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1. Wprowadzenie

Substancje psychoaktywne sa znane ludzkosci od tysigey lat. Na przestrzeni wiekow
rodzaj substancji psychoaktywnych, ich liczba, jak réwniez sposdb oraz cel
wykorzystywania znacznie si¢ zmienil. Ws$rdéd substancji  psychoaktywnych
wyodrebniono niedawno dodatkowg grupe tzw. ,,srodkow zastepczych”, ktore w jezyku
potocznym zyskaly miano ,,dopalaczy”. Z uwagi na fakt, iz substancje z grupy
dopalaczy posiadajg krotka histori¢ uzytkowania i sg malo poznane, istnieje bardzo
niewiele informacji na temat skutkéw ubocznych ich przyjmowania oraz mechanizmow
dziatania.

Modelowym zwiazkiem z grupy dopalaczy wybranym do badan przedstawionych
w rozprawie doktorskiej jest N-benzylopiperazyna (BZP), ktéra jako substancja
psychoaktywna nazywana ,,legalna Ecstasy™ po raz pierwszy pojawila si¢ na rynku
narkotykowym w 1999 roku [1,2]. Od tego momentu dopalacz zyskal popularnosé¢
w wielu krajach na swiecie, w tym réwniez w Polsce.

Okreslenie ,legalna Ecstasy” jest efektem podobienstwa w mechanizmie
psychostymulujgcego dziatania tych dwoch substancji. Wyniki badan sugerujg, ze BZP
wykazuje posrednie i bezposrednie dziatanie sympatykomimetyczne, Stymuluje
uwalnianie i hamuje wychwyt zwrotny dopaminy (DA), serotoniny (5-HT)
i noradrenaliny (NA) [3-5].

Efekty dziatania BZP okres$lane jako ,,pozytywne” sg 10-krotnie stabsze od efektow
uzyskiwanych po przyjeciu amfetaminy [5,6], a zalicza si¢ do nich m.in.: zwigkszenie
wydolno$ci psychicznej i fizycznej, poprawa pamigci, zwigkszenie poczucia wlasnej
wartosci oraz utatwione kontakty miedzyludzkie [7]. Wsrdd najczesciej wystepujacych
efektow niepozadanych podawane sg natomiast: bezsennos$¢, Igk, nudnosci, wymioty,
kotatanie serca, hustawki nastroju, splatanie i drazliwo$¢ [8,9]. Zglaszane skutki
niepozadane wskazuja takze na toksyczno$¢ ksenobiotyku, ktory przyjmowany w zbyt
duzych dawkach, moze prowadzi¢ do powaznych skutkéw zdrowotnych.

Zawarto$¢ BZP w preparatach jest bardzo zréznicowana. Substancja ta wystepuje
czgsto w potaczeniu z innymi pochodnymi piperazyny, a przeci¢tng dawke dopalacza
szacuje si¢ na 50-200 mg [10]. Od dawki, jak rowniez od czasu, jaki mingt pomiedzy

przyjeciami, zalezy nasilenie efektéw dziatania BZP, takze tych niepozadanych.

! Ecstasy, inaczej MDMA — popularne okreslenia dla substancji  psychoaktywnej

3,4-metylenodioksymetamfetaminy



Obserwowane napady drgawkowe u neurologicznie zdrowych os6b, moga
wskazywa¢ na neurodegeneracyjne wiasciwosci tego ksenobiotyku [8]. Ponadto
organem szczeg6lnie narazonym na toksyczny wplyw tego zwiagzku wydaje si¢ by¢
watroba bedgca miejscem metabolizmu BZP [11]. Znane sg rowniez opisy kliniczne
nefrotoksycznego dzialania BZP, co potwierdzaja niektore doniesienia naukowe [12].
Zaburzen funkcjonowania wymienionych narzagdow mozna potencjalnie spodziewac si¢
u o0sob bedacych aktywnymi uzytkownikami dopalacza. Na podstawie
przeprowadzonych badan i obserwacji stwierdzono, iz BZP posiada waski margines
bezpieczenstwa, nawet w przypadku ,,rekreacyjnego” lub okazjonalnego uzytkowania
[8]. Przyjmowanie preparatow zawierajagcych w swoim sktadzie BZP wigze si¢ zatem
Z powaznymi zagrozeniami dla zdrowia, a nawet zycia. Wystgpowanie wymienionych
objawow niepozadanych oraz efektow toksycznego dziatania ksenobiotyku, czgsto jest
wynikiem przyjecia wigkszej dawki niz powszechnie stosowana [13]. Nalezy
wspomnie¢ takze o Sytuacjach nie§wiadomego uzywania BZP, bedacych skutkiem na
przyktad kupowania preparatow, ktorych sklad jest inny, niz deklarowany na
opakowaniu, jak zostalo przedstawione w pracy Davisa [14] albo celowego
wprowadzania uzytkownikéw w btad, poprzez brak informacji o sktadzie kupowanych
produktow psychoenergetyzujacych [15].

Pomimo tego, iz obecnie BZP nalezy do substancji prawnie zabronionych lub
kontrolowanych w wigkszosci krajow, dopalacz ten catkowicie nie zniknat
z uzycia [16]. Za niestabngca popularnoscia benzylopiperazyny przemawiajg takze inne
dane ankietowe, wedle ktorych pomimo delegalizacji, 2,1% respondentow przyznaje si¢
do przyjmowania BZP [17], niezaleznie od mozliwosci wystgpienia efektow
niepozadanych.

Pomimo stosunkowo diugiej, jak na zwiazki z grupy dopalaczy, historii BZP,
informacje na temat jej toksycznosci sa glownie efektem obserwacji o0séb
przyjmujacych te substancje¢, a mechanizm toksycznego dziatania nie zostat jak dotad
wyjasniony i potwierdzony eksperymentalnie, co stato si¢ motywacja do podjecia badan
opisanych w rozprawie doktorskiej. Przedstawione badania stanowig nowoczesne
podejécie do zagadnienia dotyczacego mechanizmu dziatania ksenobiotykow na

poziomie komdorkowym.



2. Cel badan

Nadrzednym celem badan, przeprowadzonych w ramach realizacji projektu
doktorskiego i opisanych w rozprawie, byta ocena wpltywu benzylopiperazyny na
nasilanie stresu oksydacyjnego, stan energetyczny oraz proces apoptozy wybranych
typow komorek ludzkich w eksperymencie in vitro.

Opierajac  si¢ na wlasciwo$ciach, dziataniu, jak rowniez przemianach
metabolicznych, jakim ulega BZP w organizmie, w ramach realizacji projektu
badawczego podjeto proby wyjasnienia wpltywu tego ksenobiotyku na funkcje
mitochondriow, w tym zmiany potencjalu blony mitochondrialnej (AVYy) oraz
biosyntezy adenozyno-5’-trifosforanu (ATP), powstajace w wyniku zaburzen
przeptywu elektrondw w poprzek wewnetrznej blony mitochondrialne;.

Analizowano rowniez wptyw BZP na zmiany generacji reaktywnych form tlenu
(ROS) w komorkach, bedace efektem zaburzen funkcji mitochondriow oraz na
powstajace ewentualne skutki stresu oksydacyjnego w postaci uszkodzen
oksydacyjnych struktury DNA.

Do poznania wplywu BZP na proces apoptozy, analizowano szlaki indukcji
programowanej $mierci komorki poprzez ocen¢ aktywacji kaspazy-8 zwigzanej ze
szlakiem receptorowym, kaspazy zwigzanej z uszkodzeniem mitochondriéw - kaspazy-
9 oraz wykonawczej kaspazy-3.

Ponadto, w ramach realizacji celu pracy doktorskiej, wykonano analiz¢ zmian
ekspresji wybranych genow zwiazanych z procesem apoptozy pod wptywem dzialania
ksenobiotyku z wykorzystaniem reakcji tancuchowej polimerazy z analiza iloSci
produktu w czasie rzeczywistym (ang. Real-Time polymerase chain reaction; Real-
Time PCR).



3. Metodyka

Badania przedstawione w rozprawie doktorskiej majg charakter interdyscyplinarny
laczac zagadnienia z pogranicza biochemii, biologii molekularnej, toksykologii
z szerokim spektrum stosowanych metod oraz technik chemicznych i analitycznych.

Ze wzgledu na opisane dziatanie i potencjalne wlasciwosci neurodegeneracyjne oraz
metabolizm watrobowy BZP do badan wybrano linie nowotworowych ludzkich
komorek: glejowych bedacych elementem tkanki nerwowej (LN-18) oraz watrobowych
(HepG2). Inkubacj¢ komoérek z dodatkiem BZP do medium hodowlanego prowadzono
w warunkach hodowlanych przez 24 godziny.

W celu doboru stezen BZP stosowanych w badaniach, oceniono cytotoksycznos¢
ksenobiotyku w oparciu o pomiar uwalniania dehydrogenazy mleczanowej (LDH) do
medium hodowlanego. Pomiary przeprowadzono metoda spektrofotometryczng.
W wyborze stgzen kierowano si¢ rowniez danymi literaturowymi dotyczacymi
oznaczen BZP w materiale biologicznym 0s6b przyjmujacych te substancje.

Pomiary spektrofotometryczne oraz metode Lowry-Peterson wykorzystano rowniez
do oznaczenia biatka w analizowanych komorkach.

Z wykorzystaniem metody opartej na zjawisku bioluminescencji dokonano
oznaczenia ATP bedacego markerem zywotnosci komorek, ktorego poziom gwaltownie
maleje na skutek zachodzacego procesu $mierci komorek.

Depolaryzacja wewnetrznej btony mitochondrialnej zachodzaca m.in. na skutek
procesu apoptozy moze by¢ zrodtem nadmiernej produkcji ROS, ktorej efektem jest
nasilanie stresu oksydacyjnego komorek. Pomiary AV¥n, i generacji ROS wykonano
z uzyciem techniki cytometrii przeptywowej FACS.

Do oceny wplywu BZP na powstawanie stresu oksydacyjnego oraz uszkodzen
oksydacyjnych DNA wykorzystano immunoenzymatyczng metodg oznaczenia
8-hydroksy-2’-deoksyguanozyny (8-OHdG) - substancji powstajacej na skutek
dziatania ROS na struktur¢ komérkowego DNA.

W celu analizy szlaku przebiegu procesu programowanej $mierci komorek
dokonano oceny enzymatycznej aktywno$ci kaspaz, czyli proteaz cysteinowych
odgrywajacych kluczowa rolg w przebiegu apoptozy. Wykorzystano do tego pomiary
fluorescencyjne. Do badan wytypowano kaspazy inicjujace proces apoptozy: kaspaze-8,

nalezgcg do rodziny kaspaz zewnetrznego (receptorowego) szlaku, kaspaze-9, nalezaca



do rodzin kaspaz wewngtrznego (mitochondrialnego) szlaku oraz kaspazg-3 bedaca
kaspaza wykonawcza procesu apoptozy.

Analize zmian ekspresji wybranych genéw komoérek poddanych dziataniu BZP
przeprowadzono z techniki Real-Time PCR

Wszystkie wyniki przedstawiono w odniesieniu do komorek kontrolnych.

4. Wyniki badan

Ocena cytototoksycznosci BZP pozwolita zaobserwowaé¢ w przypadku linii LN-18
istotny statystycznie wzrost poziomu LDH w medium znad komorek hodowanych
Z dodatkiem odpowiednio 300 oraz 1000 pg/mL BZP, a w przypadku linii komoérek
HepG2 dodatkowo w jeszcze nizszym stezeniu 100 pg/mL.

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentow stwierdzono, iz BZP
W najwyzszym stezeniu wplywa na zaburzenia funkcji mitochondriéw komoérek obu
linii, 0 czym $wiadczy zaobserwowany zwigkszony poziom ROS, zmniejszony poziom
ATP oraz zaburzony AV¥.,. Ponadto, dzigki obserwacji zwigkszonej aktywnosci
kaspazy-3 w komorkach obu linii oraz kaspazy-9 w komorkach LN-18 wykazano, ze
dopalacz wptywa na indukcj¢ procesu apoptozy. Na podstawie okreslonego poziomu
8-OHdG stwierdzono réwniez, ze wzmozona produkcja ROS w komorkach, §wiadczaca
o nasileniu stresu oksydacyjnego pod wptywem BZP, moze by¢ przyczyng utleniania
zwiazkow endogennych, w tym powstawania uszkodzen oksydacyjnych DNA. Analiza
zmian ekspresji genéw pozwolita okreslic wptyw BZP na powstawanie stresu siateczki
endoplazmatycznej (ER), zaangazowanego w przebieg procesu apoptozy analizowanych
komorek.

Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, iz BZP stosowana w stgzeniu
porownywalnym do st¢zenia stwierdzanego w moczu 0sob przyjmujacych t¢ substancje,
wplywa na zaburzenia funkcji mitochondriow, powstawanie stresu ER, indukcje
apoptozy, stan energetyczny 1 nasilenie stresu oksydacyjnego komorek glejowych
| watrobowych. Dane te sugerujg, iz zwigzek wykazuje dziatanie hepato-

I neurotoksyczne.



5. Wnioski

Przeprowadzone eksperymenty umozliwity realizacj¢ postawionych celéw rozprawy
doktorskiej. Dokonano oceny wptywu benzylopiperazyny na proces apoptozy ludzkich
komorek: glejowych (LN-18) i watrobowych (HepG2). Przebadano dziatanie substancji
psychoaktywnej na stan energetyczny komorek, powstawanie stresu oksydacyjnego
oraz zaburzenia funkcjonowania wybranych organelli komérkowych — mitochondriow
i retikulum endoplazmatycznego.

Zaobserwowane w komorkach glejowych zaburzenia funkcji mitochondriow,
objawiajagce si¢ wzrostem potencjatu wewnetrznej blony mitochondrialne;j,
zmniejszeniem produkcji ATP 1 zwigkszong produkcja ROS, $wiadczga o zaburzeniach
mitochondridow powstajacych na skutek dziatania BZP w najwyzszych stosowanych
stezeniach. Obserwowana aktywacja kaspazy-9 (zwigzanej z mitochondrialnym
szlakiem indukcji apoptozy) i kaspazy-3 (wykonawczej) jest potwierdzeniem
zachodzacego procesu programowanej $mierci komorek linii LN-18 pod wpltywem
BZP, wskazujacym dodatkowo na udzial mitochondriow w tym procesie. Stwierdzony
poziom markera uszkodzen oksydacyjnych DNA prowadzi do wnioskow, iz nasilony
w wyniku dziatania ksenobiotyku stres oksydacyjny w komorkach glejowych moze
prowadzi¢ do nieodwracalnych zmian struktur zwigzkéw wewnatrzkomérkowych,
W tym rowniez biatek i1 lipidow. Przeprowadzona wzgledna analiza zmian ekspresji
gendéw sugeruje natomiast, iz w proces programowanej $Smierci komorek linii LN-18
hodowanych w medium z dodatkiem najwyzszego st¢zenia BZP moga byc¢
zaangazowane roéwniez inne organelle komorkowe, takie jak ER.

Na podstawie przedstawionej dyskusji otrzymanych wynikéw mozna wnioskowac,
iz BZP wykazuje wlasciwos$ci neurodegeneracyjne. Zaburzenia funkcji mitochondriow
zwigzane z hamowaniem kompleksow mitochondrialnego tancucha oddechowego
I jednoczesnym wzrostem ROS prowadzace do $mierci komorek neuronalnych leza
U podstaw wielu schorzen neurodegeneracyjnych takich jak: np.: choroba Parkinsona
czy Huntingtona [18,19]. W rozwoju patomechanizmu choroby Alzheimera
wymieniany jest natomiast stres siateczki endoplazmatycznej [20], ktorego aktywacje
pod wptywem najwyzszego stezenia BZP zaobserwowano w komorkach linii LN-18.
Na tej podstawie mozna przypuszczaé, iz osoby przyjmujace BZP moga by¢ bardziej

narazone na zachorowanie na tego typu schorzenia, a dopalacz ten moze przyspieszac



rozwdj chorob zwigzanych z zaburzeniami funkcji mitochondriow 1 stresem siateczki
endoplazmatycznej.

Analiza uzyskanych wynikéw pozwolita roéwniez wykaza¢ mechanizm
hepatotoksycznego dzialania benzylopiperazyny. Zaobserwowano wptyw ksenobiotyku
na funkcje mitochondriéw komoérek watrobowych linii HepG2 objawiajace si¢
zmniejszonym  potencjalem  blony  mitochondrialnej,  spadkiem  st¢zenia
wewnatrzkomorkowego ATP 1 wzrostem produkcji ROS. Stwierdzono, iz dzialanie
BZP polega na zaburzaniu stanu energetycznego zwigzanego ze zmniejszong produkcja
ATP w komoérkach watrobowych. Potwierdzono takze, iz powstawanie stresu
oksydacyjnego w komorkach linii HepG2 wigze si¢ jednoczesnie z mozliwoscig
powstawania uszkodzen oksydacyjnych kwasow nukleinowych komorek, o czym
$wiadczy obserwowany zwigkszony poziom markera uszkodzen DNA — 8-OHdG.

Wzmozona aktywacja kaspazy-3 przemawia za proapoptotycznym wptywem BZP
na komorki HepG2. Zwickszona ekspresja biatek zwigzanych ze stresem ER oraz
proapoptotycznego biatka BAX sugeruje natomiast, iz w proces apoptozy tych komorek
zaangazowane s3 zarOwno mitochondria, jak 1 siateczka endoplazmatyczna.
W przeciwienstwie do komorek linii LN-18, w komorkach linit HepG2 nie odnotowano
zwickszonej  aktywnoSci  kaspazy-9 aktywowanej na  skutek zwigkszenia
przepuszczalno$ci  mitochondrialnych  megakanatlow 1 wyplywu  czynnikéw
apoptotycznych do cytoplazmy. Ze wzgledu na brak obserwowanej aktywnoS$ci
kaspazy-8 oraz nasilenia ekspresji genow kodujacych ten enzym proteolityczny, nie
wykazano wplywu BZP na indukcje apoptozy droga receptorowg, ktora jest
postulowana w komorkach watrobowych narazonych na dziatanie zwiazku o podobnym
mechanizmie dziatania do BZP — MDMA [21].

Z uwagi na obserwowany wplyw BZP zaréwno na komorki linii LN-18, jak
I HepG2, mozna wnioskowa¢, iz za mechanizm toksycznego dziatania na komorki
odpowiada gléwnie BZP, natomiast nie mozna wykluczy¢ takze wplywu metabolitow
tej substancji szczegolnie na funkcje komorek watrobowych.

Wyniki badah prezentowane w niniejszej rozprawie doktorskiej moga stanowié

wstep do dalszych badan prowadzonych w warunkach in vivo.
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