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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Biatko HMGB]1 jest ewolucyjnie konserwatywnym biatkiem o bardzo szerokim zakresie dziata-
nia. Gléwnymi receptorami biatka HMGB1 s receptory RAGE i TLR znajdujace si¢ na komor-
kach uktadu odpornosciowego i komdrkach s§rédbtonkowych. Cho¢ szlaki sygnatowe obu grup
receptorow sa rézne, to aktywuja one w konicowym efekcie czynnik transkrypcyjny NF-kB, kt6-
ry aktywuje z kolei geny kodujace, m.in. biatka adhezyjne, prozapalne cytokiny oraz czynniki
proangiogenne. Wewnatrz komorki biatko HMGB1 znajduje si¢ gléwnie w jadrze komérkowym
i bierze udziat w replikacji, rekombinacji, transkrypcji i naprawie DNA. Po uwolnieniu do prze-
strzeni pozakomodrkowej staje si¢ cytoking prozapalna. Cytokina ta stymuluje tworzenie nowych
naczyn krwionosnych, zwigksza migracje komorek, aktywuje stan zapalny oraz proliferacje ko-
morek. Biatko HMGBI bierze takze udzial w regeneracji uszkodzonych tkanek, a takze w sty-
mulacji autofagii.

HMGBI1 odgrywa rolg jako potencjalny cel w terapii przeciwnowotworowej. Wzrost ilosci biat-
ka HMGB1 w komoérkach nowotworowych, jak i w krwiobiegu obserwuje si¢ u 0s6b chorych na
réznego rodzaju nowotwory. HMGB1 chroni komérki nowotworowe przed apoptoza, ma wplyw
na stabilnos¢ telomeréw. Biatko HMGB1 stymuluje wiele biatek bioracych udziat w proliferacji
komoérek nowotworowych, hamuje sygnaty kontrolujace wzrost komérek, ma wlasciwosci proan-
giogenne i prozapalne. Zahamowanie uwalniania tego biatka czy zahamowanie jego aktywnosci
z komorek podczas terapii przeciwnowotworowej wydaje si¢ obiecujacym podejsciem terapeu-
tycznym. Obecnie znanych jest wiele inhibitoréw biatka HMGB1, ktére moga by¢ uzyte w tera-
pii przeciwnowotworowe;.

HMGB1 ° nekroza * apoptoza ° terapia przeciwnowotworowa

Summary

HMGBI is an evolutionarily conserved protein with a wide spectrum of action. Its main recep-
tors are RAGE and TLR found on the surface of immune system cells as well as endothelial cells.
Although signaling pathways for both receptor groups are different, ultimately they both activa-
te NFkB transcription factor which, in turn, activates genes encoding adhesion proteins, proin-
flammatory cytokines and proangiogenic factors. Inside cells, HMGBI1 is found mainly in the
cell nucleus, where it participates in replication, recombination, transcription and DNA repair
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processes. Following release into the extracellular space, HMGB1 becomes a proinflammatory
cytokine which stimulates formation of new blood microvessels, enhances cell migration, acti-
vates the inflammatory condition and affects cell proliferation. HMGB1 protein also takes part
in regeneration of damaged tissues and stimulates autophagy.

HMGBI plays a potential role in anticancer therapy. Increased amounts of HMGBI1 in cancer
cells and elevated levels in the bloodstream are noted among patients afflicted with various can-
cers. HMGBI1 protects cells from apoptosis, as it affects telomere stability. HMGB1 also stimu-
lates a number of proteins involved in proliferation of cancer cells and inhibits signals that con-
trol cell growth. Ability to arrest HMGB1 release from cells or to inhibit its activity appears to
be a promising therapeutic approach. At present, several inhibitors of HMGB1 are known and

can be used in anticancer therapy.
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Wstep

Biatko HMGB1 (high mobility group box protein 1), niehi-
stonowe biatko chromosomalne o masie czasteczkowej 27
kDa i duzej ruchliwosci elektroforetycznej, opisano po raz
pierwszy w 1973 roku [8]. Pierwsze doniesienia dotycza-
ce funkcji tego biatka w pdZnej reakcji zapalnej pojawity
si¢ dopiero w 1999 roku [45]. Obecnie biatko HMGBI1 jest
jednym z najintensywniej badanych biatek [37].

Funkcje biatka HMGBI1 zaleza w duzym stopniu od ,,kon-
tekstu”: biologicznych warunkéw w jakim to biatko sig
znajduje. W jadrze komérkowym biatko HMGB1 wia-
ze si¢ z r6znymi strukturami DNA. Tworzy kompleksy
z wieloma biatkami jadrowymi, m.in. z p53, p73, biatka-
mi aktywujacymi rekombinacje¢, jadrowymi receptorami
hormondéw steroidowych [4]. Biatko HMGBI1 stabilizuje
takze strukturg nukleosomoéw. Bierze udzial w transkryp-
cji réznych gendw.

Biatko HMGB1 niezawierajace sekwencji liderowej jest
wydzielane, prawdopodobnie w sposéb aktywny, za po-
Srednictwem lizosomoéw, wyspecjalizowanych pecherzy-
kéw wydzielniczych [5]. Poza komoérka, w przestrze-
ni pozakomoérkowej, biatko HMGB1 zachowuje si¢ jak
typowa cytokina prozapalna: stymuluje aktywnos¢ ko-
morek odpornosciowych (m.in. bioracych udziat w re-
akcji zapalnej monocytéw i makrofagéow) [48]. Biatko
HMGBI1 bierze takze udzial w regeneracji uszkodzo-
nych tkanek [13].

W procesie Smierci nekrotycznej komérek nowotworowych
biatko HMGB1 moze by¢ wydzielane w sposéb bierny
[4,26,27]. Uwolnione biatko zachowuje si¢ wtedy jak ty-
powa czasteczka DAMP (damage associated molecular pat-
tern) [6,9]. Wydzielane przez ginace komodrki nowotworowe

czasteczki DAMP (zalicza sie do nich m.in.: ATP, kwas
moczowy, biatka S100 wiazace wapn, biatka szoku ciepl-
nego) ,,programuja’ charakter §mierci obumierajacych ko-
morek. To, czy $mier¢ ta bedzie miata charakter immuno-
genny (zdolny wyindukowaé odpowiedZ odpornosciowa
skierowana przeciwko komérkom nowotworowym), czy
tez bedzie to nieimmunogenna (niezdolna takiej odpo-
wiedzi wywotaé) zalezy w duzym stopniu od aktywnosci
czasteczek DAMP. Harmonijne, skoordynowane dziata-
nie r6znych czasteczek DAMP jest konieczne do aktywa-
¢ji komorek dendrytycznych, zdolnych do prezentacji an-
tygenéw limfocytom T [39,40].

Bupowa Biatka HMGB1

Bialko HMGB1 (zwane tez amfoteryna) nalezy do rodziny
biatek HMG (high mobility group): zasadowych, niehisto-
nowych biatek chromosomalnych. Biatko HMGB1 zbudo-
wane jest z 215 aminokwaséw [14,43], jest biatkiem silnie
konserwatywnym, wyst¢puje prawie we wszystkich komor-
kach eukariota (homologia migdzy gryzoniami, bydtem
i czlowiekiem wynosi 98%) [4]. Ludzkie biatko HMGB1
rézni si¢ od mysiego zaledwie dwoma aminokwasami [32].
Komorki ssakow zawieraja duza liczbe czasteczek biatka
HMGBI1. W budowie biatka HMGB1 mozna wyr6zni¢ trzy
domeny A, BiC (ryc. 1).

Domena A (box A) jest umiejscowiona miedzy 2 a 79
aminokwasem, domena B (box B) migdzy 89 a 163 ami-
nokwasem, a domena C (box C) migdzy 186—215 amino-
kwasem [14]. Domena C ma kwasny charakter i sktada si¢
prawie wytacznie z kwasu glutaminowego i asparaginowe-
go. W domenie A znajduje si¢ miejsce wiazania heparyny.
Domena ta dziata antagonistycznie w stosunku do catego
biatka HMGB1. W domenie B wystepuje rejon odpowie-
dzialny za tzw. aktywnos¢ prozapalna oraz miejsce wigzania
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Domena A
(BOXA)

2aa 79aa

186aa 215aa

Ryc. 1. Struktura biatka HMGB1 i jego funkgje. Biatko
HMGB1 jest zbudowane z trzech domen: A,
B, C. Domeny A i B odpowiadaja za wigzanie
sie z DNA. Domena A jest miejscem wigzania

heparyny i petni antagonistyczng funkcje

- Miejsce wiazania heparyny

- Hamowanie aktywnosci - Miejsce wiazania
prozapalnej catego biatka zreceptorem RAGE
HMGB1 -Wigzanie sie z DNA

- Aktywnos¢ prozapalna

-Ochrona domeny AiB
podczas migracji
zjadra komdrkowego

w stosunku do wiasciwosci prozapalnych
HMGB1. Domena B jest odpowiedzialna za
wiasciwosci prozapalne, a domena C chroni
domeny A i B podczas wydzielania z komorki

- Wiazanie sie z DNA

z receptorem RAGE (Receptor for Advanced Glycation
End Product). Obie domeny wiaza si¢ z DNA. Domena
C jest odpowiedzialna za ochrong domeny A i B podczas
migracji z jadra komérkowego. Oddziatywania przestrzen-
ne migdzy domenami A i B nadaja biatku HMGB1 kon-
formacje¢ podobng do litery L. Konformacja ta ma tak-
ze wplyw na zdolnos¢ kompleksowania biatka HMGB1
z DNA oraz z dostgpnoscia niektérych aminokwaséw do
tzw. potranslacyjnej modyfikacji. Potranslacyjnej mody-
fikacji ulegaja gtéwne reszty lizyn i cystein [14]. Wazne
wydaja si¢ trzy cysteiny w pozycjach 23, 45 i 106. Dwie
cysteiny cys23 i cys45 juz przy bardzo niskim potencja-
le redox (=273 mV) tworza wiazanie disiarczkowe [38].
Potaczenie to umozliwia rowniez wiazanie z bekling 1
i aktywacje procesu autofagii. Cysteina w pozycji 106 jest
odpowiedzialna za wigzanie z receptorem TLR-4 i akty-
wacje uwalniania cytokin z makrofagéw [46]. W modyfi-
kacji cystein gtéwna role odgrywaja reaktywne formy tlenu
(ROS). Utlenienie np. Cys 106 hamuje aktywnos¢ cytoki-
nowa biatka HMGB1. Acetylacja lizyn w dwéch rejonach
NLS (Nuclear Localization Signals) (reszty aminokwaso-
we 28—44 i 179-185) umozliwia sekrecj¢ biatka HMGB 1
do przestrzeni pozakomorkowej [14]. Podobnie inne mo-
dyfikacje: metylacja, poli (ADP) — rybozylacja i fosfory-
lacja ulatwiaja translokacj¢ biatka HMGBI1 do cytopla-
zmy 1 jego wydzielanie. W spos6b aktywny HMGBI jest
uwalniany przez makrofagi stymulowane bakteryjnym li-
popolisacharydem LPS [42].

Receptory Biatka HMGB1

Uwalniane do przestrzeni pozakomoérkowej biatko HMGB 1
tworzy kompleksy m.in. z fragmentami DNA, RNA, bakte-
ryjnym liposacharydem (LPS), z nukleosomami, z cytoki-
ng IL-1, a nawet z chemoking CXCL12 (SDF1 — czynnik
pochodzacy z komoérek zrgbowych) [28, 30]. Kompleksy
te sa rozpoznawane i przytaczane przez rézne recepto-
ry znajdujace si¢ na wielu komérkach [30]. Kompleksy
HMGBI z IL-1f sa przytaczone przez receptory IL-1R,
z DNA lub RNA przez receptory RAGE, z LPS przez re-
ceptory TLR4, z chemoking CXCL12 przez receptory
GPCR, z nukleosomami przez receptory TLR2, z DNA
przez receptory TLR9, a z RNA przez kompleksy TLR7
[30]. HMGB1 moze by¢ takze przytaczone przez recep-
tory TREM-1 (triggerring receptor expressed on myeloid
cells-1) oraz przez trombospondyng i CD24. Te dwa ostat-
nie biatka odrywaja role w tzw. negatywnej regulacji ak-
tywnosci biatka HMGB1 [30].

Giéwnymi receptorami biatka HMGB1 sa receptory RAGE
i TLR znajdujace si¢ na komdrkach odpornosciowych

i Srédbtonkowych [26,32]. Cho¢ szlaki sygnatowe obu grup
receptoréw sa rézne, to aktywuja one w konncowym efek-
cie czynnik transkrypcyjny NF-kB, ktéry aktywuje z ko-
lei geny kodujace m.in. biatka adhezyjne, prozapalne cy-
tokiny oraz czynniki proangiogenne [43].

Aktywacja receptora RAGE uruchamia takze szlak sygna-
towy Rac1/CDC42, ktéry indukuje w komérkach tzw. feno-
typ migracyjny i powoduje zmiany w cytoszkielecie [43].

W sygnalizacji biatka HMGB1 gléwna rolg odgrywaja re-
ceptory RAGE (receptor for advanced glycation end pro-
ducts) oraz kilka receptoréw z rodziny TLR (toll like fa-
mily of receptors) [13]. Sa to receptory aktywowane przez
czasteczki molekularne pochodzace z patogenéw, ktére ak-
tywuja odpowiedz uktadu odpornosciowego.

RAGE

Receptor RAGE jest bialtkiem przezbtonowym biora-
cym udzial w aktywacji stanu zapalnego. Byt pierwszym,
w ktérym wykazano wiazanie si¢ biatka HMGB 1. Biatko
HMGBI1 wiaze si¢ z receptorem RAGE i promuje che-
motaksj¢ i wytworzenie cytokin [13]. Zwiazanie biatka
HMGBI1 z receptorem RAGE stymuluje dojrzewanie, mi-
gracje komorek odpornosciowych i wzrost liczby recep-
toréw powierzchniowych komorek.

TLR

Receptory z rodziny TLR biora udziat w odpowiedzi ukta-
du odpornosciowego zaréwno na infekcje, jak i na uszko-
dzenia. Receptory TLR rozpoznaja rézne ligandy, np.
receptor TLR4 odpowiedzialny jest za rozpoznanie bak-
teryjnej endotoksyny (LPS). Biatko HMGB1 wiaze si¢
swoiscie z receptorami TLR4, TLR2 i TLRY. Zwiazanie
biatka HMGB1 z receptorami TLR4 i TLR2 aktywu-
je czynnik transkrypcyjny NF-kB, ktéry odpowiedzial-
ny jest za synteze cytokin i aktywacje komoérek uktadu
odpornosciowego [38,48]. Aktywacja receptora TLR4
przez biatko HMGB1 r6zni si¢ od stymulacji przez LPS.
HMGBI aktywuje zaréwno IKKa, jak i IKK, podczas
gdy LPS indukuje tylko IKK. Poza tym zwiazana z biat-
kiem MAPK aktywacja biatek i cytokin jest inna w przy-
padku biatka HMGB/1 i r6zni si¢ od tej zwiazanej z LPS.
Aktywacja receptora TLR9 przez biatko HMGBI1 nie jest
zwigzana z wynikiem dzialania samego biatka HMGBI,
lecz zalezy od jego kompleksu z DNA [1]. Potaczenie
kompleksu HMGB1-DNA z receptorem TLRY stymu-
luje aktywacje¢ komérek uktadu odpornosciowego oraz
uwalnianie cytokin.
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Funkcie Biakka HMGB1

Biatko HMGBI1, w zaleznosci od tego czy znajduje si¢
w komodrce zwigzane z DNA czy jest uwolnione z komor-
ki, pelni r6zne funkcje.

Bialko HMGBI1 zwiazane z DNA

W jadrze komérkowym biatko HMGBI1 tworzy komplek-
sy z DNA. Kompleksy te wptywaja na strukture nukleoso-
mow oraz reguluja ekspresje genéw i moduluja aktywnosé
hormondéw steroidowych [48]. W jadrze komérkowym biat-
ko HMGBI1 wiaze si¢ z matym rowkiem DNA i stabilizuje
nukleosomy oraz konformacj¢ aktywnych transkrypcyjnie
genéw [4]. Wiazac si¢ z réznymi nietypowymi strukturami
DNA (np. tréj- lub czteroniciowymi, powstajacymi pod-
czas replikacji i rekombinacji DNA) w posredni lub bez-
posredni sposéb jadrowe biatko HMGB1 moze bra¢ udziat
w procesach replikacji DNA, rekombinacji oraz w repera-
cji uszkodzert DNA.

Biatko HMGBI1 tworzy takze kompleksy z réznymi czyn-
nikami transkrypcyjnymi (m.in. z p53, p73), z biatkami ak-
tywujacymi rekombinacj¢ (RAG1/2) oraz z jadrowymi re-
ceptorami hormondw steroidowych [42].

Po zwiazaniu si¢ z DNA jadrowe HMGBI1 bierze udziat
w reakcji naprawy niesparowanych zasad kwaséw nukle-
inowych. HMGB]1 rekrutuje biatka biorace udziat w na-
prawe DNA umozliwiajac interakcje z egzonukleazami,
helikazami, polimerazami i ligazami [4]. Biatko HMGB1
uczestniczy w aktywnosci transkrypcyjnej receptoréw ste-
roidowych m.in. receptoréw estrogenowych.

Znajdujace si¢ w cytoplazmie biatko HMGB1 moze odgry-
wac rolg czynnika indukujacego autofagie [41]. Natomiast
zlokalizowane w btonie komdrkowej biatko HMGB1 przy-
tacza plazminogen oraz tkankowy aktywator plazminoge-
nu (tPA). Oba te biatka biora udzial w aktywacji plazmi-
ny oraz metaloproteinaz MMP, enzyméw odgrywajacych
istotna role w migracji i w swobodnym przemieszczaniu
si¢ komorek [43].

Jadrowe biatko HMGBI1 jest czgsSciowo odpowiedzialne za
efektywnos¢ terapii zwiazkami platyny stosowanymi w le-
czeniu przeciwnowotworowym. Wynika to z wysokiego

powinowactwa HMGB1 do adduktéw DNA. Powstate wig-
zania zapobiegaja aktywacji wielu mechanizméw napra-
wy mutacji w genomie komorki; dotad proces ten nie zo-
stal jednak do korica wyjasniony. Zaobserwowano takze
zwigkszenie opornosci ludzkich komérek nowotworowych
na zwiazki cisplatyny zwiazanej ze wzrostem poziomu biat-
ka HMGB1. Wzrost ilosci biatka HMGB1 jest obserwowa-
ny w wigkszosci komérek nowotworowych [18]. Nadmiar
biatka HMGB1 przyspiesza cykl komérkowy przez akty-
wacje¢ czynnikéw transkrypcyjnych.

Biatko HMGBI1 znajdujace sie w przestrzeni
pozakomoérkowej

Biatko HMGB1 nie ma peptydowej sekwencji liderowe;j
inie jest wydzielane przez klasyczny szlak retikulum endo-
plazmatyczne — aparat Golgiego. Prawdopodobnie biatko
to w sposéb aktywny ulega sekrecji w makrofagach i mo-
nocytach za posrednictwem lizosoméw, wyspecjalizowa-
nych pgcherzykéw wydzielniczych [5,7]. Aktywne wydzie-
lanie HMGB1 stymulowane jest przez egzogenne produkty
mikroorganizmoéw, takie jak endotoksyna czy sekwencje
CpG obecne w bakteryjnym DNA lub przez endogenne
stymulatory, takie jak TNF, IFN-y czy nadtlenek wodoru
[49]. Poza aktywnym wydzielaniem HMGB]1, biatko to
moze by¢ uwalniane biernie w procesie nekrozy [4,38].
W przypadku aktywnego wydzielania HMGB1, biatko to
jest najczesciej w postaci utlenionej. Natomiast podczas
biernego uwalnianiania biatko przyjmuje posta¢ zreduko-
wana. Te dwie postaci biatka petnia r6zna rolg w sygnaliza-
cji pozakomoérkowej [38]. Aktywnie uwolnione, utlenione
biatko nie aktywuje odpowiedzi uktadu odpornosciowego,
natomiast posta¢ zredukowana aktywuje odczyn zapalny.

Poza komérka, w przestrzeni pozakomérkowej biatko
HMGBI1 zachowuje si¢ jak typowa cytokina prozapalna.

Biatko HMGB1 jako cYToKINA

Uwolnione z komérki w sposéb bierny czy aktywny bial-
ko HMGBI staje si¢ cytoking prozapalna. W przestrzeni
pozakomorkowej biatko to stymuluje aktywnos¢ komorek
odpornosciowych (m.in. bioracych udzial w reakcji zapal-
nej monocytéw i makrofagdéw) oraz aktywuje chemotak-
sje komorek [26,48]. Biatko HMGBI1 bierze takze udziat
w regeneracji uszkodzonych tkanek [13] (ryc. 2).
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Stymulacja ukladu odpornosciowego przez HMGB1

Uwolnione do przestrzeni pozakomérkowej biatko HMGB1
ma dziatanie cytokiny prozapalnej stymulujacej aktyw-
nos¢ wielu ré6znych komoérek uktadu odpornosciowego.
Uwolnione poza komérke biatko HMGB1 wiaze si¢ z re-
ceptorami RAGE i TLR obecnymi gtéwnie na powierzch-
ni komoérek uktadu odpornosciowego lub na powierzchni
komorek srédbtonkowych [49]. Kaskada sygnatowa prze-
biega w nastgpujacy sposéb: uszkodzenie komérki powo-
duje uwolnienie biatka HMGBI, dalej aktywacje¢ makro-
fagéw, ktore wydzielaja duze ilosci dodatkowego biatka
HMGBI. Bialko to aktywuje z kolei komérki NK i NKT,
dojrzewanie komorek dendrytycznych oraz stymuluje lim-
focyty T CD8* 1 CD4* [18].

HMGBI indukuje zatem dojrzewanie komdrek dendrytycz-
nych, stymuluje monocyty - zwigkszajac ich zdolnos¢ do
adhezji oraz wydzielania r6znych cytokin i immunomodu-
latoréw. HMGB1 powoduje takze wzrost adhezyjnych i mi-
gracyjnych wilasciwosci neutrofiléw, aktywuje w nich NF-
kB i syntez¢ r6znych cytokin. Biatko HMGB1 wptywa na
proliferacj¢ i przezycie limfocytéw T oraz ich funkcjonalna
polaryzacje w kierunku limfocytéw Th1. Biatko HMGB1 ak-
tywuje takze komorki srédblonkowe naczyn. Pod wptywem
tego biatka komoérki Srédbtonkowe wydzielaja TNF-o i IL-8.
W aktywowanych komérkach srédbtonkowych obserwuje
si¢ takze wzrost poziomu ICAM-1 i VCAM-1, biatek bio-
racych udziat w adhezji komoérek prozapalnych [13].

Chemotaksja

Wiele badan wskazuje, ze biatko HMGB1 moze stymulo-
waé migracje réznego rodzaju komorek, takich jak: neurony,
komorki migsni gtadkich, komérki nowotworowe, komorki
macierzyste, monocyty, komorki dendrytyczne, neutrofi-
le, komorki Srédbtonkowe [23,49]. Biatko HMGB1, uwol-
nione poza komdrke w miejscu infekcji lub uszkodzenia,
aktywuje odpowiedz nieswoista uktadu odpornosciowego
oraz staje si¢ potencjalnym czynnikiem chemotaktycznym.

Wiasciwosci regeneracyjne HMGB1

Biatko HMGBI1 nie tylko stymuluje odpowiedZ prozapal-
na, bierze takze udzial w regeneracji, odbudowie uszkodzo-
nych tkanek [13]. Regeneracja tkanki przez biatko HMGB 1
odbywa si¢ m.in. przez pobudzanie migracji i proliferacji
niektérych komoérek macierzystych oraz inicjacjg procesu
angiogenezy [21,29].

Biatko HMGBI jest atraktantem dla komoérek macierzy-
stych i moze odgrywaé znaczaca rolg w regeneracji mig-
$ni szkieletowych, migs$nia sercowego. Rekrutuje zaréw-
no komorki macierzyste rezydujace w danym narzadzie
jak 1 komoérki macierzyste w krwiobiegu.

W nowotworach biatko HMGB1 uczestniczy w regene-
racji uszkodzonej tkanki, zwtaszcza w nastgpstwie radio-

czy chemioterapii.

Upziat Biatka HMGB1 w PROCESIE AUTOFAGII

Biatko HMGB1 zwiazane z jadrem komdérkowym, uwol-
nione do cytoplazmy i z komoérki stymuluje autofagie [10].

Cytoplazmatyczne biatko HMGB1 wiaze si¢ z bial-
kiem Bekliny 1, ktére bierze udzial w procesie autofagii.
Zahamowanie aktywnosci biatka HMGB1 w fibroblastach
embrionéw mysich, takze w komérkach nowotworowych
obniza poziom autofagii [11,12,35].

Indukcja autofagii przez biatko HMGB1 jest zalezna od re-
ceptora RAGE i od tego czy biatko HMGB1 jest w postaci
utlenionej czy zredukowanej. Utlenienie i redukcja doty-
czy reszt cysteiny w strukturze biatka. Dostarczenie komér-
kom nowotworowym egzogennego biatka HMGB1 prowa-
dzi do Smierci w wyniku autofagii lub apoptozy [10,12,36].
Zredukowane biatko HMGB1 (gdzie wszystkie cysteiny nie
sq utlenione) wiaze si¢ z receptorem RAGE i indukuje au-
tofagie. Jednak utlenione biatko HMGB1 indukuje apop-
tozg komorek przez szlaki mitochondrialne [12].

Biatko HMGB1 moze zatem by¢ regulatorem $mierci ko-
morkowej lub ich przezywania co moze mie¢ znaczacy

wplyw na efekt terapii przeciwnowotworowe;j.

Rova Biatka HMGB1 w TERAPII PRZECIWNOWOTWOROWE]

Poziom biatka HMGB1 rosnie w prawie wszystkich typach
nowotworéw [18]. Podniesiony poziom HMGB1 w surowi-
cy koreluje ze ztym rokowaniem u chorych. Lotze i wsp.
uwazaja nawet, ze progresja nowotworu wymaga uwolnie-
nia biatka HMGBI1 z komoérek nekrotycznych, gdyz no-
wotwory sa uzaleznione od HMGBI1 i innych czasteczek
zwigzanych ze Smiercia komorek [18].

W wielu schorzeniach autoimmunologicznych, chorobach
wywolanych przez wirusy, urazy, uszkodzeniach niedo-
krwienno-reperfuzyjnych, posocznicy, nadekspresja pro-
zapalnego biatka HMGB1 wydaje si¢ odgrywaé gtéwna
rolg. Hamowanie aktywnosci HMGB1, przez réznego ro-
dzaju inhibitory, ma istotny terapeutyczny wplyw na prze-
bieg tych schorzen [14,20,41]. Wzrost ilosci biatka HMGB 1
w komérkach nowotworowych i jego poziomu w krwiobie-
gu obserwuje si¢ takze u 0séb chorych na réznego rodzaju
nowotwory [37]. W komdrkach nowotworowych (rakach
jelita grubego, stercza i trzustki, lecz nie w rakach ptuc)
stwierdzono wyrazny wzrost ilosci zaréwno biatka HMGB1
jak i jego receptora RAGE [37]. Na ogét, u chorych, u kté-
rych obserwuje si¢ wzrost iloSci HMGB1 i RAGE roko-
wania sa niekorzystne.

Zdaniem Tanga i wsp. [37] nadekspresja biatka HMGB1
ma wplyw na wiele podstawowych cech fenotypowych ko-
morek nowotworowych. HMGB1 chroni komérki nowo-
tworowe przed apoptoza. Wplywa na stabilnos¢ telome-
réw, stymuluje wiele biatek bioracych udziat w proliferacji
komérek nowotworowych, hamuje takze sygnaty kontrolu-
jace wzrost komérek. HMGB1, jak podano wczesniej, ma
wtasciwosci proangiogenne i prozapalne.

HMGB1 moze dwojako dziata¢ na nowotwory: po pierw-
sze, wydzielanie HMGB1 np. podczas terapii przeciwno-
wotworowej (chemio- lub radioterapii) moze prowadzic¢
do dojrzewania komérek dendrytycznych przez interak-
cj¢ z receptorami TLR4 i w konsekwencji ekspansje lim-
focytéow T swoistych dla antygenéw nowotworowych. Po
drugie, przewlekla hipoksja w rosnacych guzach prowa-
dzi do nekrozy komdrek i ciagtego uwalniania cytokiny
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Ryc. 3. Hamowanie biatka HMGB1. Odbywac sie to

moze w dwojaki sposob: przez hamowanie
uwalniania biatka HMGB1, przez hamowanie
aktywnosci juz uwolnionego biatka HMGBT,
uwzgledniono najbardziej znane inhibitory

biatka HMGB1

J:,Tﬁ:it:;iya - Pirogronian etylu
HMGB1 - Sktadnik , zielonej herbaty” (EGCG)
- Zwiazki platyny
'\ Inhibitor'y. - Przeciwciato przeciwko HMGB1
aktywnosdi - Domena A biatka HMGB1
HMGB1 . RAGE
- Glicyryzyna

HMGBI. Powoduje to wytworzenie warunkéw promuja-
cych angiogenezg, wzrost nowotworéw, rekrutacje makro-
fagéw swoistych dla nowotworéw i komérek prekursoro-
wych srédbtonkéw [2,33].

Biatko HMGB1 moze zatem, w odpowiednich warunkach,
stymulowa¢ odpowiedZ przeciwnowotworowa. Jednak ob-
nizenie poziomu biatka HMGB1 przez ograniczenie jego
wydzielania, czy zahamowanie jego aktywnos$ci po uwol-
nieniu z komdrki, moze przynies¢ znaczacy efekt terapeu-
tyczny w leczeniu przeciwnowotworowym.

Stymulacja odpowiedzi przeciwnowotworowej przez
biatko HMGB1

Uwolnione niektére wewnatrzkomérkowe czasteczki w od-
powiednich warunkach, moga aktywowac limfocyty T i sil-
na odpowiedzZ przeciwnowotworowa. Do takich czasteczek
nalezy tez cytokina HMGBI1. Cytokina ta moze by¢ cza-
steczka stymulujaca uktad odpornosciowy. Komoérki no-
wotworowe przewaznie sa komoérkami wymykajacymi sie
spod nadzoru uktadu odpornosciowego. W odpowiednich
warunkach mozna jednak wymusi¢ odpowiedz uktadu od-
pornosciowego przeciwko komérkom nowotworowym.
Wydaje sig, ze radioterapia czy chemioterapia moze po-
wodowacé przejscie komérek nowotworowych w stan im-
munogenny. Naswietlanie guza, czy stosowanie odpowied-
nich chemioterapeutykéw, takich jak taksany, powoduje
Smier¢ komoérek nowotworowych i uwalnianie znacznych
ilosci biatka HMGB 1. Biatko to aktywuje niedojrzate ko-
morki dendrytyczne co prowadzi do aktywacji limfocytéw
T, ktére niszcza komérki nowotworowe [2]. Warto jednak
zauwazy¢, ze jest to proces niezmiernie rzadki, opisany je-
dynie dla mysich modeléw nowotworowych.

Hamowanie aktywnosci biatka HMGB1

Wzrost nowotworu powyzej 2-3 mm?® wymaga wytwo-
rzenia sieci naczyn krwionosnych w guzie. Sygnatami in-
dukujacymi angiogeneze w guzie jest gtéwnie hipoksja
i Smier¢ nekrotyczna. Przewlekla hipoksja jest zwigzana
z uwalnianiem réznych czasteczek, w tym biatka HMGBI1.
Podobnie dzieje si¢ podczas procesu nekrozy. Uwolnione
biatko HMGBI1 jest odpowiedzialne za powstawanie no-
wych naczyn krwiono$nych, migracje komorek i ich pro-
liferacje. Prowadzi to do regeneracji uszkodzonej tkanki
nowotworowej. Zahamowanie aktywnosci biatka HMGB 1
lub jego receptoréw stwarza potencjalne mozliwosci aplika-
cyjne w terapii przeciwnowotworowej. Wydaje si¢ zatem,
ze biatko to moze by¢ celem dziatania ré6znych czynnikéw.

INHIBITORY AKTYWNOSCI BIAtkkA HMGB1

Hamowanie biatka moze si¢ odbywa¢ dwoma sposobami:
przez hamowanie aktywnosci biatka HMGB1 lub przez
hamowanie jego uwalniania (ryc. 3).

Inhibitory aktywnosci biatka HMGB1

Pierwszym przyktadem inhibitora biatka HMGBI jest swo-
iste przeciwcialo przeciwko HMGBI1, znacznie hamuja-
ce uwalnianie cytokin prozapalnych TNF-o i IL-6 w gu-
zie. Zastosowanie przeciwciala hamuje wzrost guzéw raka
okreznicy z towarzyszacym stanem zapalnym [19,37].

Inhibitorem jest réwniez fragment samego biatka HMGB 1
— domena A. Domena A jest jednym z motywéw wiaza-
cych DNA. Jest ona swoistym antagonistg aktywnosci tego
biatka. Badania in vitro wykazatly, ze domena A hamuje
wigzanie HMGB1 z powierzchnia makrofagéw i ograni-
cza wydzielanie cytokin prozapalnych w linii makrofagéw
RAW 264.7 [47]. Zablokowanie biatka HMGB1 znajduja-
cego si¢ poza komorka po zastosowaniu peptydu domeny
A hamuje wzrost komérek ludzkiego raka ptuc 95D [44].

Innym przyktadem hamowania aktywnosci biatka HMGB 1
jest blokowanie wiazania tego biatka z jego receptorem
RAGE. Zastosowanie rozpuszczalnej pozakomérkowej do-
meny sRAGE wiaze i hamuje aktywno$¢ biatka HMGBI.
Ligand ten blokuje catkowicie sygnalizacj¢ z receptora
RAGE. Podanie sSRAGE blokuje wzrost guzéw nowotworo-
wych np. mysiego brodawczaka (Murine papillomas) [34].

Kolejnym inhibitorem aktywnosci biatka HMGB1 jest gli-
cyryzyna, ktdra jest trojterpenowym glikokoniugatem po-
chodzacym z korzenia lukrecji (Glycyrrhiza glabra). Jest to
znany silny zwiazek przeciwzapalny stosowany w stanach
zapalnych i sepsie [14]. Zwiazek ten wiaze si¢ z obiema
domenami HMGB1 (box A i B) i zmienia strukture dru-
gorzedowa czasteczki HMGB1 [22]. Glicyryzyna hamuje
migracje oraz proliferacj¢ komorek warunkowang biatkiem
HMGBI, a takze hamuje proces angiogenezy stymulowa-
nej HMGBI1 [22, 31].

Inhibitory uwalniania biatka HMGB1

Inhibitorem uwalniania biatka HMGB1 jest pirogronian ety-
lu. Jest to zwiazek, ktéry hamuje uwalnianie HMGB1 i TNF
z makrofagéw stymulowanych endotoksyna. Podawanie
pirogronianu etylu znacznie zmniejsza poziom krazace-
go biatka HMGB1 u myszy z wywotana sepsa. Podanie
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myszom pirogronianu etylu przed wszczepieniem komdrek
raka watroby i kontynuowanie terapii tym zwiazkiem dzia-
ta hamujaco na wzrost guzéw nowotworowych [16]. U le-
czonych myszy obserwowano w watrobie znaczne zmniej-
szenie liczby komérek NK, monocytéw, limfocytéw T i B.
Réwniez poziom HMGBI i IL-6 w surowicy byt znacz-
nie obnizony [16]. Pirogronian etylu indukowatl apoptoze
zamiast Smierci nekrotycznej i hamowat takze uwalnianie
HMGB1 w komoérkach raka ptuca — A549 [17].

Liiwsp. w 2010 r. opublikowali dane wskazujace, ze gléw-
ny sktadnik zielonej herbaty (Camellia sinensis) galusan
epigallokatechiny (EGCG) wnika do cytoplazmy i indu-
kuje agregacje cytoplazmatycznego biatka HMGBI, biat-
ko to w autofagosomach ulegato degradacji [15]. EGCG
indukowato proces autofagii w komoérkach i hamowato
uwalnianie HMGB1 po stymulacji LPS, hamowato row-
niez uwalnianie z makrofagéw zaleznych od HMGB/1 bia-
tek TNF-a, IL-6 czy NO [38].

Podanie zwiazkéw platyny powoduje tworzenie charak-
terystycznych adduktéw, naprawianych przez wycinanie

PismiennicTwo

zasady (excision repair system). Domena HMGB1 wia-
ze sig swoiscie z adduktami DNA z platyna ostaniajac na-
prawe uszkodzonego miejsca [24]. W ten sposéb zwiaz-
ki cisplatyny moga stuzy¢ do wytapywania (sekwestracji)
biatka HMGBI1 [3.4].

PobsumowaNIE

Biatko HMGBI jest ewolucyjnie konserwatywnym biatkiem
o bardzo szerokim dziataniu. Wewnatrz komorki znajdu-
je si¢ ono gtéwnie w jadrze komérkowym i bierze udziat
w replikacji, rekombinacji, transkrypcji i naprawie DNA.
Po uwolnieniu do przestrzeni pozakomodrkowej staje sig
cytoking prozapalna. Cytokina ta stymuluje tworzenie no-
wych naczyn krwionos$nych, zwigksza migracje komorek,
aktywuje stan zapalny oraz stymuluje proliferacj¢ komorek.

Mozliwo$¢ zahamowania uwalniania z komérek tego biat-
ka czy zahamowanie jego aktywnosci wydaje si¢ obie-
cujacym podejsciem terapeutycznym. Inhibitory biatka
HMGBI1 z innymi lekami moga si¢ okaza¢ skuteczng stra-
tegia terapeutyczna.
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