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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Laktoferryna (LF) jest glikoproteina powszechnie wystepujaca w organizmie ssakéw. Jest wytwa-
rzana przez komorki nabtonkowe i stad obecna w wydzielinach na powierzchni bton §luzowych.
Znajduje si¢ tez w ziarnistosciach granulocytéw obojetnochtonnych, skad podczas urazu, infek-
cji i zapalenia jest uwalniana do krwi. LF nalezy do rodziny transferryn — biatek wiazacych jony
zelaza z duzym powinowactwem. Zdolnos¢ do wiazania zelaza to jedna z najwczesniej odkry-
tych wiasciwosci biatka. LF wyizolowano z mleka w latach 60. ub. wieku i nazwano ,,czerwo-
nym biatkiem wigzacym zelazo”. Ze zdolnoscia do chelatowania zelaza wiaza si¢ inne funkcje,
jakie biatko pelni w ustroju. Jak przedstawiono w I czgsci artykutu [14] LF uczestniczy w pobie-
raniu zelaza z pozywienia i jego magazynowaniu, a w pewnym stopniu réwniez w transporcie do
komorek (cho¢ tu gtéwna role nalezy przypisaé transferrynie).

W II czg$ci artykutu oméwiono wpltyw LF na zwalczanie mikroorganizméw w wyniku chelato-
wania zelaza, przez co pierwiastek ten staje si¢ niedostgpny dla komodrek patogenéw, ogranicza-
jac ich wzrost. Zelazo poprzez udziat w wielu procesach metabolicznych staje sig niezbednym
sktadnikiem odzywczym dla niemal wszystkich drobnoustrojéw. Dla patogenéw zelazo nie jest
fatwo dostepne, gdyz organizm zywiciela pilnie strzeze swoich zapaséw. Poniewaz zelazo jest
niezb¢dne do prawidtowego funkcjonowania zaréwno drobnoustroju, jak i organizmu gospoda-
rza, nabywanie zelaza przez patogen podczas infekcji jest uznawane za wazny czynnik wirulencji.
Organizm wyzszy wyksztatcil skomplikowany system ochrony zapaséw zelaza, a jednym z jego
istotnych elementéw jest laktoferryna. Biatko w postaci ubogiej w zelazo skutecznie zwalcza
wiele bakterii oraz grzybéw, dziatajac mikrobiostatycznie lub béjczo. Stopieri wysycenia zela-
zem wplywa réwniez na aktywnos¢ przeciwwirusowa LF. Niektére patogeny (m.in. Helicobacter
pylori, Neisseria sp., Haemophilus influenzae) wyksztalcity system sideroforéw lub receptoréw
komoérkowych, dzigki ktéremu moga nabywac zelazo z LF i transferryny. Tak zwana laktoferry-
nowa teoria hipoferremii w zapaleniu zaktada ponadto ochronny udziat biatka w stanach zapal-
nych, sepsie i urazach. LF poprzez wychwytywanie i gromadzenie zelaza osoczowego w watrobie
i §ledzionie czasowo obniza jego dostepnos¢ dla drobnoustrojéw i proceséw tworzenia toksycz-
nych reaktywnych form tlenu, co przyczynia si¢ do wygaszania reakcji zapalnych.

laktoferryna ¢ transferryna * ferrytyna ¢ chelatowanie zelaza ¢ zwalczanie drobnoustrojow °
witasciwosci przeciwzapalne
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Summary

Lactoferrin (LF) is a glycoprotein widely distributed in mammalian organisms. It is synthesized
by epithelial cells; hence it is present in secretions of mucous membranes. It is also contained in
secondary granules of neutrophils and released to the circulation during trauma, infection or in-
flammation. LF belongs to the transferrin family — proteins binding iron ions with a high affini-
ty. Upon isolation in 1961 LF was initially called a red, iron-binding protein. LF’s ability to bind
iron is associated with other functions which the protein fulfils in the body. As described in the
first part of the article [14], LF participates in acquisition of iron from food and its storage in the
body, and to a certain degree also in iron transport to cells.

In this part of the article the effect of LF in combating microorganisms by chelating iron is de-
scribed. The iron-chelating property of LF renders iron inaccessible to the pathogens, thus re-
stricting their growth. Iron, due to its participation in many metabolic processes, is an essential
element for almost all microorganisms. Iron is not easily accessible for pathogens within the host.
Since iron is crucial for normal function of both pathogens and the host, an ability to acquire iron
during infection is regarded as an important virulence factor. Higher vertebrates have evolved
a complicated protection system of iron storage and LF is an important element of this system.
Low iron-saturated LF effectively combats bacteria and fungi, acting in a bacteriostatic and fun-
gistatic way. The degree of iron saturation also influences antiviral activity of LF. Some patho-
gens (e.g. Helicobacter pylori, Neisseria sp, Haemophilus influenzae) have evolved a system of
siderophores or cellular receptors which can acquire iron from LF and transferrin. The so-called
lactoferrin theory of hypoferremia in inflammation assumes, in addition, a protective role of the
protein in inflammation, sepsis and trauma. LF, by chelation and storage of plasma iron in the
liver and spleen, temporarily restricts its accessibility for microorganisms and processes of for-
mation of toxic, reactive oxygen species, which contributes to the amelioration of inflammatory
states.
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Wstep

Laktoferryna (LF) odkryta po raz pierwszy w mleku ponad
70 lat temu to plejotropowa glikoproteina o zdolnosci wia-
zania zelaza, nalezaca do rodziny transferryn. Powszechnie
wystepuje w wydzielinach egzokrynnych ssakow (gtéwnie
mleku, tzach, wydzielinie przewodu pokarmowego, drég
oddechowych, drég moczowo-ptciowych), do ktérych jest
uwalniana przez komorki nabtonkowe. LF jest ponadto
sktadnikiem wtérnych ziarnistosci granulocytéw obojgtno-
chtonnych, ktére stanowig gtéwne Zrédto LF we krwi oraz
miejscach objetych zapaleniem. LF jest istotnym skfad-
nikiem systemu odpornosci gospodarza. Zwalcza drob-
noustroje na powierzchni Sluzéwek, przez ograniczanie

namnazania oraz bezposrednie zabijanie. Od dawna wia-
domo, ze te wtasciwosci biatka sg zwiazane w duzej czesci
ze zdolnoscia do sekwestracji koniecznego do wzrostu mi-
kroorganizméw zelaza w ptynach ustrojowych. PéZniejsze
badania wykazaly dodatkowe niezwigzane z sekwestracja
zelaza mechanizmy dziatania LF na drobnoustroje (m.in.
destabilizacj¢ oston komérkowych, wptyw na metabolizm,
dziatanie poprzez wzmocnienie funkcji uktadu odporno-
Sciowego). Podobnie wigkszos¢ wiasciwosci przeciwza-
palnych i immunoregulatorowych LF nie wiaze si¢ bezpo-
srednio ze zdolnoscig do chelatowania zelaza, ale obejmuje
regulacje wytwarzania i aktywnosci cytokin, chemokin i in-
nych czasteczek biologicznie aktywnych, a na tej drodze
regulacj¢ aktywnosci komérek immunologicznych. Duze
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znaczenie nalezy przypisa¢ zdolnosci wiazania przez do-
datnio natadowang czasteczke LF wielu réznych czaste-
czek natadowanych ujemnie, m.in. bakteryjnego LPS, he-
paryny, lizozymu, DNA.

W pierwszej czgsci opracowania [ 14] oméwiono udziat LF
w pobieraniu z pozywienia i dostarczaniu zelaza do komé-
rek, w ktérych moze by¢ magazynowane. Na rabku szczo-
teczkowym jelita znaleziono receptory LF, co sugeruje jej
role w pierwszym z proceséw. Receptory LF wykryto tez na
powierzchni innych komérek, w tym makrofagéw, i moz-
na przypuszczaé, ze umozliwiaja one transfer zelaza z LF
do ferrytyny, biatka magazynujacego zelazo w komorkach.

Usunigcie wolnego zelaza z jelita, powierzchni §luzéwek
czy ptynoéw ustrojowych ogranicza dostgpnosé tego pier-
wiastka dla mikroorganizméw, pozwalajac na skuteczna
kontrole flory bakteryjnej. Jednym z gtéwnych elementéw
tej kontroli u ssakéw jest laktoferryna. W artykule omé-
wiono wiasciwosci przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze
i przeciwwirusowe oraz przeciwzapalne biatka zwiazane
z sekwestracja zelaza.

ZELAZO JAKO SKLADNIK NIEZBEDNY DLA DROBNOUSTROJOW
1 ORGANIZMOW WYZSZYCH

Zelazo jest niezbednym sktadnikiem odzywczym dla nie-
malze wszystkich istot zywych: organizméw wyzszych
i mikroorganizméw. Znaczenie zelaza dla tych pierwszych
oméwiono w I czgscei artykutu [14]. W komoérkach drob-
noustrojéw zelazo, cho¢ wystgpuje w §ladowych ilosciach,
ma zasadnicze znaczenie dla wielu proceséw metabolicz-
nych, w tym obejmujacych oddychanie komérkowe, trans-
port tlenu, syntezg¢ DNA, regulacje genéw, wiazanie azotu,
aktywacje i uwalnianie wodoru czasteczkowego, fotosyn-
tezg, metanogeneze. Jest sktadnikiem wielu enzymoéw:
cytochromoéw, biatek zelazo-siarkowych (np. ferredoksy-
ny), katalazy, peroksydazy oraz aktywatorem hydrogena-
zy, oksygenazy katecholowej, nitrogenazy, dehydrogena-
zy tlenku wegla i innych [10].

W Swiecie drobnoustrojow istnieje state wspétzawodnic-
two o zelazo, zaréwno mig¢dzy samymi mikroorganizma-
mi, jak i migdzy mikroorganizmami a ich gospodarzami,
podczas bytowania komensalnego i infekcji. Poniewaz ze-
lazo jest podstawowym sktadnikiem odzywczym zaréwno
dla drobnoustroju, jak i organizmu gospodarza, nabywa-
nie zelaza przez drobnoustrdj podczas infekcji jest uzna-
wane za wazny czynnik wirulencji. Istnieje wiele danych
epidemiologicznych oraz wynikéw badan eksperymen-
talnych potwierdzajacych zwiazek migdzy statusem zela-
za w ustroju a jego podatnoscia na zakazenia. Na przyktad
kolonizacja organizmu gospodarza i proliferacja komérek
Candida albicans sa mozliwe jedynie wtedy, gdy w Srodo-
wisku wzrostu grzybéw znajduja si¢ wystarczajace ilosci
zelaza [2,82]. Nadmierne nagromadzenie zelaza w ustro-
ju (,,iron overload”) stanowito czynnik ryzyka rozwoju
inwazyjnej aspergilozy u pacjentéw z nowotworami he-
matologicznymi [43] oraz po przeszczepach watroby [3]
i szpiku kostnego [5]. Podobne korelacje migdzy zawarto-
Scig zelaza w ustroju a patogennoscia drobnoustrojéw ob-
serwowano dla: Mycobacterium tuberculosis, Salmonella
sp. 1 Yersinia sp. [27,31,66,75,86] oraz dla patogennych
grzybow Cryptococcus neoformans [15]. Chorzy poddani

transfuzji krwi przechowywanej przez ponad 3 tygodnie
(a zatem zawierajacej zlizowane erytrocyty i nadmiar wol-
nego zelaza) wykazywali zwigkszona podatnos¢ na cigz-
kie zakazenia Yersinia enterocolitica [49]. Oczywiste jest
zatem, ze zawarto$¢ zelaza w ustroju gospodarza wptywa
na jego podatnos¢ na infekcje, a metody pozbawiajace Sro-
dowisko wolnego Zelaza to istotne naturalne mechanizmy
obronne organizméw wyzszych.

Z punktu widzenia obronnosci ustroju wydawaé by si¢ mo-
glo, ze najlepszym rozwigzaniem byloby mocne zwigza-
nie zelaza i tym samym usunigcie go ze Srodowiska wzro-
stu drobnoustrojéw. Nie jest to jednak takie proste. Nalezy
bowiem pamigtaé, ze zelazo w ustroju jest nie tylko po-
tencjalnym sktadnikiem odzywczym dla komérek patoge-
noéw, ale tez pelni wiele waznych funkcji, w tym funkcje
kofaktora tworzenia reaktywnych form tlenu (RFT), kt6-
re uczestnicza w zabijaniu drobnoustrojéw. I tak np. ma-
krofagi wymagaja obecnosci wystarczajacych ilosci zelaza
wewnatrzkomoérkowego do indukcji skutecznych mecha-
nizméw zwalczania drobnoustrojéw, obejmujacych za-
lezny od oksydazy NADPH wybuch tlenowy i wytwarza-
nie tlenku azotu (NOe) katalizowane przez indukowalna
syntazg NOe (iNOS) [53]. Tego samego zelaza potrzebu-
ja pasozytujace wewnatrzkomoérkowo bakterie, takie jak
M. tuberculosis i Salmonella typhimurium [27]. W tej sy-
tuacji organizm ogranicza ilo$¢ zelaza w aktywowanych
makrofagach, obnizajac ekspresje¢ receptora transferryny
(TF) na ich powierzchni [24,72], co jednoczesnie moze jed-
nak ogranicza¢ zabijanie sfagocytowanych komoérek. Jak
wigc widaé, rownowaga migdzy iloScia zelaza dostgpne-
go dla drobnoustrojéw i potrzebnego do sprawnego funk-
cjonowania organizmu gospodarza jest bardzo delikatna
i ptynna. Potwierdzeniem sa dwie przeciwstawne obser-
wacje. Pierwsza pochodzi z badan epidemiologicznych,
ktore wykazaty, ze kobiety cigzarne z anemia z niedobo-
ru zelaza sa bardziej narazone na infekcj¢ Helicobacter
pylori niz kobiety zdrowe [63]. Podobnie z testéw na my-
szach wynika, ze podanie chelatora zelaza — desferoksami-
ny (DFO) redukowato stezenie zelaza w surowicy i znacz-
nie nasilato przebieg do§wiadczalnej salmonelozy, czemu
towarzyszyt spadek wytwarzania H,O, przez aktywowa-
ne makrofagi [27,28]. Zaobserwowano jednak, ze réwniez
bardziej podatni na zakazenia bakteryjne, w tym bakteria-
mi wewnatrzkomérkowymi sg pacjenci z nadmiarem zela-
za w ustroju [31,66,75,86].

JAK USTROJ CHRONI ZAPASY ZELAZA?

Zelazo jest przedmiotem ,,walki” miedzy drobnoustroja-
mi a organizmami wyzszymi. By pozbawi¢ Srodowisko
wolnego zelaza i uniemozliwi¢ jego pobor przez komor-
ki patogenéw organizm wytworzyt liczne zwiazki (gtow-
nie biatka), ktdre tak Scisle wiaza zelazo, by stato si¢ nie-
osiagalne dla wrogich drobnoustrojow, ograniczajac w ten
sposéb ich wzrost. Sa to tzw. zwigzki chelatujace (chelato-
ry; zwiazki mocno chwytajace jony metali, jakby szczyp-
cami, ,,chele” z grec. szczypce).

Do zwiazkéw tego typu zaliczamy: kanalbuming (w biat-
ku jaja kurzego) oraz u ssakéw: transferryng (w osoczu
krwi), laktoferryng (w wydzielinach nablonkowych, neu-
trofilach i osoczu krwi) oraz ferrytyne (w przestrzeni we-
wnatrzkomoérkowej). W wydzielinach i osoczu obecne sa
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zarowno TF, jak i LF, jednak ta pierwsza przewaza we
krwi (2—4 mg/ml), a druga jest powszechna w wydzieli-
nach. Wtasciwosci LF jako biatka wiazacego zelazo omé-
wiono w I czesci artykutu [14]. Tu warto przypomnieé, ze
LF wiaze z duzym powinowactwem (Kd rzedu 107 M)
dwa jony zelazowe (Fe*) i z mniejszym jony zelazawe
(Fe?*). Podobnie TF wiaze dwa jony Fe*, ale z okoto 360
razy mniejszym powinowactwem. Pierwsze z biatek uwal-
nia jony zelaza w kwasnym srodowisku (pH ponizej 3,5),
a drugie juz przy stabym zakwaszeniu (pH~6) [1]. TF jest
gtéwnym biatkiem transportowym Zelaza, mimo to jedynie
okoto 3 mg tego pierwiastka (0,1% calkowitej zawartosci
w organizmie) sg zwiazane z TF [37]. U zdrowych ludzi
20-30% czasteczek TF i 5-8% czasteczek LF jest wysy-
conych zelazem, reszta zatem pozostaje gotowa do wyta-
pywania i wigzania jonéw zelaza, ktére znajda si¢ w 0so-
czu. Dzigki temu ilo$¢ wolnego zelaza w osoczu krwi jest
bardzo mata i wynosi okoto 107 M [22], jest zatem 10%1°
razy mniejsza niz wymagana do wzrostu drobnoustrojéw
(1077-10° M) [10]. Gdy zdolnos¢ TF do wiazania zelaza
zostanie przekroczona (np. u chorych na hemochroma-
tozeg — chorobe dziedziczna przebiegajaca z nadmiernym
wchtanianiem Zelaza), zelazo jest wiazane (ale znacznie
stabiej) z albumina, cytrynianem i innymi zwigzkami ni-
skoczasteczkowymi [16].

Biatkiem odpowiedzialnym za sekwestrowanie wewnatrz-
komoérkowego zelaza jest ferrytyna, ktéra utrzymuje ho-
meostazg tego pierwiastka w komorce, chroniac ja przed
toksycznymi reakcjami katalizowanymi przez zelazo [83].
W warunkach fizjologicznych ferrytyna jest zwykle wy-
sycona zelazem zaledwie w 20%. Z tego wewnatrzko-
moérkowego magazynu zelazo jest dostarczane do réz-
nego rodzaju proceséw metabolicznych przebiegajacych
z jego udziatem. Ferrytyna jest wyjatkowo stabilna cza-
steczka, jej czwartorzedowa struktura dysocjuje dopiero
w bardzo kwasnym srodowisku (przy pH <2), a odnawia
sie, gdy pH wraca do wartosci 7,4 [51]. Zelazo z ferrytyny
uwalniane jest w wyniku redukcji, w Srodowisku o kwa-
$nym odczynie. W komorce istnieje rowniez przejSciowa
pula stabo zwiazanego zelaza aktywnego w procesach re-
doks, ktéra wiaze ze sobg etapy: nabywania zelaza z TF,
przechowywania w postaci ferrytyny oraz wykorzystania
w procesach metabolicznych. To tzw. pula labilnego ze-
laza (labile iron pool — LIP) i jej st¢zenie w cytoplazmie
komorek ssakéw nie przekracza 1 uM, co stanowi jedy-
nie mala frakcj¢ (<5%) catkowitego zelaza komérkowe-
20 (50-100 uM) [46]. W przestrzeni cytoplazmatycznej
komorki zelazo przewaznie wystgpuje w postaci rozpusz-
czalnych jonéw Fe*?, a w przestrzeni zewnatrzkomérko-
wej — w postaci nierozpuszczalnych, czyli trudniej dostep-
nych, jonéw Fe*. Ustrdj poza zwiazkami chelatujacymi
zelazo ma réwniez inne sposoby ograniczania dostgpu pa-
togenéw do zelaza, uruchamiane podczas infekcji. I tak
podniesiona temperatura ciata obniza stgzenie zelaza we
krwi, co sprzyja wygaszaniu infekcji [23]. Niektdre cyto-
kiny (IFN-v, IL-1, IL-6, TNF-o) zmniejszaja ekspresje re-
ceptora TF na powierzchni makrofagéw, co uniemozliwia
pobdr zelaza do komérki i ogranicza mozliwos¢ wzrostu
patogenéw wewnatrzkomoérkowych [24,72].

Najbardziej powszechna postacia zelaza w ustroju jest ze-
lazo hemowe, ktdre jest potencjalnym Zrédtem zelaza jono-
wego we krwi i innych ptynach pozakomérkowych. Dlatego

nie dziwi, ze organizm $cisle chroni swoje zapasy zelaza
hemowego, ktére moze by¢ nie tylko wykorzystane przez
drobnoustroje, ale tez moze prawdopodobnie katalizowac
tworzenie RFT [16]. Organizm wyksztatcit biatka: hapto-
globing i hemopeksyne, silnie wiazace odpowiednio: wol-
na hemoglobing oraz hem [10]. Stabsze zdolnosci wiaza-
ce ma réwniez albumina osocza krwi.

JAK DROBNOUSTROJE WALCZA 0 ZELAZO?

Zwazywszy na bardzo niewielkie ilosci dostgpnego zela-
za w organizmie gospodarza, nie dziwi, ze drobnoustro-
je ,,opracowaly” specjalne strategie stuzace pozyskiwaniu
tego cennego sktadnika odzywczego. Wiele patogendw
wydziela siderofory — substancje wychwytujace zelazo
i dostarczajace je do komorki. Sa to prawie zawsze zwigz-
ki niskoczasteczkowe (<1 kDa), rozpuszczalne w wodzie
i wiazace zelazo (Fe*?) swoiscie z duzym powinowactwem
(Kd~107° M) [10]. Na przyktad niektdre bakterie jelitowe
wytwarzaja enterobaktyng (enterocheling), ktéra w posta-
ci wolnej jest uwalniana do podtoza, gdzie wiaze zelazo,
a komorka pobiera i rozktada powstaty kompleks, uwal-
niajac zelazo. Wiele grzyboéw wytwarza tzw. ferrichromy,
wiazace Zelazo nierozpuszczalne (Fe*’) z podtoza, ktére
wewnatrz komorki jest redukowane do postaci rozpusz-
czalnej (Fe*?), do ktdrej siderofor ma niewielkie powino-
wactwo. Ze wzgledu, iz powinowactwo niektorych side-
roforéw do zelaza jest nawet wyzsze niz powinowactwo
biatek ustrojowych, siderofory moga z nich ,,odbiera¢” ze-
lazo. Dotyczy to nawet tak silnych chelatoréw zelaza jak:
ferrytyna, TF czy LF. Inny system pobierania zelaza, kt6-
ry wyksztalcity niektére bakterie, to specjalne biatka po-
wierzchniowe stuzace do wigzania chelatoréw gospodarza
i bezposredniego nabywania z nich zelaza [10]. W ten spo-
s6b pierwiastek pozyskuja m.in.: H. pylori, Haemophilus
influenzae, Neisseria sp. i Moraxella sp. Niektore drob-
noustroje wyksztalcity jednoczesnie kilka sposobéw na
zdobycie zelaza w organizmie zywiciela. Ciekawym przy-
ktadem moze by¢ komensalny i oportunistyczny drozdzak
— C. albicans. Wedlug dotychczasowej wiedzy, grzyb ten
nie wytwarza wprawdzie wlasnych sideroforéw, ale potra-
fi wykorzystywac zelazo skompleksowane z sideroforami
innych mikroorganizméw. Wykorzystuje ponadto hemo-
globing, ferrytyne i transferryne jako zZrédta zelaza, a po
inwazji i destrukcji tkanek takze zelazo z labilnej puli cy-
toplazmatycznej, bialek zelazo-siarkowych i innych bia-
tek niehemowych [4]. Biatka hemowe (np. hemoglobina,
mioglobina, cytochromy) moga stanowi¢ Zrédio zelaza
dla patogenéw, ale ogdlnie sa dla nich trudno dostgpne
ze wzgledu na swoje umiejscowienie (sa chronione we-
wnatrz komoérek). Staja sig¢ jednak dostepne po uszkodze-
niu tkanek i uwolnieniu zawartosci komérek, co sprzyja
nasileniu infekcji.

ZWALCZANIE DROBNOUSTROJOW POPRZEZ SEKWESTRACJE ZELAZA

Laktoferryna jest aktywna wobec wielu bakterii Gram-
ujemnych i Gram-dodatnich, grzybéw, wiruséw oraz pa-
sozytéw [45]. Zawarta w wydzielinach Sluzéwek stanowi
wazny czynnik usuwajacy drobnoustroje juz ,,u wrét” zaka-
zenia — na powierzchni bton sluzowych, zapobiegajac tym
samym ich inwazji do organizmu. W miejscach infekcji/ura-
zu stgzenie LF moze dodatkowo wzrosnaé po degranula-
¢ji naciekajacych granulocytéw. Na przyktad stezenia LF
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w §linie 0s6b zdrowych wynosza §rednio 5 pg/ml, w cho-
robach przyzebia wzrastaja do 12 pg/ml, a po naswietla-
niach w radioterapii az do 80 pg/ml [40]. Granulocyty
obojetnochtonne sa réwniez zZréodtem LF w osoczu krwi.
Dzienne wytwarzanie LF w organizmie zdrowego czto-
wieka mozna oszacowac na okoto 5 g (Srednia zawartos¢
LF w 10° neutrofiléw to 5 ug, dziennie wytwarzanych jest
10" neutrofiléw), z czego jedynie 10% (0,5 g) jest uwalnia-
ne z komérek podczas prawidtowego ich obrotu. Podczas
zakazenia bakteryjnego obrét neutrofiléw wzrasta nawet
50-krotnie, czemu towarzyszy 3-krotnie wigksza destruk-
cja tych komérek. W tym czasie wytwarzanie LF wzrasta
do 30 g/dobe, z czego V5 (10 g) jest uwalniana do krwio-
biegu [70]. Stezenie LF w osoczu krwi dos¢ state w zdro-
wiu (Srednio 0,3 pg/ml) [17], wzrasta podczas infekcji,
zapalenia oraz rozlegtych urazéw. U chorych z ptatowym
zapaleniem ptuc to 1-2 pg/ml, a u pacjentéw z cigzkimi
oparzeniami 10—40 pg/ml [17,93].

Hamowanie wzrostu drobnoustrojéw przez chelatowa-
nie wolnego zelaza to jedna z najwczes$niej opisanych
wlasciwosci LF. Juz w 1966 roku (a wigc niedtugo po
odkryciu biatka) Masson i wsp. zauwazyli, ze LF wy-
izolowana z ludzkiego mleka w testach in vitro hamo-
wata wzrost Staphylococcus albus, nie dziatajac na S.
aureus [60]. Hamujacy wptyw LF byl stopniowo zno-
szony przez dodatek wzrastajacych ilosci jonéw zelaza
do zastosowanego roztworu LF, co potwierdzato propo-
nowany mechanizm dziatania biatka. W kolejnych latach
przeprowadzono wiele testow, ktére potwierdzity hamu-
jace dziatanie LF w wyniku sekwestracji jonéw zelaza
(tabela 1). W ten sposé6b biatko dziata na chorobotwor-
cze bakterie i grzyby. Przewaznie jest to wptyw mikro-
biostatyczny, ale czasem réwniez bdjczy. Jak nalezy sig
domysla¢ wigksza aktywnos¢ bedzie miato biatko w po-
staci wolnej od zelaza (apo-LF) niz wysyconej zelazem
(holo-LF). Co ciekawe, stopiefi wysycenia zelazem (i in-
nymi metalami) czasteczki LF ma tez wptyw na jej ak-
tywnos$¢ przeciwwirusowa.

Laktoferryna z ludzkiego mleka hamowata wzrost grzybéw
C. albicans oraz Rhodotorula rubra, przy czym aktywnos¢
ta byta zwiazana jedynie z zawartoscia apo-LF, a dodatek
zelaza ja znosit [8]. Dziatanie biatka bylto zalezne od ste-
zenia i czasu. Stwierdzono réwniez hamujacy wptyw od-
tluszczonego mleka ludzkiego oraz wyizolowanej LF, ale
nie innych bialek mleka (kazeiny i a-laktoalbuminy). Na
podstawie testow zywotnosci komodrek grzybow i mikro-
skopii elektronowej, autorzy badan podkreslaja fungosta-
tyczne (ale nie bdjcze) dziatanie biatka. Kolejne badania
potwierdzity dziatanie LF na komoérki C. albicans [78].
Wyizolowana z siary ludzka czgSciowo wysycona i apo-
LF (ale nie holo-LF) dodana do hodowli zabijata komérki
grzybow w sposéb zalezny od dawki, czasu i warunkéw
hodowli (temperatura, pH, obecnos¢ jonéw fosforanowych
i weglanowych). Z kolei autorzy tych badan podkresla-
ja wyrazne grzybobdjcze dziatanie biatka. Grzybobdjcze
dziatanie ludzkiej LF zanotowano réwniez wobec klinicz-
nych izolatéw C. albicans i C. krusei [64]. Bylo ono zalez-
ne od dawki i obserwowane tylko dla LF wolnej od zelaza.
Badanie z uzyciem mikroskopu elektronowego wykazato
zmiany na powierzchni komdérek, takie jak tworzenie pg-
cherzykéw i wyciek bialek, co wskazuje na bezposrednie
dziatanie toksyczne na komorki grzybdw.

Ludzka LF dodana do hodowli hamowata wzrost konidiéw
Aspergillus fumigatus [97]. Podobna aktywnos$¢ miatly
leukocyty wielojadrzaste wyizolowane z krwi os6b zdro-
wych i cierpiacych na przewlekla chorobe ziarniniakowa
oraz czynnik uwolniony z tych komérek po ich aktywacji.
Czynnik ten zidentyfikowano jako LF. Co istotne, wysy-
cenie biatka zelazem znosito jego dzialanie przeciwgrzy-
bicze, zatem dziatanie to opierato si¢ na sekwestracji zela-
za. Ten sam zesp6t badat nastgpnie aktywnos¢ wobec tych
samych grzybéw LF oraz innych chelatoréw zelaza (DFO,
deferipronu, ciclopiroxu) w monoterapii lub potaczonych
z lekami przeciwgrzybiczymi [96]. LF, deferipron, ciclo-
pirox hamowaty, podczas gdy DFO stymulowata wzrost
grzybow. Synergistyczne dziatanie przeciwgrzybicze wy-
kazaty: ketokonazol i ciclopirox, flukonazol i deferipron
oraz amfoterycyna B i LF. Zatem chelatory zelaza w mo-
noterapii lub w terapii kombinowanej z antybiotykami
przeciwgrzybiczymi moga stanowi¢ wazny element profi-
laktyki i leczenia aspergilozy, groznej u pacjentéw z osta-
biong odpornoscia.

Arnold i1 wsp. w testach in vitro wykazali aktywno$¢ ludz-
kiej LF pochodzacej z siary wobec wiele gatunkow bakte-
rii oraz C. albicans [12]. LF wolna od zelaza (ale nie ho-
lo-LF) silnie hamowata (nawet 0 99%) wzrost szczepéw
laboratoryjnych: Streptococcus mutans, S. pneumoniae oraz
Vibrio cholerae. Zanotowano ponadto hamowanie wzrostu
szczepdw izolowanych od pacjentéw: S. salivarius, S. mitis
i C. albicans (izolaty z ptytek nazegbnych) oraz E. coli, P.
aeruginosa, Salmonella newport, Shigella sonnei i S. aureus
(izolaty z r6znych tkanek). Stwierdzono prawidlowos¢, ze
szczepy wirulentne sa mniej wrazliwe na dziatanie LF, po-
dobnie szczepy laboratoryjne po pasazu na myszach od-
znaczaly si¢ mniejsza wrazliwoscia. Dalsze badania zespo-
tu Arnolda wykazaly, ze ludzka apo-LF zabijata komoérki
S. mutans wiazac si¢ do ich powierzchni i nieodwracalnie
hamujac ich metabolizm [13]. Internalizacja apo-LF do
monocytéw zakazonych Legionella pneumophila prowa-
dzita do zahamowania wzrostu bakterii poprzez chelato-
wanie zelaza, przeciwnie — internalizowana holo-LF ha-
mowata przeciwbakteryjna aktywnos¢ IFN-y oraz byta
Zrédtem zelaza do wzrostu patogenu [24]. Apo-BLF oraz
BLF wysycona Zn i Mn hamowaty, podczas gdy LF wysy-
cona zelazem promowata wewnatrzkomoérkowe namnaza-
nie L. pneumophila w nieswoistych fagocytach (komoérki
linii HeLa) [39]. Autorzy cytowanych badan nie stwier-
dzili wprawdzie internalizacji komérkowej Fe-BLF, ale
mozna przypuszczad, ze biatko ulegato jednak endocyto-
zie do komorek, gdzie uwalniato Fe, ktére po wtaczeniu
do labilnej puli zelaza komérkowego mogto by¢ wykorzy-
stane przez bakterie.

LF wyizolowana z mleka ludzkiego i krowiego w postaci
apo- i natywnej (wysyconej zelazem w kilku%) w obec-
nosci immunoglobulin IgA Iub IgG hamowata namnazanie
Escherichia coli w hodowli. Bakteriostaza byta zniesiona
przez wysycenie biatka zelazem [79]. Aktywnos$¢ hamu-
jaca tworzenie biofilmu Pseudomonas aeruginosa miata
wytacznie posta¢ apo-HLF, wysycenie zelazem ja znosi-
to [77]. Poprzez sekwestracje zelaza LF stymulowata ruch
drgajacy bakterii, dzigki czemu bakterie przemieszczaty sig
po podiozu i nie tworzyty kolonii i biofilmu. Biofilm jest
zwarta i trwata struktura tworzona przez niektore bakte-
rie na powierzchni nabtonkéw w przewlektych infekcjach.

608



Artym J. - Udziat laktoferryny w gospodarce zelazem w organizmie. CzeS¢ II...

Tabela 1. Wykaz wrazliwych na dziatanie LF bakterii, grzybéw i wiruséw

Wrazliwy drobnoustrdj Aktywna postac LF Pismiennictwo
S. albus apo-HLF [60]
C. albicans odttuszczone mleko ludzkie (8]
R. rubra apo-HLF
C. albicans apo-HLF [78]
. (971
A. fumigatus apo-HLF (9]
C. albicans
S. mutans
S. pneumoniae
S. mitis
V. cholerae
S. salivarius apo-HLF [12]
E coli
S. newport
S. sonnei
S. aureus
P aeruginosa
S. mutans apo-HLF [13]
L. pneumophila apo-LF [24]
apo-BLF
L. pneumophila In-BLF [39]
Mn-BLF
apo-BLF
. natywna BLF
E. coli apo-HLF [79]
natywna HLF
P aeruginosa apo-HLF 771
S. epidermidis apo-LF (synergizm z lizozymem) [50]
S. aureus apo-LF [18]
M. tuberculosis BLF (70% Fe) [74]
S. typhimurium LF (7% Fe) [28]
M. luteus - BLF, HLF L. [67]
zr62ng zawartoscia Fe
H. pylori apo-BLF, BLF (20% Fe) [87]
. apo-BLF
C. albicans holo-BLF [65]
. apo-BLF
E coli holo-BLF [55]
apo- BLF
L. monocytogenes holo-BLF [l
Mn-BLF
. . rHLF (10% Fe)
E. coli (bakteriemia) tHLF (100% Fe) [33]
E coli . . )
S. typhimurium apo-HLF (synergizm z rifamping) [35]
S. typhimurium
V. cholerae apo-LF (synergizm z lizozymem) [34]
E coli
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Tabela 1 c.d. Wykaz wrazliwych na dziatanie LF bakterii, grzybow i wiruséw

Wrazliwy drobnoustrdj Aktywna postac LF Pi$miennictwo

apo-BLF

In-BLF [98]

HBY Fe-BLF [52]
Mn-BLF

Poliowirus In-BLF [59]
Mn-LF

HIV-1 Fe-LF 69]
. apo-LF

Rotawirus holo-LF 81

My apo-LF [6]
apo-BLF

Herpes simplex1i2 IZ:E-E::E (58]
Mn-BLF

Biofilmy odznaczaja si¢ wigksza opornoscia na mechani-
zmy obronne gospodarza i leczenie antybiotykami. Do two-
rzenia biofilméw wymagane sa wyzsze stezenia zelaza, bo
tu dostep poszczegdlnych komorek do tego sktadnika jest
ograniczony [90]. W cytowanych badaniach chelatowanie
zelaza przez LF zmniejszalo rowniez opornos¢ bakterii
na czynniki béjcze: H,O, i antybiotyk tobramycyne [77].
Apo-LF dziatata synergistycznie z lizozymem w hamowa-
niu wzrostu Staphylococcus epidermidis. Wysycenie biatka
zelazem znosito jego aktywnos¢ [50]. Synergizm dziata-
nia LF i lizozymu moze mie¢ znaczenie ochronne u oséb
noszacych szkla kontaktowe. S. epidermidis tatwo koloni-
zuje powierzchnie réznego rodzaju protez i implantéw, ale
rzadko powierzchnig soczewek kontaktowych, cho¢ sg wy-
twarzane z podobnych materiatléw. Mozna sadzi¢, ze wta-
$nie lizozym i stabo wysycona zelazem LF odpowiadaja
przynajmniej w czesci za obserwowany efekt. Apo-LF ha-
mowata wzrost S. aureus w testach in vitro, podczas gdy
biatko wysycone zelazem nie miato takiej aktywnosci [18].
Co ciekawe, w testach in vivo podana myszom apo-LF byta
tak samo skuteczna jak biatko wysycone w réznym stop-
niu zelazem, co wskazuje, ze w tym przypadku aktywnos¢
biatka nie zalezata wylacznie od sekwestracji zelaza [18].

Interesujace wyniki uzyskano w testach na mysim modelu
gruzlicy. Zastosowano myszy z defektem w metabolizmie
zelaza (nokaut genu [ -mikroglobuliny), ktérym podawa-
no dodatkowe ilosci zelaza w wodzie pitnej, osiagajac stan
,.przetadowania” organizmu zelazem, co istotnie nasilato
przebieg zakazenia M. tuberculosis [74]. Podana donoso-
wo BLF wyraznie redukowata rozsiew bakterii w narza-
dach wewnetrznych w procesie sekwestracji zelaza (cho¢
uzyto biatka wysyconego zelazem az w 70%). LF podno-
sita ponadto surowicze stgzenia NOe (wytwarzanie tego
mediatora jest zaburzone podczas ,,przetadowania” zela-
zem). W testach in vitro wykazano natomiast, ze LF ob-
niza ekspresje receptora TF na makrofagach, co ogranicza
pobieranie zelaza przez te komorki.

Ciekawe obserwacje pochodza z cytowanych juz ba-
dan Collins i wsp. nad namnazaniem innych bakterii

wewnatrzkomérkowych — S. typhimurium [28]. Badacze ci
uzywali DFO (siderofor wytwarzany przez Streptomyces)
oraz LF jako chelatoréw zelaza w testach in vitro oraz in
vivo. Podanie LF myszom przed zakazeniem w pewnym
stopniu (cho¢ nieistotnie) tagodzito przebieg infekcji,
podczas gdy podanie DFO znacznie ja nasilato. Co istot-
ne, LF znacznie stymulowata tworzenie H,O, oraz zabija-
nie bakterii przez aktywowane makrofagi, drugi z chela-
toréw ostabiat wtasciwosci bdjcze fagocytéw i zmniejszat
wybuch tlenowy. Indukowane obecnoscia zelaza wytwa-
rzanie H,O, z udzialem oksydazy NADPH jest zasad-
niczym mechanizmem efektorowym w kontroli infekcji
Salmonella. Uzyskane dane wyraznie wskazuja, ze przy-
czyna zaostrzenia infekcji byto ograniczenie dostgpnosci
zelaza dla procesow tworzenia RFT. Jak konkluduja auto-
rzy, DFO wchodzi do komérek, wiaze zatem zaréwno Ze-
lazo zewnatrz- jak i wewnatrzkomoérkowe, tymczasem LF
chelatuje jedynie zelazo na zewnatrz komorek, pule we-
whnatrzkomoérkowa zostawiajac nienaruszona, co pozwala
na efektywne tworzenie bakteriobdjczych RFT.

W niektdrych testach okazalo sig, ze LF wysycona Fe w r6z-
nym stopniu dziatata podobnie skutecznie na drobnoustro-
je. Ludzka i bydleca LF powodowaty aglutynacje komoérek
Micrococcus luteus, niezaleznie od obecnos$ci jondw zelaza
w medium i stopnia wysycenia czasteczek [67]. W testach
na myszach wolna od zelaza i wysycona zelazem w 20%
BLF byty tak samo skuteczne w hamowaniu kolonizacji zo-
tadka przez H. pylori [87]. Bydlgca apo- i holo-LF dodane
do zawiesiny neutrofiléw mysich lub ludzkich zwigkszaty
ich dziatanie wobec komorek C. albicans [65]. W testach in
vitro zanotowano hamowanie przez apo- i holo-BLF adhezji
i internalizacji komérek E. coli do komoérek nabtonkowych
linii HeLa [55]. W podobnych testach bydlgca LF w posta-
ci wolnej od jonéw oraz wysyconej manganem lub zelazem
hamowata internalizacj¢ komérek L. monocytogenes do ko-
morek nabtonkowych linii HT-29 oraz Caco-2 [11]. W za-
pobieganiu bakteriemii u szczurzych noworodkéw doustna
terapia rHLF byta réwnie efektywna, gdy biatko podawa-
no w postaci ubogowysyconej (okoto 10%), jak i catkowi-
cie wysyconej zelazem (tHLF+FeSO),) [33].
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Podobna sita dziatania postaci wysyconych i niewysyco-
nych metalem przemawia za dodatkowymi, innymi niz che-
latowanie zelaza sposobami dziatania LF na drobnoustroje.
‘Wiadomo, ze biatko moze m.in. bezposrednio uszkadzaé
Sciany komorek bakteryjnych i grzybowych oraz zaburzad
ich metabolizm, hamowa¢ procesy adhezji patogenéw do
tkanek czy rozktada¢ enzymatycznie czynniki wirulencji
drobnoustrojéw. Dziatanie posrednie biatka obejmuje ak-
tywacje réznych sktadnikéw uktadu odpornosciowego go-
spodarza (m.in. komérek NK, makrofagéw, limfocytéw)
i wzmocnienie ich dziatania wobec patogenéw. Nalezy jed-
nak pamigtaé, ze stopien wysycenia zelazem czasteczki
LF poprzez zmiang konformacyjna jej struktury [7] moze
m.in. wptywac na zdolnos¢ do interakcji z niektérymi po-
wierzchniowymi czasteczkami na komoérkach gospodarza
[21,56], jak i drobnoustrojow [11,13]. Stad odmienna sita
dziatania réznych postaci biatka w sytuacjach, ktére nie
dotycza bezposrednio pozbawienia patogenéw dostepu do
zelaza, jako cennego sktadnika odzywczego.

Ilustracja powyzszych rozwazan moze by¢ obserwacja, ze
stopiel wysycenia biatka zelazem ma znaczenie w bez-
posrednim uszkadzajacym dziataniu na Scian¢ komor-
kowa bakterii. Apo-HLF dodana do hodowli bakterii
Gram-ujemnych: E. coli i S. typhimurium dzialata bakte-
riostatycznie oraz zwigkszata bakteriobdjcze dziatanie an-
tybiotyku ryfampiny [35]. Aktywnos¢ LF byta znoszona
przez wysycenie zelazem. Mechanizm dziatania LF pole-
gal na uszkadzaniu struktury Sciany komdérkowej bakterii
poprzez uwalnianie czasteczek lipopolisacharydu (LPS)
i zmiang przepuszczalnosci. Jak wiadomo, anionowe cza-
steczki LPS sa stabilizowane w obrebie $ciany komodrko-
wej przez jony dodatnie (wapnia, magnezu i zelaza) [29].
Przez wiazanie tych jonéw LF zaburza zatem stabilno$¢ tej
struktury. Co wazne, moze w ten sposob utatwiac dostep
lizozymu do komoérek bakterii Gram-ujemnych i zwigk-
szaé jego aktywnos$¢ bakteriobdjcza. W badaniach Ellisona
i Ghiela LF i lizozym uzyte osobno dziataty bakteriosta-
tycznie wobec V. cholerae, S. typhimurium i E. coli [34].
Uzyte razem wykazywaly zalezny od dawki efekt bakte-
riobdjczy, ktéry byt znoszony przez wysycenie LF zela-
zem oraz dodatek jonéw wapnia do medium. LF, poza jo-
nami zelaza moze wigza¢ réwniez jony innych metali (m.in.
manganu, miedzi, cynku i wapnia) [20,71]. Obecnos¢ nad-
miaru wspomnianych jonéw spowodowata ,,zapetnienie”
czasteczki LF i utratg jej aktywnosci.

Warto w koricu zwrécié¢ uwage na aktywnos¢ przeciwwi-
rusowa LF zalezng od stopnia wysycenia zelazem i inny-
mi jonami. R6zne postaci bydlgcej LF (niewysycona jona-
mi, Fe-BLF, Mn-LF oraz Zn-BLF) hamowaly namnazanie
wirusa zapalenia watroby typu B (HBV) na wrazliwej li-
nii komoérkowej, cho¢ najwigksza aktywnos¢ zanotowano
dla Zn-BLF [52,98]. Podobnie biatko wysycone cynkiem
najskuteczniej hamowato infekcje komoérek poliowirusem
[59], a zelazo i mangan z kolei zwigkszaly aktywnoS¢ na-
tywnej LF wobec HIV [69]. Apo- i holo-LF w testach in
vitro hamowaty malpi rotawirus, cho¢ postaé niewysyco-
na zelazem odznaczata si¢ znacznie wigksza aktywnoscia
i mniejsza toksycznoscia [81]. LF wysycona zelazem tra-
cita zdolnos¢ do hamowania infekcji cytomegalowirusem
(CMV) ludzkich fibroblastéw [6]. Bydlgca LF w r6znych
postaciach (apo-LF, Zn-LF, Fe-LF, Mn-LF) hamowata repli-
kacj¢ ludzkich wiruséw Herpes simplex 112 we wrazliwej

linii komérkowej. Wskaznik ID, dla LF wysyconej zela-
zem w 10% wynosit 28 pug/ml, podczas gdy dla LF wysy-
conej w 90% — tylko 11,5 pg/ml, posta¢ holo-LF byta za-
tem bardziej aktywna niz postac¢ apo-LF. Metale w postaci
cytrynianéw nie miaty duzego wplywu hamujacego, moz-
na zatem wnioskowacd, ze dziatanie LF nie byto wynikiem
dostarczania jonéw metali do komérek [58].

Odmienna aktywno$¢ przeciwwirusowa réznych posta-
ci LF moze si¢ wigzaé, jak juz wspomniano, z réznym
powinowactwem do receptoréw niektérych komorek, np.
nabtonka przewodu pokarmowego [56] i monocytéw/ma-
krofagéw [21]. Jednym z mechanizméw aktywnosci prze-
ciwwirusowej LF jest bowiem wigzanie i blokowanie cza-
steczek powierzchniowych na komorkach, tak by nie mogty
by¢ wykorzystane przez czasteczki wirusa [57]. Spotykana
w niektérych przypadkach wigksza aktywnos¢ postaci Zn-
LF moze wynika¢ z dostarczania cynku do komérek do-
celowych. Zwigkszona dostepnosé jonéw Zn?* jest praw-
dopodobnie przyczyna uszkodzonej replikacji niektérych
wirusow [36,44]. Z kolei wigksza aktywnos¢ postaci apo-
LF obserwowana wobec niektérych wiruséw mozna praw-
dopodobnie tlumaczy¢ bardziej skuteczng sekwestracja jo-
néw metali (gléwnie zelaza), ktére sa kofaktorami wielu
enzymow komdérkowych wykorzystywanych przez wirusy
oraz enzyméw wirusowych, czego skutkiem bgdzie ogra-
niczenie replikacji wiruséw. Doktadny mechanizm anty-
wirusowej aktywnosci réznych postaci LF wciaz oczeku-
je na wyjasnienie.

LAKTOFERRYNA JAKO ZRODEO ZELAZA DLA DROBNOUSTROJOW

Jak juz wspomniano, LF podobnie jak inne ustrojowe che-
latory zelaza, moze by¢ Zrédiem tego pierwiastka dla nie-
ktérych patogenéw. Badania wykazaty, ze holo-LF moze
stanowi¢ zZrédto zelaza dla bakterii: H. pylori [42], H.
influenzae [85], Legionella pneumophila [25], Aeromonas
hydrophila [80], Bordetella pertussis [61], E. coli [19] oraz
Moraxella sp. i Neisseria sp. [26,62]. Niektore z tych bak-
terii rozwingly na swojej powierzchni specjalne biatka, kt6-
re stuza do wiazania bialek gospodarza sekwestrujacych
zelazo i1 bezposredniego nabywania tego pierwiastka. Na
przyktad w przypadku H. pylori jest to biatko o masie 70
kDa, ktére pojawia si¢ na powierzchni bakterii, gdy rosna
one w medium pozbawionym zelaza. Potwierdzono ponad-
to ekspresje biatka na szczepach H. pylori wyizolowanych
od pacjentéw [30]. Wigkszo$¢ szczepow H. influenzae wy-
izolowanych z plwociny chorych na chroniczne zapalenie
oskrzeli oraz z gardta oséb zdrowych wiazata ludzka LF,
wykorzystujac do swojego wzrostu zawarte w niej zelazo
[85]. Na powierzchni tych bakterii wykazano obecnos¢ bia-
Tek receptorowych o masie 58 i 105/106 kDa wiazacych od-
powiednio TF i LF [76]. Stwierdzono duza swoisto$¢ ga-
tunkowa wspomnianych bialek bakteryjnych, co oznacza,
ze moga one pozyskiwaé zelazo wytacznie z LF i/lub TF
ludzkiej. Na przyktad komérki H. pylori nie pobieraty ze-
laza z bydlecej LF, cho¢ wykazano, ze biatko to w pew-
nym stopniu moze by¢ wiazane do bialek receptorowych
bakterii [30]. Ekspresja receptorow na powierzchni komo-
rek bakteryjnych jest indukowana przez ograniczenie do-
stgpnosci zelaza w srodowisku wzrostu [10].

Inne bakterie moga natomiast pozyskiwac zelazo z LF lub
TF za pomocg sideroforéw. Dla przyktadu A. hydrophila
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(czynnik etiologiczny biegunki i posocznicy u 0s6b z ob-
nizong odpornoscia) wytwarza amonabaktyng, ktéra po-
biera zelazo z TF i LF [80]. Stwierdzono réwniez pozyski-
wanie zelaza z tych biatek przez enterocheling jelitowych
szczepow E. coli [19]. Siderofor wytwarzany przez P.
aeruginosa (piowerdyna) moze pobieraé zelazo z TF, cho¢
tylko w obecnosci bakteryjnej elastazy. LF nie byta 7Zr6-
dtem zelaza dla tej bakterii [32].

LF i TF moga tez stanowi¢ Zrédto zelaza dla niektérych pa-
sozytéw, co wykazano dla Trichomonas vaginalis [68] oraz
Leishmania chagasi [92]. W pierwszym przypadku biatko
byto wiazane do komoérek pasozytdw, ale nie ulegato inter-
nalizacji. Ekspozycja 7. vaginalis na LF znacznie (ponad
6-krotnie) podnosita ich metabolizm [68]. Pasozyt ten kolo-
nizuje bogata w LF §luzéwke pochwy, a objawy zakazenia
sg najbardziej nasilone podczas krwawienia miesigcznego,
kiedy stezenia LF i zelaza w wydzielinach pochwy wzra-
staja. Zakazenie meskiej cewki moczowej, gdzie wystepuje
LF, ale niewiele jest zelaza, ulega samoograniczeniu [88].
Mechanizmy pozyskiwania zelaza z LF przez L. chagasi nie
sa wyjasnione. Nie wykazano roli sideroforéw ani cigcia pro-
teolitycznego biatka. Wiadomo, ze pasozyt moze nabywac
zelazo réwniez z innych Zrédet: transferryny i hemu [92].

Jak si¢ okazalo, sam organizm moze sprzyjaé¢ uwalnia-
niu zelaza z biatek chelatujacych i udostgpnianiu go pa-
togenom. Taka aktywnos$¢ maja katecholaminy — hormo-
ny wydzielane w wigkszych ilosciach podczas stresu, do
ktérych zalicza sig: epinefryne (adrenaling), norepinefry-
ne¢ (noradrenaling) oraz dopaming. Inkubacja E. coli z nor-
epinefryna w obecnosci holo-LF lub holo-TF stymulowa-
ta wzrost bakterii poprzez uwalnianie zelaza zwiazanego
z biatkami [38]. Czasteczki hormonu tworzyly stabilne
kompleksy z LF, TF oraz osoczowa albuming, prowadzac
do redukcji zwigzanego jonu Fe* do jonu Fe** i jego uwol-
nienia z czasteczki chelatora [73]. Autorzy badan sugeruja
znaczenie tych interakcji w klinice, na przyktad podczas
rozwoju indukowanej stresem sepsy w wyniku nadmier-
nego rozwoju komensalnych jelitowych szczepéw E. coli.
Ma to tym wigksze znaczenie, ze zwiazki podobne struk-
turalnie do amin katecholowych (np. izoprenalina i dobu-
tamina) uzywane sa powszechnie w klinice, m.in. w cho-
robach uktadu krazenia.

LF zaréwno we krwi, jak i wydzielinach Sluzéwek wyste-
puje w postaci ubogiej w zelazo, nie stanowi wigc waz-
nego Zrodta pierwiastka dla patogendéw. Niemniej jednak
w pewnych sytuacjach (podczas zapalenia) moze sekwe-
strowac zelazo 1 wtedy istnieje niebezpieczenistwo, ze zwig-
zane zelazo zostanie wykorzystane przez drobnoustroje.
Nalezy podkresli¢, ze siderofory wspomnianych bakte-
rii moga wiazac réwniez zelazo wolne, LF wydaje si¢ za-
tem nie stanowi¢ dodatkowego zagrozenia, a uwzglednia-
jac inne mechanizmy jej dziatania przeciwbakteryjnego,
raczej ogranicza niz sprzyja wzrostowi tych patogendw.
Moze natomiast utatwiaé¢ wzrost tych bakterii, dla kté-
rych stanowi jedyne Zrdédlo zelaza (nietworzacych sidero-
foréw), zwtaszcza wtedy, gdy inne aspekty dziatania LF nie
przewaza tego negatywnego. Cytowane wyniki pochodza
z badan in vitro, sa wigc konieczne testy in vivo badajace
,.zachowanie” biatka w okres§lonych sytuacjach w organi-
zmie 1 potwierdzajace bezpieczenstwo stosowania LF w te-
rapii. W swietle dotychczasowych badan, w schorzeniach

wywolanych wymienionymi patogenami, biatko (szcze-
g6lnie ludzkie) powinno by¢ aplikowane z ostroznoscia.

ROLA LAKTOFERRYNY W UOGOLNIONYCH STANACH ZAPALNYCH

Spadek stezenia zelaza we krwi jest obserwowany podczas
infekcji 1 stanéw zapalnych, w tym uogélnionych. Jest to tzw.
hipoferremia zwigzana z zapaleniem. Jednoczesnie wystgpu-
je akumulacja tego pierwiastka w magazynach ustrojowych
(watrobie i §ledzionie) i jego ograniczone dostarczanie do
szpiku kostnego, czemu towarzyszy rozwéj anemii (tzw. ane-
mia podczas zapalenia lub choréb chronicznych) [9,89,91].
Jak wskazuja niektdre badania, jednym z czynnikéw odpo-
wiedzialnych za to zjawisko moze by¢ LF. Zagulski i wsp.
przeprowadzili badania przezywalnosci krélikéw z sepsa po
podaniu E. coli [95]. Bydleca LF podana dozylnie znacznie
przedtuzata przezycie zwierzat, co taczyto si¢ ze spadkiem
stgzen osoczowego zelaza. Jak wynika z tych badan, we wcze-
snych etapach ochrony przed bakteriemia i szokiem septycz-
nym moze mie¢ znaczenie chelatowanie zelaza ustrojowego
przez LF, gdyz podobnie dziatalo inne biatko chelatujace ze-
lazo — ferrytyna. Podana dozylnie 24 h przed letalna dawka
bakterii chronita zwierzeta przed Smiercia w sposéb zalezny
od dawki [54]. Ochronne dziatanie LF potwierdzono réwniez
u myszy z bakteriemia E. coli [94]. Pojedyncza dozylna daw-
ka LF 24 h przed zakazeniem znacznie zmniejszata Smiertel-
nos¢, powodujac czasowy spadek (0 45%) stezen osoczowe-
go zelaza. Jednakze podanie zelaza myszom krétko przed lub
po zakazeniu tylko nieznacznie zmniejszato ochronne dziata-
nie LF, co sugeruje bardziej kompleksowy mechanizm tego
dziatania. Sekwestracja zelaza, cho¢ moze mie¢ pewne zna-
czenie w ochronnym dziataniu LF w zapaleniu, nie jest jego
gtéwnym elementem. Jak wykazaty liczne pézZniejsze bada-
nia skutecznos$¢ LF opiera si¢ przede wszystkim na jej dzia-
faniu regulacyjnym na rézne sktadniki uktadu odpornoscio-
wego zaangazowane w rozwdj zapalenia i sepsy [48].

W latach 70. ub. wieku powstata hipoteza wilaczajaca LF
w powstawanie hipoferremii i niedokrwistosci w stanach
zapalnych [84]. Zgodnie z jej zalozeniami LF uwolniona
z aktywowanych neutrofiléw odbiera zelazo transferrynie
lub wspdtzawodniczy z nia o wiagzanie zelaza uwolnione-
go podczas rozpadu hemoglobiny oraz komoérek bakteryj-
nych i odpornosciowych gospodarza i przenosi je do uktadu
siateczkowo-Srédbtonkowego (RES), gtéwnie w watrobie,
gdzie jest ono magazynowane i czasowo niedost¢pne dla
proceséw erytropoezy. Uwolnione po degradacji LF Zela-
zo jest gromadzone w postaci ferrytyny, stanowiac tzw. po-
wolny szlak obrotu zelaza, w ktérym okres potowicznego
obrotu pierwiastka wynosi okoto 7 dni. Ta droga obrotu Ze-
laza ma wigksze znaczenie w zapaleniu, podczas gdy w sta-
nie zdrowia istnieje rownowaga pomigdzy szlakiem ,,szyb-
kim” (z okresem potowicznego obrotu 24 min) a szlakiem
,,powolnym” [84]. W warunkach prawidtowych uwalniane
zelazo wiaze sie¢ z TF, ktéra przenosi je prawie w catosci
do komérek erytropoetycznych. Konkurencyjne wychwyty-
wanie zelaza przez LF neutrofilowa doprowadza zatem do
czasowego niedoboru tego pierwiastka. Warto pamigtac,
ze LF moze ,,odbiera¢” zelazo TF juz w stabo zakwaszo-
nym Srodowisku (pH~6,5) [84]. St¢zenie osoczowego ze-
laza spada szybko juz we wczesnym okresie rozwoju cho-
roby, osiagajac warto$¢ nawet o potowg nizsza niz podczas
zdrowia, a czasem Zelazo jest w ogéle niewykrywalne we
krwi. Podczas zdrowienia st¢zenie zelaza szybko wraca do
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normy [89]. Podobny spadek stezen osoczowego zelaza wy-
kazano w testach laboratoryjnych, m.in. po podaniu zwierze-
tom LF [84,95], IL-1 [47], bakterii i endotoksyny (LPS) [41].
Dozylne podanie prosi¢tom LPS lub zawiesiny komérek E.
coli znacznie obnizato (0 60%) wyjsciowe st¢zenie 0SO0Cz0-
wego zelaza juz w ciagu pierwszych odpowiednio 301 120
min. W tym samym czasie zanotowano znaczny (3—20-krot-
ny) wzrost stezen osoczowej LF [41]. Mozna tu zatem ob-
serwowaé wczesny mechanizm ochrony przez zakazeniem
i endotoksemia z udzialem endogennej LF. Redukcja ste-
zenia zelaza podczas zapalenia moze by¢ zatem spowodo-
wana przez LF uwalniang z aktywowanych neutrofiléw lub
syntetyzowana de novo w tkankach objetych zapaleniem.
Takie samo dziatanie bedzie miata LF egzogenna dostar-
czona do ustroju w celach profilaktycznych lub leczniczych.

Znacznie nowsze badania nad metabolizmem zelaza wy-
kazaty, ze gtéwnym czynnikiem odpowiedzialnym za roz-
woj hipoferremii podczas zapalenia jest hepcydyna — bial-
ko wytwarzane przez hepatocyty i uwalniane do krazenia
[9,91]. Hepcydyna ogranicza wchtanianie zelaza z entero-
cytéw do krazenia oraz jego uwalnianie z puli makrofago-
wej, obnizajac osoczowe st¢zenia tego pierwiastka. Stgzenia
hepcydyny sa regulowane przez status zelaza w ustroju:
jego niedobor obniza, a nadmiar zwigksza wytwarzanie
hepcydyny. Co wazne, infekcja i zapalenie réwniez tacza
si¢ ze zwigkszonym wytwarzaniem tego biatka, prowadzac
do czasowej anemii. Te zdarzenia wigza homeostaze zela-
za z odpowiedzia zapalng. W regulacji wytwarzania hep-
cydyny podczas zapalenia uczestniczy wiele czynnikéw,
m.in. STAT (signal transducer and activator of transcrip-
tion), kompleks hemojuweliny i biatka morfogenicznego
kosci (HIV/MBP), kompleks biatka HFE z receptorem
TF (HFE/TFR) i inne. Sa one indukowane w odpowiedzi
na cytokiny prozapalne (IL-6, TNF-o) [91]. Giéwna rola
hepcydyny w indukcji hipoferremii w zapaleniu nie wy-
klucza jednak udzialu w oméwionym mechanizmie regu-
lacyjnym innych elementéw, w tym réwniez laktoferry-
ny. Potwierdzaja to niedawne badania, ktére wykazaty, ze
TNF-o oraz IFN-y moga promowac hipoferremi¢ w zapale-
niu poprzez mechanizmy niezalezne od indukcji hepcydy-
ny, m.in. w wyniku stymulacji syntezy ferrytyny i zmniej-
szenia uwalniania tkankowych zapaséw zelaza (ryc. 1) [91].

Omoéwiony mechanizm hipoferremii w zapaleniu moze sku-
tecznie eliminowac z patogennych i potencjalnie patogen-
nych grup mikroorganizméw wszystkie te, ktére nie wy-
ksztatcity zdolnosci wspétzawodnictwa o zelazo z biatkami
chelatujacymi gospodarza (takie drobnoustroje stanowia

Obnizenie stejer Ryc. 1. Mechanizm powstawania hipoferremii podczas
DDnIZENI€ StEZen zapalenia. W stanie zdrowia odpowiednie
zelaza przez: - .

(zgodne z fizjologicznym zapotrzebowaniem
T ustroju) ilosci zelaza sy wehfaniane z jelita oraz

homeostaza zmniejszenie . ; d0rd
wehtaniania | Zdrowie wehtaniania Czynniki regulujace: uwalniane z zapasow tkankowych (gtownie
selaza — jelaza w jelicie z komérek uktadu RES watroby). Podczas
wjelide <+ IL-6, IFN-y, TNF-q zapalenia lub przewlektej choroby obnizaja
i uwalniania Zmniejszenie hepcydyna §i¢ stezenia iglaza we krwi z jednonean
selaza —>uwalniania ferrytyna jego akumulacja w magazynach ustrojowych
2zapaséw zelaza laktoferryna i ograniczonym dostarczaniem do szpiku
tkankowych 7 7apasow kostnego, czemu towarzyszy rozwoj anemii
tkankowych (tzw. anemia podczas zapalenia lub choréb
chronicznych). Czynniki wptywajace

na obnizenie wchfaniania zelaza i jego
uwalniania z komérek magazynujacych to:
hepcydyna, cytokiny (IL-6, IFN-y, TNF-a),
reqgulujace ekspresje hepcydyny i ferrytyny
oraz laktoferryna

ponad 90% wszystkich mikroorganizméw). Usunigcie zela-
za z ptynéw ustrojowych uniemozliwia réwniez jego udziat
w procesach tworzenia toksycznych rodnikéw tlenowych,
ktére odgrywaja wazna niekorzystna role w procesach za-
palnych. Uwzgledniajac powyzsze fakty rola opisanego
mechanizmu mikrobiostatycznego i przeciwzapalnego jest
nie do przecenienia.

PobpsumowaNIE

Zelazo jest istotnym sktadnikiem odzywczym dla organi-
zméw eukariotycznych i prokariotycznych. Umozliwia pra-
widlowy przebieg proceséw metabolicznych, zatem jego nie-
dobor uszkadza funkcje wielu komérek, w tym m.in. procesy
oddechowe, proliferacje i r6znicowanie komérek, funkcje od-
pornosciowe. Zelazo jest tez istotnym kofaktorem tworze-
nia bardzo reaktywnych czasteczek, jakimi sa RFT. W wa-
runkach fizjologicznych odgrywaja wazna rol¢ w ustroju,
w tym uczestnicza w zabijaniu patogenéw. Gdy jest ich jed-
nak za duzo staja si¢ toksyczne, uszkadzajac liczne sktad-
niki organizmu. Nadmiar zelaza w organizmie gospodarza
ulatwia tez jego nabywanie przez patogenne drobnoustroje,
stymulujac ich wzrost. Zelazo zatem jest réwniez istotnym
elementem interakcji gospodarz-patogen. Ilosci dostgpne-
go zelaza w ustroju musza wigc podlega¢ bardzo precyzyj-
nej regulacji, tak by gospodarz korzystat z zelaza, ale unik-
nat toksycznosci a jednoczesnie ograniczyt jego dostepnosé
dla patogenéw (potrzeby ustroju vs przetadowanie; tworze-
nie potrzebnych RFT vs toksycznos¢). Organizm ,,zainwe-
stowal” w stworzenie precyzyjnego systemu kontroli pobie-
rania, przeptywu, dostgpnosci i reaktywnosci zelaza, co jest
tym wazniejsze, ze w zasadzie brak systemu usuwania zela-
za z organizmu, a kontrola jego poziomdéw odbywa si¢ gtéw-
nie podczas wchianiania. LF i1 inne biatka chelatujace Zelazo
sq bardzo istotnymi elementami systemu homeostazy zela-
za w ustroju. LF uczestniczy nie tylko w procesach absorp-
cji w jelicie, transporcie i magazynowaniu zelaza w komor-
kach ustroju, ale tez reguluje jego dostgpnos¢ w reakcjach
tworzenia wolnych rodnikéw tlenowych oraz dostgpnosé
dla drobnoustrojéw pasozytujacych w organizmie. Te dwie
ostatnie funkcje stanowia wazny element przeciwmikrobio-
logicznej aktywnosci LF. Udziat LF w procesach tworze-
nia RFT zostanie doktadnie oméwiony w III czgsci artyku-
hu (w przygotowaniu).
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