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DZDZOWN!CE JAKO ZRODLO BIOLOGICZNIE AKTYWNYCH CZASTECZEK -
WELASCIWOSCI PRZECIWNOWOTWOROWE BIALEK DZDZOWNIC

WSTEP

Immunologia bezkregowcow stala sie
obiektem zainteresowania naukowcow dopie-
ro w XIX w., kiedy to rosyjski zoolog i mi-
krobiolog Ilia I. Miecznikow rozpoczal swo-
je pionierskie badania miedzy innymi nad
zjawiskiem fagocytozy w organizmach larw
szkartupni, za ktorej odkrycie otrzymat w
1908 r. nagrode Nobla.

Dzdzownice (Lumbricidae), bezkregow-
ce nalezace do typu pierScienic (Annelida)
i gromady skaposzczetow (Oligochaeta) ,za-
debiutowaly” jako model do badan w dzie-
dzinie immunologii poréwnawczej dopiero
we wczesnych latach 60. Wykonane wtedy
eksperymenty transplantacyjne potwierdzity
zdolnos¢ dzdzownic do rozpoznawania ob-
cych i wlasnych antygenoéow, torujac tym sa-
mym droge do obszernych badan nad ich
odpornoscia.

UKEAD ODPORNOSCIOWY DZDZOWNIC

Dzdzownice maja dobrze rozwinie-
te mechanizmy odpornosciowe ulatwiajace
bytowanie @~ w  zasiedlanym = przez  nie
Srodowisku naturalnym. Sukces obrony
przed patogenami jest warunkowany zaréwno
przez bariery mechaniczne, jak 1 przez
wrodzone procesy odpornosciowe, oparte
na dzialaniu komoérkowych i humoralnych
sktadnikéw plynu obecnego w ich wtornej
jamie ciala, czyli celomie, stad plyn ten nosi

nazwe celomatycznego, a komoérki w nim za-
warte to celomocyty (KAUSCHKE i wspolaut.
2007).

SKORA 1 SLUZ

Pierwsza Dbariere ochronna dzdzownic
stanowi wor powlokowo-miesniowy. Tworzy
go jednowarstwowy nablonek (oskoérek) oraz
miesnie okrezne i podluzne. Komorki wy-
dzielnicze pochodzace z naskorkowych gru-
czolow wydzielaja Sluz pod postacia kom-
pleksu skladajacego sie z mukopolisachary-
dow, lipidéw oraz biatek, ktéry stanowi ko-
lejna, silng przeszkode na drodze patogenow
(BILEJ i wspotaut. 2000). Ponadto, znajduja-
ce sie w ciele dzdzownic grzbietowe pory (ce-
lomodukty) wyposazone w miesniowe zwiera-
cze, kontroluja ciSnienie wewnatrz celomy i
wymiane miedzy Srodowiskiem zewnetrznym
a jama ciala (JURA 2007). Drobnoustroje do-
stajace sie do wnetrza organizmu w wyniku
uszkodzenia powlok ciala lub poprzez pory
grzbietowe wedruja dalej do plynu celoma-
tycznego, natrafiajac na kolejna linie obro-
ny jaka sa znajdujace sie w plynie czynniki
humoralne oraz celomocyty.

ODPOWIEDZ KOMORKOWA

Celomocyty sa najliczniejsza i najbardziej
zroznicowana  pod  wzgledem — wielkosci,

Slowa kluczowe: biatka biologicznie aktywne, dzdzownice, Eisenia fetida, G-90, kompleks glikoproteinowy
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Ryc. 1. Zdjecia z mikroskopu swietlnego celomocytéw dzdzownic Eisenia Andrei.

a) amebocyty (A) i eleocyty (E); b) zlepianie (aglutynacja) celomocytéw po stymulacji in vitro LPS; c) ,cialo brunatne”
z widocznymi w §rodku uwiezionymi nicieniami (fot. J. Homa). Skala 25 um.

wlasnosci cytochemicznych i funkcji
immunologicznych populacja komoérek
krazacych w plynie celomatycznym. Wyrdz-
nia sie¢ dwa glowne rodzaje tych komorek:
amebocyty i eleocyty (Ryc. la), rézniace sie
miejscem powstawania, morfologia i pelnio-
nymi funkcjami. Oba rodzaje komoérek za-
angazowane sg w roznym stopniu w funk-
cje odpornosciowe, takie jak fagocytoza, czy
cytotoksycznosc¢, a takze wplywaja na pro-
cesy zapalne, powstawanie zakrzepow, goje-
nie ran i odrzucanie przeszczepow (COOPER
2010). Amebocyty pochodza prawdopodobnie
z mezenchymalnej podscidtki celomy (HAMED
i wspotaut. 2002). Wsrod nich wyodrebnic
mozna dwie subpopulacje: amebocyty hiali-
nowe i granularne (ADAMOWICZ 2005, KUREK
i wspotaut. 2007). Eleocyty natomiast roz-
nicuja sie z tkanki chloragogenowej, ktéra
wysScieta zewnetrzna powierzchnie Sciany je-
lita i wpukla sie do tyflosolisu, czyli fatdu
zwiekszajacego powierzchnie trawienna jeli-
ta Srodkowego oraz otacza gléwne naczynie
krwionosne znajdujace sie po grzbietowej
stronie ciata (JURA 2007). Eleocyty, zwane
rowniez chloragocytami, w kulistych ziarni-
stosciach, chloragosomach, moga gromadzic¢
materialy zapasowe: glikogen, lipidy (AFFAR i
wspoétaut. 1998) lub barwniki, np. ryboflawi-
ne, ktoéra jest jednym z fluoroforow odpowie-
dzialnych za autofluorescencje tej populacji
komoérek (Pryrycz i wspotaut. 2006). Ele-
ocyty biorg udzial w utrzymaniu réwnowagi
jonowej i pH plynu celomatycznego, odzy-
wianiu, maja wlasciwosci bakteriostatyczne
oraz biora udzial w detoksyfikacji tkanek i
akumulacji metali ciezkich. Moga tez odgry-
wac role w reakcjach odpornosciowych oraz
biorga udzial, wraz z amebocytami, w pro-
cesie enkapsulacji, prowadzacej w konco-

wym efekcie do formowania tzw. ,cial bru-
natnych” (PEETERS-JORIS 2000) (Ryc. 1b, c).
Brunatny kolor kapsut pochodzi od odklada-
nego barwnika, melaniny. Sam proces mela-
nizacji zwiazany jest z kaskada ukladu pro-
fenoloksydazy, ktéra jest waznym elementem
odpowiedzi immunologicznej u wielu grup
bezkregowcow, a jego funkcja poréwnywana
jest do pelionej przez uklad dopeilniacza u
kregowcow (BILEJ i wspoétaut. 2000).

Mikroorganizmy moga by¢ eliminowanie
z organizmu dzdzownic na kilka sposobow.
Po pierwsze moga byc¢ eliminowane na ze-
wnatrz przez metanefrydia lub moga byc¢ po-
chtaniane przez komorki nefrostomu. Druga
mozliwoscia jest fagocytoza bakterii przez
celomocyty, ktore nastepnie moga by¢ usu-
wane przez grzbietowe pory w ciele. Trzecia
mozliwoscia, w przypadku wiekszych cial
obcych (np. nicieni) lub zlepionych bakterii,
jest, wspomniana juz, eliminacja na drodze
enkapsulacji.

ODPOWIEDZ HUMORALNA

Drugim, nie mniej waznym skladnikiem
plynu celomatycznego pierscienic, obok ko-
morek, sa syntetyzowane m.in. przez te ko-
morki czynniki humoralne wrodzonej odpo-
wiedzi immunologicznej. WSréod nich mozna
wyrézni¢: czynnik G-90, lyzenine (ang. lyse-
nin), fetydyny (ang. fetidin), biatko cytolitycz-
ne (ang. eiseniapore), cytolityczny czynnik
celomatyczny (ang. coelomic cytolytic factor,
CCF-1), mitogenny czynnik celomatyczny
(ang. coelomic mitogenic factor, CMF), lum-
brycyne I (ang. lumbricin I) oraz enzym fi-
brynolityczny, lumbrokinaze (ang. earthworm
fibrynolityc enzyme, EFE; lumbrokinase, LK).
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Skladniki plynu celomatycznego pierscie-
nic zdolne sa m.in. do lizy erytrocytéow, fi-
broblastow i komérek nowotworowych (BILEJ
i wspoétaut. 2010). Oproécz aktywnosci he-
molitycznej, warunkowanej przez obecnosé
hemolizyn, w obecnosci plynu celomatycz-
nego obserwuje sie takze aglutynacje spo-
wodowang obecnoscia hemaglutyniny. Obie
te strategie obronne zaobserwowano u kil-
ku gatunkéw dzdzownic (EUE i wspotaut.
1998). W analizie poszczegélnych elementow
humoralnej odpowiedzi odpornosciowej nie
mozna pominaé enzymow (BILEJ i wspotaut.
2010). Lizozym, ktérego obecnos¢ wykazano
w celomocytach i plynie celomatycznym, jest
enzymem hydrolizujacym wiazanie (-1,4-
D-glikozydowe w peptydoglikanowej $cianie
komérkowej bakterii Gram-dodatnich, dzieki
czemu skutecznie chroni gospodarza przed
groznymi infekcjami (BILEJ i wspotaut. 2000,
2010). Uwalnianie enzymow proteolitycznych
z celomocytow odnotowano u Lumbricus ter-
restris. U tego gatunku zaobserwowano m.in.
znaczny wzrost aktywnosci proteolitycznej
plynu celomatycznego w ciagu 24-godzin-
nej inkubacji z erytrocytami, co wskazuje
na zaangazowanie proteaz w obrone immu-
nologiczna dzdzownic (KAUSCHKE i wspoétaut.
1997). Proteazy o réznej wielkosci i réznych
wlasciwosciach biochemicznych sklasyfiko-
wane jako proteazy serynowe, przyczynia-
ja sie do destrukcji ciat obcych, a takze
sg zaangazowane w apoptoze komorek oraz
krzepniecie krwi i aktywacje kaskady profe-
noloksydazy (KAUSCHKE i wspoélaut. 2007).

DZDZOWNICE W MEDYCYNIE
ALTERNATYWNEJ

Rola dzdzownic w medycynie alterna-
tywnej nie jest powszechnie znana, jednak
rozne kultury od setek lat wykorzystuja
lecznicze wlasciwosci plynu celomatyczne-
go tych bezkregowcow. W Birmie i Laosie
sg one stosowane jako lek na ospe. Miesz-
kancy Iranu spozywaja dzdzownice w celu
usuniecia kamieni z pecherza moczowego,
natomiast Indianie z Delaware korzystajac z
nich, lagodza bél zwiazany z reumatyzmem
(COOPER 2010). W Chinach sktadniki ply-
nu celomatycznego uzywane sg w leczeniu
przewleklego  zapalenia  oskrzeli, astmy
oskrzelowej, choroby wrzodowej, pokrzywki,
poipasca, kamicy pecherza moczowego, a
nawet psychoz. Li Shizhen, chinski lekarz i
farmaceuta, przedstawit w swej ksigzce Ben-
cao Gangmu czterdziesci chorob (YANQIN i
wspolaut. 2007) leczonych w ten sposob. W
badaniach stwierdzono np., ze ekstrakt po-
zyskany z dzdzownic, stosowany w leczeniu
choréb zwigzanych z zakrzepica, moze znacz-
nie zmniejszy¢ koagulacje plytek krwi i ula-

twia¢ rozpuszczanie skrzepéw (CHEN i wspol-
aut. 2007). Skladniki plynu celomatyczne-
go dzdzownic sg coraz intensywniej badane
w szczegblnosci pod katem ich dziatania
przeciwnowotworowego. Zainteresowanie
moze by¢ tym bardziej uzasadnione, iz w
prowadzonych do tej pory badaniach nie
udalo sie¢ wywota¢ nowotworu w organizmach
dzdzownic, a w skutek stymulacji dochodzito
jedynie do powstawania zmian zapalnych
(CoOPER 2010). Badania nad wlasciwosciami
biatlek pozyskiwanych z dzdzownic wskazu-
ja, ze stosowanie ich przez ludzi nalezacych
do roznych kregow kulturowych nie jest do
konca bezpodstawne.

GLIKOPROTEINY

Do jednych =z najczesSciej opisywanych
czynnikow pochodzacych z dzdzownic, nale-
zy glikoproteinowy ekstrakt G-90, pozyski-
wany jak dotad z tkanek gatunku Eisenia
fetida. Skladaja sie na niego aminokwa-
sy, cukry oraz glikolipidy o masie 20-95
kDa. G-90 posiada liczne wlasciwosci, ktore
moga okazac¢ sie przydatne miedzy innymi
w pobudzeniu procesu gojenia ran (GRIDSA i
wspotaut. 2001). G-90 pobudza réwniez pro-
liferacje i przyleganie komorek. Ma dziatanie
fibrynolityczne, zwiazane z rozkladem skrze-
pow krwi, a takze wlasciwosci antyoksyda-
cyjne, chroniace przed dzialaniem wolnych
rodnikow, oraz funkcje antybakteryjne zwia-
zane z odpowiedza przeciwzakazna.

MITOGENNA DZIALALNOSC
INSULINOPODOBNYCH BIALEK
NALEZACYCH DO G-90

Mitogeny to zwiazki indukujace podzialy/
proliferacje komorek, w tym zwlaszcza ko-
morek ukladu odpornosciowego (JAKOBISIAK i
GorAB 2010). Nalezy do nich réwniez insuli-
na odgrywajaca istotng role w metabolizmie
organizmu, ktora u kregowcow pelni takze
funkcje w ontogenezie. Ponadto, regeneruja-
ce sie nerwy, miesnie i komorki srodblonko-
we angazuja sie w synteze czynnikéw podob-
nych do insuliny (GRDISA i HRZENJAK 2007).
Prawdopodobne jest, ze insulina i czasteczki
o podobnej do niej budowie, ktore znaleziono
rowniez w tkankach wielu bezkregowcéw, nie
tylko stymuluja i kontroluja wzrost i rozni-
cowanie zdrowych komorek, ale moga takze
bra¢ udzial w angiogenezie zwiazanej z pro-
cesem gojenia sie rany. Bardzo prawdopo-
dobne jest, ze G-90 zawiera czasteczki maja-
ce mozliwosci regulowania proliferacji komo-
rek (GRDISA i HRZENJAK 2007). W badaniach
czynnika G-90 nie wykazano obecnosci uni-
wersalnych czynnikéw wzrostu, zaréwno na-
skérkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal
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growth factor, EGF), jak i czynnika wzrostu
fibroblastow (ang. fibroblast growth factor,
FGF). Stwierdzono natomiast, ze FGF sty-
muluje synteze G-90 w hodowlach komoérko-
wych, w efekcie zwiekszajac proliferacje ko-
morek. Eksperymenty na myszach wykazaly
wplyw czynnika G-90 na synteze czynnikow
wzrostu, ktorych dziatanie przyspieszylo goje-
nie ran (GRDISA i HRZENJAK 2007).

PEPTYDAZY SERYNOWE G-90.
ZNACZENIE FIBRYNOLITYCZNE I
ANTYKOAGULACYJNE

Zdolnos¢ pierScienic do wytwarzania
substancji fibrynolitycznych i1 antykoagula-
cyjnych wynika prawdopodobnie z filogene-
tycznej bliskosci pijawek i1 dzdzownic. Juz
w starozytnosci znano hirudyne, czyli sery-
nowa peptydaze wydzielana ze Slinianek pi-
jawki Hirudo medicinalis. Te fibrynolityczne
enzymy wyizolowano takze z tkanek pier-
Scienic: E. fetida, L. rubellus, L. terrestris.
Peptydazy PI (34 kDa) i PII (24 kDa), oprocz
wymienionych juz funkcji, pelnia takze role
mitogenna (GRDISA i HRZENJAK 2007).

Dzieki badaniom klinicznym nad przebie-
giem choréb nowotworowych wiadomo dzis,
ze istnieje zwiazek pomiedzy rozwojem cho-
rob nowotworowych a zaburzeniami hemo-
stazy (ROSZKOWSKI i ZIOLKOWSKA 2005). Do
utrzymania hemostazy potrzebna jest row-
nowaga pomiedzy aktywatorami czynnikéw
krzepniecia i ich inhibitorami, oraz aktywa-
torami fibrynolizy i ich inhibitorami (GRDISA
i HRZENJAK 2007). Wplyw nowotworéow na
organizm gospodarza moze przejawiaC sie w
nadkrzepliwosci krwi, skazach krwotocznych
i zaburzeniach ukladu fibrynolizy (ROSZKOW-
SKI i ZIOEKOWSKA 2005). Ekstrakt G-90 i jego
pochodne, enzymy PI i PII, widocznie skra-
caja czas lizy skrzepéw fibryny, a takze spo-
walniajg ich formowanie. Badania in vitro i in
vivo wskazuja, ze G-90 i pochodzace z niego
enzymy widocznie skracaja czas lizy skrze-
poéw fibryny u pséw cierpiacych na zlosliwego
raka sutka (POPoOVIC i wspoétaut. 2001). Zale-
zy to nie tylko od stezenia G-90, ale i ro-
dzaju tkanki zaatakowanej przez nowotwor.
Ten tkankowy ekstrakt, lgcznie z dwoma
peptydazami serynowymi, spowalnia czas
krzepniecia krwi u osobnikéw cierpiacych
na chorobe nowotworowa, W poréwnaniu
do czasu krzepniecia krwi u osobnikéw
zdrowych (PoPovIC i wspélaut. 2001).

ANTYOKSYDACYJNE WELASCIWOSCI

Przeciwutleniacze chronia DNA 1 bial-
ka przed uszkodzeniami, ktére przyczyniaja
sie do starzenia sie organizmu i powstawa-

nia réznych schorzen, takich jak nowotwo-
ry czy schorzenia uktadu krazenia. Porow-
nywano dzialanie czynnika G-90 i znanego
przeciwutleniacza, jakim jest kwas askorbi-
nowy i wykazano, ze oba chronily komorki
przed stresem oksydacyjnym, ale tylko G-90
stymulowatl dodatkowo proliferacje komo-
rek. Dzialanie G-90 powoduje takze zmiany
w blonie komorek, umozliwiajgce ich ochro-
ne przed uszkodzeniami wywolanymi przez
reaktywne formy tlenu, uwalniane podczas
przemiany materii. Dzieki temu, czynnik ten
moze by¢ skuteczniejszym przeciwutlenia-
czem, ktory nie tylko w pelni chroni zdro-
we komorki przed destrukcyjnym dziataniem
reaktywnych rodnikéw tlenowych, ale takze
pelni funkcje ochronne wzgledem komoérek
wczesniej uszkodzonych (GRDISA i wspol-
aut. 2001). Inkubacja ludzkich fibroblastow
z czynnikiem G-90 i nadtlenkiem wodoru
H,0, wykazala antyoksydacyjne dzialanie
G-90. W komorkach preinkubowanych 24
godziny z czynnikiem G-90 nie zaobserwo-
wano toksycznego dziatania H,O, (GRDISA i
wspoétaut. 2001).

ANTYBAKTERYJNE DZIAYLANIE G-90

G-90 ma takze wlasciwosci bakteriobdj-
cze. Wykazuje hamujacy wplyw na wzrost
bakterii niechorobotwoérczych i fakultatywnie
chorobotworczych, chociaz nalezy zaznaczyc,
ze przy wyzszych stezeniach nastepuje sty-
mulacja wzrostu bakterii (POPOVIC i wspol-
aut. 2005). Na podstawie opisanych powyzej
cech zostala wysnuta hipoteza, moéwigca o
udziale G-90 w procesie gojenia ran (GRDISA
i wspoétaut. 2001). W przeprowadzonych eks-
perymentach G-90 przyspieszyl faze wzrostu
i odnowy komorek naskoérka u eksperymen-
talnie zranionych szczurow. G-90, stymulu-
jac regeneracje uszkodzonego naskorka, za-
pewnial tez ochrone przeciwbakteryjna, co
daje mozliwos¢é stosowania go jako poten-
cjalnego Srodka w gojeniu ran (MATAUSIJC-
-PIsL i wspétaut. 2010). W eksperymentach
in vivo na myszach w wyniku zadzialania
czynnikiem G-90 stwierdzono pobudzenie
syntezy bialek wspomagajacych proces go-
jenia ran, w tym nablonkowego czynnika
wzrostu 1 czynnika wzrostu fibroblastow
(GRDISA i wspolaut. 2004).

Biologicznie czynne glikoproteiny pocho-
dzace z tkanek dzdzownic E. fetida nie sa
mutagenne ani rakotworcze, a takze nie wy-
woluja alergii (POPOVIC i wspoétaut. 2001). Na
szczegblng uwage zastluguje fakt, ze G-90
wplywa na tempo wzrostu nowotworowo
zmienionych mysich komorek in vitro oraz
spowalnia wzrost tych komoérek w badaniach
in vivo (COOPER 2010).
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Fibrynoliza

Antykoagulaga

.

Dziatanie
antyoksydacyjne

Dziatanie
bakteriostatycme
Czasteczki adhezyjne

Bialka z rodziny
immunoglobulin

Proliferaga

komdérek

Rémicowanie

komorek

Ryc. 2. Aktywnos¢ i skutki dzialania G-90 (wg GRDISA I HRZENJAK 2007, zmodyfikowana).

Podsumowujac, dotychczas przeprowa-
dzone badania wykazaly, ze czynnik G-90
zawiera makroczasteczki o réznych wtasci-
wosciach (Ryc. 2), z ktoérych przynajmniej
czeS¢ moze miecC zastosowanie w medycy-
nie i farmacji. Gléwnym celem dalszych
badan musi stac¢ sie izolacja biatek odpo-
wiedzialnych za konkretne funkcje. Izola-
cja poszczeg6lnych frakcji biatkowych jest
zadaniem trudnym i czasochlonnym, co
wynika z niewielkiego stezenia biatek wy-
stepujacych w catkowitym ekstrakcie czyn-
nika G-90. Z drugiej strony, mozliwe jest
tez, ze te biologicznie czynne czastecz-
ki moga mie¢ dzialanie synergistyczne, a
uzycie poszczegbdlnych biatek bedzie mialo
inny efekt.

WPLYW BIALEK PLYNU
CELOMATYCZNEGO DZDZOWNIC NA
KOMORKI NOWOTWOROWE

Najbardziej interesujaca, 1 jak dotad
jeszcze stabo poznana wlasciwoscia ply-
nu celomatycznego dzdzownic jest zdolnosé
do zabijania komoérek nowotworowych. W
ostatnich kilku latach wraz 2z rozwojem
biotechnologii coraz wiecej badan koncentruje
sie wlasnie na skladnikach o wlasciwosciach
przeciwnowotworowych pochodzacych z tych
organizméw (CHEN i wspotaut. 2007, COOPER
i BALAMURUGAN 2010, HUA i wspétaut. 2011,
DINESH i wspétaut. 2013).

WPLYW PLYNU CELOMATYCZNEGO
EIESENIA FETIDA NA KOMORKI
NOWOTWOROWE

HeLa to linia ludzkich komérek na-
blonkowych wywodzacych sie z nowotworu
szyjki macicy, ktéra =zostala transformo-

wana przez wirusa brodawczaka ludzkie-
go. HeLa jest najczeSciej uzywana w ba-
daniach z dziedziny biologii molekularnej
linia komoérkowa na swiecie. O jej niezwy-
ktosci przesadza fakt, ze byla to pierw-
sza linia komoérek nowotworowych, ktora
przetrwata w sztucznych warunkach poza
ludzkim organizmem. Ws§réd wielu badan
na komorkami linii HeLa, prowadzone bytly
rowniez testy dotyczace pro-apoptotycznych
wlasciwosci ptynu celomatycznego E. fetida
(YANQIN i wspétaut. 2007). Wykazano, ze
rozne stezenia plynu celomatycznego wy-
wieraja rozny efekt cytotoksyczny na ko-
moérki nowotworowe. W przypadku komo-
rek inkubowanych z najwyzszym stezeniem
plynu celomatycznego wykazano Smierc
komoérek na drodze nekrozy, natomiast
przy nizszych stezeniach S$miertelnos¢ oraz
zmiany morfologiczne komoérek wskazywa-
ly na ich $mier¢ apoptotyczna (np. frag-
mentacja chromatyny jadrowej). Otrzymane
przez naukowcow wyniki wykazuja row-
niez, ze im dluzszy czas dzialania plynu
celomatycznego, tym wiecej cech apopto-
tycznych w komoérkach nowotworowej linii
HeLa (YANQIN i wspoétaut. 2007).

Podobne wyniki uzyskaliSmy badajac
dziatanie plynu celomatycznego dwoéch roz-
nych gatunkéw dzdzownic, Eisenia andrei i
Aporectodea caliginosa, na komoérki nowo-
tworowe czerniaka pierwotnego i metasta-
tycznego skory (linia IGR-39 i A375) oraz
oka (linia mel-202). Zastosowane stezenia
plynu celomatycznego obnizyly zywotnoscé
komoérek nowotworowych we wszystkich
badanych liniach, powodujac apoptoze i
nekroze komorek czerniaka (Ryc. 3a—c)
(wyniki wlasne, niepublikowane).
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Ryc. 3. Przykladowe wyniki uzyskane w badaniach wplyw plynu celomatycznego (CF) dzdzownic gatun-
ku Eisenia andrei na komorki pierwotnej linii nowotworowej czerniaka skoéry (IGR-39) po 24 godzinach
inkubacji w warunkach in vitro. Reprezentatywny obraz morfologii komérek czerniaka.

a) kontrolnych oraz b) po inkubacji z plynem celomatycznym (CF, 20 pg/ml); c) analiza cytometryczna komorek
IGR-39, test z uzyciem Aneksyny V i 7AAD dla okreslenia apoptozy oraz nekrozy (fot. E. Poched).

CELOMATYCZNY CZYNNIK
CYTOLITYCZNY

Cytolityczny czynnik celomatyczny, to
biatlko o masie 42 kDa, stanowiace okoto
40% aktywnoSci cytolitycznej calego plynu
celomatycznego dzdzownic E. fetida, z kto-
rych zostal po raz pierwszy wyizolowany.
Obecnos¢ tego czynnika zostata wykryta w
stymulowanych lipopolisacharydem  (LPS)
celomocytach oraz w mezenchymalnych ko-
morkach blony S$§luzowej jamy celomatycz-
nej (BILEJ i wspoélaut. 1998). Czynnik CCF
ma dwie odrebne domeny lektynopodobne, z
ktorych pierwsza zlokalizowana jest w cen-
tralnej czesSci czasteczki i wykazuje homolo-
gie do struktury glukanazy (B-1,3-glukanaza)
i struktury wiazgcej polisacharyd, dzieki
ktorym moze wchodzi¢ w interakcje z LPS
(E.coli 055:B5) i B-1,3-glukanem (nierozpusz-
czalnym pochodzacym z bakterii i rozpusz-
czalnym pochodzacym z brunatnic). Druga
domena bogata jest w tryptofan i umozliwia
interakcje z N,N’-diacetylchitobioza i dipepty-
dem muramylowym (skladnik Scian bakterii

Mycobacterium) (SILEROVA i wspotaut. 2006).
Ponadto, dzieki wiazaniu wyzej wymienio-
nych struktur, CCF zdolny jest do aktywacji
kaskady profenoloksydazy.

Stwierdzono ponadto, ze CCF-1 powodu-
je lize réoznych linii komoérek nowotworowych
ssakow. np. linii L929 mysich komoérek
wtokniakomiesaka. Prawdopodobny jest row-
niez jego udzial w hemolitycznych mechani-
zmach obronnych oraz udzial w opsonizacji
(BILEJ 1 wspotaut. 1995).

WPLYW ENZYMU FIBRYNOLITYCZNEGO
NA KOMORKI NOWOTWOROWE
WATROBY CZLOWIEKA

Rak watroby (rak watrobowo-komoérkowy;
ang. hepatocellular carcinoma, HCC) znaj-
duje sie na piatym miejscu. co do czesto-
Sci wystepowania 1 jest trzecia najczestsza
przyczyna Smiertelnosci zwiazanej z nowo-
tworami (AHN i FLAMM 2004). Fibrynolityczny
enzym EFE (ang. earthworm fibrinolityc en-
zyme), zwany takze lumbrokinaza. jest kom-
pleksem enzym-biatko, ktéry wystepuje w
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przewodzie pokarmowym dzdzownic Eiesenia
fetida i Lumbricus rubellus (CHEN i wspotaut.
2007, COOPER 2010). EFE wykazuje wysoka
aktywnos¢ hydrolityczng w stosunku do bia-
tek, m.in. ma nie tylko bezposredni wplyw
na fibryne, ale réwniez zdolny jest do ak-
tywacji czynnika fibrynolitycznego, plazmi-
nogenu. Takie dzialanie mozliwe jest dzieki
aktywatorowi plazminogenu (e-Pa) wystepu-
jacemu w EFE, ktory wykazuje podobien-
stwo do aktywatora plazminogenu u innych
gatunkow (t-Pa).

Do funkcjonalnych wtasciwosci EFE za-
liczy¢ mozna m.in. rozpuszczanie skrzepow,
chronigce przed chorobami niedokrwiennymi
serca i mozgu, obnizenie poziomu fibrynoge-
nu (spadek lepkosci krwi, zmniejszenie agre-
gacji plytek krwi), co u osobnikéw cierpia-
cych na nowotwor hamuje wzrost komorek
rakowych 1 zmniejsza ryzyko wystgpienia
przerzutow. EFE wplywa rowniez na roz-
puszczanie bakteryjnego biofilmu obecnego
w przewleklych zakazeniach, umozliwiajac
tym samym efektywne dzialanie antybiotyku
(COOPER i BALAMURUGAN 2010).

W celu analizy wplywu EFE na wzrost
nowotworowych komoérek watroby, przepro-
wadzano testy badajace jego wplyw na pro-
liferacje czterech réznych rodzajow linii ko-
morkowych: HLE, Huh7, PLC/PRF/5 (linie
ludzkich komoérek HCC) i HepG2 (linia ludz-
kich komorek hepatoblastomy). Po inkubacji
komorek z roznymi stezeniami EFE zanoto-
wano zahamowanie proliferacji we wszyst-
kich testowanych liniach, cho¢ wrazliwos¢
dla kazdej z nich byla inna (CHEN i wspol-
aut. 2007). Inne badania prowadzone nad
wplywem EFE dotyczyly eksperymentow in
vivo, w ktorych myszom szczepu Huh?7 prze-
szczepiono komoérki raka watroby. Cztery
tygodnie od rozpoczecia podawania zwierze-
tom EFE stwierdzono, ze proliferacja komo-
rek guza zmniejszyla sie, w poréwnaniu ze
zwierzetami, ktorym nie podawano EFE. Wy-
kazano takze, ze zahamowanie wzrostu guza
bylo zalezne od stezenia enzymu. W trakcie
badan wykazano réwniez zalezng od dawki
indukcje apoptozy komoérek nowotworowych
(CHEN i wspoétaut. 2007).

Wazna cecha komoérek nowotworowych
jest ich zdolnos¢ do inwazji tkanek oraz
tworzenie przerzutow do odleglych miejsc
organizmu. Powszechnie uwaza sie, ze ad-
hezja komoérek nowotworowych do blony
podstawnej naczyn krwionosnych, degra-
dacja macierzy zewnatrzkomorkowej (ang.
extracellular matrix, ECM) i przechodzenie
komoérek do krwi, sa trzema zasadniczymi
etapami postepu inwazji nowotworowej i w
konsekwencji powstawania przerzutow. W
ich powstawaniu biora udzial metaloprote-
inazy macierzy zewnatrzkomorkowej (ang.

matrix metallopeptidases, MMPs). Jest to
rodzina cynko-zaleznych peptydaz, ktorych
podstawowa funkcjg jest uczestniczenie w
procesach przebudowy skladnikow macierzy
zewnatrzkomorkowej. MMPs biora udziat w
pobudzaniu wzrostu komorek raka, migracji,
inwazji, tworzeniu przerzutow i nowych na-
czyn krwionosnych (SLIWOWSKA I KOPCZYNSKI
2005). Sposrod nich, MMP-2 (zelatynaza A)
i MMP-9 (zelatynaza B) sa odpowiedzialne
m.in. za degradacje kolagenu typu IV i V
blony podstawnej (KWIATKOWSKI i wspélaut.
2008). W badaniach wykazano istotny wplyw
EFE na obnizenie (zahamowanie) ekspresji
MMP-2, co moze wigzacC sie z jego rolg w
ograniczeniu inwazji i przerzutéw komorek
nowotworowych (CHEN i wspétaut. 2007).

BADANIA KLINICZNE LUMBROKINAZY

Badania kliniczne dotyczace wplywu
czynnikow pozyskiwanych od dzdzownic pro-
wadzone sa na bardzo niewielka skale. W
przeprowadzonych do tej pory eksperymen-
tach we krwi pobranej od zdrowych wolonta-
riuszy po doustnym podawaniu przez 17 dni
lumbrokinazy analizowano produkty rozpadu
fibrynogenu, biatka zwigzanego z powstawa-
niem skrzepow, oraz poziom zwiekszajacego
fibrynolize tkankowego aktywatora plazmino-
genu (t-PA). W trakcie trwania eksperymen-
tu wykazano zwiekszenie zdolnosci fibrynoli-
tycznych oraz wzrost poziomu plazminogenu
w pobranych probkach krwi (COOPER 2010).
W innych badaniach, przeprowadzonych
w 2000 r. na Uniwersytecie Medycznym w
Szanghaju u pacjentow z udarem mozgu, w
grupie, ktérej podano lumbrokinaze odnoto-
wano wzrost aktywnosci t-PA, aktywnosc¢ fi-
brynogenu znaczaco sie zmniejszyla, a inne
badane parametry, jak aktywnos¢ inhibito-
ra aktywatora plazminogenu i wartosci cza-
su protrombinowego, pozostaly bez zmian.
Wyniki wskazuja, ze lumbrokinaza hamuje
szlak krzepniecia i aktywuje fibrynolize po-
przez zwiekszenie aktywnosci t-PA. To suge-
ruje, ze moze byC ona z dobrym skutkiem
stosowana w przypadku udaru niedokrwien-
nego. Warto tez zaznaczyc, ze jej stosowanie
nie zwiekszalo ryzyka powstania nadmierne-
go krwawienia, ktére wystepuje w przypad-
ku stosowania lekoéw przeciwzakrzepowych
(COOPER 2010).

Inne skladniki plynu celomatycznego o
potencjalnym dzialaniu przeciwzapalnym i
przeciwnowotworowym to:

— ryboflawina (witamina B2) obecna w
celomocytach réznych gatunkoéw dzdzownic
posiada wiasciwosci przeciwzapalne (MAZUR i
wspotaut. 2008);

— fetydyny biatka (40 kDa, 45 kDa) od-
nalezione w plynie celomatycznym gatunku
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Eisenia andrei o dzialaniu hemolitycznym i
przeciwbakteryjnym (MILOCHAU i wspotaut.
1996);

— lyzenina (41 kDa), bialko specyficz-
nie wiazace sfingomieline, o aktywnosci po-
dobnej do fetydyny, produkowane przez
duze celomocyty, w tym chloragocyty. Przez
wzglad na swoje wlasciwosci hemolityczne
jest bardzo toksyczne dla komorek kregow-
cow, a w szczegolnosci dla erytrocytow i
plemnikéw (YAMAJI i wspoétaut. 1998);

— eiseniapore (38 kDa), cytolityczne biat-
ko wyizolowane z plynu celomatycznego E.
fetida. Dzieki wlasciwosciom cytolitycznym i
perforacyjnym, niszczy blony obcych komoé-
rek. Biatko to uwalniane jest z ziarnisto-
Sci cytoplazmatycznych, a analiza sekwencji
perforyn wykazala ich strukturalne podo-
bienstwo z biatkami ukladu dopeilniacza C9
kregowcow, wchodzacymi w skilad komplek-
su atakujacego blone komoérkowa (Lichten-
held i wspoétaut. 1988, Lowrey i wspoétaut.
1989 cyt. za LANGE i wspétaut. 1999).

— Lumbrycyna I to bogate w proline biat-
ko przeciwbakteryjne (dzialajace zaréwno na
bakterie Gram dodatnie jak i Gram ujem-
ne, a takze na grzyby, bez hemolityczne;j
aktywnosci wobec ludzkich komoérek krwi),
syntetyzowane przez dzdzownice z gatunku
L. rubellus. Geny dla tego biatka wykazuja
ekspresje tylko u starszych osobnikéw (CHO
i wspolaut. 1998);

- H,, H,, H, czyli hemolizyny pochodzace
z plynu celomatycznego gatunku E. fetida.
Zaobserwowano, ze H i H, wykazuja aktyw-
nos¢ hemolityczna, w przeciwienstwie do H,
zaangazowanej w hemaglutynacje erytrocy-
tow ssakow (EUE i wspoétaut. 1998).

TRUDNOSCI W PRAKTYCZNYM
ZASTOSOWANIU BIALEK DZDZOWNIC
W MEDYCYNIE

Mimo postepu w badaniach zwiazanych
z potencjalna rola przeciwnowotworowa bia-
tek dzdzownic, istnieje wiele pytan oczekuja-
cych dalszych, bardziej szczegélowych odpo-
wiedzi. Wynika to miedzy innymi z faktu, ze
przeciwnowotworowe wilasciwosci niektorych
czynnikow wyizolowanych z organizméw
dzdzownic moga byc skierowane nie tylko w
kierunku komoérek nowotworu, ale réwniez
na zdrowe, niezmienione chorobowo komor-
ki.

W przypadku innych badanych wtasci-
wosci biatek dzdzownic mozna réwniez na-
potkac¢ na klopoty z zastosowaniem ich jako
skutecznego leku. Przykladowo, pozyskane z
dzdzownic proteazy moga w warunkach in
vivo hydrolizowaé¢ nie tylko fibrynogen czy
fibryne, ale rowniez inne biatka. Poza tym,
okres poltrwania proteaz dzdzownic jest

krotki, podczas gdy z punktu widzenia me-
dycznego idealny czynnik fibrynolityczny po-
winien speilnia¢ warunki silnej aktywnosci
fibrynolitycznej, swoistosci dla fibrynogenu
i fibryny, niskiej immunogennosci oraz wy-
kazywaé¢ dlugi okres poéitrwania in vivo, jak
rowniez niski wskaznik reokluzji (ponowne
zasklepianie udroznionych wczesniej naczyn)
i, co rownie wazne, generowac niskie kosz-
ty produkcji. A koszty w tym przypadku
sa dos¢ wysokie, ze wzgledu na procedure
pozwalajaca pozyska¢ odpowiednia ilosé po-
szczegolnych skladnikow z ekstraktu biatko-
wego dzdzownic. Niemniej jednak, w ciaglym
poszukiwaniu skutecznych metod walki z
chorobami nowotworowymi, wydaje sie inte-
resujace przynajmniej dokladniejsze pozna-
nie wlasciwosci bogatej gamy biologicznie
aktywnych bialek tych bezkregowcow.

PODSUMOWANIE

Co sprawia, ze dzdzownice i inne bez-
kregowce sg odporne na nowotwory pierwot-
ne i metastatyczne? Istnieja dwie teorie na
ten temat. Jedna z nich glosi, ze dlugosc
zycia bezkregowcow jest tak krotka, ze nie
ma czasu na rozwoj choroby nowotworowe;.
Inna mozliwoscig jest to, ze bezkregowce po-
trafia reagowac¢ natychmiast poprzez dzia-
lalno§¢ immunokompetentnych komoérek i
biologicznie czynnych substancji plynu celo-
matycznego, niszczac komoérki nowotworowe.
Wizja potencjalnego zastosowania dzdzownic
do wunieszkodliwiania komorek nowotworo-
wych jest obiecujaca, ale z pewnoscia po-
trzeba wiecej analiz i eksperymentéw zaréw-
no in vitro, jak i na modelach zwierzecych
przed rozpoczeciem dokladniejszych badan
na poziomie klinicznym (COOPER 2010). Bio-
rac pod uwage opisane zagadnienia mozliwe
jest, ze zdanie, ktére napisal o dzdzowni-
cach Karol Darwin w 1881 r.: “It may be
doubted whether there are many other ani-
mals which have played so important a part
in the history of the world” (,Mozna watpic,
czy istnieje wiele innych zwierzat, ktore ode-
graly tak wazna role w historii swiata”) w
przysztosci zyska inny wymiar.

PODZIEKOWANIA

Autorki dziekuja bardzo dr hab. Magda-
lenie Chadzinskiej z Zakladu Immunologii
Ewolucyjnej Uniwersytetu Jagielloniskiego za
cenne wskazéwki. Badania realizowane byly
z Srodkéw K/ZDS/004831.

Streszczenie

Dzdzownice posiadaja silne, bardzo efektywnie funk-
cjonujace komorkowe i humoralne mechanizmy odpor-
nosciowe pozwalajace przetrwa¢ im w ich naturalnym,
bogatym w patogeny sSrodowisku. Z badan licznych ze-
spotow wynika, ze w tkankach dzdzownic wystepuja
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biatka, ktore wykazujg miedzy innymi wiasciwosci bak-
teriostatyczne, cytolityczne, antyoksydacyjne oraz prze-
ciwnowotworowe. Cytotoksyczne skladniki (m.in. cyto-
lityczny czynnik celomatyczny czy biatko cytolityczne
— eiseniapore) wypelniajacego wtérna jame ciata plynu
celomatycznego powoduja miedzy innymi lize fibrobla-
stow i erytrocytow kregowcow. Biatka plynu celoma-
tycznego moga takze stymulowac ekspresje czynnikow
wzrostu i pomaga¢ w gojeniu ran, poprzez stymulacje
proliferacji i roznicowania fibroblastow i komorek na-
btonkowych. Ponadto, zawarte w plynie celomatycznym
dzdzownic peptydazy serynowe (np. peptydazy PI i PII)
wykazuja bardzo silne dziatanie fibrynolityczne i anty-
koagulacyjne, Coraz czeSciej biatka dzdzownicowe bada
sie takze w kontekscie ich wtasciwosci przeciwnowotwo-
rowych. Pozwolilo to miedzy innymi na stwierdzenie, ze
plyn celomatyczny w sposob zalezny od stezenia pobu-
dza w warunkach in vitro apoptoze nowotworowych linii
komoérkowych.

Omoéwione w niniejszej pracy zagadnienia przyblizaja
potencjat tkwiacy w czasteczkach biologicznie czynnych
pozyskanych z organizmoéw dzdzownic. Stwierdzi¢ jednak
nalezy, ze aczkolwiek wizja potencjalnego zastosowania
dzdzownic w terapiach przeciwnowotworowych jest ku-
szaca, z pewnoscia przed rozpoczeciem badan na pozio-
mie klinicznym potrzeba wiecej analiz i eksperymentow
zaréwno in vitro, jak i na modelach zwierzecych.
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Summary

Earthworms have strong and very efficient cellular and humoral immune mechanisms adapting them to survive
in their natural environment which is rich in pathogens. Numerous studies showed that earthworm proteins ex-
hibit bacteriostatic, cytolytic, antioxidant and anticancer properties. Cytotoxic components of coelomic fluid (includ-
ing cytolytic factor or coelomic cytolytic factor — eiseniapore), cause lysis of vertebrate fibroblasts and erythrocytes.
Moreover, proteins from coelomic fluid may also increase expression of growth factors and assist in wound healing
by stimulating proliferation and differentiation of fibroblasts and epithelial cells. In addition, the coelomic fluid con-
tains serine peptidases (eg. peptidase PI and PII) with very strong fibrinolytic and anticoagulant properties. Recently,
numerous studies reported that earthworm proteins, in a concentration dependent manner, stimulate apoptosis of
tumor cell lines in vitro and therefore are a potential source of anticancer agents.

Issues discussed in this paper indicate healing potential of biologically active molecules derived from earth-
worms. However, it should be noted that although the idea of their application in anti-cancer therapies is alluring,
certainly more analyses and experiments, both in vitro and in animal models, are required before any clinical testing
can be performed.



