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Drug-induced phospholipidosis - causes, effects, identification

Adverse reactions of drugs are a significant problem in
pharmacotherapy. The observed side effects may have multiple

causes. They may depend on the dose and type of medicine used.

They can occur during therapy or appear with a delay, after its
completion. They may disappear after discontinuation of treatment or
persist. In this review, we summarize the vast literature in the area of
phospholipidosis, which is a major consequence of the use of cationic
amphiphilic drugs (CAD). Their specific chemical structure causes the
accumulation of phospholipids inside the lysosomes, which affects
their proper function, however, the mechanism of phospholipidosis at
the molecular level is not fully understood. Several hypotheses on the
mechanism of phospholipidosis formation have been put forward - they
mainly concern: the formation of complexes between phospholipids and
CAD drugs, competitive inhibition of lysosomal phospholipases by CAD
and increased biosynthesis of phospholipids and cholesterol under the
influence of the drug. As a result of the accumulation of phospholipids
in lysosomes, the so-called lamellar bodies may appear in tissues days
or weeks after in vivo CAD administration, and this process is dose-
dependent. Phospholipidosis is believed to be a reversible process

and is assumed to be an adaptive - but not toxic - response to drugs.

If the concentration of CAD or a toxic substance accumulated in
lysosomes exceeds a critical value, apoptosis and autophagy may be
activated. Phospholipidosis can also be caused by drugs other than CAD,
oxysterols and some nanoparticles. Phospholipidosis is one of the least
known complications of pharmacotherapy - methods of its detection

at the initial stage as well as the full spectrum of functional disorders

of the body are still being sought. Identification of phospholipidosis in
cells is possible by means of electron microscopy studies confirming the
presence of lamellar bodies in tissues from biopsies or by means of real-
time PCR techniques examining the expression of genes correlated with
the occurrence of phospholipidosis. A potential biomarker detecting
this process in the blood and urine of patients is bis(monoacylglycero)
phosphate (BMP). Drug-induced phospholipidosis can be detected at
the preclinical stage. However, the accumulation of phospholipids and
the formation of lamellar bodies found in in vitro or in animal studies
does not necessarily mean organ damage in the human body. In recent
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Fosfolipidoza wywolana

przez kationowe leki amfifilowe years, there has been an increase in interest in the mechanism of the
phospholipidosis and in the study of new drugs in terms of causing

this undesirable effect. This review presents an overview of the most
important studies to date related to the mechanism of phospholipidosis

formation, methods of its identification and effects at the cellular level

Fosfolipidoza, objawiajgca sif akumulacjg fos-
folipidéw - w szczegdlnosci w plucach, nerkach,
wgtrobie, moze uposledzac przede wszystkim dzia-

lanie komoérek ukladu odpornosciowego, wgtroby
czy tez uszkodzic rogéwk” oka [1]. Fosfolipidoza
zostala po raz pierwszy zaobserwowana przez Nel-
sona i Fitzhugh’a w 1948 r. [2] podczas badan na
szczurach, ktérym podawano przez dluzszy czas
lek przecimalaryczny - chlorochin”. Autorzy zaob-
serwowali tworzenie ,,piankowatych” makrofagéw
(ang.foamy macrophages). Wéwczas zjawisko fos-
folipidozy nie bylo znane, ale pézniejsze badania
potwierdzily, ze obserwowane struktury powstajg
w wyniki akumulacji fosfolipidéw [3, 4]. Dalsze
badania doprowadzily do wniosku, ze nie tylko
chlorochina, ale takze wiele innych lekéw réw-
niez wywoluje fosfolipidoza i schorzenie to zostalo
nazwane fosfolipidozg indukowang lekami (ang.
Drug-Induced Phospholipidosis, DIPL). Wsp6lng
cechg lekéw wywolujgcych fosfolipidoza jest
ich struktura, zaobserwowano, ze sg to zwigzki
o budowie amfifilowej (amfipatycznej), posiadajgce
diblokowg struktury - zawierajg w obr”~bie czg-
steczki cz”sc apolarng (hydrofobowg), zazwyczaj
0 strukturze pierscieni aromatycznych, oraz frag-
ment polarny (hydrofilowy) o ladunku dodatnim
(zwykle sgto grupy aminowe o réznej rz*"dowosci -
zwykle jest to pierwszorz*dowy, drugorz*dowy lub
trzeciorz*dowy atom azotu N zwigzany z w”glem
Clancucha alkilowego) [5]. Polgczenia te nazwane
zostaly kationowymi lekami amfifilowymi (ang.
Cationic Amphiphilic Drugs, CAD), do ktérych
nalezy réwniez chlorochina. Do tej pory CAD sg
najlepiej poznanymi czynnikami wywolujgcym
to schorzenie. Amfifilowa struktura tych lekéw
lobecnosc duzej, hydrofobowej cz”sci apolarnej

as well as on the whole organism.

Keywords: phospholipidosis, cationic amphiphilic drugs, lamellar

bodies.
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umozliwia ich wbudowywanie si*w struktury blon
komoérkowych, a nast”pnie ich przenikanie przez
membrany lipidowe i wnikanie do wn”trza orga-
nelli komérkowych, np. lizosoméw. W tym pro-
cesie dwa parametry fizykochemiczne odgrywajg
zasadniczg rol™: stala protonowania grupy zasa-
dowej (wyrazona wartoscig pK) oraz wspélczyn-
nik podzialu leku (P) pomitdzy dwa niemiesza-
jgce si”® ze sobg rozpuszczalniki (zwykle n-oktanol
iwod”; wyrazany jako log P), bAdgcy miarg hydro-
fobowosci (w literaturze mozna znalezc zaréwno
eksperymentalne, jak i obliczone wartosci log P, te
ostatnie oznaczane jako Clog P (ang. Calculated log
P). Winkszosc lekéw CAD to zwigzki hydrofobowe
(log P powyzej 1, zazwyczaj w granicach od 2 do 9)
o charakterze zasadowym. Wysoka zasadowa war-
tosc pKa(srednio powyzej 9) wskazuje, ze substan-
cje te sg gléwnie protonowane przy niskich warto-
sciach pH. Sprotonowanaw kwasnym srodowisku
lizosoméw (pH 4,5-5) grupa aminowa i powstala
w ten sposéb forma jonowa leku, nie moggc
ponownie przekroczyc blony lizosomalnej, ulega
zatrzymaniu wewngtrz lizosomu [6], co prowadzi
do akumulacji leku (proces ten nosi nazw” lizo-
somotropizmu) [7]). Lizosomalne nagromadzenie

Tabela 1. Przyklady kationowych lekéw amfifilowych wywolujycych fosfolipidozy.

Table 1. Chemical structures of representative groups of cationic amphiphilic drugs.

Grupa lekéw,'przykfad leku"idawkowanie...

Antydepresyjne:
Fluoksetyna - 20 mg/dob”™

Antyestrogenowe:
Tamoksyfen - 20-40 mg/dob”™

Wz6r strukturalny leku
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Tabela 1. Przyklady kationowych lekéw amfifilowych wywolujgcych fosfolipidozg (cd.).
Table 1. Chemical structures of representative groups of cationic amphiphilic drugs (cont.).

Grupa lekéw, przykfad leku i dawkowanie

Antyhistaminowe:

Chlorcyklizyna - 25 mg/dob?

Antymalaryczne:
Chlorochina - 250-1500 mg/dob?

Przeciwgrzybicze:
Ketokonazol - 200-400 mg/dob?

Przeciwkaszlowe:
Perheksylina - 100-300 mg/dob?

Przeciwpsychotyczne: Chlorpromazyna -

40-300 mg/dob?

Przeciwwirusowe:
Tiloron -
50 mg/kg masy ciata/dob?

lekéw zostalo potwierdzone dla wielu CAD, m.in.
dla chlorochiny, mepakryny, chloropromazyny,
chlorofenterminy [8]. Proces ten wywoluje zmiany
w srodowisku lizosoméw i w ich funkcjonowaniu,

Wz6r strukturalny leku

co w konsekwencji doprowadza do nagromadze-
nia fosfolipidéw i powstania charakterystycznych
struktur, tzw. cialek blaszkowatych, oméwionych
szczegblowo w dalszej cz”sci pracy.
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Do kationowych lekéw amfifilowych, uzna-
wanych za jednych z podstawowych sprawcéw
wystgpienia fosfolipidozy indukowanej lekami
w komoérkach zwierzycych zaréwno in vivo, jak
i ex-vivo, nalezy wiele powszechnie stosowa-
nych lekéw z grupy antyarytmicznych, antyde-
presyjnych, antypsychotycznych, atakze niektore
antybiotyki, leki przeciwmalaryczne i przeciwwi-
rusowe. Przedstawicieli lekéw z ww. grup przed-
stawia tabela 1. Szersze spektrum lekéw wywo-
lujgcych fosfolipidoza mozna znalezc w pracach
przeglgdowych [9-11]. Obecnie znanych jest ponad
50 lekéw, u ktérych potwierdzono wystypowanie
fosfolipidozy u ludzi.

Fosfolipidoza wywolana lekami CAD charak-
teryzuje siy czterema podstawowymi cechami:
nadmierng akumulacja fosfolipidéw w komor-
kach réznych tkanek - rézne leki indukujg ten
proces w rozmaitych organach; proces ten jest
zalezny od szeregu czynnikéw, takich jak rodzaj
leku, dawka, wiek pacjenta [12]; obecnoscig blo-
niastych struktur tzw. cialek blaszkowatych (ang.
lamellar bodies), gléwnie pochodzenia lizosomal-
nego; akumulacjg leku indukujgcego zwiykszong
akumulacje fosfolipidéw; odwracalnoscig zmian
po zaprzestaniu leczenia.

Cialka blaszkowate

Nagromadzone w lizosomach fosfolipidy,
po osiggniyciu pewnego poziomu, organizujg
siy w charakterystyczne, koncentrycznie ulo-
zone struktury blaszkowate lub krystaloidalne,
otoczone blong, ktére mozna latwo wyrdéznic
w macierzy lizosomalnej. W zaleznosci od tkanki
i organizmu, cialka blaszkowate mogg réznic siy
budowg. Mogg wystypowac jako struktury jedno -
lub wieloblaszkowate, a ich rozmiar waha siy od
100 do 2400 nm [12] i sg traktowane jako morfo-
logiczna cecha fosfolipidozy. Z czasem struktury
te zwiykszajg swoj rozmiar, a nastypnie tracg ota-
czajgcg je blony. Najczysciej spotykana struktura
przypomina przekréj oslonki mielinowej komérki
nerwowej (ang. myelin figure) lub wystypuje
w postaci pycherzykéw wewngtrz lizosomalnych
(nieposiadajgcych wielowarstwowej struktury),
prowadzgc do zmienionej morfologii lizosomaéw.

Nalezy zaznaczyc, ze ciala blaszkowate wysty-
pujg takze w warunkach fizjologicznych, pelnigc
roly miejsca magazynowania lipidéw. Przykla-
dowo - fizjologiczne cialka blaszkowate, wystypujg
w pneumocytach typu Il, magazynujg dipalmi-
toilofosfatydylocholiny (DPPC), gléwny skladnik
surfaktantéw plucnych. Cialka blaszkowate zna-
leziono réwniez w komoérkach nablonka odde-
chowego, atakze w komérkach ukladu pokarmo-
wego. W stanie fizjologicznym gléwng rolg cialek

blaszkowatych jest magazynowanie i dostarcza-
nie skladnikéw lipidowych, bydgcych kompo-
nentami zewngtrzkomoérkowej bariery ochronne;.
Cialka blaszkowate majg zdolnosci fuzyjne, biorg
réwniez udzial w szlakach biosyntezy i transportu
lipidow [12].

Przyjmuje siy, ze DIPL stanowi adaptacyjng,
a nie toksyczng, reakcjy na leki CAD. Komoérka
dostosowuje siy do ekspozycji na lek poprzez jego
sekwestracjy w cialkach blaszkowatych, zmniej-
szajgc w ten sposob potencjalng toksycznosc leku
dla struktur wewngtrzkomoérkowych. Jednak
w takim procesie styzenie leku w cialach blasz-
kowatych moze osiggngc nawet poziom milimo-
lowy [13].

Cialka blaszkowate mogg pojawic siy w tkan-
kach w kilka dni lub tygodni po podaniu CAD
in vivo i jest to proces dawko-zalezny. Jezeli
lek podany jest do hodowli komérkowej, to juz
nawet po kilku godzinach mozna zaobserwowac
zmiany wskazujgce na fosfolipidozy. W obrybie
tego samego gatunku lub tej samej grupy wieko-
wej skutki dzialania CAD i nasilenie procesu fos-
folipidozy moze siy réznic znaczgco ijest trudne do
przewidzenia. Dzialanie lek6w wywolujgcych fos-
folipidozy moze byc odwracalne, badania na zwie-
rzytach wykazaly, ze efekty dzialania CAD zani-
kajg calkowicie, taki proces trwa od kilku tygodni
do kilku miesiycy [14].

Cialka blaszkowate powstale na skutek fosfo-
lipidozy wywolanej lekami zawierajg kompleksy
fosfolipid-lek oraz podwyzszony poziom chole-
sterolu. Fenotypowo komérka ulegajgca fosfoli-
pidozie objawia siy w postaci tzw. komaérki pian-
kowatej (ang. foam cell), ktérg charakteryzuje
obecnosc wielu cialek blaszkowatych w cytopla-
zmie komoérki. Cialka blaszkowate czysto podle-
gajg egzocytozie [15].

Mechanizmy molekularne fosfolipidozy
wywolanej przez kationowe leki
amfifilowe

Nagromadzenie fosfolipidéw w komérce w pro-
cesie fosfolipidozy zachodzi gléwnie w lizosomach
pod wplywem nagromadzenia siy lekéw CAD [8,
14], ktére mogg przenikac na drodze dyfuzji lub
aktywnego wigzania siy z glikoreceptorami obec-
nymiw blonie. Wywoluje to zahamowanie aktyw-
nosci hydrolaz lizosomalnych. Enzymy, ktérych
zahamowanie aktywnosci po podaniu lekéw amfi-
filowych potwierdzono, to miydzy innymi fosfoli-
paza A2, fosfolipaza Al, fosfolipaza C, atakze fos-
fodiesteraza sfingomieliny [15], co prowadzi do
kumulacji jednego lub - czysciej - kilku réznych
fosfolipidow w organelli. Istnieje kilka teorii tlu-
maczgcych to zjawisko.
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Pierwsza z hipotez dotyczy tworzenia kom-
plekséw pomiydzy fosfolipidami a lekami CAD,
ktére nie mogy zostac rozlozone przez fosfolipazy
liposomalne [8]. Istniejy niepodwazalne dowody
na wiyzanie siy lekéw CAD z fosfolipidami (PL) [9,
16] wewnytrz lizosomoéw, co schematycznie pre-
zentuje rycina 1.

W tworzeniu komplekséw biory udzial zaréwno
przyciygajyce oddzialywania hydrofobowe, jak
i oddzialywania elektrostatyczne miydzy prze-
ciwnie naladowanymi ugrupowaniami polar-
nymi. W wyniku tych oddzialywan tworzy siy
wewnytrznie zobojytniony, nierozpuszczalny
kompleks, ktéry nie moze zostac zdegradowany
enzymatycznie, gdyz dzialanie fosfolipaz ograni-
cza siy do wolnych fosfolipidéw z ujemnym ladun-
kiem na grupie fosforanowej [17]. Leki CAD mogy
oddzialywac z ré6znymi fosfolipidami, awiyc aku-
mulacja lipidéw dla kazdego z nich moze byc spe-
cyficzna. Réznice w kompozycji akumulowanych
fosfolipidow pojawiy siy rowniez miydzy réznymi
tkankami i organizmami.

Druga hipoteza sugeruje kompetycyjny inhi-
bicjy lizosomalnych fosfolipaz przez leki CAD
poprzez tworzenie komplekséw leku z czysciy
bialkowy enzymu [18]. W tym procesie lek kon-
kuruje z fosfolipidami o miejsca wiyzania enzymu,
w wyniku czego znaczyco maleje aktywnosc
enzymatyczna, i fosfolipidy czy sfingolipidy nie
sy skutecznie degradowane, ulegajyc akumula-
cji [19].

Trzecim mozliwym mechanizmem jest zwiyk-
szona biosynteza fosfolipidow i cholesterolu. Bada-
nia ekspresji gendéw przeprowadzone po 24 godzi-
nach od inkubacji komoérek linii hepatoma z CAD
wykazaly zahamowanie ekspresji genéw zwiy-
zanych z aktywacjy lizosomalnej fosfolipazy oraz
transportem enzymow lizosomalnych. Stwier-
dzono natomiast zwiykszenie ekspresji genow
odpowiadajycych za indukcje biosyntezy chole-
sterolu i fosfolipidéw, co powoduje zwiykszony
aktywnosc enzymow regulujycych poziom cho-
lesterolu: syntazy lanosterolu oraz reduktazy

Rycina 1. Schemat tworzenia kompleksu leku CAD z PL

(na podstawie [8]).

Figure 1. Model of the cationic amphiphilic drug-phospholipid complex
formation (based on [8]).

HMG-CoA (reduktaza 3-hydroksy-3-metyloglu-
tarylokoenzymu A). Reduktaza HMG-CoA jest
obecna w cytoplazmie hepatocytéw, kontrolujyc
poziom cholesterolu we krwi. Wykazano, ze nie-
ktore antybiotyki, jak na przyklad amoksycylina
i pefloksacyna, powodujy zwiykszenie styzenia
cholesterolu we krwibadanych zwierzyt oraz fos-
folipidozy [20].

Omawiajyc mechanizmy prowadzyce do fos-
folipidozy nie mozna pominyc roli, jaky moze
odgrywac anionowy glicerofosfolipid: bis(mo-
noacyloglicero)fosforan (ang. bis(monoacylgly-
cero)phosphate, BMP). Jest to fosfolipid wysty-
pujycy wylycznie w blonie lizosomoéw (90%)
i p6znych endosoméw (10%) i dlatego jest uwa-
zany za gléwny anionowy fosfolipid, ktéry wiyze
hydrolazy lizosomalne [21]. BMP jest izome-
rem strukturalnym fosfatydyloglicerolu, ktéry
wykazuje nietypowy stereokonfiguracjy snl:snl’,
oparty na pozycji ugrupowania fosforanowego
na jego dwoéch jednostkach acyloglicerolowych.
Ta struktura powoduje, ze BMP jest oporny na
dzialanie fosfolipaz. Styzenie BMP normalnie
jest niewielkie, ale pod wplywem lekéw CAD lub
w niektérych chorobach spichrzeniowych (np.
Niemanna-Picka) nastypuje indukcja akumula-
cji BMP w blonach, ktéry moze osiygnyc poziom
nawet do 30% wszystkich fosfolipidéw, co zostalo
oszacowane w komdérkach wytroby. W lizosomach
aktywnosc enzymow rozkladajycych tluszcze
(w tym fosfolipaz) jest niska przy braku anio-
nowych fosfolipidéw (takich jak BMP czy tez np.
fosfatydyloinozytolu - PIl), natomiast wzmaga
siy w ich obecnosci. Przyczyny tego faktu nalezy
upatrywac w przyciygajycych oddzialywaniach
elektrostatycznych pomiydzy enzymami (ladu-
nek dodatni) a ujemnie naladowanymi aniono-
wymi fosfolipidami w blonie, co skutkuje adsorp-
cjy enzymu na powierzchni blony lizosomu, co
zwiyksza ich aktywnosc [21]. Gdy kationowe
leki wiyzyce fosfolipidy sy obecne w lizosomach
w wysokich styzeniach, neutralizujy anionowe
fosfolipidy, powodujyc zmiany ladunku blony.
W konsekwencji aktywacja lipaz lizosomalnych
zostaje utracona, co prowadzi do zmniejszonej
degradacji fosfolipidéw iich akumulacji w komor-
kach (rycina 2).

Niektore substancje mogy przeciwdzialac fos-
folipidozie; na przyklad potwierdzono, ze DIPL
wywolany CAD mozna zahamowac poprzez dzia-
lanie witaminy E (a-tokoferol). Tokoferol zapo-
biegal akumulacji dezipraminy w komérkach
fibroblastéw in vitro. Przeciwdzialanie fosfoli-
pidozie wywolanej CAD przez witaminy E jest
dawko-zalezne. Mechanizm takiego dzialania
opiera siy najprawdopodobniej na przywréceniu
plynnosci blon komérkowych zaburzonych przez
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Rycina 2. Schemat przedstawiajgcy oddzialywania elektrostatyczne enzymu lizosomalnego fosfolipazy A2 (ladunek dodatni)
zblong lizosomu oraz blokowanie tego oddzialywania poprzez wbhudowanie leku CAD. Ujemnie naladowane anionowe fosfolipidy
oznaczono kolorem zielonym, amfoteryczne - czerwonym.

Figure 2. Model of the electrostatic interaction of lysosomal cationic phospholipase A2 with lysosomal membrane of untreated and

CAD-treated cells. Negatively charged anionic phospholipids are marked in green, amphoteric - in red.

CAD oraz zapobieganiu akumulacji komplekséw
PL-CAD [22].

Apoptoza, autofagia - a fosfolipidoza

Lizosomy komérkowe pelnig istotng roly
w procesach apoptozy i autofagii. Autofagia to pro-
ces prowadzgcy do degradacji i recyklingu mate-
rialu wewngtrzkomérkowego. Podczas autofagii
usuwane sg bialka cytoplazmy, a takze uszko-
dzone organelle komérkowe, czy pozostalosci blon
lipidowych. W strukturach tych jest charakte-
rystyczne kwasne srodowisko (pH 4,5-5,0) oraz
obecnosc ok. 60 hydrolitycznych enzyméw lizo-
somalnych, wsréd ktérych znajdujg siy lipazy, fos-
folipazy, sulfatazy, proteazy czy nukleazy. Lizo-
somy zawierajg réwniez okolo 50 r6znych bialek
transmembranowych, ktére biorg udzial w roz-
poznaniu i degradacji uszkodzonych fragmentéw
komaérek [23].

Proces autofagii i wydzielania pycherzy-
kéw ulatwia przebudowy blon komérkowych
i jej naprawy. Takze podczas procesu fosfolipi-
dozy dochodzi do egzocytozy cialek blaszkowa-
tych zawierajgcych lek, co moze ulatwiac prze-
trwanie komérki poprzez uwolnienie CAD. Jedna
z hipotez zaklada, ze fosfolipidoza moze byc
mechanizmem obronnym; dopdki leki nie mogg
wydostac siy z lizosoméw, nie majg toksycz-
nego wplywu na komérki. Nastypnie przez pro-
ces egzocytozy mogg byc eliminowane z komaorki
i usuwane z organizmu przez makrofagi. Proces
autofagii i fosfolipidozy zachodzi gléwnie w lizo-
somach i moze miec wiele wsp6lnych powigzan
szlakéw przekazywania sygnaléw wewngtrzko-

morkowych, takze tych dotyczgcych apoptozy
(rycina 3) [24].

Jesli styzenie CAD lub toksycznej substan-
cji skumulowanej w lizosomach przekroczy war-
tosc krytyczng, moze dojsc do uwolnienia enzy-
moéw proteolitycznych do cytoplazmy i aktywacji
kaspaz. Kaspazy sg proteazami cysteinowymi,
aktywowanymi podczas procesu apoptozy;
doprowadzajg do fragmentacji jgdra komérko-
wego i powstania cialek apoptotycznych w pro-
cesie programowanej smierci komarki. W przy-
padku niektérych lekéw z grupy CAD stwierdzono
dzialanie cytotoksyczne na komérki hodowlane in
vitro, co moze tlumaczyc niewydolnosc niekté-
rych narzgdéw, obserwowang podczas stosowa-
nia lekbw wywolujgcych fosfolipidozy.

Nie tylko CAD

Indukowanie fosfolipidozy jest uwarunko-
wane szeregiem parametréw fizykochemicznym,
ktére mogg poméc przewidziec mozliwe ryzyko
wystgpienia tego skutku ubocznego. Podstawo-
wym czynnikiem jest zdolnosc leku do wbudowa-
nia siy w struktury blon komérkowych, warunku-
jgcg wystgpienie oddzialywan leku ze skladnikami
blony. Jak wykazano w pracy [25], badanie pene-
tracji leku do sztucznych blon komérkowych,
za pomocg techniki monowarstw Langmuira,
pozwala na modelowanie okreslonego skladu
blony iwyznaczenie mocy oddzialywan lek-blona,
co pozwala przewidziec wystgpienie i natyze-
nie zjawiska fosfolipidozy. Dziyki tym badaniom
potwierdzono efekt fosfolipidozy nie tylko dla
CAD, ale takze dla tobramycyny i azytromycyny,
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Rycina 3. Schemat mozliwych proceséw wewngtrzkomérkowych zachodzqcych pod wplywem dzialania CAD.

Figure 3. Schematic pathway of intercellular processes caused by CAD accumulation.

wskazujgc na istotnq roly procesu wigqzania leku
zblong w procesie fosfolipidozy. Inne parametry,
takie jak typowa dla CAD amfifilowa struktura,
zasadowy charakter (wysoka wartosc pKa i war-
tosc wspélczynnika podzialu P miydzy oktanol
i wody powyzej 1, mogq z duzym prawdopodo-
bienstwem sugerowac wystgpienie fosfolipidozy,
choc zaobserwowano jg réwniez dla farmaceu-
tykéw o innej strukturze, a takze nanoczgstek.
Ich wspoélng cechq jest: zdolnosc wnikniycia do
komérek, akumulacja w lizosomach i hamowa-
nie aktywnosci fosfolipazy lizosomalnej A i/lub
C. Na przyklad potwierdzono, ze lek antybakte-
ryjny, gentamycyna, ktéra jest zwiqzkiem polar-
nym, bardzo dobrze rozpuszczalnym w wodzie,
o wartosci log P < 1, réwniez wywoluje fosfolipi-
dozy. Choc wiykszosc lekéw indukujqcych fosfoli-
pidozy posiadawartosc log P > 1, to jednak badania
wykazaly [26], ze leki o niskich wartosciach log P
réwniez mogq wywolywac fosfolipidozy, ale tylko
w pojedynczej tkance. Wraz ze wzrostem warto-
sci log P, odsetek lekéw, ktére powoduje fosfoli-
pidozy w wielu réznych tkankach, zwiyksza siy.
Dobrg metodykq badawczq, ktéra moze byc sto-
sowana, aby przewidziec wystypowanie fosfolipi-
dozy sq symulacje komputerowe [27], ktére mogq
miec szczegblne zastosowanie w badaniach przed-
klinicznych.

Leki przeciwpsychotyczne, ktére nie sq klasyfi-
kowane jako CAD, takie jak: perfenazyna, flufena-
zyna, flupentyksol, czy tez lek przeciwmalaryczny

- amodiachina, rowniez wykazujq skutki uboczne,
ktérych nastypstwem moze byc fosfolipidoza
komoérek. Mechanizm dzialania tych lek6w moze
byc podobny do dzialania CAD - poprzez bloko-
wanie enzymow lizosomalnych zwiykszajq sty-
zenie fosfolipidéw, co skutkuje nagromadzeniem
cialek blaszkowatych [28]. Zjawisku fosfolipidozy
wywolanej przez te leki moze towarzyszyc hamo-
wanie kwasnej sfingomielinazy oraz dobra prze-
nikalnosc przez bariery krew-mézg.

Innym rodzajem czynnikéw wywolujgcym
fosfolipidozy sq niektére typy nanoczqstek. Pod
wplywem tych struktur obserwowano wzrost
syntezy fosfatydylocholiny, powstanie cialek
blaszkowatych, zmiany w ekspresji genéw oraz
zwiykszenie produkcji surfaktantu przez komorki
nowotworowe pluc [29].

Interesujgcym przykladem zwiqzkéw powo-
dujgcych fosfolipidozy sq oksysterole - utlenione
formy cholesterolu. Poniewaz oksysterole, tak
samo jak CAD, sqzwiqgzkamiamfifilowymi, uwaza
siy, ze mechanizmy indukowania fosfolipidozy sq
podobne. Oksysterole sq produkowane w orga-
nizmie na dwa sposoby. Pierwszy z nich dotyczy
utleniania zudzialem enzymdéw takich jak: oksy-
doreduktazy, hydrolazy czy transferazy. Prowadzq
one do powstania pochodnych z dodatkowq grupq
polarng w lancuchu bocznym m.in. 24-hydroksy-
cholesterolu lub 27-hydroksycholesterolu. Oksy-
sterole mogqg réwniez powstac na drodze nie-
enzymatycznej, indukowanej przez reaktywne
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formy tlenu (ROS), np. rodnik hydroksylowy
(OH"), gdzie dochodzi do utlenienia w ukladzie
pierscieniowym. W taki sposéb powstajg m.in.
7R-hydroksycholesterol, atakze 7-ketocholesterol
(rycina 4). W warunkach fizjologicznych styzenie
utlenionych form cholesterolu jest zwykle trzy-
krotnie mniejsze niz styzenie samego cholesterolu.
Oksysterole w poréwnaniu z czgsteczkq choleste-
rolu majg wiykszqg aktywnosc biologiczng, a kie-
runek ich dzialania zalezy od struktury i styzenia
oraz od rodzaju tkanki czy komoérki [30]. Oksyste-
role mogq czysto wywolywac procesy toksyczne
dla komérek, w tym takze proces fosfolipidozy.
Najlepiej zbadanym oksysterolem, ktéry indukuje
powstanie cialek blaszkowatych jest 7-ketocho-
lesterol. Pod wplywem 7-ketocholesterolu obser-
wuje siy gromadzenie fosfolipidéw i cholesterolu
oraz powstawanie cialek blaszkowatych w komér-
kach hodowlanych in vitro. Stwierdzono takze
kumulacjy oksysteroli w lizosomach komdérko-
wych [8]. Dzialanie oksysteroli wiqze siy z zabu-
rzeniami gospodarki lipidowej i pojawieniem
siy fosfolipidozy w komoérkach, ktéra ostatecz-
nie moze spowodowac smierc komorki na drodze
tzw. oksyapoptofagii [31]. Szczegdlnie aktywne,
wywolujgce fosfolipidozy cytotoksyczne oksy-
sterole, to oprécz wyzej wspomnianego 7-keto-
cholesterolu, 7R-hydroksycholesterol. Ponadto,
podobnie jak cholesterol, oksysterole znajdujgce
siy w blonie lipidowej wplywajqg najej elastycznosc
iplynnosc. Zmiana plynnosci blon komérkowych
moze z kolei spowodowac zmiany konformacji
receptoréw blonowych i szlakéw wewnqtrzko-
moérkowego przekazywania sygnaléw [32]. Bada-
nia pokazaly, ze 7-ketocholesterol powoduje fos-
folipidozy komérek linii glioblastoma U-251.
Inkubacja komoérek z tym oksysterolem wywo-
luje zmiany w wlasciwosciach nanomechanicz-
nych blon komdérkowych, zaobserwowanych pod
mikroskopem AFM (Atomic Force Microscope),
a takze spadek zywotnosci komoérek wywolany
apoptozq lub nekrozq [33].

Podobnie jak w przypadku dzialania CAD,
tokoferol przeciwdziala fosfolipidozie i apopto-
zie komoérek wywolanej przez 7-ketocholesterol
poprzez wplyw na wewnqtrzkomoérkowe szlaki
przekazywania sygnaléw i hamowanie aktywacji
enzymoéw proapoptotycznych [32].

Fosfolipidoza w chorobach

Fosfolipidoza jest czysto objawem lizosomal-
nych choréb spichrzeniowych, ktérych gléwng
przyczynq jest uszkodzenie genéw kodujgcych
enzymy lizosomalne. Choroby spichrzeniowe sq
zwiqzane z akumulacjg réznych lipidéw, gléw-
nie sfingolipidéw i cholesterolu w lizosomach.

Przykladem takiego schorzenia sq choroby: Tay-
-Sachsa, choroba Pompego czy choroba Danona.
Objawem choroby Niemanna-Picka, zwiqzanej
z deficytem sfingomielinazy i odkladaniem sfin-
gomieliny jest pojawienie siy komoérek pianko-
watych w tkankach i narzqdach, czego nastyp-
stwem jest przewlekly stan zapalny i dysfunkcja
wielu narzqdéw. Obraz mikroskopowy z wycin-
kéw z narzqdéw pacjentéw chorych na te scho-
rzenia jest bardzo podobny do obrazéw fosfolipi-
dozy zwidocznymi cialkami blaszkowatymi [34].

Czy fosfolipidoza moze byc korzystna?

Niektore kationowe leki amfifilowe indukujqce
fosfolipidozy wykazujg réwniez dzialanie anty-
wirusowe i antynowotworowe. Potwierdzono,
ze amiodaron czy chlorochina sq potencjalnymi
lekami o dzialaniu anty-SARS-CoV-2 namnaza-
nego w warunkach hodowli in vitro. Efektu tego
nie udalo siy jednak potwierdzic in vivo [35].
Innym, korzystnym efektem CAD jest indukcja
apoptozy komoérki - procesu pozqdanego w che-
mioterapii nowotworéw. Co bardzo interesu-
jgce, proces fosfolipidozy moze potygowac efekt
cytotoksyczny w komérkach nowotworowych.
W badaniach in vitro stwierdzono taki efekt
w przypadku dzialania niektérych CAD i oksyste-
roli [11]. Komérki nowotworowe zawierajg bowiem
wiykszq ilosc lizosoméw i o wiykszych rozmia-
rach oraz majq zwiykszonq aktywnosc katepsyny
w poréwnaniu z komérkq prawidlowq. Leczenie
CAD prowadzi do zmniejszonej aktywnosc kwa-
snej sfingomielinazy, co powoduje smierc komérek
nowotworowych. Przyczyngjest wypieranie przez
CAD kwasnej sfingomielinazy zblon ijej degrada-
cjy proteolityczng, co prowadzi do zwiykszonego
poziomu sfingomieliny w blonach lizosomalnych.
Indukuje to wzrost przepuszczalnosci blon i uwal-
nianie zblony lizosomalnej katepsyn do cytozolu,
powodujgc smierc komaorek [36].

Identyfikacja fosfolipidozy

Podstawowq metodg wykrywania fosfolipi-
dozy sqbadania w mikroskopii elektronowej TEM
(Transmission Electron Microscopy) stwierdza-
jgce obecnosc cialek blaszkowatych w komérkach
lub tkankach pochodzqgcych zbiopsji. Inng metodq
jest badanie nagromadzenia w komérkach hodo-
wanych in vitro fosfolipidéw, poprzez ich znako-
wanie fluorescencyjne. Problemem w tej metodzie
sq nagromadzone leki CAD, ktére w wiykszosci
zawierajg ugrupowania aromatyczne, atakze pod-
stawniki halogenowe, ktére skutecznie wygaszajq
fluorescencjy, co moze prowadzic do zanizo-
nych wynikéw badan. Zahamowanie aktywnosci
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Rycina 4. Przyklady oksysteroli.
Figure 4. Chemical structures of oxysterols.

lizosomalnych fosfolipaz jest réwniez jed-
nym z objawéw fosfolipidozy, ktére moze zostac
zmierzone i przeanalizowane podczas badan
in vitro [37].

W celu wykrycia fosfolipidozy w komérkach
czy tkankach moznabadac ekspresji genéw skore-
lowanych ztym procesem. Wytypowano juz prze-
szlo 17 r6znych genéw ulegajycych aktywacji pod-
czas fosfolipidozy, ktére mozna badac za pomocy
techniki real-time PCR [38].

Potencjalnym biomarkerem zwiyzanym z fos-
folipidozy i chorobami spichrzeniowymi jest,
wspomniany juz wczesniej, BMP. Styzenie tego

epoksycholesterol

7R8-hydroksycholesterol

25-hydroksycholesterol

anionowego lipidu wzrasta we krwi i moczu
pacjentéw w przebiegu choréb spichrzeniowych
lub fosfolipidozy wywolanej przez CAD. Obok BMP
badane sytakze inne fosfolipidy lizosomalne, takie
jak: fosfatydylocholina, fosfatydyloinozytol, jako
potencjalne markery fosfolipidozy.

Lista lek6w i produktéw leczniczych wywo-
lujycych fosfolipidozy moze wzrastac, dlatego
wazne jest poszukiwanie nowych markeréw fos-
folipidozy wywolanej lekami, a takze substan-
cji, ktére moglyby przeciwdzialac fosfolipidozie
i lagodzic skutki zazywania CAD. Choc leki, ktére
indukujy fosfolipidozy sy czysto toksyczne, znane
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sy takze leki nietoksyczne wywolujyce ten pro-
ces [39]. Ostatnie prace sugerujy, ze sama fosfo-
lipidoza wywolana lekami prawdopodobnie nie
ma zadnych powaznych konsekwencji patologicz-
nych. Niemniej jednak istnieje korelacja pomiydzy
hepatotoksycznosciy i nefrotoksycznosciy a fos-
folipidozy i dlatego w 2004 r. agencja FDA (Food
and Drug Administration) zwrécila uwagy na ten
problem i powolala specjalny grupy badajycy ten
proces. Fosfolipidoza wywolana dzialaniem sub-
stancji leczniczej moze zostac wykryta na etapie
badan przedklinicznych [40]. Jednak akumula-
cja fosfolipidéw i powstanie cialek blaszkowatych
stwierdzone w badaniach in vitro czy w bada-
niach na zwierzytach, nie musi oznaczac uszko-
dzenia narzydéw w organizmie czlowieka. Fosfo-
lipidoza powinna byc potwierdzona w badaniach
klinicznych na grupach pacjentéw; w zaleznosci
od dawki, stopnia odwracalnosci procesu i z roz-
wazeniem bilansu zyskoéw i strat dzialania leku.

Podsumowanie

Znaczenie fosfolipidozy jest nadal niejasne.
Obecnie nie ma przekonujycych dowodéw na to,
ze fosfolipidoza per se jest w jakikolwiek spo-
s6b szkodliwa, ani tez, ze nie jest calkowicie nie-
szkodliwa. W literaturze mozna znalezc wiele
prac dotyczycych dzialania lekéw CAD in vitro
na komdrki czy zwierzyta laboratoryjne. Zde-
cydowanie mniej artykuléw dotyczy objawéw
fosfolipidozy u pacjentéow zazywajycych lek, jej
wplywu na metabolizm czlowieka i ewentual-
nych dlugotrwalych skutkéw. Réwniez jedynie
nieliczne publikacje dotyczy wywolywania fos-
folipidozy przez nowe leki nieklasyfikowane jako
CAD czy tez nanoczystki. Chociaz zjawisko fos-
folipidozy jest znane od polowy ubieglego wieku,
dokladne zrozumienie mechanizmu tego procesu,
jak ijego skutkéw na poziomie molekularnym
i calego organizmu, wymaga dalszych komplek-
sowych badan.
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