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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 trzustki wchodzi
m.in. polipeptyd wytwarzany przez komdrki beta, zwany amyling. Nieprawidtowo zwinieta,
fibrylujaca czasteczka amyliny, w postaci nierozpuszczalnych fibryli powoduje dysfunkcje,
niszczenie i utrate komérek wysp, postepujaca destrukcje narzadu i tym samym postep choroby.
W pracy przedstawiono sktad amyloidu trzustki, wyspy Langerhansa jako mikrosrodowisko
formowania amyloidu, wystepowanie amyliny i amyloidu w $wiecie zwierzat i u cztowieka,
a takze kryteria uznania formowanych depozytéw za amyloid.

amylina  fibrylotwérczy polipeptyd amyloidu trzustkowego
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Summary

In patients or animals affected by 2 type diabetes mellitus (diabetes mellitus type 2, DM2, non-
-insulin-dependent diabetes mellitus, NIDDM) or pancreatic tumor disease e.g., insulinoma,
some pathological deposits, called amyloid, are observed among cells of islets of Langerhans.
Among other constituents, pancreatic deposits consist of an insoluble, fibrillar form of peptide
neurohormone termed 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 fibrillating molecule which
participates in formation of amyloid deposits in human and animal pancreas, Langerhans
islets as a microenvironment of pancreatic amyloid formation, occurrence of amylin and
amyloid in animals and humans, and physico-chemical requirements to meet to name amylin
deposit as amyloid.

amylin - pancreatic amyloid - type 2 diabetes mellitus - aggregation - fibrillation
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AFM - technika mikroskopii sit atomowych (atomic force microscopy); CGRP - neuropeptyd
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elektronowej (electron microscopy); IAPP — amyloidowy polipeptyd wysp trzustkowych (islet
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Wsrtep

Amyloid trzustkowy, ktdry jest cechg patomorfologiczng
cukrzycy typu 2, wystepuje u ponad 90% chorych, przy-
najmniej w jednej wyspie trzustkowej [15]. Mechanizm
odpowiadajgcy poczatkowo za zaburzenia w funkcjono-
waniu wysp Langerhansa, a nastepnie za ich samodestruk-
cje nie jest znany, ale wiadomo, ze gléwnym jej sprawca
jest stosunkowo maty, liczacy 37 aminokwaséw, polipep-
tyd - amylina. W czasie badan prowadzonych na réznych
gatunkach zwierzat stwierdzano, ze obecno$¢ amyliny nie
zawsze wigzata sie jednak z formowaniem ztogéw amylo-
idu w trzustce. Czasem, mimo stanu chorobowego organi-
zmu, depozytéw w trzustce w ogéle nie wykrywano.

Wyniki przeprowadzanych eksperymentéw stawiaty
nowe wymagania metodyczne. Rozwijano i udoskona-
lano metody badari amyloidu, zwtaszcza techniki jego
detekcji. Wypracowano kanon postepowania ekspe-
rymentalnego i ustalono kryteria, pozwalajgce uznaé
formowane depozyty za amyloid. Stworzono podstawy
do dalszych badan samego procesu fibrylacji amyliny.
Nie byto to jednak fatwe w chwili odkrywania amyliny
i nadal pozostaje problemem. Wyjatkowa nierozpusz-
czalno$¢ i szybka, po wyizolowaniu, fibrylacja amyliny
w warunkach in vitro stanowi powazne wyzwanie meto-
dyczne. Jest to polipeptyd niezwykle trudny do badat
i dlatego liczne prace eksperymentalne prowadzi sie
na polipeptydzie syntetycznym lub jego syntetycznych
fragmentach.

HisTORIA BADAN AMYLOIDU TRZUSTKOWEGO | ODKRYCIE AMYLINY

Pierwsze prace eksperymentalne z 1890 r., wykonane
przez Josepha von Mehringa i Oskara Minkowskiego,
polegajace na uszkodzeniu lub catkowitym usunieciu
trzustki psa, dowiodly, ze istnieje zwigzek miedzy tym
narzadem a zaburzeniami w metabolizmie cukréw [cyt.
za 67]. Prowadzono takze badania, gtéwnie histologiczne,
wykonywane post mortem i analizowano obserwowane
zmiany patologiczne w obrebie trzustki u oséb cierpig-

cych z powodu cukrzycy. Obecno$¢ u pacjentéw chorych
na cukrzyce nieregularnych, rozproszonych, ale homo-
gennych, nierozpuszczalnych i szklistych depozytéw zwa-
nych hyaling (hyaline z greckiego - szklisty), lokujacych
sie jedynie w obrebie wysp Langerhansa stusznie wigzano
z przebiegiem tej choroby, ale traktowano je jako wynik
degeneracyjnych zmian patologicznych wysp [68]. Kore-
lacje miedzy obecnoscia ztogdw a cukrzycg potwierdzono,
ale do pewnego stopnia. Zauwazono, ze u 1/3 oséb cho-
rych na cukrzyce ztogéw nie byto, ale czasem odnajdo-
wano je w trzustkach oséb niecierpigcych na cukrzyce.
W tym ostatnim, zaskakujacym przypadku rozwazano role
nadci$nienia i choroby nerek, a takze uwikltanie w pro-
ces tworzenia amyloidu dodatkowo jeszcze etapu zacho-
dzacego w naczyniach krwiono$nych. Bylo to niezwykle
kompleksowe i gtebokie, wrecz nowatorskie - nie tylko na
owe czasy - podej$cie do problemu formowania amyloidu
u 0s6b chorych. Zdarzalo sie, ze depozyty odnajdywano
w trzustce os6b zdrowych, ale czedciej u 0séb w starszym
wieku [14,49]. Obecnie sadzi sie, ze nie jest to zwigzane
z procesem starzenia sie organizmu [15]. W przeprowa-
dzanych badaniach zwrécono takze uwage na niezwykle
istotny szczegdt, a mianowicie na ograniczone wylgcznie
do komérek trzustki umiejscowienie wykrywanych zto-
géw. W tym przypadku nalezato zastosowaé termin amy-
loidoza miejscowa (zlokalizowana), w przeciwiefistwie do
amyloidozy uogdlnionej (systemowej, uktadowej), gdy
depozyty amyloidu sa rozproszone w réznych miejscach
organizmu [27].

Ztogi, z czasem okreslane jako amyloid, odnajdywano
takze w trzustce zwierzat w przebiegu cukrzycy sponta-
nicznej, np. u kota, u wielu matp waskonosych - maka-
kéw [37,41,70]. Zdarzato sie, ze amyloid byt obecny
w trzustce np. kota, cho¢ nie byto objawéw choroby [87].
Niekiedy u zwierzat, mimo ich stanu chorobowego nie
wykrywano amyloidu, np. u psa chorego na cukrzyce
z powaznymi zmianami patologicznymi trzustki i dege-
neracji komdrek wysp Langerhansa ztogéw takich nie
odnajdywano [46]. Uzyskiwane sprzeczne wyniki byly
trudne do wyjasnienia i zrozumienia.
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Z czasem prébowano wyjasnié tez nature chemiczna
odnajdowanych depozytéw. Ich niewielkie ilosci i to, ze
byty nierozpuszczalne, nie utatwiato badan. W 1961 r.
Ehrich i Ratner wykazali, ze material wyodrebniony
z obszaru wysp Langerhansa cechuje wigzanie zasado-
wego barwnika - czerwieni Kongo [25]. Towarzyszyty
temu pojawiajaca sie dwdjtomnosé i dichroizm w $wie-
tle spolaryzowanym. Dotgd mechanizm wigzania tego
iinnych barwnikéw, cho¢ obecnie juz na poziomie mole-
kularnym, nie jest rozpoznany. Nastepnie wtdknisty
charakter amyloidu wykazano w badaniu na wtékna sre-
brochtonne (argyrofilne, argentofilne). W mikroskopie
$wietlnym amyloid wydawat sie substancjg amorficzna,
homogenna}, przezroczysta, nawet szklista,, a w barwie-
niu hematoksyling-eozyng byt eozynofilny, przybierajac
rézowe zabarwienie (ryc.1). Fibrylarnag nature amylo-
idu potwierdzono w badaniach technika mikroskopii
elektronowej. Fibryle, utozone w peczki, deponowane
zazwyczaj jako twory zewngtrzkomérkowe, prowadzity
do uszkodzenia otaczajacych je tkanek (ryc.2).

W 1986 r. Westermark i wsp. i w 1987 r. Cooper i wsp.
wykazali, ze w amyloidzie odnajdywanym u ludzi
w obrebie guzéw typu insulinoma (guz insulinowy
trzustki wywodzacy sie z komérek beta), u 0séb chorych
na cukrzyce typu 2 i u kota, takze chorego na cukrzyce,
biatkowa cze$¢ depozytu stanowi 37-aminokwasowy
monomer o masie okoto 3905 Da, zawierajacy na swym
N-koticu wewnatrztaicuchowy mostek dwusiarczkowy,
utworzony miedzy 2 a 7 aminokwasem [17,18,82,83].
Niewatpliwym sukcesem byto rozpuszczenie wyjatkowo
opornego biatka. Cooper nadat mu wéwczas nazwe dia-
betes associated peptide (DAP). Ten sam autor zmienit
ja w 1988 r. na amyline, stusznie sugerujac, ze pelni ona
funkcje hormonu [16]. Zmieniono réwniez nazwe (funk-
cjonujacg od 1986 r.) insulinoma amyloid peptide (IAP)
na: islet amyloid peptide, a nastepnie na: islet amyloid
polypeptide (IAPP). Nazwa ta wraz z terminem ,,amy-
lina” funkcjonuje obecnie w pi§miennictwie, ale jest
kojarzona z przemystem farmaceutycznym i czesto
(celowo) zastepowany skrétem IAPP [94]. W pracy obie
nazwy sa stosowane zamiennie. Jednocze$nie udowod-
niono, ze immunoreaktywno$¢ przeciwciat skierowa-
nych wobec amyliny jest ujawniana zaréwno w obrebie
amyloidu trzustki, jak i w komdrkach beta wysp Langer-
hansa cztowieka, a takze w komérkach guzéw typu insu-
linoma u cztowieka i w amyloidzie u kotéw [18,56,82].

SKEAD AMYLOIDU TRZUSTKI

Obecnie wiadomo, ze w sktad amyloidu trzustki, oprécz
zasadniczego polipeptydu jakim jest amylina i jej pro-
forma, wchodza takze inne biatka, okre§lane terminem
,patologiczne chaperony”. Sg to: biatko A (serum amy-
loid A, SAA), biatko P surowicy (serum amyloid compo-
nent P, SAP), ktéremu jest przypisywana rola ochronna
przed degradacja i usuwaniem amyloidu z komérki,
apolipoproteina E (Apo E) i glikozoaminoglikan (GAG)
- proteoglikan - siarczan heparanu zwany Perlecanem,
ktérego reszty cukrowe odpowiadajg za reakcje amylo-

idu z jodem [30]. Perlecan jest stosunkowo powszech-
nym biatkiem i gtéwnym sktadnikiem btony podstawne;j
komérek $rédbtonka, gdzie jest syntetyzowany. By¢
moze ma to znaczenie w akceleracji procesu fibrylacji,
zwlaszcza ze w warunkach in vitro perlecan moze nasilaé
proces fibrylacji [9]. W sktad amyloidu trzustki wchodza
takze jony wapnia obecne w postaci nierozpuszczalnych
agregatéw. Sktadniki te, by¢ moze, majg znaczenie w sta-
bilizacji struktury amyloidu. Niezwykle istotng cecha
amyloidu trzustki jest stosunkowo niewielka zawarto$¢
tryptofanu w poréwnaniu z zawarto$cig tego amino-
kwasu w innych depozytach amyloidowych w organi-
zmie [63,80]. Ztogi amyloidu sg odnajdywane gléwnie
pozakomérkowo, cho¢ zaobserwowano takze wewnatrz-
komdrkowe formowanie depozytéw, np. u myszy z eks-
presja amyliny ludzkiej, a takze w ludzkich komérkach
wysp trzustki transplantowanych myszom [20,71].

Ryc. 1. Amyloid w obrebie ludzkich wysp Langerhansa w przebiegu
zaawansowanej cukrzycy, barwienie hematoksyling i eozyna. Zdjecie
otrzymano dzieki uprzejmosci Prof. G. Westermark
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Ryc. 2. Fibryle syntetycznej amyliny ludzkiej widziane w mikroskopie
elektronowym. Zdjecie otrzymano dzieki uprzejmosci Prof. L.Serpell
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WYSPY LANGERHANSA MIKROSRODOWISKIEM FORMOWANIA AMYLOIDU
TRZUSTKOWEGO

Wyspy Langerhansa, stanowiace okoto 1-2% masy
trzustki, maja ztozong budowe i dlatego czesto sa okre-
$lane w pismiennictwie jako mikronarzad. Owalne badZ
okragte skupiska komdérek, o §rednicy okoto 50-250 um,
otacza torebka kolagenowa i powtoka glejowa sprawia-
jac, ze jawia sie one jako wyspy w otaczajacej je, prze-
wazajacej masie komérek egzokrynnych, ktére buduja
okoto 98% masy trzustki. Wyspy sg zatem rozproszonym
gruczotem wydzielania wewnetrznego. Zbudowane sa
z komérek endokrynnych pochodzenia nabtonkowego
oraz nielicznych komérek o pochodzeniu nienabtonko-
wym, tj. komérek tkanki tacznej, komérek nerwowych
sieci wspétczulnej, przywspdtczulnej, komérek zwojo-
wych, perycytédw, makrofagédw i komérek dendrytycz-
nych oraz komérek bogatej sieci naczyn krwiono$nych
wysp [5,10,26,32,57,79].

Wszelkie miejscowe zaburzenia funkcji poszczegSlnych
komérek czy cytoarchitektoniki wysp niekorzystnie
wplywaja na prace mikronarzadu, catej trzustki, a w kon-
sekwencji catego organizmu. Pierwsze, nieuchwytne
etapy fibrylacji amyliny prowadzg poczatkowo do dys-
funcji komérek beta z powodu ich stopniowego uszka-
dzania. Z czasem postepujacy proces fibrylacji ujawnia
sie odktadaniem rosngcych fibryli w postaci ztogéw
amyloidu. Zaburzaja one prace takze innych komdrek
wysp trzustki [19,32].

W 1977 r. Capella i wsp. podjeli prébe uporzadkowania
nazewnictwa odnoszacego sie do komérek endokryn-
nych wysp trzustki, a takze do wywodzacych sie z tych
komérek nowotworéw [7]. Wyrdzniono wéwczas naste-
pujace typy komérek endokrynnych: A, B, D, D,, F, Ec,
G i S. Komérki te oznaczono duzymi literami alfabetu
taciriskiego i/lub malymi literami alfabetu greckiego,
funkcjonujacymi jako starsze, cho¢ cze$ciej spoty-
kane nazewnictwo. W nieco archaicznej wersji komérki
endokrynne okreslano takze cyframi obu alfabetéw
[26,48,55,57].

Komoérki A wysp trzustki (komérka a) (a-cell of pan-
creatic islets, glucagon-secretin cell) stanowig okoto
15-20% masy wysp trzustki, wydzielaja glukagon, uwal-
niaja tez pankreostatyne, produkt trawienia chromo-
graniny A. Komérki B wysp trzustki (komdrka f) (B-cell
of pancreatic islets, insulin, amylin-secretin cell), opi-
sane juz w 1907 r., stanowia szacunkowo 50-80% masy
wysp trzustki, tj. okoto 500-1500 mg, co odpowiada
liczbie okoto 10° komérek. Uwalniajg insuline, amyline
i ich proformy, peptyd C, a takze np. neuroprzekaznik
GABA (kwas y-aminomastowy). Komérki D wysp trzustki
(komérka & lub komérka typu I11) (D-cell of pancre-
atic islets) opisano nieco pdzniej, bo w 1931 r. i stano-
wia okoto 3-10% masy wysp. Uwalniaja somatostatyne
(dawna nazwa somatotropin release inhibitor factor).
Pozostate, wymienione na wstepie, typy komérek stano-
wig mniej niz 1% masy trzustki. Sg to: komérki D, (IV

typu wysp trzustki) (D -cell of pancreatic islets), ktére
uwalniajg wazoaktywny peptyd jelitowy (vasoactive
intestinal peptide, VIP) stad tez nosza nazwe: VIP-cells,
komérki F wysp trzustki (nazywane tez komérkami PP,
pancreatic polypeptide cells, PP-cells), ktérych obec-
no$¢ ujawniono dopiero w 1971 r. Uwalniajg polipep-
tyd trzustkowy PP (pancreatic polypeptide) i hormon
adrenomedulline (adrenomedullin, AM) a sg umiejsco-
wione gtéwnie w wyspach glowy trzustki. Do komérek
stosunkowo nielicznie wystepujacych w wyspach naleza:
komérki argentofilne EC (enterochromaffin cells, EC),
uwalniajgce serotonine (5-hydroksytryptamina) i moty-
line; komdrki S wysp trzustki (S-cell, secretin cell), uwal-
niajace sekretyne; komérki C wysp trzustki (C-cell of
pancreatic islets) i komérki typu P [3,26,48]. Komérki G
(gastrin cells, G-cells, G-type cells producing gastrin),
ktére wytwarzaja gastryne, wykryto w wyspach Langar-
hansa szczuréw w okresie ptodowym [47,84].

Niektére komérki wysp trzustki zidentyfikowano sto-
sunkowo niedawno, na podstawie badari immunocyto-
chemicznych. Nalezg do nich komérki E wysp trzustki
(komérka ¢) (epsilon cells, ghrelin cells), stanowigce
zaledwie okoto 1% masy wysp trzustki, wytwarzajace
hormon greline (ghrelin, wywodzgca sie od praindo-
europejskiego stowa ,,ghre” - rosnaé i relin - pobudzaé
wydzielanie). Ich obecno$¢ wykazano w wyspach Lan-
gerhansa w 2002 r. u myszy i w 2009 r. ujawniono je takze
u ludzi [2,5,31,72,84]. Obecno$¢ w obrebie wysp Langer-
hansa zwierzat i cztowieka subpopulacji komdrek pro-
genitorowych: wielopotencjalnych i/lub prekursoréw,
m.in. prekursoréw komdérek p, jest przedmiotem badan.
W 2010 r. opisano nowy typ komdérek, wykrytych w ludz-
kich wyspach Langerhansa. Subpopulacje te stanowia
nieliczne komérki pochodzenia mezenchymalnego, nie-
ujawniajace cech komérek endokrynnych, stanowigce
- zdaniem autoréw - formy prekursorowe komdrek
endokrynnych wysp trzustki [8].

Liczba wysp, ich rozmieszczenie i cytoarchitektonika to
cechy bardzo swoiste gatunkowo. Szacuje sie, ze w trzu-
stce gryzoni jest okoto kilkaset tysiecy wysp, u cztowieka
okoto miliona. U cztowieka sg one rozmieszczone w trzu-
stce nieréwnomiernie, wiecej jest ich w trzonie i ogonie,
mniej w glowie trzustki. Ich sktad komérkowy zalezy od
umiejscowienia w obrebie trzustki. Przypuszczalnie ma
to zwigzek z pochodzeniem narzadu [75].

W poszczegblnych wyspach nie musza wystepowaé
wszystkie wymienione typy komérek. U czltowieka
w wyspach umiejscowionych w trzonie i ogonie trzustki
wiecej jest komdrek a, a mniej komdrek PP. Komérki i D
sg rozmieszczone w trzustce réwnomiernie. Komérkom
B czasami nie towarzyszg inne komdrki i wowczas sg
traktowane jako jednostki morfologiczne, okreslane ter-
minem ,,single B cells”. Jest to istotne z powodu poste-
pujacego w komdérkach P procesu fibrylacji amyliny,
ktéry z czasem obejmuje caty narzad. U gryzoni komé-
rek P jest wiecej (77%) niz u cztowieka (55%) i lokuja sie
w centralnej cze$ci wyspy, otoczone przez inne typy
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komdrek, utozone peryferyjnie. U cztowieka komdrki 8
sa réwnomiernie rozproszone w masie innych komérek
wyspy, ale pozostaja w bliskim sgsiedztwie z komérkami
a [12,32,39,48,57].

Cho¢ funkcjonalnie komérki wysp sg podobne, to jed-
nak opisane réznice gatunkowe wptywaja na ich ukrwie-
nie. Szacuje sie, ze komédrki wysp otrzymuja 5-10 razy
wiecej krwi niz otaczajace je obszary egzokrynne i, nie
majac wlasnych przewodéw, pozostaja w bezposrednim
kontakcie z naczyniami krwiono$nymi. Mikrocyrkula-
cja w obrebie wysp jest niezwykle istotnym czynnikiem
$rodowiskowym dla prawidtowej funkcji komérek budu-
jacych nie tylko te mikroorgany, ale takze dla innych
komérek trzustki. Naczynia wiosowate wysp tacza sie
z siecig naczyn cze$ci zewnatrzwydzielniczej trzustki.
Krew zaopatrzona w hormony uwalniane przez komérki
wysp Langerhansa dociera najpierw do komérek cze-
$ci egzokrynnej trzustki. Sprawna mikrocyrkulacja
warunkuje zatem prawidlowe dziatanie catego narzadu,
a w konsekwengji i organizmu.

Wymienione komérki wysp wytwarzaja i uwalniaja takze
inne niz juz wymienione, liczne neuroprzekazniki, neu-
rohormony i hormony peptydowe, np.: acetylocholine,
norepinefryne, galanine, enkefaline, hydrolaze tyro-
zynowa, tlenek azotu, substancje P, peptyd uwalnia-
jacy gastryne (gastrin releasing peptide), biatko PACAP
(pituitary adenylate cyclase activating polypeptide),
met-enkefaline (methionine-enkephalin), peptyd CART
(cocaine amphetamine regulated transcript, CART),
cholecystokinine (cholecystokinin CCK), biatko CGRP
(calcytonin gene related peptide, CGRP), czynnik wzro-
stu IGF (insulin growth factor, IGF), peptyd YY (peptide
YY, PYY), hormon uwalniajacy tyrotropine (thyrotropin
releasing hormone, TRH), bombezyne, neuropeptyd Y.
Maja one wplyw na lezace w ich poblizu czy sgsiadujace
z nimi komdérki trzustki i na komérki catego organizmu.
We wszystkich stanach patologicznych trzustki, réwniez
w amyloidozie miejscowej, zmiany dotycza takze mikro-
krazenia. Obecnos¢ ztogéw amyloidu utrudnia ukrwie-
nie i wptywa na prace narzadu [5,6,10,26,30,31,32,57,
60,75,79].

Formowanie amyloidu trzustkowego towarzyszy takze
chorobie nowotworowej trzustki. Z komdrek endokryn-
nych wysp trzustki serii APUD, gromadzacych i dekar-
boksylujacych aminy i prekursory amin katecholowych
(amine precursor uptake and decarboxylation), zwanych
takze systemem rozsianych komdrek endokrynnych (dif-
fuse neuroendocrine system, DNES), wywodzi sie grupa
nowotwordw stanowigca okoto 10% wszystkich guzéw
trzustki. Okresla sie je terminem wyspiaki, cho¢ nie jest
to nazwa poprawna [45,48,58]. Tylko niektére z nowo-
tworéw majg charakter guzéw hormonalnie czynnych,
tj. uwalniajag wytwarzany hormon w ilosci wywotujg-
cej efekt biologiczny. Nazwy poszczegdlnych nowotwo-
réw wskazujg na typ komérki, z ktérej sie wywodza.
Do nazwy wydzielanego przez dang komérke hormonu
dodaje sie przyrostek - oma. Do zmian czynnych naleza

guzy insulinowe trzustki, wywodzace sie z komérek beta
wysp trzustki (insulinoma, beta cell tumour), okre$lane
takze terminem insulinoma [66,85].

Guz insulinowy trzustki to nowotwdr stosunkowo rzadko
wystepujacy u ludzi. W ciggu roku odnotowuje sie 2-4
przypadki na milion mieszkaficédw. Stanowia one jed-
nak az 73% nowotwordw wysp trzustki. Okoto 10% tych
guzéw ma charakter zto$liwy, daje przerzuty do weztéw
chtonnych i do watroby. Guz, o stosunkowo matych roz-
miarach 1-2 cm, umiejscawia sie w miare réwnomiernie
w obrebie trzustki, cho¢ czasem odnajdywany jest takze
w innych miejscach organizmu, np. w uktadzie pokar-
mowym [21,24].

Cukrzyca czesto jest pierwszym objawem toczgcego
sie w obrebie wysp trzustki procesu nowotworowego
[25,51,76]. Podobnie jak w cukrzycy typu 2, takze w prze-
biegu tej choroby, w okoto 50% jej przypadkédw w obrazie
mikroskopowym, w obrebie guza sa odnajdywane obfite
ztogi amyloidu. U pacjentéw chorych na ten nowotwér
nie stwierdza sie zaburzeti na etapie trawienia prekurso-
réw amyliny i nie obserwuje sie podwyzszonego stezenia
polipeptydu we krwi krazacej. Wydaje sie, ze zaburze-
nie sekrecji amyliny powoduje jej akumulacje w komér-
kach beta i formowanie amyloidu [45,78]. Role komdrek
beta trzustki w patogenezie cukrzycy typu 2 oméwiono
w pracy [53].

AMYLINA | AMYLOID W SWIECIE ZWIERZAT | U CZLOWIEKA

Amyline zidentyfikowano u wielu gatunkéw zwierzat
nalezacych do ssakéw tozyskowych. Sa nimi - zaczy-
najac od naczelnych - cztowiek, z matp starego Swiata
- makak, z drapieznych - pies, kot, puma, szop, z zajaco-
watych - zajac i krélik i z gryzoni - koszatniczka pospo-
lita, $winka morska, chomik syryjski, mysz i szczur.
Zbadano takze amyline $wini - udomowionego zwie-
rzecia pochodzgcego od dzika. Dla cztowieka i niektd-
rych zwierzat konsekwencje obecnosci tego polipeptydu
w komérece, poza pozadanymi dla organizmu funkcjami
fizjologicznymi jakie ten hormon petni, moga by¢ bar-
dzo niekorzystne czy wrecz zgubne. Sytuacja taka zda-
rza sie wtedy, gdy z powodu réznych, nierozpoznanych
przyczyn czasteczka amyliny wykazuje zdolno$¢ do for-
mowania fibryli, a nastepnie wchodzi w sktad depozytéw
amyloidowych. Ztogi fibrylujacej amyliny odnaleziono
w organizmach: cztowieka, wielu matp waskonosych, np.
makaka czubatego i makaka lapundera, takze u pumy
ikota[17,36,37,41,42,82]. Kota wykorzystuje sie do badari
wyjatkowo czesto, poniewaz cukrzyca typu 2 w swym
przebiegu, objawach i patomorfologii najbardziej przy-
pomina symptomy odnajdywane u ludzi, a ztogi amy-
loidu sg odnajdywane u kota zanim wystapia objawy
i rozwinie sie choroba [35,66,87]. Z punktu widzenia
medycyny ciekawe i w pewnym sensie obiecujgce jest,
ze amylina $wini, w poréwnaniu z amyling ludzkg, ma
obnizona sktonno$¢ do formowania fibryli. Moze to by¢
istotne przy przeszczepie trzustki $wini [88]. Amyline
ujawniono takze w depozytach wyizolowanych z guzéw
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typu insulinoma odnajdywanych u cztowieka i u psa
[43,65,82].

Ten sam polipeptyd, wytwarzany przez komérki trzustki
innych przebadanych zwierzat, np. przez inne drapiez-
niki: psa, szopa, a takze przez wszystkie wymienione
gatunki gryzoni nie formuje fibrylarnych ztogéw. Do
wyjatkéw nie nalezy takze koszatniczka, u ktérej odna-
leziono ztogi amyloidu, jednak sa one formowane przez
insuline a nie amyline. Jest to jedyny taki przypadek
w $wiecie zwierzat [33,64,65]. Wydaje sie, ze amylina
tych gatunkéw nie wykazuje cechy fibrylotwdrczosci
takze w warunkach in vitro [4,42]. Jednak u dwéch przed-
stawicieli zajacowatych: u nowozelandzkiego krélika
biatego i zajgca europejskiego, mimo iz nie odnaleziono
w organizmie depozytéw fibrylujacej amyliny, jednak
wykazano, ze cecha zdolnosci do fibrylacji polipeptydu
jest ujawniana w warunkach in vitro. Brak depozytéw
amyloidu w komérkach trzustki krélika i zajgca autorzy
tlumacza niewielkim stezeniem polipeptydu w komér-
kach trzustki tych gatunkéw [11].

AMYLOIDOWE DEPOZYTY AMYLINY

Badania depozytéw amyloidowych amyliny

Do analizy uformowanych depozytéw amyliny w postaci
amyloidu wykorzystuje sie dwa zwiazki: czerwient Kongo
(Congo Red) i czasami tioflawine S (thioflavine S, ThsS),
ktérych mechanizm dziatania nie jest do kotica poznany.

Czerwieri Kongo (s6l disodowa kwasu 4-amino-3-[4-[4-(1-
-amino-4-sulfonatonaftalen-2-ylo)diazenylofenylo]
fenylo]diazenylonaftaleno-1-sulfonowego) nalezy do
grupy barwnikéw azowych, o ktérych wiadomo, ze sil-
nie wigze sie z wtdknami celulozy, wtéknami amyloidu i,
jak ostatnio stwierdzono, z niektérymi biatkami. Skutki
dwdéjtomnosci i dichroizmu, obserwowane po zastoso-
waniu czerwieni Kongo, pozwalaja na wykrycie ztogéw,
ktérym jest przypisywana natura amyloidowa. Uwi-
doczniane sg one po poddaniu badanej prébki dziataniu
$wiatta spolaryzowanego, w ktérym jawig sie jako ztogi
zielono-zébtte lub przypominajace kolor zielonego jabtka.
Czerwieti Kongo w stanie wolnym, niezwiazanym z amy-
loidem, cechuje widmo absorpcji z maksimum przy A =
498 nm, ktére w wyniku zwigzania barwnika z wtéknem
fibryli ulega przesunieciu do A = 541 nm, dajac w mikro-
skopie $wietlnym wrazenie barwy czerwone;j.

Tioflawina S jest homogenna mieszaninag heterogen-
nych zwigzkéw z grupy barwnikéw benzotiazolowych
i w zakresie pH 5-9 funkcjonuje w postaci anionu. Silna
fluorescencja wtasna czasteczki eliminuje ten zwia-
zek z badan kinetycznych procesu fibrylacji. Moze by¢
jednak wykorzystywany w patomorfologii i w bada-
niach podstawowych depozytéw amyloidu. W postaci
metylowanej barwnik funkcjonuje pod nazwa prymu-
lina (primuline) i cechujg go odmienne od tioflawiny
T wlasciwoséci spektralne i fluorescencyjne. Tioflawina
S w roztworze wodnym jako zwigzek wolny, niezwia-

zany z amyloidem wykazuje fluorescencje z maksimum
455 nm przy wzbudzeniu falg o dlugosci 360 nm. Po
zwiagzaniu do fibryli amyloidu nastepuje przesuniecie
hiperchromowe o okoto 45 nm i zwigzek wykazuje silng
niebieska fluorescencje [15,29,40,44,50].

Kryteria uznania formowanych agregatéw za amyloid

Aby formowane w réznych warunkach eksperymental-
nych depozyty amyliny zostaly uznane za fibryle, musza
spetniaé pewne kryteria morfologiczne i fizykoche-
miczne. Sg nimi dodatnie testy barwne: test na etapie
fibrylacji peptydu/biatka z tioflawing T oraz test ufor-
mowanych depozytéw w badaniu czerwienig Kongo
(ryc.3) i tioflawina S. Nalezy uwzgledni¢ to, ze te testy
nie sa catkowicie swoiste dla amyloidu, zwtaszcza test
z ThT. Informacje uzyskiwane technika mikroskopii elek-
tronowej (electron microscopy, EM) i technikg mikro-
skopii sit atomowych (atomic force microscopy, AFM)
potwierdzajg fibrylarng postaé depozytéw. Obrazuja
one wielko$¢ fibryli, tj. ich dtugo$¢, szeroko$é, ksztatt,
odzwierciedlajacy typ procesu fibrylacji, typ skretu.
Uwidaczniaja takze powtarzajace sie jednostki struktu-
ralne fibryli (ryc.2).

Bardzo swoista, uporzadkowana struktura formowa-
nych fibryli i periodyczno$¢ ich struktury moze zostaé
potwierdzona jedynie technika dyfrakcji promieni X.
Nastepuje to w chwili uzyskania specyficznego obrazu
struktury fibrylarnej, tzw. struktury cross-beta (struk-
tury poprzecznej, zwanej takze krzyzem beta). Odpo-
wiada ona obecnosci w badanym materiale jednostki
rdzeniowej fibryli, za ktéra uznaje sie tzw. strukture -
sheet. Badania technika dyfrakcji promieni Roentgena
sprowadzaja sie do analizy dyfraktograméw, obrazuja-
cych system plamek interferencyjnych, rozmieszczonych
mniej lub bardziej symetrycznie, wzgledem $rodka pola,
ktére jest $ladem padania wigzki promieni nieugietych.
Ich powstawanie to wynik dziatania na film lub klisze
fotograficzna, interferujacych promieni Roentgena, ugie-
tych na uporzadkowanej strukturze fibryli. Na dyfrak-
togramie pojawiaja sie dwa koliste refleksy $wietlne
o réznej intensywnosci (ryc. 4).

Pierwszy, intensywny, zwany refleksem potudnikowym,
wskazuje na periodyczno$¢ badanej struktury, utozo-
nej prostopadle wzgledem dhugiej osi fibryli w odlegto-
$ciach co 0,47 nm (4,7 A). Refleks ten obrazuje odlegtosci
w jakiej sa rozmieszczone struktury zwane odcinkami
lub ni¢mi beta (B-strands), formowane przez amino-
kwasy z udziatem wigzath wodorowch. Sa one utozone
réwnolegle wzgledem siebie i to one buduja struktury
B-sheets. Drugi, mniej intensywny, zwany refleksem
réwnoleznikowym, moze byé na tyle staby, ze sprawia
wrazenie jedynie rozmytych plam. Obrazuje uporzadko-
wane jednostki B-sheets, utozone réwnolegle do dtugiej
osi wiékna, a rozmieszczone w odlegto$ciach ok. 0,98nm
(9,8 A). Przyjmuje sie, ze protofilamenty budujace
fibryle amyliny sktadaja sie z czterech struktur B-sheets.
W przypadku fibryli amyloidowych, w tym i fibryli amy-
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Ryc. 3. Amyloid w obrebie ludzkich wysp Langerhansa w przebiegu
zaawansowanej cukrzycy; barwienie czerwienia Kongo, obserwacja
w mikroskopie fluorescencyjnym przy A, =546. Zdjecie otrzymano
dzieki uprzejmosci Prof. G. Westermark

47A

Ryc.4. Dyfraktogram fibryli amyliny ludzkiej; na ryc. zaznaczono refleksy
$wietlne — potudnikowy (4,7A) i rownoleznikowy (10R). Zdjecie
otrzymano dzieki uprzejmosci Prof. L.Serpell

liny, refleksy te obrazuja przestrzenne utozenie struktur
budujacych fibryle w kierunku réwnolegtym i prostopa-
dtym wobec dtugiej osi fibryli. Takie wzajemne utozenie
wymienionych struktur daje wrazenie ich przestrzen-
nego krzyzowania sie i dlatego zostato okreslone termi-
nem cross-beta.

Technike te zastosowano do badan amyloidu po raz
pierwszy w 1968 r. [22]. Ujawniono wéwczas, ze uktad
pojawiajgcych sie dwdch charakterystycznych reflek-
séw $wietlnych odzwierciedla strukture badanych fibryli
amyloidowych, pozyskanych z watroby i §ledziony czto-

wieka. W 1988 r. technike te zastosowano do zbadania
struktury fibrylujacego syntetycznego fragmentu rdze-
niowego amyliny, ulokowanego miedzy aminokwasami
20-29. Uzyskany charakterystyczny obraz dyfrakcyjny
potwierdzit uporzgdkowang strukture badanego mate-
riatu, przypisana fibrylom amyloidowym [28]. Nastepnie
wykazano, ze fibryle formowane przez petnoaminokwa-
sowg wersje polipeptydu i przez jego fragmenty, wyka-
zuja podobienistwo rejestrowanych sygnatéw, choé
fibryle formowane np. przez fragment 8-20 amyliny
czlowieka nie dajg tak doskonatych reflekséw jak caty
polipeptyd. Przyczyng moze by¢ to, ze fibryle frag-
mentéw amyliny sa formowane gwaltowniej i znacznie
szybciej [40]. Obraz fibryli amyliny uzupehnia zidentyfi-
kowanie motywu, na ktéry sktadajg sie pary elementéw
strukturalnych p-stands (pair-of-sheets organization),
miedzy ktérymi nie ma czgsteczek wody. Formujg one
dwie struktury p-sheets, ktére tworza tzw. zamek ste-
ryczny - strukturalny (steric zipper) [59,98]. Analize
fibryli amyliny, technikg dyfrakcji promieni X przepro-
wadzili Makin i Serpell, wykazujac typowa strukture
cross-beta [52].

AMYLINA W BADANIACH IN VITRO

Jak pozyska¢ prawidlowy material badawczy

0 ile badania formowanych w warunkach in vivo depozy-
téw amyliny wymagaty pozyskania odpowiednich zwie-
rzat badZ w przypadku ludzi - dawcéw narzadu, natomiast
przeprowadzanie badan formowanych przez amyline
fibryli w warunkach in vitro stwarzato powazne trudno-
$ci metodyczne. Amylina jest polipeptydem trudnym
zaréwno do syntezy, jak i do oczyszczania z agregatéw.
Wyjatkowa nierozpuszczalno$é polipeptydu, uwarunko-
wana sktadem aminokwasowym oraz btyskawiczna fibry-
lacja w roztworach wodnych powoduje, ze bardzo trudne
lub wrecz niemozliwe staje sie jego badanie. Szczegblny
problem metodyczny stanowi pozyskanie odpowiedniego
syntetycznego materiatu do badan. Moga nim by¢ caly, tj.
37-aminokwasowy polipeptyd lub zsyntetyzowane jego
fragmenty. W kazdym przypadku wystepuja jednak liczne
problemy metodyczne [34,38,56].

Zaproponowano model przygotowania syntetycznej
amyliny, rozpuszczajac polipeptyd nie w trifluoroeta-
nolu (TFE), ale w heksafluoro-2-izopropanolu (HFIP).
W tych warunkach amylina jest rozpuszczalna w 100%,
bez dodatkowych agregatéw. Pozwala na zachowanie
- przynajmniej przez jaki$ czas - stabilnej, helikalnej
struktury polipeptydu w roztworze, umozliwia prze-
prowadzenie badan fibrylujacej czasteczki i zebranie
w miare powtarzalnych wynikéw. Metoda ma jednak
pewne ograniczenia ponewaz HFIP jest toksyczny dla
komérek [34].

Nie powiodtly sie préby ekspresji polipeptydu w komér-
kach bakterii. Aby uniknaé preagregacji jego catej
postaci i/lub fragmentéw na etapie ekspresji w komér-
kach Escherichia coli, proponuje sie synteze rekombi-
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nowanej postaci amyliny, zawierajacej jako element
fuzyjny biatko wiazace maltoze (maltoze binding pro-
tein, MBP). W tym uktadzie dziala ono, nie interferujac
w procesie fibrylacji, jako biatko chaperonowe, chro-
niace amyline przed preagregacja. Okazuje sie jednak, ze
fuzja taka nie jest mozliwa w przypadku syntetycznych
fragmentéw amyliny. Konieczne jest wéwczas stosowa-
nie petnoaminokwasowj wersji polipeptydu. Wobec licz-
nych probleméw postuluje sie takze przygotowywanie
$wiezych preparatéw amyliny kazdorazowo do ekspery-
mentu [54,86].

Innym rozwigzaniem moze byé model syntezy frag-
mentéw lub calej ludzkiej amyliny z wykorzystaniem
pseudoproliny. Hydrofobowe sekwencje amyliny sa nie-
zwykle trudne do otrzymania metodg syntezy w fazie
statej (solid-phase synthesis, SPPS) i sprzyjaja formowa-
niu ubocznych produktéw, ktére interferuja w procesie
cyklizacji. Stanowi to powazny problem metodyczny,
ktérego rozwigzaniem moze by¢ wykorzystanie pseudo-
proliny w postaci dipeptydowych pochodnych dimetylo-
xazolidyny (tzw. Fmoc-pseudoprolina-oxazolidyna). Co
wiecej, wprowadzenie pseudoproliny zapobiega formo-
waniu na etapie syntezy struktur B-sheet, ktére sprzy-
jaja agregacji polipeptydu [1,69]. Wprowadzenie do
amyliny ludzkiej trzech reszt proliny, obecnych w niefi-
brylujacej amylinie szczura, pozwolito na zsyntetyzowa-
nie czasteczki stosowanej jako materiat badawczy i jako
lek pod nazwa Symlin.

Wydaje sie, ze krétsze fragmenty sa tatwiejsze do ana-
lizy. Syntetyczne ,,surowe” peptydy wymagaja jednak
wieloetapowego przygotowania do dalszych badan,
by uzyska¢ preparat o czystosci przynajmniej 95%. Na
etapie oczyszczania istotne jest eliminowanie istnie-
jacych w roztworach agregatéw polipeptydu, ktére ini-
cjuja proces fibrylacji, a takze uwzglednienie zaleznej od
warunkéw (pH) rozpuszczalno$ci amyliny [62]. Masy cza-
steczkowe otrzymanych peptydéw réznia sie jednak masa
czasteczkowg od mas oczekiwanych, sa zazwyczaj nieco
wieksze (np. dla fragmentu amyliny 24-37 masa oczeki-
wana wynosi 1383,4 g/mol, a faktyczna 1405,8 g/mol).
Réznice te ttumaczy wigzanie jonéw sodu badZ potasu.
Inng metodyczng ,,putapka” jest niezbedny etap filtra-
cji. Wymaga on odpowiedniego przygotowania, tj. wie-
lokrotnego przemycia odpowiedniego filtru i strzykawki.
Zaniedbanie tego etapu skutkuje wprowadzeniem do
préb zanieczyszczerr absorbujgcych UV, Zmiana warun-
kéw eksperymentalnych (np. pH) sprawia, ze nieodzowne
staje sie monitorowanie i eliminowanie pojawiajacych sie
w prébkach precypitatéw amyliny lub jej fragmentdéw.
Etap rozpuszczania polipeptydu i filtracji jest niezwykle
istotny, gdyz eliminuje wiekszo$¢ agregatéw powstaja-
cych w roztworze i sprawia, ze analizie (np. metoda CD)
jest poddawany w miare stabilny preparat. Jedynie prébki
catkowicie rozpuszczone, zupetnie pozbawione agrega-
téw pozwalaly na uzyskiwanie powtarzalnych wynikéw,
np. metodg turbidymetryczng. Obecno$é w badanych
prébkach jakichkolwiek form agregatéw eliminuje moz-
liwo$¢ uzyskania powtarzalnych wynikéw. Funkcjonuja

one w roztworze jako ziarna polimeryzacji (,,seeds”) i cal-
kowicie zmieniaja warunki eksperymentu prowadzonego
w czasie, wplywajac na wynik koricowy [73,77].

Odrebny problem metodyczny stanowia produkty
spontanicznej deamidacji polipeptydu. W tym proce-
sie gtéwng role odgrywa reszta kwasu asparaginowego,
reszta glicyny, a takze obecno$¢ fosforandw, ktére nasi-
laja ten proces. Niezwykle wazny jest takze czynnik
czasu, powodujacy starzenie sie preparatu (aging) czego
wynikiem jest gromadzenie sie produktéw deamidacji,
traktowanych jako zanieczyszczenie preparatu. Takze
i one dziatajg jako ziarna polimeryzacji, zapoczatkowu-
jac proces fibrylacji. Wykazano, ze czyste prébki analizo-
wanego polipeptydu, pozbawione produktéw deamidacji
nie fibryluja. Natomiast dodanie nawet niewielkich ilo-
$ci takich produktéw, stanowiacych mniej niz 5% prébki,
wplywa indukujaco na proces fibrylacji do tej pory nie-
fibrylujacego polipeptydu. Wydaje sie, ze pewne zna-
czenie moze mieé protonacja produktéw deamidacji.
Stwierdzono, ze ze wzgledu na charakter samego poli-
peptydu nalezy zachowa¢d szczegélnie wysokie para-
metry czysto$ci przygotowywanych preparatéw, ktére
powinny znacznie przewyzszal parametry uznane za
standardowe i za wystarczajace do badan innych biatek
i peptyddéw [61].

Powyzsze uwagi nie wyczerpuja wszystkich proble-
mdéw, jakie sprawia amylina w probéwce, w kuwecie
czy na etapie jej oczyszczania, np. w chwili kontaktu
z powierzchnig filtra. Posta¢ w jakiej amylina pozo-
staje w roztworze, jest odmienna od tej jaka przyjmuje
w zetknieciu z powierzchnig np. kwarcu, kiedy to zmiany
konformacyjne sa zwiazane z procesami adsorpcji do
powierzchni szkta/krysztatu. Jest to polipeptyd nie-
zwykle tatwo i nieswoiscie, ale silnie adsorbujacy sie do
powierzchni. Niezwykle istotne jest, aby przy pomia-
rach, kazdorazowo sprawdzi¢ stan czystosci kuwet, to
znaczy wykona¢ skany kuwet wypetnionych woda przed
badaniem polipeptydu i po jego analizie. Zauwazono, ze
polipeptyd zaadsorbowany na powierzchni $cian kwar-
cowej kuwety jest na tyle trwaly, ze nie daje sie usuna¢
przeptukiwaniem kuwety woda. Jest to niezwykle wazne
przy interpretacji wynikéw badan, gdyz zmienia catko-
wicie obraz eksperymentu [77]. Poszukiwania nowych
metod, rozwigzan i podejscia do zagadnienia syntezy
polipeptydu i otrzymywania jego czystych preparatéw
trwaja.

ZAKONCZENIE

Wykrycie fibrylujacego sktadnika amyloidu trzustko-
wego - amyliny otworzylo nowy etap postrzegania
i rozumienia zjawiska fibrylacji, a z czasem takze rozu-
mienia roli tego procesu w rozwoju cukrzycy typu 2.
Odmienne zachowanie amyliny pochodzacej od réz-
nych gatunkéw, tj. ujawniana badZ nieujawniana cecha
zdolnosci do fibrylacji, stato sie trudnym, ale niezwykle
waznym wyzwaniem badawczym. Mimo trudnosci meto-
dycznych w pozyskaniu amyliny do badat, jej synte-
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tyczne analogi umozliwity postawienie kolejnych pytan
badawczych. Uzyskane odpowiedzi pozwolity posze-
rzy¢ wiedze na temat fizjologicznej roli tego hormonu,
a moze nawet neurohormonu w regulacji wielu proce-
séw w organizmie, w tym metabolizmu glukozy. Amylina
zostata wpisana jako trzeci, oprécz insuliny i glukagonu
istotny czynnik regulujacy stezenie cukru.
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