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Renalaza — dziatanie, aspekty Kliniczne
| potencjal terapeutyczny

Renalase — way of action, clinical aspects

and therapeutic potential

ABSTRACT

Renalase is a small protein with a well-known struc-
ture, but a controversial mechanism of action. Due
to its structure and properties, it was initially indi-
cated that it is an enzyme similar to monoamine
oxidases. Subsequent studies have shown that pro-
tective, systemic effects are probably not associated
with enzymatic activity, but with participation in cell
signaling. Its protective role has been demonstrated
for such organs as kidneys, heart and pancreas,
however, due to its cytoprotective properties, it has
also been shown to promote the formation and de-

WSTEP

Renalaza jest niewielkim biatkiem
o strukturze przypominajacej enzymy z klasy
oksydoreduktaz, ktérego nazwa nawiazuje do
okolicznoéci jej odkrycia i wskazania nerek
jako gléwnego zrodia tej czasteczki. W ciagu
ostatnich kilkunastu lat substancja ta stala
si¢ obiektem zainteresowania badaczy wielu
dziedzin medycyny oraz nauk podstawowych.
ZaleznoSci pomigdzy aktywnoscia i steze-
niem renalazy szukano wielokrotnie w bada-
niach prowadzonych m.in. przez specjalistow
z zakresu choréb wewnetrznych, ginekologii
czy psychiatrii. Nefrolodzy od lat poszukuja
zalezno$ci migdzy stezeniem i aktywnoScia
tego niezwyklego biatka a chorobami nerek,

velopment of tumors. Based on animal models, the
efficacy of renalase administration in diminishing the
adverse effects of damage, hypoxia or inflammation
has been demonstrated. At the same time, inhibition
of renalase gene or the use of specific antibodies
blocking its action promoted inhibition of tumor
growth and improvement of patients’ overall survi-
val. Renalase may therefore be an effective thera-
peutic agent, with the occurrence of cancer appear-
ing to be a significant contraindication to its use.
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takimi jak przewlekta choroba nerek (PChN)
rozwijajaca si¢ na réznym tle, ostre uszkodze-
nie nerek czy glomerulopatie. W kardiologii
probowano laczy¢ renalaze z rozwojem nad-
ci$nienia tetniczego, choroby niedokrwiennej
serca, migotania przedsionkow, przerostu mig-
$nia sercowego czy zwickszong Smiertelnoscia
z przyczyn sercowo-naczyniowych u chorych
obciazonych kardiologicznie. W ginekologii
szukano zwiazku miedzy renalazg a rozwojem
stanu przedrzucawkowego (preeklampsji) czy
wystepowaniem cukrzycy cigzarnych. W ostat-
nich latach do grup badawczych dotaczyli tak-
ze psychiatrzy, poszukujacy zaleznoSci migdzy
jej stezeniem a stezeniami neuroprzekaznikéw
w przebiegu schizofrenii. W okresie blisko
15 lat powstalo wiele prac majacych na celu
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wyjaSnienie roli renalazy w organizmie czlo-
wieka, a mimo to funkcja tego bialka stawia
przed badaczami kolejne wyzwania i mobilizu-
je ich do intensywnych poszukiwan odpowie-
dzi na pytanie, jakie jest jego ogélnoustrojowe
znaczenie i mechanizm dziatania oraz regula-
cji jego stezenia we krwi czy w moczu. W ni-
niejszym opracowaniu podjgto prébe usyste-
matyzowania wiedzy na temat tej czasteczki
i podsumowania wynikéw dostepnych badaf
zuwzglednieniem terapeutycznego i kliniczne-
go potencjatu renalazy.

BUDOWA | MECHANIZM DZIALANIA
STRUKTURA CZASTECZKI

Renalaza zawdzigcza swoja nazwe bada-
niom opartym na Mammalian Gene Program-
me, w toku ktérych poszukiwano nowego bial-
ka o dziataniu endokrynnym, produkowanego
przez nerki. Sposrod 114 kandydatéw wylo-
niono biatko, ktére najlepiej wpasowywato sie
w okreS§lone wczesniej kryteria, na ktdre skla-
daly si¢: mate podobiefistwo sekwencji spoty-
kanych w dotychczas znanych biatkach, nie-
posiadanie przez nie domen przezblonowych
i wystepowanie w nim sekwencji mogacych
wskazywac na jego wydzielniczy charakter [1].
Ekspresja genu renalazy, RNLS, obserwowana
jest gtéwnie w nerkach, cho¢ znalez¢ ja mozna
takze wielu innych tkankach, w tym w niemal
wszystkich strukturach mézgu, narzadach en-
dokrynnych (tarczycy, przytarczycach, nad-
nerczach, przysadce moézgowej), mig¢Sniach
szkieletowych i mig¢éniu sercowym, w komor-
kach skory i tkanki tluszczowej czy w narza-
dach ukladu rozrodczego zaréwno kobiet, jak
i mezezyzn [2]. Gen RNLS jest zlokalizowany
na chromosomie 10. w pozycji q23.31 i zawiera
309462 pary zasad [1, 3]. Dotychczas zidenty-
fikowano 7 specyficznych tkankowo izoform
ludzkiej renalazy (h-renalaza 1-7), przy czym
najlepiej poznana izoforma, h-renalaza 1, jest
biatkiem o masie czasteczkowej 37,85 kDa,
zbudowanym z 342 aminokwaséw i sktadaja-
cym si¢ z 13 eksonéw [4, 5]. W swojej budo-
wie posiada dinukleotyd flawinoadeninowy
(FAD), odgrywajacy role kofaktora, oraz
peptyd sygnatowy na koficu aminowym. Topo-
logia renalazy jest znana i spotykana w wielu
flawoproteinach uczestniczacych w reakcjach
redoks, takich jak m.in. oksydaza monoamino-
wa, oksydaza L-aminokwasowa czy oksydaza
protoporfirynogenu [6]. Mimo ze typ reakcji
przeprowadzanych przez wymienione enzymy
jest zgodny z tym, ktéry postulowano dla rena-
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lazy, zadne z tych biatek nie posiada w miejscu
aktywnym reszt aminokwasowych, ktore wyste-
puja w renalazie. Stad tez okreSlenie substra-
téw dla tego biatka okazato si¢ do$¢ powaznym
wyzwaniem, opartym poczatkowo na jego za-
leznosci wzgledem innych parametréw bioche-
micznych i diagnostycznych.

WEASCIWOSCI ENZYMATYCZNE

Przez wiele lat renalaza byla szeroko de-
finiowana jako enzym flawoproteinowy pocho-
dzenia gléwnie nerkowego, ktéry odpowiada
za utlenianie krazacych we krwi amin kate-
cholowych w sposéb zblizony do dziatania mo-
noaminooksydaz A i B (MAO-A i MAO-B),
co prébowano udowodni¢ doswiadczalnie [1].
W badaniach tych zakladano, ze w przeciwien-
stwie do wymienionych enzyméw renalaza ma
charakter wydzielniczy i potencjat endokrynny,
przezcomamozliwos¢ regulowaniast¢zeniaka-
techolamin i dalej — ciSnienia tetniczego. Aby
to potwierdzi¢, inkubowano renalaze i adrena-
ling, noradrenaling lub dopaming, a szybko§¢
reakcji enzymatycznej obliczono na podstawie
stezenia powstajacego jako produkt uboczny
nadtlenku wodoru. Warto$¢ diagnostyczna po-
wyzszego testu zostala jednak szybko zakwe-
stionowana, poniewaz zaproponowana reakcja
wydaje si¢ zbyt wolna, malo efektywna i watpli-
wa pod wzgledem biochemicznym; nadtlenek
wodoru moze powstawac jako produkt samo-
utleniania si¢ katecholamin czy tez innych re-
akcji zachodzacych w prébie [7]. W kolejnych
latach zaproponowano mechanizm, w ktérym
renalaza dziata w spos6b odmienny niz pozo-
stale aminooksydazy, reagujac z tlenem i ge-
nerujac powstawanie anionorodnika ponad-
tlenkowego, ktéry utleniatby katecholaminy
do ich potencjalnie toksycznych produktéw
— aminochroméw, wykorzystujac S-NAD(P)
H jako kosubstrat [8]. Reakcja ta miataby na
celu ograniczenie niekorzystnych skutkéw zbyt
wysokiego stezenia katecholamin we krwi, przy
nieskutecznym w tym przypadku rozkladzie
z udzialem pozostalych monoaminooksydaz.
Wada tego eksperymentu byt jednak ponow-
nie brak przeprowadzenia reakcji kontrolnej
uwzgledniajacej zjawisko szybkiego samoutle-
niania katecholamin w obecnosci pierwiastkéw
§ladowych, ktére bylo prawdopodobnie pod-
stawa wysunigtych wnioskéw [6]. Inna grupa
badawcza na podstawie dwoch analiz zasuge-
rowala, ze renalaza moze utleniac i izomery-
zowa¢ a-NAD(P)H do -NAD(P)H [9, 10].
Postawiona teza okazata si¢ pézZniej biedna,
a u jej podstaw lezaly sposéb przechowywania



materialu do analiz i poszukiwanie niewta-
Sciwego substratu dla renalazy, ktéry musiat
si¢ znajdowaé juz w prébach zawierajacych
to bialko oraz f-NAD(P)H. W poZniejszym
czasie wykazano, ze czynnikiem tym nie byl
a-NAD(P)H, lecz dwa izomery f-NAD(P)H-2
i 6-DHNAD(P), ktére renalaza utlenia do
B-NAD(P)H z udzialem kofaktora FAD
(ryc. 1). Dziatanie to ma przypuszczalnie zna-
czenie naprawcze i regulujace, poniewaz moze
fagodzi¢ toksyczno§¢ wynikajaca z hamowania
aktywnosci dehydrogenaz i wielu innych enzy-
mow, dla ktérych -NAD(P)H jest kluczowym
substratem [11]. AktywnoS$¢ ta zdaje si¢ zatem
przynosi¢ wymierne korzySci w Srodowisku
wewnatrzkomérkowym, jednak wciaz nie prze-
ktada si¢ na wyrazne dziatanie ogdlnoustrojo-
we i nie thumaczy wplywu renalazy na zmiany
w ci$nieniu tetniczym w przypadku oséb z cho-
robami nerek czy uktadu sercowo-naczyniowe-
go o roznej etiologii.

UDZIAt W SYGNALIZACJI KOMORKOWEJ
Bardzo wazne okazalo si¢ odkrycie, ze
renalaza chroni przed ostrym uszkodzeniem
nerek niezaleznie od aktywnoS$ci enzymatycz-
nej, a poprzez udziat w szlakach sygnatowych,
jej dziatanie ochronne jest zas zwigzane z akty-
wowaniem szlakéw Akt (kinazy biatkowej B)
i MAPK (kinaz aktywowanych mitogenami)
[12, 13]. Kinazy te, zaangazowane w odpowiedz
komérki na rézne bodZce zewngtrzne, maja
bardzo szeroki zakres biologicznego dzialania,
regulujac aktywno$¢ wielu biatek i czynnikéw
transkrypcyjnych i tym samym wplywajac na
procesy wzrostowe i metaboliczne oraz prze-
zycie komoérek. Role renalazy w aktywowaniu
wspomnianych kinaz wykazano przy wykorzy-
staniu zaréwno hodowli komoérkowych, jak
i zwierzat laboratoryjnych. W hodowli komé-
rek linii HK-2, poddanych 24-godzinnemu
dziataniu chemioterapeutyku — cisplatyny,
zaobserwowano zmniejszong zywotno$¢ ko-
morek i ekspresje genu renalazy w poréwnaniu
z hodowlami niepoddanymi ekspozycji na ten
czynnik, a dodanie rekombinowanego biatka
RNLS nie tylko znacznie ograniczato dziatanie
toksyczne, ale takze wigzalo si¢ z zahamowa-
niem aktywacji proapoptycznej kaspazy-3 i ze
zwickszona ekspresja genu biatka Bcl-2 o dzia-
faniu antyapoptycznym oraz istotnym zwigk-
szeniem fosforylowanych pozakomoérkowych
kinaz MAP — ERK1/2 oraz p38. Co wiecej,
dziatanie ochronne byto zalezne od dawki [12].
Dalsza analiza doprowadzita do odkrycia, ze
niemal identyczny efekt wobec komérek pod-

7\ _{ 7\ 7/
N N=
0 f HNH: RENALAZA 0—t NH,
gt -
OH 0,+H HO, R : OH
OH OH
2-DHNAD(P) B-NAD(P)"

H/ ™\

i

RENALAZA NU NH,
N RN ™on

HO, 0,+H' ;
OH

6-DHNAD(P)

Rycina 1. Schemat reakcji izomeryzacji 2-DHNAD(P) i 6-DHNAD(P), zachodzacej z udziatem renalazy
(na podstawie [51]); podstawniki (R): dla mononukleotydu nikotynamidowego — PO >, dla rybozy-
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danych wczesniej dziataniu cisplatyny uzysku-
je sig, stosujac jedynie fragmenty czasteczki
renalazy — 20-aminokwasowe peptydy RP-
-220 oraz RP-H220, kodowane przez fragment
eksonu 6. genu RNLS i nieposiadajace wtasci-
wosci amino- czy NADH-oksydazy. Dodanie
do hodowli komérkowej RP-220 i RPH220,
poza aktywacja szlakow ERK i p38, wywota-
lo dodatkowo szybka fosforylacje kinazy Akt.
W doswiadczeniu tym dziatanie ochronne RP-
-H220 wobec komorek bylo nieco skuteczniej-
sze niz dziatanie RP-220. W dalszych analizach,
obejmujacych juz tylko peptyd RP-H220, che-
miczne zahamowanie sygnalizacji komdrkowe;j
ERK i Akt (odpowiednio, 29-amino-39-metyk-
soflawonem oraz wortmaning) zniosto ochron-
ne dziatanie RP-H220 wobec indukowanego
ostrego uszkodzenia nerek. Wada tego do-
$wiadczenia byt brak zahamowania sygnaliza-
cji kinazy p38, zaréwno w przypadku peptydu
RP-H220, jak i RP-220, ktéra réwniez zostata
wskazana jako istotna w opisywanych wyzej
procesach. W osobnym do§wiadczeniu, stwier-
dzajacym, czy ochronne dzialanie drugiego
z peptydéw — RP-220 — wobec stosowania cis-
platyny wiaze si¢ z aktywacja MAPK, wykaza-
no, ze cisplatyna sama w sobie zwigksza nieco
fosforylacj¢ ERK i p38, jednak podanie pep-
tydu istotnie, 5-krotnie zwigksza fosforylacje
P38, podczas gdy dla ERK zalezno$¢ taka byta
znacznie mniejsza (0,5-krotna) w poréwnaniu
z ta wywotang przez sama cisplatyn¢. Chemicz-
ne zahamowanie aktywacji obu szlakéw wyka-
zato, ze blokowanie ERK nie hamuje istotnie
ochronnego dziatania RP-220, podczas gdy ha-
mowanie p38 znosito zupetnie jego dziatanie
cytoprotekcyjne [14]. Mozna zatem sadzié, ze
w przypadku uszkodzenia komoérek renalaza
oraz oba peptydy moga w nieco inny sposéb
aktywowac szlaki sygnatowe, wymaga to jednak
potwierdzenia w pracach doswiadczalnych.
Pierwsze z opisywanych wyzej badan
[12] poszerzono takze o analize modeli zwie-

Magda Wisniewska i wsp., Renalaza — mechanizm dziatania

»PRenalaza chroni
przed ostrym
uszkodzeniem
nerek niezaleznie
od aktywnosci
enzymatycznej,

a poprzez udziat

w szlakach
sygnatowych, jej
dziatanie ochronne
jest zas zwigzane
Z aktywowaniem
szlakow Akt
(kinazy biatkowej B)
i MAPK (kinaz
aktywowanych
mitogenami) 44

b1




»»Do tej pory
zidentyfikowano
jeden receptor dla
renalazy — pompe
wapniowg PMCA4b
(plasma membrane
Ca?+-ATPase-4b),
ATPaze zlokalizowang
w bfonie
komarkowej4 4

62

rzecych: niewytwarzajacych renalazy myszy
tzw. ,nokaut” (myszy renalazo-KO, knock-
-out), oraz wytwarzajacych renalaze myszy
typu dzikiego (WT, wild-type), ktérym podano
dozylnie RP-220 lub sél fizjologiczna (pla-
cebo), po 30 minutach u$piono i pozyskano
nerki do przygotowania lizatéw. U myszy WT
podanie peptydu RP-220 wigzatlo si¢ z 5-krotnie
wyzszym poziomem fosforylacji ERK w nerce
w poréwnaniu z placebo, podczas gdy u myszy
KO nie zaobserwowano zZadnej réznicy w po-
ziomie fosforylacji ERK pomi¢dzy zwierzetami
poddanymi dziataniu RP-220 czy soli fizjolo-
gicznej. Pozwala to wnioskowad, ze u zwierzat
niewytwarzajacych renalazy nastepuje zaburzo-
ne wigzanie RP-220 i/lub RP-H220 z jego/ich
receptorem. Niewyjasnione pozostaje jednak,
czy wywotane jest to bezpoSrednio wadliwg syg-
nalizacja komdrkowa, zmniejszeniem ekspresji
genéw kodujacych taki receptor czy tez ich nie-
prawidlowa ekspresja.

RECEPTOR RENALAZY

Do tej pory zidentyfikowano jeden recep-
tor dla renalazy — pompe¢ wapniowa PMCA4b
(plasma membrane Ca**-ATPase-4b), ATPazg
zlokalizowana w btonie komérkowej [12]. Ca**-
-ATPazy naleza do duzej rodziny blonowych
pomp jonowych typu P, charakteryzujacych
sic powstawaniem fosforylowanych produktéw
poSrednich podczas reakcji [15]. Wystepuja
w wielu izoformach (PMCA1-PMCA4) i po-
nad 20 wariantach splicingowych, peiacych
zrdznicowane funkcje, od regulowania st¢zenia
wapnia na poziomie komoérki po modulowanie
ogoélnoustrojowe [16]. Izoforma PMCA4 jest
gtéwna izoforma pompy w erytrocytach i przy-
puszczalnie jest zaangazowana w lokalng i wy-
soce komdrkowospecyficzna gospodarke wap-
niowa. Badania opierajace si¢ na zmianach
genetycznych zwiazanych z ekspresja genu dla
PMCA4b wykazaly, ze ma ona niezmiernie
istotne znaczenie dla prawidlowego funkcjo-
nowania ukladu sercowo-naczyniowego, co jest
warunkowane m.in. taczeniem si¢ PMCA4b
i syntazy tlenku azotu (nNOs) czy kalcyneuryny
[15]. Funkcje receptorowa, jaka petni dla rena-
lazy PMCA4b, udowodniono poprzez immu-
nolokalizacj¢, stosujac peptyd RP-220 wobec
komoérek hodowli HK-2 i mikroskop konfokal-
ny obrazujacy zwigzanie RP-220 i PMCA4b.
Udziat opisywanego receptora w sygnalizacji
komoérkowe] aktywowanej renalaza wykazano
z kolei poprzez chemiczne zahamowanie ak-
tywnosci PMCA4b za pomoca specyficznego
inhibitora (caloxinib) lub poprzez zastosowanie
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Rycina 2. Proponowany mechanizm dziatania renalazy po-
przez faczenie sie z transbtonowym receptorem wapniowym
PMCA4b. Akt — kinaza serynowo-treoninowa, kinaza Akt;
Bcl-2 — biatko antyapoptyczne; p38, ERK — kinazy MAP;
STAT3 — czynnik transkrypcyijny

matego interferujacego RNA (siRNA, small in-
terfering RNA), wyciszajacego gen dla PMCA4b,
wskutek czego fosforylacja ERK i p38 wywota-
na przez renalaze zostata catkowicie zniesiona.
Proponowany mechanizm dziatania renalazy
poprzez receptor zaprezentowano na rycinie 2.
Nalezy si¢ takze spodziewac dalszych analiz do-
tyczacych receptora dla renalazy, poniewaz ba-
dania w tym zakresie sa do tej pory ograniczone,
a postawiona teza wymaga weryfikacji i potwier-
dzenia w kolejnych do§wiadczeniach.

ASPEKTY | ZNACZENIE KLINICZNE

CHOROBY OSTRE | PRZEWLEKLE NEREK,
SERCA | TRZUSTKI

Zanim opisano mechanizm cytoprotek-
cji, istotng role ochronng renalazy wobec ko-
morek nerek, serca czy trzustki obserwowano
wielokrotnie w spos6b posredni, zar6wno na
modelach zwierzecych, jak i hodowlach ko-



moérkowych. Wykazano, ze brak zdolnosci do
wytwarzania renalazy u myszy KO poddawa-
nych nerkowemu uszkodzeniu niedokrwien-
no-reperfuzyjnemu istotnie zwigksza ryzyko
wystapienia niekorzystnych objawéw choroby,
takich jak martwica kanalikéw nerkowych,
apoptoza i nasilenie stanu zapalnego [13]. P6z-
niejsze badania tej samy grupy badawczej wy-
kazaly dodatkowo, Ze dzialanie to jest niezalez-
ne od aktywno§ci enzymatycznej [12]. U myszy
KO obserwuje si¢ réwniez istotnie podwyzszo-
ne stezenie katecholamin we krwi, tachykardie
i umiarkowane nadci$nienie tetnicze, a takze
hipofosfatemig; sa one tez bardziej podatne na
wystepowanie niedokrwienia mig$nia sercowe-
go oraz jego martwicy [17]. Lagodzacy wplyw
renalazy obserwuje si¢ takze w przypadku za-
palenia trzustki. U myszy KO z ostrym zapale-
niem trzustki wywolanym ceruleing obserwuje
si¢ gorszy obraz histologiczny niz w przypadku
myszy WT, w tym zwigkszony obrzek i nacie-
kanie makrofagéw [18]. Ponadto genetyczne
usunig¢cie renalazy wigze si¢ z ci¢zszym prze-
biegiem zapalenia, a podawanie egzogennej
renalazy (profilaktyczne lub terapeutyczne)
radykalnie zmniejsza nasilenie stanu zapalne-
go i zmienia komérkowy przeptyw wapnia [19].

Dyskusyjne pozostaja wciaz zmiany w ste-
zeniu renalazy u chorych nefrologicznych czy
kardiologicznych. Zdecydowana wickszo$¢
analiz wykazala, Ze u 0s6b z chorobami nerek
czy ukladu sercowo-naczyniowego stezenie
renalazy jest istotnie wyzsze niz u oséb zdro-
wych [20-22]. Zwigkszone st¢zenie renalazy
obserwowano tez wielokrotnie u chorych he-
modializowanych [23-26] czy po przeszcze-
pieniu nerki [27, 28]. Co wigcej, wykazano, ze
u 0s6b z PChN stezenie renalazy w moczu jest
skorelowane z jej stgzeniem w surowicy, jed-
nak nie rézni si¢ istotnie od stezenia w moczu
0s6b zdrowych [29]. Interesujaca jest réwniez
obserwacja, ze zwigkszeniu stgzenia renalazy
w surowicy krwi towarzyszy jego zmniejszenie
w erytrocytach; w badaniu tym ponownie ste-
zenie renalazy w moczu nie rdznilo si¢ istot-
nie pomigdzy osobami zdrowymi i osobami
z PChN, jesli wzia¢ pod uwage zaréwno cala
grupe pacjentdw, jak i podziat na podgrupy na
podstawie stadium choroby (I-V); jednoczes-
nie nie zaobserwowano wykazanej wczesniej
korelacji pomigdzy stezeniem renalazy w su-
rowicy i w moczu [30]. Z kolei w przypadku
chorych hemodializowanych stezenie renalazy
w ultrafiltracie okazato si¢ nizsze niz w moczu
0sob zdrowych, przy czym bylo istotnie wyzsze
u 0s6b z diureza resztkowa niz u chorych z bez-

moczem [31]. Wyniki te wskazuja zatem, ze
u pacjentéw z PChN istnieje mechanizm ogra-
niczajacy wydalanie renalazy, nasilajacy si¢
wraz z pogorszeniem stanu nerek, lub ze do-
chodzi do nadprodukgji tej czasteczki czy tez
jej uwalniania z komérek w wyniku ich uszko-
dzenia i Smierci, przy ograniczonej mozliwoSci
jej usuwania z organizmu.

PREKONDYCJONOWANIE NIEDOKRWIENNE
Ochronna role renalazy podkreSla sig
réowniez w prekondycjonowaniu niedokrwien-
nym, zaréwno oddalonym (RPC, remote pre-
conditioning), jak i lokalnym (IPC, ischemic
preconditioning). Oddalone prekondycjonowa-
nie niedokrwienne to proces, w ktorym krétkie
okresy indukowanego niedokrwienia narzadu
Iub koficzyny przynosza efekty ochronne wo-
bec innych, takze odleglych, tkanek, natomiast
IPC odnosi si¢ do tego zjawiska w znaczeniu
lokalnym [34, 35]. Obserwacja przeprowadzo-
na in vivo na szczurzym modelu niedokrwien-
nego uszkodzenia nerki po IPC wykazala, ze
prekondycjonowanie znaczaco tagodzi stan
zapalny w cewkach nerkowych, zmniejsza
martwice i stres oksydacyjny, czemu towarzy-
szy zwigkszenie ekspresji genu renalazy [36].
Zahamowanie dziatania renalazy z uzyciem
swoistych przeciwcial monoklonalnych osta-
bia to dzialanie, sugerujac, ze renalaza czes-
ciowo posredniczy w ochronnym dzialaniu
IPC wobec nerek. W tym samym badaniu za-
stosowano hodowl¢ komdrek nablonkowych
kanalikéw proksymalnych linii HK2, w ktdre;j
renalaza chronita komdrki przed cytotoksycz-
noscia wywotang jowersolem, radiologicznym
§rodkiem kontrastowym, i hamowala aktyw-
no$¢ kaspazy-3, stres oksydacyjny oraz apop-
toz¢ indukowang przez H,O,. Sugeruje to, ze
renalaza zapobiega nefropatii pokontrastowej
(CIN, contrast induced nephropathy) u szczu-
row poprzez dziatanie antyoksydacyjne, anty-
apoptototyczne i przeciwzapalne. W ostatnim
czasie ta sama grupa badaczy wykazata, Ze
ochronne dzialanie RPC wobec nerek podczas
CIN zalezy od zwigkszonej ekspresji genu re-
nalazy wskutek aktywacji szlaku TNF-a/NF-
-kB (TNF-a, tumor necrosis factor & — czynnik
martwicy nowotworéw «; NF-«B, nuclear fac-
tor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells — jadrowy czynnik transkrypcyjny) [37].
W badaniu tym RPC zapobiegto pogorszeniu
czynnoSci nerek, zredukowalo uszkodzenie
kanalikéw i zmniejszylo stres oksydacyjny oraz
odpowiedZ zapalng w nerkach, a wyciszenie
ekspresji RNLS poprzez siRNA spowodowato
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1}

zniesienie tego dziatania. Badanie to okre-
§la istotng role renalazy w RPC w nerkach
i ustanawia nieznany wcze$niej mechanizm,
w wyniku ktérego indukowane niedokrwienie
obwodowe prowadzi do uwalniania TNF-¢,
ktory nastepnie indukuje RPC w nerce za
pomoca zwickszenia ekspresji renalazy przez
NF-«B [5].

UDZIAt W NOWOTWORZENIU

Analizujac ochronny wplyw renalazy wo-
bec niedokrwiennego i toksycznego uszkodze-
nia komoérek w mechanizmie sygnalizacji ko-
moérkowej przez szlaki dla PI3K-Akt i MAPK,
gdzie funkcjonuje jako czynnik antyapopto-
tyczny, zasugerowano, ze moze ona miec¢ takze
zwigzek z proliferacja komoérek nowotworo-
wych. Podobnie jak w przypadku fizjologicznej
ekspresji genu renalazy w wielu narzadach,
ekspresje takg zaobserwowano w komdrkach
licznych nowotworéw, w tym m.in. nerki, wa-
troby, prostaty, piersi czy czerniaka [38, 39].
W przebiegu niektdrych sposrdd nich wykaza-
no stymulowanie rozwoju raka przy wzmozo-
nym wydzielaniu renalazy przez komorki guza.
Efekt taki opisano m.in. dla linii komdrko-
wych ludzkiego czerniaka (A375.S2, SkMel28,
SkMel5, SkMel5, MeWo, WM266-4),
w przypadku ktérych poziom ekspresji genu
renalazy korelowat dodatnio z ich przezyciem
[40]. W badaniu oceniano takze wplyw zaha-
mowania ekspresji genu RNLS na rozw6j no-
wotworu, analizowano ekspresje w komorkach
zdrowej skory wobec czerniaka w rdznych
stadiach, a takze zmiany w ekspresji in vivo
w komorkach czerniaka u myszy. Wykazano,
ze inaktywacja renalazy poprzez interferencje
RNA (RNAI, RNA interference), przeciwciata
hamujace czy renalazopochodny peptyd ha-
mujacy istotnie zmniejszata przezycie komérek
czerniaka. Analizujac skére i komorki czer-
niaka w r6znych stadiach, zaobserwowano, ze
ekspresja genu RNLS zwickszata si¢ propor-
cjonalnie do stadium zaawansowania nowo-
tworu, a w modelu in vivo podawanie przeciw-
cial przeciwrenalazowych istotnie zmniejszyto
objetos¢ nowotworu. Ta sama grupa badawcza
przeanalizowatla takze zmiany w ekspresji genu
renalazy dla modelu raka trzustki, co wynika-
lo z zaobserwowanej wcze$niej istotnej nade-
kspresji wzgledem zdrowych komoérek tego
narzadu. Stosujac linie komérkowe BxPC-3,
Pancl i MiaPaCa-2, wykazano, ze zwigkszona
sygnalizacja komdrkowa wyzwalana przez rena-
laze stymuluje wzrost gruczolakoraka przewo-
dowego trzustki, a zahamowanie ekspresji genu
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renalazy wykazuje dzialanie przeciwnowotwo-
rowe [39]. W badaniu tym, podobnie jak w przy-
padku czerniaka, zahamowano ekspresje genu
RNLS, co spowodowalo zahamowanie rozwoju
nowotworu, podobnie jak podanie przeciwcial
zwierzetom stanowiacym model raka trzustki.
Powyzsze obserwacje wskazuja, ze ekspresja
genu renalazy moze by¢ istotnym predyktorem
i wskaznikiem rozwoju nowotworu, a jej hamo-
wanie badZ blokowanie jej dzialania stanowi in-
teresujacy cel terapeutyczny.

CHOROBY PSYCHICZNE
I NEURODEGENERACYJNE

ZaleznoSci pomigdzy stezeniem rena-
lazy a stezeniem amin katecholowych sklo-
nily badaczy do analizy zmian w jej stezeniu
w przypadku niektérych zaburzen czy choréb
psychicznych oraz neurodegeneracyjnych, jak
schizofrenia czy choroba Parkinsona. Kluczo-
we znaczenie miato wykazanie, ze ludzka rena-
laza jest wytwarzana przez mdzg i nerwy obwo-
dowe [41]. W modelu szczurzym wykazano, ze
renalaza znajduje si¢ w podwzgérzu, moscie,
rdzeniu przedtuzonym i rdzeniu kregowym,
gdzie zlokalizowane sa neurony przedczotowe
i przedzwojowe, przez co jest wysoce praw-
dopodobne, ze renalaza uczestniczy réwniez
w regulacji wydajnos$ci uktadu wspétczulnego
[42]. Rozwazajac dopaminowa hipoteze schi-
zofrenii, poréwnano st¢zenia renalazy i amin
katecholowych — dopaminy, adrenaliny i no-
radrenaliny — u pacjentéw z tym schorzeniem
iu os6b zdrowych. Interesujaca okazala si¢ ob-
serwacja, ze stezenie renalazy w surowicy osob
ze zdiagnozowana schizofrenia bylo istotnie
(4-krotnie) nizsze niz u 0s6b zdrowych, czemu
towarzyszylo istotnie wyzsze stezenie dopami-
ny we krwi [43]. Zalezno$¢ te przypisuje si¢
zdolnosci renalazy do rozktadania dopaminy
i wskazuje, ze niewielkie stgzenie renalazy
sprzyja rozwinieciu si¢ choroby.

STAN PRZEDRZUCAWKOWY

Zwiazek renalazy z ciSnieniem tetniczym
stat sic podstawa do przeanalizowania zmian
w jej stezeniu u kobiet ze stanem przedrzucaw-
kowym, u ktérych obserwuje si¢ pogorszenie
czynnoSci nerek oraz nadciSnienie tetnicze,
ktérego przyczyna jest wciaz niepoznana i dys-
kusyjna. Poréwnujac zdrowe kobiety w ciazy,
kobiety ciezarne ze stanem przedrzucawko-
wym oraz kobiety nieci¢zarne stanowiace gru-
pe¢ kontrolna, wykazano, ze u zdrowych ci¢zar-
nych stezenie renalazy jest istotnie wyzsze niz
w grupie kontrolnej, podczas gdy u kobiet ze



Tabela 1. Potencjat terapeutyczny rekombinowanego biatka renalazy wykazany na podstawie badan z wykorzystaniem zwierzecych modeli chorob nerek, ukfadu
SErcowo-naczyniowego oraz nowotworow

Model choroby Analizowane zjawisko Obserwacije i wnioski Pismiennictwo
Szczury albinosy szczepu | Przydatno$¢ farmakologiczna Ograniczenie zwigkszenia Sredniego ci$nienia tetniczego, przerostu lewej [48]
Wistar po czesciowej renalazy w zmniejszaniu komory serca, stezenia noradrenaliny we krwi, hydroksyproliny w lewej
(5/6) nefrektomii, pod- negatywnych objawow ze strony | komorze, zmniejszenie napigcia mig$nia brodawkowatego lewej komory,
dawane i niepoddawane ukfadu sercowo-naczyniowego bez zmian w stezeniu kreatyniny czy azotu we krwi
leczeniu renalaza
Mysi model nerkowego Zmiany w stezeniu renalazy Istotnie rzadsze wystepowanie AKI, jak rowniez zmniejszenie jego [13]
uszkodzenia niedokrwien- | u myszy z AKI oraz wptywu negatywnych skutkow
no-reperfuzyjnego podania na przebieg choroby
(myszy niewytwarzajace
renalazy)
Szczury szczepu Sprague | Wplyw podania renalazy Istotne krotkotrwate obnizenie cisnienia tgtniczego (do 48 h) [8]
Dawley po czesciowej na cisnienie tetnicze
(5/6) nefrektomii
Szczury SHRSP, z nad- Wptyw podania renalazy Obnizenie cisnienia tetniczego o 7 mm Hg 12 h po podaniu biatka [8]
ci$nieniem wywotanym na cisnienie tetnicze rekombinowanego
dietg wysokosolng
Myszy niewytwarzajace Wptyw rekombinowanej renalazy | Obnizenie ci$nienia tetniczego skutkujace ograniczeniem nadcisnienia [17]
renalazy (KO) na cisnienie tetnicze i stezenie wywotanego niezdolnoscig do wytwarzania renalazy, zahamowanie rozwoju
katecholamin martwicy migsnia sercowego
Szczury szczepu Spra- Ocena wptywu prewencyjnie Ograniczenie martwicy i apoptozy komdrek migs$nia sercowego [49]
gue-Dawley poddane podanego preparatu renalazy wywotanych MIRI
MIRI na przebieg i skutki MIRI
Szczury szczepu Spra- Wptyw podawania renalazy Zfagodzenie nadcisnienia, uszkodzenia nerek i przebudowy migsnia [50]
gue-Dawley po czgscio- na nasilenie objawdw zespotu Sercowego
wej (5/6) nefrektomii sercowo-nerkowego
Mysi model zapalenia Wptyw podania renalazy przed Zmnigjszenie obrzeku, nacieku makrofagéw i neutrofili, poprawa [19]
trzustki (wywotany indukcja zapalenia na jego prze- obrazu histologicznego
ceruling) bieg i obraz histologiczny trzustki
Mysi model raka skory Whplyw podania przeciwciat Zablokowanie/zahamowanie renalazy hamuje rozwdj nowotworu [40]
(czerniaka) antyrenalazowych na rozwoj
nowotworu
Mysi model raka trzustki Whplyw podania przeciwciat Zablokowanie/zahamowanie renalazy hamuje rozwdj nowotworu [39]
antyrenalazowych na rozwoj
nowotworu

AKI (acute kidney injury) — ostre uszkodzenie nerek; SHRSP (spontaneously hypertensive stroke prone) — szczury z nadcisnieniem pierwotnym podatne na udar; MIRI (myocardial ischemia-reperfusion

injury) — niedokrwienno-reperfuzyjne uszkodzenie migsnia sercowego

stanem przedrzucawkowym zalezno$¢ jest ta
odwrotna. Wskazuje to, ze wysokie ci$nienie
tetnicze i uszkodzenie nerek, ktére charakte-
ryzuja to zaburzenie, mediowane sa — przy-
najmniej cze§ciowo — przez niskie stezenia
renalazy [45]. Niemal identyczne obserwacje
poczyniono w podobnym badaniu, uwzgled-
niajacym zdrowe kobiety ciezarne oraz ci¢zar-
ne ze stanem przedrzucawkowym w réznym
(Srednim 1 cigzkim) stopniu nasilenia, w kt6-
rym stezenie renalazy zmniejszalo si¢ wraz ze
stopniem nasilenia stanu przedrzucawkowego
[46]. Réwniez polimorfizm w genie kodujacym
renalaze (rs10887800) wiazat si¢ ze zmiana-
mi w ci$nieniu tetniczym i ryzyku wystapienia
preeklampsji co wskazuje, ze ciSnienie tet-
nicze moze by¢ podwyzszone przez genotyp

GG i allel G polimorfizmu, a polimorfizm
moze zwicksza¢ podatno$¢ na wystapienie pre-
eklampsji [47].

POTENCJAL TERAPEUTYGZNY

Réwnolegle z odkryciem renalazy (2005)
zlozone zostaly wnioski patentowe dotyczace
jej zastosowania terapeutycznego, zaréwno
w formie aktywnej, jak i nieaktywnej (patent
nr US7858084B2, Stany Zjednoczone), W p6z-
niejszych latach (2013), wraz z odkryciem zalez-
noSci pomigdzy stezeniem renalazy a ryzykiem
choréb ukladu sercowo-naczyniowego oraz ne-
rek, ztozono wniosek o opatentowanie prepa-
ratéw zawierajacych renalaze lub jej fragmenty
do stosowania w zapobieganiu chorobom lub
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zaburzeniom ze strony serca lub nerek (patent
nr EP2872166A1, Europejski Urzad Patento-
wy). W 2019 roku do amerykanskiego urzedu
patentowego splynal takze wniosek dotyczacy
stosowania preparatéw renalazy oraz nowych
metod leczenia i zapobiegania zapaleniu trzust-
ki, uszkodzeniu nerek oraz nowotworom (pa-
tent nr 20190382736). Na dzieni dzisiejszy wszel-
kie wnioski patentowe dotyczace renalazy maja
jednak status ,,oczekujacy”, stad informacje
dotyczace stosowania tych preparatéw sa wciaz
niedostgpne. Jednocze$nie przeprowadzono
wiele badan z wykorzystaniem modeli zwie-
rzecych, w ktérych stosowano z powodzeniem
zaréwno rekombinowany preparat tego biatka,
jak i przeciwciala antyrenalazowe. Zaobserwo-
wane zalezno$ci podsumowano w tabeli 1.

PODSUMOWANIE

Renalaza jest zaréwno bialkiem o ak-
tywnoSci enzymatycznej, jak i czasteczka ak-
tywujaca rozne szlaki sygnatowe. Jako enzym
utrzymujacy odpowiednie st¢zenie aktywne;j

STRESZCZENIE

formy S-NAD(P)H w komorce tagodzi tok-
syczno$¢ wynikajaca z hamowania wielu en-
zymow przez nieaktywne izomery tego dinu-
kleotydu. Z kolei aktywacja kinaz MAP oraz
Akt moze wykazywac istotne korzystne dzia-
lanie ogdlnoustrojowe, sprzyjajace tagodze-
niu niekorzystnych objawéw wielu chordb
ostrych i przewleklych. Ochronny wptyw re-
nalazy na komorki i sprzyjanie ich prolifera-
cji moga jednak przynies¢ takze niekorzystne
efekty w przypadku chorych onkologicznych.
Bioragc pod uwage aktualne dane, stgzenie
renalazy we krwi czy w moczu moze si¢ oka-
za¢ waznym parametrem wspomagajacym
diagnostyke i okreslenie postgpu wielu cho-
rob nerek, ukladu sercowo-naczyniowego
czy trzustki, konieczne jest jednak okresle-
nie przyczyny zmian w stezeniu tego biatka
w roznych materialach klinicznych. Nalezy
réwniez oczekiwac, ze postep w badaniach
dotyczacych dziatania renalazy w niedtugim
czasie bedzie skutkowal przeprowadzeniem
badan klinicznych z zastosowaniem jej pre-
paratéw.

zwierzecych, wykazano skuteczno$¢ podawania
preparatow renalazy w fagodzeniu niekorzystnych
skutkow uszkodzenia, niedotlenienia czy stanu za-

i przewlektych« Renalaza to niewielkie biatko o dobrze poznanej bu- palnego. Jednoczesnie w przypadku nowotworow
dowie, lecz dyskusyjnym mechanizmie dziatania. hamowanie renalazy na poziomie genu badz sto-
Ze wzgledu na jej strukture i wiasciwosci poczat- sowanie specyficznych przeciwciat blokujacych jej
kowo wskazywano, ze jest enzymem o dziataniu  dziatanie sprzyjafo zahamowaniu rozrostu nowotwo-
zblizonym do monoaminooksydaz. Kolejne badania ~ ru i poprawie ogolnego czasu przezycia chorych.
wykazaty, ze jej ochronne, ogolnoustrojowe dziata- Renalaza moze sig zatem okaza¢ skutecznym $rod-
nie prawdopodobnie nie ma zwigzku z aktywnoscig ~ kiem terapeutycznym, przy czym wystgpowanie no-
enzymatyczng, lecz z uczestnictwem w sygnalizacji wotworow wydaje sig istotnym przeciwwskazaniem
komorkowej. Ochronng rolg renalazy wykazano wo-  do jej stosowania.
bec takich narzadow, jak m.in. nerki, serce i trzustka,
jednak z uwagi na jej wiasciwosci cytoprotekcyjne Forum Neirol 2020, tom 13, nr 2, 59-68
okazafa sig takze sprzyjac powstawaniu i rozwojowi  Stowa kluczowe: renalaza, przewlekta choroba
niektorych nowotworow. Opierajac sie na modelach — nerek, nowotworzenie, sygnatowanie komérkowe
Pismiennictwo 1. Xu J, Li G., Wang P i wsp. Renalase is a novel, soluble 5. Giordano FJ., Wang Y., Desir G.V. A remote role for re-
monoamine oxidase that regulates cardiac function and nalase. EBioMedicine 2016; 9: 27-28.
blood pressure. J. Clin. Invest. 2005; 115: 1275-1280. 6. Moran G.R., Hoag M.R. The enzyme: renalase. Arch. Bio-

2. The Human Protein Atlas 2020. Tissue expression of chem. Biophys. 2017; 632: 66-76.

RNLS.  Summary;  https://www.proteinatlas.org/EN- 7. Boomsma F, Tipton K.F. Renalase, a catecholamine-metab-
SG00000184719-RNLS/tissue. olising enzyme? J. Neural. Transm. 2007; 114: 775-776.

3. Aydin S. Renalase, catecholamine and nitric oxide changes 8. DesirG.V,, Tang L., Wang P i wsp. Renalase lowers ambula-
before and after sodium nitroprusside administration to pa- tory blood pressure by metabolizing circulating adrenaline.
tients who develop post-coronary artery by-pass (CABG) J. Am. Heart Assoc. 2012; 1: €002634.
hypertension. Heart Surg. Forum. 2018; 21: E330-E336. 9. Beaupre B.A., Hoag M.R., Carmichael B.R., Moran G.R. Ki-
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