1104

Artykul przeglgdowy

Medycyna Wet. 2006, 62 (10)

Review

Laktoferyna — mechanizmy dziatania
przeciwwirusowego

JOANNA MALACZEWSKA, ZOFIA ROTKIEWICZ, ANDRZEJ KRZYSZTOF SIWICKI

Zespot Mikrobiologii i Immunologii Klinicznej Katedry Choréb Zakaznych i Inwazyjnych
Wydziatlu Medycyny Weterynaryjnej UWM, ul. Oczapowskiego 13, 10-719 Olsztyn

Mataczewska J., Rotkiewicz Z., Siwicki A. K.
Lactoferrin — mechanisms for antiviral activity

Summary

Lactoferrin (LF) is an iron-binding protein from the transferrin family present in mucus secretions such as
milk, tears, saliva, seminal and vaginal fluids and also found in several organs and blood. It is well known for
having antibacterial, imnmunomodulatory and anti-inflammatory properties. Lactoferrin is also capable of
inhibiting the replication of both DNA- and RNA-viruses. Studies indicate that LF inhibits infection of the
host cell by directly binding to virus particles or by binding to target cell molecules that the virus uses as
a receptor or co-receptor. Additionally, LF regulates the antiviral response of the immune system through
stimulating cells which play an important role during the early phases of viral infection, e.g. natural Kkiller
cells, monocytes, macrophages and granulocytes. The use of lactoferrin as an antiviral drug has a promising
future, especially in cases of patients with immunosupression.
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Laktoferyna (LF), glikoproteina z rodziny transferyn,
obecna w licznych narzadach, w blonach surowiczych
11ch wydzielinach oraz w drugorzgdowych ziarnistos-
ciach granulocytow obojgtnochtonnych ssakow, jest
monomerycznym, dodatnio natadowanym biatkiem,
ztozonym z pojedynczego tancucha polipeptydowego
zwinigtego w dwa kuliste ptaty (N- i1 C-), potaczone
regionem zawiasowym. Kazdy jej ptat jest zdolny do
wigzania jednego jonu zelaza (Fe?* lub Fe?), przy czym
fizjologicznie LF obecna w organizmie jest zaledwie
w 15-20% wysycona zelazem. Fragmentem LF odpo-
wiedzialnym za interakcje tego biatka ze strukturami
powierzchniowymi komorek organizmu, bakterii, grzy-
bow, jak tez czasteczek wirusowych, jest jej dodatnio
natadowany N-koncowy fragment. Laktoferyna ma
zdolnos¢ wiazania z kilkoma réznymi receptorami blon
komoérkowych: receptorem 105 kDa, glikozaminogli-
kanami, receptorem dla reszt LDL (Low Density Lipo-
protein) i podjednostka 45 kDa receptora asialogliko-
proteinowego. Biatko to, poza udzialem w transporcie
zelaza, wykazuje rowniez dziatanie immunomoduluja-
ce, przeciwbakteryjne, -grzybicze, -wirusowe, -paso-
zytnicze, -nowotworowe, -zapalne, jak tez aktywnos¢
prokoagulantu, czynnika wiazacego zelazo, rybonukle-
azy, proteazy, czynnika transkrypcyjnego, stymulatora
granulopoezy 1 wiele innych (7, 9).

W ostatnim dziesigcioleciu coraz wigksza uwage
zwraca si¢ na zdolno$¢ LF do hamowania replikacji
wirusOw. Przeprowadzone do tej pory badania wyka-

zaly, ze bialko to raczej zabezpiecza komorki gospoda-
rza przed zakazeniem wirusowym niz hamuje replika-
cj¢ wirusa po wniknigciu do komorki docelowe;, przy
czym opisywane sa dwa mechanizmy przeciwwiruso-
wego dziatania LF (31).

Pierwszy polega na wiazaniu LF z czasteczkami po-
wierzchniowymi blony komorkowej gospodarza, ktdre
wykorzystywane sa przez wirus jako receptor lub kore-
ceptor. W tym przypadku decydujace znaczenie ma
powinowactwo laktoferyny do glikozaminoglikandw,
ktore dla wielu r6znych wiruso6w stanowig miejsce za-
kotwiczenia we wstegpnej fazie zakazenia, przed pota-
czeniem ze swoistymi dla danego wirusa receptorami
1 wlasciwa fuzja wirusa z blona komorki gospodarza.
Mechanizm ten najdoktadniej przebadany zostat w sto-
sunku do HSV (Herpes simplex virus). Przeciwwiruso-
we dziatanie LF w stosunku do tego modelowego wi-
rusa wynika wlasnie z jej zdolno$ci do wigzania sig
z glikozaminoglikanami (GAG) powierzchni komorki.
Lancuchy GAG zbudowane sa z powtarzajacych sig
jednostek siarczanu heparyny (HS) i siarczanu chon-
droityny (CS). Wiazanie LF z HS 1 CS wynika Z inter-
akcji elektrostatycznych miedzy ujemnie natadowany-
mi polisacharydami a grupami ammokwasowyml do-
datnio naladowanej N-koncowej czesci LF. Podobne
interakcje zachodza we wczesnej fazie zakazenia ko-
moérki miedzy glikoproteing C wirusa Herpes simplex
a HS i CS, podczas gdy interakcja glikoproteiny wiru-
sowej G z HS jest niezbedna do nastepnego etapu —
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wniknigcia wirusa do komorki. Rolg receptora dla HSV
moze odgrywac tez komorkowy receptor LDL, umoz-
liwiajacy wirionom penetracje w procesie endocytozy.
LF posiada zdolno$¢ wiazania rowniez z tym recepto-
rem. Hamowanie adsorpcji wirusa do komorek przez
LF jest niezalezne od jej zdolnosci wiazania zelaza,
w przeciwienstwie do innych substancji chelatujacych
zelazo, ktore sa znanymi inhibitorami herpeswiruso-
wych reduktaz rybonukleotydowych (1, 16, 18, 20, 24).

Siarczan heparyny jest receptorem réwniez dla
HCMYV (human cytomegalovirus) i adenowirusow, od-
powiada za inicjalne wigzanie HPV (human papillo-
mavirus) z komorkami i, obok receptora asialogliko-
proteinowego, stanowi miejsce wiazania HBV (hepati-
tis B virus) z powierzchnia hepatocytow, stad rowniez
w przypadku tych wiruséw hamujace dziatanie LF wy-
nika z mechanicznego blokowania GAG niezbgdnych
do procesu adhezji wirusowe;j (2, 3, 5, 8, 10, 27).

W zakaznos$ci hantawirusow posrednicza z kolei
beta-1 i beta-3 integryny powierzchni komorek. Ponadto
lektyny wiazace si¢ z N-acetylogalaktozaming moga
zwigkszac infektywno$¢ hantawiruséw. LF oprocz zdol-
nosci mechanicznego blokowania procesu adhezji wi-
rusowej we wezesnym etapie, zwigzanym z wykorzys-
taniem przez wirus tancuchow GAG, prawdopodobnie
hamuje rowniez interakcje hantawirus-komorka na po-
ziomie beta-integryn lub przez blokowanie lektyn, co
powoduje nizsza zakazno$¢ wirusa (22).

Ta forma ochrony komorki przed zakazeniem, wyni-
kajaca z blokowania przez LF receptoréw wirusowych
na powierzchni komorek docelowych, opisana zostata
réwniez dla CHV (canine herpesvirus), FCV (feline
calicivirus), FHV (feline herpesvirus) i HIV, cho¢
w przypadku tych wirusé6w do tej pory nie przebadano
szczegOlow mechanizmu dziatania LF (4, 21, 27-29).

Drugi mechanizm przeciwwirusowego dziatania LF
polega na jej bezposrednim wigzaniu z czasteczkami
wirusa. Ten typ dziatania najlepiej przebadany zostal
w stosunku do HIV. Za wnikanie HIV-1 do komorek
gospodarza odpowiadaja interakcje migdzy glikopro-
teing otoczkowa gp120 wirusa a receptorem CD4 i ko-
receptorem chemokinowym CCRS lub CXCR4 na po-
wierzchni komorek docelowych. Skutkuja one insercja
peptydu fuzyjnego gp41 do btony komoérkowej gospo-
darza i fuzja btony komoérkowej z otoczka wirusa. Do
wielostopniowej interakcji HIV-1 z komorka prawdo-
podobnie niezbgdne sa tez inne komponenty komorki
gospodarza, jak heparany i galaktocerebrozydy. Przy-
puszcza sig, ze W procesie wigzania wirusa z powierzch-
nig komorki znaczenie maja interakcje migdzy petla V3
otoczki wirusa a siarczanem heparyny (HS) powierzchni
komorki. Istnieja rowniez doniesienia o oddziatywaniu
miedzy HS a domena fuzyjna gp41. Wazna role w kon-
takcie migdzy czasteczkami wirusa HIV a komoérkami
gospodarza odgrywaja rowniez oddziatywania elektro-
statyczne. Stad rozne czasteczki posiadajace tadunek
moga blokowa¢ wnikanie HIV do komorek (heparyna,
siarczan dekstranu). Hamowanie wirusa przez ujemnie
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naladowane czasteczki wynika ze specyficznych inter-
akcji migdzy innymi z dodatnio natadowana domena
V3 biatka otoczkowego wirusa, jednakze mozliwe jest
réwniez, ze hamowanie wynika z niespecyficznych
oddziatywan tadunek—tadunek, ktore blokuja wiazanie
wirus—gospodarz, nie wymagajacych precyzyjnej sek-
wencji aminokwasOw zarowno w inhibitorze biatko-
wym, jak i czasteczce bedacej jego celem. Stad wynika
fakt blokowania replikacji HIV réwniez przez dodat-
nio natadowane czynniki, ktére moga wchodzi¢ w in-
terakcje z ujemnie naladowanym koreceptorem CXCR4.
LF ma zdolno$¢ hamowania wariantow HIV uzywaja-
cych koreceptorow CXCR4 lub CCRS5. Wykazano, ze
LF silnie wiaze si¢ z petla V3 biatka otoczkowego gp
120, a optaszczenie tej domeny powoduje hamowanie
fuzji 1 wnikania wirusa do komorek. Przypuszczalnie
interakcje LF z tym regionem zwigkszaja rowniez ujem-
ny tadunek czasteczek wirusa, co z kolei wptywa na
elektrostatyczne interakcje migdzy wirusem a komorka
(6, 23, 27, 28).

W przypadku HCV (hepatitis C virus) rOwniez wy-
kazano zdolno$¢ LF do wiazania sie z bialkami otocz-
kowymi wirusa (E1 1 E2), ktére odpowiadaja za wiaza-
nie HCV z receptorem zakazanej komorki (12, 13).

Doswiadczalnie mechanizm przeciwwirusowego
dziatania LF polegajacy na jej wiazaniu z czasteczkami
wirusa potwierdzono rowniez w stosunku do HSV, HGV
(hepatitis G virus), CHV, polio- i rotawirusow, cho¢ nie
zbadano jego szczegdtow (19, 25, 26).

W przypadku wielu wirusow dzialanie LF bylo wy-
padkowa obu mechanizméw. Biatko miato zdolnosé
zaré6wno laczenia si¢ z czasteczkami wirusa, jak i me-
chanicznego blokowania ich receptorow komorkowych.
Takie kombinowane dzialanie zaobserwowano w sto-
sunku do CHV, FHV, HIV i FCV (4, 6, 21, 27-29).

Rola laktoferyny w infekcjach wirusowych nie ogra-
nicza si¢ jedynie do opisanych mechanizmoéow dziata-
nia. Biatko to oddziatuje takze na uktad immunologicz-
ny, wplywajac na odpowiedz przeciwwirusowa orga-
nizmu. W tym przypadku decydujace znaczenie ma
zdolno$¢ LF do wzmagania aktywnosci komorek od-
grywajacych rolg we wezesnych etapach infekcji wiru-
sowej (komorki NK, monocyty, makrofagi, granulocy-
ty), do kontroli produkcji cytokin i regulowania humo-
ralnej i komorkowej odpowiedzi immunologicznej (7,
31).

Powyzsze spostrzezenia odnosnie do przeciwwiru-
sowego dzialania LF poczyniono w warunkach in vitro,
stosunkowo niewiele jest natomiast informacji o dzia-
taniu LF in vivo. Badania kliniczne z zastosowaniem
LF na najszersza do tej pory skalg prowadzono u pa-
cjentdw z przewlekla postacia zapalenia watroby typu
C. Sze$ciomiesigczna doustna terapia LF powodowata
znaczne (okoto 50%) obnizenie poziomu HCV RNA
w surowicy chorych. Niestety, efekt ten byt przejscio-
wy. Juz w 2 miesiace po zaprzestaniu kuracji poziom
HCV RNA w surowicy wzrastal, jednak do poziomu
nizszego niz wyjsciowy. Inna grupa badaczy, po prze-
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testowaniu rocznej doustnej terapii LF, stwierdzita szyb-
ki wzrost poziomu IL-18 w surowicy od momentu roz-
poczecia leczenia, ze szczytem w 3. miesigcu. Po tym
okresie nast¢gpowat spadek ilosci IL-18 az do poziomu
wyjsciowego, co sugerowac moze tolerancj¢ organizmu
na dlugo przyjmowane biatko. Poniewaz LF jest opor-
na na proteolizg, 60-80% dawki doustnej osiaga jelito
cienkie, gdzie znajduja si¢ receptory dla LF. Biatko po-
dawane ta droga wzmaga wytwarzanie IL-18 w komor-
kach nabtonka jelitowego, a z kolei IL-18 wzmaga pro-
dukcje IFN-y i aktywuje limfocyty T CD4 + (Th1), ktore
wytwarzaja [FN-y (11, 14, 15).

Przeprowadzono rowniez testy kliniczne na zwierze-
cych modelach ludzkich schorzen wywotywanych przez
HSV, HCMV i retrowirusy (AIDS-like disease). Wy-
kazaty one skuteczno$¢ LF u myszy zakazonych eks-
perymentalnie HSV. LF podawana prewencyjnie lub od
momentu zakazenia powodowata 90% spadek miana
wirusa u zakazonych zwierzat. Z kolei LF zastosowana
na szczurzym modelu CMV obnizata koncowe miano
wirusa u zwierzat z immunosupresja o ponad 1 log
w 4. tygodniu po zakazeniu (4, 5).

Interesujace wyniki badan uzyskano natomiast po-
dajac LF myszom w zwierzgcym modelu AIDS (AIDS-
-like disease). Jednoczesne wprowadzenie wirusa i LF
nie wptywato na postgp choroby. Podanie leku 20 dni
przed zakazeniem powodowato zahamowanie rozwoju
objawow klinicznych (wysoki poziom limfocytow,
WBC, CD4 i CD8 oraz brak splenomegalii). Stan ten
utrzymywal si¢ przez 2 miesiace, nie byt jednak per-
manentny. W koncowym stadium choroby (196. dzien)
efekt dziatania LF zostat catkowicie zniesiony, co wska-
zuje na prewencyjna role LF w ograniczonym okresie.
Odwrotny efekt dziatania (zaostrzenie objawow) ob-
serwowano przy podaniu LF w 20 dni po zakazZeniu.
Nie wyjasniono, dlaczego podanie leku na r6znych eta-
pach infekcji wywieralo przeciwny skutek 1 dlaczego
pozytywny efekt dzialania LF byt znoszony w p6znym
etapie choroby. LF podawano takze doustnie kotom FIV
pozytywnym z nie poddajacym si¢ leczeniu zapaleniem
jamy ustnej. Objawy kliniczne schorzenia zostatly zre-
dukowane, ponadto obserwowano wzrost aktywnosci
fagocytarnej granulocytow obojetnochtonnych (17).

Obecnie LF jest izolowana na skale przemystowa
z serwatki i odtluszczonego mleka i stosowana w pro-
dukcji immunostymulatorow, mieszanek dla niemow-
lat, suplementow Zelaza dla ludzi, fermentowanych pro-
duktéw mlecznych, napojéw, gum do zucia, kosmety-
koéw oraz gotowych pasz 1 ich suplementoéw dla zwie-
rzat domowych. Wzbogacenie produktéw spozywczych
w LF, z uwzglednieniem faktu, ze LF polaczona z zela-
zem jest relatywnie odporna na jelitowe enzymy pro-
teolityczne (duze iloSci niestrawionej LF 1 jej duzych
fragmentow izolowano z moczu i katu dzieci otrzymu-
jacych LF doustnie), moze okazaé si¢ dobra metoda
ochrony przed zakazeniami spowodowanymi przez
wirusy jelitowe, jak rotawirusy, bedace najwazniejszym
czynnikiem etiologicznym ostrych schorzen przebiega-
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jacych z biegunka, ktore sa jedna z gtéwnych przyczyn
$miertelnosci niemowlat i matych dzieci w krajach roz-
wijajacych si¢ (7, 25, 26, 30).

Poziom LF w surowicy krwi wzrasta w czasie infek-
cji na skutek jej uwalniania z neutrofilow, az do ilosci
odpowiadajacej stgzeniu LF wykazujacemu aktywnos¢
przeciwwirusowa in vitro. Stad rOwniez sens podawa-
nia LF pacjentom po transplantacji szpiku kostnego 1 z
innymi postaciami uposledzenia uktadu immunologicz-
nego (31).

Ze wzgledu na specyfike dziatania LF, najczesciej
rozwazane jest jej zastosowanie w terapii kombinowa-
nej, jako $rodka uzupehiajacego dziatanie rutynowo do
tej pory stosowanych lekéw przeciwwirusowych,
zwlaszcza, ze wykazano synergistyczne dziatanie tego
biatka z interferonem, acyclovirem i cidofovirem, le-
kami powszechnie stosowanymi u ludzi w leczeniu
zakazen HCV, HSV i HCMV (1, 11, 14, 15, 32).

HCYV jest wirusem o duzej zmienno$ci genetycznej,
co stanowi powazna przeszkodg w produkcji szczepio-
nek 1 lekow. Do tej pory w terapii schorzenia z pozy-
tywnym skutkiem stosowano jedynie interferon, ale jego
efektywnos$¢ nie przekraczata 30% przypadkow. Ponad-
to przyjmowanie IFN moze powodowa¢ powazne efekty
uboczne, uniemozliwiajace stosowanie terapii. Ryzyko
wystapienia ubocznych skutkéw stosowania LF jest
male (naturalne biatko mleka), a kombinowana terapia
(LF 1 IFN) moze okaza¢ si¢ bardziej skuteczna ze wzgle-
du na inne mechanizmy przeciwwirusowego dziatania
obu substancji. Poniewaz efekt dzialania LF utrzymy-
wal si¢ okoto 3 miesigcy, rozsadne mogtoby by¢ jej
podawanie przez 3 miesiace przed wprowadzeniem IFN.
W opozycji do powyzszych spostrzezen stoja jednak
wyniki doswiadczenia Hirashimy 1 wsp. (11), ktorzy
stwierdzili brak statystycznie istotnych roznic w odpo-
wiedzi na wirus migdzy grupami chorych przyjmuja-
cymi sam IFN i1 kombinacj¢ LF + IFN (11, 14, 15).

Terapia zakazen HSV bazuje glownie na stosowaniu
acycloviru i innych analogdéw nukleozydow. Problemem
jest coraz czgstsze wystgpowanie lekoopornych szcze-
poéw HSV. Zaobserwowano synergistyczne dziatanie LF
w kombinacji z acyclovirem w stosunku do HSV, a daw-
ka efektywna lekow w przypadku terapii kombinowa-
nej byta zredukowana 2-7-krotnie w stosunku do dawki
wymaganej przy lekach uzywanych oddzielnie. Uzycie
lekéw w kombinacji zwigksza ich skutecznos¢ ze wzgle-
du na inne mechanizmy dziatania (acyclovir — inhibitor
wirusowej polimerazy DNA —hamuje replikacjg, a LF
dziala we wczesnych etapach infekcji), redukuje nie-
bezpieczenstwo powstania opornych szczepdéw wiru-
sow, a takze zmniejsza ryzyko cytotoksycznosci (niz-
sze dawki poszczegolnych lekow) (1).

Objawowe zakazenia HCMV (human cytomegalo-
virus) zwykle leczy si¢ przy uzyciu gancycloviru, fos-
carnetu i cidofoviru, jednak ich dtugoterminowe stoso-
wanie prowadzi do wystapienia powaznych efektow
ubocznych i powstawania lekoopornosci. LF wykazy-
wala dziatanie synergistyczne w kombinacji z cidofo-
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virem. Cidofovir jest analogiem cytozyny, ze wzgledu
na swoj ujemny tadunek, stabo przenikajacym $ciang
komoérkowa. Mechanizm wspoétdziatania obu lekéw nie
zostat do tej pory dostatecznie wyjasniony, przypusz-
cza si¢ jednak, ze dodatnio natadowana LF laczac sig
z cidofowirem, ulatwia jego wnikanie do docelowych
komorek, cho¢ nie wykazano in vitro laczenia si¢ obu
lekow. Drugi mechanizm synergii wynika¢ moze z za-
burzenia przez LF struktury btony komorkowej, co
zwigksza endocytoze i wchtanianie cidofoviru. Naj-
prawdopodobniej jednak synergizm wynika z faktu
oddziatywania lekow na dwa rézne etapy replikacji
wirusowej. LF hamuje wnikanie wirusa do komorki,
powodujac mniejsza ilos¢ wirusa w komorce, a cidofo-
vir tatwiej radzi sobie z ta matla ilo$cia, zaburzajac syn-
tezg wirusowego DNA (32).

Cho¢ do tej pory nie przeprowadzono stosownych
badan klinicznych, przypuszcza sig, ze LF mogtaby
znalez¢ zastosowanie rowniez w terapii brodawczycy
narzadow piciowych, wywotywanej przez ludzki pa-
pillomawirus (HPV). Obecnie w leczeniu tego scho-
rzenia wykorzystuje si¢ dwa preparaty roslinne — po-
dophyllotoxin i podofilox, hamujace podziat mitotycz-
ny komorek gospodarza zakazonych HPV oraz analog
nukleozydowy — imiquimod, dzialajacy jako induktor
odpowiedzi immunologicznej, powodujacy regresj¢
schorzenia. Nie sa to jednak leki o wysokiej skutecz-
nosci, a w badaniach przeprowadzonych in vitro po-
twierdzono skuteczno$¢ LF we wczesnych etapach za-
kazenia komorki przez HPV (8).

Podsumowujac — laktoferyna, biatko naturalnego
pochodzenia ma szanse znalez¢ szerokie zastosowanie
w leczeniu i prewencji schorzen wirusowych ludzi
1 zwierzat, zwlaszcza w dobie narastajacej opornosci
drobnoustrojow 1 zwigkszonej liczby pacjentoéw z ob-
nizong reaktywnoscia uktadu immunologicznego. LF
wydaje si¢ idealnym terapeutykiem, poniewaz hamuje
replikacj¢ wirusowa na poziomie wigzania wirusa
z komorka, nie wplywajac na normalny metabolizm ko-
morek gospodarza. Inne jej zalety to: dostepnos¢, niska
cytotoksycznosc i niewielkie ryzyko wystapienia ubocz-
nych skutkéw stosowania (4, 7, 30).
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