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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Endocytoza niezalezna od klatryny (CIE) jest procesem pobierania przez komérki réznych
czastek, w tym réwniez drobnoustrojéw chorobotwdrczych, bez udziatu biatka optaszczajacego
klatryny. Zachodzi w komdrkach ssakéw i jest regulowana biatkowo-lipidowym sktadem bton
komérkowych. Poznanie réznych szlakédw CIE pozwolito na identyfikacje nowych mechani-
zméw molekularnych uczestniczacych w pobieraniu czasteczek i w sygnalizacji komérkowe;
oraz wyjasnito ich role w procesach patologicznych. W pracy opisano choroby zwigzane z ge-
netycznymi wadami biatek uczestniczacych w CIE oraz zwiazek miedzy ich ekspresja a pato-
mechanizmem miazdzycy, hipercholesterolemii, cukrzycy i nowotworzeniem. Przedstawiono
réwniez role CIE w zakazeniach bakteryjnych, wirusowych, grzybiczych i pierwotniakowych.
Opisano mozliwosci wykorzystania endocytozy niezaleznej od klatryny do zwiekszenia wchta-
niania lekéw i ich przechodzenia przez btony biologiczne oraz do projektowania swoistych
nanono$nikdéw, pobieranych selektywnie przez komérki.
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Keywords:

Summary

Clathrin-independent endocytosis (CIE) is the process of cellular uptake of various particles,
including pathogens, without the coat protein clathrin. It occurs commonly in mammalian
cells and is regulated by protein-lipid composition of the cell membranes. Understanding of
different routes of CIE allowed the identification of novel molecular mechanisms involved in
uptake of molecules and cell signaling and explained their role in pathological processes. In
this paper we characterize diseases associated with genetic defects of proteins involved in CIE
and the relationship between expression of these proteins and pathology of atherosclerosis,
hypercholesterolemia, diabetes and neoplasia. The role of CIE in bacterial, viral, fungal, and
protozoal infections is also presented. In the second part we describe the plausible use of
clathrin-independent endocytosis in increasing drug absorption, their penetration through
biological membranes, and the design of specific nanocarriers for selective cell uptake.
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AGEs - koncowe produkty zaawansowanej glikacji (advanced glycation end products); BBB - ba-
riera krew-mozg; CAV1 - kaweolina 1, CAV2 - kaweolina 2, CAV3 - kaweolina 3; CDR - koliste
pofatdowania grzbietowe (circular dorsal ruffles); CFTR - btonowy regulator przewodnictwa
(cystic fibrosis transmembrane conductance regulator); CIE - endocytoza niezalezna od klatryny
(clathrin-independent endocytosis); CLIC/GEEC - przenos$nik niezalezny od klatryny/wczesny
przedziat endosomalny bogaty w biatko GPI (clathrin-independent carrier/glycophosphatidy-
linositol (GPI)-anchored protein enriched early endosomal compartment); CMKLR1 - receptor
chemeryny (chemokine-like receptor 1); CPMV - wirus mozaikowatosci fasolnika chirskiego; Ctx
—toksyna cholery; EGFR - receptor czynnika wzrostu naskorka (epidermal growth factor receptor);
ER - siateczka srédplazmatyczna (endoplasmic reticulum); ERK - kinaza regulowana zewnatrzko-
morkowo (extracellular signal-regulated kinase); GPI - kotwica glikozylofosfatydyloinozytolowa;
HIV - ludzki wirus niedoboru odpornosci (human immunodeficiency virus); IAV - wirus grypy
typu A (influenza A virus); IL-2R - receptor interleukiny 2; LDL - lipoproteiny o matej gestosci
(low-density lipoprotein); LDLR - receptor lipoprotein LDL; OUN - osrodkowy uktad nerwowy;
PDGF - czynnik wzrostu pochodzacy z ptytek (platelet-derived growth factor); PDGFR - receptor
PDGF; PI3K - kinaza 3-fosfatydyloinozytolu; RTK - receptorowa kinaza tyrozynowa; SIV — matpi
wirus niedoboru odpornosci (simian immunodeficiency virus); SPARC - kwasowe biatko wy-
dzielnicze bogate w cysteine (secreted protein, acidic and rich in cysteine); Stx — toksyna Shiga;
SV40 - matpi wirus 40 (simian virus 40); T3SS - system sekrecji typu lll (type Ill secretion system);

TFR - receptor transferyny.

Wsrep

Endocytoza niezalezna od klatryny (CIE - clathrin-
-independent endocytosis) to proces pobierania przez
komérki réznych czgsteczek egzogennych i substan-
cji rozpuszczonych w plynie zewnatrzkomérkowym,
ktéry odbywa sie bez udziatu biatka strukturalnego kla-
tryny, a warunkowany jest przez sktad lipidowy i biat-
kowy btony komérkowej. Proces zachodzi w obrebie
dynamicznych, ptaskich domen btonowych zwanych
tratwami lipidowymi. Tratwy lipidowe sa zbudowane
gtéwnie z cholesterolu, sfingolipidéw, w tym glikolipi-
déw oraz glicerofosfolipidéw wzbogaconych w nasy-
cone kwasy ttuszczowe [64]. Odrebnym typem CIE jest
endocytoza z udziatlem kaweoli, czyli butelkowatych
twordw blony komérkowej o $rednicy kilkudziesieciu
nm. Kaweole maja taki sam sktad lipidowy jak tratwy,
ale r6znig sie obecno$cia kaweolin. Sa to swoiste biatka
listka wewnetrznego btony komérkowej, ktére wiaza
cholesterol i tworzgc oligomeryczny kompleks, warun-
kuja wzgledna stabilno$¢ kaweoli [33]. Komérki pocho-
dzace z réznych tkanek réznia sie iloscia kaweoli. Nawet
w obrebie jednej komérki mozna zaobserwowaé zrézni-
cowanie gesto$ci kaweoli w blonie komdrkowej. Na przy-
ktad w komérkach migrujacych endocytoza zachodzaca
bez udziatu klatryny i kaweoli dominuje w cze$ci czo-

towej komérki, natomiast cze$¢ tylna komérki obfituje
w kaweole [46].

CIE jest ztozonym zjawiskiem, regulowanym przez
niskoczasteczkowe biatka btonowe o aktywnosci GTP-
-az: RhoA, Cdc42, Racl, Arfé, Rab8 oraz kinazy i fosfo-
lipazy blonowe. CIE mozna réwniez podzieli¢ na rézne
typy w oparciu o morfologie fragmentdéw paczkujacej
blony, rodzaj transportowanego materiatu, mechanizmy
molekularne regulujgce dany proces oraz wrazliwo$é na
inhibitory [24]. Endocytoza CIE moze angazowal duze
obszary blonowe (fagocytoza, makropinocytoza, koliste
pofaldowania grzbietowe, entoza) lub polegaé na two-
rzeniu mikrodotkéw o réznym ksztalcie. W tym drugim
przypadku wymienia sie endocytoze kaweolarng, endo-
cytoze typu CLIC/GEEC (clathrin-independent carriers/
glycophosphatidylinositol (GPI)-anchored protein enri-
ched early endosomal compartment), endocytoze cha-
rakterystyczng dla receptora interleukiny 2 (IL-2R),
endocytoze zalezng od biatka Arf6 i endocytoze zalezng
od flotyliny (ryc. 1). Doktadng charakterystyke znanych
typdw CIE oraz ich fizjologiczne znaczenie szczegé-
towo oméwiono w artykutach przegladowych [14,28,32].
W pracy uwage skupiono na roli CIE w patofizjologii cho-
réb oraz na potencjalnym wykorzystaniu swoistych szla-
kéw CIE do ukierunkowanego dostarczania lekéw.
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Ryc. 1. Szlaki endocytozy w komdrkach eukariotycznych. CIE dzieli sie na endocytoze kaweolarng i inne typy endocytozy. Wsréd pozostatych typéw wyrdznia sie
jeszcze endocytoze zachodzaca z udziatem dynaminy oraz bez udziatu dynaminy. Odmienne szlaki endocytozy réznig sie morfologia struktur paczkujacych
z btony, zaleznoscia od matych btonowych GTP-az (Arf1, Arf6, Cdc 42, Rab11, Rac1, Rac8, RhoA) oraz od kinaz btonowych (PAK1, PKC, Src)

CIE w PATOGENEZIE CHOROB

Kaweole i choroby z nimi zwigzane

Kaweole sa butelkowatymi lub rzadziej kubkowatymi
wglebieniami blony komérkowej, zawierajacymi swoiste
palmitoilowane biatka wiazace cholesterol zwane kawe-
olinami. Wystepuja powszechnie w komérkach nabton-
kowych, $rédbtonkowych, adipocytach, fibroblastach
i pneumocytach typu I. Kaweole, oprécz uczestniczenia
w endocytozie, odbieraja bodZce mechaniczne i pelnig
funkcje platform sygnalizacyjnych. Ta druga rola jest
szczegblnie wyrazona w komdrkach srédblonka, w kté-
rych kaweole gromadza wiele biatek receptorowych
i regulatorowych, m.in. receptorowe kinazy tyrozynowe,
receptory sprzezone z biatkami G, receptory czynnikéw
wzrostu oraz $rédblonkowa syntaze tlenku azotu (eNOS)
[33,47,66]. Charakterystyczna cechg kaweoli, oprécz
wystepowania kaweolin, jest obecno$é znacznych ilo-
$ci cholesterolu i sfingolipidéw. U ssakdéw zidentyfiko-
wano trzy kaweoliny: kaweoline 1 (CAV1), 2 (CAV2) i 3
(CAV3). Pierwsze dwa biatka ulegaja ekspresji we wszyst-
kich tkankach organizmu i odpowiadaja za formowa-
nie sie kaweoli, natomiast CAV3 jest swoista dla mie$ni
poprzecznie prazkowanych oraz mie$nia sercowego [46].
Kaweoliny 1 i 3 moga wystepowad w btonie komérkowej
poza obrebem kaweoli, uczestniczac w ujemnej regula-

cji CIE. Wykazano, ze CAV1 przez wigzanie cholesterolu
wplywa na przemieszczanie sie w btonie biatek z rodziny
matych GTP-az, niezbednych m.in. do aktywacji szlaku
CLIC/GEEC. Podobnie CAV3 hamuje rézne szlaki endocy-
tozy, w tym réwniez endocytoze z udziatem klatryny [6].

Mimo ze CAV3 jest biatkiem charakterystycznym dla
kardiomiocytdéw, to niedobdr CAV1 jest wigzany z hiper-
trofig i nastepcza niewydolno$cig mie$nia sercowego.
Dotyczy to kaweoliny umiejscowionej w komérkach
$rédbtonka naczyn wieticowych, biorgcych udziat
w regulacji angiogenezy [52]. Angiogenetyczne dzialanie
CAV1 zostato poczatkowo wykazane w wielu badaniach
in vitro, najczeéciej opartych na liniach komérkowych
$rédbtonka naczyniowego oraz in vivo u myszy z nokau-
tem genu kaweoliny 1. Udowodniono, ze CAV1 jest
niezbedna do migracji komdrek stymulowanych czynni-
kiem wzrostu §rédbtonka naczyniowego (VEGF). Bada-
nia zgadzaja sie z obserwacjami klinicznymi, wigzacymi
zwiekszona ekspresje CAV1 z bogatszym ukrwieniem
tkanek nowotworowych w raku nerki, stercza, watroby
i oponiaku [66]. Istniejg réwniez doniesienia literatu-
rowe o antyproliferacyjnym dziataniu CAV1 na $rédbto-
nek naczyniowy [13,34]. To dwukierunkowe dzialanie
CAV1 w regulacji angiogenezy, szczegdlnie w przypadku
naczyniotworzenia indukowanego zmiang nowotwo-
rowa, wynika prawdopodobnie ze ztozono$ci procesu,
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zaleznego od dostepno$ci czynnikéw stymulujacych
badZ hamujacych. W nieobecnosci lub przy matych
stezeniach czynnikéw proangiogennych CAV1 dziata
hamujaco na angiogeneze. Przekroczenie krytycznego
stezenia tych czynnikéw moze aktywowaé angiogene-
tyczne dziatanie CAV1 [66].

CAV3 bierze udzial w patogenezie dystrofii mie$niowej
Duchenne’a, bedacej skutkiem mutacji w genie koduja-
cym biatko dystrofine. W przebiegu tej choroby obser-
wuje sie zwiekszona ekspresje CAV3 i nieprawidtowe,
olbrzymie kaweole. Udowodniono, ze dystrofina w bto-
nie komérek miesniowych jest stabilizowana przez
tworzenie komplekséw z CAV3. Patologiczng role CAV3
w dystrofii mie$niowej potwierdzily badania transge-
nicznych myszy z nadekspresja genu CAV3, u ktérych
obserwowano zanik miesni szkieletowych z niemal cat-
kowitym brakiem ekspresji dystrofiny oraz zastepo-
wanie martwych widkien mie$niowych przez tkanke
taczng, tzw. zwléknienie mieéni [20]. Ponadto zwierzeta
z nokautem CAV3 maja cechy charakterystyczne dla
wrodzonych dystrofii koriczynowo-obreczowych, a nie-
ktére mutacje punktowe w genie CAV3 przejawiaja sie
fenotypowo jako miopatie z patologiczng kurczliwoscia
mieéni [61].

Jak wczeséniej wspomniano, CAV3 jest charakterystycz-
nym biatkiem strukturalnym kaweoli kardiomiocytéw
i zaburzenie jej funkcjonowania jest podstawa uszkodze-
nia mie$nia sercowego w nastepstwie poniedokrwiennej
reperfuzji [56]. W badaniach na zwierzetach tzw. har-
towanie niedokrwieniem (ischemic preconditioning),
czyli naprzemienne cykle okluzji i reperfuzji udraz-
nianej tetnicy zmniejszajace obszary poniedokrwien-
nego uszkodzenia mieénia sercowego, byto zwiazane ze
zwiekszeniem ekspresji CAV3 w kardiomiocytach. Temu
zjawisku towarzyszyto réwniez zwiekszenie aktywno-
$ci serynowo-treoninowej kinazy biatkowej Akt i kinazy
syntazy glikogenu GSK3p, ktére spetniaja istotng funk-
cje w zwiekszeniu opornoséci komérek na niedokrwienie
[70]. Nadekspresje CAV3 mozna uzyskaé w prosty spo-
séb transfekujac kardiomiocyty za pomocg adenowi-
ruséw. Mimo pozytywnych wynikéw uzyskiwanych na
modelach zwierzecych, wprowadzenie technik inzynierii
genetycznej do zapobiegania uszkodzeniu mie$nia ser-
cowego w nastepstwie niedokrwienia u ludzi wymaga
jeszcze wielu badan i pokonania kontrowersji zwiaza-
nych z wykorzystaniem adenowiruséw jako wektoréw
DNA [63].

Ekspresja CAV2 zalezy od tworzenia kaweoli, ktére
powstajg tylko w obecnos$ci CAV1 lub CAV3. Niedobér
jednej z tych kaweolin powoduje destrukcje CAV2 i dla-
tego trudno jest powigzaé CAV2 z konkretnym scho-
rzeniem. U myszy z wybidrczym wylgczeniem genu
CAV2 obserwowano nadmierny rozrost komérek $réd-
btonka naczyri wlosowatych. Dalsze badania tego zja-
wiska wykazaty, ze CAV2 reguluje proliferacje komérek
nabtonka w odpowiedzi na nadmierng stymulacje czyn-
nikami pro- badz antyproliferacyjnymi [66].

Niedawno odkryto, ze ekspresja kaweolin i tworzenie
kaweoli zalezy od obecnosci biatek adaptorowych zwa-
nych kawinami. Dotychczas zidentyfikowano cztery
takie biatka: kawine 1 (PTRF - polymerase transcript
release factor), kawine 2 (SDRP - serum deprivation
protein response), kawine 3 (SRBC - srd-related gene
product that binds to c-kinase) oraz kawine 4 (MURC
- muscle-restricted coiled-coil protein) [3]. Niedobdr
bad?Z zaburzenie syntezy kawiny 1 upo$ledza tworzenie
kaweoli i hamuje endocytoze kaweolarna. U ludzi opi-
sano kilka przypadkéw mutacji typu null w genie kodu-
jacym kawine 1, ktére klinicznie charakteryzowaly sie
réznorodnymi zaburzeniami obejmujacymi przede
wszystkim uogélniong lipodystrofie, arytmie, miopatie
zwigzang z pofatdowaniem wiékien mie$niowych czy
hipertrofie mie$ni szkieletowych [53]. Ekspresja kawiny
1 i CAV1 jest §cisle ze soba zwigzana. Zaobserwowano,
ze wysokottuszczowa dieta zaburza réwnowage miedzy
tymi biatkami w obrebie kaweoli nabtonka pecherzykéw
ptucnych, prowadzac do zaniku kaweoli i uposledzenia
sygnalizacji regulujacej aktywno$¢ eNOS. Uwaza sie, ze
to zjawisko moze odpowiadaé za rozwdj choréb ptuc
w przebiegu miazdzycy, poniewaz u zwierzat z induko-
wang hipercholesterolemig rozwijato sie wtérne nadci-
$nienie ptucne [71].

Brakuje jeszcze wiadomosci o roli innych kawin w funk-
cjonowaniu kaweoli i ich udziatlu w patogenezie cho-
réb, jakkolwiek kawina 4 jest niezbedna do prawidtowej
budowy mieéni szkieletowych oraz jest wigzana z dys-
funkcja serca przez modulacje szlaku Rho/ROCK (rho-
-associated coiled-coil-forming kinase) [68].

Bardzo waznym aspektem endocytozy kaweolarnej jest
jej udziat w pobieraniu przez komérki substancji odzyw-
czych, m.in. glukozy i kwaséw ttuszczowych. Zwigza-
nie sie insuliny z receptorem insulinowym w obrebie
kaweoli adipocytéw lub komérek miesni szkieletowych
uruchamia szlak sygnalizacyjny, ktérego skutkiem jest
kierowanie przeno$nika glukozy GLUT4 z cytoplazmy
w kierunku btony komérkowej. Szlak ten jest zwia-
zany z autokatalityczng aktywacja receptora po zwig-
zaniu insuliny i wtérng aktywacja kinaz fosforylujgcych
wewngtrzkomdérkowe substraty, przede wszystkim
biatka IRS (insulin receptor substrate) [41]. Autoakty-
wacja domeny kinazowej receptora insulinowego zalezy
od obecnosci CAV1 i CAV3. W do$wiadczeniach na zwie-
rzetach z nokautem genu tych biatek zaobserwowano
wzrost oporno$ci tkanek obwodowych na dziatanie
insuliny, zwiekszenie stezenia lipidéw we krwi i upo-
$ledzona tolerancje glukozy. Chociaz niedobér kaweolin
nie wywotywat bezpo$rednio cukrzycy u tych zwierzat,
jednak dawat obraz zespotu metabolicznego, bardzo cze-
sto stanowigcego wczesny etap rozwoju cukrzycy typu
2 [61].

Makropinocytoza i szlaki pokrewne

Makropinocytoza jest typem CIE uruchamianym m.in.
przez czynniki wzrostu, ktére po zwigzaniu z recepto-
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rami btony komérkowej wzbudzajg kaskade sygnaliza-
cyjna, prowadzaca do polimeryzacji aktyny i silnego
sfaldowania btony komérkowej. Tworzace sie w czasie
tego procesu wypustki btonowe otaczaja porcje ptynu
zewnatrzkomérkowego formujac makropinosomy,
transportujgce pobrany materiat do wnetrza komérki.
Dotychczas opisano udzial makropinocytozy i podob-
nych szlakéw transportu w patologii cukrzycy i miaz-
dzycy.

Jednym z istotnych klinicznie powiktan cukrzycy jest
cukrzycowa choroba nerek. W patomechanizmie tej
ztozonej choroby uczestniczg m.in. koricowe produkty
zaawansowanej glikacji (AGEs - advanced glycation end
products), powstajace wskutek nieenzymatycznej glika-
cji sktadnikéw organicznych. AGEs sg odpowiedzialne
za stres oksydacyjny komérek nabtonka kanalikéw
nerek, zwiekszenie ekspresji czynnikéw profibrotycz-
nych i zaburzenie degradacji bialek macierzy pozako-
mdérkowej klebuszkéw nerkowych. Nieenzymatycznie
glikowane biatka krwi sg wchtaniane zwrotnie w kanali-
kach nerek, przynajmniej cze$ciowo, za posrednictwem
makropinocytozy. Zjawisku temu towarzyszy zwiek-
szona aktywno$¢ transformujacego czynnika wzrostu 3
(TGF-B) i zmniejszona ekspresja btonowej Na'/K*-ATP-
-azy. Sprzyja to przemianie nabtonkowo-mezenchy-
malnej, prowadzacej oprdcz innych mechanizméw, do
zwlbknienia nerek [21].

Miazdzyca, czyli zespdt zmian zapalnych i prolife-
racyjnych $cian tetnic, jest zwigzana z zaburzeniem
gospodarki lipidowej. W patomechanizmie tej choroby
uczestnicza procesy endocytozy majace wspdlne ele-
menty z makropinocytoza, lecz réznigce sie morfologia
powstajacych pecherzykédw endocytarnych oraz zalez-
noscia od biatek regulatorowych. Sa to szlaki odpowie-
dzialne za internalizacje lipoprotein LDL (lipoprotein
o malej gestosci), transportujacych gtéwnie choleste-
rol. Negatywnym skutkiem zbyt duzego stezenia LDL we
krwi lub ich uposledzonego metabolizmu jest modyfika-
cja transportowanych przez nie kwaséw ttuszczowych
pod wptywem czynnikéw utleniajacych. Tak zmienione
czgsteczki LDL (ox-LDL) sg usuwane z krazenia po zwig-
zaniu sie z receptorami ,,zmiataczami” (scavenger recep-
tors), eksponowanymi m.in. na powierzchni monocytéw,
makrofagéw i komérek $rédbtonka. Jednym z nich jest
receptor CD36, ktérego rola w patogenezie miazdzycy
zostata bezsprzecznie udowodniona w badaniach z wyko-
rzystaniem zaréwno modeli zwierzecych, jak i ludzkich
linii komdrkowych [31,41]. Polgczenie sie ox-LDL z bial-
kiem CD36 na powierzchni makrofagéw indukuje silne
pofaldowanie blony i internalizacje utworzonych kom-
plekséw. Mechanizm internalizacji aktywowanych ligan-
dem receptoréw CD36 jest niezalezny od dynaminy,
a zalezny od aktyny i przypomina makropinocytoze, jest
jednak regulowany w nieco odmienny sposéb. Utworze-
nie komplekséw ox-LDL z CD36 aktywuje biatka Rac i/
lub Cdc42 oraz prawdopodobnie biatka Arf. Dochodzi do
przebudowy szkieletu aktynowego i powstania matych
pecherzykdéw endocytycznych. Endocytoza ox-LDL rézni

sie od makropinocytozy nie tylko wielko$cig wytwo-
rzonych wakuoli, ale takze tym, ze w wychwyt nie jest
zaangazowana kinaza PI3K (kinaza 3-fosfatydyloinozy-
tolu) ani pompa Na*/H*. Proces wymaga natomiast akty-
wacji kinaz rodziny Src oraz kinazy c-Jun N-terminalne;j
[8]. Aktynozalezna endocytoza ox-LDL wymaga réwniez
udziatu IRGM, matego biatka nalezacego do GTP-az zwia-
zanych z odpornoscia. Ekspresja tego biatka w makrofa-
gach, stymulowana obecno$cia ox-LDL, jest niezbedna
do prawidlowej polimeryzacji widkien aktynowych
i rozpoczecia procesu internalizacji. Wykorzystanie tej
unikalnej drogi endocytozy moze stuzyé opracowaniu
selektywnych metod terapeutycznych, zapobiegaja-
cych procesowi miazdzycy [73]. Podobne nadzieje wiaze
sie z wybiérczym hamowaniem biatka IDOL (inducible
degrader of the LDLR), regulujacego szybko$¢ usuwania
LDL z krazenia. Czasteczki LDL sa wychwytywane z kra-
zenia przez receptory LDLR, obecne na powierzchni
komdrek $rédbtonka. Ich liczba jest regulowana nie
tylko szybko$cia syntezy cholesterolu, zalezna od zapo-
trzebowania komérki na ten sterol, ale takze szybko$cia
degradacji receptora LDLR w lizosomach. Za kierowanie
receptoréw LDLR na szlak degradacji odpowiadaja dwa
biatka: IDOL i PCSK9. W odréznieniu od PCSK9, ktdre
indukuje pobieranie receptoréw w dotkach optaszczo-
nych klatryna, biatko IDOL, przez ubikwitynizacje LDLR,
kieruje ten receptor do lizosoméw. Jest to proces nieza-
lezny od klatryny, odrebny od endocytozy kaweolarnej,
przypominajgcy makropinocytoze. Przypuszcza sie, ze
wybidrcze hamowanie biatka IDOL moze wydtuzy¢ czas
blonowej ekspresji LDLR i w ten sposéb pomdc w reduk-
cji stezenia cholesterolu we krwi, szczeg6lnie w przy-
padku hipercholesterolemii wrodzonej [62].

ENDOCYTOZA BAKTERII 1 ICH TOKSYN

Inwazja drobnoustrojéw chorobotwérczych jest zwig-
zana ze specyficznym $rodowiskiem mikrodomen lipi-
dowych i czesto do skutecznego wigzania sie bakterii
z komérkami docelowymi jest wymagana obecno$é¢ cho-
lesterolu oraz sfingolipidéw. Ogélnie bakterie zakazaja
komérki wykorzystujac dwa mechanizmy: ,,spustowy”
i ,zamka btyskawicznego”. Mechanizm ,,spustowy”
polega na wydzielaniu przez patogeny biatek inwa-
zyjnych, ktére wbudowujac sie w btone komérkowa
indukuja w niej zmiany strukturalne, umozliwiajgce
wnikniecie bakterii do atakowanych komérek. Proces
ma charakter makropinocytozy. Podstawg drugiego
z wymienionych mechanizméw jest wigzanie sie bakterii
z receptorami na powierzchni komérek docelowych, co
skutkuje reorganizacja cytoszkieletu i zmiang krzywizny
btony komérkowej. Bakterie w tym przypadku sg pobie-
rane w procesie endocytozy z udziatem klatryny [16,51].

Mechanizm ,,spustowy” jest charakterystyczny dla
Gram-ujemnych bakterii z rodzaju Salmonella i Shi-
gella, odpowiadajacych za zakazenia pokarmowe. Bak-
terie wydzielaja biatka T3SS (type III secretion system)
lub T4SS (type IV secretion system), ktére wbudo-
wujg sie w btone komérek gospodarza w obrebie tratw
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lipidowych. Potaczenie sie bakteryjnego kompleksu
T3SS z lipidami btonowymi powoduje jego aktywacje
i powstanie poréw w btonie atakowanej komdrki. Przez
utworzone pory bakterie wprowadzajag do komérki
czynniki efektorowe, ktére indukuja wewnatrzkomér-
kowe szlaki sygnalizacyjne i reorganizacje cytoszkieletu.
Obserwowane wewnatrzkomérkowe zmiany obejmuja
m.in. polimeryzacje aktyny w sposéb zalezny od GTP-
-az Rho. Masowa polimeryzacja aktyny powoduje silne
sfatdowania btony komérkowej w miejscu kontaktu
z bakteria, ktéra prowadzi do pobrania patogenu przez
komérke [67]. Biatka efektorowe bakterii nie tylko umoz-
liwiajg wnikniecie patogenu do komdrek gospodarza, ale
takze jego ucieczke przed przedziatem lizosomalnym.
Wewnatrz komérek gospodarza bakteria moze pozosta-
waé w wakuoli utworzonej z bton plazmatycznych ata-
kowanej komérki lub uwalniaé sie do cytoplazmy. W obu
przypadkach bakterie unikajg skierowania na szlak
degradacji w lizosomach dzieki manipulowaniu sktadem
btonowych fosfolipidéw przez aktywacje fosfatazy fosfa-
tydyloinozytolowej [22].

Patologia zakazei wywotanych przez przecinkowce
cholery (Vibrio cholerae) oraz rézne gatunki czerwonki
bakteryjnej (Shigella) jest $ci$le zwigzana z dziataniem
toksyn wiazacych sie z glikosfingolipidami btono-
wymi. Toksyny Shiga (Stx) i cholery (Ctx) sg zbudowane
z podjednostek A i B, przy czym ta druga podjednostka
odpowiada za wigzanie sie toksyny z btong komdérek
gospodarza. W przypadku Stx docelowym receptorem
jest CD77 (Gb3), a toksyny przecinkowca cholery - gan-
gliozyd GM1. Po zwiazaniu z receptorami blonowymi,
toksyny sg pobierane przez komérke w procesie endo-
cytozy z udziatem klatryny lub w sposéb niezalezny od
klatryny, szlakiem typu CLIC/GEEC. Jest to rodzaj CIE
charakterystyczny dla biatek z kotwica glikozylofosfaty-
dyloinozytolowa, ktére sg internalizowane w kanaliko-
watych tworach w sposéb zalezny od btonowych GTP-az
Rab8 i Cdc42 [14]. Pecherzyki endocytarne z czgstecz-
kami toksyn umiejscawiaja sie w przedziale wczesnych
endosoméw, skad sg transportowane droga wsteczna
przez aparat Golgiego do siateczki §rédplazmatycznej
(ER). Tam podjednostka katalityczna toksyn (A) wigze
sie z rybosomami zaktdcajgc synteze biatek [16].

Najnowsze badania wnikania toksyny cholery do komé-
rek wykazaty, ze flotyliny takze biora udzial w tym
procesie. Podczas internalizacji Ctx przez ludzkie hepa-
tocyty zaobserwowano kanalikowate wglebienia w bto-
nie komérek. Powstanie tych wpuklen nie wymagato
dynaminy, lecz byto zalezne od cholesterolu i kompleksu
biatek Arp2/3, warunkujacego polimeryzacje aktyny
i paczkowanie fragmentéw blony. Proces byt regulowany
réwniez przez kinaze biatkowg Src, biatko Rho1 i PI3K
[1]. Zubozenie bton we flotyliny nie zmniejszato inter-
nalizacji toksyny cholery oraz toksyny Shiga, poniewaz
w tych warunkach byly pobierane innymi drogami endo-
cytozy. Wylaczenie genu flotyliny utrudniato jednak
zatrucie Ctx, poniewaz hamowato jej transport do sia-
teczki $rédplazmatycznej. Przeciwny efekt zaobserwo-

wano w przypadku Stx, wskazujac ze transport zalezny
od flotyliny moze odpowiada¢ za kierowanie jej na szlaki
zmniejszajace toksyczno$é [45].

Lipidy btonowe sa réwniez punktem przyczepu dla tok-
syn roélinnych: rycyny, obecnej w nasionach Ricinus com-
munis i abryny, pochodzacej z Abrus precatorius. Toksyny
ro$linne sa zbudowane, podobnie jak toksyny bakte-
ryjne, z podjednostki katalitycznej A i receptorowej B.
Podjednostka B jest lektyng taczaca sie z resztg galak-
tozy faticuchéw cukrowych glikolipidéw btonowych.
Taki sposdb wigzania powoduje, ze zinternalizowana
toksyna trafia przewaznie do przedziatu endosomdéw
sortujacych, skad jest kierowana z powrotem do blony
komdrkowej lub do lizosoméw, gdzie jest degradowana.
Tylko okoto 5% pobranej przez komérke rycyny dociera
do aparatu Golgiego i ER [16].

Niewiele bakterii zakaza komérki w sposéb zalezny od
kaweolin. Sa to: Escherichia coli, Campylobacter jejuni oraz
Pseudomonas aeruginosa. Ten ostatni patogen jest czesto
odpowiedzialny za przewlekte zapalenie ptuc u chorych
na mukowiscydoze. Mukowiscydoza jest chorobg gene-
tyczna zwigzang z wrodzonym defektem btonowego
regulatora przewodnictwa CFTR (cystic fibrosis trans-
membrane conductance regulator). W warunkach prawi-
dlowych infekcja P. aeruginosa indukuje w bionie komdrek
nabtonka drég oddechowych tworzenie tratw lipidowych,
zawierajgcych m.in. CAV1 i CFTR. Za ich po$rednictwem
dochodzi do internalizacji bakterii i wzbudzenia odpor-
nosciowej reakcji zapalnej, ktéra prowadzi do usuniecia
zakazonych komdrek w procesie apoptozy. Ten obronny
mechanizm jest zaburzony u pacjentéw z mukowiscydoza,
co sprzyja rozwojowi przewleklego zapalenia w obrebie
pluc. To, ze CAV1 jest niezbedna do fagocytozy P. aerugi-
nosa przez neutrofile tkanki ptucnej, moze mieé podsta-
wowe znaczenie do opracowania strategii zapobiegajacej
przewlektym zakazeniom tym patogenem u chorych na
mukowiscydoze [19,35].

W $wietle zwiekszajacej sie antybiotykoopornosci bak-
terii oraz szybkiego rozprzestrzeniania sie nietypowych
infekcji w duzych skupiskach ludzkich istotne jest pozna-
nie mechanizmdéw molekularnych warunkujacych zakaz-
no$¢ patogendw. Przyktadem bakterii, ktérej ekspansja
jest zwigzana z aglomeracjami miejskimi jest Chlamydia
pneumoniae, $cisle wewnatrzkomérkowy Gram-ujemny
patogen, odpowiedzialny za zakazenia uktadu odde-
chowego. Badania prowadzone w ostatnich kilku latach
wykazaly, ze Ch. pneumoniae wnika do komérek w spo-
séb niezalezny od klatryny, a zalezny od cholesterolu
i matych GTP-az: Cdc42 i RhoA. W internalizacji bakterii
nie uczestniczyty biatka kaweoli i domen flotylinowych,
chociaz flotylina 1 warunkowata wewnatrzkomérkowy
wzrost i tworzenie tzw. inkluzji, czyli obtonionego
tworu zawierajacego patogen - etapu istotnego dla jego
namnazania. Wyniki badafi moga poméc w opracowaniu
substancji wybidrczo blokujacej wewnatrzkomdérkowy
rozwdj Ch. pneumoniae i ograniczeniu zakazeri tym drob-
noustrojem [29,30].
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Konopska B, i wsp. - Endocytoza niezalezna od Klatryny...

EnpocyToza wirusow

Namnazanie sie wiruséw jest $cile zwiazane z przedo-
staniem sie materiatu genetycznego wirusa do komérki
gospodarza. Wirusy w toku ewolucji wyksztatcity rézne
mechanizmy pokonywania bariery btony komérkowej,
wirdd ktérych endocytoza, zardwno zalezna jak i nie-
zalezna od klatryny, odgrywaja istotng role. Wydaje
sie, ze typ endocytozy wykorzystywany przez wirusy
do infekcji komdrek gospodarza jest cze$ciowo warun-
kowany budowa wirusa. Endocytoza kaweolarna jest
popularnym sposobem pobierania wiruséw bezotocz-
kowych. Wirusy bezotoczkowe dzialaja najczesciej
jak czasteczki sygnalizacyjne, ktére po zwigzaniu sie
z glikosfingolipidami blonowymi atakowanej komérki
indukuja w niej szlaki prowadzace do przebudowy mio-
zynowego szkieletu komdérki i pobrania wirusa. Kawe-
ole zawierajace patogen paczkuja z btony komdrkowej
i jako kaweosomy transportujg swéj tadunek do sia-
teczki $rédplazmatycznej. Wirdd wiruséw wykorzy-
stujacych CAV1 do ataku na docelowe komérki sag m.in.
malpi wirus 40 (SV40), wirus polio, echowirusy oraz
filowirusy (Ebola, wirus Marburg) [35]. Najlepiej scha-
rakteryzowano endocytoze wirusa SV40, nalezacego do
rodziny polyomaviridae. Zwigzanie sie wirusa z glikos-
fingolipidem GM1 indukuje reorganizacje lipidéw blo-
nowych, ktére tworza mikrodomeny odpowiedzialne za
pobranie wirusa przez komérke. Endocytoza SV40 tylko
w niewielkim procencie zalezy od CAV1; wiekszo$¢ cza-
steczek wirusa jest pobierana w sposéb zalezny tylko
od lipidéw. Endocytoza za posrednictwem tratw lipi-
dowych determinuje dalsze losy czgsteczki wirusa
w komorece, ktéry w ten sposéb unika wewnatrzkomér-
kowej degradaciji i jest kierowany przez ER do cytopla-
zmy [10,18].

Wirusy otoczkowe, takie jak wirus A grypy (1AV), wiagza
sie z kwasem sialowym na powierzchni komérek gospo-
darza. Najczesciej sg pobierane za po$rednictwem dot-
kéw optaszczonych klatryna, ale zidentyfikowano
réwniez mechanizm pobierania wirionéw IAV przez
komorke niezalezny od klatryny i dynaminy. Ten alter-
natywny szlak rozpoznano jako makropinocytoze. Jego
aktywacja wymagata interakcji wirusa z receptorami
btonowymi o aktywnosci kinaz tyrozynowych (RTK)
komérek gospodarza, ktére warunkowaty pobudzenie
kinaz blony plazmatycznej z rodziny Src i Racl [11].
Mechanizm podobny do makropinocytozy jest réw-
niez jednym ze szlakéw internalizacji wirusa zapalenia
watroby typu C (HCV). Po polaczeniu sie wirusa z czg-
steczkg CD81 komérek watroby dochodzi do induk-
cji receptora naskdérkowego czynnika wzrostu (EGFR)
i powstania sfatdowan btony komdrkowej. Proces nie
zalezy od aktywnosci kinazy PAK1, niezbednej do zaj$cia
makropinocytozy i jest swoisty tylko dla niektérych linii
komérkowych wywodzacych sie z ludzkich hepatocytéw.
Nalezy wspomnie¢, ze HCV po zwigzaniu z blonowymi
receptorami hepatocytéw: okludyna i klaudyna 1, jest
pobierany gtéwnie przez szlak endocytozy z udziatlem
klatryny [38].

W sposdb zalezny od aktywacji EGFR sg pobierane
takze ludzki wirus cytomegalii CMV oraz wirus AAV
(adeno-associated virus) [7]. W procesie makropinocy-
tozy pochtaniane sg ponadto wirusy krowianki, wirusy
Coxackie typu B (CVB), wirusy opryszczki zwyktej typu 1
(HSV-1) oraz ludzkie wirusy niedoboru odpornosci typu
1 (HIV-1). Ogélnie makropinocytoza wydaje sie szlakiem
pobierania wiruséw wymagajacych do namnazania niz-
szego niz fizjologiczne pH, gdyz zalezy od aktywacji bto-
nowego wymieniacza Na*/H*[40].

Interesujacym przyktadem internalizacji wiruséw jest
pochtanianie wirusa brodawczaka ludzkiego typu 16
(HPV-16). Badania wskazuja, ze wirus HPV-16 jest pobie-
rany za pomoca niezidentyfikowanego dotad szlaku
powiazanego z makropinocytoza. Szlak ten rézni sie od
klasycznego procesu makropinocytozy wielko$cia peche-
rzykéw, wrazliwoscig na ubytek btonowego cholesterolu
oraz zapotrzebowaniem na GTP-azy Rho. Wykazuje jed-
nak podobieristwo wzgledem udziatu sygnalizacyjnych
kinaz tyrozynowych, aktyny, pompy Na‘/H", kinazy PAK1
i PKC oraz prawdopodobnie kinazy PI3K. Zapotrzebowa-
nie na RTK i pompe Na‘/H* sprawia, ze szlak sygnaliza-
cyjny dla obu tych proceséw jest wspdlny. Pochtanianie
HPV-16 nie wigze sie jednak z powstawaniem wielokrot-
nych sfaldowan btony ani wypustek btonowych. Indu-
kowane wirusem pecherzyki sg mate oraz jednorodne
pod wzgledem wielkosci i ksztattu. Po internalizacji sa
kierowane do péZnych endosoméw, ulegajac aktywacji
w wyniku ekspozycji na niskie pH. Poniewaz nie wia-
domo jeszcze, czy jest to nowy typ endocytozy, czy jedy-
nie odmiana makropinocytozy, konieczna jest bardziej
szczegbtowa analiza transportu tych wiruséw do wne-
trza komérek [58].

Istotnym medycznie aspektem jest doktadne scharakte-
ryzowanie drogi internalizacji wirusa HIV. Jednym z bia-
tek zwigzanych z infekcjg tym patogenem jest receptor
chemeryny CMKLR1 (chemokine-like receptor 1). Ten
metabotropowy receptor sprzezony z biatkiem G ulega
selektywnej ekspresji w niektérych komérkach uktadu
odporno$ciowego, takich jak plazmocytoidalne komdrki
dendrytyczne, makrofagi oraz limfocyty T pomocni-
cze. Jest on koreceptorem uczestniczacym w transmi-
sji wiruséw do limfocytéw. Internalizacja receptora
CMKLR1 zachodzi w procesie endocytozy niezaleznej
od klatryny i wymaga aktywnosci kinaz biatkowych ERK
(extracellular signal-reguleated kinase). Zahamowanie
aktywno$ci kinaz biatkowych niezbednych do efektyw-
nej internalizacji tego receptora moze by¢é wykorzystane
do zapobiegania rozwoju zespotu nabytego uposledzenia
odpornosci (AIDS) [76].

ENDOCYTOZA PIERWOTNIAKOW | GRZYBOW

Endocytoza kaweolarna jest jednym z mechanizmdéw
wykorzystywanych przez pasozyty do zasiedlenia
komérek gospodarza. Przyktadem choroby zwiazanej
z transportem kaweolarnym jest leiszmanioza, choroba
przenoszona przez owady, wywolana przez wiciowce
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z rodzaju Leishmania. Pasozyty ze $§ling komara sg wpro-
wadzane do krwi w postaci promastygotéw, ktére wigza
sie z biatkiem surowicy C3b i w ten sposéb je aktywuja,
co nastepnie prowadzi do pobrania pasozyta przez
makrofagowy receptor tego biatka (CR3). Receptory
CR3 sg umiejscowione w kaweolach btony komérkowej
i ulegaja internalizacji wraz z CAV1. Utworzone w ten
sposéb pecherzyki endocytarne transportuja pasozyta
do wnetrza komdrki, chronigc go przed szybka fuzja
z lizosomami. W tym czasie (do 48 godzin) dochodzi
do przeksztalcenia sie promastygotéw w postaé inwa-
zyjng - amastygoty, ktére po namnozeniu sie wewnatrz
makrofaga powoduja jego rozpad i zakazaja kolejne
komérki zerne [35]. Podobny mechanizm wykorzy-
stuja tachyzoity pierwotniaka Toxoplazma gondii. W tym
przypadku punktem uchwytu patogenu jest cholesterol
tratw lipidowych w btonie komérek docelowych, ktéry
jest réwniez konieczny do internalizacji i wewnatrzko-
mdrkowego namnazania pierwotniaka [9].

Endocytoza niezalezna od klatryny wydaje sie réwniez
podstawg inwazji niektérych grzybéw chorobotwér-
czych. Najlepiej scharakteryzowano zakazenia Para-
coccidioides brasiliensis, drozdzakiem wystepujacym
w Ameryce Potudniowej i w okolicach Zatoki Meksy-
kariskiej. Do zakazenia tym grzybem dochodzi najcze-
$ciej droga wziewna, a zajecie nablonka pecherzykéw
plucnych jest zalezne od cholesterolu i obecnosci gan-
gliozydu GM1 w komérkach docelowych. Gléwnym
sktadnikiem $cian komérek grzybéw jest beta-glukan,
ktdry silnie wigze sie z dtugotaricuchowymi resztami
kwaséw ttuszczowych wchodzgcych w sktad laktozy-
loceramidéw tratw lipidowych ludzkich granulocytéw
obojetnochtonnych. Zwigzanie beta-glukanu z blona
komérkowa neutrofiléw indukuje zmiane morfologii
komorki i pochtanianie grzyba. Przypuszcza sie, ze pato-
geny wykorzystujac te niezalezna od klatryny droge
wnikania do komérki unikaja klasycznego szlaku endo-
som-lizosom i szybkiej degradacji wewnatrz komérek
gospodarza [39].

CIE A NowoTwORY

Poszczeg6lne szlaki CIE w rézny sposéb uczestnicza
w transdukcji sygnatéw i odpowiadaja za wtasciwo-
$ci morfogenetyczne komérek, m.in. ich zdolno$é do
polaryzacji, przylegania czy migracji. Wiele z tych szla-
kéw jest zaburzonych w komérkach nowotworowych,
a obserwowane nieprawidtowo$ci dotyczg najczesciej
zaburzonej recyrkulacji biatek adhezyjnych i spowolnio-
nej degradacji receptoréw czynnikéw wzrostu. Ponadto
w obrebie tratw lipidowych wystepuje wiele receptoréw
chemokin zaangazowanych w regulacje cyklu komdrko-
wego i apoptozy. Niektdére onkogeny, np. biatka sygna-
lizacyjne z rodziny Hedgehog, niereceptorowe kinazy
Src i Lyn, ulegaja aktywacji po zwiazaniu sie z mikrodo-
menami lipidowymi, co sugeruje udziat tych platform
sygnalizacyjnych w procesie onkogenezy. Mechanizmy
wzbudzane przez onkogeny prowadza do wadliwego
dzialania biatek regulujacych procesy endocytozy i sor-

towania materiatu, nieprawidtowej przebudowy witdkien
aktynowych i utraty polarnoéci przez komérke [42,73].
Zjawiska endocytarne lezace u podstaw migracji i inwa-
zji komédrek nowotworowych przez bariery tkankowe sa
zwigzane z tworzeniem sie tzw. ognisk przylegania (focal
adhesion), w ktérych umiejscawiaja sie heterodimery
integryny. Internalizacja integryny jest kontrolowana
przez dynamine i odbywa sie za po$rednictwem dotkéw
oplaszczonych klatryng lub kaweoli. Z przedziatu wcze-
snych endosoméw integryny moga by¢ sortowane do
degradacji w lizosomach, zawracane do btony komér-
kowej przez szlak zalezny od biatka Rab4 lub trans-
portowane do przedziatu recyklingu okotojadrowego.
Zawracanie integryn do btony komérkowej z przedziatu
okotojadrowego wymaga biatek rodziny Rab11, ktére
czesto ulegaja nadmiernemu wytwarzaniu w nowotwo-
rach cztowieka, co promuje transport integryn do btony
komoérkowej i warunkuje zdolnosci penetracyjne komé-
rek rakowych [42].

Przyczyna ekspansywno$ci nowotworu jest nieprawi-
dtowa internalizacja i transport receptorowych kinaz
tyrozynowych, ktére sg elementem szlaku sygnaliza-
cyjnego wzbudzanego przez czynniki wzrostu. Oprécz
podstawowego mechanizmu internalizacji RTK, jaka jest
endocytoza z udziatem klatryny, zidentyfikowano ostat-
nio szlaki niezalezne od klatryny. Aktywacja tych ostat-
nich zalezy od stezenia czynnikéw wzrostu w przestrzeni
okotokomérkowej i wptywa na wzrost i rozprzestrzenia-
nie sie komdrek nowotworowych [36]. Jednym z nich
jest endocytoza za posrednictwem pofatdowan btony
komdérkowej formujacych sie na grzbietowej powierzchni
komérek w obecnoéci duzych stezeti czynnikéw wzrostu
(circular dorsal ruffles, CDR). Po zwigzaniu ligandéw RTK
sa bardzo szybko internalizowane i kierowane na szlak
lizosomalnej degradacji. Taki mechanizm chroni praw-
dopodobnie komérke przed nadmierng stymulacja czyn-
nikami wzrostu. Zaobserwowano, ze tworzenie CDR jest
uposledzone w niektérych komérkach rakowych, co moze
sie przyczynia¢ do ich niekontrolowanego wzrostu [44].

Innym typem CIE zaangazowanym w transport RTK jest
makropinocytoza. Powstajgce podczas jej trwania duze
pecherzyki - makropinosomy zawierajg aktywne biatko
H-Ras, zidentyfikowane jako czynnik promitotyczny zin-
tegrowany z receptorami czynnikéw wzrostu. Jednym
z liganddéw tych receptoréw jest PDGF (czynnik wzro-
stu pochodzacy z plytek), ktérego zwiekszong synteze
stwierdzono w glejakach, w raku watroby oraz przerzu-
tach raka sutka. W ludzkich fibroblastach transformo-
wanych nowotworowo onkogenem H-Ras obserwowano
niezalezng od liganda aktywacje receptora PDGFR i jego
internalizacje przez makropinocytoze. Towarzyszyta
temu wzmozona fosforylacja podjednostki beta recep-
tora, co skutkowato aktywacja kolejnych receptorowych
kinaz tyrozynowych, w tym réwniez receptoréw czyn-
nika wzrostu naskérka. Zablokowanie makropinocytozy
przez hamowanie enzymu PI3K, zapobiegato nadmier-
nej aktywnosci receptora w transformowanych fibro-
blastach [59].
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Z procesem nowotworowym jest zwigzana réwniez
endocytoza zalezna od Arf6. Jest to mate biatko o aktyw-
noéci GTP-azy wystepujace w btonie komérkowej oraz
przedziale endosomalnym, odpowiadajace za odksztat-
cenie btony i przebudowe szkieletu aktynowego. Biatko
Arf6 zlokalizowano w inwadopodiach komérek czerniaka
i raka sutka. Sa to wypustki inwazyjne, w ktérych gro-
madza sie enzymy odpowiedzialne za degradacje btony
podstawnej komérek nabtonka i macierzy pozakomdérko-
wej. GTP-aza Arfé nie tylko odpowiada za polimeryzacje
aktyny i wzrost inwadopodiéw, ale réwniez za rekrutacje
integryn do tych wypustek. Integryny sa niezbedne do
aktywacji metaloproteinaz, uczestniczacych w degrada-
cji macierzy pozakomdrkowej [50]. Zwigzek miedzy Arfé
a inwazyjno$cia nowotworédw potwierdzity badania,
w ktérych ujawniono zwiekszong ekspresje tego biatka
w raku sutka oraz jego udzial w rozprzestrzenianiu sie
komorek glejaka w mdzgu. Wykazano réwniez, ze zaha-
mowanie ekspresji Arf6 in vivo skutkuje zmniejszeniem
ekspansji nowotwordéw [60].

Zwigzek miedzy nowotworzeniem a endocytoza nie
ogranicza sie tylko do zmiany regulacji endocytozy.
Biatka strukturalne domen lipidowych mogg réwniez
wptywaé na wzrost, podziaty komérek czy hamowa-
nie kontaktowe przez oddziatywanie z wieloma biat-
kami regulatorowymi o aktywnosci kinaz biatkowych.
Kaweoliny bezpo$rednio uczestnicza w procesie nowo-
tworowym przez promocje lub supresje genéw. CAV1,
funkcjonujaca jako biatko supresorowe, hamuje pro-
ces powstawania komérek nowotworowych sutka, ptuc
oraz jajnikéw. Wylaczenie genu CAV1 lub jego muta-
cja u zwierzat doswiadczalnych skutkowata progre-
sja tych nowotwordw, przy czym sam brak genu CAV1
bez dziatania czynnika mitogennego nie powodowat
indukcji nowotworzenia de novo [61]. Przeciwnowo-
tworowe dziatanie kaweoliny 1 nie jest jednoznaczne,
gdyz zwiekszona ekspresja tego biatka wystepuje
w gruczolaku stercza oraz raku jelita grubego, a wyta-
czenie genu CAV1 zmniejsza ryzyko tworzenia przerzu-
téw w przebiegu tych nowotwordw [65]. O ztozonosci
funkcji CAV1 $wiadcza ponadto doniesienia o udziale
tego biatka w patologicznej angiogenezie, odpowie-
dzialnej za odzywianie komérek nowotworowych [5].
Kaweole sg takze punktem wychwytu dla resweratrolu.
Jest to pochodna stilbenu, zaliczanego do grupy roslin-
nych polifenoli powszechnie uznawanych za sktadniki
o wyjatkowo korzystnym wptywie na zdrowie i udo-
wodnionym in vitro dziataniu przeciwnowotworowym.
Zwiazek ten jest pobierany intensywnie przez komérki
nowotworowe w sposéb zalezny od CAV1 i choleste-
rolu [74]. W pierwszym etapie, gromadzenie reswera-
trolu w domenach lipidowych btony komérki powoduje
redystrybucje i szybka aktywacje kinaz odpowiedzial-
nych za uruchomienie kaskady kaspaz. Resweratrol
wiazgc sie z zewnatrzkomérkowa domeng integryny
a B,, przyczynia si¢ do utworzenia integrynowego
kompleksu, ktéry wzbudza wewnatrzkomérkowy szlak
sygnalizacyjny kinazy ERK 1/2. Wszystkie te procesy
prowadza do apoptozy komérki [12].

TerapeuTYCZNE WyKORZYSTANIE CIE

Réznorodno$é systeméw CIE i ich zlozono$é sprawiaja,
ze stajg sie one atrakcyjnym obiektem badan terapii
celowanej. Ten stosunkowo nowy dzial medycyny ma
na celu ukierunkowane dostarczenie leku do ogniska
choroby, aby zwiekszy¢ skuteczno$¢ terapii i zminimali-
zowaé dziatania niepozadane leku. W celu poprawy bio-
dostepnosci lekéw stosuje sie systemy lipidowe, ktére
obejmujg kompleksy lipid-lek oraz liposomy i emulsje
lipidowe. Bezpo$rednie sprzezenie lekéw ze zwigzkami
ttuszczowymi wykorzystuje sie do zwiekszenia pobiera-
nia leku przez komdrki i ich odpowiedniego kierowania
do przedziatéw wewnatrzkomérkowych [55]. Ponadto
skuteczne wchtanianie lekéw do komérek mozna osia-
gnad przez ich sprzeganie z ligandami receptordw blony
komérkowej i ich dostarczanie za po$rednictwem endo-
cytozy komplekséw receptor-ligand. Takie systemy
dostarczania lekéw mogg znalez¢é w przysztosci zastoso-
wanie w zwalczaniu choréb nowotworowych, zakaznych
i neurodegeneracyjnych [54].

Endocytoza nanoczasteczek

Nanomedycyna jest gwattownie rozwijajacym sie dzia-
tem terapii celowanej, wykorzystujacym nanomateriaty
jako wektory terapeutyczne oraz narzedzia diagno-
styczne. Nanomateriaty umieszczone w $rodowisku
zewnatrzkomérkowym moga oddziatywaé z btona
komdérkowa, prowadzac do internalizacji czasteczki
w wyniku endocytozy. Komérki niemajace zdolnosci do
fagocytozy pobierajg nanoczasteczki w sposéb zalezny
od klatryny, w sposéb zalezny od kaweoli lub innymi
szlakami CIE. Gléwnymi parametrami wptywajgcymi
na internalizacje oraz wewnatrzkomérkowy trans-
port nanoczasteczek jest ich wielko§¢, ksztatt, hydro-
fobowo$¢, elastyczno$é oraz rodzaj zwigzanego liganda
[4,57]. Typ uzytego no$nika moze réwniez wpltywaé na
sygnalizacje komérkowa w wyniku interakeji z okre-
$lonymi mikrodomenami blonowymi. Aby zwiekszy¢
pobieranie nanoczasteczek przez komdérki do no$nikéw
przytacza sie tzw. peptydy penetrujace komérki (cell
penetrating peptides), do ktérych naleza biatko TAT
i poliarginina. Biatko TAT, charakterystyczne dla wirusa
HIV, pochtaniane jest w wyniku makropinocytozy oraz
innych mechanizméw niezaleznych od klatryny i kawe-
oliny. Natomiast poliarginina ma zdolno$¢ taczenia sie
z proteoglikanami, charakterystycznymi dla mikrodo-
men internalizowanych w sposéb zalezny od flotyliny
i dynaminy [48,57].

Duzg role w nanomedycynie odgrywa szlak endocytozy
kaweolarnej, nadmiernie aktywowany w komdérkach
nowotworowych. Jego interesujacg wtadciwo$cia jest
cze$ciowa zdolno$¢ do omijania przedziatu lizosomal-
nego i kierowania tadunku do ER lub aparatu Golgiego.
Ten sposéb internalizacji dotyczy m.in. preparatu Abra-
xarne, nanoczasteczek optaszczonych albuming zawiera-
jacych lek przeciwmitotyczny paklitaksel. Po zwigzaniu
sie z powierzchniowa glikoproteing gp60, receptorem
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albuminy eksponowanym w obrebie kaweoli komé-
rek nabtonka, nanoczasteczki Abraxane sa transporto-
wane przez $ciane naczyn krwiono$nych do przestrzeni
$rédmiazszowej. Stad sa wychwytywane przez SPARC
(secreted protein, acidic and rich in cysteine) - biatko
selektywnie wydzielane przez komérki nowotworowe.
Utworzone kompleksy SPARC-Abraxane sg nastepnie
pobierane przez nowotwdr, miejscowo dziatajgc cyto-
toksycznie [15]. Inaczej przebiega w komérkach nowo-
tworowych endocytoza kaweolarna polimerowych
miceli z usieciowanym rdzeniem anionowym. Micele
przenoszace lek cytostatyczny, np. doksorubicyne, wni-
kaja wybiérczo do transformowanych komérek, omija-
jac przylegte prawidtowe komérki, prawie pozbawione
tej drogi endocytozy. Nastepnie micele, z pominieciem
przedziatu wczesnych endosomdw, sg transportowane
do lizosoméw, w ktérych - w wyniku zmiany pH - jest
uwalniana substancja czynna [57].

Nanoczasteczki, szczegdlnie te o wymiarach przekra-
czajacych 200 nm i ksztatcie sze$cianéw, sg pobierane
przez komérke szlakiem makropinocytozy. W ten spo-
séb sa internalizowane np. polielektrolitowe wielo-
warstwowe kapsutki (PEM). Pierwszym etapem tego
procesu jest elektrostatyczne wigzanie sie nanokapsu-
tek z powierzchnig komérek w obrebie tratw lipidowych,
ktére indukuje fatdowanie sie blony komérkowej wokét
nanoczasteczki. Utworzony pecherzyk jest nastepnie
pochtaniany i kierowany do lizosoméw, czemu towarzy-
szy zakwaszenie jego wnetrza pod wptywem blonowej
pompy H* [27].

W przypadku nanoczasteczek transportujacych oligo-
nukleotydy czy fragmenty DNA istotne jest, zeby takie
no$niki omijajac droge degradacji w lizosomach, mogly
dostarczy¢ swéj tadunek w poblize jadra komérkowego.
W tym celu prébuje sie wykorzystywaé syntetyczne
fragmenty biatek wiruséw lub same wirusy, ktére rozwi-
nety wiele strategii unikniecia degradacji w komérkach
gospodarza [4]. Wirusy mozaikowatosci fasolnika chini-
skiego (CPMV) planuje sie wykorzysta¢ jako platformy
w celowanej terapii oraz metodach diagnostycznych.
Wirus CPMV w badaniach in vivo okazat sie uzyteczny
w przyzyciowym obrazowaniu naczyn, kierowaniu sub-
stancji leczniczej do nowotwordw, obszaréw zapalnych
w o$rodkowym uktadzie nerwowym oraz blaszki miaz-
dzycowej. Dzieki badaniom z wykorzystaniem specyficz-
nych inhibitoréw endocytozy, jak réwniez okre$leniu
wspétwystepowania z charakterystycznymi biatkami
regulujacymi rézne szlaki endocytozy, wykazano ze
wirus CPMV pochtaniany jest za pomoca endocytozy
kaweolarnej oraz makropinocytozy. Zaobserwowano, ze
wirus CPMV wiazac sie z biatkiem cytoszkieletu - wimen-
tyna - wnika do komdrek, gdzie w nastepnym etapie kie-
rowany jest do péZnych endosomdw i aparatu Golgiego
[49]. Lepsze poznanie mechanizméw wchtaniania nano-
czagsteczek i wiruséw moze dostarczyé wskazéwek doty-
czagcych najefektywniejszych szlakéw internalizacji,
zapewniajacych optymalny transport oraz subkomér-
kowe umiejscowienie substancji leczniczych [15].

TRANSPORT LEKOW PRZEZ BARIERE KREW-M0ZG

Ze wzgledu na specyficzna budowe i wyjatkowo ogra-
niczong przepuszczalno$¢ bariery krew-mézg (BBB),
dostarczanie lekéw do o$rodkowego uktadu nerwowego
(OUN) stwarza wiele probleméw. Najwiecej mozliwo-
$ci wykorzystania, jako sposobu transportu lekéw do
mdézgu, oferuje transcytoza za posrednictwem recep-
toréw (receptor-mediated transcytosis, RMT). W celu
wykorzystania endogennych systeméw RMT lek lub jego
nos$nik muszg by¢ sprzezone z czasteczka, ktéra moze
kierowaé utworzony kompleks na droge endocytozy
zaleznej od receptoréw. Takim wektorem moze by¢ albo
naturalny ligand lub jego syntetyczny odpowiednik, np.
przeciwciato lub peptyd. Wsrdd receptoréw BBB najcze-
$ciej wykorzystywanych w testowaniu takich strategii sa
receptory albuminy, receptor insuliny i biatka rodziny
receptoréw LDL [26].

Gtéwnym obiektem badat w obszarze RMT jest gliko-
proteina btonowa gp60 (albondyna), umiejscowiona
w kaweolach $rédbtonka i odpowiedzialna za przenosze-
nie albuminy. Zwigzanie sie albuminy z tym receptorem
indukuje jego interakcje z CAV1, w wyniku czego docho-
dzi do Src-zaleznej fosforylacji CAV1 niezbednej do pro-
cesu transcytozy [69]. Wynikiem obecnie prowadzonych
badan nad lekami o utrudnionej przenikalno$ci przez
$rédbtonek naczyn krwiono$nych jest model kompleksu
leku z peptydem o duzym powinowactwie do albuminy.
Taki kompleks w krazeniu moze by¢ wigzany przez albu-
mine, a nastepnie transportowany przez komérki §réd-
blonka za po$rednictwem RMT z udzialem gp60 [17,37].
Wada kaweolozaleznym systeméw dostarczania lekéw
przez BBB jest to, ze ulegaja ujemnej regulacji przy
dtuzszym stymulowaniu ligandem. W tym kontekscie
niedawno odkryta i scharakteryzowana endocytoza za
posrednictwem biatka adhezyjnego ICAM-1, niezalezna
od klatryny i CAV1, wydaje sie droga do sukcesu. ICAM-1
jest czasteczka ulegajaca ekspresji na komdrkach $réd-
btonka i komdrkach odpornosciowych, regulowang
dodatnio przez czynniki prozapalne i promitotyczne.
Udowodniono, Ze polistyrenowe nanoczasteczki optasz-
czone przeciwciatami anty-ICAM-1 tgczac sie swoiscie
z biatkiem adhezyjnym na powierzchni komérek $réd-
btonka bariery krew-mézg indukowaty proces transcy-
tozy nanoczasteczek przez cytoplazme. Uwolnione po
stronie btony podstawnej komérek srédbtonka nanocza-
steczki byly nastepnie pobierane przez astrocyty i pery-
cyty, tworzace toze podsrédbtonkowe. Proces byt na tyle
wydajny, ze moze by¢ modelem dostarczania terapeuty-
kéw do OUN [25,43].

Dostarczanie lekéw na poziomie subkomérkowym

Wiele lekéw przeciwnowotworowych wymaga dostar-
czenia do okreslonej struktury w obrebie komérek. Ze
wzgledu na to, ze podstawowym sktadnikiem bton bio-
logicznych sg lipidy i ze zwigzki lipofilne tatwo przeni-
kaja do wnetrza komérek, prébuje sie wykorzystaé rézne
systemy lipidowe do ukierunkowanego dostarczania
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lekéw na poziomie subkomérkowym. Egzogenne lipidy
sg internalizowane w obrebie tratw lipidowych i sorto-
wane do réznych przedzialéw komdérki w sposéb zalezny
od ich budowy. Krétkotaticuchowe sfingomieliny sa pre-
ferencyjnie sortowane do endosoméw cyrkulujacych,
a dtugotaticuchowe sfingomieliny sa przemieszczane
do péinych przedziatéw endosomalnych. W celu osia-
gniecia pewnych przedzialéw wewnatrzkomérkowych
wystarczy zatem polaczy¢ leki z poszczegdlnymi lipi-
dami, ktére beda tam kierowane [55].

Leki przeciwnowotworowe prébuje sie kierowaé do prze-
dziatu endosomalnego przez sprzeganie ich z ligandami
internalizowanymi szlakiem endocytozy kierowanej
receptorami. W tym celu stosuje sie najczesciej transfe-
ryne oraz kwas foliowy. Zwigzki te wykazujg duze powi-
nowactwo do swoistych receptoréw, ktére bardzo czesto
ulegaja nadekspresji w nowotworach ztosliwych. Wyko-
rzystuje sie to réwniez do diagnostyki obrazowej w cho-
robie nowotworowej [54]. Receptor transferyny jest
klasycznym receptorem internalizowanym droga endo-
cytozy z udziatem klatryny, natomiast receptor kwasu
foliowego jest biatkiem tratw lipidowych, zakotwiczonym
za pomoca glikozylofosfatydyloinozytolu (GPI). Interna-
lizacja receptora folianowego odbywa sie w kanalikowa-
tych tworach paczkujacych z btony komdérkowej, zwanych
no$nikami niezaleznymi od klatryny (CLIC). We wnetrzu
komérki CLIC ulegaja sortowaniu do przedziatu wcze-
snych endosoméw, tworzac kompartment bogaty w biatka
GPI (GEEC). Koniugaty kwasu foliowego i lekéw prze-
ciwnowotworowych przechodza obecnie 11 faze badan
klinicznych. Wyniki badan wskazuja na zwiekszenie sku-
tecznosci leczenia i zminimalizowanie dziatari toksycz-
nych lekéw stosowanych w terapii raka sutka i ptuc [75].

Przyktady lekéw ukierunkowanych subkomérkowo
z wykorzystaniem réznych szlakéw endocytozy przed-
stawiono w tabeli 1.

NowE wyzwaNIA

Komérki nowotworowe charakteryzuja sie zwiekszona
ekspresja receptoréw transferyny (TFR). Ten fenomen jest
zwigzany ze zwiekszonym zapotrzebowaniem nowotworu
na zelazo, niezbedne do wzrostu i proliferacji komérek.
Poniewaz niedobdr zelaza moze dziata¢ hamujaco na
wzrost nowotworu, podjeto préby stworzenia niskocza-
steczkowych inhibitoréw jego pobierania przez komérki.
Zaskoczeniem byto odkrycie, ze jeden z takich inhibito-
réw - ferrystatyna - hamuje transport zelaza do komd-
rek przez kierowanie TFR na szlak degradacji lizosomalnej
i proteosomalnej. Internalizacja TFR w tym przypadku
przebiegata w sposéb odrebny od klasycznej endocytozy
angazujgcej klatryne i wymagata udziatu tratw lipido-
wych i cholesterolu [23]. Podobny mechanizm dziatania
przeciwnowotworowego wykazuje dihydroartemizynina
(DHA), popularny lek przeciwmalaryczny badany pod
katem zastosowania w leczeniu nowotworéw. DHA indu-
kuje palmitoilacje TFR, wskutek czego dochodzi do inter-
nalizacji receptorédw w wyniku endocytozy kaweolarne;.
Obnizenie poziomu TFR na powierzchni komérek powo-
duje zahamowanie transportu zelaza do komérek i dzia-
lanie cytotoksyczne [2]. Niespodziewany mechanizm
dziatania inhibitoréw wchtaniania zelaza w komdrkach
nowotworowych oraz odkrycie niezwyklej drogi internali-
zacji TFR wzbudzanej przez te inhibitory rzuca nowe $wia-
tto na projektowanie strategii przeciwnowotworowych,
a zarazem obrazuje, jak odmiennie w réznych warunkach
moga by¢ pobierane te same czasteczki przez komérki.

Tabela 1. Przyktady lekow ukierunkowanych subkomdrkowo z wykorzystaniem CIE (wg [51,52])

Docelowy przedziat

Lek Typ CIE Komérkowy Sposéb dziatania Zastosowanie
Endocytoza Skojarzenie leku z cholesterolem utatwia jego
Inhibitor B-sekretazy y Wezesne endosomy ~ wigzanie z btong i warunkuje internalizacje Choroba Alzheimera
kaweolarna
droga endocytozy
Leki przeciw- Endocytoza CLIC/ Konluqaty el ||gfa nd sq.t fansportowane do Iwigkszenie skutecznosci leczenia
Wczesne endosomy komérki w sposdb zalezny od bfonowych .
nowotworowe GEEC i przeciwnowotworowego
receptorow
. Endocytoza CLIC/ . . Dostarcz’e e peptydowych fragmentow Leczenie chtoniakéw ztosliwych
Fragmenty antygenéw ER i aparat Golgiego antygendw przez skoniugowanie z Stx-B, S
GEEC . . . i raka jajnika
celem ich prezentacji z udziatem MHC-
Obrazowanie tkanek nowotworowych przez
potaczenie zwiazkéw fluorescencyjnych Diagnostyka raka jelita grubego
L ) Endocytoza CLIC/ ) ) A S o . p
Barwniki fluorescencyjne GEEC ERiaparat Golgiego  z Stx-B, wiazanej wybiérczo przez receptor i jajnika, wykrywanie przerzutéw

GB3 nadprodukowany w komérkach
nowotworowych

do watroby

Makropinocytoza
lub endocytoza
kaweolarna

Cisplatyna i doksorubicyna Jadro komérkowe

Koniugacja leku z wirusowymi wektorami
zapewnia ich kierowanie do jadra komorki

Leczenie nowotworéw

ER — siateczka $rédplazmatyczna; MHC I — gtéwny kompleks zgodnosci tkankowej typu I; Stx-B — podjednostka B toksyny Shiga
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PobsumowaNiE

Podsumowujac, endocytoza niezalezna od klatryny,
oprécz swojej roli we wchlanianiu substancji odzyw-
czych i ptynéw, wptywa na wiele proceséw, takich jak
polaryzacja komdrek czy modulacja sygnatéw. Systemy
endocytozy CIE sg réwniez wykorzystywane przez
rézne patogeny do osiggniecia celu ataku - komdrek
gospodarza. Ze wzgledu na ztozono$¢ mechanizmdéw
transportu, wtasciwe powiazanie konkretnego scho-
rzenia z defektem danej sktadowej swoistego szlaku
endocytozy jest bardzo trudne. Niemniej podejmuje
sie badania pozwalajace zidentyfikowa¢ role endo-
cytozy CIE w chorobach metabolicznych, dystrofiach
mie$niowych, nowotworach i miazdzycy. Najbardziej
sa zaawansowane badania udziatu CIE w patomecha-
nizmie nowotwordw i choréb zwiazanych z hipercho-
lesterolemig. Zdobyta wiedza pozwoli nie tylko na
zrozumienie proceséw patologicznych zwigzanych
z zaburzeniami endocytozy, ale réwniez umozliwi nowe
dzialania terapeutyczne.

PismiennicTwo

Najwieksze nadzieje wigze sie z wykorzystaniem nietypo-
wej regulacji szlakéw CIE w komdrkach nowotworowych. To
zjawisko prébuje sie zastosowaé do szybkiego wykrywania
komérek ztosliwych metodami obrazowania oraz do pokona-
nia oporno$ci nowotworu na dziatanie chemioterapeutykéw.
Poznanie mechanizméw endocytozy ma takze zasadnicze
znaczenie w kontrolowaniu farmakokinetyki i toksyczno-
$ci nanoczasteczek. Z badan in vitro wynika, ze wybdr szlaku
pobierania nanoczasteczki w duzym stopniu zalezy od jej
rozmiaréw, ksztattu, a takze tadunku powierzchniowego.
Swoiste ligandy optaszczone na nanono$nikach, ukierunko-
wane na konkretny typ komérki, mogg by¢ internalizowane
w sposdb odmienny od samych ligandéw. Zwazywszy na
mnogo$¢ drég wykorzystywanych do internalizacji nanocza-
steczek, idea stworzenia uniwersalnego systemu dostarcza-
nia, odpowiedniego dla réznych tadunkéw, jest coraz mniej
realna. Szerszy wglad w mechanizmy lezace u podstaw
endocytozy moze ujawni¢ nowe cele dla projektowanych
lekdw, a selektywne wykorzystanie CIE pozwoli na manipu-
lowanie komérkowymi szlakami endocytarnymi w celu tago-
dzenia objawéw konkretnych chordb.
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