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Wykaz stosowanych skrótów 

2-AG  - 2-arachidonoiloglicerol  

4-HNE - 4-hydroksynonenal 

4-OI - 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 zależne od przeciwciał 

AEA - anandamid  

AIDS - zespół nabytego niedoboru odporności  

ALT - aminotransferaza alaninowa 

ANOVA - analiza wariancji 

ARE - element odpowiedzi antyoksydacyjnej 

AST - aminotransferaza asparaginowa 

BHT - butylohydroksytoluen 

BMVECs - komórki śródbłonka mikronaczyniowego mózgu  

CAT - katalaza 

CB1  receptor kannabinoidowy typu 1 

CB2 - receptor kannabinoidowy typu 2 

CBO - grupy karbonylowe białek 

CCL - ligand chemokiny (motyw C-C)  

CDC - Centrum Kontroli i Prewencji Chorób 

CH25H - enzym cholesterol-25-hydroksylazę  

CMV - Cytomegalowirus 

COX - 1,2 - cyklooksygenaza-1,2 

CRP - białko C-reaktywne 

CXCL- ligand chemokina motywu C-X-C  

DCs - komórki dendrytyczne 

DENV - wirus dengi 

DMF - fumaran dimetylu  

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy 

ECs  - komórki śródbłonka  

ECS - układ endokannabinoidowey  

EBV - wirus Ebstei- Barr 

EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy 

EPA -  kwas eikozapentaenowy 

ER - retikulum endoplazmatyczne  

FAMEs  - estry metylowe kwasów tłuszczowych 

GPX - peroksydaza glutationowa 

GSH - glutation 

GSSGR  - reduktaza glutationowa 

HAV - wirus zapalenia wątroby typu A 
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HBMEC - ludzkie komórki śródbłonka mikronaczyniowego mózgu 

HCV - wirus zapalenia wątroby typu C 

HGA - human granulocytic anaplasmosis, ludzka anaplazmoza granulocytarna 

HHV-6 - ludzki wirus herpes typu 6 

HIV - ludzki wirus niedoboru odporności 

HO-1 - oksydaza hemowa 1 

HSV - wirus opryszczki pospolitej 

LDH - dehydrogenaza mleczanowa 

IKK - inhibitor kinazy κB 

IL - interleukina 

IFN-γ - 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 japońskiego zapalenia mózgu  

KZM - kleszczowe zapalenie mózgu 

LA  -  kwas linolowy 

LAMs - niska ekspresja cząsteczek adhezyjnych leukocytów  

LANA - acetylacja lizyny antygenu jądrowego 

LCMV - wirus limfocytarnego zapalenia mózgu 

LD  - Lyme disease, borelioza z Lyme 

LOX 5 - lipooksygenaza 5 

LTB4 - leukotrien B4  

MAPKs - kinazy aktywowane mitogenami 

MAV-1 - mysi adenowirus 1 

MCP-1 - białko chemoatraktantu monocytów 1 

MDA - dialdehyde malonowy  

MDA5  - gen związany z różnicowaniem czerniaka 5 

MeV - wirus odry 

MMF - fumaran monometylu  

MTP  – mitochondrialne białko trójfunkcyjne 

MuV- wirus świnki  

NF-κB - czynnik jądrowy kappa B 

NMJ - połączenie nerwowo-mięśniowe  

NO  - tlenek azotu 

NPCs - neuronalne komórki progenitorowe 

NPs - neuroprostany 

Nrf2  - czynik transkrypcyjny pochodzenia erytroidalnego typu 2 

NS - białko niestrukturalne 

PGE2 - prostaglandyny E2  

PNS - obwodowy układ nerwowy 

PPAR - receptor aktywowany przez proliferatory peroksysomów 

PUFAs  - wielonienasycone kwasy tłuszczowe 

OEA - oleoiloetanoloamid   
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ORF - otwarta ramka odczytu 

OUN - ośrodkowy układ nerwowy 

PAMPs  - wzorce molekularne związane z patogenami 

PEA - palmitoiloetanoloamina  

PLA 2  - fosfolipaza A2  

PRRs - receptory rozpoznawania wzorców 

RABV– wirus wścieklizny  

RFA - reaktywne formy azotu 

RFT - reaktywne formy tlenu 

RIG-I - gen indukowany kwasem retinowym I (RIG-I)  

RIPK - kinaza białkowa oddziałująca z receptorem 

RNA - kwas rybonukleinowy 

SDH  - dehydrogenaza bursztynianowa 

sMaf - białka Maf 

SOD - dysmutaza ponadtlenkowa 

STAT-1 - transduktor sygnału i aktywator transkrypcji 1 

TCA - kwas trójkarboksylowy 

TJs - ścisłe połączenia międzykomórkowe 

TLRs  - receptory Toll-podobne 

TNF-α - czynnik martwicy nowotworów alfa 

TRPV1 - receptor waniloidowy przejściowego potencjału 1  

Trx– tioredoksyna 

TrxR  - reduktaza tioredoksyny  

UPLC-MS/MS - ultrawysokosprawna chromatografia cieczowa-MS/MS 

VZV - Varicella Zoster virus, wirus ospy wietrznej i półpaśca 

WHO  - Światowa Organizacja Zdrowia  

WNV - West Nile virus, wirus Zachodniego Nilu  

ZBP1 - białko wiążące Z-DNA 1 

ZIKV - wirus Zika 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7 
 

 

I. Wstęp 

XXI wiek charakteryzuje się nasilonymi zmianami klimatycznymi oraz destrukcyjną 

działalnością człowieka, która zakłóca całość ekosystemu, powodując rozprzestrzenianie się 

mikroorganizmów odzwierzęcych (w tym również wpływających na populację ludzką) 

w środowisku. Ponadto rosnące zapotrzebowanie na żywność pochodzenia zwierzęcego 

doprowadziło do wzrostu ilości hodowanych zwierząt gospodarskich, stwarzając większe 

możliwości krzyżowania się patogenów. Dlatego tez każdego roku choroby odzwierzęce są 

obecnie przyczyną ponad 1 miliarda infekcji u ludzi, w tym ponad 1 miliona zgonów 

[Rahman i wsp. 2020]. Sytuacja ta prowadzi  do powstawania nowych jak i nawrotów 

pozornie zapomnianych chorób. Dotyczy to szczególnie chorób zakaźnych. Powyższe 

przyczyny sprzyjają rozprzestrzenianiu się chorób zakaźnych w nowych regionach świata (np. 

malaria, gorączka Chikungunya) i ponownemu pojawianiu się, np. gruźlicy [El-Sayed 

i Kamel 2020]. Istotnym jest, że wiele patogenów niebezpiecznych dla człowieka 

przenoszonych jest przez zwierzęta. Skrajnym przykładem jest malaria – już teraz stanowiąca 

ogromne zagrożenie jako najbardziej rozpowszechniona choroba zakaźna na świecie, z prawie 

247 milionami przypadków rocznie – na rozprzestrzenianie się której wpływa ocieplający się 

klimat, sprzyjający ekspansji komarów przenoszących malarię [https://www.who.int/news-

room/fact-sheets/detail/malaria].  

Oprócz komarów, jednym z najważniejszych wektorów chorób zakaźnych są kleszcze, 

na które wpływają także zmiany klimatyczne, ale również ciągłe przemieszczanie się 

przedstawicieli populacji ludzkiej. Dlatego choroby przenoszone przez kleszcze 

rozprzestrzeniają się także na nowe terytoria. Zarówno komary, jak i kleszcze przenoszą 

różnorodne patogeny, tj. wirusy, bakterie i pierwotniaki, które są niebezpieczne zarówno dla 

ludzi, jak i zwierząt. Spośród chorób wywoływanych przez patogeny zewnętrzne, najwięcej 

problemów diagnostycznych i terapeutycznych stwarzają infekcje przenoszone przez wirusy, 

które mogą przedostawać się do organizmu człowieka najczęściej drogą kropelkową, poprzez 

kontakt bezpośredni lub mogą być przenoszone przez wektory (Ryc. 1) [Loh i wsp. 2015].  

 

 

Rycina 1.  Różne drogi przenoszenia wirusów do organizmu człowieka. 
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1. Wirusy infekujące ośrodkowy układ nerwowy  

Chociaż większość wirusów replikuje jedynie w tkankach obwodowych, niektóre 

opracowały unikalne strategie docierania do ośrodkowego układu nerwowego (OUN), gdzie 

powodują infekcje [Kohil i wsp. 2021]. W wyniku zakażenia ośrodkowego układu 

nerwowego może dojść do zapalenia w określonych obszarach OUN, takich jak opony 

mózgowo-rdzeniowe, mózg, rdzeń kręgowy lub jednocześnie w wielu różnych obszarach 

OUN [Kohil i wsp. 2021]. Wirusy powodujące zakażenia OUN obejmują głównie 

enterowirusy [Coxsackie i ECHO], wirus świnki (MuV), wirus limfocytowego zapalenia opon 

mózgowo-rdzeniowych (LCMV), flawiwirusy [wirus Zachodniego Nilu (WNV), wirus 

japońskiego zapalenia mózgu (JEV), wirus kleszczowego zapalenia mózgu (wirus KZM), 

wirus Zika (ZIKV) i wirus dengi (DENV)] wirusy opryszczki [wirus opryszczki pospolitej 

(HSV), wirus ospy wietrznej-półpaśca (VZV) oraz w przypadku immunosupresji ludzki wirus 

opryszczki typu 6 (HHV-6)], natomiast u osób zakażonych ludzkim wirusem niedoboru 

odporności (HIV) zakażenie OUN może zostać wywołane przez innych przedstawicieli 

rodziny herpeswirusów [wirus Epsteina-Barra (EBV) i wirus cytomegalii (CMV)] (Ryc.2) 

[Toczyłowski i wsp. 2020, Ruan i wsp. 2022, Alburkat i wsp. 2020, Melvin i wsp. 2022,  Król 

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].  

 

Rycina 2. Wirusy docierające do ośrodkowego układu nerwowego (OUN). 
 

 

Wirusy dostają się do obwodowego układu nerwowego (PNS) lub ośrodkowego 

układu nerwowego (OUN) poprzez bezpośrednie infekowanie zakończeń nerwowych 

w tkankach lub poprzez wnikanie do komórek układu krążenia, które przenoszą je przez 

barierę krew-mózg do OUN [de Carvalho i wsp. 2019]. Wirus opryszczki może przedostać się 

do PNS poprzez wiązanie się z receptorami na zakończeniach aksonów neuronów czuciowych 

i autonomicznych (Ryc. 3A), które przekazują informacje czuciowe i trzewne. Większość 

tych wirusów przedostaje się tą drogą do organizmu ludzkiego i przechodzi w fazę latencji. 

Pomimo bezpośredniego połączenia synaptycznego między neuronami PNS a OUN, 

rozprzestrzenianie się zakażenia wirusem opryszczki do OUN jest rzadkie, ale ma 

niszczycielskie skutki [Tirabassi i wsp. 1998]. Miejscem przedostawania się wirusów, takich 

jak wścieklizna czy wirus polio, do OUN mogą być połączenia nerwowo-mięśniowe (NMJ), 
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ponieważ ciała komórkowe większości neuronów ruchowych znajdują się w rdzeniu 

kręgowym, które z kolei pozostają w kontakcie synaptycznym z obszarami motorycznymi 

w mózgu [Lewis i wsp. 2000] (Ryc. 3B). Wirus wścieklizny i wirus polio rozprzestrzeniają 

się do OUN poprzez NMJ; pierwszy dostaje się do NMJ natychmiast po ukąszeniu przez 

zakażone zwierzę, drugi zaś dostaje się do NMJ bardziej okrężną drogą. Wirusy te namnażają 

się w błonie śluzowej przewodu pokarmowego, a następnie przedostają się do węzłów 

chłonnych i krwi, a stamtąd mogą przedostawać się do OUN i replikować w neuronach 

ruchowych [Lewis i wsp. 2000, Ohka i wsp. 1998]. Na modelach zwierzęcych wykazano, że 

inwazja wirusa do OUN może również nastąpić poprzez nabłonek węchowy i neurony 

węchowe, głównie w przypadku HSV-1, wirusa pęcherzykowego zapalenia jamy ustnej, 

wirusa choroby Borna, wirus wścieklizny (RABV), wirus grypy, wirusy paragrypy i priony 

(Ryc. 3C) [Detje i wsp. 2009]. Co więcej, niektóre wirusy dostają się do układu nerwowego 

bez infekowania neuronów, ale raczej poprzez infekowanie leukocytów, które krążąc we krwi 

mogą przenikać do miąższu mózgu.  

 

 

 

Rycina 3. Drogi wnikania wirusa do OUN. A - rozprzestrzenianie się przez aksony neuronów 

czuciowych i autonomicznych, B - rozprzestrzenianie się przez połączenia 

nerwowo-mięśniowe (NMJ), C - infekcja nabłonka węchowego, D - wejście konia 

trojańskiego, E - bezpośrednia infekcja komórek śródbłonka (EC).  

 

Mechanizm ten nazywany jest „koniem trojańskim”, ponieważ patogeny są ukryte 

w komórkach obrony immunologicznej, które w naturalny sposób są w stanie przekroczyć 

barierę krew-mózg (Ryc. 3D) [de Carvalho i wsp. 2019]. Bariera krew-mózg to fizjologiczna 

bariera oddzielająca ośrodkowy układ nerwowy (OUN) od reszty ciała i ma ona kluczowe 

znaczenie dla prawidłowego funkcjonowania mózgu oraz ochrony OUN przed urazami 

i chorobami. Jego podstawowym elementem są komórki śródbłonka (ECs) naczyń 

włosowatych, które są unikalne w barierze krew-mózg – na tle ECs w innych tkankach - 

ponieważ charakteryzują się ścisłymi połączeniami międzykomórkowymi (TJ) i nie zawierają 
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małych porów, które umożliwiają transport międzykomórkowy na drodze pinocytozy 

[Obermeier i wsp. 2013]. Ponadto komórki śródbłonka charakteryzują się niskim poziomem 

pęcherzyków transcytotycznych, co znacząco ogranicza zarówno parakomórkowy, jak 

i transkomórkowy ruch cząsteczek przez warstwę ECs. Ponadto komórki śródbłonka 

wykazują niską ekspresję cząsteczek adhezyjnych leukocytów (LAM), co pomaga ograniczyć 

przepływ komórek odpornościowych z krwi do mózgu. Dzięki szczelnym połączeniom 

międzykomórkowym komórki śródbłonka OUN charakteryzują się unikalnymi 

właściwościami, specyficznymi tylko dla bariery krew-mózg, które sprawiają, że bariera 

krew–mózg nie ma nieszczelności charakterystycznej dla śródbłonka obwodowego 

[Obermeier i wsp. 2013]. Infekcje wirusowe zwykle prowadzą do zmniejszenia ekspresji 

i organizacji białek połączeń ścisłych, bezpośrednio wpływając na integralność monowarstwy 

śródbłonka, co może skutkować śmiercią komórki. Jednakże replikacja wirusa w komórkach 

śródbłonka mikronaczyniowego mózgu prowadzi do zwiększonej produkcji leukocytów 

i cytokin, takich jak IL-6 i TNF-α, a także reaktywnych form tlenu i azotu (RFT/RFA), co 

bezpośrednio wpływa na strukturę bariery krew-mózg i może skutkować zwiększoną jej 

przepuszczalnością [Papa i wsp. 2017, Soe i wsp. 2017, da Conceição i wsp. 2013]. 

W niektórych przypadkach wirusy obecne w układzie krążenia mogą również infekować 

komórki śródbłonka mikronaczyniowego mózgu (BMVEC), główny składnik bariery krew-

mózg (Ryc. 3E). Do wirusów tych zalicza się: 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]. Ciężkie 

zakażenia OUN mogą być również wywołane przez paramyksowirusy, takie jak wirus odry 

(MeV) i wirus świnki (MuV) [Ruan i wsp. 2022, Mathieu i wsp. 2021]. Pierwotne zakażenia 

MeV i MuV rozpoczynają się w górnych drogach oddechowych, a następnie infekcja tkanki 

limfatycznej powoduje wiremię i rozprzestrzenianie się wirusa na inne tkanki. MuV ma silne 

działanie neurotropowe i może powodować ostrą encefalopatię u dzieci. W związku z tym  

w płynie mózgowo-rdzeniowym dzieci, u których zdiagnozowano ostrą encefalopatię 

związaną z MuV, stwierdza się podwyższone poziomy kilku cytokin, tj. IFN-γ, IL-2, IL-6  

i IL-10 [Watanabe wsp. 2013]. W przeciwieństwie do MuV, infekcja MeV rozprzestrzenia się 

do OUN w ok. 0,1% przypadków, powodując kilka rodzajów wyniszczających chorób 

neurologicznych, w tym śmiertelne podostre stwardniające zapalenie mózgu, które objawia 

się od tygodni do lat po infekcji [Mathieu i wsp. 2021, Buchanan i Bonthius 2012]. Wyżej 

wymienione wybrane przykłady neuropatogenezy wywołanej przez różne rodziny wirusów 

pokazują, że choć przyczyną może być sama replikacja wirusa, to aktywowany układ 

odpornościowy, próbując wyeliminować infekcję, może również przyczynić się do 

uszkodzenia neuronów. Rekrutacja obwodowych komórek odpornościowych do OUN 

odgrywa zasadniczą rolę w ostatecznym wyniku neuroinfekcji wywołanej przez flawiwirusy, 

ponieważ limfocyty T odgrywają ważną rolę w niszczeniu komórek zakażonych wirusem, 

wytwarzaniu cytokin, zwiększaniu aktywności fagocytarnej makrofagów i stymulacja lokalnej 

produkcji przeciwciał przez limfocyty B [de Vries i Harding 2023]. De Vries i in. wykazali, 

że podczas infekcji flawiwirusem podzbiory komórek T wykazują różne wzorce migracji 

w OUN. Większość limfocytów CD4 zatrzymuje się w przestrzeniach okołonaczyniowych, 

natomiast większość cytotoksycznych limfocytów CD8 migruje do miąższu, gdzie pełnią 

swoje funkcje w sąsiedztwie zakażonych neuronów. Ponadto cytokiny i chemokiny rekrutują 
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leukocyty, które mogą indukować rozpad bariery krew-mózg. Flawiwirusy stymulują również 

leukocyty do wydzielania proteaz wpływających na integralność bariery krew-mózg. 

Dodatkowo  stwierdzono, że JEV i DENV indukują wydzielanie proteazy (chimazy) przez 

komórki tuczne, która degraduje białka bariery krew-mózg i jednocześnie niszczy ich 

strukturę [Hsieh i wsp. 2019, Syenina i wsp. 2020]. 

 

2. Zmiany metaboliczne w OUN jako odpowiedź na infekcję wirusową 

W warunkach fizjologicznych mózg, podobnie jak inne narządy i tkanki organizmu, 

charakteryzuje się homeostazą redoks wynikającą z równowagi pomiędzy wytwarzaniem 

reaktywnych form tlenu (RFT) a działaniem mechanizmów antyoksydacyjnych. Z drugiej 

strony uważa się, że komórki mózgu są szczególnie podatne na przesunięcie tej równowagi 

w kierunku warunków prooksydacyjnych ze względu na zużycie przez nie stosunkowo 

dużych ilości tlenu do produkcji energii oraz słabsze mechanizmy obrony antyoksydacyjnej 

w porównaniu z komórkami innych narządów, co sprzyja rozwojowi stresu oksydacyjnego. 

Zatem nawet w warunkach fizjologicznych mózg ma wysoki potencjał prooksydacyjny, 

a jednocześnie duże wymagania metaboliczne, co czyni go szczególnie podatnym na stres 

oksydacyjny [Chiurchiù i wsp. 2016]. Ponadto błona komórkowa neuronów zawiera duże 

stężenia wielonienasyconych kwasów tłuszczowych (PUFAs), które są szczególnie podatne 

na oksydacyjne modyfikacje przez RFT [Salim 2017], co w konsekwencji może zakłócać 

prawidłowe funkcjonowanie tych komórek w metabolicznie zmienionych warunkach, w tym 

wynikających z infekcji [Tirabassi i wsp. 1998]. Infekcje wirusowe zwykle rozpoczynają się 

na obwodzie, głównie w nabłonku lub śródbłonku komórek. W konsekwencji dochodzi do 

odpowiedzi immunologicznej i sygnalizacji parakrynnej, które są inicjowane w komórkach 

zakażonych i przenoszone do komórek niezainfekowanych przez wydzielane cytokiny 

[Mustafá i wsp. 2019]. Natomiast wirus może zostać usunięty poprzez działanie swoistych 

przeciwciał przeciwko wirusowi oraz limfocytów T w ramach adaptacyjnej odpowiedzi 

immunologicznej [de Vries i Harding 2023]. Infekcja wirusowa może rozprzestrzenić się na 

inne tkanki, prowadząc do silnej ogólnoustrojowej odpowiedzi immunologicznej, m.in. po 

przeniknięciu bariery krew–mózg może wywołać wyniszczające skutki w ośrodkowym 

układzie nerwowym (OUN) [Tirabassi i wsp. 1998]. Dlatego infekcje wirusowe układu 

nerwowego indukują złożoną odpowiedź wielokomórkową obejmującą komunikację między 

wieloma typami komórek, która służy do minimalizacji rozprzestrzeniania się wirusa, 

usuwania wirusa i resztek komórkowych, ochrony komórek gospodarza i zachowania funkcji 

neuronów. Za neuropatogenezę infekcji wirusami docierającymi do mózgu, w tym 

flawiwirusami, odpowiedzialna jest replikacja wirusa w neuronach i późniejsza lokalna 

odpowiedź zapalna [Mustafá i wsp. 2019]. Konsekwencją zakażenia OUN jest zatem stan 

zapalny i towarzyszący mu stres oksydacyjny, wywołany głównie dysfunkcją mitochondriów 

związaną ze zwiększoną aktywnością kompleksu mitochondrialnego I oraz zwiększoną 

produkcją aniono-rodników ponadtlenkowych na skutek przerwania łańcucha transportu 

elektronów i ich wycieku z matriksu mitochondriów, który może katalizować autoutlenianie 

hemoglobiny i wolnorodnikowe reakcje enzymatyczne, co w kontekście dużych stężeń jonów 

żelaza jako składnika hemu prowadzi do powstawania nadtlenku wodoru i wysoce 

reaktywnych rodników hydroksylowych. Dodatkowo może to zwiększać poziom uszkodzenia 
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tkanki nerwowej poprzez indukowanie uszkodzeń oksydacyjnych neuronów [Sadrzadeh 

i Saffari 2004, Macháček i wsp. 2016]. Ponadto, w astrocytach i mikrogleju, towarzyszy temu 

wzrost wydzielania tlenku azotu (NO) i cytokin prozapalnych, takich jak IL-6 i TNF-α 

[Chatel-Chaix i wsp. 2016]. Dodatkowo  infekcja (w warunkach stresu oksydacyjnego) 

powoduje aktywację enzymów pro-oksydacyjnych, w tym oksydazy NADPH i oksydazy 

ksantynowej, które wytwarzają duże ilości anionorodników ponadtlenkowych oraz syntazy 

tlenku azotu (NOS) odpowiedzialnej za wytwarzanie tlenku azotu (II) [Konior i wsp. 2014]. 

W warunkach fizjologicznych enzymy przeciwutleniające redukują generację i nasilają 

metabolizm RFT, jednakże nadmierna produkcja RFT wynikająca z infekcji może 

uniemożliwić ich skuteczną eliminację [Blázquez i wsp. 2021]. Infekcje wirusowe 

przyczyniają się zwykle do zmniejszenia efektywności enzymów antyoksydacyjnych poprzez 

zmniejszenie dostępności m.in. jonów miedzi i cynku, a w konsekwencji zmniejszenie 

aktywności dysmutazy ponadtlenkowej (Cu, Zn-SOD) [Almeida i wsp. 2020]. W warunkach 

fizjologicznych dysmutaza ponadtlenkowa odpowiada za dysmutację anionorodnika 

ponadtlenkowego, w wyniku czego powstaje nadtlenek wodoru, który jest usuwany przez 

peroksydazę glutationową, zapobiegając w ten sposób powstawaniu rodników 

hydroksylowych. Jednakże w stanach prozapalnych powstałych na skutek infekcji w osoczu 

pacjentów obserwuje się wyższą aktywność dysmutazy ponadtlenkowej w porównaniu 

z peroksydazą glutationową, co prowadzi do zwiększenia poziomu rodników hydroksylowych 

i wzmożenia procesów oksydacyjnych, a w konsekwencji modyfikacji składników 

komórkowych, co skutkuje zaburzeniem szlaków metabolicznych i sygnalizacji w komórkach 

mózgowych [Dobrzyńska i wsp. 2022].  

Infekcje wirusowe OUN mogą powodować ciężki przebieg choroby z towarzyszącymi 

krótko- i długoterminowymi następstwami oraz śmiertelnością. W konsekwencji wirusowe 

zakażenie OUN może prowadzić do zapalenia opon mózgowo-rdzeniowych, mózgu oraz 

rdzenia kręgowego [Kohil i wsp. 2021], przy czym wirusy neurotropowe potrafią przekraczać 

barierę krew-mózg, atakować ośrodkowy układ nerwowy i powodować choroby poprzez 

cytopatologię indukowaną wirusem lub neurotoksyczną przeciwwirusową odpowiedź 

immunologiczną organizmu pacjenta [de Carvalho i wsp. 2019]. Podczas infekcji wirusowych 

w organizmie żywiciela obserwuje się zmiany metaboliczne, które umożliwiają zarówno 

replikację wirusa, jak i te, których zadaniem jest ochrona organizmu przed następstwami 

infekcji [Pant i wsp. 2021]. Zdecydowana większość tych działań zachodzi na poziomie 

mitochondriów, gdyż do wprowadzenia wirusa do cytoplazmy komórek gospodarza poprzez 

receptor potrzebna jest energia w postaci ATP. Natomiast wirusy, jako bezwzględne pasożyty 

wewnątrzkomórkowe, są całkowicie zależne od mechanizmu metabolicznego komórki 

gospodarza w zakresie dostarczania energii i związków niezbędnych do ich replikacji. Uważa 

się, że regulacja w górę różnych elementów glikolizy, w tym szybkości glikolizy, poprzez 

ułatwienie syntezy nukleotydów, może sprzyjać replikacji wirusa [Abrantes i wsp. 2012], 

czyniąc cykl kwasów trikarboksylowych (TCA) kluczowym elementem biosyntezy związków 

niezbędnych do zajścia replikacji wirusa w komórki gospodarza na poziomie macierzy 

mitochondrialnej, co z kolei dostarcza prekursora, takiego jak cytrynian, do syntezy kwasów 

tłuszczowych. Ponadto wirusy mogą przeprogramować cykl TCA poprzez zwiększenie 

biosyntezy kwasów tłuszczowych, w tym długołańcuchowych kwasów tłuszczowych 

niezbędnych do tworzenia błon wirusowych [Koyuncu i wsp. 2017]. Wiadomo również, że 
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wirusy mogą wykorzystywać metabolity cyklu TCA do potranslacyjnych modyfikacji białek 

wirusowych, w tym acetylo-CoA może służyć jako substrat do acetylacji lizyny antygenu 

jądrowego (LANA) kodowanego przez wirusa opryszczki [Sánchez-García i wsp. 2021]. 

Wykazano również, że szlak glikolityczny jest indukowany w zakażeniu DENV w celu 

promowania skutecznej replikacji wirusa [Fontaine i wsp. 2015], co skutkuje wzrostem 

zużycia glukozy i ekspresji transportera glukozy 1 i heksokinazy 2, a zahamowanie tego 

szlaku metabolicznego zmniejsza replikację DENV. Wzrost spożycia glukozy może wynikać 

również z jej wykorzystania przez komórki zakażone DENV w celu zwiększenia ich 

zdolności do utleniania endogennych lub egzogennych kwasów tłuszczowych [Fernandes-

Siqueira i wsp. 2018]. Replikacja wirusa wymaga odpowiedniego poziomu ATP 

zapewnianego przez -oksydację [Heaton i Randall 2010]. 

Głównym źródłem węgla wykorzystywanym do zaspokajania potrzeb energetycznych 

komórek ssaków jest glutamina, która wspomaga cykl TCA. Podczas infekcji wirusowej 

zaobserwowano również rozległe przeprogramowanie metabolizmu węgla. Stwierdzono, że 

komórki zakażone HCMV wykorzystują glutaminę do napędzania cyklu TCA, umożliwiając 

wykorzystanie węgla pochodzącego z metabolizmu glukozy do syntezy kwasów 

tłuszczowych [Chambers i wsp. 2010]. Ponadto glutamina jest zużywana w wielu szlakach 

metabolicznych, które dostarczają azot do biosyntezy nukleotydów. Stwierdzono, że 

hamowanie replikacji DENV w warunkach niedoboru glutaminy może być związane 

z potrzebą wykorzystania zwiększonej wewnątrzkomórkowej puli nukleotydów podczas 

replikacji wirusa, a zatem poziomy związków zaangażowanych w metabolizm puryn 

i pirymidyn są znacznie podwyższone w komórkach zakażonych DENV. Dlatego 

zasugerowano, że DENV, aby zaspokoić swoje potrzeby replikacyjne, może wymagać 

glutaminy jako źródła węgla i azotu [Fontaine i wsp. 2015]. W konsekwencji flawiwirusy 

modyfikują metabolizm komórkowy gospodarza, zwiększając pulę nukleotydów i kofaktorów 

enzymatycznych, takich jak ATP, dla aktywności helikazy RNA [Jordan i Randall 2016]. 

Sprzyja to zmianie w strukturze błony retikulum endoplazmatycznego gospodarza w celu 

ustalenia chronionych miejsc replikacji. Uważa się, że te przedziały replikacyjne promują 

odpowiednie rusztowanie replikazy i stężenie substratów replikacji oraz odgrywają rolę 

ochronną dla wirusowego RNA przed cytozolowymi czujnikami wrodzonej odporności 

i mechanizmami jej degradacji [Jordan i Randall 2016]. Wirusy mogą również zakłócać 

utlenianie kwasów tłuszczowych, które jest procesem katabolicznym, w którym fosfolipidowe 

kwasy tłuszczowe są metabolizowane w celu wytworzenia energii. Stwierdzono, że utlenianie 

kwasów tłuszczowych ma kluczowe znaczenie dla proliferacji wirusa odry [Takahashi i wsp. 

2007], podczas gdy zakażenie DENV indukuje również degradację lipidów i nasila β-

oksydację, a terapia etomoksirem (inhibitorem β-oksydacji) zmniejsza replikację DENV 

[Heaton i Randall 2010]. Ponadto badania nad wirusem dengi wykazały, że DENV NS4B 

indukuje wydłużenie mitochondriów poprzez inaktywację białka 1 związanego z dynaminą, 

co ostatecznie osłabia przeciwwirusową odpowiedź immunologiczną gospodarza [Chatel-

Chaix i wsp. 2016]. Biorąc pod uwagę, że wirus Zika wykazuje podobne działanie, 

zasugerowano, że promowanie wydłużania mitochondriów może być powszechną strategią 

specyficzną dla flawiwirusów [Sorouri i wsp. 2022]. Jednak w ostatnich latach coraz częściej 

podkreśla się, że metabolizm mitochondriów jest również kluczowym elementem 

w zapobieganiu infekcjom wirusowym, co wskazuje, że mitochondrialna sygnalizacja 
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przeciwwirusowa, która poprzez cykl TCA, transport elektronów kompleksu łańcucha 

oddechowego i utlenianie kwasów tłuszczowych jest istotnym elementem odpowiedzi 

immunologicznej gospodarza [Sorouri i wsp. 2022]. Metabolity cyklu TCA mogą służyć jako 

substraty wzmacniające ludzkie mechanizmy obronne, w tym acetylo-CoA jest kofaktorem 

wymaganym do ekspresji IFN-γ w efektorowych komórkach T [Qiu i wsp. 2019], fumaran 

hamuje piroptozę w makrofagach reagując z GSDMD poprzez reakcję addycji Michaela 

[Humphries i wsp. 2020], podczas gdy konwersja genu odpowiedzi immunologicznej cis-

akonitran 1 (IRG1) do itakonianu indukuje ekspresję genów przeciwzapalnych, aby 

przeciwdziałać odpowiedziom prozapalnym [Mills i wsp. 2018]. Jednocześnie zarówno 

itakonian, jak i fumaran mogą silnie hamować replikację wirusa poprzez mechanizmy, które 

nie zostały dotychczas jednoznacznie zidentyfikowane. Wiadomo, że itakonian hamuje 

dehydrogenazę bursztynianową, regulując w ten sposób poziom bursztynianu, oddychanie 

mitochondrialne i produkcję cytokin prozapalnych (IL-1β, IL-6, IL-12) [Cordes i wsp. 2016, 

Lampropoulou i wsp. 2016, Cordes i wsp. 2021], a także indukuje stres elektrofilowy 

i hamuje stan zapalny, w którym pośredniczy IκBζ [Bambouskova i wsp. 2018], zwiększając 

ekspresję genów, które wzmacniają szlaki sygnałowe TLR/IL-1R prowadzące do produkcji 

cytokin [Yamamoto i wsp. 2004, Ohto-Ozaki i wsp. 2020]. Itakonian modyfikując strukturę 

i funkcję białek na resztach cysteiny, działa jako immunomodulator [Hooftman i O’Neill 

2019]. Ponadto wykazano, że pochodna itakonianu 4-oktylitakonian (4-OI) zmniejsza 

odpowiedź zapalną gospodarza związaną z infekcją, hamując jednocześnie między innymi 

replikację wirusa Zika [Olagnier i wsp. 2020]. Zatem itakonian i jego pochodne zmniejszają 

stan zapalny i związane z nim patologie oraz hamują replikację wirusa. Korzystając 

z mysiego modelu zakażenia wirusem Zika, stwierdzono, że wirus ten aktywuje szlak 

sygnalizacyjny obejmujący kinazę białkową oddziałującą z receptorem-3 (RIPK3), co 

prowadzi do zwiększenia ekspresji Acod-1, który hamuje replikację wirusa w neuronach 

[Daniels i wsp. 2019]. Ponadto, alkilując reszty cysteinowe białka Keap1, inhibitora 

cytozolowego czynnika transkrypcyjnego Nrf2, itakonian zapobiega jego degradacji 

i umożliwia jego translokację do jądra oraz skuteczność transkrypcyjną wobec białek 

przeciwutleniających i przeciwzapalnych [Hayes i Dinkova-Kostova 2014, Mills i wsp. 2018]. 

Nrf2 jest również aktywowany przez fumaran będący produktem utleniania bursztynianu 

i jego pochodne, takie jak fumaran monometylu (MMF) i fumaran dimetylu (DMF), które są 

zarówno silnymi immunomodulatorami, jak i przeciwutleniaczami [Cross i wsp. 2011]. 

Jednakże ostatnio wykazano, że ekspresja genu Nrf2, który reguluje transkrypcję układów 

antyoksydacyjnych glutationu i tioredoksyny, detoksykację, regenerację NADPH 

i metabolizm hemu [Tonelli i wsp. 2018], jest zmniejszona w biopsjach uzyskanych od 

pacjentów z COVID-19 [Olagnier i wsp. 2020], i wiadomo, że oprócz działania 

przeciwutleniającego i przeciwzapalnego, Nrf2 może również regulować wykrywanie 

wirusowego DNA w cytoplazmie i w ten sposób uwalniać przeciwwirusowy IFN typu I 

[Olagnier i wsp. 2018]. Fumaran, produkt utleniania bursztynianu przez dehydrogenazę 

bursztynianową, oraz jego pochodne, MMF i DMF, są silnymi immunomodulatorami 

i przeciwutleniaczami aktywującymi Nrf2 [Cecchini 2003, Wilms i wsp. 2010]. DMF hamuje 

dojrzewanie komórek dendrytycznych (DC) [Peng i wsp. 2012] i napędza produkcję IL-10, 

IL-12 i IL-23 przez DC, redukując w ten sposób patogenne komórki T [Schlöder i wsp. 2017], 

DMF hamuje także przejścia komórek Th1 do Th2, sygnalizację cytokin prozapalnych 
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i translokację jądrową prozapalnego czynnika transkrypcyjnego NF-κB oraz ekspresję 

cząsteczek adhezyjnych w limfocytach i komórkach śródbłonka [Rubant i wsp. 2008, Gillard 

i wsp. 2015, McGuire i wsp. 2016, Wu i wsp. 2017, Dan Dunn i wsp. 2015]. Produktami 

ubocznymi mitochondrialnego łańcucha transportu elektronów są RFTOS [Dan Dunn i wsp. 

2015], które w nadmiarze mogą generować szkodliwe skutki, takie jak oksydacyjne 

modyfikacje lipidów, białek i kwasów nukleinowych. Coraz częściej RFT identyfikuje się 

jako aktywne elementy sygnalizacji międzykomórkowej [Sies i Jones 2020], w tym te 

zaangażowane w obronę immunologiczną przed wirusami i innymi patogenami [Nathan 

i wsp. 2013]. Komórkowe źródła RFT obejmują oksydazę NADPH i mitochondrialny łańcuch 

oddechowy [Escoll i wsp. 2019]. Ponadto powstające RFT poprzez aktywację inflamasomów, 

w tym NLRP3, biorą udział między innymi w odporności wrodzonej [Zhou i wsp. 2011]. 

Sugerowano nawet, że zmniejszenie poziomu RFT w mitochondriach może zwiększyć 

replikację wirusa [Kim i wsp. 2015]. Ważnym elementem aktywności metabolicznej 

mitochondriów jest to, że te organelle komórkowe nie działają w izolacji, ale w interakcji 

z innymi organellami, takimi jak retikulum endoplazmatyczne (ER), co jest szczególnie 

ważne dla biosyntezy lipidów. Ponadto stwierdzono, że subdomeny połączeń mitochondriów-

ER odgrywają ważną rolę w indukcji sygnalizacji przeciwwirusowej z udziałem 

mitochondrialnego białka MAVS, umożliwiając między innymi wykrywanie wirusowego 

RNA [Hou i wsp. 2011]. Wiadomo, że zwiększony metabolizm energii i lipidów niezbędny 

do replikacji wielu wirusów jest odwracany przez IFN, działając w celu kontrolowania 

infekcji wirusowych. Jeden z genów stymulowanych interferonem, indukowany przez IFN 

typu I, wpływa na metabolizm komórkowy i koduje enzym cholesterol-25-hydroksylazę 

(CH25H), który przekształca cholesterol w rozpuszczalny oksysterol-25-hydroksycholesterol 

(25HC), co z kolei służy zmniejszeniu akumulacji cholesterolu w komórkach. Ogólnym 

efektem jest zwiększona odporność na kilka wirusów, takich jak ZIKV i inne flawiwirusy [Li 

i wsp. 2017]. W przebiegu neuroinfekcji flawiwirusami mikroglej może fizycznie otaczać 

i fagocytozować umierające neurony. Reaktywny mikroglej może eliminować dysfunkcyjne 

synapsy, co najprawdopodobniej pełni funkcję neuroprotekcyjną.  

Znajomość mechanizmów neuroprotekcji mikrogleju w wirusowym zapaleniu opon 

mózgowo-rdzeniowych i zapaleniu mózgu może pomóc w projektowaniu racjonalnych, 

celowanych możliwości terapeutycznych. Inny mechanizm związany z neuroinfekcjami 

obejmuje zmiany w morfologii, ekspresji genów, zdolności proliferacyjnej i funkcji 

astrocytów (astroglioza reaktywna) [Maximova i Pletnev 2018].  

Wszystkie powyższe fakty wskazują, że interakcje wirus–gospodarz na poziomie 

komórkowym nie są proste i jednoznaczne. Konsekwencją tego jest ciągłe poszukiwanie 

odpowiedzi na pytanie, czy istnieje jednoznaczny sposób zapobiegania skutkom interakcji 

wirus-gospodarz. 

 

3. Flawiwirusy a ośrodkowy układ nerwowy 

Flawiwirusy, które są wirusami RNA, to jedyna grupa z rodziny Flaviviridae, która 

jest szeroko rozpowszechniona na całym świecie. Do najpowszechniejszych flawiwirusów 

przenoszonych przez stawonogi należą wirus KZM, WNV, DENV, ZIKV i JEV. Mają duże 

powinowactwo do OUN, przez co mogą powodować szereg potencjalnie śmiertelnych, 
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poważnych chorób, w tym zapalenie mózgu, ostre porażenie wiotkie czy wady wrodzone 

płodu. W ostatnich latach obserwuje się gwałtowny wzrost liczby zakażeń wywoływanych 

przez flawiwirusy, w szczególności wirus dengi, wirus Zachodniego Nilu i wirus Zika, 

a epidemie występują 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, które mają pojedynczy genom RNA o dodatniej 

nici, zawierający czapeczkę 5′ oraz regiony nieulegające translacji 5′ i 3′ (UTR), a także 

pojedynczą otwartą ramkę odczytu (ORF). ORF koduje dużą poliproteinę, która jest 

rozszczepiana ko- i potranslacyjnie na trzy białka strukturalne: C (białko kapsydu), prM 

(białko przedbłonowe) i E (białko otoczki) i oraz siedem białek niestrukturalnych (NS1, 

NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B i NS5). Białka strukturalne tworzą cząsteczkę wirusa 

i odgrywają istotną rolę w wejściu wirusa do komórki gospodarza, jak również w składaniu 

i uwalnianiu nowych wirionów. Ponadto białko kapsydu wiąże genomowy RNA, tworząc 

rdzeń nukleokapsydu, a glikoproteiny E i prM są wirusowymi białkami powierzchniowymi 

przyłączonymi do otoczki lipidowej pochodzącej od gospodarza. Natomiast białka 

niestrukturalne tworzą wirusowy kompleks replikacyjny wewnątrz komórki gospodarza 

[Maximova i Pletnev 2018, Heinz i Stiasny 2017]. 

Do zakażenia flawiwirusami dochodzi głównie poprzez pokłucie przez komara lub 

kleszcza, co prowadzi do zainfekowania makrofagów i komórek dendrytycznych (DC) 

w skórze właściwej [Mazeaud i wsp. 2018]. Po miejscowej proliferacji zakażone komórki 

dendrytyczne mogą transportować wirusa do węzłów chłonnych, dzięki czemu może on 

rozprzestrzeniać się po całym organizmie docierając do różnych narządów, w tym mózgu 

[Mazeaud i wsp. 2018]. Gdy wirus dostanie się do OUN pierwszą linią obrony gospodarza 

jest wrodzona odpowiedź immunologiczna. Jest ona inicjowana przez wzorce molekularne 

związane z patogenami (PAMP) przez receptory rozpoznawania wzorców (PRR). PRR w tym 

receptory podobne do RIG-I (RLR), do których należą gen indukowany kwasem retinowym I 

(RIG-I) i gen związany z różnicowaniem czerniaka 5 (MDA5) lub receptory Toll-podobne 

(TLR), rozpoznają RNA oraz białka wirusa i aktywują czynniki transkrypcyjne: regulatorowy 

czynnik transkrypcyjny interferonu 3 i 7 (IRF3, IRF7) oraz NF-κB, co prowadzi do produkcji 

interferonów typu I (IFN-α/β) i cytokin prozapalnych (IL-6 i IL-8), powodując reakcje 

zapalną i stresową [da Conceição i wsp. 2013, Cerny i wsp. 2014]. Uwolnione cząsteczki 

IFN-I wiążą się z receptorami IFN-I i aktywują kaskadę sygnalizacyjną JAK/STAT, która 

napędza ekspresję szerokiego zakresu genów stymulowanych interferonem, 

odpowiedzialnych za indukcję ekspresji genów przeciwwirusowych i zwiększone 

wytwarzanie stanu zapalnego (IL-6) i cytokiny immunoregulacyjne (IL-4, IL-10) [Nasirudeen 

i wsp. 2011]. To powoduje, że flawiwirusy próbują hamować sygnalizację JAK/STAT, aby 

zakłócić odpowiedź komórkową na interferon i cytokiny [Ivashkiv i wsp. 2013]. Składniki 

wirusa i metabolity komórkowe wytwarzane w wyniku replikacji wirusa mogą również 

stymulować elementy kompleksu inflamasomu, prowadząc do wydzielania prozapalnej 

interleukiny IL-1β i ostatecznie do śmierci komórki [Roby i wsp. 2020]. Powstawaniu stanów 

prozapalnych sprzyja także aktywacja szlaku sygnałowego NF-κB, który indukuje geny 

prozapalne, w tym kodujące czynnik martwicy nowotworu (TNF-α), czyli IL-1 i IL-6 [Negash 

i wsp. 2013]. Sygnalizacja przez NF-κB zależy od interakcji z nieenzymatycznym 

przeciwutleniaczem komórkowym, GSH, który modyfikując strukturę NF-κB poprzez 
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glutationylację, hamuje jego działanie prozapalne [Ingram 2018]. Stwierdzono jednak, że 

infekcje niektórymi flawiwirusami obniżają poziom GSH [Almeida i wsp. 2020, Mullen 

i wsp. 2020], co może nasilać rozwój stanu zapalnego i replikację wirusa. 

Ze względu na fakt, że stanom zapalnym towarzyszy zwykle stres oksydacyjny, 

w komórkach zakażonych flawiwirusem obserwuje się zwiększone wytwarzanie RFT, w tym 

anionu ponadtlenkowego, rodnika hydroksylowego i nadtlenku wodoru [Łuczaj i wsp. 2016]. 

Jednocześnie obserwuje się zmniejszenie zdolności antyoksydacyjnej na poziomie 

antyoksydantów enzymatycznych, czyli aktywności dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), 

katalazy i peroksydazy glutationowej (GPX), których biosynteza jest zależna od aktywności 

transkrypcyjnej receptora Nrf2–Keap1 ścieżka [Negash i wsp. 2013]. Nrf2 jest 

sekwestrowany w cytozolu poprzez interakcję z Keap1, ułatwiając ubikwitynację Nrf2 i jego 

degradację proteasomalną, ograniczając w ten sposób ekspresję genów regulowanych przez 

Nrf2. Jednakże w warunkach stresu oksydacyjnego konformacja Keap1 ulega modyfikacji, 

głównie poprzez interakcję z 4-hydroksynonenalem (4-HNE), produktem peroksydacji kwasu 

arachidonowego, w wyniku czego następuje uwolnienie Nrf2 z kompleksu z Keap1 do 

cytozolu i jego przeniesienie do jądra komórkowego, gdzie Nrf2 tworzy heterodimer 

z małymi białkami Maf (sMaf) i wiąże się z elementem odpowiedzi antyoksydacyjnej (ARE). 

To inicjuje zależną od ARE transkrypcję białek cytoprotekcyjnych [Kumar i wsp. 2009], 

w tym enzymów przeciwutleniających, w celu osłabienia komórkowego stresu oksydacyjnego 

i zwalczania infekcji wirusowych. Jednakże niektóre flawiwirusy (DENV, ZIKV) hamują 

aktywność transkrypcyjną Nrf2, prowadząc do zahamowania transkrypcji genów 

antyoksydacyjnych, co w konsekwencji przyczynia się do przesunięcia równowagi redoks 

w kierunku warunków oksydacyjnych i rozwoju infekcji [Blázquez i wsp. 2021, Gęgotek 

i Skrzydlewska, 2015]. Niezależnie od skuteczności białek przeciwutleniających, komórki 

gospodarza wyposażone są w drobnocząsteczkowe przeciwutleniacze, takie jak witamina C, 

witamina E i glutation (GSH), których poziom również ulega znacznemu obniżeniu w wyniku 

zakażenia flawiwirusem [Almeida i wsp. 2020]. W konsekwencji zwiększona produkcja RFT 

i zmniejszona obrona antyoksydacyjna prowadzą do nasilenia infekcji wirusowej. 

 

3.1. Wirus Zachodniego Nilu  

 Wirus Zachodniego Nilu (WNV) jest przenoszonym przez komary flawiwirusem, 

którego naturalnymi żywicielami są ptaki, podczas gdy ludzie i konie są jego przypadkowymi 

żywicielami [WHO: https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/west-nile-virus]. 

WNV występuje endemicznie na różnych obszarach Afryki, Azji i Bliskiego Wschodu. 

Ponadto, został on niedawno zidentyfikowany przez Centrum Kontroli i Zapobiegania 

Chorobom (CDC) jako główna przyczyna chorób przenoszonych przez komary 

w kontynentalnych stanach USA (CDC-https://www.cdc.gov/westnile/statsmaps/index. html). 

Do 10 stycznia 2023 r. do CDC zgłoszono łącznie 1035 przypadków choroby spowodowanej 

zakażeniem wirusem Zachodniego Nilu u ludzi, z czego 737 przypadków (71%) 

sklasyfikowano jako chorobę neuroinwazyjną (w tym zapalenie opon mózgowych lub 

zapalenie mózgu), a 298 przypadków (29%) wskazywało na zakażenie typu nieinwazyjnego 

[https://www.cdc.gov/westnile/ statsmaps/preliminary mapsdata2022/index.html]. Osoby, 

które są wyjątkowo podatne na zakażenie WNV, w tym osoby starsze, przewlekle chore i/lub 
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pacjenci z obniżoną odpornością, mogą rozwinąć ciężkie zapalenie mózgu i są bardziej 

narażone na śmierć w wyniku choroby [Chowdhury i Khan 2021]. Wprowadzony do 

organizmu człowieka przez pokłucie przez komara, WNV dostaje się do komórek skóry, 

a następnie do krwi. Sugeruje się, że wirus infekuje rezydujące w skórze DC, takie jak 

komórki Langerhansa, które następnie przemieszczają się do drenującego węzła chłonnego 

[Byrne i wsp. 2001]. W tym przypadku infekcji i ryzyku rozprzestrzeniania się wirusa 

przeciwdziała szybki rozwój wczesnej odpowiedzi immunologicznej, w tym produkcja IFN-β 

i IFN-γ oraz funkcje efektorowe wrodzonych komórek odpornościowych (limfocyty T γδ, 

komórki NK, neutrofile i makrofagi) [Bai i wsp. 2010, Purtha i wsp. 2008, Bourne i wsp. 

2007, Wang i wsp. 2003]. Zainfekowane ludzkie komórki wykrywają wirusa i indukują 

produkcję IFN-β poprzez rozpoznawanie wirusowego RNA przez RIG-I i MDA5 [Errett 

i wsp. 2013]. Wiązanie wirusowego RNA promuje interakcję ze stymulatorem promotora 

interferonu beta 1 (IPS-1), co skutkuje rekrutacją białek sygnalizacyjnych (np. NEMO 

i TRAF3), prowadząc do aktywacji czynnika regulacyjnego interferonu 3 (IRF-3) i NF-κB. 

Czynniki te przemieszczają się do jądra i wiążą się z regionem promotora genu IFN-β, 

a produkcja IFN-β prowadzi do zmniejszenia infekcji wirusowej [Basagoudanavar i wsp. 

2011]. IFN-β jest pierwszą linią obrony gospodarza przed infekcją wirusową, więc wirus 

Zachodniego Nilu, za pośrednictwem niestrukturalnego białka NS1, hamuje ekspresję IFN-β. 

NS1 poprzez bezpośrednią interakcję z RIG-I i MDA5 powoduje ich degradację. To z kolei 

prowadzi do zahamowania ekspresji IFN-β, zapobiegając dalszej aktywacji szlaku 

sygnałowego RLR [Zhang i wsp. 2017]. WNV, poprzez receptor Toll-podobny, indukuje 

wydzielanie cytokin prozapalnych, w tym IL-6 i TNF-α, w tkankach obwodowych [Wang 

i wsp. 2004]. Sugeruje to, że wydzielany TNF-α może również modulować przepuszczalność 

bariery krew-mózg  poprzez zmianę ścisłych połączeń komórek śródbłonka, umożliwiając 

WNV penetrację bariery i infekowanie neuronów [Wang i wsp. 2004]. Mechanizm, za 

pomocą którego WNV przenika przez barierę krew-mózg i powoduje zapalenie mózgu, 

pozostaje niewyjaśniony. Aktywacja receptorów rozpoznawania wzorców (PRR) 

w śródbłonku bariery krew-mózg przez WNV powoduje zależny od cytokin wzrost jej 

przepuszczalności, co powoduje przedostanie się wirusa do OUN [Daniels i wsp. 2014]. 

WNV może również przenikać do OUN za pomocą innych mechanizmów, np. wstecznego 

transportu aksonalnego, a następnie rozprzestrzeniać się na poziomie neuronów [Hunsperger 

i Roehrig 2006]. Innym możliwym mechanizmem wnikania WNV do OUN jest mechanizm 

"konia trojańskiego", w którym wirus jest transportowany przez zakażone komórki 

odpornościowe, takie jak limfocyty lub neutrofile [Bai i wsp. 2010, Wang i wsp. 2008]. 

Odpowiedź zapalna na zakażenie WNV obejmuje silną aktywację mikrogleju i astrocytów, co 

prowadzi również do uwalniania cytokin prozapalnych, takich jak TNF-α 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 promują również rekrutację obwodowych komórek odpornościowych do OUN po 

infekcji wirusowej i regulują ich funkcję, kontrolując proliferację i usuwanie wirusa [Klein 

i wsp. 2005, Glass i wsp. 2005, Lim i wsp. 2011]. Wzrost odpowiedzi prozapalnej podczas 

infekcji WNV może również zwiększać wydzielanie IL-10, cytokiny przeciwzapalnej, przez 

komórki dendrytyczne [Kovats i wsp. 2016]. Wykazano również, że zakażenie WNV 

indukuje wzrost wytwarzania reaktywnych form tlenu w zakażonych komórkach nerki 
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chomika. Ten wzrost wytwarzania RFT powoduje wzrost poziomu GSH, prowadząc do 

nowego poziomu homeostazy komórkowej (Ryc.4) [Basu i wsp. 2017]. 

 

 

Rycina 4. Zmiany metaboliczne w komórkach i OUN podczas zakażenia wirusem 

Zachodniego Nilu (WNV). 

 

3.2. Wirus dengi 

Wirus dengi (DENV) to flawiwirus przenoszony przez komary z rodzaju Aedes, który 

powoduje jedną z najbardziej problematycznych infekcji wirusowych przenoszonych przez 

stawonogi na świecie. Objawia się jako samoograniczająca się choroba gorączkowa, która 

może prowadzić do śmierci. Zachorowalność na dengę rośnie szybciej niż na jakąkolwiek 

inną chorobę zakaźną, a w ostatnich dziesięcioleciach zaobserwowano jej dramatyczny 

wzrost. Według WHO, w ciągu ostatnich dwóch dekad liczba zgłoszonych przypadków dengi 

wzrosła ponad 8-krotnie, tj. z 505 430 do 5,2 miliona przypadków. Najwyższe wskaźniki 

zachorowalności obserwuje się w Azji (75%), Ameryce Łacińskiej i Afryce [WHO: 

https://www.who.int/health-topics/dengue-and-severe-dengue/dengue---timor-

leste#tab=tab_2]. Większość przypadków dengi przebiega bezobjawowo lub charakteryzuje 

się łagodnymi objawami. Jednak może ona również objawiać się jako ciężka choroba 

grypopodobna charakteryzująca się wysoką gorączką, silnym bólem głowy, bólem mięśni 

i stawów, nudnościami, wymiotami, powiększonymi węzłami chłonnymi i wysypką. Co 

więcej, u niektórych osób może rozwinąć się ciężka postać gorączki denga, która może 

powodować krwawienie, uszkodzenie narządów, a nawet prowadzić do śmierci [WHO: 

https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/dengue-and-severe- dengue, Halstead 

i  Cohen 2015].  

Po pokłuciu przez komara przenoszącego DENV, komórki dendrytyczne (DC) 

i komórki Langerhansa skóry jako pierwsze ulegają zakażeniu; za ich pośrednictwem wirus 

dociera następnie do węzłów chłonnych [Cerny i wsp. 2014] zawierających komórki 

docelowe, takie jak monocyty, makrofagi i limfocyty [Jessie i wsp. 2004]. Stwierdzono, że 
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geny komórek dendrytycznych, takie jak RIG-I i MDA5, indukują wydzielanie IL-1β, IL-6 

i TNF-α, a także CCL2, CCL3 i CCL4, w odpowiedzi na produkty replikacji RNA DENV 

[Sprokholt i wsp. 2017]. Zwiększoną produkcję IL-6 stwierdzono również u dzieci 

hospitalizowanych z powodu zapalenia mózgu wywołanego wirusem dengi [Li i wsp. 2017]. 

Obecnie znanych jest pięć serotypów wirusa dengi, tj. DENV 1, DENV2, DENV3, DENV4 

i DENV5 [Dwivedi i wsp. 2017, DeLano 2002]. Zakażenie którymkolwiek z nich zapewnia 

trwałą ochronę przed tym samym szczepem wirusa, podczas gdy wtórne zakażenie innym 

szczepem może powodować zjawisko patologiczne znane jako wzmocnienie zależne od 

przeciwciał (ADE), które prowadzi do ciężkich objawów choroby. Powodem tego jest fakt, że 

przeciwciała wytworzone podczas pierwszej infekcji wiążą się z wirusem innego szczepu, ale 

nie neutralizują go, podczas gdy opłaszczone przeciwciałami nieneutralizujące DENV 

ułatwiają wejście do komórek fagocytarnych promowanych przez nadekspresję receptorów 

Fcγ [Klimstra i wsp. 2005]. Co więcej, komórki T z poprzednich infekcji DENV mogą 

przyczyniać się do nieskuteczności w  eliminacji komórek zakażonych wirusem, podobnie jak 

wydzielanie cytokin, takich jak IL-6 i IL-10, podczas gdy poziomy IL-12 i IFN-γ są 

regulowane w dół, a sygnały wyzwalane przez interakcje cytokina-receptor aktywują STAT-1 

i IRF-1. Skutkuje to aktywacją transkrypcji genu iNOS i zwiększonym wytwarzaniem tlenku 

azotu (NO), co prowadzi do silnej supresji anty-DENV przez RFT. Sytuacja ta jest 

obserwowana szczególnie w przypadku ciężkiej wtórnej infekcji [Chareonsirisuthigul i wsp. 

2007]. W badaniach in vitro wykazano, że hamowanie aktywności niestrukturalnego białka 

NS5 wirusa dengi przez tlenek azotu prowadzi do zmniejszenia replikacji DENV 

[Takhampunya i wsp. 2006]. W związku z tym zasugerowano, że NO działa jako ważny 

mediator immunologiczny przeciwko zakażeniu wirusem dengi, a jego poziomy mogą być 

przez niego regulowane. Jednak w zakażeniu ADE poziomy IL-12 i IFN-γ są zmniejszone, co 

prowadzi do zwiększonej ekspresji IL-10, która działa jako czynnik autokrynny i wiąże się ze 

specyficznym receptorem, powodując hamowanie aktywacji STAT-1 i IRF-1, zmniejszając 

w ten sposób wytwarzanie NO [Chareonsirisuthigul i wsp. 2007]. Jednak inne niestrukturalne 

białko wirusa dengi, NS1, moduluje patogenezę Dengi poprzez bezpośrednią aktywację 

monocytów/makrofagów do wydzielania cytokin, które poprzez zaburzenie integralności 

śródbłonka zwiększają jego przepuszczalność, prowadząc do krwotoku [Beatty i wsp. 2015]. 

Odpowiedź immunologiczna na zakażenie DENV rozpoczyna się od produkcji przeciwciał, 

a następnie wydzielania IFN typu I, cytokin i chemokin (CXCL10, CXCL11, IL-6, CCL3, 

CCL5) [Sierra i wsp. 2014, Dalrymple i wsp. 2012] w celu prezentacji antygenu komórkom 

T. Z drugiej strony stwierdzono, że stres oksydacyjny zależny od NOX aktywuje, w ramach 

swojego działania przeciwwirusowego, czynniki regulatorowe IRF-3 i IRF-7, transduktor 

sygnału i aktywator transkrypcji 1 (STAT-1) oraz czynnik transkrypcyjny NF-κB 

w komórkach B, co jest związane z poważnym uszkodzeniem komórek zakażonych wirusem 

[Olagnier i wsp. 2014]. Co więcej, wysoki poziom krążących cytokin prozapalnych, takich 

jak IL-1 β lub TNF-α, stwierdzony w organizmach pacjentów, również koreluje z cięższym 

przebiegiem choroby u pacjentów zakażonych DENV (Ryc.5) [Jaiyen i wsp. 2009]. 
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Rycina 5. Zmiany metaboliczne w komórkach skóry (in vivo i in vitro), krwi i OUN podczas 

zakażenia wirusem dengi (DENV). 

 

Takiej odpowiedzi sprzyja niestrukturalne białko NS2B, które zwiększa replikację 

wirusa i ekspresję genów zapalnych lub apoptotycznych, prowadząc do postępującego 

wzrostu stanu zapalnego i śmierci zakażonych komórek [Ferrari i wsp. 2020]. W związku 

z tym zarówno stres oksydacyjny, jak i wrodzona odpowiedź immunologiczna determinują 

nasilenie choroby denga. Wykazano, że zakażenie ludzkich komórek śródbłonka 

mikronaczyniowego mózgu (HBMEC) wirusem dengi aktywuje oksydazę NADPH, co 

zwiększa wytwarzanie RFT. Zwiększenie wydzielania chemokin i cytokin zapalnych (CCL5, 

IL-6 i IL-8), nasila replikację wirusa i indukuje śmierć komórek, przyczyniając się w ten 

sposób do zwiększonej przepuszczalności śródbłonka [Monteiro Meuren i wsp. 2022]. 

Ponadto, reagując ze składnikami komórek gospodarza, RFT powodują np. wzrost 

peroksydacji lipidów ze wzrostem poziomu dialdehydu malonowego (MDA) obserwowanego 

w osoczu pacjentów [Soundravally i wsp. 2014]. Odkrycia te wskazują na jednoznaczny 

związek między stanem zapalnym i stresem oksydacyjnym a rozwojem ciężkiej postaci dengi 

[Soundravally i wsp. 2014]. Co więcej, równoległa aktywacja w komórkach dendrytycznych 

szlaków antyoksydacyjnych regulowanych przez czynnik transkrypcyjny Nrf2 może, poprzez 

próbę utrzymania homeostazy redoks, przyczyniać się do kontroli odpowiedzi 

przeciwwirusowej i apoptotycznej [Olagnier i wsp. 2014]. Jednak badania in vitro na ludzkich 

monocytarnych komórkach dendrytycznych wykazały, że wirus dengi, podobnie jak inni 

członkowie rodziny Flaviviridae, może wykorzystywać niestrukturalne białka wirusowe do 

zakłócania lub degradacji krytycznych składników sygnalizacyjnych w celu obejścia 

odpowiedzi przeciwwirusowej. Stwierdzono, że białko niestrukturalne NS2B zmniejsza 

aktywność Nrf2, prowadząc do zahamowania genów białek przeciwutleniających 

i stopniowego wzrostu poziomu RFT [Ferrari i wsp. 2020]. Potwierdzają to badania na 

myszach zakażonych DENV wykazujące, że podczas infekcji można zaobserwować wzrost 

poziomu RFT z jednoczesnym spadkiem wewnątrzkomórkowej aktywności GSH, SOD 
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i CAT, co prowadzi do stresu oksydacyjnego ze zwiększoną peroksydacją lipidów, ocenianą 

na podstawie poziomów MDA i aktywacji NF-κB. Spowodowało to wzrost poziomu TNF-α 

i IL-6 w surowicy myszy zakażonych DENV, co zwiększa replikację wirusa dengi [Wang 

i wsp. 2013]. Z drugiej strony stwierdzono, że suplementacja myszy glutationem prowadzi do 

zwiększenia zdolności antyoksydacyjnych poprzez zwiększenie aktywności SOD i CAT oraz 

hamowanie peroksydacji lipidów, a także zmniejszenie aktywacji NF-κB przy zmniejszonym 

wydzielaniu czynników prozapalnych, w tym TNF-α i IL-6 [Wang i wsp. 2013; Tian i wsp., 

2010]. Interesujący jest wpływ wirusa dengi na procesy metaboliczne w komórkach 

docelowych. Wirus ten wykorzystuje rezerwy lipidowe komórki gospodarza, które są 

przechowywane w kropelkach lipidowych, które są degradowane w celu uwolnienia kwasów 

tłuszczowych za pomocą mechanizmu autofagii. Kwasy te ulegają utlenieniu, co napędza cykl 

kwasów trikarboksylowych, który 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 również przenoszenie okołoporodowe poprzez kontakty seksualne 

oraz obecność ZIKV w mleku [Oliveira i wsp. 2016, Dupont-Rouzeyrol i wsp. 2016, Musso 

i wsp. 2015]. Początkowe infekcje wirusem ZIKA charakteryzowały się łagodnym 

przebiegiem. Jednakże, pierwszy wybuch epidemii spowodowany zakażeniem wirusem Zika 

wystąpił 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__iQvBhzJbbd2GJ0vlreZF8xoCZ5wQAvD_B

wE].  

Ponadto w 2015 r. WHO otrzymała pierwsze doniesienia o zlokalizowanych 

zakażeniach w Brazylii, a w październiku odnotowano pierwsze przypadki małogłowia 

u niemowląt matek narażonych na zakażenie wirusem ZIKV w czasie ciąży. Szybkie 

rozprzestrzenianie się infekcji w obu Amerykach doprowadziło WHO do ogłoszenia w lutym 

2016 r., że zakażenie wirusem Zika związane z małogłowiem noworodków i innymi 

zaburzeniami neurologicznymi jest stanem zagrożenia zdrowia publicznego o zasięgu 

międzynarodowym [Kindhauser i wsp. 2016]. Obecnie wiadomo, że objawy kliniczne 

klasycznej choroby Zika charakteryzują się gorączką, wysypką, zapaleniem spojówek, bólem 

stawów i bólem głowy (CDC:http://www.cdc.gov/zika/symptoms/index.html) i może im 

towarzyszyć zespół Guillaina-Barrégo, ostre zapalenie rdzenia, zapalenie mózgu i rdzenia, 

zapalenie opon mózgowo-rdzeniowych i zapalenie mózgu oraz polineuropatia czuciowa [da 

Silva i wsp. 2017, Olagnier i wsp. 2016]. Po pokłuciu przez zakażonego komara wirus Zika, 

podobnie jak inne flawiwirusy, infekuje komórki dendrytyczne, gdzie następnie replikuje się 

i rozprzestrzenia przez krew do innych narządów [Sun i wsp. 2017]. ZIKV najpierw wiąże się 

z receptorami komórkowymi specyficznymi dla flawiwirusa, które obejmują DC-SIGN 

i białka receptora fosfatydyloseryny [Hamel i wsp. 2015]. Receptory te ułatwiają wejście 

ZIKV do makrofagów, monocytów, neuronalnych komórek progenitorowych (NPC)  

i komórek płodowych, powodując adhezję, migrację, replikację i unikanie odporności, a także 

https://www.who.int/newsroom/factsheets/detail/zikavirus?gclid=CjwKCAjwzuqgBhAcEiwAdj5dRtsigH_XKpDEufCGTodNW1RRasHGD__iQvBhzJbbd2GJ0vlreZF8xoCZ5wQAvD_BwE
https://www.who.int/newsroom/factsheets/detail/zikavirus?gclid=CjwKCAjwzuqgBhAcEiwAdj5dRtsigH_XKpDEufCGTodNW1RRasHGD__iQvBhzJbbd2GJ0vlreZF8xoCZ5wQAvD_BwE
https://www.who.int/newsroom/factsheets/detail/zikavirus?gclid=CjwKCAjwzuqgBhAcEiwAdj5dRtsigH_XKpDEufCGTodNW1RRasHGD__iQvBhzJbbd2GJ0vlreZF8xoCZ5wQAvD_BwE
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uwalnianie cytokin [Hamel i wsp. 2015]. W fibroblastach skóry ZIKV indukuje ekspresję 

receptorów rozpoznawania wzorców (PRR), takich jak TLR3, RIG-1 i MDA5, wzmacniając 

odpowiedź przeciwwirusową przeciwko zakażeniu ZIKV [Hamel i wsp., 2015]. Jednak 

badania z wykorzystaniem ludzkich embrionalnych komórek nerkowych wykazały, że białka 

NS2A i NS4A hamują aktywność promotora NF-κB poprzez hamowanie czynników 

sygnalizacyjnych zaangażowanych w szlak sygnałowy MDA5/RIG-I [Lee i wsp. 2020].  

Wczesną odpowiedzią na infekcję jest przeciwwirusowe działanie interferonu typu I 

(IFN) wytwarzanego przez komórki ssaków [Schneider i wsp. 2014]. Białka niestrukturalne 

wirusa Zika, takie jak NS1 i NS4B, mogą hamować produkcję IFN typu I, podczas gdy NS2B 

i NS3, tj. NS2B-NS3, hamują sygnalizację JAK-STAT poprzez promowanie degradacji Jak1 

[Wu i wsp. 2017]. INF typu I przekazuje sygnał poprzez kinazy Janus (Jak1 i Tyk2) 

i transduktory sygnału transkrypcji (STAT1 i STAT2), prowadząc do indukcji genu 

stymulowanego interferonem (ISG), który ustanawia stan antywirusowy komórek, 

z hamowaniem sygnalizacji JAK-STAT promującej replikację wirusa [Wu i wsp. 2017]. 

Wykazano również, że zakażenie ZIKV ludzkich monocytów aktywuje sygnalizację TLR2, 

prowadząc do aktywacji NF-κB i silnej odpowiedzi prozapalnej zależnej od NF-κB, ze 

zwiększoną produkcją TNF-α, IL-1β, IL-6 i IL-10 w monocytach zakażonych ZIKV, które 

mogą być zaangażowane w kontrolę proliferacji ZIKV. Towarzyszy temu również 

zwiększona ekspresja cytokin zależnych od STAT i chemokin CC, w tym IL-7, IL-15, CCL2, 

CCL3, CCl5 i CCL7 w monocytach zakażonych ZIKV [Hernández-Sarmiento i wsp. 2023]. 

Badania na myszach zakażonych ZIKV wykazały również wysoki poziom TNF-α, IL-6 i IL-

1β w mikrogleju zwierząt [Wang i wsp. 2018]. Ponadto zakażenie ZIKV indukuje odpowiedź 

przeciwwirusową w celu kontrolowania replikacji wirusa w sposób niezależny od IFN, 

poprzez indukowanie ekspresji IL-27 [Hernández-Sarmiento i wsp. 2023].  

Zakażenie ZIKV prowadzi do zwiększenia produkcji RFT przez organizm w celu 

zwalczania infekcji, z jednoczesnym zahamowaniem aktywacji antyoksydacyjnego czynnika 

transkrypcyjnego Nrf2 i towarzyszącym mu obniżeniem ekspresji genów białek 

antyoksydacyjnych i ich biosyntezy (HO-1 SOD i CAT) [Almeida i wsp. 2020], a także 

obniżeniem poziomu GSH [Sahoo i wsp. 2023]. Obniżenie poziomu i aktywności oksygenazy 

hemowej-1, ze względu na jej udział w ograniczaniu replikacji ZIKV, sprzyja skutecznemu 

zakażeniu gospodarza przez ZIKV [Huang i wsp. 2017]. Zwiększone wytwarzanie RFT przy 

zmniejszonej zdolności antyoksydacyjnej prowadzi do stresu oksydacyjnego z nasiloną 

peroksydacją lipidów i zwiększonym poziomem jej biomarkera, tj. MDA [Almeida i wsp. 

2020]. Z drugiej strony, zmniejszona wydajność czynnika transkrypcyjnego Nrf2 w zakażeniu 

ZIKV, która zwykle odpowiada zwiększonej wydajności prozapalnego czynnika 

transkrypcyjnego NF-κB, jest widoczna w zwiększonym wytwarzaniu cytokin prozapalnych, 

takich jak TNF-α i IL-6, IL1β, które rekrutują inne typy komórek do zakażonej tkanki 

i aktywując je, zaostrzają stan zapalny. Ponadto mediatory te mogą również przyczyniać się 

do aktywacji szlaków śmierci komórkowej i dalszej indukcji stresu oksydacyjnego, co sprzyja 

oksydacyjnym modyfikacjom lipidów i białek, powodując dodatkowe zaburzenia 

metaboliczne w organizmie pacjenta (Ryc. 6) [Almeida i wsp. 2020, Tricarico i wsp. 2017].  
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Rycina 6. Zmiany metaboliczne zachodzące in vivo i in vitro w komórkach i ośrodkowym 

układzie nerwowym podczas zakażenia wirusem Zika (ZIKV). 

 

Ponadto w komórkach nerwowych ZIKV zwiększa ekspresję białek śmierci 

komórkowej, w tym: ZBP1, RIPK 1 i 3. Zainfekowane wirusem komórki nerwowe wyrażają 

gen odpowiedzi immunologicznej 1 (IRG1), którego produkt wytwarza itakonian z cis-

akonitu, składnika cyklu TCA, który hamuje dehydrogenazę bursztynianową (SDH), 

utrzymując w ten sposób odpowiedni poziom bursztynianu, który zachowuje komórki 

nerwowe przy życiu. Zahamowanie aktywności SDH jednocześnie hamuje replikację ZIKV 

[Daniels i wsp. 2019]. 

 

3.4. Wirus japońskiego zapalenia mózgu 

Wirus japońskiego zapalenia mózgu (JEV) jest flawiwirusem przenoszonym przez 

komary z rodzaju Culex, który wywołuje japońskie zapalenie mózgu wśród ludzi w krajach 

azjatyckich z szacowaną liczbą 68 000 przypadków klinicznych każdego roku, w tym 14 000-

20 000 zgonów. Jednocześnie 30-50% osób, które przeżyły chorobę, ma trwałe następstwa 

neurologiczne lub psychiatryczne [WHO: https://www.who.int/newsroom/fact-

sheets/detail/japanese-encephalitis]. JEV jest wysoce neuroinwazyjnym patogenem 

z objawami od łagodnej gorączki do aseptycznego zapalenia opon mózgowo-rdzeniowych lub 

zapalenia mózgu, objawiającymi się zaburzeniami czucia, drgawkami i ogniskowymi 

deficytami neurologicznymi z ostrym porażeniem wiotkim, które może wynikać z zajęcia 

komórek rogów przednich, przy czym 20-60% pacjentów wykazuje różnorodne zaburzenia 

ruchowe, zwłaszcza przejściowe cechy parkinsonizmu i dystonii [Misra i wsp. 2010]. 
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Stwierdzono, że JEV wprowadzony do organizmu ludzkiego replikuje się najpierw 

w komórkach dendrytycznych i makrofagach; następnie jest przenoszony do lokalnych 

węzłów chłonnych [Wang i wsp. 2017], a stamtąd, za pomocą nowo wygenerowanych 

wirionów lub migrujących zakażonych komórek odpornościowych, w tym komórek 

dendrytycznych i limfocytów T - wirus rozprzestrzenia się do mózgu [Wang i wsp. 2017].  

Badania na myszach wykazały, że JEV wywołuje stan zapalny, który zakłóca 

integralność bariery krew-mózg, a w konsekwencji zwiększa poziom mediatorów stanu 

zapalnego w mózgu należących do odpowiedzi immunologicznej Th1, a także chemokin 

i cytokin, w tym CXCL10, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, TNF-α, IL-6 i IFN-γ w OUN. 

Natychmiast po zakażeniu dochodzi do regulacji w górę ligandu chemokiny z motywem C-X-

C 10 (CXCL10) i IFNγ, który indukuje ekspresję CXCL10, przy czym największe ilości 

mediatorów stanu zapalnego obserwuje się tuż przed przerwaniem bariery krew-mózg [Li 

i wsp. 2015]. Z kolei aktywowane przez JEV mikroglej uwalniają TNF-α i IL-1 β, które mogą 

zapewnić ochronę przed infekcją ośrodkowego układu nerwowego, ale mogą powodować 

śmierć neuronów [Chen i wsp. 2010]. Ponadto badania na myszach wykazały, że zakażenie 

JEV indukuje ekspresję receptorów TLR3 i RIG-I w mikrogleju zakażonych zwierząt, które 

zapewniają pierwszą linię obrony w przeciwwirusowej odpowiedzi immunologicznej poprzez 

uwalnianie cytokin i chemokin. Ponadto stwierdzono, że interakcja wirusowego RNA z TLR3 

i RIG-I prowadzi do aktywacji czynnika jądrowego NF-κB i indukcji ekspresji prozapalnych 

cytokin i chemokin, takich jak TNF-α, IL-6 i ligand chemokiny 2 (CCL2) [Jiang i wsp. 2014]. 

W badaniach in vitro wykazano również, że po infekcji wirusowej ludzkich lub świńskich DC  

można zaobserwować wzrost produkcji TNF i IFN-β [García-Nicolás i wsp. 2019] (ryc. 7).  

 

 

Rycina 7. Zmiany metaboliczne zachodzące in vivo i in vitro w komórkach i ośrodkowym 

układzie nerwowym podczas zakażenia wirusem japońskiego zapalenia mózgu 

(JEV). 

 

Ponadto wykazano, że JEV wywołuje odpowiedź zapalną, która sprzyja 

zwiększonemu poziomowi RFT w mikrogleju zwierzęcym [Ghoshal i wsp. 2007], co 
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prowadzi do zwiększonej aktywności głównego przeciwutleniacza, SOD, w komórkach 

glejowych mózgu.   

Dokładny mechanizm indukcji SOD nie jest znany, ale sugeruje się, że może ona 

stanowić odpowiedź na silny mediator stanu zapalnego lub może być mechanizmem 

kompensacyjnym w celu zmniejszenia poziomu anionorodnika ponadtlenkowego, którego 

zwiększone ilości wykryto w komórkach zakażonych JEV [Liao i wsp. 2002]. Ponadto 

zakażenie JEV zmniejsza ekspresję tioredoksyny w ludzkich komórkach promonocytów 

[Yang i wsp. 2010], podczas gdy zakażenie JEV u szczurów sprzyja również zmniejszeniu 

aktywności CAT, GPx i GSH w mózgu, co zakłóca homeostatyczną równowagę redoks 

podczas infekcji i pogarsza warunki oksydacyjne, które promują peroksydację lipidów 

i wynikający z niej wzrost poziomu MDA [Kumar i wsp. 2009]. Wykazano również, że 

zakażenie JEV wiąże się z aktywacją mikrogleju u zwierząt, co skutkuje zwiększonym 

poziomem różnych mediatorów prozapalnych, takich jak indukowana syntaza tlenku azotu 

(iNOS), cyklooksygenaza 2 (COX 2), IL-6, IL-1b, TNF-α i białko chemoatraktantu 

monocytów 1 (MCP-1) [Ghoshal i wsp. 2007]. Podczas infekcji JEV obserwuje się obniżony 

poziom cytokiny przeciwzapalnej IL-10 w OUN, która promuje przeżycie neuronów  

i wszystkich komórek glejowych w mózgu poprzez blokowanie działania cytokin 

prozapalnych i promowanie ekspresji sygnałów przeżycia komórek [Swarup i wsp. 2007]. 

Ponadto, badania in vitro na ludzkich komórkach neuroblastoma zakażonych JEV wykazały 

upośledzoną β-oksydację PUFAs i zwiększoną ekspresję IL-6 i TNF-α. Stwierdzono również, 

że białko niestrukturalne 5 (NS5) JEV oddziałuje z podjednostkami α i β dehydrogenazy 

hydroksyacylo-CoA, dwoma składnikami mitochondrialnego białka trójfunkcyjnego (MTP) 

zaangażowanego w β-oksydację i zakłóca katabolizm PUFAs [Kao i wsp. 2015]. Uważa się, 

że nagromadzone PUFAs mogą wywoływać stres oksydacyjny w OUN, a także aktywację 

NF-κB, a w konsekwencji zwiększoną produkcję cytokin prozapalnych, które przyczyniają się 

do patogenezy JEV. Zasugerowano ponadto, że ułatwia to proliferację i rearanżację błon  

w komórkach zakażonych JEV i prawdopodobnie przyczynia się zarówno do strukturalnych, 

jak i metabolicznych uszkodzeń komórek mózgu związanych z japońskim zapaleniem mózgu 

[Kao i wsp. 2015]. Ponadto badania in vitro z wykorzystaniem komórek nerki chomika 

wykazały, że białko NS5 może hamować ekspresję IFN-β poprzez hamowanie czynnika 

regulacyjnego IFN 3 (IRF3) i NF-κB  [Ye i wsp. 2017]. W konsekwencji, podczas infekcji 

JEV, chociaż inicjacja odpowiedzi immunologicznej przez komórki jest ważnym 

mechanizmem ochronnym OUN, nasilenie procesów prozapalnych, a w konsekwencji 

zaburzenie równowagi redoks sprzyja śmierci neuronów, co może skutkować 

nieodwracalnym uszkodzeniem mózgu. 

 

3.5. Wirus kleszczowego zapalenia mózgu 

Wirus kleszczowego zapalenia mózgu (wirus KZM) jest flawiwirusem przenoszonym 

przez kleszcze. W rzadkich przypadkach do zakażenia może dojść drogą pokarmową, poprzez 

spożycie niepasteryzowanego mleka od zakażonych kóz, owiec lub krów. KZM powoduje 

kleszczowe zapalenie mózgu (KZM), które jest infekcją ośrodkowego układu nerwowego 

występującą w Europie i kilku regionach Azji. Chociaż chorobie można zapobiegać poprzez 

szczepienia, w ciągu ostatnich kilku dekad częstość jej występowania znacznie wzrosła, co 
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w konsekwencji stanowi rosnący problem zdrowotny w krajach europejskich i azjatyckich. 

Ponadto, w wyniku zwiększonego przemieszczania się ludzi, kleszczowe zapalenie mózgu 

staje się również problemem w innych regionach świata [WHO: https://www.who.int/health-

topics/tick-borne-encephalitis#tab=tab_1].  

Większość zakażeń wywołanych przez wirusa KZM przebiega bezobjawowo, 

natomiast jeśli choroba wystąpi to jej przebieg z reguły jest dwufazowy. Okres inkubacji 

kleszczowego zapalenia mózgu trwa zwykle 7-14 dni, po czym w ciągu kolejnych 1-8 dni 

pojawiają się typowe objawy przeziębienia z gorączką i złym samopoczuciem.Jednak u około 

15% pacjentów wirus KZM dociera do ośrodkowego układu nerwowego, powodując 

zapalenie opon mózgowych, zapalenie mózgu, zapalenie rdzenia lub zapalenie korzonków 

nerwowych [WHO: https://www.who. int/health-topics/tick-borne-encephalitis#tab=tab_2]. 

Nawet po zakończeniu leczenia wielu pacjentów cierpi z powodu utrzymujących się 

objawów, takich jak ataksja, bóle głowy i zaburzenia koncentracji. ([Kohlmaier i wsp. 2021], 

WHO: https://www.who.int/health-topics/tick-borne-encephalitis#tab=tab_2]. Po pokłuciu 

przez kleszcza zakażonego wirusem KZM, wirus replikuje się najpierw w komórkach skóry 

właściwej, a następnie w komórkach Langerhansa, makrofagach i neutrofilach [Labuda i wsp. 

1996]. Rozpoznanie wirusa przez wrodzony układ odpornościowy prowadzi do migracji 

komórek dendrytycznych (DC) do pierwotnego miejsca zakażenia. Po zakażeniu komórki te 

ulegają aktywacji i przenoszą wirusa przez układ limfatyczny do regionalnego węzła 

chłonnego, a następnie do innych narządów. 

Z drugiej strony, wprowadzenie wirusa KZM do organizmu wraz z mlekiem prowadzi 

do replikacji wirusa w komórkach nabłonka jelitowego, a następnie zakażenia komórek 

dendrytycznych [Dörrbecker i wsp. 2010]. W przypadku niewystarczającego miana 

przeciwciał, które specyficznie neutralizują wirusa, dochodzi do zakażenia OUN. Sposób, 

w jaki wirus KZM dostaje się do mózgu nie jest w pełni poznany, ale sugeruje się, że może to 

zrobić bez niszczenia bariery krew-mózg. Badania na pierwotnych ludzkich komórkach 

śródbłonka mikronaczyniowego mózgu (HBMEC) wykazały, że komórki zakażone wirusem 

KZM wytwarzają wysokie miana wirusa i promują wnikanie wirusa do mózgu bez zakłócania 

integralności bariery krew-mózg [Palus i wsp. 2017]. Zamiast tego badania na myszach 

wykazały, że wzrost przepuszczalności bariery krew-mózg występuje w późniejszych 

stadiach infekcji, czemu towarzyszą poważne objawy kliniczne i wysokie miana wirusa 

w mózgu. Uważa się, że jest to konsekwencja nadprodukcji cytokin (TNF-α, IL-6, IFN-γ) 

w mózgu [Růžek i wsp. 2011]. Z drugiej strony w OUN wirus lokalizuje się w neuronach, co 

przyczynia się do procesu zapalnego objawiającego się dysfunkcją lub degradacją komórek 

poprzez lizę lub martwicę/apoptozę [Ruzek i wsp. 2009]. Infekcja neuronów prowadzi do 

migracji limfocytów T do OUN, z odpowiedzią cytotoksycznych limfocytów T niezbędną do 

usunięcia wirusa. W niektórych przypadkach może to jednak również prowadzić do 

zwiększonej immunopatogenezy i uszkodzenia neuronów [Negash i wsp. 2013]. Komórki 

gospodarza mają kilka strategii obrony przed infekcją wirusową. Wirus KZM indukuje 

wrodzoną i adaptacyjną odpowiedź immunologiczną w miejscu zakażenia; jednak wirus 

opracował różne strategie blokowania wrodzonej odpowiedzi immunologicznej gospodarza, 

umożliwiając wirusowi skuteczną replikację w pierwotnie zakażonych komórkach. Działania 

te obejmują białko NS5, które uważa się za antagonistę interferonu typu I (IFN). Poprzez 

hamowanie szlaku sygnałowego JAK/STAT, czyni ono zainfekowane komórki odpornymi na 
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IFN typu I [Werme i wsp. 2008]. Jednak cytokiny prozapalne, takie jak TNF-α, IFNα, IL-1β, 

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], są również wykrywane w płynie 

mózgowo-rdzeniowym osób zakażonych wirusem KZM.  

 

 

 

Rycina 8. Zmiany metaboliczne zachodzące we krwi i ośrodkowym układzie nerwowym 

podczas zakażenia wirusem kleszczowego zapalenia mózgu (wirus KZM). 

IL-10 jest podwyższona w początkowej fazie kleszczowego zapalenia mózgu, ale 

w ciężkim przebiegu choroby, zwłaszcza w późniejszych dniach zakażenia, poziomy IL-10 

w płynie mózgowo-rdzeniowym pacjentów zakażonych wirusem KZM są obniżone, co może 

przyczyniać się do zmniejszenia syntezy IFN-γ i działać jako stymulator immunosupresji 

promujący hamowanie kaskady cytokin prozapalnych typu 1. Ponadto, niski poziom IL-10 

może skutkować wzrostem aktywności mediatorów prozapalnych, takich jak TNF-α, IL-6 

i IFN-γ, co może sprzyjać cięższemu przebiegowi kleszczowego zapalenia mózgu 

i promować zmniejszoną produkcję przeciwciał przeciwko kleszczowemu zapaleniu mózgu 

[Günther i wsp. 2011]. Zwiększonej odpowiedzi prozapalnej u pacjentów zakażonych 

wirusem KZM towarzyszy zwykle nadprodukcja RFT, która powinna być kompensowana 

przez aktywację jednego z najważniejszych mechanizmów antyoksydacyjnych, tj. szlaku 

Nrf2/ARE [Kuzmenko i wsp. 2016].  

Choroby przenoszone przez kleszcze stanowią poważny problem medyczny ze 

względu na ich powszechne występowanie oraz problemy diagnostyczne (brak specyficznych 

objawów) i w konsekwencji trudności terapeutyczne. Niezależnie jednak od objawów 

klinicznych, choroby te charakteryzują się zwykle zaburzeniami metabolicznymi związanymi 

ze stanem zapalnym i zaburzoną równowagą redoks. W związku z tym stale poszukuje się 

związku pomiędzy rodzajem patogenu/patogenów, a zmianami metabolicznymi i stanem 

chorobowym pacjenta, mając nadzieję na poprawę efektywności diagnostycznej oraz 

skuteczności  rozwiązań terapeutycznych.  
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II. Założenia i cel pracy  

Kleszcze żyjące w środowisku człowieka, mogą być nosicielami wielu patogenów, 

w tym wirusa kleszczowego zapalenia mózgu (wirus KZM), oraz bakterii takich jak: Borrelia 

burgdorferi i Anaplasma phagocytophilum. Ze względu na zmiany klimatyczne sprzyjające 

zwiększającej się liczbie kleszczy w środowisku naturalnym człowieka obserwuje się coraz 

więcej infekcji oraz koinfekcji powodowanych przez te mikroorganizmy, co stanowi problem 

zarówno diagnostyczny jak i terapeutyczny. Wiadomo, że w odpowiedzi na inwazję 

patogenów organizm gospodarza aktywuje leukocyty, które produkują duże ilości 

reaktywnych form tlenu i azotu (RFT i RFA), co wzmacnia obronę immunologiczną 

gospodarza przed patogenami. Ponadto, zakażeniu towarzyszy zwykle zmniejszenie 

efektywności endogennych antyoksydacyjnych mechanizmów obronnych, a sytuacja ta 

sprzyja rozwojowi stresu oksydacyjnego. Zaburzenie równowagi oksydacyjno-

antyoksydacyjnej przez patogeny, prowadzi do modyfikacji zarówno metabolizmu 

komórkowego, jak i sygnalizacji wewnątrz- i zewnątrzkomórkowej.  

Jednocześnie jednak stres oksydacyjny odgrywa podwójną rolę w chorobach 

zakaźnych, ponieważ RFT modyfikują zarówno podatność, jak i odporność organizmu 

gospodarza na infekcje. Jednak nadprodukcja RFT sprzyja cytotoksyczności i modyfikacjom 

związków endogennych oraz ich metabolitów w komórkach/tkankach gospodarza, w tym 

płynach biologicznych, ale sugeruje się również, że RFT biorą udział w konkurencji między 

patogenami. Może to zatem wskazywać na potencjalny mechanizm ochrony organizmu 

gospodarza w przypadku infekcji wielopatogenowej. 

W konsekwencji celem pracy było porównanie  zmian metabolicznych w osoczu krwi 

oraz granulocytach/limocytach pacjentów zakażonych wirusem KZM oraz pacjentów 

z koinfekcjami bakteryjnymi powodowanymi przez Borrelia burgdorferi i Anaplasma 

phagocytophilum.  

Szczegółowe cele pracy dotyczyły oceny: 

 parametrów równowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej na poziomie RFT, w tym 

aktywności oksydazy ksantynowej oraz efektywności czynnika transkrypcyjnego Nrf2 

i jego otoczenia oraz aktywności enzymów antyoksydacyjnych  

 konsekwencji zaburzenia równowagi redoks poprzez ocenę procesu peroksydacji lipidów, 

w tym poziomu drobnocząsteczkowego elektrofilowego aldehydu 4-HNE i produktów 

oksydacyjnej cyklizacji oraz wpływu stresu na podstawowe modyfikacje struktury białek  

 skutków zaburzonej równowagi redoks poprzez ocenę zmian aktywności enzymów 

lipolitycznych i w konsekwencji zmiany poziomu fosfolipidowych i wolnych 

wielonienasyconych kwasów tłuszczowych oraz poziomu mediatorów lipidowych z grupy 

endokannabinoidów i eikozanoidów  

 ekspresji receptorów związanych z białkiem G granulocytów modyfikowanych w wyniku 

działania endokannabinoidów oraz  eikozanoidów 

 parametrów stanu zapalnego na poziomie czynnika transkrypcyjnego NF-κB w kontekście 

zmian w efektywności czynnika transkrypcyjnego Nrf2 oraz produktu efektywności 
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transkrypcyjnej NF-κB – cytokiny TNF-α, w kontekście zmienionej w wyniku działania 

mediatorów lipidowych ekspresji receptorów błonowych związanych z białkiem G. 

Celom szczegółowym niniejszych badań towarzyszyła ocena skuteczności działalności 

terapeutycznej, w  odniesieniu do zmian metabolicznych we krwi pacjentów zakażonych 

wyłącznie wirusem kleszczowego  zapalenia mózgu oraz pacjentów ze współzakażeniem 

bakteryjnym (B. burgdorferi i A. phagocytophilum) we wczesnej fazie choroby oraz po 

zakończeniu klasycznej farmakoterapii.  
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III. Materiały i metody 

Materiały  

Materiałem do badań była krew obwodowa pacjentów z KZM oraz koinfekcjami 

KZM i Borrelia burgdorferi lub Anaplasma phagocytophilum LD/HGA  oraz osób zdrowych. 

Krew pobierano na antykoagulant (EDTA) celem pozyskania osocza orz granulocytów.  

Protokół pobierania i wykorzystywania do badań próbek krwi został zatwierdzony przez 

Lokalną Komisję Bioetyczną Uniwersytetu Medycznego w Białymstoku (Polska) nr RI-

002/169/2018. Od wszystkich uczestników uzyskano pisemną, świadomą zgodę. 

Próbki krwi pobrano od 40 pacjentów z kleszczowym zapaleniem mózgu (14 kobiet 

i 26 mężczyzn), średni wiek: 40 lat (23–58 lat) oraz od 6 pacjentów z koinfekcją KZM 

i innymi patogenami przenoszonymi przez kleszcze, w tym Borrelia burgdorferi (borelioza - 

choroba z Lyme (LD)) i Anaplasma phagocytophilum (ludzka anaplazmoza granulocytowa - 

HGA) (4 kobiety i 2 mężczyzn), mediana wieku: 42 lat (22–63 lata) leczonych w Klinice 

Chorób Zakaźnych i Neuroinfekcji Uniwersytetu Medycznego w Białymstoku, Polska. 

KZM rozpoznawano zgodnie z wytycznymi Europejskiej Akademii Neurologii (EAN) 

[EUR-Lex] na podstawie objawów klinicznych, dodatniego wyniku badań serologicznych 

i pleocytozy limfocytowej w płynie mózgowo-rdzeniowym (PMR).  

Koinfekcje były rozpoznawane, jeśli u jednego pacjenta doszło do zakażenia co 

najmniej dwoma różnymi patogenami. LD definiowano na podstawie obrazu klinicznego 

rumienia wędrującego lub spełnienia kryteriów neuroboreliozy [Stanek i wsp., 2011, Mygland 

i wsp., 2010]. HGA rozpoznawano zgodnie z definicją przypadku CDC, gdy spełnione zostały 

wszystkie 3 kryteria [https://wwwn.cdc.gov/nndss/conditions/ehrlichiosis-and-

anaplasmosis/case-definition, dostęp: 11 listopada 2019 r.]. Ponadto u dwóch pacjentów 

wykryto przeciwciała przeciwko Borrelia burgdorferi w klasie IgM i IgG i pacjenci byli 

leczeni z powodu prawdopodobnej neuroboreliozy. W czterech przypadkach na podstawie 

obrazu klinicznego, badań laboratoryjnych i PCR rozpoznano ludzką anaplazmozę 

granulocytarną, z czego u dwóch osób rozpoznano dodatkowo boreliozę. Podsumowując 

potrójna koinfekcja (KZM+borelioza+anaplazmoza) wystąpiła u dwóch osób, podwójna 

koinfekcja: KZM+borelioza rozpoznana została u dwóch osób i KZM+anaplazmoza wykryto 

u dwóch osób.  

Pacjentci z KZM byli leczeni objawowo (leki przeciwiobrzękowe, przeciwzapalne, 

przeciwbólowe), chorzy z anaplzamozą otrzymywali doksycyklinę, zaś z boreliozą 

doksycyklinę lub ceftriakson.  

Grupę kontrolną stanowiło 20 zdrowych dawców (7 kobiet i 13 mężczyzn, mediana 

wieku: 41 lat (28–55 lat)).  

Krew pobierano dwukrotnie: przy przyjęciu pacjenta do szpitala oraz po zakończeniu 

leczeniu. Średni czas pomiędzy tymi dwoma badaniami u pacjentów z KZM wynosił 29,4 ± 

10,99 dni, minimalnie 7 dni, maksymalnie 52 dni, natomiast średni czas pomiędzy tymi 

dwoma badaniami u pacjentów współzakażonych wynosił 32,8 ± 4,21 dni, minimalnie 28 dni, 

maksymalnie 39 dni. 

https://wwwn.cdc.gov/nndss/conditions/ehrlichiosis-and-anaplasmosis/case-definition
https://wwwn.cdc.gov/nndss/conditions/ehrlichiosis-and-anaplasmosis/case-definition


32 
 

Próbki krwi pobierano do probówek z kwasem etylenodiaminotetraoctowym (EDTA) 

i przeprowadzono dwuetapowe wirowanie. W pierwszym etapie próbkę odwirowano przy 

3000 x g (4°C) w celu oddzielenia osocza, kożuszka leukocytarnego i erytrocytów. W celu 

uzyskania klarownej frakcji granulocytów uzyskany kożuszek leukocytarny nałożono na 

Gradisol G (Aqua-Med ZPAM–KOLASA, Łódź, Polska) i poddano 25-minutowemu 

wirowaniu przy 300 x g w temperaturze pokojowej. W celu uzyskania klarownej frakcji 

limfocytów krew pełną nałożono na Gradisol L (Aqua-Med ZPAM–KOLASA, Łódź, Polska) 

i wirowano przez 25 minut przy 300 x g. Frakcję zawierającą limfocyty zebrano znad 

warstwy Gradisol, przemyto trzykrotnie PBS (3 min wirowanie przy 300 x g) i ponownie 

zawieszono w PBS zawierającym mieszaninę inhibitorów proteazy. Komórki ze środkowej 

frakcji zebrano, przemyto i ponownie zawieszono w PBS zawierającym mieszaninę 

inhibitorów proteasomów. Czystość otrzymanych frakcji komórkowej oceniano 

mikroskopowo (Nikon Eclipse Ti, Nikon Instruments Inc., Nowy Jork, NY, USA). Do 

wszystkich próbek (osocza, granulocytów i limfocytów) dodano butylohydroksytoluen (BHT) 

jako przeciwutleniacz, aby zapobiec utlenianiu w czasie przechowywania próbek. Próbki 

przechowywano w temperaturze –80°C do czasu analizy. 

Charakterystykę demograficzną i kliniczną pacjentów oraz grupy kontrolnej, a także 

porównanie ich danych laboratoryjnych przedstawiono w Tabeli 1 i Tabeli 2. 

 

Tabela 1. Charakterystyka demograficzna i kliniczna pacjentów z zakażeniem wirusem KZM (KZM) 

i koinfekcją powodowaną przez wirusa KZM i bakteriami Bb/Ap w porównaniu do osób 

zdrowych. 

 Kontrola KZM KZM+LB/HGA 

Wiek (lata)  41 (28-55) 40 (23-58) 42 (22-63) 

Płeć 

 

5/20 kobiet (25%) 

15/20 mężczyzn (75%) 

14/40 kobiet (35%) 

26/40 mężczyzn (65%) 

4/6 kobiet (67%) 

2/6 mężczyzn (33%) 

Potwierdzone pokłucie przez 

kleszcza  

0/20 (0%) 21/40 (52%) 5/6 (83%) 

Czas od pokłucia przez kleszcza 

(dni) 

- 26,8±16,6 17,58±4,95 

Czas trwania hospitalizacji (dni) - 12,85±2,6 12,34±1,97 

Czas trwania objawów (dni) - 7,5±6,9 4,26±2,63 

Postać kliniczna 

Zapalenie opon mózgowych 

Zapalenie opon i mózgu 

Zapalenie opon, mózgu i rdzenia 

 

0/20(0%) 

0/20 (0%) 

0/20 (0%) 

 

25/40 (62,5%) 

15/40 (37,5%) 

0/40 (0%) 

 

5/6 (83%) 

1/6 (17%) 

0/6 (0%) 
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Tabela 2. Porównanie danych laboratoryjnych pacjentów z zakażeniem wirusem KZM  (KZM) 
i koinfekcją powodowaną przez wirusa KZM i bakteriami Bb/Ap przed oraz po leczeniu 
w porównaniu do osób zdrowych. 

 

Metody badawcze 

Parametry prooksydacyjne 

Ocena aktywności enzymu prooksydacyjnego 

Aktywność oksydazy ksantynowej (XO; EC.1.17.3.2) oszacowano w osoczu jako 

szybkość wytwarzania kwasu moczowego z detekcji ksantyny przy długości fali 292 nm 

[Prajda i wsp. 1975]. Jedną jednostkę aktywności oksydazy ksantynowej zdefiniowano jako 1 

µmol kwasu moczowego wytwarzanego na minutę (37°C). Aktywność enzymu wyrażono 

w jednostkach na ml osocza. 

 

Ocena  poziomu RFT 

Analizie poddano 50 µl krwi i granulocyty/limfocyty uzyskane z 2 ml krwi pobranej 

do heparynizowanych kapilar. Spośród cząsteczek spinujących (inaczej znakowanych 

sondami) nadających się do wykorzystania biologicznego przyjęto 1-hydroksy-3-

metoksykarbonylo-2,2,5,5-tetrametylopirolidynę (CMH, Noxygen Science Transfer & 

Diagnostics, Niemcy). Przygotowano 400 µM roztwór CMH w buforze (bufor Krebsa-Hepesa 

(KHB) zawierający 25 µm soli metanosulfonianowej deferoksaminy (DF) środka 

chelatującego i 5 µm trihydratu dietyloditiokarbaminianu sodu (DETC) o pH 7,4. Krew 

i granulocyty/limfocyty w PBS zostały natychmiast potraktowane CMH (1:1) [Kuzkaya 

i wsp. 2003] 50 µl otrzymanego roztworu umieszczono w szklanej rurce kapilarnej EPR, 

 
 
 

Normy 
KZM KZM+LB/HGA 

Przy 
 przyjęciu 

Po 
wyzdrowieniu 

Przy 
przyjęciu 

Po 
wyzdrowieniu 

Pełna morfologia krwi 
WBC [10

3
/μL] 

Neutrofile [%] 
Limfocyty [%] 
Monocyty [%] 
RBC [10

6
/μL] 

HGB [g/dl] 
PLT [10

3
/μL] 

 
4,00 – 10,00 
40,0 – 72,0 

18,00 – 48,00 
2,50 -10,00 
4,00 – 5,50 

12,00 – 16,00 
130 - 350 

 
10,16±2,37 
73,77±9,52 
16,2±7,76 
8,99±2,53 
4,40±0,43 

13,32±1,28 
251,44±87,43 

 
6,11±1,48 

51,18±7,93 
34,83±6,35 
9,79±2,15 
4,50±0,32 

13,68±1,09 
270,59±134,4 

 
7,27±1,36 

60,33±7,07 
27,37±6,11 
10,15±2,61 
4,28±0,56 

12,67±1,26 
262,67±66,98 

 
5,37±1,46 

42,58±11,58 
42,72±11,24 

9,56±3,18 
4,14±0,62 
12,5±1,39 

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/I] 0 – 31 21,10±19,17 24,17±17,20 17,75±11,27 12±5,24 

AST [U/I] 0 - 32 15,59±5,26 22,42±9,23 17±3,67 16,33±3,21 

Analiza PMR 
Cytoza [cells/µl] 
Białko [mg/dl] 

 
0-5 

15-45 

 
169,7±115,64 
75,95±20,56 

 
26,90±25,59 
54,46±26,32 

 
99±120,57 
69±58,49 

 
14,8±12,15 
48,2±27,74 
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która została umieszczona we wnęce spektrometru e-scan (Noxygen GmbH/Bruker Biospin 

GmbH, Rheinstetten, Niemcy) w celu gromadzenia danych. Utlenianie CMH prowadzi do 

powstania paramagnetycznego nitrotlenku 3-metoksykarbonyloproksylu (CM•). Poziomy 

RFT wyrażono w nmol/ml. 

 

Parametry antyoksydacyjne 

Oznaczanie statusu antyoksydacyjnego (TAS) 

Całkowity status antyoksydacyjny (TAS) określono spektrofotometrycznie (734 nm) 

przy użyciu kwasu 2,2′-azino-bis-3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowego (ABTS) [Lee i wsp. 

2017], a TAS wyrażono jako μmol Troloxu/ml. 

Oznaczanie antyoksydantów enzymatycznych 

Aktywność peroksydazy glutationowej (GSHPx–EC.1.11.1.6) w osoczu mierzono 

spektrofotometrycznie (340 nm) metodą Paglii i Valentine'a [Paglia i wsp. 1967] poprzez 

ocenę konwersji NADPH do NADP+. Jedną jednostkę aktywności GSH-Px zdefiniowano 

jako ilość enzymu katalizującego utlenianie 1 µmol NADPH min -1 przy pH 7.4, 25°C. 

Aktywność enzymu wyrażono w jednostkach na ml osocza. 

Aktywność reduktazy glutationowej (GSSGR–EC.1.6.4.2) w osoczu mierzono 

spektrofotometrycznie (340 nm) według metody Mize i Longdon [Mize i Langdon, 1962] 

poprzez monitorowanie utleniania NADPH do NADP
+
. Jedna jednostka GSSGR utleniała 

1 µmol NADPH/min przy pH 7,4; 25°C. Aktywność enzymu wyrażono w jednostkach na ml 

osocza. 

Aktywność dysmutazy ponadtlenkowej (Cu,Zn–SOD–EC.1.15.1.1) w osoczu 

oznaczono spektrofotometrycznie (480 nm) według metody Misry i Fridovicha [Misra 

i Fridovich, 1972] zmodyfikowanej przez Sykesa [Sykes i wsp., 1978]. Jedną jednostkę 

Cu,Zn–SOD zdefiniowano jako ilość enzymu, która hamuje utlenianie epinefryny do 

adrenochromu o 50%. Aktywność specyficzną enzymu wyrażono w jednostkach na ml 

osocza. 

Aktywność reduktazy tioredoksyny (TrxR-EC.1.8.1.9) w osoczu oszacowano przy 

użyciu komercyjnego zestawu testowego (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Test opierał 

się na redukcji kwasu 5,5′-ditiobis(2-nitrobenzoesowego) przez NADPH do kwasu 5-tio-2-

nitrobenzoesowego, co oszacowano za pomocą pomiaru kolorymetrycznego przy 412 nm 

[Holmgren i Björnstedt, 1995] . Uzyskane dane wyrażono w jednostkach na ml osocza. 

Poziom tioredoksyny (Trx) w osoczu oznaczano ilościowo metodą ELISA [Lovell 

i wsp., 2000]. Płytki ELISA (Nunc Immuno Maxisorp, Thermo Scientific, Waltham, MA, 

USA) z naniesionym osoczem inkubowano z pierwszorzędowym przeciwciałem kozim 

przeciwko Trx przez 24h (Abcam, Cambridge, MA, USA) i przez 1 godzinę 

z drugorzędowym przeciwciałem króliczym EnVision+Dual Link/HRP (1:100) (Agilent 

Technologies, Santa Clara, Kalifornia, USA). Następnie dodawano 0,1 mg TMB w buforze 

cytrynowym/ml z 0,012% H2O2 jako chromogenem. Reakcję zatrzymano 2 M kwasem 

siarkowym i absorpcję odczytywano przy 450 nm przy 620 nm jako filtrze odniesienia. 

Poziom Trx wyrażono w mikrogramach na ml osocza. 
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Oznaczanie antyoksydantów  niskocząsteczkowych 

Zawartość GSH w osoczu mierzono według procedury Maeso, stosując elektroforezę 

kapilarną [Maeso i wsp., 2005]. Rozdział przeprowadzono wykorzystując kapilarę ze 

stopionej krzemionki o długości efektywnej 40 cm przy stałym napięciu 27 kV. 2,2 [75 µm 

(wewnętrzna średnica) × 40 cm (długość całkowita)/10 cm (długość do detektora)] przy 

detekcji spektrofotometrem przy 200 nm. Poziom zredukowanego glutationu wyrażono 

w nanomolach na ml osocza. 

Do oznaczenia zawartości witamin A i E [De Leenheera i wsp., 1979] oraz witaminy 

C [Ivanović i wsp., 1999] wykorzystano metody HPLC. Ekstrakcję witamin A i E z osocza 

przeprowadzono heksanem zawierającym 0,025% butylowanego hydroksytoluenu. Fazę 

heksanową usunięto i osuszono, a do kolumny wstrzyknięto 50 µl ekstraktu heksanowego. 

W celu oznaczenia kwasu askorbinowego zmieszano osocze i równą objętość kwasu 

metafosforowego. Próbki odwirowano (1000 x g, 10 min) przed analizą w celu usunięcia 

pozostałości wytrąconych białek. Po odwirowaniu próbki natychmiast poddano analizie. 

Zawartość witamin analizowano w systemie HPLC (Agilent Technologies, Santa Clara, 

Kalifornia, USA) z detektorem diodowym (294 nm) przy użyciu kolumny RP C18 dla 

witamin A i E; oraz kolumny RP C18 i detekcji UV przy 250 nm dla zastosowano oznaczenie 

witaminy C. Stężenie witamin wyrażono w nanomolach na ml osocza. 

 

Ocena metabolizmu fosfolipidów 

Profil fosfolipidowych kwasów tłuszczowych 

Fosfolipidowe kwasy tłuszczowe w postaci estrów metylowych kwasów tłuszczowych 

(FAMEs) oznaczono metodą chromatografii gazowej [Christie, 1993]. Frakcję lipidową 

wyizolowano metodą ekstrakcji Folcha, stosując mieszaninę chloroform/metanol (2:1, v/v) 

z 0,01% butylowanym hydroksytoluenem. Do rozdziału fosfolipidów kwasów tłuszczowych 

zastosowano technikę chromatografii cienkowarstwowej z heptanem - eterem 

diizopropylowym – kwasem octowym (60:40:3, v/v/v) jako faza ruchoma. Następnie 

fosfolipidowe kwasy tłuszczowe transmetylowano do estrów metylowych kwasów 

tłuszczowych przy użyciu trifluorku boru w metanolu. FAMEs analizowano metodą 

chromatografii gazowej z detektorem płomieniowo-jonizacyjnym (FID) przy użyciu 

chromatografu gazowego Clarus 500 (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA). Rozdzielenie 

składników próbki przeprowadzono za pomocą kolumny kapilarnej z fazą stacjonarną Varian 

CP-Sil 88 (50 m × 0,25 mm, ID 0,2 µm, Varian). Analizę jakościową przeprowadzono na 

podstawie porównania czasu retencji otrzymanych FAMEs z autentycznymi wzorcami, 

a analizę ilościową przeprowadzono metodą wzorca wewnętrznego z kwasem 

nonadekanowym (19:0) i 1,2-dinonadekanoilo-sn-glicero-3-fosfocholiną (19:0 PC) jako 

standardem wewnętrznym. Poziomy LA, AA i EPA w osoczu wyrażono w μg/ml. 

 

Produkty peroksydacji lipidów 

Produkt fragmentacji fosfolipidów (niskocząsteczkowy aldehyd - 4-HNE) mierzono 

metodą GC/MS w osoczu jako pochodna O-PFB-oksymu-TMS, stosując niewielkie 

modyfikacje metody Tsikas i in. [Tsikas i wsp., 2017] 4-HNE-d3 dodano jako standard 
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wewnętrzny i aldehydy uzyskano w pochodne przez dodanie chlorowodorku O-(2,3,4,5,6-

pentafluorobenzylo) hydroksyloaminy (0,05 M w buforze PIPES, 200 µl) i inkubowano przez 

24 godziny w temperaturze pokojowej. Po inkubacji próbki odbiałczono przez dodanie 1 ml 

metanolu i pochodną aldehydu-PFB-oksymu ekstrahowano przez dodanie 2 ml heksanu. 

Górną warstwę heksanową przeniesiono do rurek borokrzemowych i odparowano 

w strumieniu gazowego argonu, po czym dodano N,O-bis(trimetylosililo)trifluoroacetamid 

w 1% trimetylochlorosilanie. Do kolumny wstrzyk-nięto porcję 1 µl. Zawartość 4-HNE 

oznaczono za pomocą kwadrupola MS/MS 7890A GC–7000 (Agilent Technologies, Santa 

Clara, Kalifornia, USA) z wybranym trybem monitorowania jonów. Zastosowano następujące 

jony: m/z 2420 dla 4-HNE-PFB-TMS oraz m/z 2040 dla standardu wewnętrznego. 4-HNE 

wyrażono w nanomolach na ml osocza. 

Oznaczenie produktu cyklizacji fosfolipidów [F2-izoprostanu (8-isoPGF2α)] 

przeprowadzono metodą Coolena [Coolen i wsp., 2005]. Do izolacji F2-izoprostanu 

zastosowano ekstrakcję w fazie stałej. Dane uzyskano za pomocą systemu Agilent 1290 

UPLC ze spektrometrem Agilent 6460 QqQ ze źródłem jonizacji przez elektrorozpylanie 

(ESI). 8-isoPGF2α analizowano w trybie jonów ujemnych, stosując następujący tryb MRM: 

m/z 353,2 → 193,1 (dla 8-isoPGF2α) i 357,2 → 197,1 (dla 8-isoPGF2α-d4 ). 

Produkt fragmentacji wielonienasyconych kwasów tłuszczowych fosfolipidów 

(dialdehyd malonowy, MDA) oznaczano metodą chromatografii gazowej sprzężonej ze 

spektrometrią mas 7890A GC-7000 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) w oparciu 

o nieznacznie zmodyfikowaną metodę Tsikasa i wsp. [Tsikas i wsp., 2017]. Do osocza 

dodano benzaldehyd-d6 jako wzorzec wewnętrzny. Pochodne aldehydowe oddzielano przy 

użyciu kolumny kapilarnej HP-5 ms (średnica wewnętrzna 0,25 mm, grubość filmu 0,25 µm, 

długość 30 m) i analizowano w wybranym trybie monitorowania jonów (SIM). Próbki 

odbiałczono przez dodanie 1 ml metanolu. Pochodne MDA ekstrahowano heksanem. 

Warstwę heksanową odparowano i dodano N,O-bis(trimetylosililo)trifluoroacetamid w 1% 

trimetylochlorosilanie. Monitorowano następujące jony: m/z 204,0 i 178,0 dla MDA-PFB 

oraz m/z 307,0 dla pochodnych IS (benzaldehydu-D 6). Poziom MDA w osoczu wyrażono 

w nmol/ml. 

 Oznaczanie produktu cyklizacji PUFAs [całkowite neuroprostany - NPs] oparto na 

metodzie opisanej przez Fam [Fam i wsp., 2002]. Po etapie hydrolizy alkalicznej do izolacji 

neuroprostanów zastosowano ekstrakcję do fazy stałej, a NPs oznaczono za pomocą systemu 

Agilent 1290 UPLC ze spektrometrem Agilent 6460 QqQ ze źródłem jonizacji 

elektrorozpylonej (ESI). Wszystkie szczegóły dotyczące oznaczania NPs zostały opisane we 

wcześniej opublikowanych badaniach [Łuczaj i wsp. 2016]. Poziom NPs w osoczu wyrażono 

w nmol/ml. 

 

Aktywność PLA2, COX1/2 i LOX5 

Analiza spektrofotometryczna została wykorzystana do zbadania aktywności 

enzymów zaangażowanych w metabolizm fosfolipidów i PUFAs: PLA2 (fosfolipaza A2; 

PLA2-EC.3.1.1.4 ) mierzono przy użyciu 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 użyciu komercyjnego zestawu testowego (Cayman Chemical 

Company w Ann Arbor, MI, USA); lipooksygenazę-5 (LOX5) przy użyciu komercyjnego 
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zestawu testowego Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich, Steinheim, Niemcy) zgodnie 

z instrukcjami producenta [Žarković i wsp., 2022, Reynolds i wsp.,  1994, Kulmacz i Wang 

1995]. Aktywność PLA2 wyrażono w nmol arachidonoilotiofosfatydylocholiny/min/ml. 

Aktywność cyklooksygenaz wyrażono w U/ml. Aktywność LOX jest wyrażona w U/ml. 

 

Poziom endokannabinoidów  

Poziom endokannabinoidów: anandamidu (AEA), 2-arachidonyloglicerolu (2-AG), N-

oleoiloetanoloaminy (OEA) i N-palmitoiloetanoloaminy (PEA) oznaczono przy użyciu ultra 

wydajnej chromatografii cieczowej z tandemową spektrometrią mas (UPLC-MS/MS) [Luque-

Córdoba i wsp., 2018]. Analizę LC-MS przeprowadzono na spektrometrze masowym 

Shimadzu (Kyoto, Japonia) Triple Quad 8060 i systemie UHPLC Shimadzu, podczas gdy 

rozdział chromatografii cieczowej uzyskano za pomocą kolumny analitycznej Poroshell 120 

EC-C18 (3,0 × 150 mm; wielkość cząstek 2,7 µm. AEA, 2-AG, OEA i PEA zostały 

wyekstrahowane z próbek osocza, oczyszczone i oznaczone ilościowo przy użyciu techniki 

LC-MS z rozcieńczeniem stabilnego izotopu. Deuterowane endokannabinoidy: AEA-d8, 2-

AG-d8 i OEA-d4 jako wzorce wewnętrzne. Próbki analizowano w trybie jonów dodatnich 

przy użyciu wielokrotnego monitorowania reakcji (MRM). Przejścia prekursorów do jonów 

produktu były następujące: 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 względem krzywej standardowej, a następnie wyrażono jako 

pmol/ml. 

Poziom eikozanoidów  

Eikozanoidy: prostaglandyna E2 (PGE2), leukotrien B4 (LTB4), 15-deoksy-

delta12,14-prostaglandyna J2 (15d-PGJ2), kwas 13-S-hydroksyoktadekadienoinowy (13-

HODE) i kwas 15-hydroksyeikozatetraenowy (15- HETE) zostały oznaczone przy użyciu 

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 rozdział chromatograficzny 

cieczowy przeprowadzono na kolumnie analitycznej Eclipse Plus C18 (2,1x100 mm, wielkość 

cząstek 1,8 µm). PGE2, LTB4, 15d-PGJ2, 13-HODE i 15-HETE z próbek osocza 

ekstrahowano, oczyszczano i oznaczano ilościowo przy użyciu techniki LC-MS 

z rozcieńczeniem stabilnego izotopu. Deuterowane eikozanoidy: LTB4-d4, PGE2-d4, 15d-

PGJ2-d4 i 15-HETE-d8 wykorzystano jako wzorce wewnętrzne. Próbki analizowano w trybie 

jonów dodatnich przy użyciu wielokrotnego monitorowania reakcji (MRM). Przejścia jonów 

prekursora do jonów produktu były następujące: 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 względem krzywej standardowej, a następnie wyrażono jako pmol/ml. 
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Ekspresja białek 

Pomiar ekspresji białka przeprowadzono za pomocą testu immunoenzymatycznego 

(ELISA) [Hnasko i wsp., 2011] Lizaty komórek (granulocyty i limfocyty) naniesiono na 

studzienki płytki ELISA (Nunc Immuno MaxiSorp, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). 

Płytki z przyłączonymi białkami inkubowano w temperaturze 4°C przez 3 godziny 

z roztworem blokującym (5% odtłuszczone mleko w proszku w buforze wiążącym węglan). 

Po przemyciu PBS uzupełnionym 0,1% Tween 20, próbki inkubowano w temperaturze 4°C 

przez noc z odpowiednimi przeciwciałami pierwszorzędowymi przeciwko NF-κB (p52 lub 

p62), TNF-α, HO-1 (gospodarz: mysz) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), Keap1, Nrf2, 

fosfo-Nrf2 (Ser40) (gospodarz: królik) (Santa Cruz Biotechnology, Kalifornia, USA). TRPV1 

(gospodarz: mysz) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA); CB1, CB2, (gospodarz: mysz) 

(Santa Cruz Biotechnology, CA, USA); PPARγ (gospodarz: królik) (Invitrogen, Waltham, 

MA, USA).Wszystkie przeciwciała zastosowano w stężeniu 1:1000. Następnie, po przemyciu 

(PBS uzupełniony 0,1% Tween 20), płytki inkubowano przez 30 minut z roztworem 

blokującym peroksydazę (3% H2O2, 3% odtłuszczonego mleka w proszku w PBS) 

w temperaturze pokojowej. Jako przeciwciało drugorzędowe zastosowano kozie przeciwciało 

przeciw królikowi/myszowi EnVision+ roztwór Dual Link/HRP (1:100) (Agilent 

Technologies, Santa Clara, Kalifornia, USA). Po 1 godzinie inkubacji w temperaturze 

pokojowej usunięto przeciwciała wtórne i płytki inkubowano z roztworem substratu 

chromogenu (0,1 mg/ml TMB, 0,012 % H2O2) przez 40 minut. Reakcję zatrzymywano przez 

dodanie 2 M kwasu siarkowego i absorpcję odczytywano po 10 minutach przy 450 nm 

i automatycznie przeliczono z krzywych standardowych dla każdego białka (NF-κBp52; 

Lifespan Biosciences, Seattle, WA, USA, NF-κBp65; OriGene Technologies, Rockville, 

USA, TNF-α; Merck, Darmstadt, Niemcy, Nrf2; MyBioSource, San Diego, Kalifornia, USA, 

pNRF2; ludzki Nrf2 (fosfo S40), Abcam, Cambridge, GB, Keap1; 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; PPARγ: 

Fine, Test Wuhan, Hubei, Chiny;). Uzyskane wartości przeliczano na mg białka w próbkach. 

 

Modyfikacje oksydacyjne białek 

Modyfikacje oksydacyjne białek w granulocytach oszacowano na poziomie tryptofanu 

i grup karbonylowych białka. W celu analizy poziomu tryptofanu próbki rozcieńczano 

w 0,1 mol/L H2SO4 (1:10) i mierzono emisję/wzbudzenie fluorescencji odpowiednio przy 325 

nm/420 nm i 288 nm/338 nm [Hawkins i wsp., 2009]. Wszystkie wyniki normalizowano dla 

1 miligrama białka. Poziom grup karbonylowych w białku oznaczono spektrofotometrycznie 

(370 nm) przy użyciu 2,4-dinitrofenylohydrazyny [Levine i wsp., 1990] i wyrażono jako 

nanomole grup karbonylowych na miligram białka. 

Poziom adduktów 4-HNE-białka w granulocytach mierzono metodą ELISA przy 

użyciu pierwszorzędowego przeciwciała monoklonalnego mysiego przeciwciała 

monoklonalnego anty-4-HNE myszy (Invitrogen, Burlington, Kanada) i przeciwciała 

drugorzędowego przeciwkróliczego/mysiego EnVision+ Dual Link/HRP (1:100) (Agilent 

Technologies, Santa Clara, Kalifornia, USA). Stężenia adduktów 4-HNE–białko określono za 

pomocą krzywej kalibracyjnej w zakresie 0,5–25 pmol/mg BSA (r
2
 - 0,9983) 

i znormalizowano dla 1 miligrama białka. 
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Analiza statystyczna 

Dane wyrażono jako średnią ± SD i analizowano za pomocą jednokierunkowej analizy 

wariancji (ANOVA), a następnie testu Tukeya post hoc przy użyciu oprogramowania 

Statistica (Statistica 13.3, StatSoft, Kraków, Polska). Wyniki porównano za pomocą testu U 

Manna – Whitneya i testu rang ze znakiem Wilcoxona. Za istotne uznano wartości p < 0,05 

i tylko te wyniki omówiono szczegółowo. 

Korelację pomiędzy poziomem markerów stresu oksydacyjnego a innymi markerami 

stanu zapalnego obliczono za pomocą testu korelacji rang Spearmana. 
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IV. Wyniki 

Równowaga oksydacyjno-antyoksydacyjna 

Wyniki niniejszej pracy wykazują, że zakażenie wirusem KZM, a także koinfekcja 

wirusowo-bakteryjna (KZM+ LD lub/oraz KZM+HGA – oznaczone na rysunkach i w opisach 

dla uproszczenia jedynie jako koinfekcja) zwiększało aktywność jednego z podstawowych 

enzymów prooksydacyjnych krwi - oksydazy ksantynowej. Konsekwencją był 

zaobserwowany wzrost poziomu RFT zarówno we krwi pełnej, jak i we frakcji granulocytów 

jak i limfocytów (Ryc. 9). 

 
Rycina 9. Aktywność oksydazy ksantynowej (XO) i poziom RFT oceniane  w osoczu krwi, 

granulocytach i limfocytach oraz całkowity status antyoksydacyjny (TAS) 

pacjentów z KZM i pacjentów z koinfekcją (koinfekcje) przed (KZM1 vs 

koinfekcje1) i po terapii (KZM2 vs koinfekcje2) porównano z wartościami dla osób 

zdrowych (kontrola).  

                Istotności statystyczne dla wartości średnich oznaczono dla p < 0,05.  

           Legenda 
 różnice istotne statystycznie dla wartości parametrów pacjentów z KZM (n = 40) przed 

leczeniem (KZM1) lub pacjentów współzakażonych wirusem  KZM oraz bakterią 
(B.burgdorferi lub A.phagocytophilum) (n = 6) przed leczeniem (koinfekcje1) i grupą 
kontrolną (n = 20) oznaczano jako "a" dla dla p < 0,05;  

 różnice istotne statystycznie dla wartości parametrów pacjentów z KZM (n = 40) po 
leczeniu (KZM2)  vs przed leczeniem (KZM1) oznaczano jako "x" dla p < 0,05; 

 różnice istotne statystycznie dla wartości parametrów pacjentów z koinfekcjami  (n = 40) po 
leczeniu (koinfekcje2) vs przed leczeniem (koinfekcje1) oznaczano jako "y" dla p < 0,05. 
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Koinfekcja wirusowo-bakteryjna nie modyfikuje znacząco odpowiedzi prooksydacyjnej 

organizmu pacjenta w porównaniu z zakażeniem wirusem KZM. Natomiast w okresie 

rekonwalescencji zarówno aktywność oksydazy ksantynowej, jak i poziom RFT uległy 

obniżeniu, co było szczególnie widoczne w granulocytach. Ponadto, w osoczu krwi pacjentów 

zarówno z zakażeniem wirusem KZM, jak i współzakażeniem bakteryjnym, wykazano 

obniżenie całkowitego statusu antyoksydacyjnego (TAS) w porównaniu z wartościami 

w grupie kontrolnej (Ryc. 9). Nie zaobserwowano jednak istotnych statystycznie różnic 

między dwiema grupami pacjentów przed leczeniem (KZM1 i koinfekcje1). W próbkach 

pobranych po leczeniu obserwowano (KZM2) znaczny wzrost wartości TAS, ale nie 

stwierdzono istotnego wzrostu statusu antyoksydacyjnego w osoczu pacjentów leczonych 

z koinfekcjami (koinfekcje2). Jednakże pomimo wzrostu wartości TAS po leczeniu w obu 

grupach pacjentów (KZM2 i koinfekcje2), wartości całkowitego statusu antyoksydacyjnego 

nie osiągnęły wartości kontrolnych.  

Ze względu na nasiloną generację RFT i obniżenie TAS w wyniku zakażenia 

patogenami oraz nasilenie warunków prooksydacyjnych, dla organizmu gospodarza istotna 

jest skuteczność czynnika transkrypcyjnego Nrf2 odpowiedzialnego za transkrypcję białek 

cytoprotekcyjnych, w tym antyoksydantów. Wyniki tego badania wykazały, że ekspresja 

Nrf2, a także jego aktywnej fosforylowanej formy (pNrf2) znacznie wzrosła w odpowiedzi na 

infekcje (Ryc. 10). Ponadto pomimo wzrostu ekspresji cytozolowego inhibitora Nrf2 – białka 

KEAP1, skuteczność Nrf2 oceniana poziomem uznanego wskaźnika efektywności hemu 

oksygenazy Nrf2-1 (HO-1) uległa istotnemu zwiększeniu, co wskazywało na możliwość 

zwiększonego transkrypcję innych białek przeciwutleniających. Podwyższenie efektywności 

Nrf2 uwidacznia  się również w istotnie podwyższonej aktywności dysmutazy 

ponadtlenkowej, podstawowego enzymu odpowiedzialnego za dysmutację anionorodnika 

ponadtlenkowego, u pacjentów w początkowej fazie choroby (wirusowej oraz koinfekcji) 

i obniżenie po zastosowanej terapii. Jednakże pomimo zwiększonej efektywności 

transkrypcyjnej Nrf2, nie wszystkie badane białka antyoksydacyjne charakteryzowały się 

podwyższonym poziomem/aktywnością. Zarówno infekcja wirusem KZM, jak i koinfekcje 

bakteryjno–wirusowe zmniejszały aktywność enzymów nalezących do układu glutationowego 

oraz tioredoksynowego odpowiedzialnych m.in. za ochronę fosfolipidów. W przypadku 

układu glutationowego  obserwowano obniżoną aktywność obu kooperujących enzymów: 

peroksydazy glutationowej (GPx) i reduktazy glutationowej (GSSGR), czemu towarzyszył 

obniżony poziom GSH i podwyższony poziom disiarczku glutationu (Ryc. 11). Obserwowany 

w tym badaniu spadek aktywności wyżej wymienionych enzymów mógł być efektem 

modyfikacji oksydacyjnych struktur nowo syntetyzowanych białek, a obniżony poziom GSH 

interakcji tego peptydu z 4-HNE. Natomiast terapia nie wpłynęła istotnie na powyższe 

parametry, poza obniżeniem poziomu utlenionego glutationu, co częściowo może wskazywać 

na cofanie się warunków prooksydacyjnych. Podobny kierunek zmian dotyczy składników 

układu tioredoksynowego, w tym reduktazy tioredoksyny, która podobnie jak układ zależny 

od glutationu wraz z tioredoksyną bierze udział w ochronie antyoksydacyjnej fosfolipidów 

(Ryc.11). Jednakże obniżenie poziomu tioredoksyny nie gwarantuje skutecznego 

funkcjonowanie tego układu. Szczególnie trudną sytuację zaobserwowano w przypadku 

koinfekcji, gdy obniżeniu uległ zarówno poziom Trx, jak i aktywność TrxR. Natomiast po 

terapii objawowej lub antybiotykoterapii nie zaobserwowano istotnej zmiany aktywności 
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enzymów, jednak w przypadku zakażenia wirusen KZM poziom Trx wzrósł, a w przypadku 

koinfekcji uległ obniżeniu. 

 

 
Rycina 10. Ekspresja Nrf2, pNrf2, HO-1 i KEAP1 w granulocytach pacjentów z koinfekcją  

(koinfekcje) przed (KZM1 vs koinfekcje1) i po terapii (KZM2 vs koinfekcje2)   

porównano z wartościami dla osób zdrowych (kontrola).  

                   Istotności statystyczne dla wartości średnich oznaczono dla p < 0,05.  

           Legenda 

 różnice istotne statystycznie dla wartości parametrów pacjentów z KZM (n = 40) przed 
leczeniem (KZM1) lub pacjentów współzakażonych wirusem  KZM oraz bakterią 
(B.burgdorferi lub A.phagocytophilum) (n = 6) przed leczeniem (koinfekcje1) i grupą 
kontrolną (n = 20) oznaczano jako "a" dla dla p < 0,05;  

 różnice istotne statystycznie dla wartości parametrów pacjentów z KZM (n = 40) po 
leczeniu (KZM2)  vs przed leczeniem (KZM1) oznaczano jako "x" dla p < 0,05. 

 

Pomimo zwiększonej efektywności aktywności transkrypcyjnej Nrf2 w wyniku infekcji, 

nie wszystkie badane enzymy antyoksydacyjne charakteryzowały się zwiększoną 

aktywnością. Zarówno infekcja wirusem KZM, jak i koinfekcja bakteryjno – wirusowa 

zmniejszają aktywność enzymów związanych z układem glutationowym i odpowiedzialnych 

za ochronę m.in. fosfolipidów, takich jak peroksydaza glutationowa (GPx) i reduktaza 

(GSSGR). Towarzyszył temu obniżony poziom GSH i podwyższony poziom dwusiarczku 

glutationu (Ryc.11). Obserwowany w tym badaniu obniżenie aktywności wyżej 

wymienionych enzymów mógł być efektem modyfikacji oksydacyjnych struktur nowo 

syntetyzowanych białek. W konsekwencji, pomimo podwyższonego poziomu białek 

enzymatycznych, obserwowana aktywność uległa zmniejszeniu. Natomiast terapia (objawowa 

i antybiotykoterapia) nie wpłynęła istotnie na powyższe parametry, poza zmniejszeniem 

poziomu utlenionego glutationu. W przeciwieństwie do obserwowanego spadku aktywności 

enzymów antyoksydacyjnych układu glutationowego podczas zakażenia wirusem KZM 
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i koinfekcji bakteryjnych, nastąpił wzrost aktywności dysmutazy ponadtlenkowej, 

podstawowego enzymu antyoksydacyjnego zarówno w odpowiedzi komórkowej, jak 

i zewnątrzkomórkowej na warunki prooksydacyjne, które odpowiadają za dysmutację 

pierwszego wytworzonego anionu ponadtlenkowego. Podobny kierunek zmian dotyczy 

reduktazy tioredoksyny, która wraz z tioredoksyną i układem glutationowym bierze udział 

w ochronie antyoksydacyjnej fosfolipidów (Ryc.11). Jednakże towarzyszące zmniejszenie 

poziomu tioredoksyny w dalszym ciągu nie pozwalało na skuteczne funkcjonowanie układu. 

Szczególnie trudną sytuację zaobserwowano w przypadku koinfekcji, gdy spadł zarówno 

poziom Trx, jak i aktywność TrxR. Natomiast po terapii objawowej lub antybiotykoterapii nie 

zaobserwowano istotnej zmiany aktywności enzymów, jednak w przypadku zakażenia 

wirusen KZM poziom Trx wzrósł, a w przypadku koinfekcji zmniejszył się po terapii. 

 

 
Rycina 11. Aktywność dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), aktywność tioredoksyny (Trx) 

i reduktazy tioredoksyny (TrxR) oraz aktywność peroksydazy glutationowej 

(GPx), poziom GSH, aktywność reduktazy glutationowej (GSSG-R) i poziom 

GSSG w osoczu pacjentów z KZM i pacjentów z koinfekcją (koinfekcje) przed 

(KZM1 vs koinfekcje1) i po terapii (KZM2 vs koinfekcje2) porównano 

z wartościami dla osób zdrowych (kontrola).  

                    Istotności statystyczne dla wartości średnich oznaczono dla p < 0,05.  

           Legenda 

 różnice istotne statystycznie dla wartości parametrów pacjentów z KZM (n = 40) przed 
leczeniem (KZM1) lub pacjentów współzakażonych wirusem  KZM oraz bakterią 
(B.burgdorferi lub A.phagocytophilum) (n = 6) przed leczeniem (koinfekcje1) i grupą 
kontrolną (n = 20) oznaczano jako "a" dla dla p < 0,05;  

 różnice istotne statystycznie dla wartości parametrów pacjentów z KZM (n = 40) po 
leczeniu (KZM2)  vs przed leczeniem (KZM1) oznaczano jako "x" dla p< 0,05. 
 

Niezależnie od modyfikacji antyoksydacyjnych układów enzmatycznych, zakażenie  

wirusem KZM jak i koinfekcje powodują również zmiany w poziomie parametrów 
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nieenzymatycznych, do którego zaliczają się m.in. współdziałające w organizmie witaminy A, 

E i C (Ryc.12). Wyniki tego badania wskazują, że poziom tych przeciwutleniaczy zmniejszał 

się zarówno podczas infekcji, jak i koinfekcji, natomiast ich poziom wzrastał po 

wyzdrowieniu jedynie u pacjentów zakażonych wirusem KZM. W przypadku koinfekcji 

antybiotykoterapia nie miała istotnego wpływu na poziom witamin A i C, natomiast sprzyjała 

podniesieniu poziomu witaminy E. 

 

 

 

Rycina 12. Poziom witamin A, E i C w osoczu pacjentów z KZM i pacjentów z koinfekcją 

(koinfekcje) przed (KZM1 vs koinfekcje1) i po terapii (KZM2 vs koinfekcje2) 

porównano z wartościami dla osób zdrowych (kontrola).  

                   Istotności statystyczne dla wartości średnich oznaczono dla  p <0,05. 

           Legenda 
 różnice istotne statystycznie dla wartości parametrów pacjentów z KZM (n = 40) przed 

leczeniem (KZM1) lub pacjentów współzakażonych wirusem  KZM oraz bakterią 
(B.burgdorferi lub A.phagocytophilum) (n = 6) przed leczeniem (koinfekcje1) i grupą 
kontrolną (n = 20) oznaczano jako "a" dla dla p< 0,05;  

 różnice istotne statystycznie dla wartości parametrów pacjentów z KZM (n = 40) po 
leczeniu (KZM2)  vs przed leczeniem (KZM1) oznaczano jako "x" dla p< 0,05. 

 

Stres oksydacyjny towarzyszący infekcji wirusowej i koinfekcjom wirusowo-

bakteryjnym sprzyjał oksydacyjnym modyfikacjom lipidów. W osoczu pacjentów z KZM 

oraz koinfekcjami bakteryjnymi wykazano istotny wzrost poziomu produktów oksydacyjnych 

fragmentacji PUFAs - malonaldehydu (MDA) i 4-HNE oraz produktów oksydacyjnej 

cyklizacji PUFAs - neuroprostanów (NPs) i izoprostanów 8-isoPGF2α w porównaniu 

z wartościami w osoczu osób zdrowych (Ryc.13). Natomiast leczenie pacjentów z infekcją 

wirusową (KZM) i współinfekcją bakteryjną (koinfekcje) prowadziło do obniżenia poziomu 

produktów peroksydacji lipidów, a w grupie pacjentów z KZM po leczeniu obniżenie 

poziomu tych produktów był istotny statystycznie w porównaniu do wartości sprzed leczenia. 

Należy jednak również podkreślić, że nawet po leczeniu poziomy produktów peroksydacji 

lipidów nie osiągnęły wartości jak w grupie osób zdrowych. 
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Rycina 13. Poziom 4-HNE, MDA, NPs i 8-isoPGF2α w osoczu pacjentów z KZM 

i pacjentów z koinfekcją (koinfekcje) przed (KZM1 vs koinfekcje1) i po terapii 

(KZM2 vs koinfekcje2) porównano z osobami zdrowymi (kontrola).  

                     Istotności statystyczne dla wartości średnich oznaczono dla p< 0,05. 

           Legenda 
 różnice istotne statystycznie dla wartości parametrów pacjentów z KZM (n = 40) przed 

leczeniem (KZM1) lub pacjentów współzakażonych wirusem  KZM oraz bakterią 
(B.burgdorferi lub A.phagocytophilum) (n = 6) przed leczeniem (koinfekcje1) i grupą 
kontrolną (n = 20) oznaczano jako "a" dla dla p< 0,05;  

 różnice istotne statystycznie dla wartości parametrów pacjentów z KZM (n = 40) po 
leczeniu (KZM2)  vs przed leczeniem (KZM1) oznaczano jako "x" dla p< 0,05; 

 różnice istotne statystycznie dla wartości parametrów pacjentów z współzakażonych 
wirusem  KZM oraz bakterią (B.burgdorferi lub A.phagocytophilum)  (n = 6) po leczeniu 
(koinfekcje2)  vs przed leczeniem (koinfekcje1) oznaczano jako "y" dla p< 0,05. 

 

 

W konsekwencji w wyniku stresu oksydacyjnego obserwowanego w wyniku zakażenia 

dochodziło także do oksydacyjnych modyfikacji struktur białek spowodowanych zarówno  

bezpośrednim działaniem RFT, ocenianym jako podwyższony poziom dityrozyny 

w przypadku infekcji i koinfekcji oraz grup karbonylowych (CBO) zaobserwowanym jedynie 

w przypadku KZM (ryc.14). Dodatkowo, w obu grupach zakażonych pacjentów (KZM 

i koinfekcje) zaobserwowano obniżenie poziomu tryptofanu, prawdopodobne jako skutek 

degradacji oksydacyjnej. Poziom tryptofanu nie zmienił się istotnie po leczeniu, natomiast 

w grupie chorych na KZM po terapii zaobserwowano istotne statystycznie obniżenie poziomu 

dityrozyny. 

Wzrost poziomu 4-HNE w wyniku infekcji skutkował również interakcjami tego 

reaktywnego aldehydu z grupami aminowymi białek z powstawaniem adduktów 4-HNE-

białka, które powodowały modyfikacje struktury białek osocza krwi i prawdopodobnie, 

przynajmniej częściowo, odpowiedzialne były za obniżone aktywności białek 

enzymatycznych. 

Leczenie powodowało obniżenie poziomu powstających modyfikacji, na ogół jednak 

zmiany te nie były istotne statystycznie.  
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Rycina 14. Poziomy adduktów 4-HNE-białko, grup karbonylowych białek (CBO), dityrozyny  

i tryptofanu w osoczu pacjentów z KZM i pacjentów z koinfekcją (koinfekcje) 

przed (KZM1 vs koinfekcje1) i po terapii (KZM2 vs koinfekcje2) porównano 

z wartościami dla osób zdrowych (kontrola).  

                   Istotności statystyczne dla wartości średnich oznaczono dla p< 0,05. 

           Legenda 

 różnice istotne statystycznie dla wartości parametrów pacjentów z KZM (n = 40) przed 
leczeniem (KZM1) lub pacjentów współzakażonych wirusem  KZM oraz bakterią 
(B.burgdorferi lub A.phagocytophilum) (n = 6) przed leczeniem (koinfekcje1) i grupą 
kontrolną (n = 20) oznaczano jako "a" dla dla p< 0,05;  

 różnice istotne statystycznie dla wartości parametrów pacjentów z KZM (n = 40) po 
leczeniu (KZM2)  vs przed leczeniem (KZM1) oznaczano jako "x" dla p< 0,05. 

 

 

W wyniku zarówno zakażenia wirusem KZM, jak i współzakażenia obserwowane 

warunki prooksydacyjne sprzyjają modyfikacji aktywności enzymów zaangażowanych 

w metabolizm fosfolipidów i wolnych PUFAs (Ryc.15). Wykazano, że zarówno KZM, jak 

i współistniejące zakażenia powodują istotny statystycznie wzrost aktywności fosfolipazy A2 

(PLA2), lipooksygenazy 5 (LOX5) oraz indukowalnej izoformy cyklooksygenazy (COX2). 

Istotna jest również obserwacja, że po leczeniu pacjentów z kleszczowym zapaleniem mózgu 

nastąpił dalszy wzrost aktywności zarówno PLA2, jak i COX1 oraz obniżenie aktywności 

LOX5 i indukowalnej izoformy cyklooksygenazy. Natomiast w przypadku współistniejących 

zakażeń farmakoterapia skutkowała redukcją aktywności wszystkich badanych enzymów. 
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Rycina 15. Aktywność fosfolipazy A2 (PLA 2), lipooksygenazy-5 (LOX 5) i cyklooksygenaz 
1/2 (COX 1 i 2) w osoczu pacjentów z KZM i pacjentów z koinfekcją (koinfekcje) 
przed (KZM1 vs koinfekcje1) i po terapii (KZM2 vs koinfekcje2) porównano 
z wartościami dla osób zdrowych (kontrola). 

 Istotności statystyczne dla wartości średnich oznaczono dla p< 0,05.  
         Legenda 

 różnice istotne statystycznie dla wartości parametrów pacjentów z KZM (n = 40) przed 
leczeniem (KZM1) lub pacjent p ów współzakażonych wirusem  KZM oraz bakterią 
(B.burgdorferi lub A.phagocytophilum) (n = 6) przed leczeniem (koinfekcje1) i grupą 
kontrolną (n = 20) oznaczano jako "a" dla dla p< 0,05;  

 różnice istotne statystycznie dla wartości parametrów pacjentów z KZM (n = 40) po 
leczeniu (KZM2)  vs przed leczeniem (KZM1) oznaczano jako "x" dla p≤ 0,05; 

 różnice istotne statystycznie dla wartości parametrów pacjentów współzakażonych wirusem  
KZM oraz bakterią (B.burgdorferii lub A.phagocytophilum)  (n = 6) przed leczeniem 
(koinfekcje1) i pacjentów z KZM (n = 40) przed leczeniem (KZM1) oznaczano jako "m" 
dla dla p< 0,05. 

 
 

Wynikiem zakażenia wirusem KZM, jak i współzakażenia bakteryjnego były 

przesunięcia równowagi redoks, w organizmach pacjentów, w kierunku warunków 

prooksydacyjnych, co niezależnie od zmian wywołanych peorksdacją lipidów, spowodowało 

również zmiany w aktywności enzymów lipolitycznych, które skutkowały obserwowanymi 

w niniejszej pracy, kumulującymi się zmianami  w poziomach zarówno fosfolipidowych jak 

i wolnych nienasyconych kwasów tłuszczowych. W rezultacie w osoczu krwi pacjentów 

zarówno z zakażeniem wirusem KZM, jak i z koinfekcjami bakteryjnymi dochodzi do 

obniżenia poziomu fosfolipidowych wielonienasyconych kwasów tłuszczowych, takich jak 

kwas arachidonowy (AA 20:4), kwas α-linolenowy (LA 18:3) i kwas eikozapentaenowy (EPA 

20:5), jednak w przypadku wolnych PUFAs doszło do wzrostu poziomu LA i EPA, a poziom 

AA nie uległ zmianie (Ryc.16). Natomiast po terapii u pacjentów z KZM doszło do wzrostu 

poziomu fosfolipidowych LA i EPA oraz wolnego EPA, a w przypadku koinfekcji wzrasta 

tylko poziom wolnego EPA. Jednakże w przypadku zakażenia wirusem KZM jak i koinfekcji 

bakteryjnej stwierdzono obniżenie poziomu wolnego AA. W pozostałych przypadkach terapia 

nie powodowała wzrostu poziomu wielonienasyconych kwasów tłuszczowych. 
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Rycina 16.Poziom fosfolipidów i wolnych wielonienasyconych kwasów tłuszczowych (kwas 

α-linolenowego (LA),  kwasu arachidonowego (AA) i kwasu eikozapentaenowego 
(EPA) w osoczu pacjentów z KZM i pacjentów z koinfekcją (koinfekcje) przed 
(KZM1 vs koinfekcje1) i po terapii (KZM2 vs koinfekcje2) porównano 
z wartościami dla osób zdrowych (kontrola).  

                   Istotności statystyczne dla wartości średnich oznaczono dla p< 0,05. 

           Legenda 
 różnice istotne statystycznie dla wartości parametrów pacjentów z KZM (n = 40) przed 

leczeniem (KZM1) lub pacjentów współzakażonych wirusem  KZM oraz bakterią 
(B.burgdorferi lub A.phagocytophilum) (n = 6) przed leczeniem (koinfekcje1) i grupą 
kontrolną (n = 20) oznaczano jako "a" dla dla p< 0,05;  

 różnice istotne statystycznie dla wartości parametrów pacjentów z KZM (n = 40) po 
leczeniu (KZM2)  vs przed leczeniem (KZM1) oznaczano jako "x" dla p< 0,05. 

 różnice istotne statystycznie dla wartości parametrów pacjentów z współzakażonych 
wirusem  KZM oraz bakterią (B.burgdorferi lub A.phagocytophilum)  (n = 6) po leczeniu 
(koinfekcje2)  vs przed leczeniem (koinfekcje1) oznaczano jako "y" dla p< 0,05. 
 

 

Konsekwencją bezpośredniego i pośredniego (poprzez enzymy) wpływu stresu 

oksydacyjnego na poziom PUFAs były obserwowane zmiany w poziomie mediatorów 

lipidowych, zarówno z grupy endokannabinoidów, jak i eikozanoidów. W przypadku 

endokannabinoidów infekcja wywołana przez wirus KZM powodowała znaczny wzrost 

poziomu anandamidu (AEA) i oleoiloetanoloamidu (OEA), których poziomy po 

farmakoterapii ulagały obniżeniu do wartości zbliżonych do tych w grupie kontrolnej (Ryc. 

17). Natomiast w przypadku koinfekcji bakteryjnych (koinfekcje) kierunek obserwowanych  

zmian był taki sam, przy czym poziom 2-AG obniżył się poniżej wartości kontrolnych. 
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Rycina 17. Ekspresję anandamidu (AEA), 2-arachidonoiloglicerolu (2-AG), palmitoilo- 

etanoloaminy (PEA) i oleoiloetanoloamidu (OEA)  w osoczu pacjentów z KZM 

i pacjentów z koinfekcją (koinfekcje) przed (KZM1 vs koinfekcje1) i po terapii 

(KZM2 vs koinfekcje2) porównano z wartościami dla osób zdrowych (kontrola).  

                     Istotności statystyczne dla wartości średnich oznaczono dla p< 0,05. 

           Legenda 
 różnice istotne statystycznie dla wartości parametrów pacjentów z KZM (n = 40) przed 

leczeniem (KZM1) lub pacjentów współzakażonych wirusem KZM oraz bakterią 
(B.burgdorferii lub A.phagocytophilum) (n = 6) przed leczeniem (koinfekcje1) i grupą 
kontrolną (n = 20) oznaczano jako "a" dla dla p< 0,05;  

 różnice istotne statystycznie dla wartości parametrów pacjentów z KZM (n = 40) po 
leczeniu (KZM2)  vs przed leczeniem (KZM1) oznaczano jako "x" dla p< 0,05; 

 

Zmianom poziomu wolnych PUFAs w osoczu pacjentów z KZM i współzakażeniami 

bakteryjnymi (koinfekcje) towarzyszyszły zmiany poziomu mediatorów lipidowych - 

eikozanoidów należących zarówno do grupy związków przeciwzapalnych (13-HODE, 15-

HETE, 15-PGJ2), jak i prozapalnych (LTB4, PGE2) (Ryc. 18). W osoczu pacjentów z KZM 

przed leczeniem stwierdzono podwyższony poziom 13-HODE i 15-HETE oraz statystycznie 

obniżony poziom 15-PGJ2, natomiast po farmakoterapii poziom 13-HODE ulegał dalszemu 

podwyższeniu, a poziom 15-HETE nieznacznemu obniżeniu. Z kolei poziom 15-PGJ2 wzrósł 

w porównaniu do wartości sprzed leczenia, ale nie osiągnął poziomu w osoczu grupy 

kontrolnej. Kierunek zmian powyższych eikozanoidów w osoczu pacjentów ze 

współistniejącymi infekcjami bakteryjnymi był taki sam jak w osoczu pacjentów z KZM. 

Natomiast poziom prozapalnego LTB4 był kilkakrotnie podwyższony u pacjentów z KZM 

przed leczeniem, ale ulegał istotnemu obniżoniu po leczeniu. Podobny kierunek zmian, choć 

nie tak dramatyczny, zaobserwowano u pacjentów ze współistniejącymi zakażeniami. 

Z drugiej strony, poziom prozapalnej prostaglandyny PGE2 w osoczu pacjentów z KZM  

przed leczeniem był obniżony, a po leczeniu ulegał podwyższeniu, podczas gdy w osoczu 

pacjentów ze współistniejącymi zakażeniami bakteryjnymi stwierdzono tendencję do 

obniżania poziomu tej prostaglandyny, niezależnie od leczenia. 
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Rycina 18. Ekspresję przeciwzapalnych eikozanoidów 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 pacjentów z KZM 

i pacjentów z koinfekcją (koinfekcje) przed (KZM1 vs koinfekcje1) i po terapii 

(KZM2 vs koinfekcje2) porównano z wartościami dla osób zdrowych (kontrola).  

                     Istotności statystyczne dla wartości średnich oznaczono dla p< 0,05. 

           Legenda 

 różnice istotne statystycznie dla wartości parametrów pacjentów z KZM (n = 40) przed 
leczeniem (KZM1) lub pacjentów współzakażonych wirusem  KZM oraz bakterią 
(B.burgdorferi lub A.phagocytophilum) (n = 6) przed leczeniem (koinfekcje1) i grupą 
kontrolną (n = 20) oznaczano jako "a" dla dla p<0,05;  

 różnice istotne statystycznie dla wartości parametrów pacjentów z KZM (n = 40) po 
leczeniu (KZM2)  vs przed leczeniem (KZM1) oznaczano jako "x" dla p< 0,05; 

 różnice istotne statystycznie dla wartości parametrów pacjentów współzakażonych wirusem  
KZM oraz bakterią (B.burgdorferi lub A.phagocytophilum)  (n = 6) przed leczeniem 
(koinfekcje1) i pacjentów z KZM (n = 40) przed leczeniem (KZM1) oznaczano jako "m" 
dla dla p< 0,05; 

 różnice istotne statystycznie dla wartości parametrów pacjentów pacjentów 
współzakażonych wirusem  KZM oraz bakterią (B.burgdorferi lub A.phagocytophilum) (n = 
6) po leczeniu (koinfekcje2) i i pacjentów z KZM (n = 40) po leczeniu (KZM2) oznaczano 
jako "n" dla dla p< 0,05. 

 

Zmiany w poziomie endokannabinoidów i eikozanoidów skutkują zwiększoną ekspresją 

receptorów związanych z białkiem G (CB1, CB2, TRPV1 i PPAR), ocenioną 

w granulocytach pacjentów z KZM (Ryc. 19). Jednak w przypadku współinfekcji 

bakteryjnych obserwowano zwiększoną ekspresję jedynie CB1, TRPV1 i PPAR. 

Farmakoterapia, zwłaszcza KZM, spowodowała znaczny spadek ekspresji wszystkich 

oznaczonych receptorów w porównaniu z wartościami przed leczeniem. Jednak tylko 
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w przypadku receptorów CB1/2 i TRPV1 wartości te różniły się istotnie statystycznie od 

wartości przed leczeniem. W przypadku współinfekcji bakteryjnych farmakoterapia również 

przyczyniła się do obniżenia poziomu ekspresji badanych receptorów, jednak bez istotności 

statystycznej. Poza poziomem CB2, wszystkie pozostałe receptory granulocytów u pacjentów 

z koinfekcją (koinfekcje) i po farmakoterapii charakteryzują się wyższą ekspresją niż 

w granulocytach grupy kontrolnej, co wskazuje również na utrzymujący się stres oksydacyjny 

w organizmie pacjentów. 

 

 
Rycina 19. Ekspresję CB1, CB2, TRPV1  i PPAR  w granulocytach pacjentów z KZM 

i pacjentów z koinfekcją (koinfekcje) przed (KZM1 vs koinfekcje1) i po terapii 

(KZM2 vs koinfekcje2) porównano z wartościami dla osób zdrowych (kontrola).  

                    Istotności statystyczne dla wartości średnich oznaczono dla p< 0,05. 

           Legenda 
 różnice istotne statystycznie dla wartości parametrów pacjentów z KZM (n = 40) przed 

leczeniem (KZM1) lub pacjentów współzakażonych wirusem  KZM oraz bakterią 
(B.burgdorferi lub A.phagocytophilum) (n = 6) przed leczeniem (koinfekcje1) i grupą 
kontrolną (n = 20) oznaczano jako "a" dla dla p< 0,05;  

 różnice istotne statystycznie dla wartości parametrów pacjentów z KZM (n = 40) po 
leczeniu (KZM2)  vs przed leczeniem (KZM1) oznaczano jako "x" dla p< 0,05; 

 różnice istotne statystycznie dla wartości parametrów pacjentów współzakażonych wirusem  
KZM oraz bakterią (B.burgdorferi lub A.phagocytophilum) (n = 6) przed leczeniem 
(koinfekcje1) i pacjentów z KZM (n = 40) przed leczeniem (KZM1) oznaczano jako "m" 
dla dla p<0,05. 

 

Konsekwencją braku równowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej w organizmie 

pacjentów z KZM i koinfekcjami bakteryjnymi było występowanie we krwi pacjentów stresu 

oksydacyjnego, który sprzyjał nasileniu odpowiedzi prozapalnej ocenianej na podstawie 

poziomu czynnika transkrypcyjnego NF-κB i produktu jego aktywności transkrypcyjnej, 

cytokiny TNF-α. Wykazano, że ekspresja NF-κB, obu podjednostek, a także TNF-α była 

znacząco zwiększona w początkowej fazie infekcji i utrzymuje się (lub nawet wzrasta) 

pomimo wyzdrowienia (Ryc. 20), co potwierdza, że utrzymującemu się po farmakoterapii 

stresowi oksydacyjnemu nadal towarzyszył mniejszy, ale jednak stan zapalny. 
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Rycina 20. Ekspresję podjednostek NF-κB (p65 i p52) ocenianych w granulocytach 

i aktywność TNF-α oznaczaną w osoczu pacjentów z KZM i pacjentów 

z koinfekcją (koinfekcje) przed (KZM1 vs koinfekcje1) i po terapii (KZM2 vs 

koinfekcje2) porównywano z wartościami dla osób zdrowych (kontrola).  

                     Istotności statystyczne dla wartości średnich oznaczono dla p< 0,05. 

           Legenda 
 różnice istotne statystycznie dla wartości parametrów pacjentów z KZM (n = 40) przed 

leczeniem (KZM1) lub pacjentów współzakażonych wirusem  KZM oraz bakterią 
(B.burgdorferi lub A.phagocytophilum) (n = 6) przed leczeniem (koinfekcje1) i grupą 
kontrolną (n = 20) oznaczano jako "a" dla dla p< 0,05;  

 różnice istotne statystycznie dla wartości parametrów pacjentów z KZM (n = 40) po 
leczeniu (KZM2)  vs przed leczeniem (KZM1) oznaczano jako "x" dla p< 0,05. 
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V. Dyskusja 

Prawidłowe funkcjonowanie organizmu człowieka wymaga zatem ścisłej kontroli 

procesów metabolicznych, w tym tych zaangażowanych w przekazywanie sygnałów ze 

środowiska, np. przez patogeny [Woodward i wsp. 2010]. Podczas infekcji wirusowych 

i bakteryjnych organizm gospodarza reaguje na cząsteczki sygnalizacyjne, które generowane 

są w odpowiedzi na obecność patogenu [Mullen i wsp. 2020]. Natomiast według Światowej 

Organizacji Zdrowia choroby zakaźne stanowią ogromne zagrożenie dla zdrowia człowieka, 

powodując w 2020 r. około 17% wszystkich zgonów na świecie. Kleszcze są wektorami 

szerokiego spektrum patogenów przenoszących wirusy, w tym m.in. wirus kleszczowego 

zapalenia mózgu (KZM) należący do rodziny Flaviviridae, a także bakterie takie jak Borrelia 

burgdorferi i Anaplasma phagocytophilum [Groth i wsp. 2022], które powodują choroby 

stwarzające problemy epidemiologiczne i kliniczne. Wiadomo również, że kleszcz Ixodes 

ricinus może przenosić kilka patogenów jednocześnie, takich jak B.burgdorferi 

i A.phagocytophilum [Dunaj  i wsp. 2018]. Może to prowadzić do koinfekcji, która jest 

jeszcze trudniejsza do zdiagnozowania i leczenia ze względu na niespecyficzne objawy. 

Ponieważ wirus KZM jest zwykle przenoszony podczas pokłucia przez kleszcza, 

infekcja rozpoczyna się w skórze. Po wprowadzeniu przez zakażonego kleszcza wirusa do 

organizmu człowieka dochodzi do lokalnej jego replikacji w komórkach dendrytycznych 

znajdujących się w skórze. Komórki te migrują do węzłów chłonnych, gdzie wirus ponownie 

się replikuje. Następnie poprzez naczynia limfatyczne i krwionośne wirus transportowany jest 

do układu siateczkowo-śródbłonkowego (śledziony, wątroby i szpiku kostnego). Wirus jest 

również w stanie przekroczyć barierę krew-mózg, ale dokładny mechanizm tego procesu jest 

nadal nieznany. W przypadku większości zakażonych pacjentów dochodzi do 

wyeliminowania wirusa przez mechanizmy odpornościowe opierające się głównie na 

działaniu cytotoksycznych limfocytów. Mimo to układ odpornościowy reaguje na wirusa, 

a wrodzona odpowiedź immunologiczna rozpoczyna się w momencie pojawienia się wirusa, 

który jest wykrywany przez receptory rozpoznające wzorce, zwłaszcza w przypadku 

receptorów Toll-podobnych. Pierwszym odpowiedzią na obecność wirusa jest produkcja 

interferonów, co nie tylko zapobiega replikacji wirusa, ale także aktywuje dalsze mechanizmy 

obronne w organizmie. Ponieważ ślina kleszcza hamuje funkcje komórek NK, uważa się, że 

funkcje tych komórek są stosunkowo mało istotne, szczególnie we wcześniejszych stadiach 

choroby [Ruzek i wsp. 2019, Kubes i wsp. 1994]. Dlatego komórki dendrytyczne, które są 

komórkami prezentującymi antygen, prezentują antygen wirusa KZM przez MHC II wraz 

z cząsteczkami kostymulującymi CD40, CD80 i CD86, prowadząc do aktywacji komórek 

nabytego układu odpornościowego. Aktywacja nabytego układu odpornościowego jest 

również zwiększona przez wytwarzanie cytokiny (IL-1β, TNF-α, IL-6 i IL-8) przez komórki 

dendrytyczne i astrocyty [Bogovič i wsp. 2019, Palus i wsp. 2014]. W odpowiedzi 

adaptacyjnej na wirusa KZM obserwuje się odpowiedź zarówno  humoralną jak i komórkową. 

Aktywacja humoralnego układu odpornościowego prowadzi do wytwarzania przez limfocyty 

B swoistych przeciwciał, podczas gdy odpowiedź komórkowa prowadzi do aktywacji 

limfocytów Th i Tc. Wiadomo, że przeciwciała wykazują aktywność przeciwwirusową, 
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a także należą do wiarygodnych markerów diagnostycznych, jednakże potrzebny jest dłuższy 

czas działania zanim ich produkcja będzie wystarczająca. Limfocyty odpowiadają za 

regulację układu odpornościowego, głównie poprzez produkcję dalszych cytokin. Główna 

funkcja limfocytów polega na zabijaniu zakażonych komórek, co zapobiega replikacji wirusa 

i infekcji innych komórek. Niemniej jednak w przypadku neuronów, które nie mogą się 

regenerować stanowi to  problem, ponieważ reakcje te mogą przyczynić się do poważnego 

uszkodzenia OUN [Guziejko i wsp. 2020, Ruzek i wsp. 2019, Moniuszko-Malinowska  i wsp. 

2017, Czupryna i wsp. 2011].  

Dotychczas wykazano, że zakażenie wirusem KZM skutkuje zmianami 

metabolicznymi w organizmie gospodarza, związanymi głównie z reakcją zapalną 

i modyfikacją odpowiedzi immunologicznej [Du i wsp. 2021]. Wyniki niniejszej pracy 

wskazują, że w grupie chorych na KZM występują istotne statystycznie różnice w liczbie 

białych krwinek, odsetku neutrofili oraz stężeniu CRP przed i po leczeniu. Chociaż CRP jest 

stosowany jako marker stanu zapalnego w wielu schorzeniach, jego przydatność w KZM jest 

ograniczona. Potwierdzają to wyniki niniejszego badania wykazujące, że u większości 

chorych na KZM stężenie CRP w ostrej fazie choroby mieści się w granicach normy i dlatego 

nie można na jego podstawie monitorować przebiegu choroby. Ponadto u pacjentów z KZM 

stężenie CRP, WBC i odsetek neutrofili we krwi obwodowej jest wyższe niż u pacjentów 

z koinfekcją KZM. W związku z tym podstawowe badania laboratoryjne mają ograniczoną 

przydatność w diagnostyce różnicowej chorób odkleszczowych, a istnieje potrzeba analizy 

innych parametrów biochemicznych.  

Jednym z podstawowych elementów fizjologicznego stanu organizmu człowieka jest 

równowaga redoks obserwowana zarówno na poziomie komórek, jak i tkanek, w tym płynów 

ustrojowych [Lim i Leprivier, 2019]. Wynika to z faktu, że fizjologiczna generacja 

reaktywnych form tlenu (RFT) utrzymywana jest na relatywnie niskim poziomie, a ich 

aktywność biologiczna jest równoważona przez efektywnie działające antyoksydanty, w tym 

enzymatyczne jak i nieenzymatyczne [Lee i wsp. 2019]. Jednakże jednym z podstawowych 

elementów odpowiedzi na inwazję patogenów jest aktywacja leukocytów, której towarzyszy 

zwiększona aktywność enzymów prooksydacyjnych odpowiedzialnych za generowanie RFT, 

odgrywających kluczową rolę w obronie immunologicznej gospodarza przed patogenami 

[Griffiths i wsp. 2017]. W niniejszej pracy wykazano, że w osoczu krwi pacjentów zarówno 

z zakażeniem wirusem KZM, jak i z koinfekcją bakteryjną dochodzi do istotnego wzrostu 

aktywności podstawowego enzymu odpowiedzialnego za generację RFT w krwi - oksydazy 

ksantynowej i w konsekwencji towarzyszący mu wzrost poziomu RFT zarówno w krwi 

pełnej, jak i w granulocytach i limfocytach. Sytuacja taka sugeruje możliwe negatywne skutki 

dla organizmu człowieka skutkujące zaburzeniem fizjologicznej równowagi redoks 

w organizmie. Jednakże należy pamiętać, iż  sugeruje się także, że RFT biorą również udział 

w degradacji patogenów, dzięki czemu mogą one ograniczać ich negatywny wpływ na 

organizm ludzki. Ponadto RFT mogą także brać udział w konkurencji międzypatogenowej 

[Nathan i wsp. 2013]. Mechanizm ten może wyjaśniać niewielkie różnice w poziomach RFT, 

a także stosunkowo niewielkie zmiany metaboliczne wynikające z koinfekcji bakteryjnej 

w porównaniu z samym zakażeniem wirusem KZM, w tym mniejszą stymulację 

granulocytów przez cytokiny prozapalne, co prowadzi do ich niższej aktywacji. Z drugiej 

strony antybiotyki stosowane w leczeniu pacjentów poprzez degradację bakterii zmniejszają 
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poziom dostarczanych przez nie LPS, które są silnymi aktywatorami neutrofili, co może 

skutkować obniżonym wytwarzanie RFT.  

Niezależnie od korzystnej roli RFT w eliminacji patogenów, ich nadprodukcja sprzyja 

zaburzeniu zdolności przeciwutleniających w organizmie pacjenta. Infekcjom zwykle 

towarzyszą zmiany w efektywności endogennych mechanizmów obrony antyoksydacyjnej, 

które odpowiadają za utrzymanie równowagi redoks w warunkach fizjologicznych, jednak 

nadprodukcja RFT i stan zapalny zwykle towarzyszący infekcjom wirusowym przyczyniają 

się do obniżenia efektywności endogennych mechanizmów obrony antyoksydacyjnej Ferrari 

i wsp. 2020, Dobrzyńska i wsp. 2022]. Sytuacja ta jest spójna ze znacznie obniżonym 

całkowitym statusem antyoksydacyjnym (TAS) osocza krwi pacjentów z zakażeniem 

wirusem KZM i współistniejącymi infekcjami bakteryjnymi. W wyniku farmakoterapii KZM 

dochodzi do   istotnego statystycznie wzrostu poziomu TAS. Natomiast nie wykazanie 

istotnych statystycznie różnic w wartościach TAS w grupie leczonych pacjentów ze 

współistniejącymi zakażeniami, co może być skutkiem niewielkiej liczebności tej grupy 

chorych.  

Dzieje się tak na skutek obniżonej wydajności składników układu glutationowego 

poprzez zmniejszenie aktywności peroksydazy i reduktazy glutationowej oraz poziomu GSH, 

a także efektywności układu tioredoksynowego w wyniku obniżenia poziomu Trx. Wiadomo, 

że oba systemy współdziałają w celu ochrony komórek przed skutkami nadprodukcji RFT, 

zwłaszcza przed modyfikacjami oksydacyjnymi lipidów [Dunnill i wsp. 2017, Filomeni i wsp. 

2010], co jest nieskuteczne zarówno w przypadku zakażenia wirusem KZM, jak i koinfekcji 

bakteryjnych. Ponadto obniżenie poziomu GSH sprzyja replikacji wirusa [Amatore i wsp. 

2015], co może zaostrzyć proces chorobowy. Zmianom poziomu/aktywności powyższych 

przeciwutleniaczy towarzyszy również spadek poziomu innych nieenzymatycznych 

przeciwutleniaczy, w tym witamin A, E i C, które współpracują z glutationem w ochronie 

lipidów [Zal i wsp. 2012] (Ryc. 22). Jednakże ich obniżony poziom obserwowany 

w zakażeniu KZM i koinfekcjach potwierdza zmniejszenie ich działania ochronnego. W takiej 

sytuacji nawet zwiększona aktywność dysmutazy ponadtlenkowej i reduktazy tioredoksyny 

obserwowana w osoczu pacjentów z ww. infekcjami nie jest w stanie zapewnić skuteczności 

działania przeciwutleniającego. 

Istnienie stresu oksydacyjnego w  organizmie człowieka stwierdzono w przypadku 

wielu chorób wirusowych, m.in.: wirusowego zapalenia wątroby, AIDS i zakażenia wirusem 

brodawczaka ludzkiego [Georgescu i wsp. 2018, Ivanov i wsp. 2017]. Stres oksydacyjny 

odgrywa podwójną rolę w chorobach zakaźnych, ponieważ RFT modyfikują zarówno 

wrażliwość, jak i oporność organizmu gospodarza na infekcje [Ivanov i wsp. 2017, Pohanka 

2013]. Jednakże nadprodukcja RFT sprzyja cytotoksyczności i uszkodzeniu 

cząsteczek/komórek/narządów gospodarza, w tym płynów biologicznych [Ivanov i wsp. 2017, 

Novaes i wsp. 2019], ale sugerowano również, że RFT uczestniczy w konkurencji między 

patogenami, która chroni organizm przed infekcjami wielopatogennymi [Nathan i wsp. 2013].  

Wskazuje to wyraźnie, że standardowa farmakoterapia nie jest w stanie spowodować 

przywrócenia organizmu pacjentów do stanu fizjologicznego, co może sugerować potrzebę 

włączenia do farmakoterapii chorób przenoszonych przez kleszcze antyoksydantów, które 

pomogłyby organizmowi w regulacji stanu redoks organizmu. Za takim podejściem 

przemawiają również dane literaturowe dotyczące stosowania egzogennych antyoksydantów 
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jako wsparcia klasycznej farmakoterapii innych chorób, zarówno pochodzenia wirusowego, 

jak i bakteryjnego [Qin i wsp. 2020, Aubry i wsp. 2017]. 

 

 
Rycina 22. Graficzne przedstawienie wpływu zakażenia KZM na zmiany metaboliczne we 

                   krwi pacjentów przed i po leczeniu. 

 

Wyniki niniejszej pracy wskazują zatem, że zarówno samo kleszczowe zapalenie 

mózgu, jak i współistniejące zakażenia bakteryjne sprzyjają powstawaniu stresu 

oksydacyjnego w organizmie pacjenta, a podobna sytuacja dotyczy wielu chorób, w tym tych 

wywoływanych zarówno przez wirusy, jak i bakterie [Almeida i wsp. 2020, Rockwood i wsp. 

2018]. Jednakże, chociaż stres oksydacyjny odgrywa podwójną rolę w chorobach zakaźnych, 

ponieważ RFT modyfikują zarówno podatność, jak i odporność organizmu gospodarza na 

infekcję [Ivanov i wsp. 2017], ze względu na ich niespecyficzny charakter i unikalną 

reaktywność, RFT stają się szkodliwe zarówno dla patogenu, jak i gospodarza [Pohanka 

2013], co sprzyja oksydacyjnym modyfikacjom podstawowych składników ludzkiego ciała, 

w tym lipidów i białek [Ingram 2018], które są kluczowe dla odpowiedzi immunologicznej 

gospodarza.  

Elementami strukturalnymi błon biologicznych są lipidy, które są jednocześnie 

ważnymi cząsteczkami bioaktywnymi pośredniczącymi w kaskadach sygnałowych 

i zdarzeniach regulacyjnych w komórkach i płynach biologicznych, w tym w odpowiedzi na 

infekcje, zwłaszcza wirusowe, ponieważ zdolność do biosyntezy lipidów predysponuje 

organizm ludzki do infekowania go przez pasożyty [Lorizate i wsp. 2011]. Wirusy polegają 

wyłącznie na zasobach żywiciela w celu zaspokojenia swoich potrzeb lipidowych. 

W przypadku większości wirusów replikujących w cytoplazmie zakażonych komórek, lipidy 

są niezbędne do replikacji ich genomów [Lorizate i wsp. 2011]. Ponadto struktury błon 

gospodarza są modyfikowane w celu uniknięcia mechanizmów obrony przeciwwirusowej, ale 
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także w celu zapewnienia miejsca replikacji wirusa [Kasuga i wsp. 2021, Staring i wsp. 

2018]. 

Zmniejszona skuteczność ochrony antyoksydacyjnej wielonienasyconych kwasów 

tłuszczowych (PUFAs) w fosfolipidach wraz ze wzrostem poziomu RFT sprzyjają 

peroksydacji lipidów ocenianej w tym badaniu poprzez obniżenie poziomu 

wielonienasyconych kwasów tłuszczowych (PUFAs) i podwyższenie poziomu produktów 

peroksydacji lipidów w osoczu pacjentów z KZM i bakteryjnymi koinfekcjami. Stwierdzono, 

ze poziomy fosfolipidowych wielonienasyconych kwasów tłuszczowych, takich jak LA, AA  

i EPA oceniane w osoczu pacjentów w przebiegu zakażenia wirusem KZM oraz koinfekcji 

bakteryjnych ulegają obniżeniu, natomiast po leczeniu u osób zakażonych wirusem KZM ich 

poziomy ulegają podwyższeniu, co może wskazywać na skuteczność leczenia. Wiadomo 

natomiast, że podczas infekcji przenoszonych przez kleszcze dochodzi do ingerencji patogenu 

na poziomie OUN. Z kolei błony komórek nerwowych są bogate w fosfolipidy, które 

zawierają szczególnie duże ilości PUFAs, w tym zwłaszcza arachidonoweg 

i eikozapentaenowego, które ze względu na dużą liczbę wiązań nienasyconych są niezwykle 

podatne na działanie RFT. W wyniku tego działania powstają stosunkowo duże ilości 

reaktywnych aldehydów, będących produktami fragmentacji oksydacyjnej, a także 

pochodnych prostaglandyn - produktów oksydacyjnej cyklizacji łańcuchów 

węglowodorowych kwasów tłuszczowych [Raefsky i wsp. 2018]. Ze względu na dużą ilość 

kwasu AA i EPA w mózgu, powstają produkty cyklizacji tych kwasów, czyli neuroprostany, 

które są przydatne w ocenie zaburzeń metabolicznych mózgu, gdyż można je identyfikować 

na podstawie zmian poziomu neuroprostanów we krwi [Miller i wsp. 2014]. Wykazano także, 

że również przedstawiciel innej grupy cyklicznych produktów peroksydacji lipidów - 

izoprostanów (8-izo-PGF2α) bierze udział w patogenezie różnych chorób zakaźnych 

[Muhammad i wsp., Zheng i wsp. 2021]. Ponieważ izoprostany odgrywają także rolę 

w procesach prozapalnych, ich podwyższony poziom w osoczu krwi pacjentów z KZM 

wskazuje na nasilenie ogólnoustrojowego stanu zapalnego, którego celem jest zwalczanie 

infekcji. Natomiast w przypadku koinfekcji bakteryjnej obserwuje się obniżenie poziomu 8-

izo-PGF2α w porównaniu do KZM, co świadczy o upośledzeniu tego szlaku sygnałowego, 

a co za tym idzie, o mniejszej zdolności organizmu do zwalczania patogenów.  

Jednakże w procesie peroksydacji lipidów dochodzi również do reakcji oksydacyjnej 

fragmentacji łańcuchów węglowodorowych PUFAs z utworzeniem α,β-nienasyconych, 

drobnocząsteczkowych reaktywnych aldehydów takich jak dialdehyd  malonowy (MDA) i 4-

hydroksynonenal (4-HNE) [ Ayala i wsp. 2014]. Wzrost poziomu dialdehydu malonowego 

(MDA) związany jest głównie z oksydacyjną modyfikacją kwasu arachidonowego, którego 

poziom w osoczu pacjentów jest znacznie obniżony. Zatem zmiany w poziomie 

fosfolipidowych kwasów tłuszczowych i produktów peroksydacji lipidów potwierdzają 

uogólniony, w tym również w komórkach mózgu, stres oksydacyjny w organizmach 

pacjentów z kleszczowym zapaleniem mózgu i ze współistniejącymi zakażeniami 

bakteryjnymi. Efektem farmakoterapii jest istotne statystycznie obniżenie poziomu MDA 

i neuroprostanów u pacjentów z KZM po zastosowaniu farmakoterapii, wskazujące na 

poprawę ogólnoustrojowego metabolizmu fosfolipidów w tej grupie chorych. Efekt 

farmakoterapii, szczególnie biorąc pod uwagę poziom neuroprostanów, wskazuje na poprawę 

stanu bariery krew/mózg i prawdopodobnie zmniejszenie oksydacyjnego metabolizmu 
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fosfolipidów w komórkach mózgu, a tym samym lepszy stan neurologiczny pacjentów po 

leczeniu. Jednak w przypadku KZM ze współistniejącą infekcją bakteryjną znaczące 

obniżenie poziomu zaobserwowano jedynie dla MDA. Można zatem sugerować, że 

w komórkach mózgu nadal istnieją warunki prooksydacyjne i/lub stan bariery krew-mózg nie 

uległ całkowitej poprawie.  

Również poziom drugiego z klasycznych i często analizowanych 

drobnocząsteczkowych reaktywnych aldehydów  jakim jest 4-HNE  ulega znaczącemu 

podwyższeniu w KZM i koinfekcjach bakteryjnych. Elektrofilowy 4-HNE tworzy addukty 

z większością nukleofilowych składników organizmu, w tym z resztami aminokwasowymi 

białek, takimi jak cysteina, histydyna i lizyna [Barrera i wsp. 2015], zaburzając procesy 

metaboliczne, w których biorą udział zmodyfikowane białka [Gęgoteki Skrzydlewska 2019, 

Pohl i Jovanovic 2019]. 4-HNE tworzy addukty z enzymami przeciwutleniającymi, które 

mogą zmniejszać jego skuteczność przeciwutleniającą [Bauera i Zarkovic 2015 , Fang i wsp. 

2016]. Jest to bardzo prawdopodobne w przypadkach chorób analizowanych w tym badaniu, 

ponieważ poziom adduktów 4-HNE-białka jest znacząco podwyższony. Dotyczy to głównie 

peroksydazy glutationowej, której aktywność w osoczu chorych na KZM i koinfekcję 

bakteryjną jest wyraźnie obniżona. Jednakże 4-HNE może również stymulować odpowiedź 

antyoksydacyjną, pozytywnie wpływając na aktywność czynnika transkrypcyjnego Nrf2. 

W warunkach fizjologicznych Nrf2, odpowiedzialny za biosyntezę białek cytoprotekcyjnych, 

w tym przeciwutleniaczy, tworzy kompleks ze swoim białkiem hamującym cytozol, Keap1, 

które kieruje czynnik transkrypcyjny do ubikwitynacji i degradacji proteasomów [Ma i wsp. 

2015] Jednakże w warunkach utleniających zarówno RFT, jak i produkty peroksydacji 

lipidów, reagując z krytyczną resztą cysteiny Keap1, inaktywują ten inhibitor [Itoh i wsp. 

2003], co prowadzi do aktywacji Nrf2, który reguluje transkrypcję genów, w tym kodujących 

białka biorące udział w procesie utrzymanie równowagi redoks, detoksykacja, naprawa 

uszkodzeń makromolekularnych i równowaga metaboliczna [Cuadrado i wsp. 2019]. 

O wzmożonej transkrypcji genów antyoksydacyjnych świadczy znacząco podwyższony 

poziom oksygenazy hemowej, co uważa się za podstawowy wskaźnik efektywności tego 

czynnika transkrypcyjnego [Ma i wsp. 2015]. Z drugiej strony obniżenie poziomu 4-HNE 

obserwowane po leczeniu może wynikać z jego interakcji z N-końcowym aminokwasem 

kinazy c-Jun (JNK), prowadzącej do jej aktywacji i translokacji do jądra [Gęgotek 

i Skrzydlewska 2015, Parola i wsp. 1998], co może również promować aktywację Nrf2 

w odpowiedzi antyoksydacyjnej. Wcześniej stwierdzono, że nasilenie aktywności 

transkrypcyjnej genów antyoksydacyjnych przez Nrf2 koreluje z odpornością na infekcję 

HSV1 [Wyler i wsp. 2019], zatem podobna sytuacja może dotyczyć kleszczowego zapalenia 

mózgu. W stanach zapalnych, w tym w obserwowanym zakażeniu wirusem KZM 

i koinfekcjach bakteryjnych, aktywacja Nrf2 ostatecznie przywraca homeostazę redoks 

poprzez zwiększenie poziomu niezbędnych przeciwutleniaczy, w tym oksygenazy hemowej 1 

(HO-1), o której wiadomo, że jest składnikiem skutecznej odporności komórek na liczne 

patogeny [Huang i wsp. 2017], ale także dysmutazy ponadtlenkowej i reduktazy 

tioredoksyny. To może wyjaśniać, dlaczego w odpowiedzi na wprowadzenie patogenu do 

organizmu człowieka i wynikającą z tego zwiększoną produkcję RFT, zwykle towarzyszy mu 

nadprodukcja przeciwutleniaczy [Ingram 2022, Lee 2018]. Wiadomo jednak, że molekularne 
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mechanizmy oporności modelowane przez Nrf2 w odpowiedzi na stres mogą się różnić 

w zależności od rodzaju patogenu, a także odpowiedzi immunologicznej gospodarza. 

Niezależnie od bezpośredniej redukcji efektywności RFT i produktów peroksydacji 

lipidów,  działanie elementów układu antyoksydacyjnego, takich jak Trx czy GSH, których 

poziom ulega obniżeniu w wyniku obserwowanego zakażenia wirusem KZM, ich znaczenie 

metaboliczne w organizmie wiąże się także z rolą modyfikatorów działania czynnik 

transkrypcyjny NF-κB, który uczestniczy w odpowiedzi prozapalnej organizmu gospodarza 

[Liu i wsp. 2017]. Wiadomo, że Trx odpowiada za redukcję Cys62 NF-κB, niezbędnej do 

biosyntezy białek prozapalnych [Zhu i wsp. 2019]; dlatego obniżony poziom Trx w osoczu 

pacjentów z zakażeniem weirusem KZM i koinfekcjami bakteryjnymi może wskazywać na 

częściowo obniżoną aktywność transkrypcyjną NF-κB. Taki mechanizm działania Trx 

w zakażeniu wirusem KZM może wyjaśniać obserwowaną nielogiczną tendencję do 

zwiększania poziomu podjednostek NF-κB i poziomu produktu jej aktywności 

transkrypcyjnej, cytokiny prozapalnej (TNF-α), natomiast po wyzdrowieniu towarzyszy jej 

tendencja do wzrost poziomu Trx. Natomiast w przypadku koinfekcji po antybiotykoterapii 

obserwuje się tendencję do dalszego obniżania poziomu Trx i w konsekwencji obniżania się 

poziomu TNF-α. Jednakże aktywność transkrypcyjna i sygnalizacyjna NF-κB zależy także od 

poziomu GSH, który modyfikuje strukturę tego czynnika transkrypcyjnego poprzez 

glutationylację cysteiny 62, a tym samym hamuje jego działanie prozapalne [Pastore 

i Piemonte 2012]. Badania proteomiczne wykazały zwiększone tworzenie się adduktów białka 

GSH w osoczu pacjentów z KZM, a także z koinfekcjami [dane niepublikowane]. Może to 

być przyczyną obniżonego poziomu GSH w osoczu u pacjentów z KZM. Podobne wyniki 

obserwuje się w przypadku niektórych infekcji bakteryjnych, w tym wywołanych przez B. 

burgdorferi, które indukują glutationylację białek w organizmie gospodarza [Kerstholt i wsp. 

2018]. GSH może glutationylować IKK – inhibitor NF-κB w osoczu pacjentów z KZM, 

szczególnie w przypadku koinfekcji, co wskazuje na możliwość zwiększenia efektywności 

tego czynnika transkrypcyjnego. Glutationylacja poprzez indukcję aktywacji szlaku NF-κB 

powoduje wzrost ogólnoustrojowego stanu zapalnego, znacznie silniejszy u pacjentów 

współzakażonych, gdy GSH silniej modyfikuje IKK niż u pacjentów z KZM. Dodatkowo 

w osoczu pacjentów zakażonych chorobami odkleszczowymi obserwuje się wysoki poziom 

kinaz, w tym PKA, PKC i CDK4. Zakłóca to szlaki sygnalizacyjne zależne od fosforylacji. 

Glutationylacja białek jest głównym mechanizmem odpornościowym redoks, który wpływa 

nie tylko na funkcję NF-κB, ale także na białka takie jak STAT3, PKA, TRAF3 i TRAF6 

[Mullen i wsp. 2020]. Dlatego też, hamując sygnalizację za pośrednictwem NF-κB GSH 

może również odgrywać rolę przeciwzapalną i wywierać działanie ochronne w infekcjach 

[Ghezzi i wsp. 2011]. Jednakże wyniki opisane w tym badaniu dodatkowo uzupełniają tę 

wiedzę o informację, że poziom grup karbonylowych białek w przypadku koinfekcji są 

istotnie niższy w porównaniu do poziomu CBO w osoczu chorych na KZM, stąd indukcja 

aktywności NF-κB może być niższa niezależnie od poziomu jego podjednostek, podobnie 

w obu grupach pacjentów. Z drugiej strony 4-HNE, którego poziom jest podwyższony 

w osoczu chorych na KZM i pacjentów współzakażonych, wpływa zarówno na bezpośrednią, 

jak i pośrednią sygnalizację prozapalną. Wiążąc się z cytoplazmatycznym inhibitorem NF-κB 

– IkB, 4-HNE może zwiększać aktywność transkrypcyjną NF-κB, co objawia się 

podwyższonym poziomem TNF-α [Ji i wsp. 2001], który wiążąc się z odpowiednimi 
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receptorami stymuluje ekspresję NF-κB. Wiadomo również, że interakcja 4-HNE z TLR 

zapobiega aktywacji tego białka transbłonowego, które tłumi funkcje odpornościowe 

inicjujące aktywację NF-κB podczas infekcji bakteryjnej [Kim i wsp. 2009]. 

Stres oksydacyjny towarzyszący wirusowemu zapaleniu mózgu jak i koinfekcjom 

bakteryjnym towarzyszącym tej chorobie wirusowej sprzyja modyfikacjom metabolizmu 

lipidów nie tylko kontrolowanym przez RFT, ale również przez enzymy metabolizujące 

lipidy, w tym głównie fosfatazy, cyklooksygenazy i lipoksygenazy [Lopes Pires i wsp. 2017], 

których aktywność zwykle wzrasta w warunkach stresu oksydacyjnego, ze zwiększonym 

poziomem RFT [Lopes Pires i wsp. 2017]. W konsekwencji w warunkach infekcji (KZM) 

i koinfekcji bakteryjnej (koinfekcje) dochodzi do zwiększonej aktywacji enzymów 

lipolitycznych, w tym fosfolipazy A2 (PLA2) uwalniającej zarówno kwasy tłuszczowe, jak 

i produkty ich cyklizacji ze struktur lipidowych, a także cyklooksygenaz 1 i 2 (COX 1/2) oraz 

lipooksygenaz (LOX), w tym lipooksygenazy-5 (LOX 5), które metabolizują PUFAs do 

mediatorów lipidowych [Joshi i wsp. 2016]. Wyniki niniejszej pracy pokazują, że aktywność 

PLA2 w osoczu krwi pacjentów z infekcją wirusową (KZM) aktywność tego enzymu jest 

podwyżśzona w trakcie i po leczeniu, natomiast w przypadku koinfekcji bakteryjnej jest 

podwyższona tylko przed leczeniem. Skutkuje to dodatkowym, niezależnym od peroksydacji 

lipidów, obniżeniem stężenia fosfolipidowych kwasów tłuszczowych w osoczu, przy 

jednoczesnym wzroście poziomu wolnych kwasów tłuszczowych w osoczu przed leczeniem, 

szczególnie u pacjentów z kleszczowym zapaleniem mózgu. Wcześniejsze dane literaturowe 

wykazały, że w zakażeniu HCV wielonienasycone kwasy tłuszczowe, w tym AA, mogą 

nasilać przeciwwirusowe działanie IFN-α i przyczyniać się do aktywności antypatogennej 

[Leu i wsp. 2004]. Ponadto dane literaturowe pokazują również, że aktywność indukowalnej 

izoformy cyklooksygenazy (COX 2) jest regulowana w górę podczas infekcji wirusem grypy, 

przyczyniając się do nasilonej odpowiedzi cytokinowej obserwowanej w ciężkich infekcjach 

H5N1 u ludzi [Lee i wsp. 2011]. W konsekwencji można zasugerować, że znaczny wzrost 

aktywności enzymów metabolizujących PUFAs może być odpowiedzią organizmu na 

infekcję. 

Dalsze konsekwencje wynikające ze zwiększonej aktywności enzymów 

odpowiedzialnych za metabolizm PUFAs do mediatorów lipidowych, w tym 

endokannabinoidów i eikozanoidów wynikają z ich działania, zarówno bezpośredniego, jak 

i pośredniego, głównie poprzez aktywację receptorów błonowych, które modulują zarówno 

równowagę redoks, jak i stan zapalny [Karu i wsp. 2022]. W wyniku enzymatycznego 

metabolizmu fosfolipidów powstają endokannabinoidy, które są istotnymi mediatorami 

lipidowymi regulującymi metabolizm komórkowy związany ze stresem oksydacyjnym oraz 

sygnalizacją prozapalną, gdyż oprócz roli modulatorów metabolizmu w OUN, 

endokannabinoidy są również obwodowymi mediatorami immunologicznymi, o działaniu 

przeciwzapalnym lub prozapalnym w zależności od ich składu chemicznego i aktywowanych 

przez nie receptorów (głównie receptorów endokannabinoidowych - CB1 i CB2) [Lu 

i Mackie 2021] Do najobficiej występujących endokannabinoidów należą pochodne kwasu 

arachidonowego, takie jak N-arachidonoiloetanoloamina (AEA) i 2-arachidonoiloglicerol (2-

AG), oraz pokrewne związki będące metabolitami innych kwasów tłuszczowych, takie jak N-

oleiloetanoloamina (OEA), N-palmitoiloetanoloamina (PEA) [Finn i wsp. 2021]. Spośród 

endokannabinoidów przedstawionych w niniejszej pracy, znaczący wzrost stężenia AEA 
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i OEA obserwuje się jedynie w osoczu pacjentów z kleszczowym zapaleniem mózgu, podczas 

gdy w przypadku współzakażenia bakteryjnego obserwuje się wzrost poziomu tylko AEA. 

Może to sugerować, że podwyższony poziom endokannabinoidów jest głównie konsekwencją 

hamowania aktywności enzymów rozkładających te mediatory lipidowe [Sakin i wsp. 2015]. 

Dane literaturowe wskazują również, że w infekcjach wirusowych wywołanych przez HIV 

lub wirusa Theiler, AEA może uczestniczyć w regulacji stanu zapalnego poprzez obniżenie 

poziomu cytokin prozapalnych i aktywację szlaków przeciwzapalnych w komórkach 

immunosupresyjnych [Krishnan i Chatterjee  2014, Mestre i wsp. 2011]. Natomiast OEA ma 

również właściwości przeciwzapalne i przeciwutleniające, co zapobiega uszkodzeniom 

śródbłonka naczyniowego [Di Paola i wsp. 2018]. 

Wiadomo, że endokannabinoidy działają jako agoniści receptorów związanych 

z białkiem G, takich jak CB1, CB2, TRPV1 i PPAR, których zwiększoną ekspresję 

zaobserwowano w granulocytach pacjentów z kleszczowym zapaleniem mózgu 

i współzakażeniem bakteryjnym. Receptory te są zaangażowane zarówno w regulację 

równowagi redoks, jak i stanu zapalnego [Apostu i wsp. 2019]. Wiadomo, że aktywacja 

receptorów CB1 zwiększa wytwarzanie RFT i TNF-α, co może nasilać stres oksydacyjny 

i stan zapalny, natomiast aktywacja receptorów CB2 sprzyja zmniejszeniu wytwarzania RFT 

i TNF-α, co prowadzi do redukcji stresu oksydacyjnego i stanu zapalnego [Han i wsp. 2009], 

co może przyczyniać się do zmniejszenia infekcji wirusowej i bakteryjnej. Na taki 

wielokierunkowy efekt wskazuje silna aktywacja receptorów CB1 u pacjentów ze 

współistniejącymi infekcjami (koinfekcje), a jednocześnie znacznie niższa aktywacja 

receptorów CB2 w granulocytach tych pacjentów. Ponadto wykazano, że receptor CB2, 

ulegający ekspresji głównie w komórkach układu odpornościowego zmniejszających 

produkcję RFT i TNF-α, nie tylko redukuje zarówno stres oksydacyjny, jak i stan zapalny 

[Han i wsp. 2009], ale także reguluje kinazy białkowe aktywowane mitogenami (MAPK), 

a niektóre MAPK również stymulują fosfolipazy, w tym PLA2 [Correa i wsp. 2009, Han 

i wsp. 2015]. Wiadomo również, że poprzez aktywację rodziny receptorów z rodziny PPAR, 

endokannabinoidy hamują reakcje zapalne i wzmacniają odpowiedź gospodarza na stan 

zapalny [Borrelli i wsp. 2015]. Wyniki niniejszej pracy, które wskazują na znacznie niższą 

aktywację PPAR w przypadku współzakażenia niż w przypadku samego zakażenia wirusem 

KZM zdają się to potwierdzać powyższe sugestie. Natomiast dane literaturowe wskazują, że 

w przypadku innych chorób wirusowych, w tym COVID-19, OEA, której ekspresja jest 

również podwyższona  tylko u pacjentów z KZM jest odpowiedzialna za osłabienie regulacji 

ekspresji genów prozapalnych związanych z czynnikiem transkrypcyjnym NF-κB [Ghaffari 

i wsp. 2020, Akbari i wsp. 2022], a także moduluje efekty częściowo pośredniczące przez 

PPARα [Flannery i wsp. 2021]. Ponadto u pacjentów z COVID-19 stwierdzono również, że 

aktywacja układu endokannabinoidowego (ECS) zmniejsza replikację wirusa i poziom 

cytokin prozapalnych [Lucaciu i wsp. 2021], dlatego podobną odpowiedź układu 

endokannabinoidowego, szczególnie w przypadku KZM, ale częściowo także w przypadku 

koinfekcji, można uznać za korzystny, a nawet pro-przeżyciowy efekt zakażonego organizmu. 

W wyniku nasilonego przez PLA2 enzymatycznego metabolizmu endokannabinoidów 

i hydrolizy fosfolipidów, zwłaszcza tych zawierających kwas arachidonowy, 

a w konsekwencji enzymatycznego metabolizmu PUFAs, zależnego od aktywności COX 1/2 

i LOXs, generowana jest inna grupa mediatorów lipidowych jakimi są eikozanoidy, które 
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mogą mieć zarówno działanie pro- jak i przeciwzapalne [Dennis i Norris 2015]. Dane 

literaturowe wyraźnie wskazują, że podczas infekcji aktywność PLA2 promowana przez 

wirusa jest niezbędna do produkcji 15-HETE i 13-HODE, i że są to dwa główne mediatory 

pochodzące z PUFAs, które należą do szlaków modulujących stan zapalny [Leghmar i wsp. 

2015, Karu i wsp. 2022]. Zatem wzrost stężenia 13-HODE obserwowany po farmakoterapii 

pacjentów z kleszczowym zapaleniem mózgu i współzakażeniami bakteryjnymi (koinfekcje) 

może potwierdzać ustąpienie procesu chorobowego. Ponadto 13-HODE hamuje adhezję 

płytek krwi i apoptozę makrofagów [Karu i wsp. 2022], a także jest ligandem aktywującym 

receptor TRPV1 [Leghmar i wsp. 2015], którego zwiększoną aktywację obserwuje się 

w granulocytach pacjentów zarówno z KZM, jak i współzakażeniami bakteryjnymi. 

W przeciwieństwie do tego, poziom 15-HETE nie wykazuje wzrostu, ale tendencję do spadku 

po farmakoterapii. Może to wynikać z faktu, że 15-HETE ulega dalszemu metabolizmowi 

jako prekursor biosyntezy lipoksyny LXB4, która jest ważnym agonistą zakończenia stanu 

zapalnego [Biagini i wsp. 2022]. Zatem taka zmiana poziomu tych mediatorów może 

wskazywać na rzeczywiste ustąpienie stanu zapalnego. Wyniki niniejszego badania wskazują 

na ten sam kierunek zmian aktywności PLA2 i 15-HETE, co może również potwierdzać ich 

wzajemne oddziaływanie w przypadku KZM. Natomiast obniżony poziom 15-PGJ2 

obserwowany w osoczu pacjentów zarówno z KZM, jak i współzakażeniami bakteryjnymi, 

który poprzez obniżenie poziomu TNF-α zmniejsza aktywację prozapalnego czynnika 

transkrypcyjnego NF-B [Prasad i wsp. 2008], wskazuje na istniejący stan zapalny 

u pacjentów zarówno z KZM, jak i koinfekcjami oraz bardzo powolne ustępowanie stanu 

zapalnego po farmakoterapii. 

Ponadto w osoczu pacjentów z KZM, a także ze współistniejącymi infekcjami 

bakteryjnymi obserwuje się, podwyższone poziomy LTB4. Wiadomo natomiast, że 

leukotrieny B4 (LTB4), powstające pod wpływem LOX 5 z kwasu arachidonowego, są 

zaangażowane we wczesne etapy stanu zapalnego podczas infekcji [Brandt i wsp. 2018]. 

Wykazano, że LTB4 promuje migrację i przeżycie neutrofili, zwiększa wydzielanie enzymów 

z granulek neutrofili i produkcję anionorodników ponadtlenkowych [Widegren i wsp. 2011]. 

Te leukotrieny mogą również uczestniczyć w rekrutacji limfocytów T do miejsc zapalenia [Li 

i wsp. 2015]. Wiadomo również, że LTB4 indukuje uwalnianie peptydu 

przeciwdrobnoustrojowego z neutrofili, a w niektórych przypadkach hamuje replikację 

wirusów [Widegren i wsp. 2011, Gaudreaul i Gosselin 2008]. Można zatem sugerować, że 

kilkukrotny wzrost poziomu LTB4 obserwowany na początku infekcji wirusem KZM 

stymuluje odpowiedź ochronną przed patogenami. Badania na myszach zakażonych wirusem 

grypy wykazały, że podawanie egzogennego LTB4 ma korzystny wpływ na przebieg infekcji 

[Gaudreault i Gosselin 2008]. Można zatem sugerować, że jest to powodem, iż  po leczeniu 

obserwuje się znaczne zmniejszenie poziomu LTB4 w przebiegu KZM. Z drugiej strony, 

w przypadku współzakażenia wirusowo-bakteryjnego występuje znacznie mniejszy wzrost 

poziomu LTB4 i mniejsza redukcja po leczeniu. Badania nad metabolicznymi 

konsekwencjami zakażenia Mycobacterium tuberculosis wykazały, że prawidłowy stosunek 

LTB4/PGE2 jest niezbędny do kontrolowania odpowiedzi immunologicznej gospodarza, co 

sugeruje, że optymalna produkcja PGE2 jest również wymagana do skutecznej odpowiedzi 

immunologicznej [Sorgi i wsp. 2020]. Może to sugerować, że również w przypadku innych 

infekcji, w tym KZM i współinfekcjach bakteryjnych, sytuacja może być podobna. Jednak 
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u pacjentów z kleszczowym zapaleniem mózgu i współzakażeniem obserwuje się obniżone 

poziomy PGE2, co może przyczyniać się raczej do osłabienia odpowiedzi immunologicznej. 

Wiadomo ponadto, że eikozanoidy działają głównie poprzez receptory błonowe i że 

zarówno 13-HODE, jak i 15-HETE są agonistami receptorów PPARγ, promując tym samym 

redukcję stanu zapalnego [Karu i wsp. 2022], a dodatkowo 13-HODE jest również ligandem 

aktywującym receptor TRPV1 [Leghmar i wsp. 2015], którego zwiększoną aktywację 

obserwuje się w granulocytach pacjentów zarówno z kleszczowym zapaleniem mózgu, jak 

i współzakażeniami bakteryjnymi.  Biorąc jednak pod uwagę fakt, że oceniane receptory 

aktywowane są pod wpływem różnych mediatorów lipidowych, nie jest możliwe 

jednoznaczne powiązanie zmian w poziomie mediatorów i aktywowanych receptorów. 

Z drugiej strony, wyniki dotyczące receptorów wskazują, że wszystkie badane receptory są 

bardziej aktywowane na początku choroby, co zmniejsza się, zwykle tylko nieznacznie, po 

farmakoterapii. Taka odpowiedź może zatem wyraźnie wskazywać na regresję procesu 

chorobowego, ale nie wskazuje na stan fizjologiczny. 

 

Podsumowanie 

Rosnąca liczba zakażeń wirusem kleszczowego zapalenia mózgu oraz  koinfekcji 

bakteryjnych stwarza narastające problemy diagnostyczny i terapeutyczne. Świadczą o tym 

stosunkowo niewielkie różnice w wartościach analizowanych parametrów metabolicznych 

obserwowane w obu grupach pacjentów, zarówno przed, jak i po farmakoterapii. Należy 

jednak brak pod uwagę fakt, że niewielkie różnice we krwi pacjentów zakażonych tylko 

wirusem jak i wirusem oraz bakteriami mogą wskazywać na pojawiający się efekt 

konkurencji między patogenami.  

Jednak należy brać pod uwagę fakt iż odpowiedz metaboliczna żywiciela różnicuje 

jednak klasyczne zakażenie wirusem kleszczowego zapalenia mózgu od koinfekcji 

spowodowanej zakażeniem tymże wirusem oraz bakteriami (Borrelia burgdorferi lub 

Anaplasma phagocytophilum) Dotyczy to w szczególności zwiększonej aktywności TrxR 

w przypadku KZM i obniżonej w przypadku koinfekcji, co może znaleźć zastosowanie 

w diagnostyce różnicowej i terapii. Poza tym obniżone poziom przeciwutleniaczy (Trx 

i GSH) oraz zwiększone stężenie produktów peroksydacji lipidów (4-HNE i 8-iso-PGF2α) 

sprzyjają modyfikacjom struktury i funkcji białek, np. czynników transkrypcyjnych (Nrf2 

i NF-B) modelując w ten sposób ich skuteczność. Z drugiej strony zwiększenie poziomu Trx 

po terapii może przyczynić się do nasilenia procesu zapalnego. Z kolei niższy poziom 8-izo-

PGF2α obserwowany w przypadku koinfekcji może wskazywać na upośledzenie zdolności 

organizmu do reagowania na nasilenie stanu zapalnego.  

Również obserwowana w niniejszej pracy zmiana w metabolizmie fosfolipidów 

osocza u pacjentów z kleszczowym zapaleniem mózgu oraz koinfekcjami bakteryjnymi 

wskazuje na zaburzenia metabolizmu fosfolipidów prowadzące do nadprodukcji ich 

metabolitów powstających w reakcjach enzymatycznych w tym z grupy endokannabinoidów 

i eikozanoidów, które biorą udział w dalszych przemianach metabolicznych w organizmie 

człowieka, bezpośrednio lub poprzez aktywację receptorów błonowych, co utrudnia 

jednoznaczne określenie konsekwencji tych modyfikacji. Częściowe zmniejszenie zmian po 
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klasycznej farmakoterapii wyraźnie wskazuje jedynie na cofnięcie się procesu chorobowego, 

a nie na powrót organizmu do stanu fizjologicznego.  

Dlatego też, chcąc zapewnić nową perspektywę, zarówno diagnostyczną, jak 

i terapeutyczną, istnieje dalsza potrzeba analizy zmian metabolicznych w odniesieniu do 

większych grup pacjentów z KZM i koinfekcją. Natomiast biorąc pod uwagę przedstawione 

wyniki, w tym stres oksydacyjny i w konsekwencji zaburzony metabolizm fosfolipidów, 

można sugerować dodanie przeciwutleniaczy do klasycznej farmakoterapii zakażeń KZM, 

zwłaszcza przy koinfekcjach bakteryjnych. 
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VI. Wnioski 

1. Zakażenie wirusem KZM oraz koinfekcje sprzyjają powstawaniu stresu 

oksydacyjnego wywołanego zmianami w aktywności/poziomie parametrów 

prooksydacyjnych oraz w większości przypadków obniżeniu aktywności/poziomu 

parametrów antyoksydacyjnych, co skutkuje nasiloną peroksydacją lipidów 

i oksydacyjnymi modyfikacjami białek. Obserwowany wzrost ekspresji czynnika 

transkrypcyjnego Nrf2 odpowiedzialnego za biosyntezę białek antyoksydacyjnych  nie 

równoważy oksydacyjnych modyfikacji struktury/aktywności białek 

antyoksydacyjnych, co  skutkuje przesunieciem równowagi redoks w kierunku 

prooksydacyjnym. 

 

2. Klasyczne leczenie zarówno zakażenia wirusem KZM oraz koinfekcji jedynie 

w nieznaczny sposób modyfikuje równowagę redoks w porównaniu do stanu 

początkowego choroby, co świadczy o nieskuteczności leczenia w odniesieniu do 

omawianych zaburzeń metabolicznych. Niższy poziom 8-iso-PGF2α w koinfekcjach 

wirusowo-bakteryjnych wskazuje na upośledzenie zdolności organizmu do nasilenia 

stanu zapalnego i zwalczania koinfekcji, natomiast podwyższony poziom Trx po 

terapii może wskazywać na ciągle istniejący proces zapalny, co potwierdzają poziomy 

NF-B i TNF-.   

 

3. Stres oksydacyjny spowodowany zakażeniem wirusem KZM oraz koinfekcjami 

sprzyja podwyższeniu aktywności enzymów lipolitycznych, a zwłaszcza indukowalnej 

izoformy COX (COX 2), czego konsekwencją jest nasilony metabolizm fosfolipidów 

(oceniany na poziomie fosfolipidowych oraz wolnych PUFAs) ze wzmożoną 

generacją metabolitów wolnych PUFAs,  w tym endokannabinoidów (głownie AEA) 

oraz eikozanoidów pro-zapalnych i obniżonym poziomem eikozanoidów 

antyzapalnych, które działając zarówno bezpośrednio jak i poprzez receptory związane 

z białkiem G zwrotnie nasilają odpowiedź prooksydacyjną i prozapalną.  

 

4. Klasyczna farmakoterapia zakażenia wirusem KZM oraz koinfekcji częściowo 

redukuje zaburzony metabolizm fosfolipidowych oraz wolnych PUFAs, jednak nie 

w sposób na tyle istotny, aby doprowadzić do stanu fizjologicznego. 

 

5. Klasyczna farmakoterapia nie doprowadza do stanu fizjologicznego, a jedynie 

zmniejsza nasilenie zaburzeń metabolicznych związanych ze stresem oksydacyjnym 

i jego konsekwencjami oraz stanem zapalnym. Obserwowana odpowiedź 

metaboliczna organizmu chorych na choroby przenoszone przez kleszcze sugeruje 

rozważenie wprowadzenia do farmakoterapii preparatów antyoksydacyjnych, w tym 

o charakterze lipofilowym, które chroniłyby błony biologiczne przed skutkami 

metabolicznymi zakażeń. 
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VII. Streszczenie w języku polskim  

Kleszcze żyjące w środowisku człowieka, mogą być nosicielami różnych 

patogenów, w tym wirusa kleszczowego zapalenia mózgu (KZM) oraz bakterii (Borrelia 

burgdorferi i Anaplasma phagocytophilum). Ze względu na zmiany klimatyczne sprzyjające 

zwiększającej się liczbie kleszczy w środowisku naturalnym człowieka obserwuje się coraz 

więcej infekcji oraz koinfekcji powodowanych przez te mikroorganizmy, co stanowi problem 

zarówno diagnostyczny jak i terapeutyczny.   

W konsekwencji celem pracy było określenie zmian równowagi oksydacyjno-

antyoksydacyjnej i stanu zapalnego oraz ocena zaburzeń metabolicznych na poziomie lipidów 

i białek, ze szczególnym uwzględnieniem biologicznie aktywnych produktów metabolizmu 

lipidów u pacjentów zakażonych wirusem KZM oraz pacjentów z koinfekcjami 

powodowanymi przez Borrelia burgdorferi i Anaplasma phagocytophilum. Zgoda na badania 

udzielona została przez Komisję Bioetyczną Uniwersytetu Medycznego w Białymstoku (nr R-

I-002/169/2018). 

 Do badań zakwalifikowano osoby pokłute przez kleszcze, w liczbie 40 pacjentów 

z rozpoznaniem kleszczowego zapalenia mózgu (KZM), w tym 14 kobiet i 26 mężczyzn oraz 

6 pacjentów z KZM oraz koinfekcjami, spowodowanymi przez bakterie Borrelia burgdorferi 

(borelioza z Lyme - LB) i Anaplasma phagocytophilum (ludzka anaplazmoza granulocytarna 

– HGA), 4 kobiety i 2 mężczyzn, leczonych w Klinice Chorób Zakaźnych i Neuroinfekcji 

Uniwersytetu Medycznego w Białymstoku. Do badań wykorzystano osocze oraz granulocyty 

i limfocyty krwi pacjentów z KZM i z koinfekcjami (KZM+borelioza/analpazmoza) oraz 

osób z grupy kontrolnej (20) dobranych pod względem wieku i płci do grupy badanej. Krew 

pacjentów  pobierana była po przybyciu do szpitala oraz po zakończeniu leczenia.  

Wyniki uzyskano standardowymi metodami stosowanymi w badaniach 

biochemicznych, w tym: poziom białek oznaczano techniką Elisy, aktywności enzymoów 

oceniano metodami spektrofotometrycznymi, poziomy fosfolipidowych i wolnych PUFAs 

oraz produktów peroksydacji lipidów metodami wykorzystującymi GC/FID; GCMS i LCMS. 

Produkty enzymatycznego metabolizmu PUFAs (endokannabinoidy i eikozanoidy oznaczano 

metodami z wykorzystaniem LCMS. 

Stwierdzono, że KZM oraz koinfekcje bakteryjne promują wzmożone wytwarzanie 

RFT i zmniejszenie obrony antyoksydacyjnej, zwłaszcza w odniesieniu do składników 

układów: glutationu i tioredoksyny w osoczu, pomimo zwiększonej efektywności czynnika 

transkrypcyjnego Nrf2 w granulocytach. Zaobserwowany stres oksydacyjny sprzyja 

modyfikacjom oksydacyjnym fosfolipidów z istotnie podwyższonym stężeniem produktów 

peroksydacji lipidów (4-HNE, MDA, 8-isoPGF2α, neuroprostany), a także modyfikacji białek 

ocenianych jako addukty 4-HNE-białka, grupy karbonylowe i dityrozyna oraz spadek 

poziomu tryptofanu, które mogą sprzyjać strukturalnej i funkcjonalnej modyfikacji 

czynników transkrypcyjnych: Nrf2 i NF-B Jednocześnie obserwuje się obniżenie poziomu 

fosfolipidowych i wolnych wielonienasyconych kwasów tłuszczowych (LA, AA, EPA). 

Uzyskane wyniki wskazują na potencjalną możliwość wykorzystania ocenianych parametrów 

metabolicznych do wprowadzenia farmakoterapii celowanej w przypadkach 
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zakażeń/koinfekcji. Wzmożona aktywność enzymów metabolizujących fosfolipidy i wolne 

PUFAs (PLA2, COX1/2, NOX5) przyczynia się do podwyższenia poziomu 

endokannabinoidów i eikozanoidów (13-HODE, 15-HETE, LTB4) z obniżeniem 

przeciwzapalnego 15-PGJ2, czemu towarzyszyła aktywacja receptorów granulocytów (CB1, 

CB2, TRPV1, PPARγ) przed farmakoterapią i wykazywała jedynie tendencję do normalizacji 

po leczeniu.  

Uzyskane wyniki potwierdzają  problemy terapeutyczne dla chorób przenoszonych 

przez kleszcze. Świadczą o tym stosunkowo niewielkie różnice w parametrach 

metabolicznych w obu grupach pacjentów, zarówno przed, jak i po farmakoterapii. Można 

sugerować, że tylko częściowa redukcja zmian po klasycznej farmakoterapii wskazuje jedynie 

na cofnięcie się procesu chorobowego, a nie na powrót organizmu do stanu fizjologicznego. 

Dlatego też, biorąc pod uwagę przedstawione wyniki oraz fakt, że zaburzony metabolizm 

fosfolipidów na ogół wiąże się ze stresem oksydacyjnym, można sugerować rozważenie 

wprowadzenia przeciwutleniaczy, w tym zwłaszcza lipofilowych, do klasycznej 

farmakoterapii zakażeń KZM, zwłaszcza w przypadku koinfekcji. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



68 
 

 

VIII. Streszczenie w języku 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-I-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 Białystok. 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-isoPGF2α, 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, PPARγ) 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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