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LAKTADHERYNA ,
MALE BIALKO O WIELKICH MOZLIWOSCIACH*

LACTADHERIN — SMALL PROTEIN WITH BIG POTENTIAL

Tomasz MISZTAL, Marian TOMASIAK

Zaklad Chemii Fizycznej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku

Streszczenie: Laktadheryna (znana takze jako milk fat globule factor 8§ — MFG-F8) jest glikoproteing o
masie 47 kDa, po raz pierwszy wykryta w blonie kuleczek tluszczowych mleka. Laktadheryna jest
wydzielana przez komorki nablonka gruczotu piersiowego u ludzi, krow i myszy. Obecnos¢ tego biatka
w mleku kobiecym odgrywa wazna rol¢ w ochronie dzieci przed zakazeniami rotawirusowymi. Lakta-
dheryna jest produkowana takze przez komorki migsni gladkich naczyn krwionosnych, komorki $réd-
btonka i makrofagi. Biatko w cz¢sci N-koncowej ma domeng analogiczna do nabtonkowego czynnika
wzrostu — EGF (epidermal growth factor), umozliwiajaca jego wigzanie do integryn aVB5i aVp3. W
czesci C-koncowej obecna jest domena C2, ktora odpowiada za stereospecyficzne przylaczanie do
fosfatydylo-L-seryny (PS). Struktura ta determinuje réznorodne funkcje fizjologiczne tej glikoproteiny.
Laktadheryna wydzielana przez makrofagi stymuluje fagocytozg¢ czastek apoptotycznych przez two-
rzenie mostkow pomigdzy PS na powierzchni komérek apoptotycznych oraz integrynami a V3 na
powierzchni fagocytdw. Nieobecnosé lub obnizone stezenie laktadheryny prowadza do akumulacji resz-
tek komorek apoptotycznych w warstwie podsrédbtonkowej naczyn krwionosnych, co prowadzi do
przyspieszonego wytwarzania ptytek miazdzycowych. Laktadheryna odgrywa takze rol¢ w oczyszcza-
niu krwiobiegu z eksponujacych PS mikropgcherzykéw zrzucanych przez plytki krwi, zapobiegajac
stanom nadkrzepliwosci. Domena C2 laktadheryny, wiazaca PS, wykazuje homologi¢ z domenami C2
obecnymi w czynnikach krzepnigcia krwi VIII i V. Ze wzgledu na stosunkowo niskq masg czasteczkowa
i odporno$¢ na trawienie, laktadheryna moze stuzy¢ jako tatwo przyswajalny zwiazek o aktywnosci
antykoagulacyjnej, gdyz moze blokowaé wiazanie do PS (inhibicja kompetycyjna) czynnikow krzepnig-
cia VIII i V, a co za tym idzie hamowa¢ tworzenie aktywnych kompleksow tenazy i protrombinazy na
powierzchni eksponujacych PS plytek krwi, mikropecherzykow i erytrocytow. Laktadheryna wykazuje
duze podobienstwo do anneksyny V. Jednakze w przeciwienstwie do niej, laktadheryna wigze si¢ do bton
przy znacznie nizszym stezeniu PS i nieobecnosci jonow wapnia. W niniejszym opracowaniu szczego-
lowo przedstawiono aktulane spojrzenie na funkcje laktadheryny.

Stowa kluczowe: laktadheryna, anneksyna V, aktywnos¢ prokoagulacyjna, czynniki krzepnigcia krwi,
fagocytoza, miazdzyca, anemia sierpowata.

Summary: Lactadherin (also known as milk fat globule factor 8, MFG-F8) is a 47 kDa glycoprotein that
was found in milk fat globule membranes. Lactadherin is secreted into milk by mammary epithelial cells of

*Dofinansowanie: srodki wlasne.
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humans, cows and mice. Its presence in milk is associated with protecting a breast-fed children against
rotavirus infections. The protein is also produced by vascular smooth muscle cells, endothelial cells and
macrophages. Lactadherin at the N-terminal part has an EGF-like domain (epidermal growth factor-like
domain) enabling its binding to aVpB5 and V3 integrins and at the C-terminus has a C2 domain
responsible for a stereospecific binding to phosphatidyl-L-serine (PS). The presence of such structures
determines multiple physiological functions of this protein. Lactadherin secreted by macrophages promo-
tes the phagocytosis of apoptotic particles by forming a bridges between PS on apoptotic cells and V33
integrins on phagocytes. Lactadherin deficiency leads to accumulation of apoptotic cell debris in subendo-
thelium and thus alters the protective immunologic response which leads to an acceleration of atheroscle-
rotic plaque development. Lactadherin may also play a role in the clearance of PS-expressing platelet
derived microparticles from the circulation thus reducing hypercoagulable state. PS binding C2 domain of
lactadherin shares homology with the C2 domains of blood coagulation factor VIII and factor V. Due to its
relatively low molecular weight and resistance to digest lactadherin may serve as an easy bioavailable
molecule with high potency to inhibit (competitively) factors VIII and V binding with PS-expressing
platelets, platelet derived microparticles or erythrocytes and thus reduce formation of procoagulant
tenase and prothrombinase complexes. Lactadherin exhibits a great similarity to annexin V. However, in
contrast to annexin V, lactadherin binds to the membranes at much lower PS concentration and in the
absence of calcium. This review presents evidence supporting these novel roles of lactadherin.

Key words: lactadherin, annexin V, procoagulant activity, blood coagulation factors, phagocytosis, athero-
sclerosis, sickle cell disease.

WSTEP

Laktadheryna (ang. lactadherin, inne nazwy: bovine-associated mucoprotein,
PAS6/7, BA-46, P47, MFG-E8 [34]) jest glikoproteina po raz pierwszy wyizolowana
z kuleczek tluszczowych mleka krowiego [34, 36]. Jest w nich umiejscowiona po
zewnetrznej stronie zewngtrznej dwuwarstwy lipidowej i stanowi jedna z dominu-
jacych frakcji bialkowych (patrz rycina 1) [52]. W kolejnych latach odkryto jej
obecnos¢ takze w innych tkankach i narzadach: meskim uktadzie moczowo-ptciowym
[35], nabtonku gruczotu piersiowego, przewodach zoélciowych, gruczotach potowych,
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akrosomie plemnikach [34], nowotworach gruczotu piersiowego [10], mig$niach
gladkich tetnic [17], keratynocytach [50]. Jest tez produkowana i wydzielana przez
stymulowane makrofagi [11] oraz niedojrzate komérki dendrytyczne i pochodzace
od nich egzosomy [53].

Badania strukturalne nad laktadheryng wykazaly, ze ma ona domeny wykazujace
homologi¢ do domen czynnikéw krzepnigcia V i VIII oraz domeny laczace sie z
receptorami integrynowymi obecnymi m.in. na powierzchni fagocytow. Wysunieto
wigc przypuszczenie, ze biatko to moze modulowac¢ kinetyke krzepnigcia i wptywaé
na proces fagocytozy. Byl to poczatek drogi odkrywania funkcji i roli laktadheryny.
Od tej pory dokonano wielu odkryé¢, ktore stawiaja te glikoproteing w swietle
zainteresowania naukowcow, takze ze wzgledu na mozliwos$¢ praktycznego jej
zastosowania w medycynie.

STRUKTURA LAKTADHERYNY

Laktadheryna wotowa jest biatkiem zbudowanym z 427 aminokwaséw (wliczajac
18-aminokwasowa sekwencj¢ sygnalowa). Wystepuje w dwdch izoformach o
masach 47 i 50 kDa. Roznice w masie wynikaja z r6znego stopnia glikozylacji; jedna
z form jest O-glikozylowana przy Ser9 i N-glikozylowana przy Asn4l i Asn209
(okreslana jako PAS6), druga O-glikozylowana przy Thr16 i N-glikozylowana przy
Asn41 (okreslana jako PAS7) [34]. Laktadheryna ludzka jest zbudowana z 387, a
szczurza z 427 aminokwaséw. U myszy wykazano istnienie tzw. dlugiej (463
aminokwasow) i krétkiej (426 aminokwasow) formy laktadheryny. Forma dtuga w
odréznieniu od formy krotkiej ma dodatkowy 37-aminokwasowy region bogaty w
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proling i treoning (P/T rich region) (ryc. 2). Forma dluga wydaje si¢ mie¢ zwiazek
z apikalng sekrecja biatka, natomiast obecnos¢ formy krotkiej wykazano w wielu
tkankach niepetniacych funkcji wydzielniczej [50]. Do powstania formy dlugiej i
krotkiej dochodzi na etapie posttranskrypcyjnej modyfikacji pre-mRNA podczas
alternatywnego splicingu [19]. Laktadheryna wolowa ma w czesci N-koncowej dwie
domeny EGF (nazwa od homologii do nablonkowego czynnika wzrostu — epidermal
growth factor) i dwie domeny C (C1 i C2) w czesci C-koncowej (ryc. 2) [38].
Ludzka laktadheryna ma jedna domene EGF, sekwencja pozostalych trzech domen
jest w 67% homologiczna z laktadheryng wotowa [10]. Domeny EGF odpowiadaja
za przylaczanie do receptorow integrynowych typu aVB5 i aVp3 [45]. Obecny
na drugiej z domen EGF (liczac od N-konca) motyw RGD (arginina-glicyna-kwas
asparaginowy w sekwencji) jest rozpoznawany i wiazany przez receptory integry-
nowe [38]. Domeny C wykazuja duza homologi¢ do dyskoidyn (discoidin domains)
[19]. Domeny typu C wystepuja takze w czasteczkach czynnikow krzepnigcia V i
VIII. Pehniag role w wiazaniu tych czynnikow z obszarami blon plazmatycznych
bogatymi w aminofosfolipidy [38]. Z tego tez powodu funkcjonuje rowniez nazwa
»domeny C typu F5/8” [35]. Zgodnos¢ sekwencji domeny C2 ludzkiej laktadheryny,
gléwnej domeny odpowiedzialnej za wiazanie do btony, wynosi odpowiednio 43% i
38% w pordéwnaniu z sekwencja analogicznej domeny czynnika krzepnigcia V i VIII
[19]. Szczegdlnie dobrze poznana zostala struktura trzeciorzegdowa domeny C2.
Mozna przedstawi¢ ja jako beczulke, ktorej sciany buduje 8 struktur beta, otoczonych
przez 11 struktur beta polaczonych nieregularnymi petlami. W obrebie petli znajduja
si¢ 4 aminokwasy hydrofobowe (Trp26, Leu28, Phe31 i Phe§81 domeny C2), ktore
skierowane sa w strong¢ fazy wodnej i odpowiadaja za dokowanie laktadheryny do
btony fosfolipidowej [38]. Struktura domeny C2 determinuje mechanizm wiazania
do blony, ktory jest podobny do mechanizmu wiazania do blon czynnikow V i VIII
krzepnigcia [56]. Gtéwnym fosfolipidem, do ktorego wiaze si¢ laktadheryna, jest
fosfatydyloseryna (PS) oraz w mniejszym stopniu fosfatydyloetanoloamina (PE) [49].
Laktadheryna moze wigc tworzy¢ mostki pomigdzy komodrka eksponujaca PS a
komorka majaca odpowiedni receptor integrynowy np. makrofagiem [51]. Mecha-
nizm wiazania jest stereoselektywny i polega podobnie jak w przypadku czynnikow
krzepnigcia V i VIII na rozpoznaniu motywu fosfo-L-seryny w czasteczce fosfaty-
dyloseryny [19, 40]. Badania wykazaly brak wigzania laktadheryny do fosfatydylo-
D-seryny [18, 40] oraz wigzanie do fosfatydylo-L-seryny na syntetycznych btonach
fosfolipidowych [41] (ryc. 2).

ROLA LAKTADHERYNY W MECHANIZMIE FAGOCYTOZY

Proces apoptozy zwiazany jest z utrata asymetrycznego rozmieszczenia fosfoli-
pidow w blonie plazmatycznej. Utrata asymetrii blon spowodowana jest przechodze-
niem PS z wewngtrznej monowarstwy fosfolipidowej do zewnetrznej. Pojawiajaca
si¢ na powierzchni blony komérkowej PS stanowi sygnat do fagocytozy [24]. Rola
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fizjologiczna fagocytozy jest nie tylko likwidowanie patogenow, ale przede wszystkim
usuwanie czastek apoptotycznych. Jezeli ten mechanizm jest zaklocony, dochodzi
do nagromadzenia martwych komorek i ich fragmentéw, co moze powodowaé
wystapienie szkodliwego stanu zapalnego.

Sposrod wielu receptoréw powierzchniowych komorek bioracych udzial w fagocy-
tozie mozemy wyrdznié takie, dla ktorych ligandem jest bezposrednio PS oraz takie,
ktére przylaczaja ligandy posredniczace miedzy komorka apoptotyczna a fagocytem.
Do pierwszej kategorii receptoréw naleza np. bialko CD14 czy tzw. ,receptory
zmiatajace” (ang. scavenger receptors), takie jak: SRA, CD68, CD36 czy LOX.
Do drugiej kategorii receptoréw zaliczamy receptory przylaczajace takie ligandy, jak
np: trombospondyna, laktadheryna, B2 glikoproteina I czy tzw. ,,defensywne
kolageny” [22]. Receptory przylaczajace laktadheryne naleza do receptorow
integrynowych typu aVpB3 i aVp5 znajdujacych si¢ na powierzchni makrofagow
oraz niedojrzatych komorek dendrytycznych, w ktérych odpowiadaja za prezento-
wanie antygendéw [55]. Laktadheryna moze stanowi¢ pomost pomiedzy komorka/
czastka eksponujaca PS a receptorem integrynowym obecnym na powierzchni
komorki fagocytujacej. Laktadheryna poprzez domeng C2 wiaze si¢ jednym koncem
do PS, a drugim poprzez motyw RGD na domenie EGF do receptora integrynowego
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RYCINA 3. Udziat laktadheryny we wzmacnianiu sygnalu do fagocytozy komorki apoptotycznej
eksponujacej fosfatydyloseryne (FS). Dalsze objasnienia w tekscie [wg Wu i wsp. 2006]

FIGURE 3. Lactadherin participate in amplification of signalling between phosphatidylserine-exposure
apoptotic cell and phagocyte [acc. to Wu et al. 2006]
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znajdujacego si¢ na powierzchni fagocytu. Sygnal przekazywany poprzez receptory
wiazace laktadheryng umozliwia rozpoznawanie i wiazanie komorki/czastki. Jednak
aby zaszla internalizacja zwigzanej komorki/czastki, wymagana jest aktywacja
receptora innego typu. Moze nim by¢ receptorowa kinaza tyrozynowa Mer-TK
wymagajaca do swojej aktywacji ligandu laczacego ja z komorka przeznaczona do
pochloniecia przez fagocyt. Ligandem tym moze by¢ np. biatko Gas6 (ang. growth
arrest-specific 6) [21, 51]. Indukcja fagocytozy poprzez wiazanie laktadheryny do
receptora integrynowego zachodzi przez aktywacje modutu CrkII-ELMO-DOCK180,
ktéry aktywuje GTPaze Racl. Biatko to jest plejotropowym (wielofunkcyjnym)
regulatorem komérkowym, odpowiedzialnym m.in. za procesy zwiazane z fagocytoza,
w tym reorganizacj¢ cytoszkieletu (ryc. 3) [11]. Mozna przypuszczaé wigc, ze
laktadheryna peini funkcje wzmacniania sygnatu do fagocytozy pochodzacego od
receptorow innego typu. Takie przypuszczenia potwierdzily liczne badania, w ktorych
wykazano, ze brak lub deficyt laktadheryny w znacznym stopniu ostabia proces
fagocytozy, co moze prowadzi¢ do nagromadzenia martwych komorek i ich
fragmentow, a w rezultacie do licznych standw patologicznych. Badania w modelach
mysich wykazaly daleko idaca korelacje pomiedzy deficytem laktadheryny a
rozwojem miazdzycy, nagromadzeniem si¢ martwych komodrek w roznych narzadach
czy zwigkszonym stezeniem mikropecherzykow w osoczu [1, 6, 12]. Wykazano
ponadto, ze wigzanie laktadheryny do blon eksponujacych PS wzrasta proporcjonalnie
do obnizania potencjatu transmembranowego podczas apoptozy [46].

ROLA LAKTADHERYNY W FAGOCYTOZIE
MIKROPECHERZYKOW PLYTKOWYCH

Laktadheryna okazala si¢ rowniez czynnikiem ulatwiajacym fagocytoze
mikropecherzykdw zrzucanych z powierzchni plytek krwi — PMP (ang. platelet
microparticles). Sa to niewielkie (<1 um) pecherzyki majace duze ilosci PS w
zewngtrzne] monowarstwie lipidowej. Moga one by¢ zrzucane (ang. shedding) z
powierzchni aktywowanej ptytki stanowiac zrodto dodatkowej powierzchni katali-
tycznej dla czynnikdéw krzepnigcia krwi. Z uwagi na swoje niewielkie rozmiary moga
petni¢ one funkcj¢ prokoagulacyjna nawet w oddalonych od miejsca powstania
rejonach uktadu krwionosnego [28]. Ich podwyzszone stezenie stwierdzono we krwi
chorych m.in. po incydentach naczyniowo-moézgowych, w przebiegu dusznicy
bolesnej i po zawale migsnia sercowego [20, 25]. Mikropecherzyki te moga tez
stymulowa¢ komorki hematopoetyczne i przenosi¢ receptory specyficzne dla plytek
na inne komérki [25, 33]. Dasgupta i wspdtpracownicy wykazali, ze w osoczu
myszy pozbawionych genu kodujacego laktadheryne stwierdzono kilkukrotnie wyzsze
stezenie mikropecherzykow plytkowych i dwukrotnie zwigkszona produkcje trombiny
[6]. Wyniki te wskazuja na istotna role laktadheryny w zapobieganiu tworzenia sig¢
przypadkowych zakrzepéw spowodowanych obecnoscia mikropecherzykow.
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ROLA LAKTADHERYNY W PATOGENEZIE MIAZDZYCY

Aktualnie akceptowany model powstawania zmian miazdzycowych zwiazany jest
ze stanem hiperlipidemii. Towarzyszacy jej wzrost ilosci utlenionych form lipoprotein
o niskiej gestosci — LDL (ang. low density lipoproteins) moze prowadzi¢ do
uszkodzen komorek s$rddblonka i wzrostu jego przepuszczalnosci. Uszkodzone
komorki srédblonka produkuja reaktywne formy tlenu, ktére dodatkowo utleniajq
czasteczki LDL. Tak utlenione czasteczki LDL przenikaja pod warstweg komorek
srédblonka naczyn krwiono$nych, gdzie sa wychwytywane i pochtaniane w drodze
endocytozy przez migrujace makrofagi. Makrofagi wypetnione utlenionymi LDL
przeksztatcaja sie w komorki piankowate, ktore nie sa w stanie metabolizowaé
toksycznych, utlenionych LDL. Po nagromadzeiu duzej ilosci LDL komorki
piankowate ulegaja rozpadowi na mniejsze od nich czastki apoptotyczne, ktore
stanowig zrodlo czynnikow prozapalnych, w tym cytokin [1, 31]. Krytycznym
momentem w rozwoju blaszki miazdzycowej jest zaburzenie rownowagi pomigedzy
powstawaniem komorek piankowatych a ich fagocytoza przez naplywajace makrofagi
[19, 32]. Przesunigcie tej rOwnowagi w strong nagromadzenia si¢ komodrek pianko-
watych prowadzi do rozrostu rdzenia nekrotycznego i przyspieszenia procesu powsta-
wania phytki miazdzycowej [47, 48]. W tym krytycznym momencie niezwykle istotng
role odgrywa laktadheryna, ktéra poprzez opsonizacje czastek apoptotycznych,
powstajacych z komérek piankowatych, utatwia ich wydajna fagocytoze wygaszajac
stan zapalny i zmniejszajac przez to ryzyko progresji zmian miazdzycowych (ryc.
4). Badania wykazaly, ze zahamowanie ekspresji laktadheryny w leukocytach
powoduje redukcje sekrecji interleukiny-10 oraz zwiekszenie wydzielania interferonu
y w miazdzycowych tetnicach, a takze zmniejszenie aktywnosci supresorowej
regulatorowych limfocytow T. Wszystkie te efekty byly zwiazane z nasileniem zmian
miazdzycowych tetnic [1]. Obserwacje te moga czesciowo thumaczy¢ zwigkszone
ryzyko rozwoju miazdzycy u mlodych pacjentéw cierpiacych na toczen rumieniowaty
uktadowy. Choroba ta charakteryzuje si¢ m.in. defektywna fagocytoza i zwigkszong
akumulacja komorek apoptotycznych [26].

ROLA LAKTADHERYNY W ANEMII SIERPOWATEJ

Anemia sierpowata jest choroba, w przebiegu ktoérej niewielki procent krwinek
czerwonych charakteryzuje sie redystrybucja PS do zewngtrznej monowarstwy blony
komodrkowej [24]. Dasgupta i Thiagarajan wykazali, ze laktadheryna wiaze si¢ z
krwinkami czerwonymi zdrowych ludzi na poziomie 0,5%, natomiast wigzanie do
krwinek pobranych od chorych na anemie sierpowata bylo 2 do 10 razy wieksze.
Udowodniono tez stymulacj¢ fagocytozy zwiazanych z laktadheryng krwinek, co
sugeruje jej role w oczyszczaniu krwi z patologicznie zmienionych komorek.
Fagocytoza eksponujacych PS krwinek sierpowatych byla hamowana przez
abciksimab — przeciwciato blokujace receptor integrynowy aVpB3, co potwierdza,
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FIGURE 4. Role of lactadherin in phagocytosis of foam cells and inhibition of arteriosclerosis develop-
ment: LDL. — low density lipoproteins, ROS — reactive oxygen species, VCAM-1 — vascular cell
adhesion molecule-1, FS — phosphatidylserine

ze jest on receptorem wigzacym laktadheryng [9]. Z kolei Guchhait i wspol-
pracownicy zaobserwowali, ze laktadheryna w anemii sierpowatej posredniczy w
adhezji erytrocytow do srodblonka naczyn krwionosnych podczas przeptywu krwi.
Podanie przeciwciata przeciwko laktadherynie znosito te adhezje [14]. Wykazano
takze zalezna od laktadheryny fagocytoze prawidtowo wyksztalconych, starzejacych
si¢ erytrocytow przez komorki Srédbtonka naczyn krwionosnych. Dowodzi to istotnej
roli tej glikoproteiny w oczyszczaniu organizmu z komorek, ktorych funkcja moze
by¢ zaburzona w konsekwencji starzenia si¢ lub choroby [13].

ROLA LAKTADHERYNY W MORFOGENEZIE I INWOLUCJI
GRUCZOLU PIERSIOWEGO

Apoptoza jest procesem niezbednym w roznicowaniu tkanek, utrzymywaniu ich
w stanie funkcjonalnym, a zaklocenia w jej przebiegu czgsto sa przyczyna stanow
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patologicznych. Badania przeprowadzone przez Atabai i wspotpracownikow wykazaly,
ze brak ekspresji laktadheryny u myszy uniemozliwia inwolucj¢ (zmniejszanie si¢)
gruczotu piersiowego po okresie laktacji, skutkujac nagromadzeniem nieusunigtych,
martwych komdrek, uszkodzeniami tkanki i stanami zapalnymi [2]. Stwierdzono tez,
ze u myszy pozbawionych genu kodujacego laktadheryne nie dochodzi do prawid-
lowego wyksztatcenia gruczolu piersiowego [12].

WPLYW LAKTADHERYNY NA KRZEPNIECIE KRWI

Laktadheryna konkuruje z bialkami osocza majacymi domeny C, wiazace PS. Do
najwazniejszych bialek tego rodzaju naleza czynniki krzepnigcia V i VIII. Laktadheryna
dziata hamujaco na te czynniki krzepnigcia na zasadzie kompetycji o miejsca wigzania
do bogatych w PS domen blon fosfolipidowych, a nie na zasadzie tworzenia kompleksu
biatko-biatko. Konkurencja o wiazanie PS, pojawiajacej si¢ w zewngtrznej mono-
warstwie blony plazmatycznej podczas procesu aktywacji ptytek krwi, decyduje o
wiasciwosciach antykoagulacyjnych laktadheryny. Uniemozliwia ona bowiem powstanie
aktywnosci prokoagulacyjnej, ktora jest zalezna od tworzenia aktywnych kompleksow
tenazy i protrombinazy, wymagajacych przytaczenia do blon majacych domeny bogate
w PS odpowiednio aktywnego czynnika VIII i aktywnego czynnika V (ryc. 5).
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RYCINA 5. Blokowanie fosfatydyloseryny na blonie plytki krwi przez laktadheryn¢ hamuje w 98%
aktywnos¢ kompleksow tenazy i protrombinazy (inhibicja kompetycyjna) [wg Shi i wsp. 2008]
FIGURE 5. Phosphatidylserine blocking on the surface of platelets by lactadherin inhibits tenase and
prothrombinase activity in 98% (acc. to Shi et al. 2008]
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Powstanie tych komplekséw na powierzchni blony plazmatycznej umozliwia 300000
razy szybsza produkcje trombiny niz gdy sa one obecne w fazie ptynnej osocza. Wyniki
badan przeprowadzonych przez Shi i Gilberta z wykorzystaniem cytometrii przeptywo-
wej z uzyciem znakowanych fluorescencyjnie czynnikow krzepnigcia wykazaly, ze
laktadheryna moze by¢ skutecznym inhibitorem czynnikéw V i VIII w stezeniu co
najmniej kilkunastokrotnie mniejszym niz anneksyna V — jedyne obecnie stosowane
biatko o podobnym mechanizmie dziatania na proces krzepnigcia. Laktadheryna hamuje
takze wiazanie do bton czynnika krzepnigecia VII. Doswiadczenia z inhibicja
kompleksow tenazy i protrombinazy in vitro dowiodly, ze wiazanie laktadheryny do
bton plazmatycznych zachodzi przy zawartosci PS w ilosci ulamka procenta, podczas
gdy anneksyna V wiaze sie do blon przy zawartos¢i PS powyzej 2,5%. Badania tego
samego zespotu nad ekspresja PS w procesie aktywacji ptytek krwi in vivo pozwolity
na udowodnienie, ze powstawanie aktywnosci prokoagulacyjnej na powierzchni ptytek
krwi ma zwiazek nie tylko z ekspresja PS, ale takze ze wzrostem stopnia krzywizny
btony [39, 41]. W odroznieniu od anneksyny V, laktadheryna moze wigzaé si¢ z
regionami blon plazmatycznych o znacznej krzywiznie, np. w rejonach pseudopodiow
wytwarzanych w procesie aktywacji plytek krwi.

Wykorzystanie laktadheryny jako sondy wykrywajacej obecnos¢ PS na zewnetrz-
nej warstwie blony plazmatycznej pozwolitlo udowodnié, ze stymulacja phytek krwi
trombing wywoluje przejsciowa eksternalizacje PS w ilosci, ktdra jest niewystar-
czajaca do zwigzania aneksyny V do powierzchni zaktywowanych tym sposobem
plytek. Probe t¢ mozna przeprowadzaé na rozcienczonym osoczu bogatym w plytki,
co ulatwia jej wykorzystanie w praktyce [42]. Wyzej wymienieni badacze wykazali
takze, ze czas krzepnigcia pelnej krwi przy stezeniu 100 nM laktadheryny jest
wydltuzony 3-krotnie. Dla poréwnania anneksyna V w identycznym stezeniu wydtuza
czas krzepnigcia 1,5-krotnie. Rdwniez czas protrombinowy jest wydtuzony w
poréwnaniu z efektem dziatania aneksyny V i wynosi odpowiednio 150% w obec-
nosci 60 nM laktadheryny i 20% przy identycznym stezeniu anneksyny V [39].
Wyniki badan przeprowadzonych przez Zhou i wspdlpracownikéw dowodza, ze
laktadheryna wydluza czas krzepnigcia 2,4-krotnie oraz hamuje produkcje¢ trombiny
o 85% przy stezeniu 32 nM [56]. Wykazano takze, ze laktadheryna moze by¢
skutecznym srodkiem antykoagulacyjnym w stanach nadkrzepliwo$ci wywotanych
cyklosporyna A, cisplatyna i daunorubicyng [20, 54, 57].

ROLA LAKTADHERYNY W ZALEZNEJ OD NOWOTWORZENIA
ANGIOGENEZIE

Laktadheryna jest obecna w kobiecym mleku i ulega wzmozonej ekspresji w
nowotworach piersi, zatem moze stuzy¢ za biatko markerowe przy diagnostyce tego
rodzaju nowotworow [40]. Ekspresje laktadheryny wykazano rowniez w komoérkach
czerniaka zlosliwego, ktérych progresja jest promowana prze t¢ glikoproteing [32],
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w liniach komdrkowych nowotworéw myszy i w komdrkach nowotworowych
trzustki, nie wykryto jej natomiast w zdrowej trzustce myszy [29]. Udokumentowano
role laktadheryny jako promotora zaleznych od nowotworzenia procesow angioge-
nezy i wzrostu guza. Zjawisko to najprawdopodobniej wiaze si¢ z rolg integryn
aVp3 i aVP5S w angiogenezie i histogenezie [37, 45]. Neutzner i wspdtpracownicy
postugujac si¢ modelem transgenicznych myszy pozbawionych genu kodujacego
laktadheryne wykazywali siggajace 25% zmniejszenie proliferacji komodrek w
wyspach angiogenezy. Korelowalo to ze zwigkszeniem liczby komoérek apopto-
tycznych. Wykorzystujac technike immunohybrydyzacji in situ wykazano, ze
laktadheryna nie akumuluje si¢ w komoérkach ja produkujacych, lecz w tkankach
narzadéw majacych stosowne receptory [29]. Monoklonalne, humanizowane przeciw-
cialo przeciwko laktadherynie pod nazwa angiolix, wiazace si¢ do domeny EGF
laktadheryny zawierajacej motyw RGD, interferuje z wigzaniem laktadheryny do
integryn. Powoduje to odizolowanie komdrek nowotworowych od podloza i ich
przejscie w stan apoptozy, co hamuje wzrost nowotworu [10]. Podobny efekt
osiagnieto stosujac abciksimab — przeciwciato skierowane przeciwko receptorom
integrynowym V3, dla ktérych laktadheryna stanowi ligand [8]. Laktadheryna,
bedac czynnikiem promujacym niektore typy nowotwordw, stanowi zatem potencjalny
cel ukierunkowanej terapii.

ROLA LAKTADHERYNY W OCHRONIE PRZED INFEKCJAMI
ROTAWIRUSOWYMI

Bojsen i wsp. zaproponowali, ze obecno$¢ laktadheryny w mleku kobiecym wiaze
si¢ z jego akywnoscia przeciwko infekcjom rotawirusowym [5, 23]. Infekcje te
wywoluja u dzieci cigzkie biegunki, ktore bardzo czgsto prowadza do niebezpiecznego
dla zycia odwodnienia organizmu. Badania na liniach komérkowych wykazaty 50%
zahamowanie infekcji rotawirusowych przy stezeniu ludzkiej laktadheryny 0,02
mg/ml, podczas gdy fizjologiczne stezenie tego biatka w mleku osiaga poziom 0,139
mg/ml w okresie poporodowym i spada do poziomu 0,066 mg/ml po 6 tygodniach
od porodu [5]. Warto zwrdci¢ uwage na wyniki badan poziomu laktadheryny w
osoczu nowo narodzonych cielat. Rosnie on od 0,07 xg/ml przed karmieniem do
1,2 ug/ml po okresie karmienia, co wskazuje na mozliwg fizjologiczna rolg tego biatka
jako czynnika przeciwwirusowego [39]. Mechanizm hamowania infekcji rotawiru-
sowych nie zostat doktadnie poznany. Sugeruje si¢, ze hamowanie infekcji zachodzi
na etapie wigzania wirusow do powierzchni komorek, prawdopodobnie za posred-
nictwem tancuchow cukrowych laktadheryny [5]. Laktadheryna wykazuje odporno$é
na trawienie w przewodzie pokarmowym. Obserwacja ta w polaczeniu z faktem,
ze poziom tej glikoproteiny w osoczu cielat ulega znacznemu podwyzszeniu w wyniku
karmienia, sugeruje funkcje laktadheryny jako czesci odpornosci nieswoistej
przekazywanej z mlekiem matki [23].
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ROLA LAKTADHERYNY W MESKIM UKLADZIE
ROZRODCZYM 1 ZAPL.ODNIENIU

Laktadheryna jest obecna w meskim uktadzie rozrodezym. W najbardziej
proksymalnym regionie najadrza produkowane i wydzielane sa czynniki majace
kluczowe znaczenie w dojrzewaniu i przechowywaniu plemnikow. Wsrdd nich jest
laktadheryna, zwana wczesniej biatkiem SED-1 [34]. Shur i wspdlpracownicy
wykazali, ze jest ona wydzielana apikalnie do $wiatla najadrzy, gdzie oplaszcza
plemniki i umozliwia ich interakcje z ostonka przejrzysta (zona pellucida) komorki
jajowej. Proces ten utatwia wnikniecie plemnika do wnetrza komorki jajowej i jej
zaplodnienie [44]. Laktadheryna jest takze wydzielana bazalnie, co sugeruje jej role
jako czynnika warunkujacego prawidlowa adhezj¢ komorek najadrzy. Samce myszy,
bedace recesywnymi homozygotami w genie kodujacym SED-1, byly dotknigte
patologiami zwiazanymi z adhezja tkanek najadrzy, takimi jak oderwanie nabtonka
czy rozwoj ziarniaka nasiennego [35]. Podsumowujac, meski uktad rozrodczy jest
miejscem, w ktorym laktadheryna petni rézne funkcje. Z jednej strony warunkuje
prawidtowa strukture tkanki najadrzy, z drugiej zas stanowi czynnik umozliwiajacy
meskim komérkom rozrodczym zaptodnienie komorki jajowej.

ROLA LAKTADHERYNY W AMYLOIDOZIE

Haggqvis i wspotpracownicy wykazali ekspresje laktadheryny w komorkach migsni
gladkich aorty oraz mozliwos¢ powstawania wiokien amyloidopodobnych z produktu
proteolizy laktadheryny — mediny, odpowiadajacej fragmentowi laktadheryny w
obrebie aminokwaséw 245-294 [16]. Mechanizm powstawania amyloidu tego
pochodzenia w aorcie pozostaje niejasny; sugeruje sie, ze przy duzym stezeniu
czastek mediny moga one laczy¢ sie ze soba strukturami 8 i tworzy¢ fibrylarne
agregaty [17]. W chorobie Alzheimera dochodzi do akumulacji amyloidu 8 na skutek
nieprawidlowego przeksztalcenia bialka prekursorowego 8 amyloidu — APP (ang.
amyloid precursor protein) przez sekretazy iy [16]. Amyloid B moze wywoly-
waé aktywacje oraz apoptozg komodrek powodujac eksternalizacje PS. Amyloid
wykazuje powinowactwo do PS i moze gromadzi¢ si¢ na bogatych w PS blonach
komdrkowych [17]. Badania wykazaly, ze amyloid 8 gromadzi sie w miejscach, gdzie
ekspresja laktadheryny jest obnizona badz zahamowana. Dodatkowo w tych
miejscach dochodzi do nagromadzenia komoérek apoptotycznych [4].

PERSPEKTYWY

Laktadheryna jest dogodnym i skutecznym narzedziem molekularnym do
wykrywania ekspresji PS, np. podczas aktywacji ptytek krwi czy apoptozy réznych



LAKTADHERYNA MALE BIALKO O WIELKICH MOZLIWOSCIACH 155

typdw komorek, w tym nowotworowych poddanych dzialaniu substancji cytoto-
ksycznych [43, 49]. Z drugiej strony mozna traktowac to biatko jako bardzo
skuteczny czynnik antykoagulacyjny, a takze, majac na wzgledzie jego funkcje
promujaca angiogenezg, jako cel terapii przeciwnowotworowej. W poroéwnaniu z
powszechnie stosowanym biatkowym markerem ekspresji PS — anneksyna V,
laktadheryna wykazuje niezalezne od jonéw wapnia wiazanie do PS przy stezeniach
tego fosfolipidu na zewnetrznej stronie blony plazmatycznej juz od utamka procenta,
podczas gdy anneksyna V do istotnego iloSciowo wigzania potrzebuje 2,5% i wigcej
[39]. Wyniki badan przeprowadzonych z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej
wskazuja na wyzsza fluorescencje zastosowaniu znakowanej fluorescencyjnie
laktadheryny w porownaniu do analogicznie oznakowanej anneksyny V. Czyni to
laktadheryne skuteczniejszym narzedziem w badaniach naukowych oraz we
wczesnym wykrywaniu apoptozy np. przy diagnostyce rozsianego wykrzepiania
wewnatrznaczyniowego [7] czy jako markera zmian krzywizny bton plazmatycznych
komorek, np. w procesie aktywacji ptytek krwi [39]. Wykorzystanie wiedzy o roli
laktadheryny w procesie angiogenezy nowotwordéw daje szanse na zwigkszenie
skutecznosci obecnie stosowanych terapii. Wyniki badan uzyskiwane na preparatach
bazujacych na unieczynnianiu laktadheryny poprzez wiazanie si¢ z nia, jak angiolix
[10], badz blokujacych specyficzne dla laktadheryny receptory, np. abciksimab [8]
sugeruja potrzebe dalszych badan nad wykorzystaniem tego biatka jako celu w terapii
NOWOtworow.

Laktadheryna wykazuje ponadto powinowactwo do receptorow integrynowych
typu aVB3 i aVpB5, ktérych ekspresja na powierzchni komoérek nowotworowych
jest wysoka [3]. Laktadheryna podana lokalnie w formie radiofarmaceutyku mogtaby
w sposob godny zainteresowania podnies¢ skutecznosc¢ terapii przeciwnowotworowe;.
Warto zwroci¢é uwage na fakt, ze laktadheryna jest obecna w podstawowym
pokarmie wszystkich ssakow — mleku. Wyniki badan nad poziomem laktadheryny
w osoczu cielat po okresie karmienia mlekiem wskazuja, ze przechodzi ona z
pokarmu do krwioobiegu, gdzie wykazuje dziatanie przeciwzakrzepowe i immuno-
logiczne [15, 24]. Idac tym tropem mozemy rozwaza¢ mozliwos¢ uzycia laktadheryny
jako aplikowanego doustnie srodka profilaktycznego, chroniacego organizm czlowieka
przed szkodliwymi skutkami deficytu tego biatka, np. w procesie rozwoju blaszki
miazdzycowej. Wlasciwos¢ laktadheryny polegajaca na indukcji fagocytozy w
stosunku do komérek badz ich fragmentéw, oznakowanych tym biatkiem stwarza
w perspektywie mozliwos¢ selektywnego usuwania niepozadanych ,.$mieci komorko-
wych” z organizmu. Z cala pewnoscig laktadheryna jest biatkiem wykazujacym duzy
potencjat do zastosowan medycznych. Jej biodostepnosé przy podawaniu doustnym
czyni z niej obiecujacy srodek profilaktyczny, a liczba procesdéw, w ktore jest
zaangazowana w organizmie, powoduje, ze dalsze badania nad ta glikoproteina, jak
i w perspektywie zastosowanie jej jako leku, nalezy z pelnym przekonaniem ocenic¢
jako wysoce pozadane.
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