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Stowa kluczowe:

Streszczenie

W przebiegu cukrzycy typu 2 (diabetes mellitus type 2 DM2, non-insulin dependent diabetes
mellitus, NIDDM) oraz w rozwoju guza insulinowego trzustki, obserwuje sie w obrebie wysp
Langerhansa, patologiczne depozyty zwane amyloidem. W sktad amyloidu wchodzi m.in. po-
lipeptyd wytwarzany przez komérki beta, petnigcy funkcje neurohormonu, zwany amylina.
Nieprawidtowo zwinieta, fibrylujaca czgsteczka amyliny, w postaci nierozpuszczalnych fibryli
powoduje dysfunkcje, niszczenie i utrate komérek wysp, postepujaca destrukcje narzadu i tym
samym postep choroby. Liczacy tylko 37 aminokwaséw polipeptyd stanowi bardzo powazne
zagadnienie poznawcze, zwlaszcza dla wspétczesnej medycyny. W pracy przedstawiono m.in.
role fizjologiczng amyliny, jej budowe aminokwasowa, ze szczegllnym podkre$leniem roli
niektérych aminokwaséw w procesie fibrylacji czasteczki i jej udzialu w tworzeniu amyloidu
w trzustce zwierzat i cztowieka.
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Summary

In patients or animals affected by type 2 diabetes mellitus (DM2, non-insulin dependent diabe-
tes mellitus [NIDDM]) some pathological deposits, called amyloid, are observed among cells of
islets of Langerhans. Among other constituents, deposits consist of an insoluble, fibrillar form
of peptide neurohormone called amylin, produced by pancreatic beta cells. It is thought that
formation of fibrillar deposits of misfolded and aggregated peptide is highly toxic to beta cells
and leads to cell dysfunction, cell loss, pancreas destruction and progress of the disease. This
relatively small 37-amino acid peptide constitutes a serious scientific, research and to some
extent a medical problem. This article presents amylin as a hormone, neurohormone and as
a fibrillating molecule which participates in amyloid deposit formation in human and animal
pancreas. The role of some amino acids important for fibril formation has been highlighted.
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Wykaz skrétow:

AM - adrenomedaullina (adrenomedullin); AMY1,2,3 - receptory amyliny; AP - pole najdalsze rdze-

nia przedtuzonego (area postrema); CLR - receptor kalcytoniny (calcitonin receptor-like receptor);
CGRP - neuropeptyd zwigzany z genem kalcytoniny (calcitonine gene related peptide); CRSP
- peptyd stymulujacy receptor kalcytoniny i jego formy (CT receptor-stimulating peptide); CTR -
receptor kalcytoniny (calcitonin receptor); IAPP — amyloidowy polipeptyd wysp trzustkowych (islet
amyloid polypeptide); komorki D — (D-cells); komorki G — komorki wytwarzajace gastryne (gastrin
cells, G-cells, G-type cells producing gastrin); PE — obszar blaszki czworaczej (medial preoptic
area); RAMP - biatko modyfikujace aktywnos¢ receptora biatek zwigzanych z biatkiem G (receptor
activity modifying protein); VIP — wazoaktywny peptyd jelitowy (vasoactive intestinal peptide).

Wsrep

W przebiegu cukrzycy typu 2, a takze u oséb chorych
na nowotwor trzustki typu insulinoma, wywodzacy sie
zkomérek beta wysp trzustkowych, obserwuje sie pato-
logiczne zmiany w obrebie wysp Langerhansa, polega-
jace na odktadaniu depozytu zwanego amyloidem. Bial-
kowym komponentem amyloidu jest, stosunkowo maty,
bo 37-aminokwasowy polipeptyd wytwarzany gtéwnie
przez komdrki beta wysp trzustki zwany amyling. Amy-
loid, bedacy patomorfologiczna sktadowa cukrzycy typu
2, odnajdywany jest u ponad 90% chorych, przynajmniej
w jednej wyspie trzustkowej [14]. Mechanizm odpowia-
dajacy za te samodestrukcje wysp trzustkowych nie jest
poznany, ale wiadomo, ze gtéwnym jej sprawcg jest wia-
$nie amylina. Coraz wiecej wiadomo o fizjologiczej roli
amyliny, nie tylko jako hormonu trzustkowego, wspétod-
powiadajgcego za regulacje metabolizmu glukozy w or-
ganizmie, wptywajgcego na funkcjonowanie komdrek
koéci i stan kalcemii, prace nerek czy mie$ni szkieleto-
wych. Takze coraz wiecej danych wskazuje na istnienie
nowych, nierozpoznanych funkcjonalnych aspektéw
zwigzanych z obecno$cig amyliny w komérkach ner-
wowych, w tym w komdrkach mézgu. Dlatego tez w pi-
$Smiennictwie coraz cze$ciej przypisywana jest temu po-
lipeptydowi funkcja neurohormonu [81,97].

Badania genetyczne, przeprowadzone wérdéd chorych
na cukrzyce typu 2 w Japonii, dostarczajg informacji
o funkcjonalnym zwigzku miedzy mutacjami w obrebie
genu amyliny a wczesnym rozwojem choroby. Ujawnio-
na u chorych na cukrzyce typu 2 substytucja aminokwa-
sowa w pozycji 20 (S20G) amyliny wydaje sie istotna dla
procesu wzmozonej fibrylacji tej postaci amyliny [54,82].
Zaobserwowano takze, czestsze niz u 0séb zdrowych, mu-
tacje u chorych na cukrzyce w promotorowej czesci genu
amyliny [70]. Nie wydaje sie jednak prawdopodobne, aby

mutacje genu amyliny mogly w petni wyttumaczy¢ obser-
wowane u chorych zmiany w obrebie wysp trzustkowych.

To konwersja natywnej postaci amyliny do nierozpusz-
czalnych fibryli, najprawdopodobniej kryje w sobie od-
powiedZ na podstawowe pytanie: dlaczego choroba roz-
wija sie? Mechanizm tego procesu i sama amylina - jako
polipeptyd - mimo poznania jej sktadu aminokwasowe-
go i mimo wszechstronnie prowadzonych badat nad jej
struktura - stanowi problem poznawczy. Jedna z przyczyn
jest to, ze znatury jest to polipeptyd niezwykle trudny do
badan. W pracy przedstawiono role fizjologiczna amyliny
oraz jej udzial w procesach patologicznych w organizmie,
ze szczegblnym podkresleniem roli fibrylujacego polipep-
tydu w tworzeniu amyloidu trzustki. Budowe czastecz-
ki amyliny i jej sktad aminokwasowy zaprezentowano
w kontekscie procesu fibrylogenezy.

AMYLINA A RODZINA BIALEK | RECEPTOROW KALCYTONINY

Amylina nalezy do biatek z rodziny kalcytoniny (calcito-
nin, CT), do ktdrej zalicza sie hormony peptydowe: kalcy-
tonine, peptyd zwiazany z genem kalcytoniny (calcitonin
gene realted peptide, CGRP wystepujacy w dwéch posta-
ciach - biatko aCGRP i BCGRP), ponadto rodzine adreno-
medulliny: adrenomedulline (AM) i adrenomedulline 2
(intermedin), adrenomedulline 5 oraz peptyd stymulujacy
receptor kalcytoniny (CT receptor-stimulating peptides,
CRSP) w trzech postaciach CRSP 1, 2 i 3 [7,44,91].

Sekwencja aminokwasowa amyliny jest prawie w 50%
homologiczna z sekwencja CGRP [8,48]. Wydaje sie, ze
amyline i aCGRP tgczy podobny tkankowy wzér ekspre-
sji. Obydwa polipeptydy wystepuja w mdzgu i w niektd-
rych regionach obwodowego uktadu nerwowego; tak-
ze obydwa wystepuja w komérkach beta trzustki, choé
w przypadku amyliny jest to gtéwne miejsce jej wyste-
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powania. Biatko CGRP odnaleziono takze w komdrkach C
grasicy [102]. CGRP, podobnie jak amylina, uczestniczy
m.in. w regulacji energetycznych szlakéw metabolizmu,
zwlaszcza powoduje obnizenie syntezy glikogenu w mie-
$niach szkieletowych oraz petni role czynnika reguluja-
cego przeptyw krwi, utrzymujgc stan napiecia naczyn
krwiono$nych [34,105].

Receptory amyliny maja takze zwigzek z kalcytonina,
gdyznaleza do grupy tzw. receptoréw biatek rodziny kal-
cytoniny, wchodzacej w sktad rodziny receptoréw zwia-
zanych z biatkiem G. Ich pobudzenie prowadzi do akty-
wacji cyklazy adenylowej badz fosfolipazy C. Receptory
te sa heterodimerami, stanowigc kombinacje dwéch ele-
mentéw: siedmiotransmembranowej domeny receptora
biatek zwigzanych z biatkiem G i biatka modyfikujacego
aktywno$¢ receptora (receptor activity modifying pro-
tein, RAMP). Obecno$¢ biatka RAMP jest wymagana do
transportu przylaczonego receptora w poblize btony ko-
mdérkowej i wplywa modulujgco na odbierane i przekazy-
wane sygnaly. Wymagane partnerstwo biatka RAMP do
nadania receptorowi jego funkcji sprawiato, ze receptory
amyliny pozostawaly przez dtugi czas nieuchwytne, bo
niemozliwe do identyfikacji [9,32,71].

Do receptoréw bialek zwiazanych z biatkiem G naleza: re-
ceptor kalcytoniny (calcitonin receptor, CTR) i receptor
podobny do receptora kalcytoniny (calcitonin receptor-
-like receptor, CLR), natomiast biatkiem modyfikujacym
jego aktywno$é moze by¢ jedno z trzech, jak dotad odkry-
tych, bialek RAMP. Biatko CTR moze dziataé samodzielnie,
jako receptor kalcytoniny badz - wchodzac w interakcje
zkazdym z biatek RAMP - moze formowac trzy receptory
amyliny: AMY1, AMY2 i AMY3. W przypadku dimeryzacji
z RAMP3 wigzanie amyliny cechuje najwyzsze powino-
wactwo do powstajgcego receptora w poréwnaniu z in-
nymi ligandami [8,65,80,83,107]

AMYLINA W ORGANIZMIE

Trzustkowa i pozatrzustkowa ekspresja amyliny

Pierwsze badania ekspresji amyliny wskazywaly na wy-
tgcznie trzustkowe umiejscowienie peptydu [47]. Dopiero
z czasem ujawniono pozatrzustkowa ekspresje polipep-
tydu i mRNA amyliny zlokalizowano takze w: przewodzie
pokarmowym szczura, myszy, kota i cztowieka na odcinku
od zotagdka do jelita, z najwieksza ilo$cig w komdrkach
cze$ci odzwiernikowej, w komérkach G wytwarzajacych
gastryne (gastrin cells, G-cells, G-type cells producing
gastrin) i w komdrkach D wytwarzajacych somatostatyne
(D cell) i w komérkach ptuc. Nastepnie obecno$é amyliny
wykazano réwniez w komdérkach uktadu nerwowego, co
rzucito nowe $wiatto na funkcje tego polipeptydu. Uwage
zwracalo to, ze ekspresje amyliny ujawniano w komdr-
kach o charakterze neuroendokrynnym [64].

U szczura obecno$¢ amyliny wykazano takze w czucio-
wych komérkach zwojéw nerwowych i w komérkach
w rdzeniu przedtuzonym. Ekspresja amyliny w neuro-

nach czuciowych nie powinna zaskakiwa¢. Polipeptyd
jest strukturalnie powigzany z biatkiem CGRP, ktére - od-
najdywane w wielu miejscach centralnego i obwodowego
uktadu nerwowego - petni funkcje neuropeptydu. Zda-
niem autoréw, ujawniona lokalizacja amyliny potwierdza
sugerowang funkcje jako neuropeptydu i wskazuje na jego
role w nocycepcji, czyli odbiorze bodZcéw o charakterze
szkodliwym, w tym bodZcédw urazowych [64,75].

O obecno$ci amyliny w mézgu wiadomo bylto niewiele.
Najpierw wykryto ja w mézgu kurczaka, gdzie poziom
jej ekspresji znacznie przewyzszat poziom obserwowany
w trzustce tych zwierzat [24]. W dalszych badaniach, sto-
sujgc przeciwciata skierowane przeciwko C-terminalnej
domenie tego polipeptydu, wykazano obecno$é amyliny
w komérkach pnia mézgu szczura i immunoreaktywne
neurony w obrebie podwzgdrza u matp [17,18].

Zainteresowanie budzita takze lokalizacja mézgowych re-
ceptoréw amyliny w rejonach trudno dostepnych dla poli-
peptydu, ze wzgledu na istniejaca bariere krew-mézg. Jed-
nak ostatnio wykazano, ze w rejonach wewnatrz bariery
krew-mézg obserwuje sie mRNA amyliny. Cho¢ w mézgu
samic szczura mRNA amyliny zlokalizowano na zaledwie
dostrzegalnym poziomie, to jednak u karmigcych samic
szczura ekspresja polipeptydu byta znaczaco podwyzszo-
na. W badanych regionach mézgu nie zaobserwowano
podwyzszonej ekspresji innych biatek CGRP. Obecnosé
mRNA amyliny ujawniono w neuronach zlokalizowanych
w podwzgdrzu, a takze w istocie biatej pétkul mézgowych
(ryc.1). Znaczaco podwyzszony poziom mRNA amyliny,
ujawniony w tych wagnie rejonach mézgu u karmiacych
samic szczurdw, moze wskazywaé na bardzo swoistg role
amyliny w o$rodkowej regulacji proceséw zwiazanych
z macierzyristwem, gdy zapotrzebowanie organizmu na
substancje odzywcze, w tym glukoze, jest znaczaco pod-
wyzszone. Odstawienie od karmiacych samic szczuréw
ich potomstwa powoduje przywrécenie poczatkowej, za-
ledwie ujawnianej ekspresji amyliny w mézgu badanych
zwierzat [20,21,64,75,90]. Niedawo ukazalo sie takze do-
niesienie, ze amyline wykryto takze w mézgu cztowieka
[97]. Obecnoéé amyliny w mdézgu moze otworzyé nowy
rozdziat w poznaniu i w rozumieniu fizjologicznej roli
tego neuropeptydu, okre$lanego w pismiennictwie takze
mianem neurohormonu [81]

Amylina w komérkach wysp trzustki

Amylina jest wytwarzana i wydzielana wraz z insuling
gtéwnie z komdrek beta wysp trzustki. Kolokalizacje
amyliny i insuliny wykazano jedynie w komérkach beta
trzustki cztowieka, w krystalicznej czedci rdzeniowej (gra-
nularnej) pecherzykéw sekrecyjnych [53]. W pecherzy-
kach sekrecyjnych znaleziono takze m.in. proinsuline,
C-polipeptyd, kationy Zn*? i Ca*?. Stezenie jonédw wapnia
w pecherzykach sekrecyjnych jest stosunkowo wysokie,
bo wynosi okoto 10 mM/L [10]. Na szczegSlne podkresle-
nie zastuguje to, Ze mimo iz w komdrce organizmu w sta-
nie prawidlowym, stezenie amyliny jest znaczaco wyzsze
w poréwnaniu ze stezeniem w warunkach eksperymental-
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Ryc.1. Amylina w organizmie — wybrane aspekty aktywnosci fizjologicznej hormonu, mézgowa lokalizacja receptordw i miejsc ekspresji amyliny. Szczegétowy opis w
tekscie pracy. Przygotowano w oparciu o cytowane w pracy pismiennictwo
Objasnienia skr6tow i kolordw na rycinie:

PE- obszar blaszki czworaczej podwzgdrza (medial preoptic area) miejsce wykrycia amyliny w mézgu
narzady okotokomorowe (ang. circumventricular organs) - obszary mézqu pozostajace poza barierg krew-mdzg: ME-wyniostos¢ posrodkowa podwzgérza
(median eminence of the hypothalamus), NH-przedni ptat przysadki mézgowej sasiadujacy (adjacent neurohypophysis of the pituary gland), SC0-narzad
podspoidtowy (subcomissural organ), P-szyszynka (pineal gland) i obszary mozgu pozostajace poza bariera krew-mézg w ktdrych wykryto receptory amyliny i
miejsca jej wiazania do receptora: SFO-narzad podsklepieniowy (subfornical organ), OLVT- narzad naczyniowy blaszki czworaczej, (organum vasculosum of the

lamina terminalis)

-AP-pole najdalsze rdzenia przedtuzonego (aerea postrema) -obszar mdzgu pozostajacy poza bariera krew-mézg bezposrednio aktywowany amyling

I obszary posrednio aktywowane obecnoscia amyliny - strzatkami zaznaczono hipotetyczng sie¢ funkcjonujacych zaleznosci réznych obszaréw mézgu:
PANU — jadro przyramienne boczne (lateral parabranchial nucleus), NU ACC - jadro pdtlezace w obrebie jadra podstawnego (nucleus accumbenes), DR-jadro
grzbietowe szwu (dorsal raphne), NST - pasmo samotne rdzenia (nucleus of the solitary tract), AM -ciato migdatowate (amygdala)
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nych in vitro, to polipeptyd jest chroniony i nie fibryluje.
W warunkach eksperymentalnych amylina w niskim ste-
zeniu, ponizej 1 uM, jest wysoce toksyczna, jednak obecna
w komérce w stezeniu rzedu 0,8-4 mM, nie prowadzi do
uszkodzenia komdrek trzustki oséb zdrowych [11].

Wersje molekularne i poziom amyliny
W organizmie

W organizmie zwierzat (kot, mysz, szczur) i u czlowieka
stwierdzono wystepowanie petnej wersji polipeptydu, tj.
37-aminokwasowej oraz krétszych jego fragmentéw, jako
form molekularnych. Przewazajacg forma jest zazwyczaj
37-aminokwasowa wersja polipeptydu, odnajdywana tak-
ze w surowicy krwi obwodowej i w innych, poza trzustka,
miejscach organizmu [5,84]. We krwi obwodowej, trzust-
ce i w przewodzie pokarmowym cztowieka, kota, szczura
i myszy, odnajdywane sa takze krazace fragmenty amy-
liny [62,84]. Trudno stwierdzi¢ czy krazace peptydy sa
produktami btednego, proteolitycznego trawienia biatka?
Wydaje sie, ze pod tym wzgledem amylina nie jest od-
osobnionym przypadkiem choréb amyloidowych [41,66].

Szacuje sie, ze polipeptyd jest uwalniany z komérek
trzustki w stezeniu okoto 0,01 pM/I [88]. U osobnikéw
zdrowych stezenie amyliny miesci sie w do$¢ szero-
kich granicach 5-30 pM/1. Podniesione stezenie amyliny
stwierdzono w surowicy krwi oséb w réznych stanach
patologicznych, takich jak: otyto$¢, nowotwér endokryn-
ny trzustki, syndrom X, choroba nerek. Polipeptyd od-
najdywany jest w wiekszej ilosci takze we krwi np. po
stymulacji doustna podaza glukozy [16,84]. W przebie-
gu cukrzycy typu 2, w poczatkowym okresie choroby,
stezenia zaréwno amyliny, jak i insuliny sg podniesione.
W miare postepu choroby, wraz z postepujaca destrukcja
komorek beta trzustki, stezenie amyliny zaczyna spadaé
i u chorych na cukrzyce typu 2 jest on nizszy i wynosi
odpowiednio okoto 4,0 pM/1i 3,7 pM/1. Podobnie dzieje
sie u 0sdb z nietolerancja glukozy [16].

Sekrecja amyliny jest dwufazowa i nastepuje jednocze-
$nie z sekrecja insuliny w odpowiedzi na glukoze lub inne
czynniki stymulujace wydzielanie, np. w odpowiedzi na
bodziec pokarmowy. W surowicy krwi amylina krazy jed-
nak dluzej niz insulina i peptyd C [77]. Jej stezenie we
krwi obwodowej wynosi okoto 1% stezenia insuliny [86].
Istotnym dla organizmu parametrem wydaja sie stosunki
molowe amyliny do insuliny uwalnianej do krwi. U oséb
zdrowych wynosza one 1: 100, ale moga jednak ulegaé
zmianie, odzwierciedlajac relatywny stan niedoboru amy-
liny. Masa ciata i zasoby tkanki ttuszczowej wptywaja na
parametry kinetyczne i stezenie zaréwno insuliny, jak
i amyliny. Wzajemna relacja obu hormonéw jest dobrym
indykatorem stanu organizmu [52].

Usuwanie amyliny z organizmu
Podniesione stezenie amyliny w surowicy krwi, zaobser-

wowano u pacjentéw z niewydolnoscia nerek (15 pM),
w poréwnaniu z osobnikami préby kontrolnej (3,2 pM).

Zastosowanie hemodializy u chorych znaczaco obnizato
poziom hormonu [51,95], co nasunelo przypuszczenie, ze
polipeptyd usuwany jest z organizmu przez nerki. Wy-
kazano takze wzrost amyliny w moczu u pacjentéw po
tescie doustnego podania glukozy. Wyniki badan autora-
diograficznych z izotopem jodu (*#I), przeprowadzone na
szczurach, wskazywaty na udziat w tym procesie kanali-
kéw proksymalnych nerek, cho¢ problem ten nadal jest
przedmiotem dyskusji [87,88]. Klirens nerkowy amyliny
jest szybszy niz insuliny [77].

AMYLINA — FIZJOLOGIA | PATOFIZJOLOGIA - WYBRANE ASPEKTY

Amylina dziata fizjologicznie za po$rednictwem recep-
toréw umiejscowionych m.in. na komdérkach beta wysp
trzustki oraz receptoréw na komérkach w obrebie cen-
tralnego uktadu nerwowego. Miejsca wigzania amyliny do
receptora wykazano takze w réznych tkankach w licznych
peryferycznie potozonych miejscach organizmu, jednak
wysoce selektywnie dziatajace receptory amyliny ujaw-
niono gléwnie w pewnych obszarach mézgu, w korze ne-
rek i w mieéniach [75,80,92,107].

Szczegllne znaczenie ma to, ze receptory amyliny zloka-
lizowano w obszarach mézgu pozostajgcych poza strefa,
gdzie funkcjonuje bariera krew-mézg, tj. w tzw. narza-
dach okotokomorowych (circumventricular organs). Sa
to stosunkowo niewielkie obszary, ulokowane w $cia-
nach uktadu komorowego, gdzie budowa $cian naczyn
krwiono$nych umozliwia swobodny doptyw zwigzkéw
wielkoczasteczkowych, w tym peptydéw lub biatek. Re-
ceptory amyliny zlokalizowano m.in. w regionie nale-
zacym do tytomdzgowia, ulokowanym w dnie komory
czwartej mézgu, zwanym polem najdalszym rdzenia prze-
dluzonego (area postrema, AP) (ryc. 1). Umiejscowienie
receptorédw w obszarze AP jest niezwykle istotne, gdyz
ten wlasnie region jest tatwo dostepny dla krazacej we
krwi amyliny, docierajacej z wysp Langerhansa. Tutaj tez
receptory amyliny rozmieszczone sg szczegdlnie gesto
[25,74,75,80,83,107].

Receptory amyliny zlokalizowano takze w obrebie obsza-
ru, gdzie funkcjonuje bariera krew-mézg. W tych miej-
scach wigzanie amyliny do receptora jest bardzo swoiste.
Wykrycie obecno$ci mRNA amyliny w tych regionach
moézgu karmigcych szczuréw i ostatnie doniesienia o wy-
kryciu amyliny w mézgu ludzi wskazujg na istnienie nie-
rozpoznanych jeszcze mechanizméw dziatania tego neu-
ropeptydu, a moze neurohormonu [20,97]. Do pelnego
poznania funkcji fizjologicznych amyliny pozostaje wy-
jasnienie roli i mechanizmdéw transdukeji sygnatéw za
po$rednictwem receptoréw amyliny zlokalizowanych
w obszarach mézgu wewnatrz bariery krew-mézg.

Receptory amyliny charakteryzuje miejscowo swoista
ekspresja, zwlaszcza wyrazna w obrebie mézgu. Recep-
tor AMY3 jest umiejscowiony w miejscu pozostajagcym
poza bariera krew-mdzg, a receptor typu AMY1 obecny
jest zaréwno w miejscach w obrebie bariery, jak i w re-
gionach poza bariera krew-mézg. W obszarze AP, ktdéry

33



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2014; tom 68: 29-41

jest dostepny dla krazacej we krwi amyliny, tatwo wia-
ze sie ona ze swymi receptorami. W odpowiedzi na te
stymulacje nastepuje przekazanie sygnatéw do innych
obszaréw mdézgu, gdzie zostajg wlaczone kolejne recep-
tory. W wyniku wzajemnej reakcji stymulacyjnej nastepu-
je generowanie centralnie sterowanego uczucia sytosci,
spowolnienie motoryki i oprézniania zotadka, obnizenie
ilo$ci przyjmowanego pokarmu i w efekcie anorektyczna
odpowiedz organizmu. Nie bez znaczenia jest to, ze w tej
cze$ci mézgu az 90% komdrek, oprécz receptordéw amy-
liny, zawiera takze receptory glukozy [78,80].

0gdlnie dziatanie insuliny uruchamia rézne mechanizmy
sprzyjajace obnizeniu stezenia krazacej we krwi glukozy.
Z kolei nastepstwem dziatania amyliny jest ograniczenie
doptywu do krwi glukozy zaréwno ze zrédet egzogennych
(pokarm), jak i endogennych, ktérymi sa procesy glikoge-
nolizy i glukoneogenezy. Procesy te pozostajg pod kontrola
wytwarzanego przez komdrki alfa wysp trzustki glukago-
nu, dziatajacego glukoneogenicznie. Ograniczenie dostepu
glukozy do krwi przez amyline odbywa sie m.in. w wyniku
hamowania sekrecji glukagonu. Amylina hamuje wydzie-
lanie glukagonu, ale jej stezenie zalezy z kolei od stanu gli-
kemii. W okresie poresorpcyjnym, spadek stezenia glukozy
we krwi ponizej wartosci fizjologicznych, tj. okoto 60 mg/
dl, hamuje sekrecje zaréwno insuliny, jak i amyliny. W tych
warunkach amylina nie dziata juz supresyjnie: bezpo$rednio
na uwalnianie glukagonu i posrednio na wytwarzanie endo-
gennej glukozy. Glukagon moze dziata¢ glukoneogenicznie
i powodowad przywrécenie fizjologiczego stezenia glukozy
we krwi. Po spozyciu pokarmu natomiast, w okresie resorp-
cyjnym, kiedy nastepuje wzrost stezenia glukozy we krwi
do wartosci okoto 140 mg/100ml (7,8 mmol/l) i wystepuje
hiperglikemia popositkowa, uruchamiane sag mechanizmy
prowadzace do obnizenia stezenia cukru. Nastepuje ogra-
niczenie doptywu cukru zaréwno ze zrédet endogennych
i egzogennego, jakim jest pokarm. Dzieje sie to posrednio
za sprawa supresji wytwarzania glukagonu. Popositkowa
sekrecja glukagonu jest hamowana przez amyline réwniez
pod wptywem mechanizmu angazujacego o$rodkowy uktad
nerwowy. Podobnie ograniczenie egzogennych zrédet gluko-
zy w okresie popositkowym takze angazuje o§rodkowy uktad
nerwowy i umiejscowione tu receptory amyliny. Za po$red-
nictwem nerwu blednego nastepuje ograniczenie motory-
ki zotadka, spowolnienie jego oprézniania i redukcja ilodci
przyjmowanego pokarmu. Zmniejsza to ilo$¢ dostepnego
cukru i jego naptyw do krwiobiegu.

Receptory amyliny, umiejscowione na komdrkach f
trzustki, uruchamiaja zaréwno zwrotna inhibicje wia-
snej sekrecji polipeptydu, jak i hamujg uwalnianie in-
suliny. Amylina jest takze modulatorem metabolizmu
glukozy w mie$niach szkieletowych i wptywa na wywo-
tanie stanu insulinooporno$ci komdrek miesni i watroby
[35,72,80,81]. Wplywa na procesy zachodzace w tkance
kostnej, hamuje resorpcje kosci, gdyz obniza aktywno$¢
osteoklastéw, a jednoczesnie stymuluje proliferacje i ak-
tywuje osteoblasty [37,48,65]. Amylina wykazuje takze
staba aktywno$¢ wazodylatacyjna, zmniejszajac opdr ob-
wodowy naczyt krwionoénych [10].

U chorych na cukrzyce typu 1, z powodu zniszczenia ko-
mdrek P, stezenie amyliny, podobnie jak i insuliny jest
prawie zerowy. U chorych na cukrzyce typu 2 wystepuje
zwiekszona insulinooporno$¢ tkanek obwodowych oraz
zaburzone, a nastepnie, w miare rozwoju choroby, niewy-
starczajace wydzielanie zaréwno insuliny, jak i amyliny.
Choroba rozwija sie stopniowo i w zaleznosci od jej eta-
pu, tj. od stopnia zaawansowania i jej przebiegu, obser-
wuje sie zmienne stezenie amyliny we krwi chorych. Jest
to uwarunkowane m.in. dynamikg destrukcji komérek 3
i wspéttowarzyszacym, postepujacym procesem fibrylacji
amyliny. Proces fibrylacji przebiega poczatkowo w spo-
séb niedostrzegalny dostepnymi technikami medyczny-
mi. Jednak z czasem prowadzi do stopniowego niszczenia
komérek B, ich destrukcji i do zastepowania ich ztogami
odktadanych fibryli amyliny. Postepuje zaburzenie se-
krecji amyliny i insuliny, a niedobér amyliny koreluje
z niedoborem insuliny. Nie funkcjonuje tym samym dro-
ga supresji wytwarzania glukagonu, potegujac naptyw
glukozy ze zrédet endogennych.

W pierwszym okresie choroby hiperinsulinemia kompen-
suje insulinooporno$¢ tkanek obwodowych. Towarzyszy
jej takze wzrost stezenia amyliny we krwi i cho¢ poczat-
kowo obserwuje sie podniesione stezenie amyliny, to jed-
nak méwi sie o tzw. wzglednym jej niedoborze. Oznacza
to, ze przy podobnym stezeniu glukozy, stezenie amyliny
u osobnikéw zdrowych znacznie przewyzszatoby stezenie
amyliny osiggany u oséb chorych. Sekrecja amyliny jest
relatywnie zmniejszona i nie wystarcza do zlikwidowania
u chorych stanu hiperglikemii [35,49,72,81].

PROPEPTYD AMYLINY

Gen amyliny cztowieka jest umiejscowiony na krét-
kim ramieniu chromosomu 12. Wykazuje on homologie
z genem 1 i 2 neuropeptydu zwigzanego z genem biat-
ka CGRP, ulokowanym na 11 chromosomie, co sugeruje
wspdlne pochodzenie i przynalezno$é obu peptydéw do
tej samej rodziny. U cztowieka polipeptyd kodowany jest
przez trzy eksony i dwa introny [63,69]. Jest on trans-
krybowany jako 89-aminokwasowy prepolipeptyd [80],
ktérego mase skalkulowano na 9808 Da. Prekursor amy-
liny zbadano takze u innych gatunkéw zwierzat: u psa,
kota, szczura, myszy, $winki morskiej i u makaka. Zaob-
serwowane drobne réznice w budowie polipeptydéw nie
ttumaczg ich odmiennych wtasnosci fibrylotwérczych
[47]. Domeny C- i N- koricowe propeptydu nie zawieraja
wysoce konserwatywnych reszt, co sugeruje brak dodat-
kowych i istotnych funkgeji biologicznych, ktére mozna
by tym fragmentom przypisal. Sekwencje propeptydu
wskazuja na zdolno$¢ do oddziatywania z siarczanem
heparanu. Juz na etapie formowania propeptyddéw, w ob-
rebie peptydéw sygnatowych, odnajdywana jest homo-
logia z biatkiem CGRP [68].

Podobnie jak w przypadku insuliny, 89-aminokwasowy
peptyd cztowieka to postaé pierwotnego prekursora - pre-
-pro-IAPP. Powstaje on w aparacie Golgiego skad jest prze-
mieszczany do granul sekrecyjnych. Jednak zanim nastapi

34



Marszatek M. — Amylina w badaniach eksperymentalnych...

& &
& volvvlenoozrszzeerz2gxy83 8858835833588 5
£ S
2
f
i 4&\?\’{- YCONH,
S MK C N|T AT C/AT QR L|ANE L Hs s/ NN FGA I L/ssSTNVGSNT d
b A
d
r
y
I kot |"HK C/N|T AT C/lAT QR LANEF.L RssnnLoa it sPrinvie s N T vcon
u
| I
a
; swinia | pk ¢ N|MA/T c AT aHLlANEFEL RS RIN/NLGT I F s PTKV G SN T, YCONH
&
\&SZCZUT R L P PP
& “Hy N[T AT ClATQRL|ANEF.L s snNnLgP v T N V| G|S N T| YCONH,
{\és mysz

Ryc. 2. Sktad aminokwasowy amyliny wybranych gatunkéw zwierzat. Sporzadzono w oparciu o cytowane w pracy pismiennictwo

sekrecja polipeptydu w postaci czynnej, czyli 37- aminokwa-
sowego hormonu, pierwotny prekursor (preprolAPP) ulega
wewnatrzkomérkowemu trawieniu, najpierw do 67-amino-
kwasowego produktu ProIAPP, ktéry w granulach sekrecyj-
nych jest nastepnie konwertowany do postaci ostatecznej.
Trawienie odbywa sie na obu C- i N-koricach czasteczki przez
enzym proproteinowg konwertaze PC2, w miejscu wyste-
powania aminokwaséw zasadowych. Wydaje sie, ze na tym
etapie biatko jest amidowane na C-koticu [59,68].

Bupowa amyLINY

Na 37-aminokwasowg czasteczke amyliny (full length
amylin) sktadaja sie domeny, wyodrebnione gtéwnie na
podstawie ich funkcjonalnego znaczenia dla polipeptydu,
a takze ich zdolnosci do formowania fibryli amyloido-
wych. Amylina sktada sie z dwdch domen terminalnych
w obrebie N- i C-korica i domeny $rodkowej uznawanej
jako tzw. fragment rdzeniowy. W budowie aminokwasowej
amyliny obserwuje sie réznice w zaleznosci od gatunku
zwierzecia, z ktérego pochodzi. Choé pozornie wydaja sie
one niewielkie, to jednak w rzeczywisto$ci sa niezwykle
istotne i determinuja cechy i zachowanie sie zaréwno ca-
tego polipeptydu, jak i wtasno$ci poszczegSlnych domen
budujacych amyline.

Za klasyczng, modelows fibrylujaca czasteczke uznaje
sie amyline ludzka, a za niefibrylujaca czasteczke przy-
jeto uwazacd polipeptyd szczura. Polipeptydy te réznig
sie jedynie sze$cioma aminokwasami, co przeklada sie
jednak na diametralnie odmienne ich wlasno$ci. Rzadziej
do badan wykorzystuje sie jako modelowe polipeptydy:
fibrylujacy kota, réznigcy sie od polipeptydu cztowieka
czterema aminokwasami i niefibrylujacy myszy, identycz-
ny z polipeptydem szczura (ryc. 2). Sktad aminokwasowy
poszczegblnych domen budujacych amyline jest rézny
w zalezno$ci od gatunku.

Domena N-terminalna, miedzy 1-19 aminokwasem amyli-
ny ludzkiej, zawiera aminokwasy determinujace nieco od-
mienny od cech C-korica charakter tego fragmentu. Jest ona

zaangazowana w wigzanie polipeptydu z blona komérkowa
[40]. Pierwsze 16 aminokwaséw jest identyczne u wszyst-
kich wymienionych gatunkéw. Na 18 miejscu w amylinie
czlowieka znajduje sie histydyna (H). We wszystkich innych
polipeptydach jest ona zastapiona przez arginine (R). Sub-
stytucja ta wzbudzita szczegdlne zainteresowanie, zwlasz-
cza w kontekscie jej roli w procesie fibrylacji. Na tym od-
cinku polipeptydu cztowieka sg umiejscowione wszystkie
aminokwasy o charakterze elektrostatycznym: w pozycji
1-lizyna (K), 11- arginina i 18-histydyna. Moga one odgry-
wac istotna role w procesie sktadania, fatdowania (folding)
polipeptydu, jego fibrylacji czy agregacji.

Pierwsze siedem to aminokwasy wysoce konserwatywne
we wszystkich izoformach amyliny u badanych zwierzat
[28]. Niezaleznie od gatunku, miedzy 2 i 7 resztg cysteiny
(C) ulokowana jest struktura takze wysoce konserwatyw-
na ewolucyjnie - mostek dwusiarczkowy. Najprawdopo-
dobniej jest on formowany w utleniajacym $rodowisku
retikulum endoplazmatycznego. Sugeruje to raczej funk-
cjonalny charakter tego odcinka i pozwala przypuszczaé,
ze nie odgrywa on roli w procesie fibrylacji, ale moze
jedynie modulowaé ten proces [28,40]. To, ze pierwsze
osiem aminokwaséw amyliny ludzkiej wystarcza do wy-
wotania aktywno$ci receptora, potwierdza powyzsza su-
gestie. Obecno$¢ trzech reszt treoniny (T) w tym regionie
sugeruje, ze w aparacie Golgiego moze nastepowac etap
0-glikozylacji biatka [105].

Region 20-29 uznawany jest za gtéwny region amylo-
idogenny czasteczki amyliny, cho¢ jej cze$é C-kotico-
wa, pomiedzy 30 a 37 aminokwasem, takze uczestniczy
w procesie fibrylacji. Jako odcinek wysoce hydrofobowy
albo proces fibrylacji wspomaga, albo tez sam w proce-
sie uczestniczy. W obrebie czgsteczki amyliny cztowieka
znajduje sie az 10 aminokwaséw hydrofobowych. To one
powoduja, ze amylina jest polipeptydem wyjatkowo trud-
no rozpuszczalnym, i to im przypisywana jest gtéwna rola
sprawcza w procesie fibrylacji. Hydrofobowo$¢ postrzega-
najest jako jedna z najwazniejszych, a moze najwazniejsza
cecha biatek fibrylujgcych [15].
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Polipeptyd szczura, mimo ze wykazuje az 84% homolo-
gii sekwencji aminokwasowej z izoformg ludzka, to jed-
nak zachowuje sie catkowicie odmiennie, gdyz nie tworzy
fibryli. Polipeptydy te rézni tylko sze$¢ aminokwaséw,
zktérych piec znajduje sie w obrebie domeny centralnej
20-29, a trzy z nich to reszty proliny. Nie bez znaczenia
jest tez fakt, ze wszystkie proliny sasiaduja ze soba, gdyz
dwie lezg koto siebie, zajmujac 28 i 29 pozycje, a trzecia
reszta proliny, ulokowana w pozycji 25, oddzielona zostata
od dwdch pierwszych zaledwie przez dwa aminokwasy:
waline i leucyne (L) [2].

Wydaje sie, ze réznice zachowania czesci rdzeniowej
(20-29) amyliny szczura i czlowieka sg zatem uwarunko-
wane odmiennym sktadem aminokwasowym obu poli-
peptydéw. W polipeptydach tych na rdzeri amyliny sktada
sie jego hydrofobowa domena wewnetrzna - jako wnetrze
sekwencji 20-29. Odcinek ten to reszty miedzy 23 a 26 ami-
nokwasem. Sekwencje C- i N- koticowe cze$ci rdzeniowej
(20-29), to w przypadku szczura polarny N-koniec i nie-
polarny, hydrofobowy C-koniec, a w przypadku amyliny
cztowieka oba kofice czesci rdzeniowej (20-29) sg polar-
ne. Wydaje sie, ze réznica ta ma istotne znaczenie dla
odmiennych cech obu polipeptydéw.

C-koticowa cze$¢ czasteczki, miedzy resztami 30 a 37, to
osiem aminokwasdw, identycznych w polipeptydzie fi-
brylujacym i niefibrylujacym. Ostatni C-koricowy amino-
kwas, ktérym jest tyrozyna (Y), niezaleznie od gatunku,
jest amidowany i wystepuje w postaci amidotyrozyny.
Podobnie jak mostek dwusiarczkowy, tak i ta modyfikacja
potranslacyjna polipeptydu jest niezwykle wazna dla jego
funkgji fizjologicznych w organizmie [105]. Modyfikacja
ta nie wpltywa na proces fibrylacji polipeptydu. Wskazuje
na to podobna kinetyka formowania fibryli przez postaé
amidowang i niezmieniong [30].

Punkt izoelektryczny amyliny ma warto$¢ 8,90. Dla pro-
peptydu warto$¢ te wyznaczono jedynie teoretycznie
i wynosi ona 9,51 [73]. W $rodowisku obojetnym amyli-
na ma zatem fadunek pozytywny. Dzieje sie to za sprawa
aminokwaséw, ktére w §rodowisku fizjologicznym moga
by¢ natadowane dodatnio, a sa nimi: w pozycji 1 - lizy-
na, w pozycji 11 - arginina i w pozycji 18 histydyna [1,3].
Swéj udziat do catkowitego tadunku moze wnosié¢ takze
N-koricowa cze$¢ polipeptydu, ktérej pK, nie jest znane,
i by¢ moze, takze koricowa reszta tyrozyny. Mozna przy-
puszczal, ze w pH okoto lub ponizej 4,0 N- koniec jest
catkowicie protonowany, a w pH 8,0 deprotonowany. Ze
wzgledu na znaczenie nierozpoznanego tadunku N-korica
amyliny dla potrzeb badawczych stosuje sie blokowanie
koricowego aminokwasu tego odcinka.

AMINOKWASY ISTOTNE W PROCESIE FIBRYLACJI AMYLINY | STRUKTURA
FIBRYLUJACEGO POLIPEPTYDU

Jaki jest udziat poszczegSlnych aminokwaséw w procesie
fibrylacji do korica nie wiadomo, jednak pewne reszty
wydajg sie niezwykle istotne. Do aminokwaséw takich
naleza: lizyna, histydyna, fenyloalanina i prolina. Istot-

ne wydaja sie tez reszty cysteiny i formowany przez nie
mostek dwusiarczkowy.

Lizyna jest aminokwasem polarnym, istotnym ze wzgledu
na wnoszony tadunek. Oprécz grupy a-aminowej, istot-
na jest takze jej dodatkowa grupa e-aminowa o pK 10,5.
Aminokwas ten w srodowisku fizjologicznych wartosci pH
przyjmuje fadunek pozytywny, co ma ogromne znaczenie
dla interakgji z czasteczkami wody lub innymi czastecz-
kami natadowanymi ujemnie. Jednak jaka jest rola lizyny
w procesie fibrylacji - nie wiadomo [15].

Histydyna jest aminokwasem o wysoce polarnym cha-
rakterze, uczestniczy w formowaniu domeny helikalnej
biatka i wykazuje tendencje do lokowania sie w jej obrebie.
Istotny wydawat sie zwiazek protonacji histydyny z for-
mowaniem fibryli i dlatego znaczenie histydyny w pro-
cesie fibrylacji amyliny badano uwaznie. Jest to wazne,
zwlaszcza w kontekscie fizjologicznie istniejacych réznic
w warto$ciach pH granul sekrecyjnych (pH 5,5) pecherzy-
kéw sekrecyjnych, a pH przestrzeni pozakomdrkowej (pH
7,4). Okazalo sie, ze stan protonacji histydyny ma ogrom-
ne znaczenie, bo wptywa modulujgco na tworzenie fibryli
zaréwno przez calg czasteczke amyliny, jak i jej fragmen-
ty, cho¢ wplyw ten jest znaczaco wiekszy i intensyfikuje
proces w przypadku catego polipeptydu. Deprotonacja
histydyny (pH 8,8) prowadzi do znacznie szybszego for-
mowania fibryli w poréwnaniu z warunkami, w jakich jest
ona protonowana (pH 4,0), a sam polipeptyd jest lepiej
rozpuszczalny. Roli, jakg w procesie fibrylacji amyliny
odgrywa stan protonacji histydyny, nie nalezy jednak
przeceniaé, gdyz zmienne pH granul sekrecyjnych i prze-
strzeni pozakomérkowej dotycza zaréwno oséb chorych
na cukrzyce, ze ztogami amyloidu, jak i 0séb zdrowych.
Obecno$¢ histydyny na 18 pozycji w amylinie cztowieka
ma ewidentny zwigzek ze zmiang stanu konformacyjnego
polipeptydu. Wydaje sie, Ze histydyna moze by¢ waznym
elementem, ktéry nalezy braé pod uwage przy analizie nie
tyle efektu prostego sumowania, ile raczej przy analizie
interakcji réznych wspétdziatajacych czynnikéw. Zwtasz-
cza istotny jest skutek wzmagania czy potegowania fibry-
lacji przez réznorodne czynniki $rodowiska [1].

Rozwazajac znaczenie interakcji aromatycznych w pro-
cesie fibrylacji, zwrécono uwage na dwie reszty fenylo-
alaniny obecne w polipeptydzie cztowieka. Fenyloalanina
umiejscawia sie zazwyczaj wewnatrz czasteczki biatka.
Tak tez jest w przypadku amyliny, gdyz zajmuje pozycje
1523 w jej taticuchu. Ma charakter wysoce hydrofobowy,
a nie majac grup ulegajacych jonizacji, raczej powinna
pozostal obojetna wobec procesu formowania struktur
helikalnych [6,93,108]. Wyniki sugerowaly mniej istotna
role oddziatywan typu interakcji aromatycznych w proce-
sie fibrylacji fragmentéw amyliny, choé nie marginalizo-
waly ich zupelnie. Brak fenyloalaniny prowadzit bowiem
do dezintegracji protofilamentéw [57,61]. Oddzialywania
aromatyczne sa takze istotne w interakcjach z innymi
biatkami np. z insuling, ktéra jest naturalnym inhibitorem
procesu fibrylacji amyliny [27]. Fenyloalanina wydaje sie
istotnym aminokwasem w procesie fibrylacji, cho¢ wage
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nadaje jej rozmiar i cecha hydrofobowosci, a nie aroma-
tyczny typ oddzialywan [93].

Odmienne zachowanie niefibrylujacej amyliny szczura
od fibrylujacego polipeptydu ludzkiego jest przypisywa-
ne gtéwnie trzem resztom proliny w pozycjach 25, 28
i 29. Prolina, w zasadzie nie ami-, ale imi-nokwas, petni
w biatkach role ,tamacza” struktur typu beta. Postrzegana
jest jako czynnik niszczacy takie struktury, a ulokowana
wewnatrz faiicucha aminokwasowego na ogét petni role
elementu zaburzajacego strukture biatka. Paradoksalnie,
prolina obecna na pierwszej pozycji heliksu stabilizuje
jego strukture. Tak tez jest w przypadku amyliny szczu-
ra, gdzie prolina na 28 pozycji ma catkowicie odmienne
zadanie do spelnienia, od przypisywanej jej roli destabi-
lizatora czasteczki. Analiza poréwnawcza amyliny czto-
wieka i szczura wykonana technikg symulacyjna potwier-
dza stabilizacyjna role 28 reszty proliny w polipeptydzie
szczura. W polipeptydzie ludzkim, 28 aminokwas to se-
ryna (Ser28) [4,30,39].

Nieudana préba zastosowania u chorych na cukrzyce syn-
tetycznego analogu ludzkiego polipeptydu, jako substy-
tutu brakujacego polipeptydu sprawita, ze siegnieto po
dorobek nauk podstawowych, tj. wyniki badan niefibry-
lujacego polipeptydu szczura. Wyrazem tego jest wyko-
rzystanie jako leku, polipeptydu ludzkiego, ale wtasnie
z resztami proliny, podstawionymi - jak w polipeptydzie
szczura, tj. w pozycjach 25, 28 i 29. Z powodu wprowa-
dzonych do czgsteczki ludzkiej reszt proliny, pierwotng
nazwe leku Amlintyd (Amlintide) zamieniono na Pram-
lintyd (Pramlintide). Pramlintyd o wzorze sumarycznym
C,,,H,N,,0,,S, ma mase czasteczkowa 3951,41 g/mol, jest
w 30-40% biodostepny, w 60% wigze sie z biatkami, a czas
péltrwania wynosi 48 min. Wszystkie reszty karboksylowe
sg obdarzone tadunkiem.

Pramlintyd, jako mimetyk amyliny, jest aktywnym sktad-
nikiem leku, w ktérym w postaci octanu (Pramlintide ace-
tate) funkcjonuje pod nazwg Symlin® (Symlintide, Amylin
Pharmaceuticals, San Diego, California) i przyjmowany
jest przez pacjentéw w iniekcjach podskdérnych przed
gtéwnymi positkami, do czterech razy dziennie [60,89].
Jednak w miare uptywu czasu przechowywania leku, po-
dobnie jak w przypadku insuliny, pojawia sie problem,
ktéry wyklucza go z uzycia. Jest nim agregacja. Lek, prze-
chowywany w temperaturze 2-8 °C powinien by¢ pty-
nem klarownym, pojawiajgce sie zmetnienie jest $wia-
dectwem, niemozliwej jednak do unikniecia, agregacji
czasteczek [85].

Pramlintyd stosowany jest w leczeniu cukrzycy typu 112,
a ostatnio poddawany badaniom jako lek w kombinacji
z leptyng w leczeniu otyto$ci [31,34,35,76]. Mechanizm
dziatania leku jest podobny do neurohormonu naturalnego
i sprowadza sie do obnizenia miedzypositkowego stezenia
glukozy. Obnizenie stezenia krazacej w krwiobiegu glukozy
odbywa sie takze z zaangazowaniem wolniej oprézniajgce-
go sie zotadka. W poréwnaniu do placebo, obnizeniu ulega
o okoto 23% ilo$¢ przyjmowanego pokarmu, a tym samym

spada liczba kalorii, nie prowadzac do stanu hipoglikemii
[22,23]. Pramlintyd, wywolujac wrazenie sytosci, obniza
konsumpcje, co jednak sprawia, ze obnizenie konsump-
¢ji moze prowadzi¢ do powaznych powiktati z anoreksja
wiacznie. Stad tez nazywany jest on czasem hormonem
anorektycznym[34,81]. Obecnie nie jest stosowany u kobiet
w okresie cigzy, a ujawniona ostatnio ekspresja amyliny
w mdzgu karmigcych szczuréw, wymusi dodatkowe bada-
nia nad stosowaniem tego lekuw okresie cigzy i laktacji nie
tylko u kobiet chorych na cukrzyce [35,57,90].

Pramlintyd nie jest lekiem toksycznym i jest raczej do-
brze tolerowany. Wrecz korzystnie wplywa na parame-
try biochemiczne krwi oséb z chorobami naczyniowymi,
wspdtistniejacymi z cukrzyca typu 2, np. obniza poziom
markerdw stresu oksydacyjnego [14,35,76]. Cho¢ od czasu
rejestracji i dopuszczenia do stosowania w 2001 r. jedynie
na terenie USA, wigze sie z lekiem powazne nadzieje tera-
peutyczne, to jednak obecnie wiadomo, Ze nie przyniesie
on petnego rozwigzania problemu leczenia cukrzycy. Ma
on bowiem liczne dziatania niepozadane [12,33,49,94].

Cysteiny budujace mostek dwusiarczkowy sg w niewiel-
kim stopniu hydrofobowe i o stabo zaznaczonym cha-
rakterze kwasnym, nadawanym przez ugrupowanie sul-
thydrylowe. Wigzania dwusiarczkowe naleza do jednych
z najsilniejszych wiazan uczestniczacych w formowaniu
iutrzymywaniu struktury trzeciorzedowej biatek. Energia
tego kowalencyjnego wigzania wynosi okoto 210 kJ/mol
(50 kcal/mol), a czynniki denaturujace, takie jak 2M mocz-
nik nie destabilizuja wigzania C2-C7 w amylinie. Dlatego
tez wydaje sie, ze wigzanie to jest niezwykle istotne dla
funkcjonowania polipeptydu, stabilizujac jego strukture,
zwlaszcza regionu helikalnego czasteczki[93]. Stwierdzo-
no, ze redukcja tego wigzania powoduje utrate zdolnosci
do tworzenia w odpowiednich warunkach struktury he-
likalnej [100]. Nie jest do korica wyjasnione, czy wigzanie
dwusiarczkowe jest wbudowywane w strukture fibryli
w postaci nienaruszonej. Stwierdzono jednak, ze wigza-
nie to ma znaczenie w procesie nukleacji przebiegajacej
zaleznie od obecnodci fibryli (fiber dependent seconda-
ry nucleation). Zjawisko polega na tym, ze wytworzone,
preegzystujace w roztworze pierwotne fibryle warun-
kuja formowanie nowych koricéw kolejno tworzonych
fibryli. Mechanizm tego procesu nie jest poznany. Brak
mostka dwusiarczkowego pozbawia uformowane fibryle
zdolnos$ci do uczestniczenia w kolejnym akcie fibrylacji
i preegzystujace w uktadzie fibryle nie uczestnicza w for-
mowaniu nowych fibryli. W ten sposéb eliminowana jest
dwustopniowo$¢ etapu poczatkowego fibrylacji. Ominie-
ty zostaje etap nukleacji w tzw. procesie aktywacji, czyli
przez dodanie do badanego uktadu jader nukleacji. W ten
sposdb zaburzeniu i zmianie ulega schemat poczatkowe-
go etapu fibrylacji - zjawisko tzw. podwdjnej nukleacji.
By¢ moze mostek dwusiarczkowy jest istotny raczej dla
fazy nukleacji, a nie elongacji fibryli [46]. Zredukowana
postaé IAPP agreguje jednak znacznie wolniej od utle-
nionej, natywnej [106]. Nalezy takze pamietaé, ze proces
nukleacji zachodzacy w roztworze rézni sie od nukleacji
nastepujacej w poblizu lub na btonie komdrkowej [100].
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W oparciu o analize sktadu aminokwasowego i na pod-
stawie przeprowadzonej symulacji komputerowej amyli-
ny ludzkiej wyrdzniono trzy regiony, potencjalnie zdolne
do formowania struktur, okreslanych mianem nici beta -
B-strand. Nazwa ta okresla odcinek obejmujacy 5-10 ami-
nokwasdw, ktérych szkielet jest maksymalnie rozciggnie-
ty, ale z zagieciami pod odpowiednim katem przy weglu
. Odcinki takie, utozone réwnolegle do siebie, tacza sie
bocznie za pomocg kilku miedzytaricuchowych wiazat
wodorowych, formujac strukture warstwowg okre$lang
terminem pofaldowanej kartki, harmonijki -sheet. Wy-
rézniono: region centralny 20-29 i dwa dodatkowe, uloko-
wane miedzy reszta asparaginy w pozycji 14 a histydyny
w pozycji 18 oraz miedzy resztg 30 a 34 C-korica amyliny.
Proponowane trzy struktury p-strand moga warunkowad
formowanie wewngtrzczasteczkowej struktury typu p-she-
et [19,39,43,50,101].

Cho¢ nie udaly sie préby otrzymania petnoaminokwasowej
amyliny w postaci krystalicznej, to jednak podjeto trud zba-
dania atomowej struktury jej krystalicznych fragmentéw
hepta- i heksapeptydéw 21-27 i 28-33. Na tej podstawie
zaproponowano symulacyjny obraz dyfraktograméw amy-
liny. Cho¢ zaobserwowano pewne niezwykte, bo odmienne
od znanego, zachowanie przestrzenne fragmentéw poli-
peptydu, to otrzymany obraz przypominat obraz uzyskany
w innych badaniach. Odmienne byto np. zachowanie sery-
ny w 29 pozycji, wystajacej w poprzek taficucha i tworzacej
mostek wodorowy z inna seryng. Uktad nazwano terminem
,kissing serines”. Zaobserwowano takze brak formowania
typowego, wspomnianego zamka sterycznego. Na pod-
stawie tych badan rentgenostrukturalnych fragmentéw
amyliny zaproponowano kolejny, atomowy model budowy
fibryli amylinowych. Podstawowy schemat budowy fibryli,
tj. uktad struktur -strands i B-sheets w nowym modelu nie
rézni sie istotnie od uktadu opisanego wyzej, a zaprezen-
towanego we wczesniej zaproponowanych modelach, choé
skonstruowanych na podstawie badan przeprowadzonych
innymi technikami np. technikg NMR [4].

ZAKONCZENIE

Amylina jako hormon, a moze nawet neurohormon nadal
kryje w sobie nierozpoznany potencjat fibrylotwérczy. Mimo
poznania sktadu aminokwasowego amyliny cztowieka i zwie-
rzat, nadal trudno jest wskazaé najistotniejsze dla proce-
su fibrylacji i jego prewencji reszty polipeptydu. Dorobek
nauk podstawowych, w postaci wprowadzonego do lecze-
nia cukrzycy leku - pramlintydu, jest osiagnieciem, ale nie

PismiennicTwo

rozwiazuje problemu leczenia. Trwaja prace nad kolejnym
amylinomimetycznym lekiem o nazwie Davalintyd. Kon-
struujac i ta pochodna takze wykorzystano wiedze na temat
aminokwasdéw i ich znaczenia w procesie fibrylacji [55,56].

Zaobserwowany zwigzek miedzy obecno$cia depozytéw
amyloidu w trzustce chorych na endokrynny nowotwér
trzustki i na cukrzyce typu 2 budzi zainteresowanie. Zja-
wisko fibrylacji amyliny, zwtaszcza w kontekscie danych
statystycznych, dotyczacych cukrzycy typu 2, nabiera
dodatkowego wymiaru. Dane te potwierdzajg, ze jest to
wazny problem medyczny.

Obecnie cukrzyca jest choroba, ktéra jawi sie jako pro-
blem o charakterze pandemii w niedalekiej przysztosci,
w skali globu. Szacuje sie, ze w 2030 r. dotknie okoto 366
mln ludzi, co oznacza prawie podwojenie liczby chorych
w stosunku do obecnych danych. W Polsce liczba chorych
to 2,5 mln oséb, a dynamika wzrostu zachorowan jest
ogromna. W 1995 r. chorych byto okoto 135 mln, w 2000 .
okoto 171 mln, aw 2010 r. juz okoto 285 mln ludzi na §wie-
cie. Okoto 85-95% tej liczby, to chorzy na cukrzyce typu
2 utozsamiang z cukrzyca wieku p6Znego (adult diabe-
tes). Dotyczy to takze Polski. Szczegdlnie wyrazisty jest
wzrost liczby chorych wiasnie na cukrzyce typu 2. Az 90%
przypadkéw tej choroby wiaze sie z otylo$cig i nadwaga.
Liczby w skali §wiata méwia same za siebie - szacuje sie,
ze okoto 1,7 miliarda oséb cierpi na nadwage, a 312 mln to
osoby otyte. Dzieci stanowig powazny odsetek tej liczby.
Okoto 155 mln dzieci jest otylych lub z nadwaga. Liczba
197 mln 0séb cierpiacych z powodu nietolerancji glukozy
moze wzrosnaé w 2025 r. do 420 milionéw. W Polsce liczbe
chorych szacuje sie na okoto 1,6 mln. Przyczyny wydaja
sie w chwili obecnej nie do wyeliminowania, bo sa nimi
styl zycia, czyli nadmierna konsumpcja i brak aktywnosci
fizycznej. Beda one dotyczyty coraz to nowych, ,,cywilizu-
jacych” sie regionéw $wiata i bedg pozeraty coraz wieksze
koszty leczenia. Dlatego tez szacuje sie, ze w 2030 r. ponad
70% chorych na cukrzyce bedzie zamieszkiwato obszary
krajéw rozwijajacych sie [29,36,99,103,104,109]. Stusznie
méwi sie, ze cukrzyca stanowi ogromne wyzwanie dla
medycyny XXI wieku [38]. Wiele przemawia za tym, ze
takim samym, waznym wyzwaniem XXI wieku dla nauk
podstawowych bedzie fibrylujaca czasteczka amyliny.
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