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Streszczenie: P6Zne produkty glikacji — AGE — powstajq na skutek nieenzymatycznej glikozylacji biatek
(reakcja Maillarda). AGE modyfikuja funkcje komoérek przez oddziatywanie ze specyficznymi recepto-
rami powierzchniowymi: RAGE - receptor wiyzyqcy péZne produkty glikacji, MSR —receptor scavenger
oraz AGE-R1-R2-R3 - receptor zlozony obecny w srédblonku. Interakcja AGE/RAGE wywotuje w
komodrce stres oksydacyjny i aktywacjg czynnika jydrowego NFkB w drodze RAS/MAPK. Poza AGE,
innymi ligandami dla RAGE sy amfoteryna i amyloid-p. MSR jest receptorem odpowiedzialnym za
fagocytozg i degradacje AGE oraz za zjawiska adhezji makrofagéw. AGE jest czynnikiem prozapalnym
zwigzanym z rozwojem wielu schorzen, m.in. arteriosklerozy i nefropatii.

(Postepy Biologii Komdrki 2001 Supl. 16: 35-42)

Stowa kluczowe: péZne produkty glikacji, AGE, RAGE, receptor scavenger, glikacja

Summary: Advanced glycation end products (AGE) are formed as a result of nonenzymatic glycosylation
of proteins, known as Maillard reaction. They modify cell function by interaction with threc specific cell
surface receptors: RAGE - receptor for advanced glycosylation endproducts, MSR — scavenger receptor,
and AGE-R1-R2-R3 - complex receptor in endothelium. The interaction of AGE-RAGE is responsible
for oxidative stress and activation of nuclear factor NFkB through Ras/MAPK pathway. Amphoterin and
amyloid-p are the other ligands for RAGE. The MSR receptor mediates phagocytosis and degradation
of AGE, and macrophage adhesion. As a proinflammatory factor, AGE is associated with development
of many diseases, like atherosclerosis or nephropathy.

(Advances in Cell Biology 2001; Suppl. 16: 35—42)
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Wykaz stosowanych skrétéw: AGE - pdZne produkty glikacji, EGF — epidermalny czynnik wzrostu,
FGF - czynnik wzrostu fibroblastéw, GM-CSF - czynnik stymulujacy kolonie granulocytarno-makro-
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fagowe, ICAM - czastka adhezji migdzykomdrkowej, IL — intericukini, LDL — lipoproteiny o niskiej
gestosci, MAPK - kinazy biatkowe aktywowane przez mitogen, MSR - makrofagowy receptor
scavenger, NF-xB - jadrowy czynnik transkrypcyjny kB, PDGF - ptytkopodobny czynnik wzrostu,
PI3K - kinaza-3 fosfatydyloinozytolu, PKC - kinaza bialkowa C, RAGE - receptor dla péZnych
produktdw glikacji, TNF - czynnik martwicy nowotworu, VCAM - czastka adhezji komérkowej
naczyn.

WSTEP

Glikacja jest jedng z potranslacyjnych modyfikacji biatek. Jest to nieenzymaty-
czny proces zachodzacy pomigdzy karbonylowymi grupami cukréw redukujacych
a nukleofilowymi grupami biatka. Produkt reakcji, zasada Schiffa, przechodzi w
forme bardziej stabilnej ketoiminy (przegrupowanie Amadori), a nastgpnie ulega
dalszym, powolnym przemianom, takim jak: przegrupowanie wiazan, dehydratacja
i oksydacja. Powstate produkty reaguja ponownie z wolnymi grupami aminowymi
biatka tworzac zwiazki o cechach chromoforéw, a utworzone wiazania krzyzowe
wewnatrz- i migdzyczasteczkowe powoduja agregacj¢ bialek. Podstawowymi epi-
topami tych péZnych produktow glikacji (Advanced Glycation Endproducts — AGE)
sa n-epsylon-karboksymetylolizyna, pyralina i pentozydyna [9, 34].
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Z uwagi na fakt, ze reakcja Maillarda jest procesem powolnym (rz¢du dni),
glikacji podlegaja biatka o dtugim okresie péttrwania, przede wszystkim biatka
macierzy zewnatrzkomérkowej (kolagen, laminina, krystalina oka), ale takze biatka
i lipoproteiny osocza [2, 15 ]. Zwolniony obrét bialek oraz podniesiony poziom
cukru przys$pieszaja proces glikacji. Takie warunki pojawiaja si¢ w cukrzycy, w
procesach starzenia oraz podczas dtugotrwatej dializy nerkowej. Przyjmuje sig, ze
glikacja przyczynia si¢ do rozwoju wielu schorzefi m.in. arteriosklerozy, nefropatii
czy choroby Alzheimera [16, 35, 37].

Glikacja wptywa zaréwno na strukture bialek, jak i na funkcje komérek w od-
powiedzi na wiazanie AGE. Praca omawia receptory wigzace glikowane biatka.
Sposréd wielu biatek opisanych jako wiazace pézne produkty glikacji tylko niektére
spetniaja warunki definiujace receptor:

1. RAGE - receptor wiazacy pézne produkty glikacji, obecny w btonie bardzo wielu
typéw komorek,

2. MSR - receptor scavenger (zmiatacz), typowy dla fagocytéw,

3. AGE-R1/R2/R3 - receptor ztozony, charakterystyczny dla $rédbtonka.

RAGE

RAGE (Receptor for Advanced Glycosylation Endproducts) nalezy do nadrodziny
czastek immunoglobulinopodobnych i wykazuje duza homologi¢ do czynnika adhezji
komorek nerwowych (NCAM). Posiada domeng V i dwie domeny C odpowiedzialne
za rozpoznanie komdrka-komoérka i komérka-podtoze, jak réwniez miejsce wiazace
antygen [18]. Receptor ten wiaze z duza swoistoscia wszystkie dotychczas poznane
naturalne i syntetyczne glikowane biatka, a liczba receptoréw w blonie komérkowe;j
zalezy od st¢zenia i czasu ekspozycji na ligand. Wykazano, ze TNF-a, 17f3-estradiol
oraz ligand -AGE, moga uczestniczy¢ w regulacji ekspresji receptora RAGE [10].

Zwiazanie AGE z receptorem RAGE prowadzi do indukcji stresu oksydacyjnego
w komoérce (8, 11]. Uruchomiony zostaje szlak przekazu sygnatu, w ktérym ucze-
stnicza m.in. mate biatka G z rodziny Ras oraz kinazy — MAP [6, 11]. Szlak
Ras/MAPK aktywuje czynnik jadrowy NFxB, bedacy waznym elementem regulacji
odpowiedzi zapalnej. Aktywacje¢ czynnika AP-1, innego biatka jadrowego zwia-
zanego z odpowiedzia zapalna, stwierdzono w komdrkach tubulamych kanalika
nerkowego [28]. W rejonie promotorowym wielu genéw, ktérych ekspresja jest
modulowana przez AGE, znajduja si¢ miejsca wiazania zaréwno NFxB, jak i AP-1.
Réwniez w rejonie regulatorowym genu RAGE wykazano istnienie dwdch miejsc
wiazania NFkB, co moze §wiadczy¢ o autoregulacji ekspresji receptora [13].

Jednym z efektéw wywotanych zwigzaniem AGE z RAGE jest proliferacja m.in.
fibroblastéw, komérek mesangialnych nerki czy mig$ni gtadkich naczyn. Huang
1 wsp. [5] wykazali, ze w przekazie sygnatu uczestniczy kinaza Janusa JAK-2
oraz czynniki jadrowe STAT-1 i STAT-3. Szlak JAK/STAT aktywuje ekspresj¢
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receptora epidermalnego czynnika wzrostu, gtéwnego czynnika zwiazanego z pro-
liferacja komoérek [5, 8, 33].

INNE LIGANDY RAGE

Silna ekspresj¢ RAGE stwierdzono w mdzgu w okresie pre- i wczesnym post-
natalnym i dlatego uwaza sig, ze glikowane biatka nie moga by¢ gtéwnym ligandem
tego receptora. Wczesnym ligandem RAGE jest amfoteryna, polipeptyd wzmagajacy
synteze czynnika wzrostu komérek nerwowych (NGF). Amfoteryna warunkuje
prawidlowy rozwdj mézgu w okresie ptodowym. W badaniach in vitro ustalono,
ze kompleks RAGE-amfoteryna aktywuje szlak Cdc42/Rac zwiazany z reorganizacja
cytoszkieletu aktynowego i wydtuzaniem neurytéw [6].

W okresie postnatalnym amfoteryna traci znaczenie jako ligand receptora RAGE,
jednak niektére nowotwory sa zdolne do syntezy tego polipeptydu. Zaobserwowano,
ze zablokowanie wiazania amfoteryny do RAGE prowadzi do zahamowania w
komérkach nowotworowych szlakdéw przekazu sygnatu zaangazowanych w akty-
wacje wzrostu oraz zdolno$¢ tworzenia przerzutéw [32].

W mézgu chorych na chorobe Alzheimera wykazano wzmozona ekspresj¢ RA-
GE. Receptor ten wiaze amyloid  — sktadnik ztogéw amyloidowych. In vitro
ustalono, ze wiazanie amyloidu 3 z receptorem RAGE w neuronach wywotuje
dtugotrwaty stres oksydacyjny prowadzacy do apoptozy komdrek [35].

Glikacja amyloidu B zwieksza tempo tworzenia zagregowanych form tego pep-
tydu przez tworzenie wiazan krzyzowych, co dowodzi znaczenia nieenzymatycznej
glikozylacji w etiologii choroby Alzheimera [17].

MAKROFAGOWY RECEPTOR TYPU SCAVENGER (MSR)

Receptor scavenger nalezy do rodziny makrofagowych receptoréw zmiataczy
typu 1 klasy A. Cecha wyrdzniajaca ten receptor sposréd pozostatych receptorow
zmiataczy jest obecno$¢ homotrimeru kolagenopodobnych widkien w uktadzie helisy
oraz domeny wiazacej bogatej w cysteing [22]. Receptor ten jest charakterystyczny
dla fagocytéw, ale jego obecno$é stwierdzono réwniez w btonie komdrek §rédbtonka
i mig$ni gtadkich [7, 14, 19]. MSR wiaze zaréwno glikowane biatka, jak i mody-
fikowane (acetylowane, utlenione) lipoproteiny o niskiej gestosci (LDL) i ucze-
stniczy w ich internalizacji i degradacji [1, 31].

Podczas ré6znicowania monocytéw w makrofagi liczba receptoréw ros$nie zgodnie
z kierunkiem réznicowania i jest regulowana przez GM-CSF. Fagocyty tkankowe
charakteryzuja si¢ najsilniejsza ekspresja MSR, a regulacja ekspresji tego receptora
zwiazana jest z aktywacja czynnika AP-1 [1, 26, 29].

Przytaczenie AGE do receptora scavenger uruchamia proces fagocytozy powia-
zany z aktywacja kinaz tyrozynowych Src/Syk, aktywacja enzyméw zwiazanych
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zmetabolizmem lipidéw btonowych oraz poprzez PI3K z aktywacja kinazy biatkowe;j
C. Wzrastajace stgzenie AGE obniza indeks fagocytarny makrofagéw. Podwyzszony
poziom glikowanych biatek u chorych z cukrzyca moze mie¢ wigc zwiazek ze
spadkiem odpornosci u tych chorych. Insulina odwraca hamujacy efekt AGE przez
aktywacje PI3K [26]. Suzuki i wsp. [31] ustalili, ze MSR odpowiada nie tylko
za usuwanie AGE czy modyfikowanych LDL, ale tez jego obecno$¢ w btonie
komérkowe;j jest niezbedna do adhezji monocytéw/makrofagéw. Jednocze$nie wy-
kazano, ze adhezja do glikowanych powierzchni (kolagen typ IV-AGE), jak i in-
dukowanarozpuszczalnym AGE obniza zdolno$é do fagocytozy acetylowanych-LDL
[7, 23, 31].

RECEPTOR ZEOZONY DLA AGE

Oprécz receptor6w RAGE i1 MSR znaleziono szereg innych biatek wiazacych
AGE, lecz ich funkcja nie zostata dotychczas wyjasniona [18, 32, 36]. Dwa sposréd
nich, opisane jako p60 i p90, znaleziono w wielu typach komdrek, ale tylko w
srédbtonku wykazano, ze tworza one razem z biatkiem o masie 32 kDa receptor
ztozony AGE-R1/R2/R3 [30]. Podjednostka receptora AGE-R1 (p60) jest biatkiem
homologicznym do OST-48 — sktadnika kompleksu ryboforyny zwiazanego z prze-
niesieniem oligosacharydéw wielomannozowych na akceptor asparaginowy w re-
tikulum endoplazmatycznym [27]. Ze wzgledu na t¢ homologie¢ postuluje si¢
zaangazowanie p60 w transkomérkowym przej$ciu AGE do glebszych warstw na-
czyn. AGE-R2 opisane wczes$niej jako p90 moze ulega¢ fosforylacji w obecnosci
AGE i przypuszczalnie uczestniczy w przekazie sygnatu. AGE-R3 (Gal-3) jest
galaktyna typu P. W obrebie kompleksu receptora jest podjednostka wiazaca AGE.
Biatko to nie posiada domeny transbtonowej, natomiast w kompleksie wiaze si¢
z AGE-R2. W odréznieniu od p60 i p90, ktére sa biatkami stale obecnymi w
btonie, Gal-3 jest biatkiem indukowalnym, a jego ilo$¢ zalezy od st¢zenia AGE.
Prawdopodobnie zwiazanie AGE przez Gal-3 jest warunkiem formowania si¢ kom-
pleksu receptora.

Receptor ztozony AGE-R1-R2-R3 jest dobrze scharakteryzowany w komorkach
$rédbtonka ludzkiej zyty pepowinowej (HUVEC) oraz w srédbtonku ludzkiej aorty,
jakkolwiek przekaz sygnatu wywotany zwiazaniem AGE z tym receptorem nie
jest jeszcze poznany.

Skutki oddziatywania AGE-receptora

Istotne zmiany wywotane procesem glikacji bialek obserwowane s3 m.in. w
uktadzie naczyniowym, nerkach i mézgu. W tych bowiem tkankach stwierdzono
silng kumulacje AGE, szczegdlnie w obrgbie macierzy zewnatrzkomoérkowej, a
wytworzone wiazania krzyzowe usztywniaja struktury i zmniejszajg ich elastycznos¢
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[2, 15, 16]. Jednocze$nie AGE dzialajg chemotaktycznie, co powoduje migracje
monocytéw/makrofagéw do miejsc nagromadzenia si¢ AGE i lokalne uwolnienie
mediatoréw zapalnych. Modulacja funkcji makrofagéw w odpowiedzi na interakcje
z glikowanymi biatkami wiaze si¢ nie tylko z ich migracja i adhezja, ale takze
ze wzmozong ekspresja genéw cytokin prozapalnych IL-1, IL-6, TNF-a [10, 19,
31].

W $rédbtonku, zwiazanie AGE z receptorami prowadzi, poprzez aktywacjg czyn-
nika jadrowego NFxB do modulac;ji ekspresji wielu genéw, w tym genéw: cytokin
prozapalnych — TNFa, IL-6 [10, 19]; czastek adhezji ICAM-1, VCAM-1 [14];
wielu enzyméw: m.in. syntazy tlenku azotu, oksygenazy hemowe;j typu 1, katalazy
[3, 9, 37]. Aktywacja wymienionych czynnikéw jest zwigzana bezposrednio lub
posrednio z patologicznymi zmianami prowadzacymi do arteriosklerozy.

Zwazywszy na fakt kumulacji AGE w gtebszych warstwach scian naczyn i obe-
cnosci w endotelium wszystkich trzech typow receptoréw dla AGE, mozna sadzié,
ze tkanka ta moze by¢ w spos6b istotny narazona na patologiczne zmiany wywolane
przez glikacj¢ biatek.

Jak opisano wczesniej, zwiazanie AGE z receptorem RAGE prowadzi do pro-
liferacji komdrek, w tym fibroblastéw, komérek mesangialnych czy komérek migéni
gladkich naczyn. Moze tomieé zwiazek z obserwowanym przerostem $cian kanalikéw
nerkowych oraz zwegzeniem §wiatla naczyn. Takie zmiany obserwuje si¢ u chorych
z cukrzyca i po dlugotrwalej dializie nerkowej. Réwnoczesnie, w wyniku oddzia-
tywania AGE/RAGE, stwierdza si¢ wzmozong syntezg kolagenowych i niekola-
genowych bialek macierzy, co moze wzmagaé efekty zwigzane z nadmierng
proliferacja komérek [20, 33]. AGE indukuje syntezg enzymdéw degradujacych
biatka macierzy, m.in. metaloproteinaz oraz powoduje spadek aktywnosci ich in-
hibitoréw [3, 9, 37]. PéZne produkty reakcji Maillarda dzialaja zatem jak czynniki
prozapalne, mozna wigc sadzi¢, ze maja istotny udziat w destrukcyjnych przemianach
macierzy.
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