) lub pacjentdéw wspotzakazonych wirusem KZM oraz bakteria
(B.burgdorferi lub A.phagocytophilum) (n = 6) przed leczeniem (koinfekcjel) i grupa
kontrolng (n = 20) oznaczano jako "a" dla dla p< 0,05;

e rOznice istotne statystycznie dla wartosci farametréw pacjentdéw z KZM (n = 40) po
leczeniu (KZM2) vs przed leczeniem (KZM1) oznaczano jako "x" dla p< 0,05;

e rOznice istotne statystycznie dla wartoSci parametrow pacjentdow z wspotzakazonych
wirusem KZM oraz bakteria (B.burgdorferi lub A.phagocytophllum? (n= Gg po leczeniu
(koinfekcje2) vs przed leczeniem (koinfekcjel) oznaczano jako "y" dla p< 0,05.

W konsekwencji w wyniku stresu oksydacyjnego obserwowanego w wyniku zakazenia
dochodzito takze do oksydacyjnych modyfikacji struktur biatek spowodowanych zar6wno
bezposrednim dziataniem RFT, ocenianym jako podwyzszony poziom dityrozyny
w przypadku infekcji i koinfekcji oraz grup karbonylowych (CBO) zaobserwowanym jedynie
w przypadku KZM (ryc.14). Dodatkowo, w obu grupach zakazonych pacjentow (KZM
i koinfekcje) zaobserwowano obnizenie poziomu tryptofanu, prawdopodobne jako skutek
degradacji oksydacyjnej. Poziom tryptofanu nie zmienit si¢ istotnie po leczeniu, natomiast
w grupie chorych na KZM po terapii zaobserwowano istotne statystycznie obnizenie poziomu
dityrozyny.

Wozrost poziomu 4-HNE w wyniku infekcji skutkowal rowniez interakcjami tego
reaktywnego aldehydu z grupami aminowymi bialek z powstawaniem adduktow 4-HNE-
biatka, ktore powodowaly modyfikacje struktury biatek osocza krwi i prawdopodobnie,
przynajmniej czeSciowo, odpowiedzialne byly biatek
enzymatycznych.

Leczenie powodowato obnizenie poziomu powstajacych modyfikacji, na ogo6t jednak
zmiany te nie byly istotne statystycznie.

za obnizone aktywnosci
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Rycina 14. Poziomy adduktow 4-HNE-biatko, grup karbonylowych biatek (CBO), dityrozyny

I tryptofanu w osoczu pacjentow z KZM 1 pacjentow z koinfekcjg (koinfekcje)
przed (KZM1 vs koinfekcjel) i po terapii (KZM2 vs koinfekcje2) porownano
z wartosciami dla 0s6b zdrowych (kontrola).
Istotnosci statystyczne dla wartosci srednich oznaczono dla p< 0,05.

Legenda

roznice istotne statystycznie dla warto$ci parametrow pacjentow z KZM (n = 40) przed
leczeniem (KZM1) lub pacjentow wspotzakazonych wirusem KZM oraz bakteriag
(B.burgdorferi lub A.phagocytophilum) (n = 6) przed leczeniem (koinfekcjel) i grupa
kontrolng (n = 20) oznaczano jako "a" dla dla p< 0,05;

roznice istotne statystycznie dla wartoéci parametréw pacjentow z KZM (n = 40) po
leczeniu (KZM2) vs przed leczeniem (KZM1) oznaczano jako "X" dla p< 0,05.

W wyniku zaréwno zakazenia wirusem KZM, jak i wspotzakazenia obserwowane
warunki prooksydacyjne sprzyjaja modyfikacji aktywnosci enzymow zaangazowanych
w metabolizm fosfolipidow i wolnych PUFAs (Ryc.15). Wykazano, ze zarowno KZM, jak
| wspotistniejagce zakazenia powodujg istotny statystycznie wzrost aktywnos$ci fosfolipazy A2
(PLA2), lipooksygenazy 5 (LOXS5) oraz indukowalnej izoformy cyklooksygenazy (COX2).

Istotna

jest rowniez obserwacja, ze po leczeniu pacjentéw z kleszczowym zapaleniem mézgu

nastapit dalszy wzrost aktywnos$ci zarowno PLA2, jak i COX1 oraz obnizenie aktywnoS$ci

LOX5

I indukowalnej izoformy cyklooksygenazy. Natomiast w przypadku wspotistniejacych

zakazen farmakoterapia skutkowata redukcja aktywnos$ci wszystkich badanych enzymow.
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Rycina 15. Aktywnos¢ fosfolipazy A2 (PLA 2), lipooksygenazy-5 (LOX 5) i cyklooksygenaz
1/2 (COX 1 1 2) w osoczu pacjentow z KZM i pacjentow z koinfekcjg (kOInfeije)
przed (KZM1 vs koinfekcjel) i po terapii (KZM2 vs koinfekcje2) porownano
z wartosciami dla os6b zdrowych (kontrola).

Istotnosci statystyczne dla wartosci srednich oznaczono dla p< 0,05.

Legenda

e rdznice istotne statystycznie dla wartosci parametréw pacjentow z KZM (n = 40) przed
leczeniem (KZM1) lub pacjent p 6w wspotzakazonych wirusem KZM oraz bakterig
(B.burgdorferi lub A.phagocytophilum) (n = 6) przed leczeniem (koinfekcjel) i grupa
kontrolng (n = 20) oznaczano jako "a" dla dla p< 0,05;

e rdznice istotne statystycznie dla warto$ci parametrow pacjentow z KZM (n = 40) po
leczeniu (KZM2) vs przed leczeniem (KZM1) oznaczano jako "x" dla p< 0,05;

e rdznice istotne statystycznie dla warto$ci parametrow pacjentow wspotzakazonych wirusem
KZM oraz bakterig (B.burgdorferii lub A.phagocytophilum) (n = 6) przed leczeniem
(koinfekcjel) i pacjentow z KZM (n = 40) przed leczeniem (KZM1) oznaczano jako "m"
dla dla p< 0,05.

Wynikiem zakazenia wirusem KZM, jak i1 wspotzakazenia bakteryjnego byty
przesunigcia rownowagi redoks, w organizmach pacjentow, w kierunku warunkow
prooksydacyjnych, co niezaleznie od zmian wywotanych peorksdacja lipidow, spowodowato
rowniez zmiany w aktywnosci enzymow lipolitycznych, ktore skutkowaty obserwowanymi
W niniejszej pracy, kumulujacymi si¢ zmianami W poziomach zaréwno fosfolipidowych jak
i wolnych nienasyconych kwasow tluszczowych. W rezultacie w osoczu krwi pacjentow
zarowno z zakazeniem wirusem KZM, jak i z koinfekcjami bakteryjnymi dochodzi do
obnizenia poziomu fosfolipidowych wielonienasyconych kwasow tluszczowych, takich jak
kwas arachidonowy (AA 20:4), kwas a-linolenowy (LA 18:3) i kwas eikozapentaenowy (EPA
20:5), jednak w przypadku wolnych PUFAs doszto do wzrostu poziomu LA i EPA, a poziom
AA nie ulegt zmianie (Ryc.16). Natomiast po terapii u pacjentow z KZM doszto do wzrostu
poziomu fosfolipidowych LA i EPA oraz wolnego EPA, a w przypadku koinfekcji wzrasta
tylko poziom wolnego EPA. Jednakze w przypadku zakazenia wirusem KZM jak i koinfekcji
bakteryjnej stwierdzono obnizenie poziomu wolnego AA. W pozostatych przypadkach terapia
nie powodowatla wzrostu poziomu wielonienasyconych kwasow ttuszczowych.
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Rycina 16.Poziom fosfolipidéw i wolnych wielonienasyconych kwasow tluszczowych (kwas
a-linolenowego (LA), kwasu arachidonowego (AA) i kwasu eikozapentaenowego
(EPA) w osoczu pacjentow z KZM i pacjentow z koinfekcja (koinfekcje) przed
(KZM1 vs koinfekcjel) 1 po terapii (KZM2 vs koinfekcje2) poréwnano
Z warto$ciami dla os6b zdrowych (kontrola).
Istotnosci statystyczne dla wartosci srednich oznaczono dla p< 0,05.

Legenda

e rdznice istotne statystycznie dla wartosci parametréw pacjentow z KZM (n = 40) przed
leczeniem (KZM1) lub pacjentow wspotzakazonych wirusem KZM oraz bakterig
(B.burgdorferi lub A.phagocytophilum) (n = 6) przed leczeniem (koinfekcjel) i grupa
kontrolng (n = 20) oznaczano jako "a" dla dla p< 0,05;

e rdznice istotne statystycznie dla wartosci parametrow pacjentdow z KZM (n = 40) po
leczeniu (KZM2) vs przed leczeniem (KZM1) oznaczano jako "x" dla p< 0,05.

e roznice istotne statystycznie dla wartosci Farametrow pacjentow z Wspolzakazonych

wirusem KZM oraz bakteria (B.burgdorferi lub A phagocytophllum? (n = 6) po leczeniu
(koinfekcje2) vs przed Ieczemem (komfekqel) oznaczano jako "y" dla p< 0,05.

Konsekwencja bezposredniego 1 posredniego (poprzez enzymy) wplywu stresu
oksydacyjnego na poziom PUFAS byly obserwowane zmiany w poziomie mediatoréw
lipidowych, zarowno z grupy endokannabinoidow, jak 1 eikozanoidéw. W przypadku
endokannabinoidow infekcja wywotana przez wirus KZM powodowata znaczny wzrost
poziomu anandamidu (AEA) i oleoiloetanoloamidu (OEA), ktorych poziomy po
farmakoterapii ulagaty obnizeniu do wartosci zblizonych do tych w grupie kontrolnej (Ryc.
17). Natomiast w przypadku koinfekcji bakteryjnych (koinfekcje) kierunek obserwowanych
zmian byt taki sam, przy czym poziom 2-AG obnizyt si¢ ponizej wartosci kontrolnych.
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Rycina 17. Ekspresje anandamidu (AEA), 2-arachidonoiloglicerolu (2-AG), palmitoilo-
etanoloaminy (PEA) i oleoiloetanoloamidu (OEA) w osoczu pacjentow z KZM
i pacjentow z koinfekcja (koinfekcje) przed (KZM1 vs koinfekcjel) i po terapii
(KZM2 vs koinfekcje2) porownano z warto$ciami dla osob zdrowych (kontrola).
Istotnosci statystyczne dla wartosci srednich oznaczono dla p< 0,05.
Legenda
e rdznice istotne statystycznie dla wartosci parametréw pacjentdow z KZM (n = 40) przed
leczeniem (KZM1) lub pacjentow wspotzakazonych wirusem KZM oraz bakterig
(B.burgdorferii lub A.phagocytophilum) (n = 6) przed leczeniem (koinfekcjel) i grupa
kontrolna (n = 20) oznaczano jako "a" dla dla p< 0,05;

e rdznice istotne statystycznie dla warto$ci parametrow pacjentow z KZM (n = 40) po
leczeniu (KZM2) vs przed leczeniem (KZM1) oznaczano jako "x" dla p< 0,05;

Zmianom poziomu wolnych PUFAs w osoczu pacjentow z KZM i wspoétzakazeniami
bakteryjnymi (koinfekcje) towarzyszyszty zmiany poziomu mediatorow lipidowych -
eikozanoidéw nalezacych zaréwno do grupy zwiazkoéw przeciwzapalnych (13-HODE, 15-
HETE, 15-PGJ2), jak i prozapalnych (LTB4, PGE2) (Ryc. 18). W osoczu pacjentow z KZM
przed leczeniem stwierdzono podwyzszony poziom 13-HODE i 15-HETE oraz statystycznie
obnizony poziom 15-PGJ2, natomiast po farmakoterapii poziom 13-HODE ulegat dalszemu
podwyzszeniu, a poziom 15-HETE nieznacznemu obnizeniu. Z kolei poziom 15-PGJ2 wzrdst
w poréwnaniu do wartosci sprzed leczenia, ale nie osiggnat poziomu W 0SOCzU grupy
kontrolnej. Kierunek zmian powyzszych eikozanoidow w osoczu pacjentow ze
wspotistniejagcymi infekcjami bakteryjnymi byl taki sam jak w osoczu pacjentéw z KZM.
Natomiast poziom prozapalnego LTB4 byt kilkakrotnie podwyzszony u pacjentow z KZM
przed leczeniem, ale ulegat istotnemu obnizoniu po leczeniu. Podobny kierunek zmian, cho¢
nie tak dramatyczny, zaobserwowano u pacjentow ze wspolistniejacymi zakazeniami.
Z drugiej strony, poziom prozapalnej prostaglandyny PGE2 w osoczu pacjentow z KZM
przed leczeniem byl obnizony, a po leczeniu ulegat podwyzszeniu, podczas gdy w osoczu
pacjentow ze wspolistniejacymi zakazeniami bakteryjnymi stwierdzono tendencje do
obnizania poziomu tej prostaglandyny, niezaleznie od leczenia.
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Rycina 18. Ekspresj¢ przeciwzapalnych eikozanoidéw przeciwzapalnych takich jak 15-
prostaglandyna J2 (15-PGJ2), kwas 13-hydroksyoktadekadienowy (13-HODE),
kwas 15-hydroksyeikozatetraenowy (15-HETE), oraz prozapalnych, w tym
prostaglandyny E2 (PGE2) i leukotrienu B4 (LTB4) w osoczu pacjentow z KZM
I pacjentow z koinfekcja (koinfekcje) przed (KZM1 vs koinfekcjel) i po terapii
(KZM2 vs koinfekcje2) porownano z wartosciami dla osob zdrowych (kontrola).
Istotnosci statystyczne dla wartosci srednich oznaczono dla p< 0,05.

Legenda

e rdznice istotne statystycznie dla wartosci parametréw pacjentdow z KZM (n = 40) przed
leczeniem (KZM1) lub pacjentow wspotzakazonych wirusem KZM oraz bakteria
(B.burgdorferi lub A.phagocytophilum) (n = 6) przed leczeniem (koinfekcjel) i grupa
kontrolna (n = 20) oznaczano jako "a" dla dla p<0,05;

e rdznice istotne statystycznie dla warto$ci parametrow pacjentow z KZM (n = 40) po
leczeniu (KZM2) vs przed leczeniem (KZM1) oznaczano jako "x" dla p< 0,05;

e rdznice istotne statystycznie dla warto$ci parametrow pacjentdw wspotzakazonych wirusem
KZM oraz bakterig (B.burgdorferi lub A.phagocytophilum) (n = 6) przed leczeniem

(koinfekcjel) i pacjentow z KZM (n = 40) przed leczeniem (KZM1) oznaczano jako "m"
dla dla p< 0,05;

e rdznice istotne statystycznie dla wartoSci parametroOw  pacjentdw  pacjentow
wspotzakazonych wirusem KZM oraz bakterig (B.burgdorferi lub A.phagocytophilum) (n =

6) po leczeniu (koinfekcje2) i i pacjentow z KZM (n = 40) po leczeniu (KZM2) oznaczano
jako "n" dla dla p< 0,05.

Zmiany w poziomie endokannabinoidow i eikozanoidéw skutkuja zwiekszong ekspresja
receptorow zwigzanych z biatkkiem G (CB1, CB2, TRPV1 i PPARY), oceniong
w granulocytach pacjentow z KZM (Ryc. 19). Jednak w przypadku wspodtinfekcji
bakteryjnych obserwowano zwigkszong ekspresj¢ jedynie CBl, TRPV1 i PPARYy.
Farmakoterapia, zwlaszcza KZM, spowodowata znaczny spadek ekspresji wszystkich
oznaczonych receptor0w w pordwnaniu z wartosciami przed leczeniem. Jednak tylko
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w przypadku receptorow CB1/2 i TRPV1 warto$ci te roznily si¢ istotnie statystycznie od
warto$ci przed leczeniem. W przypadku wspotinfekcji bakteryjnych farmakoterapia rowniez
przyczynita si¢ do obnizenia poziomu ekspresji badanych receptorow, jednak bez istotno$ci
statystycznej. Poza poziomem CB2, wszystkie pozostate receptory granulocytow u pacjentow
z koinfekcjg (koinfekcje) i po farmakoterapii charakteryzuja si¢ wyzsza ekspresjg niz
w granulocytach grupy kontrolnej, co wskazuje rowniez na utrzymujacy sie stres oksydacyjny
W organizmie pacjentow.
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Rycina 19. Ekspresje CB1, CB2, TRPV1 i PPARy w granulocytach pacjentow z KZM
i pacjentow z koinfekcja (koinfekcje) przed (KZML1 vs koinfekcjel) i po terapii
(KZM2 vs koinfekcje2) porownano z warto§ciami dla 0sob zdrowych (kontrola).
Istotnosci statystyczne dla wartosci srednich oznaczono dla p< 0,05.

Legenda

e rdznice istotne statystycznie dla wartosci parametréw pacjentow z KZM (n = 40) przed
leczeniem (KZM1) lub pacjentow wspotzakazonych wirusem KZM oraz bakteria
(B.burgdorferi lub A.phagocytophilum) (n = 6) przed leczeniem (koinfekcjel) i grupa
kontrolng (n = 20) oznaczano jako "a" dla dla p< 0,05;

e rdznice istotne statystycznie dla warto$ci parametrow pacjentow z KZM (n = 40) po
leczeniu (KZM2) vs przed leczeniem (KZM1) oznaczano jako "X" dla p< 0,05;

e rdznice istotne statystycznie dla wartosci parametrow pacjentow wspodtzakazonych wirusem
KZM oraz bakterig (B.burgdorferi lub A.phagocytophilum) (n = 6) przed leczeniem

(koinfekcjel) i pacjentow z KZM (n = 40) przed leczeniem (KZM1) oznaczano jako "m"
dla dla p<0,05.

Konsekwencjg braku rownowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej w organizmie
pacjentow z KZM 1 koinfekcjami bakteryjnymi byto wystgpowanie we krwi pacjentow stresu
oksydacyjnego, ktory sprzyjat nasileniu odpowiedzi prozapalnej ocenianej na podstawie
poziomu czynnika transkrypcyjnego NF-«B i produktu jego aktywno$ci transkrypcyjnej,
cytokiny TNF-o. Wykazano, ze ekspresja NF-kB, obu podjednostek, a takze TNF-a byta
znaczaco zwigkszona w poczatkowej fazie infekcji 1 utrzymuje si¢ (lub nawet wzrasta)
pomimo wyzdrowienia (Ryc. 20), co potwierdza, ze utrzymujacemu si¢ po farmakoterapii
stresowi oksydacyjnemu nadal towarzyszyt mniejszy, ale jednak stan zapalny.
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20. Ekspresje podjednostek NF-xB (p65 i p52) ocenianych w granulocytach
i aktywnos$¢ TNF-o oznaczang W 0S0CZu pacjentow z KZM i pacjentdw
z koinfekcja (koinfekcje) przed (KZM1 vs koinfekcjel) i po terapii (KZM2 vs
koinfekcje2) poréwnywano z warto$ciami dla 0s6b zdrowych (kontrola).
Istotnosci statystyczne dla wartosci srednich oznaczono dla p< 0,05.

Legenda

roznice istotne statystycznie dla wartos$ci parametrow pacjentow z KZM (n = 40) przed
leczeniem (KZM1) lub pacjentdow wspotzakazonych wirusem KZM oraz bakterig
(B.burgdorferi lub A.phagocytophilum) (n = 6) przed leczeniem (koinfekcjel) i grupa
kontrolng (n = 20) oznaczano jako "a" dla dla p< 0,05;

roznice istotne statystycznie dla wartosci parametréw pacjentow z KZM (n = 40) po
leczeniu (KZM2) vs przed leczeniem (KZM1) oznaczano jako "x" dla p< 0,05.

52



V. Dyskusja

Prawidtowe funkcjonowanie organizmu cziowieka wymaga zatem Scistej kontroli
procesdéw metabolicznych, w tym tych zaangazowanych w przekazywanie sygnalow ze
srodowiska, np. przez patogeny [Woodward i wsp. 2010]. Podczas infekcji wirusowych
I bakteryjnych organizm gospodarza reaguje na czasteczki sygnalizacyjne, ktore generowane
sa w odpowiedzi na obecno$é patogenu [Mullen i wsp. 2020]. Natomiast wedtug Swiatowej
Organizacji Zdrowia choroby zakazne stanowig ogromne zagrozenie dla zdrowia cztowieka,
powodujac w 2020 r. okoto 17% wszystkich zgondéw na $wiecie. Kleszcze sg wektorami
szerokiego spektrum patogendw przenoszacych wirusy, w tym m.in. wirus kleszczowego
zapalenia mézgu (KZM) nalezacy do rodziny Flaviviridae, a takze bakterie takie jak Borrelia
burgdorferi i Anaplasma phagocytophilum [Groth i wsp. 2022], ktore powoduja choroby
stwarzajace problemy epidemiologiczne i kliniczne. Wiadomo rowniez, ze kleszcz Ixodes
ricinus moze przenosi¢ kilka patogenow jednoczes$nie, takich jak B.burgdorferi
I A.phagocytophilum [Dunaj i wsp. 2018]. Moze to prowadzi¢ do koinfekcji, ktora jest
jeszcze trudniejsza do zdiagnozowania i leczenia ze wzgledu na niespecyficzne objawy.

Poniewaz wirus KZM jest zwykle przenoszony podczas poktucia przez kleszcza,
infekcja rozpoczyna si¢ w skorze. Po wprowadzeniu przez zakazonego kleszcza wirusa do
organizmu czlowieka dochodzi do lokalnej jego replikacji w komoérkach dendrytycznych
znajdujacych si¢ w skorze. Komorki te migruja do weztdw chtonnych, gdzie wirus ponownie
si¢ replikuje. Nastepnie poprzez naczynia limfatyczne 1 krwiono$ne wirus transportowany jest
do uktadu siateczkowo-$rodbtonkowego ($ledziony, watroby i szpiku kostnego). Wirus jest
réwniez w stanie przekroczy¢ bariere krew-mozg, ale doktadny mechanizm tego procesu jest
nadal nieznany. W przypadku wigkszosci zakazonych pacjentow dochodzi do
wyeliminowania wirusa przez mechanizmy odpornosciowe opierajace si¢ gldwnie na
dziataniu cytotoksycznych limfocytow. Mimo to uktad odpornosciowy reaguje na wirusa,
a wrodzona odpowiedZ immunologiczna rozpoczyna si¢ W momencie pojawienia si¢ wirusa,
ktory jest wykrywany przez receptory rozpoznajace wzorce, zwlaszcza w przypadku
receptorow Toll-podobnych. Pierwszym odpowiedziag na obecno$¢ wirusa jest produkcja
interferonéw, co nie tylko zapobiega replikacji wirusa, ale takze aktywuje dalsze mechanizmy
obronne w organizmie. Poniewaz §lina kleszcza hamuje funkcje komorek NK, uwaza sie, ze
funkcje tych komorek sa stosunkowo mato istotne, szczegdlnie we wcezesniejszych stadiach
choroby [Ruzek i wsp. 2019, Kubes i wsp. 1994]. Dlatego komorki dendrytyczne, ktore sa
komodrkami prezentujacymi antygen, prezentuja antygen wirusa KZM przez MHC Il wraz
z czasteczkami kostymulujacymi CD40, CD80 i CD86, prowadzac do aktywacji komorek
nabytego uktadu odpornosciowego. Aktywacja nabytego uktadu odpornosciowego jest
réwniez zwickszona przez wytwarzanie cytokiny (IL-1B, TNF-a, IL-6 i IL-8) przez komorki
dendrytyczne i astrocyty [Bogovi¢ i wsp. 2019, Palus i wsp. 2014]. W odpowiedzi
adaptacyjnej na wirusa KZM obserwuje si¢ odpowiedz zarowno humoralng jak i komorkowa.
Aktywacja humoralnego uktadu odpornosciowego prowadzi do wytwarzania przez limfocyty
B swoistych przeciwcial, podczas gdy odpowiedz komoérkowa prowadzi do aktywacji
limfocytow Th i Tc. Wiadomo, ze przeciwciala wykazujg aktywnos$¢ przeciwwirusowa,
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a takze naleza do wiarygodnych markeréw diagnostycznych, jednakze potrzebny jest dtuzszy
czas dzialania zanim ich produkcja bedzie wystarczajaca. Limfocyty odpowiadaja za
regulacje uktadu odpornosciowego, gtownie poprzez produkcje dalszych cytokin. Gléwna
funkcja limfocytow polega na zabijaniu zakazonych komorek, co zapobiega replikacji wirusa
i infekcji innych komorek. Niemniej jednak w przypadku neurondow, ktore nie mogg si¢
regenerowac stanowi to problem, poniewaz reakcje te mogg przyczyni¢ si¢ do powaznego
uszkodzenia OUN [Guziejko i wsp. 2020, Ruzek i wsp. 2019, Moniuszko-Malinowska i wsp.
2017, Czupryna i wsp. 2011].

Dotychczas wykazano, ze zakazenie wirusem KZM skutkuje zmianami
metabolicznymi  w organizmie gospodarza, zwigzanymi glownie z reakcja zapalng
I modyfikacja odpowiedzi immunologicznej [Du i wsp. 2021]. Wyniki niniejszej pracy
wskazuja, ze w grupie chorych na KZM wystepuja istotne statystycznie réznice w liczbie
biatych krwinek, odsetku neutrofili oraz stezeniu CRP przed i po leczeniu. Chociaz CRP jest
stosowany jako marker stanu zapalnego w wielu schorzeniach, jego przydatnos¢ w KZM jest
ograniczona. Potwierdzaja to wyniki niniejszego badania wykazujace, ze u wiekszosci
chorych na KZM ste¢zenie CRP w ostrej fazie choroby miesci si¢ w granicach normy 1 dlatego
nie mozna na jego podstawie monitorowac przebiegu choroby. Ponadto u pacjentow z KZM
stezenie CRP, WBC 1 odsetek neutrofili we krwi obwodowej jest wyzsze niz u pacjentow
Z koinfekcja KZM. W zwiazku z tym podstawowe badania laboratoryjne majg ograniczong
przydatnos¢ w diagnostyce réznicowej choréb odkleszczowych, a istnieje potrzeba analizy
innych parametréw biochemicznych.

Jednym z podstawowych elementéw fizjologicznego stanu organizmu czlowieka jest
rownowaga redoks obserwowana zardwno na poziomie komorek, jak i tkanek, w tym ptynow
ustrojowych [Lim i Leprivier, 2019]. Wynika to z faktu, ze fizjologiczna generacja
reaktywnych form tlenu (RFT) utrzymywana jest na relatywnie niskim poziomie, a ich
aktywnosc¢ biologiczna jest rownowazona przez efektywnie dziatajace antyoksydanty, w tym
enzymatyczne jak i nieenzymatyczne [Lee i wsp. 2019]. Jednakze jednym z podstawowych
elementéw odpowiedzi na inwazj¢ patogendw jest aktywacja leukocytow, ktorej towarzyszy
zwigkszona aktywno$¢ enzymow prooksydacyjnych odpowiedzialnych za generowanie RFT,
odgrywajacych kluczowa rol¢ w obronie immunologicznej gospodarza przed patogenami
[Griffiths i wsp. 2017]. W niniejszej pracy wykazano, ze w 0s0czu Krwi pacjentow zaréwno
z zakazeniem wirusem KZM, jak i z koinfekcjg bakteryjna dochodzi do istotnego wzrostu
aktywnosci podstawowego enzymu odpowiedzialnego za generacj¢ RFT w krwi - oksydazy
ksantynowej i w konsekwencji towarzyszacy mu wzrost poziomu RFT zaréwno w krwi
pelnej, jak 1 w granulocytach i limfocytach. Sytuacja taka sugeruje mozliwe negatywne skutki
dla organizmu czlowieka skutkujace =zaburzeniem fizjologicznej réwnowagi redoks
w organizmie. Jednakze nalezy pamigtac, iz sugeruje si¢ takze, ze RFT biorg roéwniez udzial
w degradacji patogendéw, dzieki czemu moga one ogranicza¢ ich negatywny wpltyw na
organizm ludzki. Ponadto RFT moga takze bra¢ udzial w konkurencji migdzypatogenowej
[Nathan i wsp. 2013]. Mechanizm ten moze wyjasnia¢ niewielkie roznice w poziomach RFT,
a takze stosunkowo niewielkie zmiany metaboliczne wynikajace z koinfekcji bakteryjnej
W porownaniu z samym zakazeniem wirusem KZM, w tym mniejszg stymulacje
granulocytow przez cytokiny prozapalne, co prowadzi do ich nizszej aktywacji. Z drugiej
strony antybiotyki stosowane w leczeniu pacjentow poprzez degradacj¢ bakterii zmniejszaja
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poziom dostarczanych przez nie LPS, ktore sa silnymi aktywatorami neutrofili, co moze
skutkowac obnizonym wytwarzanie RFT.

Niezaleznie od korzystnej roli RFT w eliminacji patogendw, ich nadprodukcja sprzyja
zaburzeniu zdolnosci przeciwutleniajgcych w organizmie pacjenta. Infekcjom zwykle
towarzyszg zmiany w efektywnosci endogennych mechanizméw obrony antyoksydacyjnej,
ktore odpowiadajg za utrzymanie rownowagi redoks w warunkach fizjologicznych, jednak
nadprodukcja RFT i stan zapalny zwykle towarzyszacy infekcjom wirusowym przyczyniajg
si¢ do obnizenia efektywno$ci endogennych mechanizméw obrony antyoksydacyjnej Ferrari
i wsp. 2020, Dobrzynska i wsp. 2022]. Sytuacja ta jest spojna ze znacznie obnizonym
catkowitym statusem antyoksydacyjnym (TAS) osocza krwi pacjentow z zakazeniem
wirusem KZM i wspotistniejacymi infekcjami bakteryjnymi. W wyniku farmakoterapii KZM
dochodzi do  istotnego statystycznie wzrostu poziomu TAS. Natomiast nie wykazanie
istotnych statystycznie réznic w wartosciach TAS w grupie leczonych pacjentow ze
wspotistniejagcymi zakazeniami, CO moze by¢ skutkiem niewielkiej liczebnos$ci tej grupy
chorych.

Dzieje si¢ tak na skutek obnizonej wydajnosci sktadnikéw uktadu glutationowego
poprzez zmniegjszenie aktywnos$ci peroksydazy i reduktazy glutationowej oraz poziomu GSH,
a takze efektywnos$ci uktadu tioredoksynowego w wyniku obnizenia poziomu Trx. Wiadomo,
ze oba systemy wspoéldziataja w celu ochrony komoérek przed skutkami nadprodukcji RFT,
zwlaszcza przed modyfikacjami oksydacyjnymi lipidow [Dunnill i wsp. 2017, Filomeni i wsp.
2010], co jest nieskuteczne zaréwno w przypadku zakazenia wirusem KZM, jak i koinfekcji
bakteryjnych. Ponadto obnizenie poziomu GSH sprzyja replikacji wirusa [Amatore i wsp.
2015], co moze zaostrzy¢ proces chorobowy. Zmianom poziomu/aktywno$ci powyzszych
przeciwutleniaczy towarzyszy roéwniez spadek poziomu innych nieenzymatycznych
przeciwutleniaczy, w tym witamin A, E i C, ktore wspolpracujg z glutationem w ochronie
lipidow [Zal i wsp. 2012] (Ryc. 22). Jednakze ich obnizony poziom obserwowany
w zakazeniu KZM i koinfekcjach potwierdza zmniejszenie ich dzialania ochronnego. W takiej
sytuacji nawet zwigkszona aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej i reduktazy tioredoksyny
obserwowana w osoczu pacjentdéw z ww. infekcjami nie jest w stanie zapewni¢ skutecznos$ci
dziatania przeciwutleniajacego.

Istnienie stresu oksydacyjnego w organizmie cztowieka stwierdzono w przypadku
wielu chorob wirusowych, m.in.: wirusowego zapalenia watroby, AIDS i zakazenia wirusem
brodawczaka ludzkiego [Georgescu i wsp. 2018, Ivanov i wsp. 2017]. Stres oksydacyjny
odgrywa podwojng role w chorobach zakaznych, poniewaz RFT modyfikuja zaréwno
wrazliwos¢, jak 1 opornos¢ organizmu gospodarza na infekcje [lvanov i wsp. 2017, Pohanka
2013]. Jednakze nadprodukcja RFT sprzyja cytotoksycznosci 1  uszkodzeniu
czasteczek/komorek/narzgdow gospodarza, w tym pltynow biologicznych [Ivanov i wsp. 2017,
Novaes i wsp. 2019], ale sugerowano réwniez, ze RFT uczestniczy w konkurencji migdzy
patogenami, ktora chroni organizm przed infekcjami wielopatogennymi [Nathan i wsp. 2013].

Wskazuje to wyraznie, ze standardowa farmakoterapia nie jest w stanie spowodowac
przywrocenia organizmu pacjentow do stanu fizjologicznego, co moze sugerowacé potrzebe
wlaczenia do farmakoterapii chordb przenoszonych przez kleszcze antyoksydantéw, ktore
pomogltyby organizmowi w regulacji stanu redoks organizmu. Za takim podejSciem
przemawiaja rowniez dane literaturowe dotyczace stosowania egzogennych antyoksydantow
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jako wsparcia klasycznej farmakoterapii innych chordb, zardowno pochodzenia wirusowego,
jak i bakteryjnego [Qin i wsp. 2020, Aubry i wsp. 2017].

KZM przed leczeniem KZM po leczeniu
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Rycina 22. Graficzne przedstawienie wptywu zakazenia KZM na zmiany metaboliczne we
krwi pacjentow przed 1 po leczeniu.

Wyniki niniejszej pracy wskazujg zatem, ze zarowno samo kleszczowe zapalenie
mozgu, jak 1 wspolistniejace zakazenia bakteryjne sprzyjaja powstawaniu  stresu
oksydacyjnego w organizmie pacjenta, a podobna sytuacja dotyczy wielu choréb, w tym tych
wywotywanych zarowno przez wirusy, jak i bakterie [Almeida i wsp. 2020, Rockwood i wsp.
2018]. Jednakze, chociaz stres oksydacyjny odgrywa podwojng rol¢ w chorobach zakaznych,
poniewaz RFT modyfikujg zarowno podatnos¢, jak i odporno$¢ organizmu gospodarza na
infekcje [Ivanov 1 wsp. 2017], ze wzgledu na ich niespecyficzny charakter i unikalng
reaktywno$¢, RFT staja si¢ szkodliwe zarowno dla patogenu, jak i gospodarza [Pohanka
2013], co sprzyja oksydacyjnym modyfikacjom podstawowych sktadnikow ludzkiego ciata,
w tym lipidéw 1 biatek [Ingram 2018], ktore sg kluczowe dla odpowiedzi immunologiczne;j
gospodarza.

Elementami strukturalnymi bton biologicznych sg lipidy, ktére sa jednocze$nie
waznymi czasteczkami bioaktywnymi posredniczacymi w kaskadach sygnatowych
I zdarzeniach regulacyjnych w komoérkach i ptynach biologicznych, w tym w odpowiedzi na
infekcje, zwlaszcza wirusowe, poniewaz zdolno$¢ do biosyntezy lipidow predysponuje
organizm ludzki do infekowania go przez pasozyty [Lorizate i wsp. 2011]. Wirusy polegaja
wylacznie na zasobach zywiciela w celu zaspokojenia swoich potrzeb lipidowych.
W przypadku wigkszosci wirusow replikujacych w cytoplazmie zakazonych komorek, lipidy
sa niezbedne do replikacji ich genoméw [Lorizate i wsp. 2011]. Ponadto struktury bton
gospodarza sg modyfikowane w celu uniknigcia mechanizmdéw obrony przeciwwirusowej, ale
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takze w celu zapewnienia miejsca replikacji wirusa [Kasuga i wsp. 2021, Staring i wsp.
2018].

Zmniejszona skuteczno$¢ ochrony antyoksydacyjnej wielonienasyconych kwasow
thuszczowych (PUFAS) w fosfolipidach wraz ze wzrostem poziomu RFT sprzyjaja
peroksydacji  lipidow ocenianej w tym badaniu poprzez obnizenie poziomu
wielonienasyconych kwasow ttuszczowych (PUFAS) i podwyzszenie poziomu produktow
peroksydacji lipidow w osoczu pacjentow z KZM i bakteryjnymi koinfekcjami. Stwierdzono,
ze poziomy fosfolipidowych wielonienasyconych kwasow tluszczowych, takich jak LA, AA
I EPA oceniane w osoczu pacjentdow w przebiegu zakazenia wirusem KZM oraz koinfekcji
bakteryjnych ulegaja obnizeniu, natomiast po leczeniu u oséb zakazonych wirusem KZM ich
poziomy ulegaja podwyzszeniu, co moze wskazywaé¢ na skuteczno$¢ leczenia. Wiadomo
natomiast, ze podczas infekcji przenoszonych przez kleszcze dochodzi do ingerencji patogenu
na poziomie OUN. Zkolei blony komoérek nerwowych sg bogate w fosfolipidy, ktore
zawieraja szczegOlnie duze 1ilosci PUFAS, w tym zwlaszcza arachidonoweg
i eikozapentaenowego, ktore ze wzgledu na duzg liczbe wigzan nienasyconych sg niezwykle
podatne na dziatanie RFT. W wyniku tego dziatania powstaja stosunkowo duze ilo$ci
reaktywnych aldehydow, bedacych produktami fragmentacji oksydacyjnej, a takze
pochodnych  prostaglandyn -  produktéw  oksydacyjnej  cyklizacji  tancuchow
weglowodorowych kwasow thuszczowych [Raefsky 1 wsp. 2018]. Ze wzgledu na duzg ilos¢
kwasu AA i EPA w mozgu, powstaja produkty cyklizacji tych kwasow, czyli neuroprostany,
ktore sa przydatne w ocenie zaburzen metabolicznych mozgu, gdyz mozna je identyfikowaé
na podstawie zmian poziomu neuroprostanow we krwi [Miller i wsp. 2014]. Wykazano takze,
ze rowniez przedstawiciel innej grupy cyklicznych produktéw peroksydacji lipidow -
izoprostanéw (8-iz0-PGF2a) bierze udzial w patogenezie roéznych choréb zakaznych
[Muhammad i wsp., Zheng i wsp. 2021]. Poniewaz izoprostany odgrywaja takze rolg
W procesach prozapalnych, ich podwyzszony poziom w osoczu Krwi pacjentow z KZM
wskazuje na nasilenie ogdlnoustrojowego stanu zapalnego, ktorego celem jest zwalczanie
infekcji. Natomiast w przypadku koinfekcji bakteryjnej obserwuje si¢ obnizenie poziomu 8-
iz0-PGF2a w poroéwnaniu do KZM, co $wiadczy o uposledzeniu tego szlaku sygnatowego,
a co za tym idzie, o mniejszej zdolnosci organizmu do zwalczania patogenow.

Jednakze w procesie peroksydacji lipidow dochodzi rowniez do reakcji oksydacyjnej
fragmentacji tancuchow weglowodorowych PUFAs z utworzeniem o,f-nienasyconych,
drobnoczasteczkowych reaktywnych aldehydow takich jak dialdehyd malonowy (MDA) i 4-
hydroksynonenal (4-HNE) [ Ayala i wsp. 2014]. Wzrost poziomu dialdehydu malonowego
(MDA) zwigzany jest gtdéwnie z oksydacyjng modyfikacjg kwasu arachidonowego, ktorego
poziom W o0soczu pacjentOw jest znacznie obnizony. Zatem zmiany W poziomie
fosfolipidowych kwasow tluszczowych i produktow peroksydacji lipidow potwierdzajg
uogdlniony, w tym rowniez w komorkach moézgu, stres oksydacyjny w organizmach
pacjentow z kleszczowym zapaleniem moézgu 1 ze wspoélistniejagcymi zakazeniami
bakteryjnymi. Efektem farmakoterapii jest istotne statystycznie obnizenie poziomu MDA
I neuroprostanéw u pacjentow z KZM po zastosowaniu farmakoterapii, wskazujace na
poprawe ogolnoustrojowego metabolizmu fosfolipidow w tej grupie chorych. Efekt
farmakoterapii, szczeg6élnie biorgc pod uwage poziom neuroprostanéw, wskazuje na poprawe
stanu bariery krew/mozg 1 prawdopodobnie zmniejszenie oksydacyjnego metabolizmu
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fosfolipidow w komorkach mézgu, a tym samym lepszy stan neurologiczny pacjentOw po
leczeniu. Jednak w przypadku KZM ze wspotistniejacg infekcjg bakteryjng znaczace
obnizenie poziomu zaobserwowano jedynie dla MDA. Mozna zatem sugerowal, ze
w komorkach moézgu nadal istniejg warunki prooksydacyjne i/lub stan bariery krew-mozg nie
ulegl catkowitej poprawie.

Roéwniez  poziom  drugiego z  klasycznych 1 czesto  analizowanych
drobnoczgsteczkowych reaktywnych aldehydow jakim jest 4-HNE ulega znaczacemu
podwyzszeniu w KZM i koinfekcjach bakteryjnych. Elektrofilowy 4-HNE tworzy addukty
z wigkszo$cig nukleofilowych sktadnikéw organizmu, w tym z resztami aminokwasowymi
biatek, takimi jak cysteina, histydyna i lizyna [Barrera i wsp. 2015], zaburzajac procesy
metaboliczne, w ktorych biorg udzial zmodyfikowane biatka [Gggoteki Skrzydlewska 20109,
Pohl i Jovanovic 2019]. 4-HNE tworzy addukty z enzymami przeciwutleniajagcymi, ktore
moga zmniejszac jego skutecznos$¢ przeciwutleniajacg [Bauera i Zarkovic 2015 , Fang i wsp.
2016]. Jest to bardzo prawdopodobne w przypadkach choréb analizowanych w tym badaniu,
poniewaz poziom adduktow 4-HNE-biatka jest znaczaco podwyzszony. Dotyczy to gtdéwnie
peroksydazy glutationowej, ktorej aktywno$¢ w osoczu chorych na KZM 1 koinfekcje
bakteryjng jest wyraznie obnizona. Jednakze 4-HNE moze roéwniez stymulowa¢ odpowiedz
antyoksydacyjng, pozytywnie wplywajac na aktywnos$¢ czynnika transkrypcyjnego Nrf2.
W warunkach fizjologicznych Nrf2, odpowiedzialny za biosynteze biatek cytoprotekcyjnych,
w tym przeciwutleniaczy, tworzy kompleks ze swoim biatkiem hamujacym cytozol, Keapl,
ktore kieruje czynnik transkrypcyjny do ubikwitynacji i degradacji proteasomow [Ma i wsp.
2015] Jednakze w warunkach utleniajagcych zaré6wno RFT, jak i produkty peroksydacji
lipidow, reagujac z krytyczng resztg cysteiny Keapl, inaktywujg ten inhibitor [Itoh i wsp.
2003], co prowadzi do aktywacji Nrf2, ktory reguluje transkrypcje gendw, w tym kodujacych
biatka biorgce udzial w procesie utrzymanie rownowagi redoks, detoksykacja, naprawa
uszkodzen makromolekularnych i réwnowaga metaboliczna [Cuadrado i wsp. 2019].
O wzmozonej transkrypcji genow antyoksydacyjnych s$wiadczy znaczaco podwyzszony
poziom oksygenazy hemowej, co uwaza si¢ za podstawowy wskaznik efektywnos$ci tego
czynnika transkrypcyjnego [Ma i wsp. 2015]. Z drugiej strony obnizenie poziomu 4-HNE
obserwowane po leczeniu moze wynika¢ z jego interakcji z N-koncowym aminokwasem
kinazy c-Jun (JNK), prowadzacej do jej aktywacji i translokacji do jadra [Gegotek
i Skrzydlewska 2015, Parola i wsp. 1998], co moze réwniez promowac aktywacje Nrf2
w odpowiedzi antyoksydacyjnej. Wczesniej stwierdzono, ze nasilenie aktywnoS$ci
transkrypcyjnej gendw antyoksydacyjnych przez Nrf2 koreluje z odpornoscig na infekcje
HSV1 [Wyler i wsp. 2019], zatem podobna sytuacja moze dotyczy¢ kleszczowego zapalenia
moézgu. W stanach zapalnych, w tym w obserwowanym zakazeniu wirusem KZM
i koinfekcjach bakteryjnych, aktywacja Nrf2 ostatecznie przywraca homeostaze redoks
poprzez zwigkszenie poziomu niezbednych przeciwutleniaczy, w tym oksygenazy hemowej 1
(HO-1), o ktorej wiadomo, ze jest sktadnikiem skutecznej odpornos$ci komoérek na liczne
patogeny [Huang i wsp. 2017], ale takze dysmutazy ponadtlenkowej i reduktazy
tioredoksyny. To moze wyjasnia¢, dlaczego w odpowiedzi na wprowadzenie patogenu do
organizmu czlowieka i wynikajaca z tego zwigkszona produkcje RFT, zwykle towarzyszy mu
nadprodukcja przeciwutleniaczy [Ingram 2022, Lee 2018]. Wiadomo jednak, ze molekularne
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mechanizmy opornosci modelowane przez Nrf2 w odpowiedzi na stres moga si¢ roéznic¢
w zaleznos$ci od rodzaju patogenu, a takze odpowiedzi immunologicznej gospodarza.
Niezaleznie od bezposredniej redukcji efektywnosci RFT i produktow peroksydacji
lipidow, dziatanie elementoéw uktadu antyoksydacyjnego, takich jak Trx czy GSH, ktorych
poziom ulega obnizeniu w wyniku obserwowanego zakazenia wirusem KZM, ich znaczenie
metaboliczne w organizmie wigze si¢ takze z rola modyfikatorow dziatania czynnik
transkrypcyjny NF-«xB, ktory uczestniczy w odpowiedzi prozapalnej organizmu gospodarza
[Liu i wsp. 2017]. Wiadomo, ze Trx odpowiada za redukcje Cys62 NF-«B, niezbe¢dnej do
biosyntezy bialek prozapalnych [Zhu i wsp. 2019]; dlatego obnizony poziom Trx w osoczu
pacjentow z zakazeniem weirusem KZM i koinfekcjami bakteryjnymi moze wskazywac na
czgsciowo obnizong aktywno$¢ transkrypcyjna NF-kB. Taki mechanizm dzialania Trx
w zakazeniu wirusem KZM moze wyjasnia¢ obserwowang nielogiczng tendencje do
zwigkszania poziomu podjednostek NF-kB 1 poziomu produktu jej aktywnosci
transkrypcyjnej, cytokiny prozapalnej (TNF-a), natomiast po wyzdrowieniu towarzyszy jej
tendencja do wzrost poziomu Trx. Natomiast w przypadku koinfekcji po antybiotykoterapii
obserwuje si¢ tendencj¢ do dalszego obnizania poziomu Trx 1 w konsekwencji obnizania si¢
poziomu TNF-a. Jednakze aktywnos$¢ transkrypcyjna i sygnalizacyjna NF-xB zalezy takze od
poziomu GSH, ktory modyfikuje struktur¢ tego czynnika transkrypcyjnego poprzez
glutationylacj¢ cysteiny 62, a tym samym hamuje jego dziatanie prozapalne [Pastore
i Piemonte 2012]. Badania proteomiczne wykazaty zwigkszone tworzenie si¢ adduktow biatka
GSH w osoczu pacjentow z KZM, a takze z koinfekcjami [dane niepublikowane]. Moze to
by¢ przyczyna obnizonego poziomu GSH w osoczu u pacjentéw z KZM. Podobne wyniki
obserwuje si¢ w przypadku niektorych infekcji bakteryjnych, w tym wywotanych przez B.
burgdorferi, ktore indukuja glutationylacje bialek w organizmie gospodarza [Kerstholt i wsp.
2018]. GSH moze glutationylowa¢ IKK — inhibitor NF-kxB w osoczu pacjentow z KZM,
szczegolnie w przypadku koinfekcji, co wskazuje na mozliwos¢ zwigkszenia efektywnosci
tego czynnika transkrypcyjnego. Glutationylacja poprzez indukcje aktywacji szlaku NF-xB
powoduje wzrost ogolnoustrojowego stanu zapalnego, znacznie silniejszy u pacjentow
wspoéltzakazonych, gdy GSH silniej modyfikuje IKK niz u pacjentow z KZM. Dodatkowo
W osoczu pacjentow zakazonych chorobami odkleszczowymi obserwuje si¢ wysoki poziom
kinaz, w tym PKA, PKC i CDK4. Zakldca to szlaki sygnalizacyjne zalezne od fosforylacji.
Glutationylacja biatek jest gtéwnym mechanizmem odpornosciowym redoks, ktory wptywa
nie tylko na funkcje NF-«B, ale takze na biatka takie jak STAT3, PKA, TRAF3 i TRAF6
[Mullen i wsp. 2020]. Dlatego tez, hamujac sygnalizacje za posrednictwem NF-kB GSH
moze réwniez odgrywac role przeciwzapalng i wywiera¢ dziatanie ochronne w infekcjach
[Ghezzi i wsp. 2011]. Jednakze wyniki opisane w tym badaniu dodatkowo uzupetniajg te
wiedze o informacje, ze poziom grup karbonylowych biatek w przypadku koinfekcji sa
istotnie nizszy w poréwnaniu do poziomu CBO w osoczu chorych na KZM, stad indukcja
aktywnosci NF-kB moze by¢ nizsza niezaleznie od poziomu jego podjednostek, podobnie
w obu grupach pacjentow. Z drugiej strony 4-HNE, ktorego poziom jest podwyzszony
w osoczu chorych na KZM i pacjentéw wspolzakazonych, wptywa zaréwno na bezposrednia,
jak 1 posrednig sygnalizacje prozapalng. Wigzac si¢ z cytoplazmatycznym inhibitorem NF-kB
— 1kB, 4-HNE moze zwicksza¢ aktywnos$¢ transkrypcyjng NF-kB, co objawia si¢
podwyzszonym poziomem TNF-a [Ji i wsp. 2001], ktory wigzac si¢ z odpowiednimi
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receptorami stymuluje ekspresje NF-kB. Wiadomo réwniez, ze interakcja 4-HNE z TLR
zapobiega aktywacji tego biatka transblonowego, ktére thumi funkcje odpornosciowe
inicjujace aktywacje NF-kB podczas infekcji bakteryjnej [Kim i wsp. 2009].

Stres oksydacyjny towarzyszacy wirusowemu zapaleniu moézgu jak i koinfekcjom
bakteryjnym towarzyszacym tej chorobie wirusowej sprzyja modyfikacjom metabolizmu
lipidow nie tylko kontrolowanym przez RFT, ale réwniez przez enzymy metabolizujgce
lipidy, w tym glownie fosfatazy, cyklooksygenazy i lipoksygenazy [Lopes Pires i wsp. 2017],
ktérych aktywno$¢ zwykle wzrasta w warunkach stresu oksydacyjnego, ze zwigkszonym
poziomem RFT [Lopes Pires i wsp. 2017]. W konsekwencji w warunkach infekcji (KZM)
I koinfekcji bakteryjnej (koinfekcje) dochodzi do zwickszonej aktywacji enzymow
lipolitycznych, w tym fosfolipazy A2 (PLA2) uwalniajacej zarowno kwasy tluszczowe, jak
I produkty ich cyklizacji ze struktur lipidowych, a takze cyklooksygenaz 1 i 2 (COX 1/2) oraz
lipooksygenaz (LOX), w tym lipooksygenazy-5 (LOX 5), ktore metabolizuja PUFAs do
mediatorow lipidowych [Joshi i wsp. 2016]. Wyniki niniejszej pracy pokazuja, ze aktywno$¢
PLA2 w osoczu krwi pacjentow z infekcja wirusowg (KZM) aktywno$¢ tego enzymu jest
podwyz$zona w trakcie i po leczeniu, natomiast w przypadku koinfekcji bakteryjnej jest
podwyzszona tylko przed leczeniem. Skutkuje to dodatkowym, niezaleznym od peroksydacji
lipidow, obnizeniem stezenia fosfolipidowych kwasow thuszczowych w osoczu, przy
jednoczesnym wzroscie poziomu wolnych kwaséw thuszczowych w osoczu przed leczeniem,
szczegolnie u pacjentdow z kleszczowym zapaleniem moézgu. Wezesniejsze dane literaturowe
wykazaly, ze w zakazeniu HCV wielonienasycone kwasy tluszczowe, w tym AA, moga
nasila¢ przeciwwirusowe dziatanie IFN-a 1 przyczynia¢ si¢ do aktywnosci antypatogennej
[Leu i wsp. 2004]. Ponadto dane literaturowe pokazuja rowniez, ze aktywnos¢ indukowalnej
izoformy cyklooksygenazy (COX 2) jest regulowana w gore podczas infekcji wirusem grypy,
przyczyniajac si¢ do nasilonej odpowiedzi cytokinowej obserwowanej w cigzkich infekcjach
H5N1 u ludzi [Lee i wsp. 2011]. W konsekwencji mozna zasugerowaé, ze znaczny wzrost
aktywno$ci enzymow metabolizujagcych PUFAS moze by¢ odpowiedzig organizmu na
infekcje.

Dalsze konsekwencje wynikajace ze zwigkszonej aktywno$ci enzymow
odpowiedzialnych za metabolizm PUFAs do mediatorow lipidowych, w tym
endokannabinoidow i eikozanoidéw wynikaja z ich dziatania, zarowno bezposredniego, jak
| posredniego, glownie poprzez aktywacje receptorow blonowych, ktore modulujg zardwno
rownowage redoks, jak i stan zapalny [Karu i wsp. 2022]. W wyniku enzymatycznego
metabolizmu fosfolipidow powstaja endokannabinoidy, ktore sg istotnymi mediatorami
lipidowymi regulujacymi metabolizm komoérkowy zwigzany ze stresem oksydacyjnym oraz
sygnalizacjg prozapalng, gdyz oprocz roli modulatoréw metabolizmu w OUN,
endokannabinoidy sg rowniez obwodowymi mediatorami immunologicznymi, o dziataniu
przeciwzapalnym lub prozapalnym w zaleznosci od ich skfadu chemicznego 1 aktywowanych
przez nie receptorow (gltéwnie receptoréw endokannabinoidowych - CB1 i CB2) [Lu
I Mackie 2021] Do najobficiej wystepujacych endokannabinoidow naleza pochodne kwasu
arachidonowego, takie jak N-arachidonoiloetanoloamina (AEA) i 2-arachidonoiloglicerol (2-
AGQG), oraz pokrewne zwigzki bedace metabolitami innych kwasow tluszczowych, takie jak N-
oleiloetanoloamina (OEA), N-palmitoiloetanoloamina (PEA) [Finn i wsp. 2021]. Sposrod
endokannabinoidow przedstawionych w niniejszej pracy, znaczacy wzrost stgzenia AEA
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I OEA obserwuje si¢ jedynie w osoczu pacjentéw z kleszczowym zapaleniem mézgu, podczas
gdy w przypadku wspotzakazenia bakteryjnego obserwuje si¢ wzrost poziomu tylko AEA.
Moze to sugerowac, ze podwyzszony poziom endokannabinoidow jest gtownie konsekwencja
hamowania aktywno$ci enzymow rozktadajgcych te mediatory lipidowe [Sakin i wsp. 2015].
Dane literaturowe wskazujg rowniez, ze w infekcjach wirusowych wywotanych przez HIV
lub wirusa Theiler, AEA moze uczestniczy¢ w regulacji stanu zapalnego poprzez obnizenie
poziomu cytokin prozapalnych i aktywacj¢ szlakéw przeciwzapalnych w komorkach
immunosupresyjnych [Krishnan i Chatterjee 2014, Mestre i wsp. 2011]. Natomiast OEA ma
rowniez wlasciwosci przeciwzapalne i1 przeciwutleniajace, co zapobiega uszkodzeniom
sroédbtonka naczyniowego [Di Paola i wsp. 2018].

Wiadomo, ze endokannabinoidy dzialaja jako agoniSci receptoréw zwigzanych
z biatkiem G, takich jak CB1, CB2, TRPV1 i PPARy, ktorych zwickszong ekspresje
zaobserwowano w granulocytach pacjentow z kleszczowym zapaleniem mozgu
| wspotzakazeniem bakteryjnym. Receptory te sg zaangazowane zarowno w regulacje
rownowagi redoks, jak i stanu zapalnego [Apostu i wsp. 2019]. Wiadomo, ze aktywacja
receptorow CB1 zwigksza wytwarzanie RFT 1 TNF-a, co moze nasila¢ stres oksydacyjny
I stan zapalny, natomiast aktywacja receptorow CB2 sprzyja zmniejszeniu wytwarzania RFT
i TNF-0, co prowadzi do redukcji stresu oksydacyjnego i stanu zapalnego [Han i wsp. 2009],
co moze przyczynia¢ si¢ do zmniejszenia infekcji wirusowej i bakteryjnej. Na taki
wielokierunkowy efekt wskazuje silna aktywacja receptorow CB1 u pacjentow ze
wspotistniejacymi infekcjami (koinfekcje), a jednoczes$nie znacznie nizsza aktywacja
receptorow CB2 w granulocytach tych pacjentow. Ponadto wykazano, ze receptor CB2,
ulegajacy ekspresji glownie w komorkach uktadu odpornosciowego zmniejszajacych
produkcje RFT i TNF-a, nie tylko redukuje zar6wno stres oksydacyjny, jak i stan zapalny
[Han i wsp. 2009], ale takze reguluje kinazy bialkowe aktywowane mitogenami (MAPK),
a niektore MAPK rowniez stymuluja fosfolipazy, w tym PLA2 [Correa i wsp. 2009, Han
i wsp. 2015]. Wiadomo rowniez, ze poprzez aktywacje rodziny receptorow z rodziny PPAR,
endokannabinoidy hamuja reakcje zapalne 1 wzmacniajag odpowiedz gospodarza na stan
zapalny [Borrelli i wsp. 2015]. Wyniki niniejszej pracy, ktore wskazuja na znacznie nizszg
aktywacje PPARy w przypadku wspotzakazenia niz w przypadku samego zakazenia wirusem
KZM zdaja si¢ to potwierdza¢ powyzsze sugestie. Natomiast dane literaturowe wskazuja, ze
w przypadku innych chorob wirusowych, w tym COVID-19, OEA, ktorej ekspresja jest
rowniez podwyzszona tylko u pacjentow z KZM jest odpowiedzialna za ostabienie regulacji
ekspresji genow prozapalnych zwigzanych z czynnikiem transkrypcyjnym NF-«B [Ghaffari
i wsp. 2020, Akbari i wsp. 2022], a takze moduluje efekty czg¢$ciowo posredniczace przez
PPARa [Flannery i wsp. 2021]. Ponadto u pacjentéw z COVID-19 stwierdzono rowniez, ze
aktywacja uktadu endokannabinoidowego (ECS) zmniejsza replikacje wirusa i1 poziom
cytokin prozapalnych [Lucaciu i wsp. 2021], dlatego podobng odpowiedz uktadu
endokannabinoidowego, szczegolnie w przypadku KZM, ale cz¢$ciowo takze w przypadku
koinfekcji, mozna uznaé za korzystny, a nawet pro-przezyciowy efekt zakazonego organizmu.

W wyniku nasilonego przez PLA2 enzymatycznego metabolizmu endokannabinoidéw
i hydrolizy fosfolipidow, zwlaszcza tych zawierajacych kwas arachidonowy,
a w konsekwencji enzymatycznego metabolizmu PUFAS, zaleznego od aktywnosci COX 1/2
I LOXSs, generowana jest inna grupa mediatorow lipidowych jakimi sg eikozanoidy, ktore
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moga mie¢ zardwno dziatanie pro- jak i przeciwzapalne [Dennis i Norris 2015]. Dane
literaturowe wyraznie wskazuja, ze podczas infekcji aktywno$¢ PLA2 promowana przez
wirusa jest niezbedna do produkcji 15-HETE i 13-HODE, i ze sg to dwa gléwne mediatory
pochodzace z PUFAS, ktore nalezg do szlakow modulujgcych stan zapalny [Leghmar i wsp.
2015, Karu i wsp. 2022]. Zatem wzrost stezenia 13-HODE obserwowany po farmakoterapii
pacjentow z kleszczowym zapaleniem moézgu i wspotzakazeniami bakteryjnymi (koinfekcje)
moze potwierdza¢ ustgpienie procesu chorobowego. Ponadto 13-HODE hamuje adhezje
ptytek krwi i apoptoze makrofagéw [Karu i wsp. 2022], a takze jest ligandem aktywujacym
receptor TRPV1 [Leghmar i wsp. 2015], ktorego zwigkszong aktywacje obserwuje sig¢
w granulocytach pacjentow zarowno z KZM, jak i wspolzakazeniami bakteryjnymi.
W przeciwienstwie do tego, poziom 15-HETE nie wykazuje wzrostu, ale tendencje do spadku
po farmakoterapii. Moze to wynika¢ z faktu, ze 15-HETE ulega dalszemu metabolizmowi
jako prekursor biosyntezy lipoksyny LXB4, ktora jest waznym agonistg zakonczenia stanu
zapalnego [Biagini i wsp. 2022]. Zatem taka zmiana poziomu tych mediatorow moze
wskazywac na rzeczywiste ustgpienie stanu zapalnego. Wyniki niniejszego badania wskazuja
na ten sam kierunek zmian aktywnosci PLA2 1 15-HETE, co moze réwniez potwierdzac ich
wzajemne oddzialywanie w przypadku KZM. Natomiast obnizony poziom 15-PGJ2
obserwowany w osoczu pacjentow zarowno z KZM, jak i wspotzakazeniami bakteryjnymi,
ktéry poprzez obnizenie poziomu TNF-o zmniejsza aktywacj¢ prozapalnego czynnika
transkrypcyjnego NF-xB [Prasad i wsp. 2008], wskazuje na istniejacy stan zapalny
U pacjentow zarowno z KZM, jak i koinfekcjami oraz bardzo powolne ustgpowanie stanu
zapalnego po farmakoterapii.

Ponadto w osoczu pacjentow z KZM, a takze ze wspotistniejacymi infekcjami
bakteryjnymi obserwuje si¢, podwyzszone poziomy LTB4. Wiadomo natomiast, ze
leukotrieny B4 (LTB4), powstajace pod wptywem LOX 5 z kwasu arachidonowego, sa
zaangazowane we wczesne etapy stanu zapalnego podczas infekcji [Brandt i wsp. 2018].
Wykazano, ze LTB4 promuje migracj¢ i przezycie neutrofili, zwigksza wydzielanie enzymow
z granulek neutrofili i produkcje¢ anionorodnikéw ponadtlenkowych [Widegren i wsp. 2011].
Te leukotrieny moga réwniez uczestniczy¢ w rekrutacji limfocytow T do miejsc zapalenia [Li
i wsp. 2015]. Wiadomo réwniez, ze LTB4 indukuje uwalnianie peptydu
przeciwdrobnoustrojowego z neutrofili, a w niektérych przypadkach hamuje replikacje
wirusow [Widegren i wsp. 2011, Gaudreaul i Gosselin 2008]. Mozna zatem sugerowac, ze
kilkukrotny wzrost poziomu LTB4 obserwowany na poczatku infekcji wirusem KZM
stymuluje odpowiedz ochronng przed patogenami. Badania na myszach zakazonych wirusem
grypy wykazaty, ze podawanie egzogennego LTB4 ma korzystny wptyw na przebieg infekcji
[Gaudreault i Gosselin 2008]. Mozna zatem sugerowac, ze jest to powodem, iz po leczeniu
obserwuje si¢ znaczne zmniejszenie poziomu LTB4 w przebiegu KZM. Z drugiej strony,
w przypadku wspodtzakazenia wirusowo-bakteryjnego wystepuje znacznie mniejszy wzrost
poziomu LTB4 i mniejsza redukcja po leczeniu. Badania nad metabolicznymi
konsekwencjami zakazenia Mycobacterium tuberculosis wykazaty, ze prawidlowy stosunek
LTB4/PGE2 jest niezbedny do kontrolowania odpowiedzi immunologicznej gospodarza, co
sugeruje, ze optymalna produkcja PGE2 jest réwniez wymagana do skutecznej odpowiedzi
immunologicznej [Sorgi i wsp. 2020]. Moze to sugerowac, ze rowniez w przypadku innych
infekcji, w tym KZM i wspotinfekcjach bakteryjnych, sytuacja moze by¢ podobna. Jednak
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U pacjentow z kleszczowym zapaleniem moézgu i wspotzakazeniem obserwuje si¢ obnizone
poziomy PGE2, co moze przyczynia¢ si¢ raczej do ostabienia odpowiedzi immunologiczne;.

Wiadomo ponadto, ze eikozanoidy dziataja gtdéwnie poprzez receptory btonowe i ze
zarowno 13-HODE, jak i 15-HETE sg agonistami receptorow PPARY, promujac tym samym
redukcj¢ stanu zapalnego [Karu i wsp. 2022], a dodatkowo 13-HODE jest rowniez ligandem
aktywujacym receptor TRPV1 [Leghmar i wsp. 2015], ktérego zwickszong aktywacje
obserwuje si¢ w granulocytach pacjentow zarowno z kleszczowym zapaleniem moézgu, jak
I wspotzakazeniami bakteryjnymi. Biorac jednak pod uwage fakt, Zze oceniane receptory
aktywowane s3 pod wpltywem roznych mediatoréw lipidowych, nie jest mozliwe
jednoznaczne powigzanie zmian w poziomie mediatorow i aktywowanych receptorow.
Z drugiej strony, wyniki dotyczace receptorow wskazuja, ze wszystkie badane receptory sa
bardziej aktywowane na poczatku choroby, co zmniejsza si¢, zwykle tylko nieznacznie, po
farmakoterapii. Taka odpowiedZ moze zatem wyraznie wskazywaé na regresj¢ procesu
chorobowego, ale nie wskazuje na stan fizjologiczny.

Podsumowanie

Rosngca liczba zakazen wirusem kleszczowego zapalenia mozgu oraz  koinfekcji
bakteryjnych stwarza narastajace problemy diagnostyczny i terapeutyczne. Swiadcza o tym
stosunkowo niewielkie réznice w wartosciach analizowanych parametréw metabolicznych
obserwowane w obu grupach pacjentow, zarowno przed, jak i po farmakoterapii. Nalezy
jednak brak pod uwage fakt, ze niewielkie réznice we krwi pacjentdéw zakazonych tylko
wirusem jak i wirusem oraz bakteriami moga wskazywaé na pojawiajacy si¢ efekt
konkurencji migdzy patogenami.

Jednak nalezy bra¢ pod uwage fakt iz odpowiedz metaboliczna Zywiciela roznicuje
jednak klasyczne zakazenie wirusem kleszczowego zapalenia mozgu od koinfekcji
spowodowanej zakazeniem tymze wirusem oraz bakteriami (Borrelia burgdorferi lub
Anaplasma phagocytophilum) Dotyczy to w szczegdlnos$ci zwickszonej aktywnosci TrxR
w przypadku KZM i obnizonej w przypadku koinfekcji, co moze znalez¢é zastosowanie
w diagnostyce roznicowej i terapii. Poza tym obnizone poziom przeciwutleniaczy (Trx
I GSH) oraz zwigkszone stgzenie produktéw peroksydacji lipidow (4-HNE i 8-iso-PGF2a)
sprzyjaja modyfikacjom struktury i funkcji bialek, np. czynnikdéw transkrypcyjnych (Nrf2
I NF-kB) modelujac w ten sposob ich skuteczno$¢. Z drugiej strony zwigkszenie poziomu Trx
po terapii moze przyczynic si¢ do nasilenia procesu zapalnego. Z kolei nizszy poziom 8-iz0-
PGF2a obserwowany w przypadku koinfekcji moze wskazywaé na uposledzenie zdolno$ci
organizmu do reagowania na nasilenie stanu zapalnego.

Rowniez obserwowana w niniejszej pracy zmiana w metabolizmie fosfolipidow
osocza u pacjentow z kleszczowym zapaleniem moézgu oraz koinfekcjami bakteryjnymi
wskazuje na zaburzenia metabolizmu fosfolipidéw prowadzace do nadprodukcji ich
metabolitow powstajacych w reakcjach enzymatycznych w tym z grupy endokannabinoidow
I eikozanoidow, ktore biorg udziat w dalszych przemianach metabolicznych w organizmie
czlowieka, bezposrednio lub poprzez aktywacje receptorow btonowych, co utrudnia
jednoznaczne okreslenie konsekwencji tych modyfikacji. Czg¢§ciowe zmniejszenie zmian po
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klasycznej farmakoterapii wyraznie wskazuje jedynie na cofnigcie si¢ procesu chorobowego,
a nie na powr6t organizmu do stanu fizjologicznego.

Dlatego tez, chcac zapewni¢ nowa perspektywe, zarowno diagnostyczng, jak
| terapeutyczng, istnicje dalsza potrzeba analizy zmian metabolicznych w odniesieniu do
wiekszych grup pacjentow z KZM 1 koinfekcja. Natomiast biorgc pod uwage przedstawione
wyniki, w tym stres oksydacyjny i w konsekwencji zaburzony metabolizm fosfolipidow,
mozna sugerowa¢ dodanie przeciwutleniaczy do klasycznej farmakoterapii zakazen KZM,
zwlaszcza przy koinfekcjach bakteryjnych.
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V1. Whioski

1.

Zakazenie wirusem KZM oraz koinfekcje sprzyjaja powstawaniu = stresu
oksydacyjnego wywolanego zmianami w aktywnoS$ci/poziomie parametrow
prooksydacyjnych oraz w wigkszosci przypadkdéw obnizeniu aktywnos$ci/poziomu
parametrow antyoksydacyjnych, c0 skutkuje nasilong peroksydacja lipidow
I oksydacyjnymi modyfikacjami biatek. Obserwowany wzrost ekspresji czynnika
transkrypcyjnego Nrf2 odpowiedzialnego za biosynteze bialek antyoksydacyjnych nie
rownowazy oksydacyjnych modyfikacji struktury/aktywno$ci biatek
antyoksydacyjnych, co  skutkuje przesunieciem rownowagi redoks w kierunku
prooksydacyjnym.

Klasyczne leczenie zaréwno zakazenia wirusem KZM oraz koinfekcji jedynie
W nieznaczny sposdb modyfikuje rownowage redoks w porownaniu do stanu
poczatkowego choroby, co $wiadczy o nieskutecznosci leczenia w odniesieniu do
omawianych zaburzen metabolicznych. Nizszy poziom 8-iS0-PGF2a w koinfekcjach
wirusowo-bakteryjnych wskazuje na uposledzenie zdolno$ci organizmu do nasilenia
stanu zapalnego 1 zwalczania koinfekcji, natomiast podwyzszony poziom Trx po
terapii moze wskazywac na ciggle istniejacy proces zapalny, co potwierdzajg poziomy
NF-kB i TNF-a.

Stres oksydacyjny spowodowany zakazeniem wirusem KZM oraz koinfekcjami
sprzyja podwyzszeniu aktywno$ci enzymow lipolitycznych, a zwlaszeza indukowalnej
izoformy COX (COX 2), czego konsekwencjg jest nasilony metabolizm fosfolipidow
(oceniany na poziomie fosfolipidowych oraz wolnych PUFAs) ze wzmozona
generacja metabolitow wolnych PUFAs, w tym endokannabinoidéw (gtownie AEA)
oraz eikozanoidow pro-zapalnych i obnizonym poziomem eikozanoidow
antyzapalnych, ktore dziatajgc zarowno bezposrednio jak 1 poprzez receptory zwigzane
z biatkiem G zwrotnie nasilajg odpowiedz prooksydacyjng i prozapalna.

Klasyczna farmakoterapia zakazenia wirusem KZM oraz koinfekcji czeSciowo
redukuje zaburzony metabolizm fosfolipidowych oraz wolnych PUFAs, jednak nie
W sposob na tyle istotny, aby doprowadzi¢ do stanu fizjologicznego.

Klasyczna farmakoterapia nie doprowadza do stanu fizjologicznego, a jedynie
zmniejsza nasilenie zaburzen metabolicznych zwigzanych ze stresem oksydacyjnym
ijego konsekwencjami oraz stanem zapalnym. Obserwowana odpowiedz
metaboliczna organizmu chorych na choroby przenoszone przez kleszcze sugeruje
rozwazenie wprowadzenia do farmakoterapii preparatow antyoksydacyjnych, w tym
o charakterze lipofilowym, ktore chronityby btony biologiczne przed skutkami
metabolicznymi zakazen.
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V1. Streszczenie w jezyku polskim

Kleszcze zyjace w s$rodowisku cztowieka, moga by¢ nosicielami rdéznych
patogendéw, w tym wirusa kleszczowego zapalenia mozgu (KZM) oraz bakterii (Borrelia
burgdorferi i Anaplasma phagocytophilum). Ze wzgledu na zmiany klimatyczne sprzyjajace
zwigkszajacej si¢ liczbie kleszczy w $rodowisku naturalnym cztowieka obserwuje si¢ coraz
wigcej infekcji oraz koinfekcji powodowanych przez te mikroorganizmy, co stanowi problem
zaréwno diagnostyczny jak i terapeutyczny.

W konsekwencji celem pracy bylo okreslenie zmian réwnowagi oksydacyjno-
antyoksydacyjnej 1 stanu zapalnego oraz ocena zaburzen metabolicznych na poziomie lipidow
1 biatek, ze szczegdlnym uwzglednieniem biologicznie aktywnych produktow metabolizmu
lipidow u pacjentow zakazonych wirusem KZM oraz pacjentow z koinfekcjami
powodowanymi przez Borrelia burgdorferi i Anaplasma phagocytophilum. Zgoda na badania
udzielona zostata przez Komisj¢ Bioetyczng Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku (nr R-
1-002/169/2018).

Do badan zakwalifikowano osoby poklute przez kleszcze, w liczbie 40 pacjentow
Z rozpoznaniem kleszczowego zapalenia mézgu (KZM), w tym 14 kobiet i 26 mezczyzn oraz
6 pacjentow z KZM oraz koinfekcjami, spowodowanymi przez bakterie Borrelia burgdorferi
(borelioza z Lyme - LB) i Anaplasma phagocytophilum (ludzka anaplazmoza granulocytarna
— HGA), 4 kobiety i 2 mezczyzn, leczonych w Klinice Chordb Zakaznych i Neuroinfekcji
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku. Do badan wykorzystano osocze oraz granulocyty
I limfocyty krwi pacjentow z KZM i z koinfekcjami (KZM+borelioza/analpazmoza) oraz
0sob z grupy kontrolnej (20) dobranych pod wzgledem wieku i pici do grupy badanej. Krew
pacjentow pobierana byta po przybyciu do szpitala oraz po zakonczeniu leczenia.

Wyniki  uzyskano standardowymi metodami stosowanymi w  badaniach
biochemicznych, w tym: poziom biatek oznaczano technikg Elisy, aktywnosci enzymoow
oceniano metodami spektrofotometrycznymi, poziomy fosfolipidowych i wolnych PUFASs
oraz produktow peroksydacji lipidow metodami wykorzystujacymi GC/FID; GCMS i LCMS.
Produkty enzymatycznego metabolizmu PUFAs (endokannabinoidy i eikozanoidy oznaczano
metodami z wykorzystaniem LCMS.

Stwierdzono, ze KZM oraz koinfekcje bakteryjne-promuja wzmozone wytwarzanie
RFT 1 zmniejszenie obrony antyoksydacyjnej, zwlaszcza w odniesieniu do sktadnikoéw
uktadow: glutationu 1 tioredoksyny w osoczu, pomimo zwigkszonej efektywnosci czynnika
transkrypcyjnego Nrf2 w granulocytach. Zaobserwowany stres oksydacyjny sprzyja
modyfikacjom oksydacyjnym fosfolipidow z istotnie podwyzszonym st¢zeniem produktéw
peroksydacji lipidow (4-HNE, MDA, 8-isoPGF2a, neuroprostany), a takze modyfikacji biatek
ocenianych jako addukty 4-HNE-biatka, grupy karbonylowe i dityrozyna oraz spadek
poziomu tryptofanu, ktére moga sprzyja¢ strukturalnej i funkcjonalnej modyfikacji
czynnikow transkrypcyjnych: Nrf2 i NF-kB Jednoczesnie obserwuje si¢ obnizenie poziomu
fosfolipidowych i wolnych wielonienasyconych kwasow tluszczowych (LA, AA, EPA).
Uzyskane wyniki wskazujg na potencjalng mozliwo$¢ wykorzystania ocenianych parametréw
metabolicznych do  wprowadzenia  farmakoterapii  celowanej w  przypadkach
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zakazen/koinfekcji. Wzmozona aktywno$¢ enzymow metabolizujacych fosfolipidy i wolne
PUFAs (PLA2, COX1/2, NOXS5) przyczynia si¢ do podwyzszenia poziomu
endokannabinoidow i eikozanoidéw (13-HODE, 15-HETE, LTB4) =z obnizeniem
przeciwzapalnego 15-PGJ2, czemu towarzyszyta aktywacja receptorow granulocytow (CBI,
CB2, TRPV1, PPARY) przed farmakoterapig i wykazywata jedynie tendencje¢ do normalizacji
po leczeniu.

Uzyskane wyniki potwierdzajg problemy terapeutyczne dla chordb przenoszonych
przez kleszcze. Swiadcza o tym stosunkowo niewielkie roznice w parametrach
metabolicznych w obu grupach pacjentow, zaréwno przed, jak i po farmakoterapii. Mozna
sugerowac, ze tylko czesciowa redukcja zmian po klasycznej farmakoterapii wskazuje jedynie
na cofnigcie si¢ procesu chorobowego, a nie na powro6t organizmu do stanu fizjologicznego.
Dlatego tez, biorac pod uwage przedstawione wyniki oraz fakt, ze zaburzony metabolizm
fosfolipidow na ogdt wigze si¢ ze stresem oksydacyjnym, mozna sugerowaé rozwazenie
wprowadzenia przeciwutleniaczy, w tym zwlaszcza lipofilowych, do klasycznej
farmakoterapii zakazen KZM, zwlaszcza w przypadku koinfekcji.
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VIII. Streszczenie w jezyku angielskim

Ticks living in the human environment, can carry various pathogens, including tick-
borne encephalitis virus (TBE) and bacteria (Borrelia burgdorferi and Anaplasma
phagocytophilum). Due to climate change favoring an increasing number of ticks in the
human environment, more and more infections and co-infections caused by these
microorganisms are observed, which poses both diagnostic and therapeutic problems.

Consequently, the purpose of this study was to determine changes in oxidation-
antioxidant balance and inflammation, and to evaluate metabolic disturbances at the lipid and
protein levels, with a special focus on biologically active products of lipid metabolism in
patients infected with TBEV and patients with bacterial co-infections caused by Borrelia
burgdorferi and Anaplasma phagocytophilum. Approval for the study was granted by the
Bioethics Committee of the Medical University of Bialystok (No. R-1-002/169/2018).

The study enrolled tick-bitten individuals, with 40 patients diagnosed with tick-borne
encephalitis (TBE), including 14 women and 26 men, and 6 patients with TBE and co-
infections, caused by the bacteria Borrelia burgdorferi (Lyme borreliosis - LB) and
Anaplasma phagocytophilum (human granulocytic anaplasmosis - HGA), 4 women and 2
men, treated at the Department of Infectious Diseases and Neuroinfections at the Medical
University of Biatystok. Plasma and blood granulocytes and lymphocytes from patients with
TBE and co-infections (TBE+Borreliosis/analpasmosis) and age- and sex-matched control
subjects (20) were used for the study. Patients' blood was collected upon arrival at the hospital
and at the end of treatment.

Results were obtained by standard methods used in biochemical studies, including:
Elisa technique for protein levels determination, spectrophotometric methods for enzymes
activity assessing, GCFID/GCMS/LCMS for phospholipid and free PUFAs as well as lipid
peroxidation products level examination and LCMS for products of PUFAs enzymatic
metabolism (endocannabinoids and eicosanoids) determination.

It was found that TBE and bacterial co-infections promote increased production of
ROS and decreased antioxidant defense, especially with regard to system components
glutathione and thioredoxin in plasma, despite increased efficiency of transcription factor
Nrf2 in granulocytes. The observed oxidative stress promotes oxidative modifications of
phospholipids with significantly increased levels of lipid peroxidation products (4-HNE,
MDA, 8-isoPGF2a, neuroprostanes), as well as protein modifications assessed as 4-HNE-
protein adducts, carbonyl groups and dityrosine, and a decrease in tryptophan levels, which
may promote structural and functional modification of transcription factors: Nrf2 and NF-«B.
At the same time, there is a decrease in the levels of phospholipid and free polyunsaturated
fatty acids (LA, AA, EPA). The results indicate the potential possibility of using the evaluated
metabolic parameters to introduce targeted pharmacotherapy in cases of bacterial
infections/co-infections. Increased activity of enzymes that metabolize phospholipids and free
PUFAs (PLA2, COX 1/2, NOX5) contributes to increased levels of endocannabinoids and
eicosanoids (13-HODE, 15-HETE, LTB4) with decreased anti-inflammatory 15-PGJ2, which
was accompanied by activation of granulocyte receptors (CB1, CB2, TRPV1, PPARY) before
pharmacotherapy and showed only a tendency to normalize after treatment.
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The results confirm the therapeutic problems for tick-borne diseases. This is evidenced
by relatively small differences in the values of metabolic parameters in both groups of
patients, both before and after pharmacotherapy. It can be suggested that only a partial
reduction in lesions after classical pharmacotherapy indicates only a reversal of the disease
process, and not a return of the body to a physiological state. Therefore, taking into account
the presented results and the fact that impaired phospholipid metabolism is generally
associated with oxidative stress, one can suggest the introduction of antioxidants especially
lipophilic into the classical pharmacotherapy of TBE infection, especially in the case of
bacterial co-infections.
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X. Zgoda Komisji Bioetycznej

KOMISJA BIOETYCZNA
UNIWERSYTETU MEDYCZNEGO w BIALYMSTOKU
ul. Jana Kilinskiego 1
15-089 Biatystok
tel. (085) 748 54 07, fax. (085) 748 55 08
prorektorkl@umwb.edu.pl

Biatystok, 26-04-2018
Uchwata nr: R-1-002/169/2018

Komisja Bioetyczna Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku, po
zapoznaniu si¢ z projektem badania zgodnie z zasadami GCP/ Guidelines for
Good Clinical Practice - wyraza zgode naprowadzenie tematu
badawczego: ,, Wykorzystanie bada multiomicznych do oceny konsekwencji
metabolicznych choréb przenoszonych przez kleszcze” przez dr hab. Anne
Moniuszko-Malinowska wraz z zespotem badawczym z UMB.

Przewodniczaca Kofyigji Bioetycznej UMB

ia Kowal-Bielecka
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KOMISJA BIOETYCZNA
PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM W BIALYMSTOKU
ul. Jana Kilinskiego 1
15-089 Biatystok
tel. 85 748 54 07
komisjabioetyczna@umb.edu.pl

Biatystok, 16.02.2023 r.

Dot. zgody KB: R-1-002/169/2018

Sz. P.
prof. dr hab. Anna Moniuszko-Malinowska

Komisja Bioetyczna przy UMB na posiedzeniu w dniu 16.02.2023 r. zapoznata sie
z wnioskiem do tematu badawczego: ,, Wykorzystanie badar multiomicznych do oceny
konsekwencji metabolicznych chordb przenoszonych przez kleszcze” i wyraza zgode na
wlaczenie do zespotu badawczego:

- lek. Marty Dobrzynskiej z Zaktadu Chemii Nieorganicznej i Analityczne;j.

Z-ca Przewodniczgcej Ko jji Biogtycznej przy UMB

dr n.\farm. Krzyszatof Chrzanowski

Pouczenie:
1. Odwolanie od uchwaly komisji bioetycznej wyrazajgcej opinig moze wniesé:
1) wnioskodawca;
2) kierownik podmiotu. w ktorym eksperyment medyczny ma by¢ przeprowadzony:
3) komisja bioetyczna wlasciva dla osrodka, ktory ma uczestniczyé w wieloosrodkowym eksperymencie medycznym.
2. Odwolanie, o ktorym mowa w ust. 1, wnosi si¢ za posrednictvem komisji bioetycznej, kiéra podjela uchwale, do Odwotawczej Komisji
Bioetycznej w terminie 14 dni od dnia dorgczenia uchwaly wyrazajgceej opinie.
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