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Stowa kluczowe:

Streszczenie

W pracy oméwiono stan wiedzy na temat kotyniny, gtéwnego metabolitu nikotyny. Zwrdécono
szczegblna uwage na powstawanie tego zwigzku w organizmie, metabolizm, zastosowanie w dia-
gnostyce oraz oceng dzialania w warunkach in vitro i in vivo. Przez wiele lat kotynina wykorzy-
stywana byta jako biomarker ekspozycji na dym tytoniowy. Obecnie zwiazek ten znajduje zastoso-
wanie w wielu innych badaniach zwigzanych z potencjalnym wykorzystaniem kotyniny w terapii
roznych schorzen. Kilka lat temu Scott i wsp. opatentowali terapeutyczne wykorzystanie koty-
niny w przewlektych i ostrych procesach zapalnych. Kotynina jest cieckawym zwiazkiem o dos¢
dobrze poznanym metabolizmie, dlatego istnieja sugestie co do jej zastosowania w diagnostyce
oraz leczeniu niektdérych choréb.
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Summary

This review presents the current state of knowledge on cotinine, the major metabolite of nicoti-
ne. Special attention is paid to the formation of this compound in the organism, its metabolism,
application in diagnostic procedures and evaluation of its in vitro and in vivo activities. For many
years, cotinine has been used as a biomarker of exposure to tobacco smoke. Currently, this com-
pound is applied in many other studies including the use of cotinine in the treatment of various
diseases. Several years ago, Scott et al. patented therapeutic applications of cotinine in chronic
and acute inflammation. Cotinine is an interesting compound with a well-known metabolism; the-
refore there are suggestions for its application in the diagnosis and treatment of certain diseases.
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Wstep

Powszechnie wiadomo, ze nikotyna powoduje uzaleznienie,
a jej gléwnym Zrédiem jest dym tytoniowy. Dostarczana
jest do organizmu ré6znymi drogami, nie tylko podczas pa-
lenia papieroséw, ale rowniez moze wnika¢ wraz z leka-
mi oraz suplementami diety stosowanymi w nikotynowe;j
terapii zastgpczej (NTZ). Jest to organiczny zwiazek che-
miczny wystepujacy w lisciach tytoniu oraz w sladowych
ilosciach w pomidorach i innych roslinach z rzedu psian-
kowatych [6,36].

Nikotyna zostata po raz pierwszy wyekstrahowana w 1828 r.
przez dwdch niemieckich studentéw chemii, a jej wzor che-
miczny zostal opracowany w 1843 r. Pierwszej sztucznej
syntezy tego zwiazku dokonano w 1904 r. Nazwa substan-
cji pochodzi od nazwiska Jeana Nicota de Villemain, fran-
cuskiego dyplomaty z XVI w., ktéry uwazat, ze tyto ma
wiasciwosci lecznicze [29]. Historia badani nad nikotyna
sigga XIX w. W 1862 r. Samuel Haughton opisal zasto-
sowanie nikotyny w badaniach nad t¢zcem [32]. Od cza-
su odkrycia, nikotyna stata si¢ przedmiotem badan wielu
grup badawczych na calym Swiecie, a na temat tego zwiaz-
ku powstato ponad 30 000 publikacji [49].

Kotynina to gléwny metabolit nikotyny. Okoto 70—80% ni-
kotyny dostarczonej do organizmu ludzkiego zostaje prze-
ksztalcona do kotyniny [36]. Zwiazek ten ze wzgledu na
znacznie dluzszy od nikotyny okres péttrwania w organi-
zmie (1620 godzin) znalazl powszechne zastosowanie
jako biomarker ekspozycji organizmu na dym tytoniowy,
a pomiary koncentracji kotyniny w krwi, moczu, §linie sa
pomocne w badaniach populacyjnych majacych na celu
okreslenie stopnia narazenia na nikotyng [4,61]. Kotynina
powstaje w organizmie w wyniku metabolizowania dostar-
czonej do organizmu nikotyny, przede wszystkim w trak-
cie wdychania dymu papierosowego, ale réwniez podczas
stosowania nikotynowej terapii zastgpczej (plastry, gumy
do zucia) oraz w wyniku spozywania roslin i ich owocéw,
np. pomidory, zielony pieprz, ziemniaki (gtéwnie z rzedu
psiankowatych) [36,66,72].

PowsTAWANIE | GLOWNE DROGI METABOLIZOWANIA KOTYNINY

Nikotyna jest trzeciorzgdowa aming zbudowana z dwéch
pierscieni heterocyklicznych: pirydyny i pirolidyny.
Alkaloid ten jest substancja psychoaktywna, pobudza re-
ceptory cholinergiczne typu N w zwojach autonomicznych
i w zwoju nadnerczy. Wykazuje wysokie powinowactwo
do tkanki nerwowej, co jest zwiazane z obecnoscia duzej
liczby nikotynowych receptoréw cholinergicznych, czego
dowodem jest obecnos$¢ podwyzszonej liczby receptoréw
cholinergicznych u oséb palacych papierosy [6].

Nikotyna wnika do organizmu réznymi drogami poprzez
jamg¢ ustna, skore, ptuca, pecherz moczowy oraz prze-
wod pokarmowy (jelito cienkie). Proces absorpcji ni-
kotyny zalezy od wartosci pH. Nikotyna nalezy do sta-
bych zasad (pKa=8,0 — co oznacza, ze w pH=_8,0 polowa
tego zwiazku wystgpuje w postaci zjonizowanej, a pozo-
stala czg$¢ jest niezjonizowana). Zatem w kwasnym §ro-
dowisku wystgpuje gtéwnie w postaci zjonizowanej, co
utrudnia wchtanianie przez btony, natomiast w srodowi-
sku zasadowym, jako posta¢ niezjonizowana tatwiej ule-
ga absorpcji. Doskonale wchtaniana jest z dymu papie-
rosowego w pecherzykach ptucnych (duza powierzchnia
absorpcji), przez skore (plastry transdermalne stosowane
w nikotynowej terapii zastgpczej), a takze przez nabtonek
wyscielajacy jame ustng (gumy do Zucia, liScie tytoniu),
stabo natomiast przez zotadek ze wzgledu na kwasne pH
soku zotadkowego. Ponadto, jako ze nikotyna w niezmie-
nionej postaci wydalana jest drogami moczowymi, moze
réowniez ulegaé reabsorpcji z moczu (przy pH moczu po-
wyzej 6,0) [5,6,36,72].

Po zaabsorbowaniu, nikotyna przedostaje si¢ do krwiobie-
gu, gdzie w pH 7,4 wystepuje w postaci zjonizowanej (69%)
i zdejonizowanej (31%). Tylko 5% catkowitej puli nikotyny
obecnej we krwi ulega wiazaniu do bialek osocza. Zwiazek
ten ulega dystrybucji do wszystkich narzadéw i powszech-
nie obecny jest w wielu tkankach. Szczegdlnie szybko prze-
nika do osrodkowego uktadu nerwowego (wystarczy oko-
1o 8 s aby nikotyna dotarta do mézgu od chwili absorpcji).
Jednak czas w jakim nikotyna osiaga organ docelowy oraz
wywotuje efekt farmakologiczny zalezy od dwéch podsta-
wowych parametréw: drogi podania oraz dawki substan-
cji [4,66]. Wysokie stgzenie obserwuje si¢ w krwi tetni-
czej, plucach i mézgu [36,66]. Badania po§miertne oséb
palacych papierosy wykazaty ponadto, ze nikotyna odkta-
da sie rowniez w nerkach i Sledzionie. Natomiast niewiel-
ka koncentracje tego zwiazku zaobserwowano w tkance
tluszczowej oraz migs$niach. Wykazano, ze nikotyna moze
przekraczaé barierg krew-moézg oraz przenikac przez tozy-
sko, a takze wystgpuje w mleku matek karmiacych piersia.
Wysokie st¢zenie nikotyny obserwuje si¢ ponadto w soku
zotadkowym oraz §linie [36,66].

Kotynina powstaje w wyniku proceséw metabolicznych,
zachodzacych gtéwnie w watrobie (70-75%), ktére zwia-
zane sa z przeksztatcaniem nikotyny. Jednak w matych ilo-
Sciach nikotyna podlega réwniez biotransformacji przez
ptuca, nerki, btong §luzowa nosa oraz mézg [36]. Proces
powstawania kotyniny obejmuje dwa etapy i jest zalezny od
NADPH (ryc. 1). W pierwszym etapie dochodzi do oksy-
dacji pierscienia pirolidynowego nikotyny, w wyniku cze-
go powstaje jon iminowy nikotyny, pozostajacy w rowno-
wadze z 5 hydroksynikotyna. Etap ten jest katalizowany
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Ryc. 1. Biotransformacja nikotyny do kotyniny
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Ryc. 2. Gtéwne metabolity nikotyny (wg [36,48] zmodyfikowano)

przez cytochrom P450 (gtéwnie izoforma CYP2AG6, rza-
dziej CYP2B6, CYP2E1, CYP2A13). Produkt przejscio-
wy, ktérym jest jon iminowy nikotyny zostaje — z udzia-
fem cytoplazmatycznej oksydazy aldehydowej — ostatecznie
przeksztatcony do kotyniny [5,36,47,66]

Okoto 70-80% nikotyny ulega przeksztatceniu w organi-
zmie do kotyniny za posrednictwem C-oksydacji. Poza ko-
tynina, w wyniku biotransformacji nikotyny powstaja row-
niez inne produkty (okoto 20 pochodnych), takie jak: tlenek
N- nikotyny (4—7%), nornikotyna (0,4-0,8%), glukuronian
nikotyny (3—5%), jon izometoniowy nikotyny (0,4-2,0%).
Do wytworzenia tych produktéw dochodzi w procesach

N-oksydacji, N-demetylacji, czy N-glukoronidacji. Procesy
te katalizowane sg przez cytochrom P450 (CYP), mono-
oksygenazy flawinowe (FMO), amino N-metylotranferaze,
czy UDP-glukuronozylotransferazy (UGT). Ponadto okoto
10% nikotyny w niezmienionej postaci jest wydalana ra-
zem z moczem. Gtéwne produkty biotransformacji niko-
tyny przedstawiono na ryc. 2 [36,66,72].

Kotynina podlega dalszym przemianom metabolicznym.
Badania nad procesami zwiazanymi z metabolizmem i far-
makokinetyka kotyniny prowadzone byty u ludzi i na gryzo-
niach, jednak przemiany metaboliczne kotyniny nie zosta-
ly jeszcze tak dobrze poznane w poréwnaniu do przemian
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Ryc. 3. Gtéwne pochodne kotyniny (wg [14,36,46] zmodyfikowano)

nikotyny. Podobnie jak w przypadku nikotyny, istnieja zna-
czace réznice migdzygatunkowe zwiazane z procesami bio-
transformacji kotyniny (np. nie zaobserwowano przemian
kotyniny w mikrosomach hepatocytéw szczura) [66]. W or-
ganizmie ludzkim zidentyfikowano 6 podstawowych meta-
bolitéw kotyniny: 3’hydroksykotynina, 5’hydroksykotynina,
tlenek N-kotyniny, jon metoniowy kotyniny, glukuronian
kotyniny oraz norkotynina [36,46]. Kotynina gtéwnie ule-
ga biotransformacji do 3’hydroksykotyniny, zwiazku wy-
krywanego w moczu oséb palacych tyton. Transformacja
kotyniny do 3’hydroksykotyniny jest procesem wysoce

stereoselektywnym, katalizowanym przez CYP2A6 oraz
CYP2A13 [2,7,66]. Podstawowym produktem tych przemian
jest izomer trans (ok. 95%). Trans-3hydroksykotynina
moze by¢ réwniez wydalana w postaci glukuronianu (po-
sta¢ O-glukuronianu). Proces O-glukoronidacji katalizo-
wany jest z udziatem UDP-glukuronylotranferazy UGT2B7
i UGTB17. 40-60% zaabsorbowanej nikotyny jest ostatecz-
nie wydalana w postaci 3’hydroksykotyniny i jej gluku-
ronianu [6,7,14,48,71]. Kolejny metabolit kotyniny, tlenek
N-kotyniny, w przeciwienistwie do tlenku N-nikotyny, po-
wstaje w wyniku przemian z udzialem cytochromu P450
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i stanowi okoto 2-5% metabolitéw nikotyny wykrytych
w moczu osoby palacej [36]. Glukuronian kotyniny po-
wstaje w reakcji N-glukoronidacji katalizowanej przez
UDP-glukoronyzylotransferazg (UGT2B10, UGT1A4), en-
zym odpowiedzialny réwniez za procesy prowadzace do
powstania glukuronianu nikotyny [14,28,48]. Natomiast
enzym cytochromu P450, izoforma CYP2AG6, zaangazo-
wany jest w katalizowanie przemian metabolicznych ko-
tyniny zaréwno do norkotyniny, jak i 5’hydroksykotyniny
(zwiazki te pozostaja w réwnowadze) [36,46]. Norkotynina
(okoto 1% metabolitéw nikotyny wykrytych w moczu oso-
by palacej) powstaje w wyniku demetylacji kotyniny lub
oksydacji nornikotyny. Badania z wykorzystaniem szczu-
rzych hepatocytéw wykazaty, ze nornikotyna ulega prze-
ksztalceniu kolejno do nastgpujacych produktéw: amidu
4-okso-(3-pirydylo)-butanu oraz kwasu 4-okso-4-(3-pi-
rydylo)butanowego, ktory jest w réwnowadze z 5’ hydrok-
synorkotynina. Natomiast prawie 15% kotyniny w postaci
niezmienionej jest wydalana z moczem [36].

Kotynina jest laktamem, dlatego zwiazek ten przyjmu-
je takze forme otwartego pierScienia (open chain form)
aminokwasu, zaobserwowana w moczu. Jednak w oparciu
o badania in vitro z uzyciem homogenatéw watrobowych
dowiedziono, ze kotynina powstaje bezposrednio z jonu
iminowego nikotyny w procesie oksydacji, a nie z udzia-
fem pochodnej w postaci aminokwasu [36].

Wtasciwosci farmakokinetyczne kotyniny sa bardzo przy-
datne w diagnostyce. Potowiczny czas eliminacji kotyniny
z organizmu wynosi okoto 16 godzin i jest zdecydowanie
dtuzszy niz nikotyny (2 godziny). St¢zenie kotyniny z po-
wodu dtuzszego czasu péttrwania w ciagu dnia utrzymuje
si¢ na stalym poziomie, natomiast w przypadku nikotyny
moze ulega¢ wahaniom w zaleznos$ci od pory dnia i czasu
od chwili dostarczenia nikotyny z zewnatrz [5,66]. Kotynina
jest zwigzkiem bardziej polarnym niz nikotyna, dodatkowo
podlega wolniejszej biotransformacji. Najwyzsze st¢zenie
kotyniny obserwuje si¢ w watrobie. Natomiast w migsniach
jest ono zblizone do stgzenia w krwiobiegu [36]. Kotynina
przekracza barier¢ krew-moézg. Zaobserwowano znaczace
ilosci gtéwnej pochodnej nikotyny w osrodkowym uktadzie
nerwowym, nawet 18 godzin od podania nikotyny. Jednak
nie wykazano obecnosci w mézgu bezposrednich meta-
bolitéw kotyniny, poniewaz na terenie mézgu nie podlega
ona biotransformacji, w przeciwienstwie do nikotyny [19].

CzyYNNIKI WPLYWAJACE NA PROCESY POWSTAWANIA ORAZ
BIOTRANSFORMACJI KOTYNINY

W wyniku przemian metabolicznych nikotyny i kotyniny,
powstaje wiele pochodnych tych zwiazkéw, ktore ostatecz-
nie sa wydalane przede wszystkim z moczem. Prace badaw-
cze z uzyciem izotopowo znakowanej nikotyny wykazaty,
ze pomiary wydalanej z moczem nikotyny, kotyniny czy
3’hydroksynikotyny (dobowa zbiérka moczu) byty bardzo
rézne u oséb palacych. Badania wielu zespotéw badaw-
czych wskazuja nie tylko na znaczaca zmienno$¢ osobni-
cz3, cho¢by w szybkosci eliminacji z organizmu zaréwno
nikotyny jak i kotyniny, ale réwniez na rozbieznosci mig-
dzygatunkowe czy migdzyrasowe w procesach zwiazanych
z metabolizowaniem nikotyny i kotyniny. Réznice migdzy-
rasowe najwyrazniej widoczne sa migedzy osobami pala-
cymi rasy czarnej i biatej, co zaobserwowano poréwnujac

Tabela 1. Nikotyna i kotynina — réznice wybranych parametréw
farmakokinetycznych u osob rasy biatej i Afroamerykanéw wg
[54]. Dane wyrazone sq jako wartosci srednie

Parametr Rasa biata Afroamerykanie
T, , kotyniny 950 1064
T, , nikotyny 129 134
v, kotyniny 0,80 0,75
V, nikotyny 3,09 2,92
V, — pomiar objetosci dystrybudji (I/kg); T, , — biologiczny okres pottrwania

(min).

stezenie kotyniny w osoczu [9,62]. Wykazano réwniez réz-
nice na podstawie poréwnania wartosci parametrow farma-
kokinetycznych nikotyny i kotyniny, takich jak: biologiczny
okres péttrwania (min), czy pomiaru objetosci dystrybu-
cji (I/kg). Dane przedstawiono w tabeli 1 [54]. Przemiany
metaboliczne kotyniny przebiegaja wolniej u oséb rasy
czarnej, ze wzgledu na obnizony metabolizm oparty na
oksydacji nikotyny (z udzialem CYP2A6) oraz wolniej-
sza N-glukoronidacje [9].

Przedstawiciele rasy czarnej palacy tyton, wolniej me-
tabolizuja nikotyne (szlak obejmujacy konwersje do ko-
tyniny). Podobnie Azjaci oraz Afroamerykanie Srednio
wolniej transformuja nikotyng, niz osoby rasy biatej czy
Latynosi [5,66].

Zaréwno migdzyosobnicze, jak i migdzyrasowe réznice
w procesach biotransformacji kotyniny sa najprawdopo-
dobniej wynikiem uwarunkowan genetycznych oraz srodo-
wiskowych. Biorac pod uwage czynniki genetyczne uwa-
ga badaczy skupita si¢ gléwnie na badaniu polimorfizméw
gendw odpowiedzialnych za kodowanie enzymow, takich
jak: CYP2A6 oraz UGP, zaangazowanych w procesy zwia-
zane z metabolizowaniem nikotyny i kotyniny [5,36,66].

Ponadto zaobserwowano istotne réznice zwiazane z pro-
cesami biotranformacji kotyniny i nikotyny w zaleznosci
od pici. U kobiet wykazano, ze zaréwno pomiar objetosci
dystrybucji, jak i biologiczny czas péttrwania kotyniny byt
nizszy niz u mezczyzn [9]. Uzyskane dane potwierdzone
zostaty w kolejnym badaniu tej grupy naukowcow i §wiad-
czg o tym, ze u kobiet obserwuje si¢ szybszy metabolizm
kotyniny, co zwiazane jest ze stgzeniami hormondéw pitcio-
wych — gtéwnie estrogenu. Ponadto Benowitz i wsp. zaob-
serwowali, ze kobiety, ktére stosowaty doustna antykoncep-
cje, miaty zwigkszony metabolizm kotyniny w poréwnaniu
z kobietami, ktére z niej nie korzystaly [6,8]. Z kolei w ba-
daniach Higashi i wsp. wykazano, ze estrogen (swoiscie
tkankowo) indukuje dziatania CYP2A6, gléwnego enzy-
mu zaangazowanego w tworzenie kotyniny [35].

Wiek réwniez moze miec istotne znaczenie w procesach
zwigzanych z powstawaniem kotyniny. W przypadku ba-
dan u os6b starszych (65-76 lat) wykazano istotne staty-
stycznie zmniejszenie wartosci parametrow farmakoki-
netycznych (catkowity klirens nikotyny, pomiar objgtosci
dystrybucji w stanie rownowagi, czy klirens nerkowy ko-
tyniny) w stosunku do uzyskanych wartosci u oséb do-
rostych (22—43). Jednak Molander i wsp. podsumowujac
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swoje badania, zasugerowali, ze mimo zaobserwowanych
istotnych statystycznie réznic, dystrybucja nikotyny u os6b
starszych nie ulega zmianom istotnym z punktu klinicz-
nego, w stosunku do os6b mtodszych [44]. Z kolei po-
réwnujac stezenia kotyniny u nastolatkéw (Srednia wieku
ok. 15 lat) 1 os6b dorostych palacych papierosy nie zaob-
serwowano istotnych zmian dotyczacych biotransforma-
cji nikotyny [7,45]. W przypadku noworodkéw wykaza-
no, ze biologiczny czas péttrwania kotyniny byt podobny
do danych uzyskanych u oséb dorostych. Natomiast czas
péttrwania nikotyny réznit si¢ znaczaco podczas badan
tych grup wiekowych — niemowle¢ta wykazywaty zdecy-
dowanie wyzsze wartosci tego parametru. Dempsey za-
sugerowal, ze u niemowlat moze dochodzi¢ do niedobo-
ru CYP2A6. W pézniejszych badaniach wykazano, ze
u noworodkéw obserwuje si¢ obnizona ekspresje innego
enzymu nalezacego do kompleksu cytochromu P450 —
CYP2B6, co moze sugerowac, ze to ta izoforma wptywa
bezposrednio na poziom nikotyny, a nie kotyniny u no-
worodkow [6,23,66].

Do innych czynnikéw wptywajacych na farmakokinetyke
kotyniny nalezy z pewnoscia stosowana dieta. Wynika to
Z tego, Ze procesy powstawania, jak rowniez metabolizowa-
nia kotyniny, zachodza gtéwnie w watrobie i stamtad pod-
lega ona dystrybucji. Zatem substancje dostarczane z po-
sitkami i wptywajace na przeplyw krwi w watrobie maja
istotny wplyw na wiele parametréw farmakokinetycznych
kotyniny [6,36]. Zaobserwowano hamowanie metabolizmu
nikotyny przez zwiazki zawarte w soku grejpfrutowym,
a takze przez mentol, ktéry dodawany jest jako substan-
cja aromatyczna do papieroséw, pasty do zgbdw czy tez

produktéw spozywczych i kosmetycznych. Wykazano, ze
zaréwno sok grejpfrutowy, jak i mentol, oddziatuja bez-
posrednio na CYP2AG6, powodujac hamowanie dziatania
tego enzymu w mikrosomach hepatocytow. Istotny wplyw
na procesy biotranformacji nikotyny i kotyniny ma réwniez
spozywanie rosliny nalezacej do rodziny kapustowatych,
potocznie zwanej rzezucha (rukiew wodna). Wykazano,
ze po spozyciu rzezuchy obserwuje si¢ zwigkszenie for-
mowania glukuronianu nikotyny, glukuronianu kotyniny
i glukuronianu 3 hydroksykotyniny, natomiast brak wpty-
wu na poziom innych metabolitéw. Zatem zasadne wydaje
si¢ stwierdzenie, ze w tym przypadku spozycie rzezuchy
wplywa bezposrednio na poziom enzyméw z grupy UGT,
zaangazowanych w procesy glukoronidacji pochodnych ni-
kotyny i kotyniny [6,36]

Procesy zwigzane z biotransformacja nikotyny i jej po-
chodnych réwniez moga podlega¢ zaburzeniom w warun-
kach patologicznych. Dotyczy to gtéwnie choréb nerek
oraz watroby. Ponadto stosowana farmakoterapia moze
mie¢ istotny wptyw na przemiany metaboliczne nikoty-
ny i jej pochodnych [36]. Ryfampicyna oraz fenobarbi-
tal stymuluja procesy katalizowane przez CYP2A6, pro-
wadzac do zwigkszenia tempa biotransformacji nikotyny.
Podobny efekt obserwowano u kobiet stosujacych doustne
srodki antykoncepcyjne. Réwniez kofeina moze przyspie-
szac procesy biotransformacji nikotyny. Natomiast do inhi-
bitoréw wspomnianych procesoéw naleza: metoksalen (in-
hibitor CYP2A6 i CYP1A2), tranylcypromina (CYP2AG6,
CYP2B6, CYP2E1), tryptamina (CYP2A6) i kumaryna
(CYP2AO0), raloksyfen (inhibitor oksydazy aldehydowe;j)
[21,42,51,56,73].
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Podsumowujac, procesy biotranformacji oraz powstania ko-
tyniny w ludzkim organizmie zaleza od wielu czynnikéw,
poczawszy od réznic gatunkowych, populacyjnych migdzy-

Tabela 2. Stezenia graniczne kotyniny pozwalajace na rozrdznienie 0séb
palacych i niepalacych (wg [10])

rasowych i migdzyosobniczych zwigzanych m.in. z poli- Materiat Osoba palaca Osoba niepalaca

morfizmem oraz obecnoscia gendéw wytwarzajacych enzy-

my zaangazowane w te procesy, poprzez pteé czy wiek, az Mocz >200 ng/ml <200 ng/ml

do sktadnikéw diety, czy spozywanych lekow. ¢lina >10 ng/ml <10 ng/ml

KoTYNINA JAKO BIOMARKER Krew >10 ng/ml <10 ng/ml
Wrosy >0,3ng/mgwlosa  <0,3 ng/mg wtosa

Biomarkery stosowane w celu oceny narazenia na
palenie tytoniu

Idealny biomarker pozwalajacy oceni¢ stopiefi narazenia
na dym papierosowy powinien charakteryzowac si¢ naste-
pujacymi cechami: umiarkowany czas pottrwania w orga-
nizmie, wykazywac swoistos¢, podlega¢ ocenie w ptynach
ustrojowych z wykorzystaniem dostgpnych metod analitycz-
nych. Ponadto obecnos¢ innych zwiazkéw nie powinna od-
dziatywac na oceng biomarkera i jednoczes$nie biomarker
nie moze podlega¢ wptywom czynnikéw zewngtrznych in-
nych niz dym papierosowy. Do biomarkeréw stosowanych
W ocenie narazenia organizmu na palenie papieroséw na-
leza m.in. nikotyna, tlenek wegla, karboksyhemoglobina,
tiocyjaniany i pochodne nikotyny (kotynina, trans 3 hy-
droksykotynina) [6,24]. Wybrane biomarkery narazenia
na dym tytoniowy wraz z rodzajem badanego materiatu
przedstawiono na ryc. 4.

Kotynina biomarkerem z wyboru

Okreslenie stgzenia kotyniny jest przydatnym biomarke-
rem ekspozycji organizmu na dym tytoniowy. Wykazano
to w wielu badaniach, gdzie okreslano poziom narazenia
na dym tytoniowy zaréwno u oséb palacych, jak i narazo-
nych na bierne palenie [20,39,41,50,69].

Stezenie kotyniny jest okreslane z wykorzystaniem rézne-
go materiatlu biologicznego - moczu, krwi, §liny, spermy,
a nawet wlosow [22,40,69,70]. Wykonywanie badan maja-
cych na celu okreslanie st¢zenia nikotyny we krwi uzywa-
ne jest jedynie wowczas, jezeli przeprowadzane s réwniez
inne badania krwi. Najczgsciej do okreslenia stgzenie koty-
niny wykorzystuje si¢ mocz. Wynika to z tego, ze badanie
to jest proste, zwigzane z mniejszymi kosztami i zapewnia
nieinwazyjno$¢ w poréwnaniu z pobraniem krwi [10,63].

Roéwnie tatwym i dostepnym materialem do badan steze-
nia kotyniny jest slina. Wedtug Bramera i Kallungall ste-
zenie graniczne kotyniny w moczu pozwalajace odréznié
osobe palaca od niepalacej wynosi 200 ng/ml, w osoczu
i §linie wynosi 10 ng/ml, natomiast we wtosach 0,3 ng na
mg wlosa (tab. 2) [10].

Podobne st¢zenia kotyniny w Slinie i we krwi, skianiaja
do uznania §liny za materiat z wyboru, poniewaz w przy-
padku §liny mozliwe sa nieinwazyjne pomiary kotyniny.
Poréwnujac réznego rodzaju materialy biologiczne, bada-
ne na obecnos¢ kotyniny wskazuje sig, ze to §lina powin-
na by¢ materiatem z wyboru w przypadku badan mierza-
cych narazanie na dym tytoniowy [10,24].

Pomiary z wykorzystaniem §liny jako materiatu do analiz sa
bardzo czute. Metoda ta stosowana jest m.in. do okreslania

biernej ekspozycji na dym papierosowy. Wykorzystujac
$ling jako materiat do badan na obecno$¢ kotyniny mozna
wykazac nie tylko sam fakt ekspozycji na dym tytoniowy,
ale réwniez okresli¢ nasilenie ekspozycji (liczbg oséb pa-
lacych w otoczeniu badanej osoby) oraz uwzgledni¢ nawet
intensywnos$¢ palenia oséb palacych. Umozliwiaja to sto-
sowane obecnie techniki pomiaru st¢zenia kotyniny, ktére
wykazuja czutos¢ na poziomie nawet do kilkudziesigciu
pikogramoéw analizowanej substancji [10,37].

Istnieja jednak pewne ograniczenia w stosowaniu kotyni-
ny jako biomarkera. Trzeba uwzglednié, ze niektére para-
metry farmakokinetyczne (czas eliminacji i okres pottr-
wania tego zwiazku w organizmie ludzkim) sa zalezne od
rasy cztowieka. Zatem istotne jest, aby podczas wykorzy-
stywania kotyniny jako biomarkera uwzglednia¢ mozliwe
genetyczne predyspozycje do biotransformacji nikotyny
zwigzane z polimorfizmem genéw odpowiedzialnych za
wytwarzanie enzymow z grupy CYP, zwlaszcza CYP2A6
[47,62,64]. Ze wzgledu na prawie 16-godzinny okres pot-
trwania, kotynina moze stuzy¢ jedynie jako biomarker
krétkotrwatej ekspozycji na dym tytoniowy (3—4 dni) [6].
Ponadto w badaniu populacyjnym (NHANES 1999-2008)
wykazano, ze wskaznik BMI lub wartos$¢ catkowitej ob-
jetosci krwi (TBV) u 0s6b palacych, moga by¢ istotnymi
czynnikami prognostycznymi w ocenie stezenia kotyniny
w surowicy [38].

Uwaza sig, ze nikotyna dostarczana z pozywieniem nie
wplywa na wrazliwo$¢ testu opartego na pomiarze koty-
niny. Zatem nie sg konieczne dietetyczne restrykcje pod-
czas okreslania stopnia ekspozycji organizmu na dym ty-
toniowy lub okreslania statusu osoby palacej [4].

Warto réwniez podkreslié, ze pomiar stgzenia kotyniny
w surowicy lub moczu uwazany jest przez komisje eksper-
tow powotana przez Society for Reasearch on Nicotine and
Tabacco, za najlepsza metode w ocenie narazenia organi-
zmu na Srodowiskowy dym tytoniowy [63]. Podsumowujac,
dzigki znacznej czutosci testéw okreslajacych stgzenie ko-
tyniny, a takze fatwosci pozyskiwania materiatu do badan
(Slina, mocz, wlosy), substancja ta stata si¢ bardzo dobrym
biomarkerem ekspozycji organizmu na dym papierosowy,
uwazanym za biomarker z wyboru w przypadku narazenia
na dym tytoniowy [24].

Sposoby pomiaru Kotyniny

Zmieniajace si¢ stgzenie kotyniny, zwlaszcza w powigzaniu
z procesem biotransformacji nikotyny, nadal budzi duze za-
interesowanie. Pomiaréw obecnosci gtéwnej pochodnej ni-
kotyny, dokonywano wykorzystujac rézne dostgpne metody
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doswiadczalne. W pierwszych badaniach stosowano koty-
ning znakowang izotopowo. W latach 80 ub.w. stosowano
testy oparte na wykorzystaniu RIA (test radioimmunolo-
giczny) czy technik chromatografii cieczowej i gazowej [4].
Okreslano poziom kotyniny w moczu, osoczu, a nawet wlo-
sach [30,43,70]. Obecnie techniki chromatograficzne taczo-
ne sa z metodami opartymi na analizie z wykorzystaniem
spektrometrii mas. W badaniu populacyjnym okreslajacym
poziom kotyniny w osoczu noworodkéw i kobiet w ciazy
wykorzystano chromatografie gazowa potaczona ze spek-
trometrig mas (GC-MS) [13]. Jedna z najnowszych metod
pozwalajacych na doktadne okreslenie kotyniny w surowi-
cy na poziomie do 2 ng/ml jest preparatyka opracowana
przez Baumanna i wsp. opierajaca si¢ na pomiarze kotyni-
ny z fazy statej probki w oparciu o HPLC i spektrometrig
mas z jonizacja przez elektrorozpylanie [3]. Z kolei Jacob
i wsp. w celu okreslenia poziomu metabolitéw nikotyny
(kotynina i trans-3hydroksykotynina) w osoczu, moczu
oraz Slinie wykorzystali bardzo czuta metodg, oparta na
chromatografii cieczowej, potaczonej z tandemowa spek-
trometrig mas, co pozwolito im na uzyskanie czutosci po-
miaru na poziomie 0,02 do 0,1 ng/ml [37].

Na podstawie pomiaréw kotyniny mozna ustalié, czy osoba
jest palaca oraz okresli¢ liczbe wypalonych w ciggu doby
papieroséw. Mozna réwniez dokona¢ pomiaréw biernego
palenia. Wszystko zalezy od czulo$ci i wrazliwosci zasto-
sowanego testu. Kotynina jest najczgsciej uzywanym i naj-
bardziej wiarygodnym biomarkerem ekspozycji organizmu
na dym papierosowy.

WPLYW KOTYNINY NA ORGANIZM

Kotynina jest gtéwnym metabolitem nikotyny, wobec cze-
go podejrzewano, ze moze ona mie¢ podobne dziatanie
biologiczne jak jej prekursor. Badania nad nikotyna wy-
kazaty, ze wptywa ona m.in. na procesy zwiazane z cho-
robami uktadu krazenia oraz chorobami nowotworowymi,
przede wszystkim rakiem ptuc. W przypadku nikotyny ob-
serwowano jej bezposredni wptyw na caly organizm, a tak-
ze na poszczegdlne komorki [24]. Asgary i wsp. wykaza-
li, ze zaréwno nikotyna jak i kotynina, cho¢ w mniejszym
stopniu, hamuja procesy oksydacji LDL oraz zwigksza-
ja stopient glikozylacji hemoglobiny, co moze odgrywac
istotna rol¢ w rozwoju choréb uktadu krazenia oraz nowo-
tworéw ptuc u os6b palacych [1]. Z kolei Conclin w bada-
niach nad komoérkami Srédbtonka naczyn krwionosnych,
wykazat, ze kotynina zaburza funkcjonowanie tych ko-
morek, co istotnie wptywa na zalezna od endotelium re-
laksacje tetnic szyjnych wspdlnych [17]. W dalszych bada-
niach wykazano ponadto, ze kotynina powoduje znaczacy
wzrost ekspresji VEGF w komérkach endotelialnych, co
moze sugerowaé¢ wptyw kotyniny na progresj¢ choréb ser-
cowo-naczyniowych oraz wzrost nowotworu lub tworze-
nie przerzutow [18]. Z kolei Heiss 1 wsp., badajac wptyw
biernego palenia na komorki srédbtonka naczyn krwiono-
$nych wykazali, ze kotynina stuzy nie tylko jako biomar-
ker narazenia na dym tytoniowy, ale réwniez moze mie¢
wplyw na zachowanie badanych komoérek w stgzeniu ob-
serwowanym in vivo u biernych palaczy. Kotynina dawko-
zaleznie miata wplyw na zwigkszenie wytwarzania tlenku
azotu, chemotaksj¢ oraz podwyzszenie szybkosci proce-
séw proliferacji i chemokinezy progenitorowych komoérek
endotelialnych [33].

Doniesienia wielu grup badaczy wskazuja, ze kotynina

moze dziala¢ nikotynopodobnie, w zwiazku z oddziaty-

waniem na nikotynowe receptory cholinergiczne w mézgu

(nAChR). Potwierdzeniem tego sa nastgpujace przestanki:

* kotynina podobnie do nikotyny wptywa na uwalnianie
noradrenaliny, aktywno$¢ biatka C oraz wewnatrzko-
morkowe stgzenie wapnia w bydlecych chromochion-
nych komérkach nadnerczy [67,68];

e stymuluje uwalnianie dopaminy w prazkowiu mézgo-
wia szczura [25].

Badania Vainio i wsp. wykazaty, ze kotynina najprawdo-
podobniej taczy si¢ do nikotynowych receptoréw choliner-
gicznych w mézgu, co moze wyjasnia¢ opisane wczesniej
efekty farmakologiczne [70].

Jednak niektore badania sugeruja, ze kotynina moze wy-
wiera¢ niezalezny od nikotyny efekt, zaréwno na pozio-
mie komérkowym, jak i calego organizmu, wptywajac na
procesy fizjologiczne i behawioralne. Na przyktad w bada-
niach Hatsumaki i wsp. wykazano, ze w przypadku oséb,
ktére rzucaty palenie i zostaty poddane nikotynowe;j te-
rapii zastgpczej (plastry nikotynowe) — obserwowano, ze
kotynina jedynie podawana wraz z nikotyng zmniejszata
tzw. ,,efekt odstawienia”. Nie wykazano takiego dziata-
nia przy podaniu samej kotyniny [31]. Nie zaobserwowa-
no natomiast, aby kotynina podawana doustnie wptywata
na cisnienie krwi oraz rytm serca, cho¢ wykazano jej od-
dziatywanie na przetwarzanie informacji u oséb niepala-
cych [34]. Badania Riaha i wsp. wykazaty, ze nAChr nie sa
gtéwnym miejscem dziatania kotyniny w mézgu, ale row-
niez uczestniczy w nich nowy receptor dla kotyniny, kté-
rym jest biatko p40 [58,59].

Kotynina moze znalez¢ potencjalne zastosowania w lecze-
niu zaburzen funkcji poznawczych [12]. Terry i wsp. wyka-
zali, ze kotynina jest farmakologicznie aktywnym zwiaz-
kiem, ktdry nie tylko wykazuje pozadane nikotynopodobne
dzialanie, ale rowniez ma wlasne unikalne wtasciwosci
[65]. Mozliwy mechanizm dziatania zaktada, ze zar6w-
no kotynina, jak i nikotyna poprzez desentyzacj¢ nAChR,
a nie przez aktywacje tych receptoréw wptywa na dziata-
nie behawioralne [11]. O’Leary i wsp. sugeruja, ze kotyni-
na moze réwniez wykazywac aktywnos¢ neuroprotekcyjna
obserwowana u os6b palacych z choroba Parkinsona [52].

Ocenie poddano takze oddzialywanie kotyniny (0,4—400
pg/ml) na flore¢ bakteryjna jamy ustnej. Nie wykazano
jednak, aby kotynina, podobnie jak nikotyna lub kofeina,
w istotny sposob wplywata na wzrost przebadanych szcze-
pow bakteryjnych [16]. Natomiast w przypadku badan nad
ruchliwo$cig nasienia zaobserwowano, ze w warunkach
in vivo kotynina moze by¢ jednym z czynnikéw odpowie-
dzialnych za obnizenie zdolnosci motorycznych plemni-
kéw os6b palacych papierosy. Nie udato si¢ jednak po-
twierdzi¢ w badaniach in vitro, aby kotynina bezposrednio
wptywata na ruchliwos$¢ plemnikéw [26,53]. Chen i wsp.
oraz Ghaffari i wsp. badajac wplyw kotyniny na inne pa-
rametry okreslajace jakoS¢ nasienia wskazuja, ze kotyni-
na moze by¢ jednym z czynnikéw powodujacych bezptod-
nos¢ u 0s6b palacych papierosy [15,27].

Kotynina znalazia zastosowanie w leczeniu przewleklego
i ostrego zapalenia. Rehani i wsp. w badaniach z uzyciem
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pierwotnych monocytéw ludzkich wykazali, ze ta gtéwna
pochodna nikotyny jest silnym czynnikiem antyzapalnym,
ktory dziata gtéwnie poprzez nikotynowy receptor choliner-
giczny or7 obecny na monocytach, co prowadzi do konwer-
gencji dwoéch szlakéw przeciwzapalnych: cholinergicznego
oraz endogennego P13K-zaleznego. Proces przeciwzapalny
z udziatem kotyniny jest z kolei niezalezny od NF-kB. [57].
Uzyskane wyniki badan sugerowaty, ze kotynina moze zo-
sta¢ zastosowana w leczeniu proceséw zapalnych. Scott i wsp.
zgtosili patent, w ktérym opisali wykorzystanie kotyniny w te-
rapii ostrego i przewlektego zapalenia. Wynikato to z badan
dowodzacych, ze kotynina znosi odpowiedZ prozapalna za-
lezna od TLR (Toll-like receptor) na patogeny w ludzkich

PismiENNICTWO

monocytach oraz zwigksza wytwarzanie czasteczek prze-
ciwzapalnych (IL-10) w sposéb swoisty, z wykorzystaniem
nikotynowych receptoréw cholinergicznych typu o7 [60].

PobpsumowaNIE

Kotynina, gtéwny metabolit nikotyny, znalazta zastosowa-
nie jako biomarker narazenia na dym tytoniowy. Ostatnie
badania wskazuja na kotyning, jako potencjalny terapeutyk,
ktéry moze mie¢ zastosowanie w leczeniu proceséw zapal-
nych oraz choréb neurodegeneracyjnych. Zatem zasadne
wydaje si¢ kontynuowanie badarn nad kotynina, szczegdl-
nie w aspekcie terapii choréb cywilizacyjnych.
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