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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Inwazja ludzkich erytrocytéw przez zarodZca sierpowego (Plasmodium falciparum) jest przy-
czyna malarii, na ktéra zapada corocznie 300—500 milionéw ludzi, gtéwnie mieszkancéw sub-
saharyjskich regionéw Afryki oraz Indochin. Sposréd czterech gatunkéw zarodzca, wtasnie
Plasmodium falciparum jest odpowiedzialne za najpowazniejsza posta¢ choroby zwigzana ze
zgonem ponad 2 milionéw 0séb w ciagu roku, gtéwnie dzieci w wieku do lat pigciu. Ze wzgle-
du na skalg problemu, poznanie molekularnych podstaw procesu inwazji pasozytéw ma priory-
tetowe znaczenie dla opracowania skutecznych metod leczenia oraz prewencji malarii. Proces in-
wazji erytrocytow ludzkich przez zarodZca malarii jest wynikiem kaskady interakcji pomigdzy
pasozytem a krwinka czerwong. Poznano wiele ligandéw ekspresjonowanych przez komorki za-
rodZca, bioracych udzial w tym procesie, w tym biatka nalezace do rodziny DBL. Stwierdzono,
ze receptorami dla przynajmniej dwoéch ligandéw Plasmodium falciparum z rodziny DBL: an-
tygenu EBA-175 oraz EBA-140 (BAEBL), sa sjaloglikoproteiny erytrocytéw ludzkich — glikofo-
ryny A, B i C. Wykazano, ze antygen EBA-175 wiaze si¢ do glikoforyny A, a w wiazaniu biora
udzial reszty kwasu sjalowego O-glikozydowych taiicuchéw cukrowych znajdujacych si¢ w kla-
sterach, ktérych konformacja zalezy od struktury faicucha polipeptydowego GPA. Funkcje gli-
koforyny A moze przejaé druga pod wzgledem ilosciowym glikoforyna B. Podobnie, jak w przy-
padku glikoforyny A, wiazanie Plasmodium falciparum jest zalezne od reszt kwasu sjalowego,
lecz bierze w nim udziat inny, niepoznany jeszcze, ligand merozoitéw. Wystepujaca na erytro-
cytach, w najmniejszej ilosci, glikoforyna C, jest receptorem dla homologicznego do EBA-175
liganda BAEBL. Stwierdzono, ze w wiazaniu antygenu BAEBL do glikoforyny C biora udziat
reszty kwasu sjalowego O- i N- glikozydowych taiicuchéw cukrowych, a takze reszty aminokwa-
sowe laricucha polipeptydowego glikoforyny. Struktura miejsca receptorowego na glikoforynie C
wymaga jednakze dalszego wyjasnienia.

glikoforyny ludzkich erytrocytow ¢ zarodziec sierpowy malarii (Plasmodium falciparum)
oddzialywanie ligand-receptor

Summary

Malaria causes an estimated 300—500 million clinical cases in sub-Saharan Africa and Indochina.
The most severe form of malaria is caused by Plasmodium falciparum, a parasite responsible for
the death of 2 million children annually. Understanding the molecular basis of the parasite’s in-
vasion process is important for the development of new drugs and vaccines. Invasion of erythro-
cytes by the malaria parasite is a multistep process involving several specific interactions betwe-
en the parasite’s ligands and receptors on red blood cells. It was shown that glycophorins A, B,
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and C, sialoglycoproteins of human erythrocytes, act as receptors for Plasmodium falciparum li-
gands of the DBL family: EBA-175 and EBA-140 antigens. The binding specificity of EBA-175
is determined by the presence of sialic acid residues of the O-linked oligosaccharide chain clu-
sters of glycphorin A and the amino-acid sequence, which contribute to their proper conforma-
tion. Glycophorin B, the next in terms of amount, can take on the role of glycophorin A as the re-
ceptor, but the glycophorin B- and sialic acid-dependent invasion of erythrocytes by Plasmodium
falciparum involves a different parasite ligand. The third, and minor, glycophorin C appears to be
the receptor for the antigen BAEBL, a paralogue of EBA-175. The binding of BAEBL to glyco-
phorin C is dependent on the sialic acid residues of the O- and N-linked oligosaccharide chains
and a peptide as well. It seems that the correct receptor site on glycophorin C needs to be eluci-

dated in detail.
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WPROWADZENIE

Zakazenie ludzkich erytrocytéw zarodZcem sierpowym
(Plasmodium falciparum) jest przyczyna malarii, na ktora
zapada corocznie 300-500 milionéw ludzi, gtéwnie miesz-
kanicéw subsaharyjskich regionéw Afryki oraz Indochin,
i ktéra powoduje zgon w ciagu roku ponad 2 milionéw
0s6b, przede wszystkim dzieci w wieku do lat pigciu.
Sposréd czterech gatunkéw zarodZca, wlasnie Plasmodium
falciparum jest odpowiedzialne za najpowazniejsza postac
choroby charakteryzujaca si¢ kwasica metaboliczna, zabu-
rzeniami oddechowymi, oraz objawami mézgowymi, w tym
Spiaczka i drgawkami, co nierzadko prowadzi do $mierci
[23,28]. Ze wzgledu na skalg problemu, poznanie moleku-
larnych podstaw procesu inwazji pasozytéw ma prioryteto-
we znaczenie dla opracowania efektywnych metod leczenia
oraz prewencji malarii, w tym przygotowania skutecznych
szczepionek, ktére maja na celu wywotanie odpowiedzi
immunologicznej ustroju, zapewniajacej blokade¢ inwazji
oraz likwidacje pasozytéw we krwi. Na razie jednak, mimo
wysitkéw, wysoce skuteczna szczepionka przeciw malarii
jest niestety wciaz kwestia przysztosci.

Zrédtem zakazenia ludzi malarig sa zarazone samice ko-
mara widliszka (Anopheles spp.) ktore w czasie ssania
krwi wprowadzaja ze swoich gruczotéw §linowych zarodz-
ce w postaci sporozoitéw [6,11]. Podczas 1-3 tygodni roz-
woju w komorkach watroby, sporozoity przeksztatcaja si¢
w postac schizonta, ktéry dojrzewajac dzieli si¢ dajac po-
czatek merozoitom. W wyniku rozpadu dojrzatych schizon-
téw nastgpuje uwolnienie do krwiobiegu ogromnej liczby
merozoitow, ktére nastgpnie wnikaja do erytrocytéw, be-
dacych miejscem ich dalszego rozwoju. Objawy klinicz-
ne malarii (goraczka, dreszcze) sa bezposrednio zwigzane
z jednoczesnym rozpadem zakazonych erytrocytéw i ko-
lejnym uwalnianiem merozoitéw, wystgpujacym w odste-

pach jedno- lub dwudniowych. Po przejsciu kilku opisa-
nych wyzej podziatéw cze¢s$¢ merozoitéw daje poczatek
formom plciowym — gametocytom, ktére musza ponow-
nie przedostac si¢ do przewodu pokarmowego komara wi-
dliszka, aby ukonczy¢ swoéj cykl zyciowy.

Z1ozony i wciaz mato poznany proces inwazji erytrocytéw
ludzkich przez zarodZca malarii jest wynikiem kaskady
swoistych interakcji pomigdzy pasozytem a krwinka czer-
wona. Mozna wyrézni¢ cztery gtéwne etapy tego proce-
su: swoiste przytaczenie merozoitu do erytrocytu okreslo-
nego gatunku, reorientacja jednokomdrkowego zarodzca,
polegajaca na ustawieniu si¢ koficem odpowiedzialnym za
whnikanie, utworzenie $cistego i nieodwracalnego wigzania
pomiedzy merozoitem a erytrocytem, i ostatecznie wnik-
nigcie zarodZca do krwinki z wytworzeniem wakuoli, kt6-
ra jest miejscem jego dalszego rozwoju [6,11].

Zidentyfikowano wiele ligandéw ekspresjonowanych przez
komorki zarodZca, ktére biora udziat w poszczegdlnych
etapach. Nalezy tutaj wymieni¢ migdzy innymi: biatka
powierzchniowe merozoitéw (membrane surface prote-
ins: MSP -1, 2, 4, 5, 81 10) zwiazane z blona komérkowa
poprzez kotwice glikozylo-fosfatydyloinozytolowa (GPI),
ktére odpowiadaja za wstgpne rozpoznanie i odwracalne
wigzanie merozoitéw do swoistych gatunkowo erytrocytéw,
AMA-1 (apical membrane antigen), bioracy udziat w re-
orientacji czg¢sci apikalnej komorki zarodZca w kierunku
erytrocytu, oraz biatka zaangazowane w tworzenie Sciste-
go kontaktu miedzy dwoma komoérkami [6, 11]. Ostatnie
z wymienionych ligandéw mozna zaliczy¢ do dwdch ro-
dzin: RBL (reticulocyte-binding-like) oraz EBL (erythro-
cyte-binding-like) lub inaczej DBL (Duffy-binding-like),
ze wzgledu na podobiefistwo do poznanego najwczesniej
liganda zarodZca ruchliwego (Plasmodium vivax), wiazace-
go sig do antygenu Duffy na erytrocytach ludzkich [2,6,11].

719



Postepy Hig Med Dosw (online), 2007; tom 61: 718-724

W genomie Plasmodium falciparum, ktéry nie wiaze si¢
do antygenu Duffy, zidentyfikowano szes¢ sekwencji ho-
mologicznych genu ebl, kodujacych biatka bedace para-
logami liganda wigzacego antygen Duffy (DBL), o na-
zwach: EBA-175, EBA-140 (BAEBL), EBA-181 (JESEBL),
EBA-165 (PEBL), MAEBL oraz EBL-1 [1]. Geny ebl ewo-
luowaty prawdopodobnie od jednego przodka i zachowaty
podobna strukturg eksonéw i intronéw, a wszystkie biat-
ka rodziny DBL maja homologiczng struktur¢ domenowa.
Trzy pierwsze z wymienionych ligandéw zostaly scharak-
teryzowane pod wzgledem funkcjonalnym w oparciu o ich
zdolnos¢ do wigzania si¢ do erytrocytow ludzkich.

GLIKOFORYNA A JAKO RECEPTOR DLA LIGANDA EBA-175
PLASMODIUM FALCIPARUM

Najwczesniej i najlepiej poznanym ligandem z rodziny DBL
Plasmodium falciparum jest biatko EBA-175 [2,5,33]. Gen
kodujacy EBA-175 sktada si¢ z czterech eksondw, z kt6-
rych pierwszy koduje N-koricowy fragment zewnatrzbto-
nowy, drugi domeng transblonowa, a trzeci i czwarty kodu-
ja fragment cytoplazmatyczny taricucha polipeptydowego
EBA-175, skladajacego si¢ z 1435 reszt aminokwasowych
(r.a.) [31]. W obrebie N-koricowego fragmentu biatka moz-
na wyrézni¢ dwa regiony (RII oraz RVI) zawierajace duza
liczbe konserwatywnych reszt cysteiny. Charakterystyczna
cecha liganda EBA-175 Plasmodium falciparum, w odr6z-
nieniu od Plasmodium vivax, jest obecnos¢ dwéch homo-
logicznych domen F1 (r.a. 8-282) i F2 (r.a. 297-603) skta-
dajacych si¢ na Region II. Stosujac rekombinacyjne formy
EBA-175, zawierajace poszczegdlne regiony (I-VI) tan-
cucha polipeptydowego liganda, ekspresjonowane na ko-
morkach COS7, Sim i wsp. [32] ustalili, ze za wigzanie do
erytrocytow jest odpowiedzialny Region II sktadajacy sie
z 616 r.a. Ponadto stwierdzono, ze sposrod dwéch homo-
logicznych domen F1 i F2, jedynie domena F2 ma zdol-
nos¢ wiazania erytrocytéw analogiczna do Regionu II,
oraz pelnego liganda EBA-175. W cytowanej pracy auto-
rzy nie tylko zidentyfikowali miejsce wiazace na ligandzie
EBA-175 Plasmodium falciparum, ale réwniez scharakte-
ryzowali miejsce receptorowe na glikoforynie A ludzkich
erytrocytow, ktéra jak wykazali, jest wylacznym recepto-
rem dla liganda EBA-175.

Przestanki sugerujace, ze sjaloglikoproteiny (glikoforyny)
erytrocytéw (ryc. 1) moga by¢ receptorami dla Plasmodium
falciparum byty znane juz wezesniej [5,26]. Swiadczyt
o tym brak wigzania EBA-175 do erytrocytéw traktowa-
nych neuraminidaza, usuwajaca o(2,3) kwas sjalowy z oli-
gosacharydowych taficuchéw cukrowych glikoforyn, oraz
do wariantowych erytrocytéw M*M* niemajacych dwoch
glikoforyn A i B (GPA i GPB), ktére sa dwiema gtéwny-
mi sjaloglikoproteinami ludzkich erytrocytow. Laricuchy
polipeptydowe GPA i GPB, zawieraja odpowiednio 131
oraz 97 reszt aminokwasowych (ryc. 1) i sa kodowane
przez dwa odregbne geny [29], sktadajace si¢ odpowiednio
z szesciu oraz czterech eksonéw [30]. Trzy sposréd czte-
rech eksonéw kodujacych GPB sa identyczne do eksonéw
kodujacych GPA, co sprawia, ze obie glikoforyny maja
duza homologi¢ sekwencji aminokwasowej oraz analo-
giczna struktur¢ domenowa. N-koficowy fragment dome-
ny zewnatrzbtonowej, obejmujacy r.a. 1-26 jest identyczny
w obu glikoforynach. Polimorfizm reszt aminokwasowych
GPA w pozycji 1 (Ser/Leu) i 5 (Gly/Glu) oraz GPB w po-
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Ryc. 1. Struktura glikoforyn A, B i C wraz z miejscami glikozylaji,
zaznaczono miejsca trawienia trypsyna (TR) i chymotrypsyna
(CH 7]

zycji 29 (Met/Thr) jest podstawa rozréznienia antygendéw
grupowych krwi M i N oraz S i s [17]. Z resztami seryny
i treoniny GPA i GPB jest zwiazanych odpowiednio 161 11
taficuchéw cukrowych (ryc. 1) [4, 36]. Wszystkie tafcuchy
GPB sa O-glikozydowymi sjalotetrasacharydami o struktu-
rze NeuAco(2,3)GalP1,3 [NeuAcou2,6)]GalNAc [17]. GPA
zawiera, oprécz 15 taincuchéw O-glikozydowych, réwniez
jeden taicuch N-glikozydowy typu zlozonego, zwiazany
z reszta Asn26 [17].

Jednoznaczna identyfikacja GPA jako receptora dla liganda
EBA-175 Plasmodium falciparum zostata przeprowadzo-
na przez wspomnianych wczesniej autoréw [32] na pod-
stawie wigzania rekombinacyjnego Regionu II EBA-175,
ekspresjonowanego na komérkach COS7, do wariantowych
erytrocytow (S-s-U-u-) niezawierajacych GPB, oraz bra-
ku wigzania tego regionu do wariantowych erytrocytéw
En(a-), niemajacych GPA. Do dalszej szczegétowej cha-
rakterystyki miejsca receptorowego na GPA wykorzystano
trypsynowe (MT1 1-31, 1-39) i chymotrypsynowe (MCH1
1-64, MCH2 1-34, MCH3 35-64) fragmenty zewnatrzbto-
nowego regionu GPA. Stwierdzono, ze wigzanie rekom-
binacyjnego EBA-175 do erytrocytéw byto hamowane je-
dynie przez peptyd chymotrypsynowy MCHI1 obejmujacy
r.a. 1-64 i zawierajacy 15 O-glikozydowych sjalotetrasa-
charydow. Mieszanina peptydow trypsynowych MT1, za-
wierajacych 11 z 15 tancuchéw cukrowych, oraz chymo-
trypsynowych MCH?2 i MCH3, zawierajacych wszystkie
tadcuchy cukrowe nie wykazywata aktywnosci hamuja-
cej, co §wiadczyto o tym, ze nie tylko reszty kwasu sjalo-
wego tancuchéw cukrowych GPA biora udzial w wigzaniu
EBA-175, lecz istotna jest réwniez nienaruszona struktu-
ra tainicucha polipeptydowego. Na znaczenie r.a. 1-64 GPA
w wigzaniu liganda EBA-175 wskazywalo réwniez to, ze
GPB zawierajaca 11 identycznych z GPA taricuchéw oli-
gosacharydowych oraz 26 identycznych, poczatkowych
reszt aminokwasowych nie hamowata wiazania EBA-175
do erytrocytéw. Stosujac N-glikanaze wykluczono po-
nadto udzial N-glikozydowego taiicucha cukrowego GPA
w wiazaniu EBA-175. Podsumowujac, Sim i wsp. w 1994
r. jako pierwsi zdefiniowali GPA, jako receptor dla liganda
EBA-175 Plasmodium falciparum, ustalajac, ze w wigzaniu
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biorg udziat reszty ou(2,3) kwasu sjalowego O-glikozydo-
wych faicuchéw cukrowych, znajdujacych si¢ w klasterach,
ktérych konformacja zalezy od struktury taricucha poli-
peptydowego GPA. Dalsze badania wspomnianej grupy,
z zastosowaniem testu ELISA oraz cytofluorymetrii prze-
ptywowej (FACS), wykazaty jednak, ze antygen EBA-175
moze wigzac réwniez odsjalowang GPA z udzialem inne-
go fragmentu taiicucha polipeptydowego nalezacego do
Regionéw III i IV, obejmujacego 21 r.a. (1076-1096) [13].
Szczegdlnie peptyd obejmujacy 12 r.a. (1085-96) wykazy-
wat najsilniejsze wiazanie do GPA oraz najwyzsza zdol-
nos¢ blokowania inwazji erytrocytéw. Zdolnos¢ antygenu
EBA-175 do wiazania odsjalowanej GPA zostata potwier-
dzona réwniez w pézniejszych badaniach grupy pod kie-
runkiem Cowmana [10].

Najnowszym osiagnigciem grupy badawczej, réwniez
z udzialem Sim, byto uzyskanie w 2005 r. struktury krysta-
licznej Regionu II liganda EBA-175 z doktadnoscia do 2,3
A, ktéra pozwolita na wyjasnienie molekularnych podstaw
interakcji miejsca wiazacego antygenu EBA-175 z O-gli-
kozydowymi taiicuchami cukrowymi GPA [35]. Ustalono,
ze Region II moze krystalizowa¢ w postaci monomeru lub
homodimeru utworzonego przez dwie czasteczki utozone
wzgledem siebie przeciwréwnolegle, ktére tworza strukture
,.usci$nigtych dioni”. Domeny F1 kazdego z monomeréw
oddzialuja z domenami F2 drugiego monomeru Regionu
II. W czasteczce homodimeru tworza si¢ dwa kanaty, ktére
przebijaja biatko na wylot. Powierzchnia kazdego z kanatéw
jest w wigkszosci utworzona przez reszty aminokwasowe
domeny F2, co potwierdza jej decydujacy udziat w miejscu
wiazacym antygenu EBA-175. Otrzymano réwniez struk-
turg krystaliczna homodimeru Regionu II w obecnosci re-
ceptora, ktérego role pelnity czasteczki sjaloo(2,3)laktozy.
Ustalono, Ze na czasteczke dimeru przypada szes¢ miejsc
wiazacych sacharydy, przy czym cztery z nich sg umiejsco-
wione wewnatrz dwéch kanaléw. Dwa pozostale znajduja
si¢ we wglebieniu na powierzchni czasteczki homodime-
ru. W wiazaniu kazdego glikanu biora udziat oba mono-
mery Regionu II, co oznacza, ze dimeryzacja jest warun-
kiem koniecznym do zwigzania receptora. Modelowanie
komputerowe miejsc wiazacych homodimeru Regionu II
potwierdzito, ze O-glikozydowe sjalotetrasacharydy GPA
moga by¢ wiazane, podobnie jak sjaloo2,3)laktoza. Na
postawie analizy mutacyjnej ustalono, ze wszystkie sze$¢
potencjalnych miejsc wiazacych uczestniczy w wiazaniu
faficuchéw cukrowych GPA. Stwierdzenie, ze Region II li-
ganda EBA-175 krystalizuje z szescioma czasteczkami sja-
lolaktozy w postaci homodimeru, pozwolito to na zapro-
ponowanie przypuszczalnego modelu wiazania GPA przez
antygen EBA-175 Plasmodium falciparum. Wedlug tego
scenariusza wigzanie Regionu II do GPA, na powierzch-
ni erytrocytéw, indukuje dimeryzacje EBA-175 wokoét di-
meru GPA. Dimeryzacja antygenu EBA-175 jest zatem
nastgpstwem zwiazania receptora, przy czym faincuchy po-
lipeptydowe dimeru GPA moga by¢ zamykane wewnatrz
kanaléw homodimeru Regionu II lub tylko ,,dostarczac¢”
O-glikozydowych taricuchéw cukrowych owijajac si¢ wo-
kot miejsc wiazacych. Oméwione powyzej wyniki badan,
sg jedynymi, ktére w sposdb molekularny przedstawia-
ja proces wzajemnej interakcji liganda i receptora lezacy
u podstaw inwazji erytrocytéw przez zarodZca sierpowe-
go z udzialem EBA-175 i1 GPA. Sa one niezwykle istotne
nie tylko w kontekscie poznawczym, ale i praktycznym,

zmierzajacym do otrzymania skutecznych lekéw — inhibi-
toréw dziatajacych na zasadzie blokowania procesu wia-
zania merozoitéw do krwinek czerwonych.

GPA stanowi gtéwna, lecz nie jedyna droge inwazji ery-
trocytéw z udziatem glikoforyn. Jej funkcj¢ moze prze-
ja¢ druga, pod wzgledem ilosciowym, sjaloglikoproteina
erytrocytéw — GPB, majaca homologi¢ sekwencji amino-
kwasowej oraz identyczng strukture taficuchéw O-gliko-
zydowych jak GPA [9,12,27]. Podobnie jak w przypadku
GPA, wiazanie Plasmodium falciparum przez GPB jest
zalezne od reszt kwasu sjalowego, lecz nie bierze w nim
udziatu antygen EBA-175, lecz inny, niepoznany jesz-
cze, ligand merozoitéw [9,32]. Przypuszcza sig, ze kaz-
dy z szeSciu wspomnianych wczesniej ligandéw rodziny
DBL ma wtasng swoistos¢ i wiaze si¢ z roznymi recepto-
rami na erytrocytach.

GLikoFoRYNA C JAKO RECEPTOR DLA LIGANDA EBA-140
PLASMODIUM FALCIPARUM

W btonie ludzkich erytrocytéw wystgpuje, w niewielkiej
ilosci trzecia glikoforyna, ktéra nie ma homologii sekwen-
cji aminokwasowej z GPA i GPB — glikoforyna C (GPC)
[14]. Laficuch polipeptydowy GPC jest kodowany przez
gen sktadajacy si¢ z 4 eksonéw i zawiera 128 reszt amino-
kwasowych (ryc. 1). Z resztami seryny i treoniny zewna-
trzblonowego fragmentu taricucha polipeptydowego zwia-
zanych jest 12 O-glikanéw, natomiast z reszta Asn8 jeden
N-glikozydowy taficuch cukrowy. Znane sa rzadko wyste-
pujace, naturalne warianty genetyczne GPC, zawierajace
delecje eksonéw 2 lub 3, kodujacych odpowiednio resz-
ty aminokwasowe 17-35 lub 36-63. Erytrocyty zawieraja-
ce wymienione warianty GPC maja fenotyp Yus (Aeks.2)
lub Gerbich (Aeks.3). Znane sa réwniez krwinki o fenoty-
pie Leach, niezawierajace GPC, o zmienionym ksztalcie
i obnizonej wytrzymatosci, co wskazuje na udziat GPC
w utrzymywaniu ksztattu i mechanicznej trwatosci ery-
trocytéw, w wyniku interakcji z biatkami cytoszkieletu.
W ciagu ostatnich kilku lat ukazato si¢ wiele prac wska-
zujacych na rolg GPC — jako receptora dla kolejnego ligan-
da Plasmodium falciparum z rodziny DBL — biatka EBA-
140 (BAEBL), homologicznego do EBA-175.

Antygen BAEBL zidentyfikowano i sklonowano z genomo-
wego DNA Plasmodium falciparum, w oparciu o homologig
sekwencji nukleotydowej z EBA-175 [21,24,34]. Z cytowa-
nych doniesieri wynika, ze jako Zrédto DNA oraz liganda
wydzielanego do nadsacza hodowlanego przez merozoity
postuzyly dwa rézne klony pasozytéw: 3D7 i Dd2/Nm.
Wiazanie BAEBL do erytrocytéw byto zalezne od kwasu
sjalowego, co mogto sugerowaé udziat sjaloglikoprotein.
Poniewaz stwierdzono jednak brak wptywu lub jedynie
czgsciowy spadek wigzania BAEBL do erytrocytow trak-
towanych proteazami, w tym trypsyna, na ktérej dziatanie
podatne sa GPA i GPC, dwie grupy badawcze wykluczy-
ly t¢ mozliwos¢ [24,34]. Trzecia grupa wykazata, ze re-
ceptor jest wrazliwy na trypsyng i zdefiniowala go, jako
GPC, w oparciu o wigzanie BAEBL do erytrocytéw po-
zbawionych GPA i GPB oraz spadek wiazania do erytro-
cytow o fenotypie Gerbich (Aegz.3) i Yus (Aegz.2) [21].
Bylo to pierwsze doniesienie wskazujace na GPC, jako
przypuszczalny receptor dla antygenu BAEBL Plasmodium
falciparum. Zaobserwowane rozbieznosci, dotyczace swo-
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istosci liganda BAEBL, znalazty p6Zniejsze wyjasnienie
w polimorfizmie reszt aminokwasowych Regionu II, odpo-
wiedzialnego za wigzanie erytrocytéw, ktory stwierdzono
w réznych klonach Plasmodium falciparum, pochodzacych
z odmiennych czesci §wiata [22]. Znaleziono pig¢ polimor-
ficznych typow taficucha polipeptydowego BAEBL (r6z-
nigcych si¢ czterema resztami aminokwasowymi w pozy-
cjach 185, 239, 261, 285): VSTK (klon Dd2/Nm), VSKK
(klon PNG13), ISKK (klon E12), INRE (klon PNG3),
INKK (klon 3D7), ktére wigzaly si¢ do odmiennych re-
ceptoréw na erytrocytach. Wedlug autoréw, sposréd wy-
mienionych wariantéw, jedynie wariant zawierajacy resz-
ty aminokwasowe VSTK, pochodzacy z klonu Dd2/Nm,
wykazywal swoistos¢ wobec GPC, co ustalono na podsta-
wie braku wiazania tego liganda do erytrocytéw trawio-
nych neuraminidaza i trypsyna oraz erytrocytéw o feno-
typie Gerbich (Aegz.3).

Dalsza szczegétowa charakterystyka GPC jako recepto-
ra, dotyczaca miejsca wiagzania antygenu BAEBL, zostata
przeprowadzona przez trzy niezalezne osrodki badawcze
i zaowocowatla sprzecznymi wynikami [18,19,20].

W pracy opublikowanej w Nature Medicine przez grupe
badaczy pod kierunkiem Cowmana, otrzymano warianty
klonéw 3D7 oraz W2mef Plasmodium falciparum, pozba-
wione genu dla liganda BAEBL [19]. Metoda Western-blot-
tingu z uzyciem mieszaniny glikoforyn A, B i C autorzy
wykazali wiazanie BAEBL do GPC, w przypadku antyge-
nu pochodzacego z obu natywnych klonéw i brak wiaza-
nia biatek pochodzacych z nadsacza hodowlanego klonéw
Plasmodium falciparum pozbawionych genu dla BAEBL.
Brak wiazania uzyskano réwniez, uzywajac wariantowej
GPC typu Gerbich, majacej delecje r.a. 36-63, co wskazy-
wato na miejsce wiazania BAEBL w tym regionie. Moze
to mie¢ ogromne znaczenie epidemiologiczne na obsza-
rach endemicznych malarii, takich jak Papua Nowa Gwinea
(Melanezja), gdzie okoto 46,5% populacji posiada erytrocy-
ty o fenotypie Gerbich [19,37]. Wykazano, ze istotnie ery-
trocyty typu Gerbich wykazuja obnizong podatnos¢ (okoto
60%) na inwazje przez oba klony Plasmodium falciparum
(3D7 i W2mef) w poréwnaniu z krwinkami prawidtowy-
mi, co §wiadczy, ze BAEBL nie jest wytacznym ligandem
umozliwiajacym inwazje¢ pasozytom, lecz jednym z kilku
antygenéw zaangazowanych w ten proces. Wyniki przed-
stawione w omoéwionej pracy stanowity potwierdzenie roli
GPC jako receptora, byty jednak sprzeczne ze stwierdzo-
nym przez inng grupg brakiem wigzania do GPC liganda
BAEBL pochodzacego z klonu 3D7 (r. a. INKK) [22].

Préba zdefiniowania miejsca wiazacego na GPC zostata
podjeta réwniez przez Lobo i wsp. [18] z uzyciem liganda
BAEBL, pochodzacego z klonu 3D7 oraz wariantowych
krwinek o fenotypie Yus i Gerbich oraz Leach niemaja-
cych GPC. Stwierdzono, ze antygen BAEBL nie wiaze
si¢ do erytrocytéw typu Leach, potwierdzajac udziat GPC
w wigzaniu, wykazuje obnizone wiazanie do erytrocytéw
Yus, natomiast wiaze sig, nawet silniej do erytrocytéw typu
Gerbich. Otrzymane wyniki wskazywaty zatem na udziat
w wigzaniu BAEBL r.a. 17-35 nieobecnych w GPC typu
Yus, a nie r.a. 36-63 (GPC typu Gerbich), jak w omawia-
nej wezesniej pracy [18]. Udziat fragmentu taiicucha po-
lipeptydowego zawierajacego r.a. 13-22 zostat dodatko-
wo potwierdzony poprzez hamowanie wiazania BAEBL

monoklonalnymi przeciwcialami rozpoznajacymi epito-
py w tym regionie (r.a. 13-20 oraz 16-22).

Ostatnie z trzech doniesieft zostalo opublikowane przez
grupe pod kierunkiem Millera, w lutym 2006 r., definiu-
jac N-glikozydowy taniicuch cukrowy GPC, jako giéwny
sktadnik miejsca wiazacego dla antygenu BAEBL [20].
Autorzy podtrzymali wczes$niejsze wyniki wykazujace
rozpoznawanie GPC na erytrocytach jedynie przez wa-
riant BAEBL zawierajacy r.a. VSTK (klon Dd2/Nm), a nie
przez inne warianty uzyte w badaniach, w tym wariant po-
chodzacy z kontrowersyjnego klonu 3D7. Autorzy ci po-
daja, ze wigzanie antygenu BAEBL byto specyficznie ha-
mowane przez oczyszczona GPC, w stezeniu podobnym,
jak GPA uzyta do hamowania wigzania antygenu EBA-175.
Watpliwosci budzi jednak czystos¢ preparatu GPC uzytej
do hamowania wiagzania. Oczyszczenie GPC z posiadane-
g0 przez autoréw preparatu zawierajacego mieszaning gli-
koforyn A, B i C jest rzeczg trudna, ze wzgledu na wza-
jemna agregacj¢ glikoprotein btonowych, a w pracy nie
podano kryteriéw czystosci GPC. Nie poddajac pod wat-
pliwos¢ udziatu GPC w wigzaniu liganda BAEBL, sadzi-
my jednak, ze autorzy mogli posiada¢ preparat zawieraja-
cy réwniez GPA, ktéra znajduje si¢ w najwigkszej ilosci
w btonach erytrocytéw, co podwaza wiarygodnos¢ uzy-
skanych wynikéw. Enzymatyczne usunigcie fadcucha N-
glikozydowego z preparatu GPC catkowicie zniosto efekt
hamowania wigzania BAEBL do erytrocytéw przez GPC,
wskazujac na udziat tego glikanu w interakcji z ligandem.
Uwolnione N-glikany nie wykazywaly hamowania wigza-
nia, co moze — jak przyznaja autorzy — Swiadczy¢ o tym,
ze tancuch N-glikozydowy jest czescia glikopeptydowego
receptora. Autorzy ci uwazaja, ze brak wigzania antyge-
nu BAEBL do wariantowych erytrocytéw typu Gerbich,
moze by¢ wynikiem odmiennej struktury taiicucha N-gli-
kozydowego tego wariantu, a nie delecji czg¢sci taiicucha
polipeptydowego GPC. Poparto to wynikami analizy cu-
krowej, ktére wskazywaly na wigkszy udziat N-glika-
néw typu mannozowego w GPC typu Gerbich, w poréw-
naniu z taicuchami typu ztozonego w normalnej GPC.
Uprzednio przypuszczano, ze N-glikany wariantéw GPC
zawieraja zwigkszong liczbg jednostek polilaktozoamino-
wych o réznej dtugosci, co uwidacznia si¢ w elektrofore-
zie migracja tych glikoforyn w postaci rozmytych prazkéw
[14,15]. Kluczowa rola N-glikanu GPC w wiazaniu ligan-
da BAEBL Plasmodium falciparum do erytrocytéw ludz-
kich wymaga zatem dalszego potwierdzenia, w czym po-
mocne byloby ustalenie niezbadanej struktury N-glikanu
normalnej GPC i jej wariantow.

PobpsumowaNIE

Badajac wiazanie réznych klondw Plasmodium falciparum,
w tym klonéw laboratoryjnych, jak i dzikich pochodzacych
od 0séb z regionéw dotknigtych malaria, do erytrocytéw
traktowanych enzymami (neuraminidaza i proteazami)
stwierdzono, ze glikoforyny A, B i C nie sa wyltacznymi
receptorami dla zarodzca sierpowego malarii. Swiadczyto
o tym réwniez to, ze naturalne mutacje prowadzace do po-
jawienia si¢ w regionach endemicznych malarii erytrocy-
téw, zawierajacych wariantowe glikoforyny, ogranicza-
ja inwazje tylko czeSciowo. Przyktadem sa powszechnie
wystepujace wsréd Afrykandow erytrocyty o fenotypie S-
s-U-u- niezawierajace GPB i erytrocyty Dantu majace hy-

722



Jaskiewicz E. - Glikoforyny ludzkich erytrocytéw jako receptory...

brydowa GPA oraz wystgpujace u mieszkaricow Melanezji
erytrocyty o fenotypie Gerbich z delecja fragmentu (r.a.
36-63) GPC [11,37].

Oprécz oméwionych drég inwazji erytrocytéw przez
Plasmodium falciparum, z udzialem glikoforyn, zidentyfi-
kowano przynajmniej trzy alternatywne drogi z udziatem po-
znanych i jeszcze niezidentyfikowanych par ligand—receptor
[8, 11]. Zaproponowano pig¢ nastgpujacych mozliwosci:
1. EBA-175 — GPA; EBA-140 — GPC (droga zalezna od kwa-
su sjalowego i wrazliwa na trypsyne i chymotrypsyne).
2. LIGAND? — GPB (droga zalezna od kwasu sjalowego,
niewrazliwa na trypsyng, wrazliwa na chymotrypsyng).
3. Rhl — RECEPTOR Y (droga zalezna od kwasu sjalo-
wego, niewrazliwa na trypsyng i chymotrypsyne).
4. LIGAND? - RECEPTOR X (droga niezalezna od kwa-
su sjalowego, wrazliwa na trypsyng).
5. Rh2b — RECEPTOR Z (droga niezalezna od kwasu sja-
lowego, niewrazliwa na trypsyng).

Zauwazono przy tym istotne réznice pomiedzy droga-
mi inwazji klonéw laboratoryjnych, jak réwniez dzikich,
w zaleznosci od regionu, z ktérego pochodzity. Wigkszos¢
szczepow laboratoryjnych Plasmodium falciparum mia-
fo zdolnos¢ inwazji erytrocytow traktowanych trypsyna,
wsrdd pozostatych preferowana byta droga z udziatem re-
ceptora X wrazliwego na trypsyne i niezaleznego od kwa-
su sjalowego [11]. Ustalenie drég inwazji klonéw pocho-
dzacych z czterech regionéw endemicznych malarii: Indii
[25], Brazylii [8], Gambii [3] oraz Kenii [8] pozwolito na
zidentyfikowanie dominujacego profilu na danym terenie.
I tak, klony pochodzace z Indii preferowaty hipotetyczny
receptor Z niewrazliwy na neuraminidazeg i trypsyng, na-
tomiast pochodzace z Gambii i Brazylii receptor wrazliwy
na neuraminidaze oraz trypsyne, co wskazywato na udziat

PismiennicTwo

glikoforyn. Wigkszos¢ klonéw pochodzacych z Kenii byto
zaleznych od receptora X, niezaleznego od kwasu sjalowe-
go 1 wrazliwego na trypsyne.

Istnienie tak wielu alternatywnych drég zakazenia jest do-
wodem na ogromna plastycznos¢ i ztozonos¢ procesu inwa-
zji erytrocytéw ludzkich przez zarodZca sierpowego malarii,
oraz niestety powodem trudnosci zwiazanych z opracowa-
niem skutecznych metod prewencji oraz terapii malarii.
Wykorzystanie wielu ligandéw i receptoréw umozliwiaja-
cych zmiang drogi inwazji daje pasozytom wciaz przewa-
g¢. Uwaza si¢ nawet, ze nie istnieja erytrocyty, ktére by-
lyby catkowicie oporne na zakazenie przez Plasmodium
falciparum. Najwigksze nadzieje niosa szczepionki zawie-
rajace jednoczesnie kilka antygendw, co uzasadnia bada-
nia zmierzajace nie tylko do ich identyfikacji, ale réwniez
préby okreslenia ich immunogennosci.

Stosujac rekombinacyjne formy antygenu EBA-175 otrzy-
mane w komoérkach owadzich, w tym antygen natywny
oraz fragmenty taincucha polipeptydowego obejmujace
Region II i domeng F2 oraz syntetyczne peptydy pocho-
dzace z Regionu III-1V (r.a. 1062-1103, 1069-1087, 1085-
1096, 1076-1096), stwierdzono, ze maja one zdolnos¢ do
indukcji przeciwcial u zwierzat doSwiadczalnych, a prze-
ciwciala te efektywnie blokuja inwazjg erytrocytéw przez
Plasmodium falciparum [7,13,16,31,33]. Co jest istotne,
rekombinacyne formy Regionu II i domeny F2 EBA-175
oraz peptyd obejmujacy r.a. 1062-1103 liganda EBA-175, sa
rozpoznawane przez naturalne przeciwciata obecne u oséb
chorych na malari¢ [7,31]. Swiadczy to o istotnym zna-
czeniu drogi inwazji erytrocytéw ludzkich przez zarodz-
ca sierpowego, przebiegajacej z udziatem antygenu EBA-
175 1 GPA, co stawia EBA-175, w rzedzie potencjalnych
sktadnikéw szczepionki przeciw malarii [16].
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