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W ciagu ostatnich lat rola witaminy D; byta intensywnie badana, a sama witamina D jest obecnie jednym
z najpopularniejszych suplementéow. Niski poziom witaminy D powigzany jest z defektami
w mineralizacji ko$ci, przewlektymi chorobami o podtozu autoimmunologicznym, z chorobami uktadu
krazenia, cukrzyca, stwardnieniem rozsianym, reumatoidalnym zapaleniem stawow, gruzlica, a takze
nowotworami zlosliwymi. Witamina D niewatpliwie jest waznym sktadnikiem uktadu hormonalnego,
ktory kontroluje homeostaze wapnia i mineralizacje kosci. Witamina D wptywa rowniez na ekspresje
gendw biorgcych udziat w procesach réznicowania, aktywacji i proliferacji wielu typow komorek. Stad
bioaktywno$¢ witaminy Dj jest mozliwa dopiero po dwoch hydroksylacjach zachodzacych w watrobie
i nerkach. Pierwszy metabolit (kalcydiol - 25(OH)D3) powstaje w watrobie przy udziale 23-
hydroksylazy, a drugi metabolit (kalcytriol - 1,25(OH)2D3) pod wplywem la-hydroksylazy. Jednak oba
metabolity moga by¢ aktywowane przez dziatanie 24-hydroksylazy (CYP24A1). Zauwazono, ze sam
1,25(OH);D; negatywnie reguluje CYP27B1 i indukuje enzym CYP24Al do generowania
1,24,25(0H)3-witaminy D3, pierwszego etapu katabolizmu 1,25(OH)2D3. W naszym badaniu chcemy
uwzgledni¢ VDBP (biatko wigzace witaming D) oraz VDR (receptor witaminy D) w powyzszym
rownaniu. Aby skorzysta¢ z dziatania witaminy D na komorki ludzkie, nalezy sprawdzi¢, czy wyzsze
dawki jej metabolitow zwigkszaja poziom wytwarzanych VDBP (odpowiedzialnych za transport) i VDR
(odpowiedzialnych za dalsze przekazywanie sygnatu). Poprzez zaproponowane badania chcemy znalez¢
przyczyng niskiego poziomu witaminy D, VDR, VDBP. Wyniki mogg by¢ przydatne w przysztosci do
opracowania potencjalnego sposobu, ktory pozwoli pacjentom czerpa¢ pelne korzysci z suplementacji
witaminy D, a nawet jej metabolitow, bez ryzyka dzialania cytotoksycznego na komorki watroby.

Obecnie zleca si¢ pomiar 25(OH)D, ktorego wynik zalezy od catkowitego stezenia 25(OH)D — czyli
sumy stezen 25(OH)Ds i 25(OH)D: i wykorzystywany jest jako znormalizowana metoda w badaniach
epidemiologicznych i klinicznych. Rozne agencje i stowarzyszenia zalecajg rdézne stezenia 25(OH)D,
ktére mozna by uzna¢ za powazny niedobor, lekki niedobdr, odpowiedni poziom oraz toksyczny poziom
witaminy D. Jednak oficjalne rekomendacje nie zawieraja bezpiecznej dawki 1,25(0OH),Ds ze wzgledu
na jego mikro molarne do nanomolowych stgzen i krotki okres pottrwania w krwiobiegu. Mozliwe, ze
zamiast mierzy¢ poziom metabolitu, mozna by analizowa¢ ekspresj¢ gendw i poziom biatka enzymow
odpowiedzialnych za metabolizm witaminy i korelowa¢ z niskim/wysokim poziomem metabolitu.

Czy niski poziom witaminy D badanej na zlecenie lekarza jest zwigzany z niskim poziomem biatka
transportowego, receptora, a przede wszystkim enzymow i jego metabolitow? Czy przyjmowanie duzej
dawki witaminy D przez krotki czas zwigkszy ekspresj¢ gendéw zaangazowanych w jej szlak
metaboliczny? Czy metabolit witaminy D moze dziata¢ toksycznie na komorki watroby, a jesli tak to w
jakich dawkach? Jakie dawki witaminy D pozwalaja na osiagnigcie stgzenia 1,25(OH)2D3 na poziomie
wykazujacym dziatanie cytotoksyczne? Cho¢ proponowany przez nas projekt nie pomoze odpowiedzie¢
na wszystkie te fascynujace pytania, wierzymy, ze jest on duzym wkladem w poszerzenie wiedzy na
temat metabolizmu witaminy D. Projekt taczy zagadnienia zwigzane z biologia molekularng oraz
biochemig i bedzie duzym atutem dla kolejnych projektow $cisle zwigzanych z nutrigenomika czy
biochemig medyczng.

W projekcie zaplanowalismy:
(1) Badanie poziomoéw ekspresji genow CYP27B1, CYP24A1, VDR, VDBP pod wpltywem
1,25(0OH),D3 w linii komérkowej Hep G2 metodg Real Time PCR.
(2) Badanie poziomu biatek: CYP27B1, CYP24A1, VDR, VDBP w linii komoérkowej Hep G2 za
pomocg analizy Western Blot.
(3) Badanie (a) proliferacji, r6znicowania, wzrostu komorek i (b) efektow cytotoksycznych na
podstawie dawek 1,25(OH),D3 w linii komorkowej Hep G2 za pomoca testow BrdU i WST-1.

Modelem badawczym jest linia komérkowa Hep G2.



