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Streszczenie

Choroba Alzheimera, Parkinsona i wiele innych to amyloidozy, zwigzane z zaburzeniami spowodowanymi tworze-
niem zlogéw w réznych tkankach przez swoiste biatka, ktére u zdrowych oséb nie wykazuja takiej tendencji. Bez-
posrednig przyczyng tych zaburzen jest zmiana typowej dla tych biatek konformacji na inna, sprzyjajacg tworze-
niu si¢ z ich czgsteczek polimerycznych struktur, zwanych amyloidem. Za prawdopodobng przyczyng takiego za-
chowania si¢ bialek amyloidogennych uwaza si¢ ich wzajemne oddzialywanie z lipidami blon komérkowych,
a szczegolnie z fosfolipidami kwasnymi. W niniejszej pracy, na przyktadzie peptydu AP i biatka a-synukleiny, bu-
dulca amyloidu, odpowiednio w chorobie Alzheimera i Parkinsona, przedstawiono mechanizm interakcji tych pep-
tydéw/biatek z btong lipidowg. Opisano takze powigzanie tej interakcji z budowgq oddziatujgcego peptydu i czyn-
nikami utleniajgcymi, co ma kluczowe znaczenie dla polimeryzacji peptydu/biatka. Innym, niepatologicznym skut-
kiem zmian konformacyjnych biatka z udziatem lipidu/lipidéw jest powstawanie aktywnych antynowotworowo
konformeréw takich bialek, jak a-laktoalbumina czy histon H1. Sg one zdolne do rozpoznawania komérek nowo-
tworowych i niszczenia ich przez indukowanie apoptozy. W mysl najnowszej koncepcji genezy amyloidoz i innych
proceséw, u podstaw ktérych lezg zmiany konformacyjne biatek, kluczowym elementem jest blona komérkowa,
a szczegOlnie fosfolipidy kwasne wchodzace w skiad jej dwuwarstwy lipidowej. Dzigki swoim wlasciwosciom fi-
zykochemicznym generuja one przy powierzchni btony strefe o silnie obnizonym pH, ktéra powoduje zmiane kon-
formacji bialek wchodzacych w interakcje z blong (Adv Clin Exp Med 2006, 15, 3, 513-520).

Stowa kluczowe: choroby konformacyjne, amyloidozy, lipidy, fosfolipidy kwasne, ludzka a-laktoalbumina HAMLET
zdolna do usmiercania komérek nowotworowych.

Abstract

Alzheimer’s disease, Parkinsons’s disease and many other disorders have been shown to be amyloidoses. They are
dysfunctions caused by deposits of proteins, appearing in different tissues and formed by proteins which in the he-
althy organism do not have such a tendency. Changes in the conformation of the proteins lead to the conversion of
the typical for them conformation into the other one causing the polymerization of the proteins into amyloid struc-
tures. The presented review shows that the amyloidogenic behaviour of proteins is generated probably by their in-
teraction with cell membrane lipids and particularly with acidic phospholipids. Using AB-peptyde and the protein
o-synuclein as representatives of amyloid forming elements in Alzheimer’s disease and Parkinson’s disease re-
spectively, the mechanism of the interaction of the peptyde/protein with lipid membrane was shown. Relations be-
tween the interaction, the peptyde structure and oxidizing agents were also presented in the light of evidences in-
dicating the key role of the interaction in the peptyde/protein molecules polymerization. The other, not pathologi-
cal effect of protein conformation changes with lipid/lipids participation is the convertion of O-lactalbumin and
histone H1 into conformers with antitumor activity, able to induce apoptosis in tumor cells. The principal idea of
the newest conception of amyloidogenesis and other processes basically connected with changes of proteins con-
formation is that the cell membrane acidic phospholipids can provide the low-pH environment on the membrane,
generating the convertion of the interacting protein conformation (Adv Clin Exp Med 2006, 15, 3, 513-520).

Key words: conformational diseases, amyloidoses, lipids, acidic phospholipids, human alpha-lactalbumin made le-
thal to tumor cells HAMLET.
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Biologiczna funkcja kazdego bialka jest uwa-
runkowana jego strukturg przestrzenng, zdetermi-
nowang przez sekwencje aminokwasowg taricucha
polipeptydowego oraz przez wigzania chemiczne
i wiele innych czynnikéw, w tym wzajemne od-
dziatywanie biatka z czasteczkami innych substan-
cji. Niewlasciwie uformowany przestrzennie tan-
cuch polipeptydowy uniemozliwia wypetnianie
przypisanej czasteczce funkcji biologicznej lub
nawet prowadzi do nadania jej wtasciwosci pato-
logicznych. Nastepstwem pojawienia si¢ takich
czasteczek w tkance mogg wigc by¢ zmiany pato-
logiczne, prowadzace do $mierci jej komorek.
Choroby spowodowane zmianami w konformacji
biatek nazywa si¢ amyloidozami. W chorobach
tych nieszkodliwe, rozpuszczalne biatka ulegajg
transformacji, tj. zmianie przestrzennego uformo-
wania ich taicuchéw polipeptydowych w nowag
strukture konformacyjng bez jakichkolwiek zmian
w sekwencji aminokwaséw. Sprawia to, ze biatka
te bardzo atwo agreguja, przybierajgc postaé nie-
rozpuszczalnych, fibrylarnych struktur, ktére odkta-
dajg si¢ najczesciej w przestrzeniach migdzykomor-
kowych réznych organéw w postaci zlogéw [1].
Odktadaniu si¢ tych zlogéw towarzyszg zaburze-
nia w dziataniu organéw, w ktérych wystepuja,
dlatego uznano, ze istnieje Scisty zwigzek miedzy
pojawianiem si¢ zlogéw a zaburzeniem funkcji
organdéw. Zlogi bialkowe nazwano amyloidem
1 uznano za przyczyn¢ pojawiajgcych si¢ wraz
z nimi zaburzen [2]. Obecnie jest znanych okoto
20 bialek tworzacych fibrylarne ziogi charaktery-
styczne dla ludzkich amyloidoz [1]. Charaktery-
styczng cecha zlogédw amyloidowych jest to, ze
bez wzgledu na to, jakie biatko je tworzy, jednost-
ka strukturalng s fibryle. Maja one posta¢ nanoru-
rek wypelnionych wodg, a podstawowym, domi-
nujgcym elementem ich struktury jest (3-kartka [3].
Zjawiska patologiczne, u podstaw ktorych lezy
powstawanie ztogéw fibrylarnych towarzyszg
chorobie Alzheimera, Parkinsona, Creutzfelda-Ja-
coba, Huntingtona, cukrzycy typu II, starczej amy-
loidozie ogdlnoustrojowej i wielu innym. Znane sg
takze zjawiska, w ktérych zmiany konformacyjne
juz uformowanego i aktywnego biologicznie bial-
ka prowadza do nadania mu nowej funkcji — nie-
patologicznej, a wrgcz przeciwnie, stuzacej
usuwaniu np. stransformowanych nowotworowo
komoérek. Ma to miejsce w przypadku przekonfor-
mowanej, ludzkiej a-laktoalbuminy HAMLET
(human a-lactalbumin made lethal to tumor cells)
zdolnej w nowej postaci konformacyjnej do
usmiercania komoérek nowotworowch.

Rola lipidow w procesach
inicjujacych amyloidozy

Choroba Alzheimera nalezy do grupy chordb
neurodegeneracyjnych dorostych oséb. W przy-
padku tego zaburzenia duza liczba dowodéw wska-
zuje na 39-43 aminokwasowy [B-amyloidowy pep-
tyd AP, bedacy gtéwnym sktadnikiem zewnagtrzko-
moérkowych ptytek amyloidowych w moézgach
pacjentéw. Szczeg6lnie oligomeryczne i protofi-
brylarne struktury A sg uwazane za gléwng przy-
czyne neuropatologicznych probleméw u pacjen-
téw z tg chorobg [1, 4]. U zdrowych oséb wytwa-
rzanie peptydow AP z biatka prekursorowego
(APP — amyloid prekursor protein) zachodzi bez
oddziatywania toksycznego. Obserwacja ta rodzi
pytanie, jakie zmiany zachodza w produkcji pepty-
déw AP i ich blonowym srodowisku, ze powoduja
one przeksztalcenie si¢ tych peptydow w czynnik
toksyczny odpowiedzialny (lub wspdtodpowie-
dzialny) za chorobe Alzheimera. Wiadomo, ze
u zdrowych o0séb czes¢ peptydéw AP jest uwalnia-
na i stale usuwana w postaci monomeréw do roz-
tworu, podczas gdy inna frakcja tych peptydéw po-
zostaje w formie zwigzanej z blong, dzigki czemu
jest chroniona przez otaczajace lipidy przed agre-
gacja.

Wiele badan wskazuje, ze lipidy bton neuro-
nalnych wywierajg inicjujacy i1 wzmacniajacy
wplyw na przemiane AP w toksyczne oligomery
[5-7]. Biorgc pod uwage fakt, ze obserwuje si¢
wiele zmian w skladzie lipidowym bton komoérek
mdzgu 0s6b z rozpoznang chorobg Alzheimera [8, 9],
interakcja migdzy AP a blonami komérkowymi
moze by¢ kluczowym etapem inicjujgcym rozwdj
choroby. Mozliwy mechanizm toksycznego dzia-
tania peptydu A moze polega¢ na zaburzeniu
fizjologicznych wtasciwosci bton [5, 7] i urucho-
mieniu przez mechanizmy btonowe apoptozy
w neuronach oraz peroksydacji lipidow btono-
wych i/lub tworzeniu kanaléw przepuszczajacych
jony wapnia [6]. Szczegdlng role przypisuje si¢
fosfolipidom anionowym (kwasnym), tj. takim,
ktérych tadunek wypadkowy jest ujemny (fosfaty-
dyloseryna, fosfatydyloinozytol, fosfatydyloglice-
rol, kwas fosfatydowy), a takze innym sktadnikom
bton, takim jak gangliozydy lub cholesterol, oraz
strukturom nazywanym blonowymi tratwami lipi-
dowymi [5, 10, 11]. Obecnie nie wiadomo, jaka
jest natura wzajemnych relacji miedzy peptydami
A a blonami. Nie jest znany réwniez mechanizm
kontrolujacy los czgsteczek AP zwigzanych z lipi-
dami, ktéry powoduje, ze albo sg one chronione
przez otoczenie lipidowe, albo gromadzone w po-
staci toksycznych fibryl o strukturze B-kartki i/lub
kanaléw jonowych. Wedlug Bokvist et al. [12]
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transbtonowa lokalizacja amfipatycznego peptydu
AB(1-40), dzigki lipidom otaczajgcym monomery
AB, moze zabezpieczy¢ go przed agregacjg w to-
ksyczne protofibrylle. Uwolnienie jednakze pepty-
du APB(1-40) jako rozpuszczalnego monomeru,
przyspiesza jego taczenie si¢ w toksyczne agrega-
ty, powstajgce w wyniku kontaktu ze swoistg
(prawdopodobnie zmieniong patologicznie) po-
wierzchnig btony. Badania dowiodly takze, ze fo-
sfolipidy kwasne mogg umozliwia¢ zakotwiczanie
si¢ AB(1-40) w blonie przez transblonowe uloko-
wanie jego C-konca. Jest to mozliwe dzigki na-
tywnej, helikalnej strukturze peptydu. Z drugiej
strony te same sktadniki lipidowe indukujg przy-
spieszong agregacje peptydéw AR w wyniku bez-
posredniej interakcji z powierzchnig biony [12].
W obu przypadkach hydrofobowe i elektrostatycz-
ne oddziatywania odgrywajg wazne role w funk-
cjonalnej organizacji tych dwéch réznych typéw
komplekséw peptydéw A z blong, co ma miejsce
w chorobie Alzheimera. Wydaje si¢, ze powstawa-
nie agregatéw peptydu AP moze by¢ indukowane
przez wysoki, amyloidogenny potencjat hydrofo-
bowej, C-koricowej domeny peptydu. Jej wtasci-
wosci sg odpowiedzialne za przejscie z nieto-
ksycznej, rozpuszczalnej struktury peptydowe;j
o formie globularnej do nierozpuszczalnej, poli-
merycznej formy fibrylarnej o strukturze (. Hy-
drofobowos¢ C-korica powinna uniemozliwiaé je-
go wnikniecie w btone z powodu sit odpychaja-
cych pojawiajacych sie w hydrofilowym obszarze
przybtonowym. Wyniki wielu badan jednak wska-
zuja, ze peptyd AP moze wnikaé w dwuwarstwe
lipidowg btony pod wptywem wielu czynnikéw,
np.: pH, jonéw metali, sktadu chemicznego btony,
stanu konformacyjnego itp. W swietle badan wy-
daje sig, ze istniejg dwa, zupetnie rézne typy potg-
czen A3 z blong: jeden transmembranowy (wnik-
nigcie w blong), a drugi powierzchniowy, ktére
uczestniczg w procesach uwalniania peptydu A3
z blony albo jego ponownym w niej zakotwicze-
niu. Dla obu typow polaczer bardzo sg istotne od-
dziatywania hydrofobowe i elektrostatyczne, ale
maja rézny udzial w tworzeniu wymienionych wy-
zej typéw kompleksow lipid (btonowy)—peptyd.
Jesli wigc podczas formowania (faldowania) swo-
jej struktury monomer A opusci natywng macierz
btonowg i nie nastapi jego ponowne, glebokie za-
kotwiczenie w blonie, to na powierzchni btony
neuronu moze dojs¢ do powstania jego toksycz-
nych agregatow. Drugg mozliwoscia jest to, ze
peptydy AP mogg wnikngé lub pozostaé w blo-
nach i formowac kanaty jonowe, tworzac podjed-
nostki ich struktury.

W przypadku choroby Parkinsona zaobserwo-
wano wiele analogii z powyzej opisanymi procesa-
mi. Biatkiem tworzacym fibrylarne wtrety (ciata

Lewy’ego), ktére pojawiajg si¢ w cytoplazmie de-
generujacych, dopanergicznych neuronéw substan-
cji czarnej mézgu [13], jest a-synukleina. Jest to
biatko o nieznanej funkcji, intensywnie syntezowa-
ne w neuronach [14]. Podobnie jak w przypadku
wyzej opisanego peptydu A, fibrylacja a-synukle-
iny polega na tworzeniu najpierw mniejszych struk-
tur oligomerycznych, zwanych protofibrylami,
z ktérych péZniej powstajg bardziej od nich stabilne
fibryle [15]. Uwaza si¢, ze jedna z tych form
jest/moze by¢ odpowiedzialna za §mier¢ neuronéw
w chorobie Parkinsona [16]. Badania prowadzone
w celu wyjasnienia tej hipotezy wykazaty [17], ze
monomeryczna O-synukleina wigze si¢ jedynie z li-
posomami zbudowanymi z syntetycznych fosfolipi-
déw kwasnych (fosfatydyloglicerolu lub fosfatydy-
loglicerolu i fosfatydylocholiny). Takie potaczenia
nie powstajg z liposomami zbudowanymi wytacz-
nie z fosfolipidéw neutralnych (np. z fosfatydylo-
choliny). Podobne wtasciwosci wykazuje protofi-
brylarna a-synukleina. W takich samych warun-
kach doswiadczenia, ale z uzyciem liposoméw
zbudowanych ze sktadnikéw naturalnych, tj. z fos-
folipidéw kwasnych wyizolowanych z mézgéw
zwierzgcych (réznig si¢ one od form syntetycznych
posiadaniem innych taficuchéw lipidowych w cza-
steczkach) obserwowano, ze protofibrylarna forma
a-synukleiny taczy si¢ z nimi znacznie wydajniej
niz forma monomeryczna [18]. Ogdlnie stwierdzo-
no, ze protofibrylarna forma a-synukleiny wigze si¢
z duzym powinowactwem tylko do fosfolipidow
kwasnych (np. fosfatydyloglicerolu). Wigzanie to
byto wyraznie silniejsze (wigksza iloS¢ zwigzanego
biatka) niz w przypadku formy monomeryczne;j i fi-
brylarnej, a jego skutkiem byto ,;rozszczelnienie”
btony pecherzykéw. Takiego skutku nie powodo-
wato oddziatywanie z pgcherzykami zaréwno for-
my fibrylarnej synukleiny, jak i jej formy monome-
rycznej [18]. Co wigcej, oddziatywanie z pecherzy-
kami synukleiny o prawidlowej budowie nie
réznito si¢ istotnie od oddzialywania jej form zmu-
towanych, dlatego sugeruje si¢, ze roznica migdzy
moézgiem chorego na “parkinsonizm” a moézgiem
zdrowego cztowieka nie wynika z faktu, ze w tym
pierwszym wystgpuje synukleina o zmienionej
strukturze pierwszorzedowej, poniewaz zdecydo-
wana wiekszos$¢ jej czasteczek ma niezmieniong
strukture. Za gléwng réznice natomiast nalezy
uzna¢ odmiennos¢ struktury czwartorzedowej cza-
steczek synukleiny w mézgu chorego, ktéra wyraza
si¢ innym zachowaniem jej protofibrylarnych form
w badaniach in vitro, o czym Swiadczg wyniki wie-
lu prac [16, 18, 19]. Protofibrylarna forma synukle-
iny ma strukture typu B-kartki (typowa dla amyloi-
du) i takg tez utrzymuje po zwiazaniu z blong. Za
podstawe mechanizmu toksycznego dziatania pro-
tofibrylarnych form synukleiny przyjmuje si¢
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»dziurawienie” dwuwarstwy lipidowej btony ko-
moérkowej. Skutkiem tego procesu moze by¢ dege-
neracja i §mieré neuronéw. W badaniach in vitro
wykazano, ze punktowe mutacje genu kodujgcego
a-synukleing sprzyjajg procesom oligomeryzacji,
poniewaz biatka synukleiny oznaczone jako
AS53T i A30P, powstate na skutek ekspresji zmuto-
wanego genu, majg zwigkszong zdolnos¢ formowa-
nia protofibrylli [20]. Poza innymi czynnikami, to
wlasnie mutacje synukleiny sprzyjaja tworzeniu
protofibrylli i powstawaniu zmian degeneracyjnych
neuronéw, poniewaz — jak si¢ uwaza — zmieniajg
one selektywnos¢ oddzialywania tego biatka tak, ze
preferuje ono interakcje z tymi btonami komérko-
wymi, ktére zawieraja fosfolipidy kwasne. Zmiana
przepuszczalnosci blony, spowodowana tym od-
dziatywaniem, moze prowadzi¢ do niekontrolowa-
nego przeplywu wapnia do cytosolu, depolaryzacji
btony mitochondrialnej lub wzrostu ilosci dopami-
ny, co w konsekwencji prowadzi do smierci komor-
ki [21]. Mechanizm toksycznego dzialania propo-
nowany dla a-synukleiny mozna z powodzeniem
przypisac takze innym biatkom tworzacym struktu-
ry amyloidowe. A wiec nie ich formy fibrylarne, jak
proponowano, ale formy oligomeryczne (tj. protofi-
brylarne) — zdolne do interakcji z fosfolipidami kwa-
$nymi bton — nalezatoby uzna¢ za kluczowy czynnik
odpowiedzialny za destrukcje bton [22, 23].
Szczegdtowe badania wykazaty, ze autooligo-
meryzacj¢ O-synukleiny mozna indukowac, stosu-
jac blony zawierajace nie tylko fosfolipidy kwas-
ne, ale takze fosfatydyloetanoloaming, a nawet
kwas arachidonowy. Ogélnie wykazano, ze oligo-
meryzacja 0-synukleiny jest zalezna od obecnosci
powierzchni blonowych tworzonych przez dwu-
warstwe lipidowg 1 jest procesem specyficznym
w stosunku do C- i N-koricowych domen tego bial-
ka [24]. Proces autooligomeryzacji rozpoczyna si¢
przy N koncu a-synukleiny, natomiast proces inte-
rakcji z lipidami, prowadzacy dalej do autoasocja-
cji, wymaga obecnosci kwasnego, C-koricowego
odcinka tego biatka. W obecnosci czynnikéw utle-
niajacych, takich jak Cu* i H,0, fosfatydyloino-
zytol wraz z innymi kwasnymi lipidami btony
wzmaga katalizowang przez jony metalu, oksyda-
cyjna autooligomeryzacje O-synukleiny. Bezpo-
Srednio za ten proces jest odpowiedzialne wigza-
nie krzyzowe powstajgce miedzy tyrozynami czg-
steczek O-synukleiny. Jego powstawanie jest
bardziej czule na zmiany st¢zenia jonéw miedzi
niz H,0,. Fosfatydyloinozytol utatwia wtasciwe
umiejscowienie jondw miedzi w biatku; powoduje
wigc, ze O-synukleina jest bardziej autointerak-
tywna dzigki wpltywowi, jaki wywiera na nig po-
wierzchnia dwuwarstwy tworzonej przez ten fo-
sfolipid. Wzmaga on takze oksydatywna autooli-
gomeryzacje O-synukleiny katalizowang przez

jony metalu, np. Cu*? [24]. Obserwacje te mogg
prowadzi¢ do wniosku, ze wspdtdziatanie lipidow
i a-synukleiny oraz stresu oksydacyjnego, induko-
wanego obecnoscig jonéw metali, moze by¢ roz-
patrywane jako jeden z wielu czynnikéw prowa-
dzacych do powstania cial Lewy’ego i w konse-
kwencji do neurodegeneracji.

Cytotoksyczne konformery
bialkowe — rola lipidow

Monomeryczna 0-laktoalbumina jest gtow-
nym skladnikiem biatkowym serwatki ludzkiego
mleka [25]. Jest to male biatko (14 kD), ktére
taczac si¢ z [-galaktozylotransferaza zmienia jej
swoistos¢ akceptorowg z N-acetyloglukozoaminy
na glukoze, co powoduje, ze enzym ten jest zdolny
do syntezy laktozy w mleku. a-laktoalbumina jest
metaloproteing z duzym powinowactwem do jo-
néw wapnia oraz innych dwuwartosciowych katio-
néw. Jony wapnia sg gléwnym czynnikiem wyma-
ganym do wtasciwego sfaldowania o-laktoalbumi-
ny i utrzymania stabilnosci wtasciwej struktury.
W niskim pH a-laktoalbumina przyjmuje nowy,
stosunkowo  stabilny, wariant konformacyjny
okreslany jako konformer [26]. Forma ta, potocz-
nie nazywana rowniez ,stopiong globulg”, ma
struktur¢ drugorzgdowg identyczng z formg natyw-
ng tego biatka. R6znig si¢ one strukturg trzeciorze-
dowa, ktéra w konformerze jest mniej zwarta,
przez co jej promieri Stoksa jest wiekszy. W podob-
ng forme¢ O-laktoalbumina przechodzi w podwyz-
szonej temperaturze oraz jesli dojdzie do redukcji
mostkéw dwusiarczkowych w jej czasteczce, a tak-
ze przy braku jonéw wapnia (w neutralnym pH).
Pozbawiona jonéw wapnia, zmieniona konforma-
cyjnie apoforma a-laktoalbuminy ma wyekspono-
wane miejsce wigzania specyficznych kwaséw thu-
szczowych.. Najczesciej przylacza sie kwas oleino-
wy (C 18:1,9 cis), ktory stabilizuje nowg
konformacj¢ biatka [27]. Powstaly na skutek tego
procesu biatkowo-lipidowy kompleks wykazuje
zupelnie nowg aktywnos¢ biologiczng. Wykazano,
ze indukuje on $Smier¢ komoérek nowotworowych,
wywolujac apoptoze, a oszczedza komorki prawi-
dlowo zréznicowane, [28, 29]. Nadano mu nazwe
HAMLET (human ca-lactalbumin made lethal to
tumor cells). Po zwigzaniu si¢ z powierzchnig ko-
morki nowotworowej HAMLET jest internalizo-
wany i z cytosolu przenika do jadra, gdzie niszczy
struktur¢ chromatyny i powoduje fragmentacje
DNA. Wywolywana apoptoza jest niezalezna od
p53, a takze od bcl-2. Uwaza sig, ze skutek dziata-
nia HAMLET moze mie¢ swoj udzial w ochronie
niemowlagt karmionych piersig przed powstawa-
niem nowotworéw wieku dziecigcego. W Swietle



Lipidy w patogenezie amyloidoz

517

wynikow badan dotyczacych sposobéw jego dzia-
tania HAMLET moze by¢ szansg w terapii antyno-
wotworowej. Sg wymagane jednak dalsze badania,
szczegOlnie kliniczne.

Badania ostatnich lat nad funkcjg i wtasciwos-
ciami histonu H1 wskazuja, ze jest on zdolny do
podobnego jak HAMLET dziatania. Generalnie
funkcje histonéw, w tym HI1, sg zwigzane z chro-
matyng jadrowa, jej strukturg i funkcjg. H1 pelni
funkcje tacznika w nukleosomie i jest niezbedny
do silnego upakowania chromatyny w jadrze ko-
moérkowym komérek eukariotycznych. Obecnosé
histonéw stwierdzono takze poza jadrem komorki,
a nawet poza komérkami i ma to miejsce nie tylko
w warunkach patologicznych. Wyniki badan
wskazuja, ze histony majg wiasciwosci hormono-
podobne oraz antybakteryjne. Szczegélnie intere-
sujgca wydaje sie jednak zdolnos¢ histonu H1 do
wigzania si¢ ze strukturami dwuwarstwy lipidowej
zawierajacymi fosfolipidy kwasne [30]. Udowo-
dniono, ze histon HI, DNA i liposomy zawieraja-
ce fosfolipidy kwasne tworzg wspdlne kompleksy
oraz ze powinowactwo tego histonu do lipidow
majacych fadunek ujemny jest wigksze niz cyto-
chromu c.

Z powodu swojego dodatniego tadunku histon
HI1 tatwo taczy si¢ z liposomami zawierajagcymi
fosfolipidy kwasne, takie jak fosfatydyloseryna.
Badania ostatnich lat [31] wykazaly, ze jesli wol-
ny histon H1 w srodowisku wodnym ma strukture
przypadkowego klebka, to po zwigzaniu z liposo-
mami zawierajacymi fosfatydyloseryne zmienia
konformacje na skutek wzrostu zawartosci w jego
czgsteczkach struktur o-helisy i B-kartki odpo-
wiednio do 7 i 24%. Histon H1 szybko laczy si¢
z zawierajacg fosfatydyloseryng btong olbrzymich
pecherzykow (giant liposomes) (bgdacych mode-
lami blony komoérkowej) i przechodzac przez nig
dostaje si¢ do srodka. Proces ten bezwzglednie za-
lezy od obecnosci w btonie pgcherzyka ujemnie
naladowanej fosfatydyloseryny. Poréwnanie me-
chanizmu i skutku oddzialywania histonu H1 ze
Sciang olbrzymich pecherzykéw (sztuczny uktad
modelowy) oraz z btong komdrkowg limfocytéw
T (uklad naturalny) wykazalo, ze sg one takie sa-
me. Oprécz zmian w btonie komérkowej powsta-
jacych w wyniku przechodzenia przez nia, histon
H1 powoduje takze fragmentacj¢ jadra komorek,
co sugeruje, ze jest czynnikiem wywotujacym
apoptoze [31]. Udziat w procesie apoptozy udo-
wodniono takze dla histonu H1.2.

Rola lipidow blonowych
w wywolywaniu zmian
konformacyjnych
bialek wzajemnie
oddzialujacych z blong

Wyniki badari ostatnich lat wykazujg, ze istnie-
ja rézne rozpuszczalne oligomery amyloidowe, ma-
jace wspdlne dla nich wszystkich struktury, nieza-
leznie od tego, gdzie sg zlokalizowane (czy w poza-
komérkowych czy tez w wewngtrzkomérkowych
przedziatach) [4]. Charakter tych struktur sprawia,
ze reagujg one, bez wzgledu na swoje pochodzenie,
z tym samym rodzajem przeciwciat, co hamuje ich
toksycznos¢ [4]. Wskazuje to réwniez na mozli-
wosC istnienia takiego samego, jednakowego dla
réznych oligomeréw, mechanizmu toksycznego
dziatania, a wyklucza istnienie swoistych mecha-
nizméw toksycznego oddziatywania charaktery-
stycznych tylko dla danego typu oligomeru. Okre-
Sla ponadto t¢ czes¢ komdrki, ktéra potencjalnie
stwarza najlepsze warunki do patologicznych
zmian powodowanych przez interakcj¢ z oligome-
rami, jako strukture, do ktérej oligomery majg do-
step zaréwno od strony zewnetrznej komorki, jak
i od strony jej wnetrza. Cechy takiej struktury ma
jedynie btona komérkowa [4, 32].

Z drugiej strony wykazano juz doswiadczal-
nie in vitro, ze czynnikiem sprzyjajacym zmia-
nom konformacyjnym biatka jest niskie pH. Wy-
kazano to dla peptydéw amyloidu powstajacego
w chorobie Alzheimera [33], dla transtyretyny
[34] — biatka budujacego fibryle amyloidu w star-
czej amyloidozie narzagdowej, a takze dla a-lakto-
albuminy [26], a nawet dla insuliny [35]. Dotych-
czas sadzono, ze niskie pH w warunkach fizjolo-
gicznych poza sokiem zotadkowym moze jeszcze
wystepowac jedynie w lizosomach i endosomach.
Obecnie, na podstawie dotychczas przeprowadzo-
nych badar, trudno powiedziec, czy i jakie to ma
znaczenie dla zmiany konformacji biatek i ich fi-
brylizacji w chorobach spichrzeniowych. Nowe
spojrzenie na ten problem przedstawila praca
P. Kinnunena i jego zespotu [36], w ktérej bardzo
trafnie 1 umiejgtnie potaczono wyzej przedstawio-
ne fakty i wykazano, ze btony (sztuczne) zawiera-
jace fosfolipid — fosfatydyloseryng, majacy w fiz-
jologicznych warunkach tadunek ujemny, induku-
ja szybkie powstawanie fibryl amyloidowych
z takich bialek, okreslanych jako cytoplazmatycz-
ne, jak: lizozym, insulina, dehydrogenaza aldehy-
du 3-fosfoglicerynowego, mioglobina, transtyre-
tyna, cytochrom c, histon H1 i a-laktoalbumina,
ktore, jak wykazano w badaniach, nie r6znity si¢
od fibrylli amyloidowych znajdowanych w cho-
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rych tkankach [36]. Otrzymane wyniki wskazuja,
ze fosfatydyloseryna, a takze inne kwasne fosfoli-
pidy, moga tworzy¢ w warunkach fizjologicznych
na powierzchni bton komérkowych srodowisko
o niskim pH, sprzyjajace in vivo powstawaniu fi-
bryl biatkowych. Obserwacja ta pokazuje, ze bto-
ny zawierajace fosfatydyloseryne indukujg pow-
stawanie widkien amyloidowych z bardzo wielu
réznych, rozpuszczalnych bialek, niezaleznie od
tego, czy sg umiejscowione w przedzialach we-
wnatrzkomoérkowych, czy tez zewnatrzkomorko-
wo. Sugeruje ponadto, ze takie zachowanie bialek
wynika z ich zdolnosci do oddziatywania z btona-
mi zawierajacymi fosfolipidy kwasne. Co cieka-
we, biatka te zwykle wykazujg dziatanie cytoto-
ksyczne albo biorg udziat w indukowaniu apopto-
zy [36]. Wyniki badan in vitro i in vivo pokazuja,
ze do inicjacji zmian konformacyjnych biatka
amyloidogennego jest potrzebne obnizenie pH, tj.
zakwaszenie jego srodowiska, co nastepuje w obre-
bie lizosoméw lub endosomdéw. Wyniki pracy
P. Kinnunena i jego zespotu [36] wskazuja, ze wy-
starczy zdolnos¢ takiego biatka do interakcji
z ujemnie natadowana powierzchnig btony, ktéra
generuje kwasne srodowisko w strefie przypo-
wierzchniowej, aby w chwili, gdy do takiego od-
dzialywania dojdzie, nastgpita inicjacja procesu
tworzenia fibryl amyloidowych. Sugerujg ponad-
to, ze elektrostatyczne oddzialywanie migdzy ka-
tionowymi (o tadunku dodatnim) obszarami czg-
steczek biatka a ujemnie naladowanymi (kwasny-
mi) lipidami bton, moze by¢ zaangazowane
w tworzenie amyloidu in vivo, co sugerowano dla
peptydu AP, a-synukleiny i prionéw.

W swietle obecnego stanu wiedzy mozna za-
ryzykowac¢ uogoélnienie, ze rola obdarzonych ta-
dunkiem ujemnym powierzchni w wywotywaniu
zmian konformacyjnych w biatkach amyloidogen-
nych jest uniwersalna [37]. Celem terapeutycznym
w leczeniu amyloidoz moze by¢ ostabienie inte-
rakcji biatka amyloidogennego z fosfolipidami
btonowymi. Takie wtasnie dziatanie wykazano dla
takryny, zwigzku stosowanego jako lek pomocny
w chorobie Alzheimera. Wigze si¢ on silnie z bto-
nami zawierajgcymi fosfolipidy kwasne i w ten
sposéb utrudnia oddziatywanie peptydu A z blo-
ng, co w konsekwencji hamuje jego agregowanie
i powstawanie fibryl. Poniewaz zlogi amyloidu
izolowane z tkanek pacjentéw cierpigcych na réz-
ne choroby spichrzeniowe wykazuja duzg zawar-
tos¢ lipidow, mozna uznaé za prawdopodobne, ze
fosfatydyloseryna jest fizjologicznym ligandem
dla dodatnio natadowanych miejsc wigzacych
w czgsteczkach bialek. Za przyktad moze stuzyé
transtyretyna, biatko budujgce amyloid w tkan-
kach serca i innych, odpowiedzialne za starczg
amyloidoz¢ narzagdowg [12, 38, 39].

Udowodnienie, ze opisane procesy zachodza
nie tylko in vitro, ale mogg takze zachodzi¢ in vivo
wskazuje, ze inicjowany przez blonowg fosfatydy-
loseryng proces agregacji biatka i powstawania fi-
bryl moze by¢ zwigzany z wieloma patologicznymi
i fizjologicznymi procesami, takimi jak: tworzenie
biatek fibrylarnych, cytotoksycznos¢ tych biatek,
a takze indukcja apoptozy. Oczywiscie czynnikami
niezbednymi do zaistnienia takiego procesu sa:
obecnos¢ potencjalnie toksycznego biatka i zmie-
niony sktad btony lipidowej lub zmieniona w niej
dystrybucja lipidow tak, aby fosfatydyloseryna
wystepujaca fizjologicznie od strony cytozolu zna-
lazta si¢ takze po stronie przeciwnej i to w wystar-
czajaco duzych ilosciach, procesy tworzenia zlo-
g6éw amyloidowych bowiem zachodzg najczesciej
na zewnatrz komorki [1]. Obecnie uwaza sig, ze fo-
sfatydyloseryna jest eksponowana na zewnetrznej
stronie blony komdrkowej komoérek apoptotycz-
nych, a takze komérek nowotworowych i komérek
nabtonka naczyniowego w guzach nowotworowych
[40]. Wykazano, Ze moze ona tworzy¢ mikrodome-
ny na zewngtrznej powierzchni btony komérkowej
komorek nowotworowych. Fosfolipid ten wystepu-
je réwniez na powierzchni neuronéw, gdzie jest
prawdopodobnie zaangazowany w procesy przewo-
dnictwa nerwowego. Istniejg przestanki, ze inicja-
cja tworzenia fibryl biatkowych nie jest ograniczo-
na jedynie do takich fosfolipidéw, jak fosfatydylo-
seryna lub fosfatydyloglicerol, ale ze proces ten
moze by¢ indukowany takze przez inne fosfolipidy
obdarzone fadunkiem ujemnym, wystgpujgce row-
niez w blonach wewngtrzkomoérkowych, a zatem
potencjalnie umozliwiajacych oddziatywanie elek-
trostatyczne z biatkami sktonnymi do agregacji wy-
wotywanej powierzchnig btony.

Podsumowujac, nalezy podkresli¢, ze koncep-
cja przybtonowej strefy obnizonego pH, dziatajacej
jako generator zmian konformacji biatlek wchodza-
cych w oddziatywanie z blong w obszarze tej strefy,
daje mozliwos¢é, zdaniem Kinnunena et al. [36],
ulokowania na wspdlnej ptaszczyznie trzech obsza-
row badan dotychczas traktowanych jako rézne,
a mianowicie: nad mechanizmami zapoczatkowuja-
cymi proces tworzenia amyloidu, nad cytotoksycz-
noscig biatkowych agregatéw amyloidowych i nad
mechanizmami dzialania bialek cytotoksycznych.
Jesli si¢ to powiedzie 1 doprowadzi do stworzenia
jednej, spéjnej teorii o silnych podstawach fizyko-
chemicznych, to dziedziny zajmujgce si¢ biologia
1 patologig komorki zyskajg niezwykle cenne narzg-
dzie badawcze.

Wyniki badan z ostatnich kilkudziesigciu lat,
prowadzonych nad rozwigzaniem réznych proble-
moéw z dziedziny patologii komorki i tkanek, wy-
kazaty, ze blona komdrkowa jest strukturg kluczo-
wa dla inicjacji i przebiegu wielu proceséw pato-
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logicznych. O ile znaczenie skladnikéw biatko-
wych bton w tych procesach zostato bardzo szyb-
ko zauwazone i docenione (co zaowocowalo
ogromng wiedzg na ten temat), o tyle rola sktadni-
kéw lipidowych pozostata prawie niezauwazona,
chyba z powodu braku odpowiednich metod
i technik badawczych. Wraz z ich pojawieniem si¢
i gwaltownym rozwojem, dzigki szerokiemu za-
stosowaniu informatyki, sytuacja si¢ zmienita.
Szczegdlnie ostatnie lata przyniosty wiele intere-
sujgcych doniesient na temat udziatu lipidéw bto-
nowych i btonowych struktur lipidowych w réz-
nych procesach komérkowych. Wykazaly one, ze
wzajemne oddziatywanie peptyddéw i bialek z lipi-

dami i lipidowymi strukturami blonowymi komér-
ki jest rownie istotne, jak oddziatywanie biatko-
-biatko 1 musi by¢ gruntownie poznane, jesli chce-
my zrozumie¢ procesy zachodzace w komodrce,
szczegblnie procesy patologiczne. W pracy przed-
stawiono wyniki tylko tych badan, ktére przekro-
czyly juz poziom podstawowy i dzigki temu dajg
si¢ opisa¢ jezykiem mniej hermetycznym niz ten,
stosowany w dziedzinach, w ktérych powstaly
(biochemia, biofizyka, fizyka, chemia). Tematyka,
ktérej zostal poswiecony ten artykul, budzi coraz
wieksze zainteresowanie w §wiecie nauk podsta-
wowych. Nalezy mie¢ nadziej¢, ze bedzie ona tak-
ze interesujgca dla dyscyplin medycznych.

PiSmiennictwo

[1] Rochet JC, Lansbury PT Jr: Amyloid fibrillogenesis: themes and variations. Curr Opin Struct Biol 2000, 10, 60-68.

[2] Selkoe DJ: Toward a comprehensive theory for Alzheimer’s disease. Hypothesis: Alzheimer’s disease is caused
by the cerebral accumulation and cytotoxicity of amyloid beta-protein. Ann N Y Acad Sci 2000, 924, 17-25.

[3] Perutz MF, Finch JT, Berriman J, Lesk A: Amyloid fibers are water-filled nanotubes. Proc Natl Acad Sci
U S A 2002, 99, 5591-5595.

[4] Kayed R, Head E, Thompson JL, McIntire TM, Milton SC, Cotman CW, Glabe CG: Common structure of
soluble amyloid oligomers implies common mechanism of pathogenesis. Science 2003, 300, 486—489.

[5] McLaurin J, Yang D, Yip CM, Fraser PE: Review: modulating factors in amyloid-beta fibril formation. J Struct
Biol 2000, 130, 259-270.

[6] Lin H, Bhatia R, Lal R: Amyloid beta protein forms ion channels: implications for Alzheimer’s disease patho-
physiology. FASEB J 2001, 15, 2433-2444. Erratum in: FASEB J 2002, 16, 759.

[7] Yip CM, McLaurin J: Amyloid-beta peptide assembly: a critical step in fibrillogenesis and membrane disrup-
tion.Biophys J 2001, 80, 1359-1371.

[8] Kracun I, Kalanj S, Talan-Hranilovic J, Cosovic C: Cortical distribution of gangliosides in Alzheimer’s disea-
se. Neurochem Int 1992, 20, 433-438.

[9] Pettegrew JW, Panchalingam K, Hamilton RL, McClure RJ: Brain membrane phospholipid alterations in Al-
zheimer’s disease. Neurochem Res 2001, 26, 771-782.

[10] Kakio A, Nishimoto S, Yanagisawa K, Kozutsumi Y, Matsuzaki K: Interactions of amyloid beta-protein with
various gangliosides in raft-like membranes: importance of GM1 ganglioside-bound form as an endogenous seed
for Alzheimer amyloid. Biochemistry 2002, 41, 7385-7390.

[11] Gibson Wood W, Eckert GP, Igbavboa U, Muller WE: Amyloid beta-protein interactions with membranes and
cholesterol: causes or casualties of Alzheimer’s disease. Biochim Biophys Acta 2003, 1610, 281-290.

[12] Bokvist M, Lindstrom F, Watts A, Grobner G: Two types of Alzheimer’s beta-amyloid (1-40) peptide membra-
ne interactions: aggregation preventing transmembrane anchoring versus accelerated surface fibril formation.
J Mol Biol 2004, 335, 1039-1049.

[13] Forno LS: Neuropathology of Parkinson’s disease. Neuropathol Exp Neorol 1996, 55, 259-272.

[14] Maroteaux L, Campanelli JT, Scheller RH: Synuclein: a neuron-specific protein localized to the nucleus and
presynaptic nerve terminal. J Neurosci 1988, 8, 2804-2815.

[15] Conway KA, Harper JD, Lansbury PT Jr: Fibrils formed in vitro from alpha-synuclein and two mutant forms
linked to Parkinson’s disease are typical amyloid. Biochemistry 2000, 39, 2552-2563.

[16] Goldberg MS, Lansbury PT Jr: Is there a cause-and-effect relationship between alpha-synuclein fibrillization
and Parkinson’s disease? Nat Cell Biol 2000, 2, E115-119.

[17] Davidson WS, Jonas A, Clayton DF, George JM: Stabilization of alpha-synuclein secondary structure upon bin-
ding to synthetic membranes. J Biol Chem. 1998, 273, 9443-9449.

[18] Volles MJ, Lee SJ, Rochet JC, Shtilerman MD, Ding TT, Kessler JC, Lansbury PT Jr: Vesicle permeabiliza-
tion by protofibrillar alpha-synuclein: implications for the pathogenesis and treatment of Parkinson’s disease. Bio-
chemistry 2001, 40, 7812-7819.

[19] Rochet JC, Conway KA, Lansbury PT Jr: Inhibition of fibrillization and accumulation of prefibrillar oligomers
in mixtures of human and mouse alpha-synuclein. Biochemistry 2000, 39, 10619-10626.

[20] Conway KA, Lee SJ, Rochet JC, Ding TT, Williamson RE, Lansbury PT Jr: Acceleration of oligomerization,
not fibrillization, is a shared property of both alpha-synuclein mutations linked to early-onset Parkinson’s disea-
se: implications for pathogenesis and therapy. Proc Natl Acad Sci U S A 2000, 97, 571-576.

[21] Ziv I, Offen D, Barzilai A, Haviv R, Stein R, Zilkha-Falb R, Shirvan A, Melamed E: Modulation of control
mechanisms of dopamine-induced apoptosis — a future approach to the treatment of Parkinson’s disease? J Neu-
ral Transm Suppl 1997, 49, 195-202.



520 G. TERLECKI

[22] Lambert MP, Barlow AK, Chromy BA, Edwards C, Freed R, Liosatos M, Morgan TE, Rozovsky I, Trom-
mer B, Viola KL, Wals P, Zhang C, Finch CE, Krafft GA, Klein WL: Diffusible, nonfibrillar ligands derived
from Abetal-42 are potent central nervous system neurotoxins. Proc Natl Acad Sci U S A 1998, 95, 6448—6453.

[23] Hartley DM, Walsh DM, Ye CP, Diehl T, Vasquez S, Vassilev PM, Teplow DB, Selkoe DJ: Protofibrillar in-
termediates of amyloid beta-protein induce acute electrophysiological changes and progressive neurotoxicity in
cortical neurons. J Neurosci 1999, 19, 8876-8884.

[24] Lee EN, Lee SY, Lee D, Kim J, Paik SR: Lipid interaction of alpha-synuclein during the metal-catalyzed oxida-
tion in the presence of Cu2+ and H202. J Neurochem 2003, 84, 1128—1142.

[25] Heine WE, Klein PD, Reeds PJ: The importance of alpha-lactalbumin in infant nutrition. LC, Schulman J Nutr
1991, 121, 277-283.

[26] Wu LC, Schulman BA, Peng ZY, Kim PS: Disulfide determinants of calcium-induced packing in alpha-lactal-
bumin. Biochemistry 1996, 35, 859-863.

[27] Svensson M, Mossberg AK, Pettersson J, Linse S, Svanborg C: Lipids as cofactors in protein folding: stereo-
specific lipid-protein interactions are required to form HAMLET (human alpha-lactalbumin made lethal to tumor
cells). Protein Sci 2003, 12, 2805-2814.

[28] Hakansson A, Zhivotovsky B, Orrenius S, Sabharwal H, Svanborg C: Apoptosis induced by a human milk
protein. Proc Natl Acad Sci U S A 1995, 15, 8064—8068.

[29] Svanborg C, Agerstam H, Aronson A, Bjerkvig R, Duringer C, Fischer W, Gustafsson L, Hallgren O, Lei-
jonhuvud I, Linse S, Mossberg AK, Nilsson H, Pettersson J, Svensson M: HAMLET kills tumor cells by an
apoptosis-like mechanism-cellular, molecular, and therapeutic aspects. Adv Cancer Res 2003, 88, 1-29.

[30] Koiv A, Palvimo J, Kinnunen PK: Evidence for ternary complex formation by histone H1, DNA, and liposo-
mes. Biochemistry 1995, 34, 8018-8027.

[31] Zhao H, Bose S, Tuominen EK, Kinnunen PK: Interactions of histone H1 with phospholipids and comparison
of its binding to giant liposomes and human leukemic T cells. Biochemistry 2004, 43, 10192-10202.

[32] Sawamura N, Morishima-Kawashima M, Waki H, Kobayashi K, Kuramochi T, Frosch MP, Ding K, Ito M,
Kim TW, Tanzi RE, Oyama F, Tabira T, Ando S, Ihara Y: Mutant presenilin 2 transgenic mice. A large incre-
ase in the levels of Abeta 42 is presumably associated with the low density membrane domain that contains de-
creased levels of glycerophospholipids and sphingomyelin. J Biol Chem 2000, 275, 27901-27908.

[33] McLaurin J, Franklin T, Chakrabartty A, Fraser PE: Phosphatidylinositol and inositol involvement in Alzhe-
imer amyloid-beta fibril growth and arrest. J Mol Biol 1998, 278, 183-194.

[34] Colon W, Kelly JW. Partial denaturation of transthyretin is sufficient for amyloid fibril formation in vitro. Bioche-
mistry 1992, 15, 31(36), 8654-8660.

[35] Whittingham JL, Scott DJ, Chance K, Wilson A, Finch J, Brange J, Guy Dodson G: Insulin at pH 2: struc-
tural analysis of the conditions promoting insulin fibre formation. Mol Biol 2002, 31, 479-490.

[36] Zhao H, Tuominen EK, Kinnunen PK: Formation of amyloid fibers triggered by phosphatidylserine-containing
membranes. Biochemistry 2004, 43, 10302-10307.

[37]1 Zhu M, Souillac PO, Ionescu-Zanetti C, Carter SA, Fink AL: Surface-catalyzed amyloid fibril formation.
J Biol Chem 2002, 277, 50914-50922.

[38] Kim IC, Shirahama T, Cohen AS: The lipid content of amyloid fibrils purified by a variety of methods. Am J Pa-
thol 1967, 50, 869-886.

[39] Chakrabartty A: Progress in transthyretin fibrillogenesis research strengthens the amyloid hypothesis. Proc Natl
Acad Sci U S A 2001, 98, 14757-14759.

[40] Utsugi T, Schroit AJ, Connor J, Bucana CD, Fidler 1J: Elevated expression of phosphatidylserine in the outer
membrane leaflet of human tumor cells and recognition by activated human blood monocytes. Cancer Res 1991,
51, 3062-3066.

Adres do korespondencji:

Grzegorz Terlecki

Katedra i Zaktad Biochemii Lekarskiej AM
ul. Chatubinskiego 10

50-368 Wroctaw

tel.: + 48 071 784 13 79

e-mail: terlecki @bioch.am.wroc.pl

Conflict of interest: None declared.

Praca wplyngta do Redakcji: 11.08.2005 r.
Po recenzji: 3.01.2006 r.
Zaakceptowano do druku: 3.01.2006 r.

Received: 11.08.2005
Revised: 3.01.2006
Accepted: 3.01.2006



	Title page / Strona tytułowa

