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PEDF - endogenny czynnik o silnym dziataniu
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PEDF: an endogenous factor displaying potent
neuroprotective, neurotrophic, and antiangiogenic activity
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Stowa kluczowe:

Streszczenie

PEDF - czynnik pochodzacy z nabtonka barwnikowego siatkéwki (pigment epithelium derived
factor) zostal odkryty w 1989 r. w hodowli komérek retinoblastoma Y-79, prowadzonej w Srodo-
wisku z dodatkiem medium, w ktéorym wcze$niej hodowano komoérki nabtonka barwnikowego
siatkéwki. Odkrycie to przyczynito si¢ do rozpoczgcia szeroko zakrojonych badar, ktorych ce-
lem byto poznanie wiasciwosci tego intrygujacego czynnika. Jego obecnos$¢ wykazano nie tylko
w tkankach oka, ale takze w wielu innych narzadach (watroba, ptuca, nerki), zaréwno w okresie
ptodowym, jak i postnatalnym oraz w wielu strukturach os§rodkowego uktadu nerwowego. Synteza
i sekrecja PEDF sa bardziej nasilone w komdrkach mtodych i ulegaja zmniejszeniu wraz z ich
starzeniem. Nadal trwaja poszukiwania receptora swoistego dla PEDF, przez ktéry wywiera on
swoje dzialania neurotroficzne, neuroprotekcyjne i antyangiogenne. PEDF jest endogennym re-
gulatorem wielu proceséw fizjologicznych i patologicznych. Stymuluje réznicowanie ludzkich
komorek retinoblastoma do fenotypu neuronalnego, wzmaga rozwdj i przezycie fotoreceptoréw
siatkéwki oraz neuronéw osrodkowego i obwodowego uktadu nerwowego. Chroni réwniez nie-
dojrzale neurony przed apoptoza. Jako jeden z najsilniejszych inhibitoréw angiogenezy dziata
antagonistycznie na czynnik wzrostu srédbtonka naczyn (VEGF) i hamuje tworzenie nowych
naczyn. PEDF lub jego aktywny fragment, moga wkrétce zosta¢ wykorzystane w celach tera-
peutycznych wielu choréb neurologicznych, okulistycznych i onkologicznych.

PEDF - czynnik pochodzacy z nabtonka barwnikowego  neuroprotekcja ° dziatanie
neurotroficzne * dziatanie antyangiogenne ¢ potencjat terapeutyczny

Summary

PEDF (pigment epithelium-derived factor) was first purified in 1989 from the conditioned me-
dium of human retinal pigment epithelial cells as a factor with potent differentiating activity in
human retinoblastoma cells. This discovery triggered intensive research directed at elucidating
the biological activity of this new factor. The presence of PEDF was confirmed in several struc-
tures of the eye and other organs (i.e. liver, lung, kidney) in both prenatal and postnatal life, and
in almost all parts of the central nervous system. The synthesis and secretion of PEDF is more
effective in young cells and decreases during their aging. Although many findings suggest a re-
ceptoric nature of PEDF action, the receptor responsible for its neuroprotective, neurotrophic,
and antiangiogenic effect still remains to be identified. PEDF is capable of regulating many phy-
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siological processes; for example, it stimulates the differentiation of human retinoblastoma cells
to neurons and increases the growth and survival of photoreceptor cells of the retina and neuro-
ns of the central and peripheral nervous system. Furthermore, this factor also protects immature
neuron cells from apoptosis. PEDF, probably the most potent endogenous inhibitor of angioge-
nesis, behaves as a functional antagonist of vascular endothelial growth factor (VEGF) and in-
hibits neovascularization. Endowed with neuroprotective, neurotrophic, and antiangiogenic po-
tential, PEDF itself, or its biologically active fragment, is currently considered an agent of great
interest in the future therapy of an array of neurological, ophthalmological, and oncological di-

sorders.
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Obkrycie PEDF

Czynnik pochodzacy z nablonka barwnikowego siatkdw-
ki (PEDF — pigment epithelium-delivered factor) zostat
po raz pierwszy zidentyfikowany w 1989 r. przez grupe
G.J. Chadera i wsp. W hodowli komoérek retinoblastoma
Y-79, prowadzonej w srodowisku z dodatkiem medium,
w ktérym wczes$niej hodowano komorki nabtonka bar-
wnikowego siatkéwki (RPE — retina pigment epithelium),
zaobserwowano réznicowanie si¢ tych komoérek w kierun-
ku neuronéw. Wykazano takze wzrost syntezy markeréw
charakterystycznych dla dojrzatych neurondéw, takich jak
enolaza swoista dla neuronéw, czy biatko neurofilamen-
towe o masie 200 kDa. Natomiast dodanie do tej hodow-
li samych komérek RPE nie wywierato zadnego istotne-
go efektu, co zasugerowato, iz to wlasnie czynnik obecny
w plynie powodowal intensywne réznicowanie komoérek
Y-79 w komorki przypominajace — zaréwno pod wzgle-
dem strukturalnym, jak i biochemicznym — dojrzate neu-
rony. Czynnikiem tym okazalo si¢ biatko o masie 50 kDa,
nazwane p6zniej PEDF [56,61,62].

W toku dalszych badan wykazano, ze struktura PEDF
jest identyczna ze struktura czynnika EPC-1 (early popu-
lation doubling level cDNA-1), ktérego ekspresj¢ badano
w fibroblastach pochodzacych z tkanki ptucnej embrio-
néw ludzkich (WI-38) i z ludzkiego endometrium [50].

Jednoczesnie najwigksza ekspresje¢ EPC-1/PEDF zaob-
serwowano w komérkach miodych, a w miarg ich starze-
nia si¢ ulegata ona obnizaniu. Taka zaleznos¢ moze miec
szczegblne znaczenie w procesach, ktérych aktywacja za-
lezy od okreslonego okresu rozwoju embrionalnego lub
od zaistnienia szczeg6lnych warunkéw fizjologicznych
lub patologicznych.

STRUKTURA GENU PEDF

Ludzki gen PEDF potozony jest na krétkim ramieniu chro-
mosomu 17 (17p13.3), ma nieciagta strukture i sktada sig
z 8 eksondéw 1 7 intronéw [4,23,64]. Potozony jest tez bli-
sko genu rekoweryny (17p13.1), tj. biatka uczestniczacego
w procesie wzbudzania wzrokowego, oraz w poblizu locus
retinitis pigmentosa — RP13, a takze genéw m.in. medul-
loblastoma, dziedzicznego zwyrodnienia siatkéwki, czy raka
jajnika [23,24,25]. Przypuszcza si¢, ze zaburzenia w struk-
turze regionu 17p13, obejmujace réwniez gen PEDF, moga
prowokowaé wystapienie wymienionych wyzej choréb.

Wsréd ssakow uwage zwraca silna konserwatywnos¢ sek-
wencji kodujacych tego genu. Szczegdlnie duza homolo-
gie do ludzkiego genu PEDF wykazuja geny myszy i kury,
ktére réwniez sa zbudowane z analogicznej liczby intro-
noéw i eksonéw [54]. Gen tego czynnika zostat takze zi-
dentyfikowany u ptakéw, ryb i ptazéw [4,63].
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STRUKTURA | wysTEPOWANIE PEDF

PEDF jest biatkiem o masie czasteczkowej 46,3 kDa.
Zawiera miejsca fosforylacji oraz glikozylacji taiicucha,
przez co jego masa czasteczkowa moze wynosi¢ okoto
50 kDa [56]. Ludzki czynnik jest zbudowany z 418 reszt
aminokwasowych. Wykazano, ze struktura PEDF u my-
szy i wotu jest bardzo zblizona do tej stwierdzonej u lu-
dzi. W strukturze czasteczek czynnika wykrytych u tych
ssakow, zidentyfikowano odpowiednio 417 i 416 amino-
kwaséw, co odpowiada w 85-89% polipeptydowi ludz-
kiemu [51,54].

W czasteczce PEDF wystegpuja sekwencje aminokwaséw,
ktére sa odpowiedzialne za pewne funkcje, wykazywane
przez ten czynnik. Wyréznione zostaty: rejon swoisty dla
gatunku (Asn21-Val38), rejon zawierajacy domeng aktyw-
nosci neurotroficznej (Leu78-Lys121), miejsce N-glikozy-
lacji (Asn283-Leu-Tyr) oraz rejon korespondujacy z do-
mena ,,serpinowa” (Leu382-do korica) [43].

PEDF ma strukturalna i sekwencyjna homologi¢ z wigk-
szoS$cia cztonkéw nadrodziny inhibitoréw proteaz seryno-
wych, okres§lanej mianem ,,serpin” (serine protease inhi-
bitors) [15,31,46,69]. Peptyd ten wykazuje 27% homologii
aminokwaséw z modelowym cztonkiem serpin — ot1-anty-
trypsyna. Inne peptydy, bedace przedstawicielami tej rodzi-
ny maja takze zblizong do PEDF strukturg trzeciorzgdowa,
np. inhibitor ludzkiej a2-plazminy (26% homologii) i ludz-
ka ol-antychymotrypsyna (43% homologii). Taki stopien
podobienstwa jest charakterystyczny réowniez dla innych
cztonkéw tej rodziny (np. inhibitor o2-plazminy wykazu-
je 23-26% homologii w stosunku do innych inhibitoréw
proteaz serynowych) [53]. Wigkszos¢ cztonkéw nadrodzi-
ny serpin wykazuje wtasciwosci hamujace wobec proteaz
serynowych, tj. ludzkiej trypsyny, czy tez chymotrypsyny
[5,15,40]. Mimo homologicznej budowy PEDF nie ma po-
tencjatu antyproteazowego. W czasteczce PEDF wykaza-
no obecnos¢ charakterystycznej dla serpin reaktywnej pet-
li (RCL - reactive center loop) o gigtkiej strukturze, dzigki
ktérej posredniczy w procesach hamowania aktywnosci en-
zymow proteolitycznych [56]. Petla ta zawiera 17 amino-
kwaséw, z wysoce konserwatywna glicyna w pozycji 15.
W przeciwienistwie jednak do petli typowych przedstawi-
cieli serpin, RCL w PEDF r6zni si¢ strukturg aminokwa-

sOw w rejonie odpowiedzialnym za wtasciwosci hamujace,
m.in. zawiera dodatkowe reszty proliny, co prawdopodob-
nie przeszkadza w interakcji z proteazami i wywieraniu
dziatania hamujacego ich aktywnos¢ [68].

PEDF zostat odkryty jako czynnik charakterystyczny dla
nabtonka barwnikowego siatkéwki (RPE) [49,61]. Jednak
wiele tkanek ludzkich i zwierzecych jest zdolnych do jego
syntezy. U cztowieka czynnik ten zostat wyizolowany z wa-
troby, ptuc, serca, nerek zar6wno w okresie ptodowym, jak
i postnatalnym. U dorostych jego obecnos¢ obserwowano
rowniez w tozysku, jadrach i jajnikach, w przewodzie po-
karmowym oraz w korze nadnerczy [16]. W osrodkowym
uktadzie nerwowym PEDF syntetyzowany jest z r6zna in-
tensywnoscia. Najsilniej wyrazona ekspresje tego peptydu
obserwowano w szyszynce, ptatach potylicznych, wzgd-
rzu, podwzgorzu, hipokampie, ciele modzelowatym oraz
jadrze migdatowatym. Obecnosci PEDF nie stwierdzono
jedynie w mézdzku i jadrze ogoniastym [63]. Ekspresje
PEDF wykazywaty takze liczne struktury ludzkiego oka
np.: cialo rzgskowe, rogéwka, komdrki warstwy wewnetrz-
nej i zewnetrznej siatkéwki [47,49,51]. Taka r6znorodnosé
w ekspresji genu dla tego peptydu, a takze aktywacja ko-
morek pod jego wptywem moze Swiadczyé o mozliwo-
$ci dziatania zar6wno miejscowego, jak i obwodowego
tego peptydu.

Poczatkowo wczesna ekspresj¢ PEDF wykryto w komor-
kach 17-tygodniowego ludzkiego ptodu [65]. Wkrétce
jednak wykazano obecnos¢ tego czynnika juz u 7,4-tygo-
dniowego ptodu w komérkach RPE i komérkach fotore-
ceptorowych [36]. Badania przeprowadzone na myszach
pozbawionych genu PEDF wykazaly, ze brak ten nie jest
letalny dla gryzoni, jednak skutkuje powaznymi zaburze-
niami w réznicowaniu komorek oraz w architektonice siat-
kéwki u tych zwierzat [19]. Nadal jednak nie wyjasniono,
czy zmiany fenotypu sa w tym przypadku zwigzane z rze-
czywistym brakiem PEDF, czy tez niedobdr ten wplywa
na wydzielanie innych substancji, ktére wywotuja wspo-
mniane zaburzenia.

Wykazano natomiast zmniejszanie wydzielania PEDF
w starzejacych si¢ komorkach. Zaobserwowano zmiany
w stabilnosSci PEDF-mRNA oraz zmniejszenie syntezy
tego czynnika w pierwotnych hodowlach komérek RPE
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Tabela 1. Wystepowanie PEDF w organizmie

Wystepowanie PEDF w strukturach oka

ciato rzeskowe, rogdwka, komérki warstwy wewnetrznej siatkéwki, komorki warstwy zewnetrznej siatkéwki

Wystepowanie PEDF poza uktadem nerwowym

Okres prenatalny

watroba, ptuca, nerki

Okres postnatalny

watroba, ptuca, nerki, tozysko, jadra, jajniki, przewdd pokarmowy,
kora nadnerczy

Wystepowanie PEDF w uktadzie nerwowym

szyszynka, ptaty potyliczne kory mézgu, wzgdrze, podwzgérze, hipokamp, ciato modzelowate, jadro migdatowate

w miarg ich starzenia si¢, bez komérek [30,65]. Nadal jed-
nak nie jest pewne, czy ograniczenie syntezy PEDF jest
skutkiem starzenia si¢ komorek, czy by¢ moze stymuluje
ten proces. Wymaga to dalszego wyjasnienia, ze wzgledu
na mozliwos¢ udziatu PEDF w wielu chorobach zwiaza-
nych z wiekiem, takich jak cho¢by zwyrodnienie plamki
ocznej zwiazane z wiekiem (AMD — age-related macular
degeneration) [4].

Receptory PEDF

Prawdopodobnie PEDF wywiera swoje dziatanie przez
wigzanie z receptorami btonowymi. Dotychczas jednak,
mimo szeroko zakrojonych badan, wcigz nie udato sie
odnalez¢ i sklonowaé receptora swoistego dla tego pep-
tydu. Wielokrotne proby odkrycia swoistego receptora
PEDF prowadzone do dnia dzisiejszego przez wiele osrod-
kéw badawczych nie przyniosty spodziewanych wynikéw.
Udowodniono natomiast, iz PEDF taczy si¢ ze swoistymi
miejscami wigzacymi. Nadal jednak znana jest tylko pod-
stawowa charakterystyka biochemiczna i farmakologicz-
na tych miejsc. Pojawia si¢ w zwigzku z tym pytanie, czy
w ogole istnieje swoisty receptor wiazacy PEDF, czy tez
czynnik ten wykorzystuje receptory innych peptydéw lub
dziata w spos6b pozareceptorowy.

‘W badaniach prowadzonych przez Alberdi i wsp. [1] PEDF
znakowany ['*°T] taczyt si¢ z jedna z klas miejsc wiazacych
umiejscowionych na komdrkach retinoblastoma i komérkach
warstwy ziarnistej mézdzku. Podobne badania, prowadzo-
ne przez Aymerich i wsp. [3], dotyczyty miejsc wigzacych
w warstwach siatkéwki. Wyniki uzyskane w obu modelach
wskazuja, ze oddzialywanie PEDF na komorki retinobla-
stoma, komorki warstwy ziarnistej mézdzku oraz komorki
siatkowki jest zwigzane z obecnoscia swoistych receptoréw
tego peptydu, jednak nie zostaty one blizej scharakteryzo-
wane. Sugeruje sig, ze za wiazanie z receptorem odpowie-
dzialny jest fragment 78-121 tadicucha aminokwasowego
PEDF [71]. Wciaz réwniez nie odkryto receptora zloka-
lizowanego na komoérkach srédbtonka, przez ktéry PEDF
wywieratby swoje dziatanie antyangiogenne.

W 2003 roku po raz pierwszy pojawita si¢ hipoteza, ze
PEDF moze hamowa¢ angiogeneze przez bezposrednie
zmniejszanie ekspresji genu VEGF (vascular endothelial
growth factor) [72]. Najnowsze dane potwierdzaja takze
bezposredni wptyw PEDF na receptor czynnika wzrostu

Srédbtonka naczyn, VEGFR-1 (vascular endothelial growth
factor receptor 1). W badaniach prowadzonych w laborato-
rium Boultona i opublikowanych w 2006 roku [11] PEDF
powodowal zwigkszanie aktywnosci kompleksu y-sekreta-
zy. Kompleks ten sktada si¢ z kilku podjednostek: APH-1,
PEN-2, Nct i PS — ta ostatnia to presenilina, ktéra stano-
wi gléwny fragment jednostki katalitycznej y-sekretazy.
Wzrost aktywnosci tego kompleksu jest zwiazany z prze-
mieszczeniem PS1 z przestrzeni okolojadrowej do btony
cytoplazmatycznej, w ktorej y-sekretaza katalizuje reakcje
hydrolizy VEGFR-1 z udziatem migdzybtonowych domen
biatkowych, stanowiacych fragment tego receptora i zawie-
rajacych reszty walinowe. Odslonigcie tych reszt nastgpuje
w chwili potaczenia VEGF z receptorem. Odszczepienie
wewnatrzkomodrkowej domeny VEGFR-1 jest odpowie-
dzialne za zablokowanie proangiogennego wptywu VEGF.
Z powyzszych obserwacji wynika, ze chociaz PEDF sa-
modzielnie wptywa na zwigkszenie aktywnosci y-sekre-
tazy, to proteoliza receptora zachodzi w btonie komoérko-
wej tylko w obecnosci VEGF. Jesli hydroliza VEGFR-1
jest niemozliwa do uzyskania, to wowczas PEDF nie ha-
muje proangiogennego dzialania naczyniowego czynnika
wzrostu Srodbtonka [11].

MECHANIZMY PRZEKAZYWANIA SYGNALU

Badania przeprowadzone przez Yabe’a i wsp. [71] wskazuja
na udziat czynnika transkrypcyjnego NF-kf3 w kaskadzie
sygnalizacyjnej aktywowanej przez potaczenie PEDF z re-
ceptorem. W wykonanym eksperymencie, celem wywota-
nia apoptozy, komérki warstwy ziarnistej mézdzku (CGCs
— cerebellar granular cells) poddano dziataniu K* w niewiel-
kim stezeniu, a nastgpnie PEDF. Zaobserwowano, ze czyn-
nik ten spowodowat wzrost fosforylacji inhibitoréw czyn-
nika NF-k[3, zmniejszenie poziomu biatek Ik}, aktywacje
NF-xB, jadrowa translokacje p65 (RelA) oraz zwigkszenie
aktywnosci wiazania DNA przez NF-kf3, czego skutkiem
byto zapobieganie apoptozie tych komérek [71].

Inne badania sugeruja udzial liganda Fas — cytokiny na-
lezacej do nadrodziny czynnika martwicy nowotworéw
TNF (tumor necrosis factor) i jego receptora (Fas/CD95)
w mechanizmie dziatania PEDF. Volpert i wsp. udowod-
nili, ze przeciwciata anty-Fas, anty-FasL, oraz zastoso-
wanie inhibitoréw kaspaz, hamuje dziatanie PEDF, ktory
w warunkach prawidtowych stymuluje apoptoze w hodow-
li komorek srédbtonka [66]. Zatem PEDF moze zar6wno
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konformaji czasteczki integryn i oddysocjowanie fosfatazy, ktdra przytacza sie nastepnie do receptora VEGF i prowadzi do jego defosforylagji.
Ten mechanizm dziatania prowadzi do zatrzymania transdukgji sygnatu i do zablokowania proceséw aktywujacych angiogeneze

zapobiega¢ apoptozie komorki przez aktywacje czynnika
transkrypcyjnego NF-kf, jak réwniez doprowadzi¢ do ak-
tywacji zaprogramowanej $mierci komorki przez zwigk-
szanie ekspresji liganda Fas.

Dziatanie antyangiogenne PEDF prawdopodobnie wiaze
si¢ z modulujacym wplywem tego czynnika na szlaki Akt
i MAPK, ktére w komorkach srédblonka sa aktywowane
przez VEGF — naczyniowy czynnik wzrostu srédbtonka.
PEDF nie wptywat znaczaco na fosforylacje nieaktywnego
Akt, natomiast zdecydowanie blokowat ten szlak, jesli ko-
morki wezesniej poddano dziataniu VEGF [60]. Hamowanie
angiogenezy przez aktywacje¢ szlaku MAPK jest wiaza-
ne z redukcja ekspresji kinazy 1 MAPK (MAPKK1) oraz
ze zmniejszaniem fosforylacji ERK-1 indukowanej przez
VEGE. Jednak dziatanie to jest dodatkowo zalezne od wie-
lu czynnikéw zewngetrznych, jakim podlegaja w danym mo-
mencie komorki Srédbtonka naczyn [33].

PoOTENCIAL NEUROTROFICZNY | NEUROPROTEKCYINY PEDF

Od chwili odkrycia wptywu PEDF na réznicowanie si¢ ko-
morek retinoblastoma w kierunku neuronéw, czynnik ten
stat si¢ obiektem bardzo intensywnych badan. Okazato
sig, ze pod jego wplywem komorki tego nowotworu, po-
chodzacego z multipotencjalnych retinoblastow i wyka-
zujacego duza ztosliwosé, byly przeksztatcane do postaci
mniej agresywnej. Dato to podstawe do dalszych poszu-
kiwann w kierunku wtasciwosci neurotroficznych PEDF,
jak réwniez pozwolito na postawienie hipotezy o wpty-
wie przeciwnowotworowym tego czynnika.

Od odkrycia powstato wiele modeli doswiadczalnych,
uwzgledniajacych takze fizjologiczne miejsca wystgpo-
wania PEDF, ktérych zadaniem stato sig blizsze poznanie
mechanizmoéw dziatania tego czynnika i okreslenie jego
przydatnosci w terapii niektérych patologii uktadu ner-
wowego cztowieka.

Modele komorek siatkowki

Poniewaz PEDF zostat odkryty w nabtonku barwnikowym
siatkéwki, poczatkowo skoncentrowano si¢ na modelach,
ktore przyblizytyby wptyw tego czynnika na réznicowanie
si¢ komorek siatkéwki. W badaniach prowadzonych przez
Malchiodi-Albedi i wsp. [39] hodowle komérek RPE pocho-
dzacych od noworodkéw szczurzych poddawano dziataniu
PEDF. Zaobserwowano zmiany polegajace na zwigksze-
niu obszaréw cytoplazmatycznych tych komérek, stymu-
lacji dojrzewania melaniny oraz przylegania komérek do
siebie. Zatem, PEDF odgrywa wazna rol¢ w rozwoju na-
btonka barwnikowego siatkéwki.

W innym modelu dysmorfogenezg fotoreceptoréw uzyski-
wano przez usunigcie RPE z oczu kijanek zaby (Xenopus
laevis) przed rozpoczeciem hodowli. Dziatanie to powo-
dowato powstanie zaburzen w strukturze zewngtrznych
segmentéw fotoreceptoréw, nieprawidlowosci w struk-
turze subkomodrkowej oraz zmniejszenie ilosci opsyny
(biatka fotoreceptoréw, ktore stanowi 80-90% wszyst-
kich biatek w segmentach zewngtrznych precikéw).
Natomiast dodanie PEDF do hodowli oczu Xenopus po-
zbawionych RPE zapobiegalo wystapieniu zmian struk-
turalnych w fotoreceptorach i przywracato poziom opsy-
ny do wartosci kontrolnych [34]. Wyniki uzyskane w tym
doswiadczeniu potwierdzaja wazna role PEDF w rozwo-
ju fotoreceptoréw.

W podobnym modelu wykazano réwniez troficzne dzia-
tanie PEDF na komérki Miillera, czyli komorki gleju siat-
kéwki, oraz pozbawienie tego czynnika jego korzystnego
wplywu przez zastosowanie przeciwcial anty-PEDF [34].
Zaobserwowano rowniez dojrzewanie komoérek Miillera
pod wptywem PEDF [35]. Badania te potwierdzily neu-
rotroficzny wptyw PEDF nie tylko na komérki fotorecep-
torowe siatkéwki, ale réwniez na wystgpujace w siatkow-
ce komorki glejowe.
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W innym do§wiadczeniu prowadzonym in vivo na myszach
— nosicielkach mutacji genéw rd1 i rds odpowiedzialnych za
tworzenie fotoreceptoréw, stosowano PEDF doszklistkowo
w pojedynczym wstrzyknigciu. Zastosowanie tego czynnika
znaczaco opodzniato postgpowanie degeneracji fotorecepto-
réw, ktdéra uzyskiwano przez zastosowanie ciggtego inten-
sywnego Swiatla. Wyniki te réwniez stanowig potwierdze-
nie neuroprotekcyjnych wtasciwosci PEDF [14,16].

W badaniach prowadzonych przez Ogatg i wsp. [48] ko-
morki siatkéwki poddawano niedokrwieniu, ktére wywo-
tywano przez zwigkszenie ci$nienia wewnatrzgatkowego.
Celem tego dzialania bylo wywotanie $Smierci komoérek
wszystkich warstw siatkéwki. Wykazano nie tylko ochron-
ne dziatanie PEDF na komorki, ktére nie ulegty uszkodze-
niu pod wptywem wywotanego niedokrwienia, ale réwniez
pobudzanie ich dalszego przezycia.

Kolejna grupe badan stanowit model cytotoksycznosci wy-
wotywanej zastosowaniem H,O, na neurony wyizolowane
z siatkéwek 0—2-dniowych szczuréw. Zastosowanie PEDF
chronito te komérki przed prowadzaca do apoptozy cytotok-
sycznoscia, spowodowang zastosowaniem nadtlenku wodo-
ru, bedacego donorem wolnych rodnikéw [13,29].

Model toksycznosci poglutaminianowej

PEDF chroni réwniez r6zne komorki uktadu nerwowego
poddane toksycznemu dziataniu glutaminianu. Dziatanie
to jest zwiazane z uruchomieniem trzech mechanizméw.
Poprzez aktywacje receptoréw NMDA glutaminian umoz-
liwia z jednej strony wnikanie jonéw wapniowych do wneg-
trza komorki, a z drugiej — umozliwia synteze tlenku azotu.
Trzeci mechanizm polega na nadmiernej aktywacji wymien-
nika sodowo-wapniowego i w rezultacie nastgpuje naptyw
jonéw sodowych do wnetrza komérki. Juz nanomolowe ste-
zenia PEDF zaburzaja jeden lub wigcej z tych proceséw
i prowadza do zahamowania apoptozy. Badania te prowa-
dzone byty na hodowlach komérek ziarnistych mézdzku
[58,59], neuronach hipokampa [18], motoneuronach rdze-
nia krggowego [6,7], a takze neuronach warstwy zwojowe;j
siatkéwki [58]. We wszystkich tych hodowlach PEDF za-
pobiegat toksycznemu dziataniu glutaminianu, a nawet —
jak w przypadku neuronéw hipokampa — powodowat zna-
czacy wzrost neuronéw [18].

Model komérek ziarnistych mézdzku

W badaniach prowadzonych przez Taniwakiego i wsp. [58]
zaobserwowano, ze obecno$¢ ludzkiego rekombinowanego
PEDF (hrPEDF) w Srodowisku inkubacyjnym, w ktérym
hodowano komorki ziarniste mézdzku (CGC) uzyskane od
5-8-dniowych szczuréw, skutkowata zaleznym od st¢zenia
badanego czynnika zwigkszeniem liczby zywych komé-
rek. Byl to dowdd, ze PEDF przedtuza zywotnos¢ neuro-
néw osrodkowego uktadu nerwowego (OUN).

Inny model, zaproponowany przez Chadera i wsp. [2] po-
wstat w celu wykazania wptywu PEDF na proces natural-
nej i indukowanej apoptozy. Hodowle komérek CGC po-
branych od 8-dniowych szczuréw inkubowano z 25 mM
chlorku potasu — czynnika, ktérego zadaniem jest inicja-
cja procesOw zaprogramowanej Smierci komoérki. Do tak
przygotowanych komoérek dodano dwa fragmenty PEDF,

z ktérych jeden nie zawieral fragmentu ,,serpinowego”.
Zaobserwowano, ze zastosowanie PEDF przeciwdzia-
tato apoptozie, zaréwno naturalnej, jak i indukowanej.
Wykazano takze, ze PEDF chroni niedojrzate neurony
mozdzku przed apoptoza, a dodatkowo dowiedziono, ze
dziatanie to nie zalezy od aktywnosci typowej dla prote-
az serynowych [2].

Model rdzeniowych neuronéw ruchowych

Do wykazania wlasciwosci neuroprotekcyjnych PEDF wy-
korzystano takze komoérki nerwowe rdzenia krggowego.
W jednym z doswiadczeri Houenou i wsp. [32] wykonywa-
li u noworodkéw myszy aksotomi¢ neuronéw ruchowych,
co powodowato §mier¢ ponad polowy komoérek poddanych
temu zabiegowi i zanik pozostatych. Zastosowanie PEDF
w tym modelu doswiadczalnym doprowadzito nie tylko
do zredukowania liczby zniszczonych catkowicie komo-
rek, ale réwniez zupetnie odwrdcito proces atrofii neuro-
néw, ktére przetrwaty zabieg [32]. Uzyskane wyniki po-
zwalaja nie tylko potwierdzi¢ ochronny wptyw PEDF na
komorki nerwowe, ale réwniez pozwalaja wysnué hipote-
z¢ o podobnym wptywie wywieranym przez ten czynnik
na uszkodzone neurony w innych obszarach osrodkowego
i obwodowego uktadu nerwowego.

Model metabolicznej aktywnosci i proliferacji
mikrogleju i astrocytéw

Ostatnie badania wykazaty neurotoksyczny wptyw mikro-
gleju, ktéry pod wptywem cytokin (interferonu gamma,
czy lipopolisacharydu) ulega nadmiernej aktywacji i w ten
sposob moze si¢ przyczynia¢ do nasilania procesu zapal-
nego, ktéry prawdopodobnie stanowi dodatkowy czynnik
rozwoju choréb neurodegeneracyjnych, takich jak choro-
ba Alzheimera, czy choroba Parkinsona [37,41]. W §wiet-
le tych doniesient celowym okazato sie przeprowadzenie
badan nad wptywem PEDF na mikroglej. W doswiadcze-
niach prowadzonych przez Sugitg i wsp. [57] rekombino-
wany fragment ludzkiego PEDF dodawano do preparatu
tkankowego uzyskiwanego z mézgu 2-dniowych szczuréw.
Zastosowanie tego czynnika wywotlywato zmiany w mor-
fologii zaréwno mikrogleju, jak i astrocytow. Komérki
z wrzecionowatych stawaty si¢ coraz mniejsze i bardziej
okragte, a niektére przyjmowaly ksztatt ameboidalny.
W doswiadczeniu tym PEDF nasilat réwniez proliferacje
mikrogleju oraz hamowat proliferacj¢ tych komorek, wy-
wotang czynnikiem stymulujacym komorki kolonii granu-
locytarno-makrofagowej (granulocyte macrophage colony-
-stimulating factor — GM-CSF) [57]. Wyniki te pokazuja,
ze dziatanie PEDF w uktadzie nerwowym nie ogranicza
si¢ wytacznie do komdrek nerwowych, ale takze odgrywa
istotna role w regulacji funkcji i proliferacji komoérek gle-
jowych, dzigki czemu moze si¢ przyczynia¢ do zahamo-
wania rozwoju choréb neurodegeneracyjnych.

Podsumowanie

Wszystkie prowadzone badania nad wptywem PEDF na ko-
morki uktadu nerwowego nie tylko potwierdzaja wywiera-
nie przez ten czynnik dziatania neuroprotekcyjnego oraz
neurotroficznego, ale réwniez Swiadcza o ogromnym po-
tencjale terapeutycznym, jaki niosa z soba takie wtasciwo-
Sci. Wykazano, ze PEDF dziata na wiele r6znych komoérek
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od RPE, przez fotoreceptory, neurony siatkéwki, neurony
osrodkowego i obwodowego uktadu nerwowego oraz ko-
morki gleju, a aktywnos¢ ta jest istotna zaréwno w stanach
fizjologicznych (dojrzewanie fotoreceptorow, utrzymywanie
prawidiowej architektoniki siatkéwki), jak i patologicznych
(stwardnienie zanikowe boczne — ALS, zwyrodnienie plam-
ki zwigzane z wiekiem — AMD, zanik nerwu wzrokowego
w przebiegu stwardnienia rozsianego — SM). Zahamowanie
przez PEDF neurodegeneracji oraz apoptozy w tych pro-
cesach chorobowych stanowitoby pierwszy krok w kie-
runku wprowadzania nowych terapii, a zatem poprawitoby
rokowanie pacjentom.

RoLa PEDF w REGULAC)I ANGIOGENEZY

Dzialanie antyangiogenne PEDF w strukturach oka

Podobnie jak przypadkowo nastapito odkrycie czynnika po-
chodzacego z nabtonka barwnikowego siatkéwki, tak nie-
oczekiwanie natrafiono na jego antyangiogenne wiasciwosci.
Pierwsze doniesienia dotyczace nowego aspektu dziatania
PEDF zostaly przedstawione przez Boucka i wsp. w 1999
roku i dotyczyty hamowania angiogenezy w tkankach oka
[8,17]. Problem tworzenia nowych naczyn w strukturach oka
jest niezwykle istotny dla catego procesu widzenia. W wa-
runkach fizjologicznych w dojrzatym oku ssakéw naczynia
sa w petni uformowane i nie podlegaja dalszemu rozwojo-
wi. Jednoczesnie ich lokalizacja zapewnia pelna przezier-
nos¢ struktur, takich jak rogéwka czy ciato szkliste, przez
ktére promient Swiatla dociera do fotoreceptorow zlokali-
zowanych w siatkéwce. Niestety, w szczeg6lnych warun-
kach, np. podczas niedotlenienia, dochodzi do tworzenia
nowych naczyn w tych strukturach. Zmiany te dotycza za-
réwno noworodkow (retinopatia wezes$niacza) czy chorych
na cukrzyce (retinopatia cukrzycowa), u ktérych neowasku-
laryzacja wywodzi si¢ z systemu naczyn srodkowych siat-
kéwki, jak i pacjentéw po 50 roku zycia (AMD), u ktérych
dochodzi do proliferacji naczynn wywodzacych sig z syste-
mu naczyniéwkowego [9,45]. Konsekwencja tej angioge-
nezy w awaskularnych strukturach oka jest catkowita utra-
ta wzroku. Dlatego antyangiogenny potencjat PEDF w oku
obudzil nadzieje klinicystéw na opracowanie nowych metod
terapii wymienionych wyzej stanéw chorobowych.

Obecnie wiadomo, ze proces angiogenezy jest zwigzany
z zachwianiem réwnowagi pomigdzy czynnikami pro- i an-
tyangiogennymi [45]. Najwazniejszym czynnikiem pobu-
dzajacym tworzenie nowych naczyn jest VEGF, natomiast
PEDF jest jednym z czynnikéw hamujacych ten proces.
W siatkdwce oba czynniki pozostaja we wzajemnej zalez-
nosci [44,47]. Retrospektywne badania, dotyczace pacjen-
tow z retinopatia cukrzycowa, wskazuja na istotne pod-
wyzszenie poziomu VEGF a obnizenie PEDF u badanych
chorych, w poréwnaniu z grupami kontrolnymi — pacjen-
tami diabetologicznymi niewykazujacymi cech retinopatii
[22,44]. Cai i wsp. [11] wykazali, ze PEDF zastosowany
w hodowli komoérek §rédbtonka mikrokapilarnego pocho-
dzacego z siatkéwki bydlecej (BRMECs — bovine retinal
microvascular endothelial cells) nie wptywal w znaczacy
Sposob na migracje i tworzenie przez te komorki kanalikéw
pierwotnych naczyn. Jednak, jesli dodanie PEDF byto po-
przedzone podaniem VEGF, wéwczas czynnik ten w zna-
czacy sposéb redukowal indukowana przez VEGF proli-
feracj¢ i migracje komorek srodbtonka [11,38].

W innych badaniach skoncentrowano si¢ nad wptywem
PEDF na blokowanie angiogenezy w strukturach oka po-
zbawionych unaczynienia w warunkach fizjologicznych.
PEDF okazat si¢ niezbedny do utrzymania takiego stanu
nie tylko ze wzgledu na hamowanie odpowiedzi angiogen-
nej wywotanej przez VEGF, czy FGF (fibroblast growth
factor) [55], ale takze na zapobieganie powstawaniu nie-
prawidtowego unaczynienia. Zaobserwowano réwniez, ze
PEDF wptywa wybidrczo na nowo powstajace naczynia,
natomiast nie oddziatuje na juz istniejace [70].

Dowson i wsp. wykazali, ze podanie PEDF do rogéwki
szczura hamuje wywotlana wczesniej neowaskularyzacje
[17], a dzialanie to jest zdecydowanie silniejsze, niz innych
czynnikéw antyangiogennych, takich jak angiostatyna, czy
trombospondyna [17,55]. PEDF jest takze gtéwnym inhi-
bitorem angiogenezy, wyst¢pujacym fizjologicznie w ciele
szklistym. Pozbawienie szklistki tego czynnika prowadzi
do aktywacji procesu neowaskularyzacji [17,31]. Wyniki
tych doswiadczen potwierdzaja antyangiogenne dziatanie
PEDF w awaskularnych strukturach oka.

Dzialanie przeciwnowotworowe PEDF

Rozwd6j nowych naczyn jest takze jednym z niezbgednych
ogniw w taiicuchu przemian prowadzacych do rozwoju
1 wzrostu nowotworu. Uzyskanie rozmiaréw wigkszych
niz 2-3 mm, a w p6Zniejszym okresie choroby uzyskanie
zdolnosci tworzenia przerzutdw jest Scisle uzaleznione od
procesu angiogenezy [9,20,21,26].

Badania prowadzone przez Hase’a i wsp. [28] dotyczyly
wplywu PEDF na komoérki ludzkiego raka trzustki wszcze-
pione nagim myszom. Wprowadzenie wektora lentiwiru-
sowego zawierajacego PEDF doprowadzito do znaczace-
go zahamowania wzrostu guza nowotworowego, co byto
zZwigzane ze znacznym zmniejszeniem gestosci naczyn
wlosowatych w jego obszarze. Dane te sugeruja réwniez,
ze niedobér PEDF moze si¢ wiazac z nasileniem rozwo-
ju nowotworu trzustki w wyniku nasilenia proliferacji ko-
morek guza oraz aktywacjq angiogenezy [28].

Blokowanie angiogenezy i zahamowanie wzrostu guza
obserwowano takze na modelu, w ktérym nagim myszom
wszczepiono komérki linii HCC (human hepatocellular car-
cinoma) oraz LLC (Lewis lung carcinoma). W obu przypad-
kach myszom podano PEDF za pomoca wektora adenowi-
rusowego i uzyskano zdecydowane zmniejszenie ggstosci
naczyn wtosowatych otaczajacych guz [67].

W badaniach prowadzonych przez Lu i wsp. [27] wektor
zawierajacy PEDF podawano myszom z niedoborem od-
pornosci, ktérym wczesniej wszczepiono komarki glejaka
U251. Wynikiem wprowadzenia PEDF do tych komérek
byto op6Znienie progresji guza, zmniejszenie jego ztosli-
wosci oraz stymulacja apoptozy komoérek glejaka [27].

Interesujace wyniki uzyskano na modelu raka piersi, w kt6-
rym wykorzystano 9 linii komérkowych tego nowotworu.
Ekspresja PEDF-mRNA oraz st¢zenie peptydu wystgpo-
waty tylko w 5 z nich i byly znaczaco mniejsze w poréw-
naniu nie tylko z tkankami zdrowymi, ale takze z wartos-
ciami oznaczanymi w komoérkach innych nowotworéw
ludzkich [12].
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Wyniki przytoczonych badan podkreslaja wazna role, jaka
PEDF odgrywa w procesach hamowania angiogenezy za-
réwno jako czynnik fizjologiczny, uczestniczacy w poszcze-
g6lnych etapach rozwoju zarodka, a takze jako czynnik
hamujacy tworzenie patologicznych naczyni w chorobach
oka i w nowotworach [43]. Chociaz nie do kofica poznany
zostat mechanizm oddziatywania PEDF na naczynia, do-
tychczas uzyskane dane sugeruja mozliwos¢é wykorzysta-
nia tego czynnika lub jego aktywnych fragmentéw w te-
rapii wielu choréb, zwigzanych z nadmiernym rozrostem
naczyi, ktérych rokowanie jest w chwili obecnej zdecydo-
wanie niepomyslne. PEDF moze takze znaleZ¢ zastosowa-
nie jako czynnik prognostyczny do oceny tempa progresji
niektérych nowotworéw [12].

PERSPEKTYWY

PEDF — czynnik pochodzacy z nabtonka barwnikowego
siatkéwki - ma krétka historig, ale intensywne i wielokie-
runkowe badania prowadzone w tym okresie ujawnity jego
potencjal neurotroficzny, neuroprotekcyjny, a ostatnio row-
niez antyangiogenny. Te wlasciwosci sprawity, ze PEDF do-
taczyt do unikatowych endogennych czynnikéw, ktore regu-
luja wiele proceséw zachodzacych w organizmie, zaréwno
w warunkach fizjologicznych jak i patologicznych. Wyniki
uzyskane z prowadzonych eksperymentéw pozwalaja sa-
dzi¢, ze PEDF ze swoim potencjatem neuroprotekcyjnym,

Tabela 2. Wazniejsze fakty z historii badar nad PEDF

neurotroficznym i antyangiogennym znajdzie wkrétce za-
stosowanie w terapii przynajmniej niektérych choréb neu-
rologicznych (np. z krggu choréb neurodegeneracyjnych),
okulistycznych (AMD, retinopatie), czy onkologicznych.
Szczegblne zainteresowanie towarzyszy mozliwosci wy-
korzystania PEDF w chorobach zwiazanych z neowaskula-
ryzacja w galce ocznej. Pierwsze proby zastosowania wek-
toréw adenowirusowych zawierajacych geny PEDF byty
prowadzone na modelu mysim. Po dogatkowym podaniu
badany czynnik hamowal powstawanie nowych naczyn,
dzigki czemu prowadzit do zahamowania progresji choro-
by [42]. Podobne wyniki uzyskano na modelu oka $wini,
w ktérym wektory byly podawane w iniekcji okotogatko-
wej [52]. Obecnie toczg si¢ juz badania kliniczne pierwszej
fazy z zastosowaniem dogatkowych iniekcji PEDF u lu-
dzi z AMD. Wyniki otrzymane przez Campochiaro i wsp.
[10] nie tylko potwierdzity antyangiogenne wilasciwosci
PEDF, ktéry byt dodatkowo pozbawiony dziatan niepoza-
danych niezaleznie od zastosowanej dawki, ale wykazaty
takze utrzymywanie si¢ efektu terapeutycznego przez kil-
ka miesigecy po wykonanej iniekcji.

Otrzymane wyniki nie tylko potwierdzaja wtasciwosci
antyangiogenne PEDF, ale réwniez stanowia niezbity do-
wo6d mozliwosci jego terapeutycznego zastosowania u lu-
dzi oraz wskazuja kierunek dalszego rozwoju badan nad
tym czynnikiem.

Medium kondycjonowane komérkami nabtonka barwnikowego siatkéwki (RPE) stymuluje ludzkie komarki retinoblastoma

Y-79 do zmiany swojego fenotypu w kierunku neuronalnym 1989
Biochemiczna identyfikacja czynnika neurotroficznego wytwarzanego przez RPE — PEDF (pigment epithelium derived factor) 1991
Molekula(na identyfikacja PEDF — struktura,,serpinopodobna’, niewykazujaca aktywnosci,serpinowej” (inhibitora proteazy 1993
serynowej)

Potencjat neurotroficzny PEDF wobec neuronéw osrodkowych 1995
Potendjat neuroprotekcyjny PEDF 1997
Potencjat antyangiogenny PEDF 1999
Aktywnos¢ PEDF hamujaca proces neowaskularyzagji pochodzenia siatkéwkowego i choroidalnego 2001
Wykorzystanig PEDFjgkp czynnika antyangiogennego w schorzeniach okulistycznych przebiegajacych z neowaskularyzacja 2002
(np. retinopatia wczesniacza, cukrzycowa, AMD)

Wykorzystanie PEDF jako $rodka terapeutycznego w chorobach zwyrodnieniowych rdzeniowych neuronéw ruchowych 2002
Badaniaw kigrunku wprqwadzenia terapii genovyej 2003
z zastosowaniem wektoréw molekularnych kodujacych PEDF

| faza badan klinicznych na ludziach chorych na AMD, z zastosowaniem wektoréw adenowirusowych zawierajacych gen PEDF 2006

w iniekgji doszklistkowej (dogatkowej)
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