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Laktoferyna — biatko multipotencjalne
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Lactoferrin — a multipotential protein

Summary

Lactoferrin is an iron-binding protein from the transferrin family and was first isolated from milk. Lactoferrin
is produced by polymorph nuclear leukocytes and epithelial cells of many mammalian species and is present in
such mucosal secretions as tears, saliva, seminal and vaginal fluids as well as in several organs and blood. Many
biological functions of lactoferrin have been identified: iron absorption, bacteriostatic, bactericidal, fungicidal,
antiviral, antiparasitic and antitumour activities. It is also well known for its immunomodulatory and anti-
inflammatory properties. Additionally, lactoferrin is thought to possess protease, ribonuclease, procoagulant
and transcription factor activities. Nowadays bovine lactoferrin is isolated and purified on an industrial scale
and used for food preservation and production of infant formulas, yogurt, skim milk, chewing gum, cosmetic
formulas, nutritional supplements and therapeutic supplements for pets. The use of lactoferrin as an
immunostimulator is a promising area especially in the case of patients with immunosupression.
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Laktoferyna (LF) jest glikoproteina wiazaca zelazo,
nalezaca, obok transferyny surowiczej i owotransfery-
ny, do rodziny transferyn. Po raz pierwszy obecnos¢
LF stwierdzono w mleku, a do tej pory wykryto ja
w wielu narzadach (nerki, pecherzyk zoétciowy, ptuca,
trzustka, prostata, pecherzyki nasienne, jelita, watro-
ba), w btonach surowiczych i ich wydzielinach (wy-
twarzana przez komorki epitelialne), w siarze, §linie,
tzach, nasieniu, wydzielinie pochwy, ptynie maziow-
kowym, a takze w drugorz¢gdowych ziarnisto$ciach
granulocytéw obojetnochtonnych ssakow. W niskich
stezeniach obecna jest takze w osoczu krwi, dokad do-
staje si¢ w wyniku spontanicznego uwolnienia z granu-
locytow. Poziom LF w osoczu ulega znacznemu wzros-
towi w stanach zapalnych i schorzeniach tta zakaznego
(z 0,2 do 200 pg/ml), zas drastycznie spada u chorych
z objawami AIDS. W terminalnym stadium AIDS spa-
dek ten skorelowany jest w czasie ze zwigkszona wraz-
liwoscia chorych na zakazenia oportunistyczne. Lakto-
feryna wydzielana jest rowniez przez gruczoty btony
sluzowej szyjki macicy. Jej stezenie w wydzielinie po-
chwy waha si¢ znacznie (nawet 20-krotnie) w réznych
fazach cyklu. Poziom LF nie ulega zmianom jedynie
u kobiet stosujacych hormonalna antykoncepcjg, co su-
geruje hormonalna kontroleg jej poziomu w drogach rod-
nych. Podobnie koncentracja LF w mleku ssakow jest
zmienna i zalezy od fazy laktacji. Poziom LF w dojrza-
tym mleku ulega w czasie trwania laktacji 7-krotnemu
spadkowi w pordwnaniu z poziomem notowanym w sia-
rze. Jak dotad nie stwierdzono obecnosci tego biatka
w mleku psow i szczurow (1, 11, 12, 18, 19, 28, 29).

Laktoferyna jest monomerycznym, dodatnio natado-
wanym biatkiem o masie czasteczkowej 80 kDa, zbu-
dowanym z 692 aminokwasow. Ztozona jest z pojedyn-
czego tancucha polipeptydowego zwinig¢tego w dwa
kuliste ptaty (N- 1 C-), potaczone regionem zawiaso-
wym. Kazdy ptat laktoferyny jest zdolny do wiazania
jednego atomu pierwiastka z grupy metali. Najczesciej
przquczanyml Jonaml sa Fe*" lub Fe*', ale opisywano
réwniez wigzanie jonow Cu?*, Zn**, Mn?", Laktoferyna
moze wystgpowaé w dwoch formach apo- (wolnej)
i holo- (zwiazanej z jonami pierwiastkow z grupy me-
tali), przy czym w stanie naturalnym w organizmie zwy-
kle jest tylko czg§ciowo wysycona zelazem (w 15-20%).
Szczegodlnie waznym fragmentem LF, ze wzgledu na
jego zdolnos¢ do wchodzenia w interakcje ze struktu-
rami powierzchniowymi komorek organizmu, bakterii,
grzybow, jak tez czasteczek wirusowych, jest jej do-
datnio natadowany N-koncowy fragment. Laktoferyny
izolowane od roznych gatunkow ssakow wykazuja wy-
soki stopien homologii budowy (6, 23, 28).

Nadmiar LF jest szybko usuwany z krazenia gtow-
nie przez makrofagi i monocyty. Komorki te posiadaja
receptory o wysokim powinowactwie, dzigki ktorym
przeksztatcaja zwiazane z LF zelazo w ferrytyng. Zja-
wisku temu towarzyszy rozktad LF. Badania farmako-
kinetyczne przeprowadzone na myszach i szczurach
wykazaly szybki wychwyt laktoferyny z krwi przez
watrobg, za co odpowiedzialne sa zardwno hepatocyty,
jak i komorki Kupfera. Jednakze podawanie wysokich
dawek tego biatka skutkowato utrzymywaniem si¢ pod-
wyzszonego poziomu LF w plazmie krwi. Dodatkowo
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obserwowano wiazanie laktoferyny z naczyniowym
endothelium, a niskie st¢zenia tego biatka wykrywano
w uktadzie limfatycznym. Laktoferyna ma zdolno$¢
wigzania z kilkoma réznymi receptorami bton komor-
kowych: receptorem 105 kDa, glikozaminoglikanami
(siarczan heparyny, siarczan chondroityny), receptorem
dlareszt LDL (Low Density Lipoprotein) i podjednost-
ka 45 kDa receptora asialoglikoproteinowego (9, 10,
17, 19, 21, 28).

Nie da si¢ przecenic roli, jaka odgrywa w organizmie
to multipotencjalne biatko. Do tej pory nie zbadano jesz-
cze wszystkich mechanizméw jego dzialania. En-
tuzjasci przypisuja laktoferynie tak rozne funkcje, jak
dziatanie immunomodulujace, przeciwbakteryjne,
-grzybicze, -wirusowe, -pasozytnicze, -nowotworowe,
-zapalne; aktywnos$¢ prokoagulantu, czynnika wiaza-
cego zelazo, rybonukleazy, proteazy, czynnika trans-
krypcyjnego, stymulatora granulopoezy i wiele innych
(10, 12).

Pierwsza, doktadnie przebadana, funkcja laktofery-
ny jest jej udziat w transporcie Zelaza, wynikajacy ze
zdolnosci tego biatka do wigzania atoméw pierwiast-
koéw z grupy metali. LF obecna w mleku matki petni
wazna rolg w zaopatrywaniu noworodka w niezbgdne
pierwiastki. P6zniejsze badania wykazaty jednak, iz inne
biatka, np. transferyna, sa bardziej wydajnymi trans-
porterami pierwiastkéw z grupy metali. Dowiedziono
istnienie normalnego, niezaktéconego metabolizmu
zelaza u myszy catkowicie pozbawionych laktoferyny
(18, 19, 28, 30).

Wytwarzana przez wyspecjalizowane komorki wie-
lu narzadow proteina ta jest waznym komponentem na-
rzadowej odpornosci nieswoistej, np. LF wytwarzana
przez trzustk¢ bierze udzial w kontrolowaniu mikro-
flory dwunastnicy, za$ nerkowa redukuje poziom wol-
nego zelaza w moczu, chroniac drogi moczowe przed
zakazeniem bakteryjnym, a jednocze$nie, jako anty-
oksydant, zabezpiecza je przed zapaleniem (1).

LF zwiazana z btonami $luzowymi pelni istotna rolg
w pierwszej linii obrony organizmu przed mikroorga-
nizmami. Wykazuje zaréwno dziatanie bakteriostatycz-
ne, jak i bakteriobdjcze przeciwko bakteriom Gram-
-dodatnim i Gram-ujemnym, a takze dziatanie grzybo-
bojcze, w szczegolnosci w stosunku do Candida spp.
(6, 18, 19, 28). Natywna LF dziata gtownie bakterio-
statycznie, nawet uzyta w wysokich dawkach. Takie
dziatanie LF in vitro wykazano do tej pory w stosunku
do Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Klebsiella pneumoniae i Streptococcus mutans
(7, 19). Poniewaz zelazo jest sktadnikiem niezbgdnym
do wzrostu niemal wszystkich bakterii, przez dtugi czas
sadzono, ze jedynym mechanizmem antybakteryjnego
dziatania laktoferyny jest jej zdolnos¢ do wiazania i tym
samym pozbawiania bakterii tego pierwiastka. W p6z-
niejszych badaniach wykryto jednak u bakterii mecha-
nizmy pozwalajace na pozyskanie zelaza w przypadku
jego deficytu w srodowisku (siderofory, hemoliza ery-
trocytow, wiazanie transferyny i laktoferyny). Co wig-
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cej, dziatanie przeciwbakteryjne obserwowano réwniez
po dodaniu egzogennego zelaza do poditoza doswiad-
czalnego (2, 12).

Dalsze badania wykazaty rowniez wtasciwos$ci bak-
teriobdjcze LF, zwiazane z jej zdolnoscia do wchodze-
nia w bezposrednie interakcje ze $ciana komorkowa
mikroorganizméw. Silnie kationowy N-koncowy frag-
ment LF zwigksza przepuszczalno$¢ Sciany komorko-
wej bakterii, co prowadzi do jej uszkodzenia i wycieku
sktadnikéw wewnatrzkomorkowych. Laktoferyna re-
aguje z lipopolisacharydami (LPS) §ciany komodrkowe;j
bakterii Gram-ujemnych, powodujac ich usuwanie ze
sciany. Ponadto zdolna jest do wchodzenia w odwra-
calne interakcje z porynami E. coli. We wszystkich tes-
towanych uktadach doswiadczalnych kluczowym czyn-
nikiem decydujacym o przebiegu interakcji laktofery-
ny ze $ciang komorkowa bakterii i1 jej ewentualnym
bojczym efekcie bylo stezenie tego biatka. Pozostaly-
mi czynnikami wptywajacymi na wrazliwo$¢ bakterii
na laktoferyng sa: faza wzrostu bakterii (bakterie naj-
wrazliwsze we wczesnej fazie logarytmicznej), tempe-
ratura (brak wiazania ponizej 4°C) i pH (bakterie wraz-
liwsze w §rodowisku kwasnym, ponizej pH 5) oraz
obecnos¢ jonow Ca*" 1 Mg?* (kationy te obnizajg zdol-
no$¢ LF do wchodzenia w interakcje z LPS) (6, 12, 18,
19, 28).

Silnie bakteriobdjczo dziataja réwniez produkty hy-
drolitycznego rozkladu laktoferyny. Najpetniej do tej
pory przebadanym peptydem, powstajacym w wyniku
trawienia LF pepsyna, jest laktoferycyna — N-koncowy
fragment ptata N laktoferyny. Peptyd ten wykazuje
znacznie wyzsza aktywno$¢ przeciwbakteryjna niz na-
tywna LF. Przeciwbakteryjne spektrum dziatania lak-
toferycyny jest szerokie, a st¢zenie peptydu niezbedne
do hamowania drobnoustrojow, bardzo niskie (0,5-500
mg/ml). Laktoferycyna dziata w szerokim zakresie pH
1 jest cieptooporna (niewrazliwa na autoklawowanie
w 121°C przez 15 minut). Wielokrotnie potwierdzono
zdolnos¢ tego peptydu do wiazania z powierzchnig bak-
terii Gram-ujemnych, skutkujaca uwalnianiem LPS ze
sciany komorki bakteryjnej, uszkodzeniem $ciany i in-
nymi zmianami morfologicznymi. Shin i wsp. (22)
wykazali dwustopniowe dziatanie laktoferycyny na
komorki E. coli O157:H7. Wstepny etap polegat na in-
terakcji peptydu z powierzchnia komorki, nastgpnie
uszkadzane byly komponenty cytoplazmatyczne. Po-
nadto laktoferycyna wptywala na poziom zewnatrzko-
morkowych werotoksyn E. coli (6, 8, 22).

Powyzsze spostrzezenia odnosnie do przeciwbakte-
ryjnego dziatania LF poczyniono w warunkach in vit-
ro, stosunkowo niewiele jest natomiast informacji
o dziataniu LF in vivo. Pierwsze doniesienie na temat
bakteriostatycznego dziatania LF z mleka w jelicie cien-
kim $win w stosunku do E. coli pochodzi z 1972 r.
Po6zniej donoszono réwniez o bakteriostatycznym dzia-
taniu LF w stosunku do normalnej flory jelitowej (En-
terobacteriaceae, Clostridia, Bifidobacterium). LF sto-
sowana jako suplement diety zabezpieczala zwierzeta
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przed przedostawaniem si¢ bakterii z przewodu pokar-
mowego przez btony §luzowe do innych narzadow, jak:
wezty chlonne, watroba, $ledziona, a takze do krwi ob-
wodowej. Wykazano rowniez ochronne dziatanie LF
podawanej per os lub w iniekcji w gronkowcowym za-
kazeniu nerek u myszy (7, 25, 26).

Ponadto laktoferyna wykazuje zdolno$¢ modulacji
dziatania znanych czynnikdéw przeciwbakteryjnych, jak
lizozym 1 antybiotyki, w wielu przypadkach wykazujac
dzialanie synergistyczne. Efekt taki moze wynikac
z faktu, iz dodatnio natadowana laktoferyna, wiazac si¢
z ujemnie natadowana $ciana drobnoustrojow, zwigk-
sza tym samym penetracj¢ antybiotyku do komorki do-
celowej. Taki efekt dziatania LF zaobserwowano na-
wet w stosunku do Helicobacter pylori. Dla tego drob-
noustroju LF stuzy jako zroédto zelaza, stymulujac
wzrost bakterii 1 kolonizacjg zotadka, natomiast uzyta
jako uzupekienie standardowo stosowanej trojlekowe;j
terapii kombinowanej anty — Helicobacter pylori zna-
czaco zwigkszata efekt dziatania lekow (12, 13). Bial-
ko to ma takze zdolno$¢ wzmagania leczniczego dzia-
tania chemioterapeutykéw przeciwgrzybiczych, co
moze okazac sig szczeg6lnie przydatne w terapii leko-
opornych kandydiaz, np. u oséb zakazonych HIV (12).

Z drugiej strony laktoferyna wykazuje rowniez dzia-
tanie korzystne dla tych mikroorganizmow, ktére maja
zdolnos¢ wykorzystywania zelaza zwiazanego z tym
biatkiem (Neisseria meningitidis, Haemophilus in-
fluenzae, Actinobacillus pleuropneumoniae, Bordetel-
la pertussis, Helicobacter pylori, Trichomonas foetus).
U Helicobacter pylori-pozytywnych pacjentow z zapa-
leniem zotadka obserwowano znaczaco podwyzszone
stezenie LF w soku zotadkowym, za$ po eradykacji bak-
terii poziom LF w blonie §luzowej zotadka spadatl do
wysokosci notowanej u 0s6b zdrowych (12, 13).

Procz szerokiego spektrum dziatania przeciwbakte-
ryjnego, laktoferyng cechuje réwniez zdolnos¢ do ha-
mowania replikacji licznych wirusoéw, zarowno RNA,
jak 1 DNA. Wigkszos$¢ przeprowadzonych do tej pory
badan pozwala na wysnucie wniosku, ze biatko to ra-
czej zabezpiecza komorki gospodarza przed zakazeniem
wirusowym niz hamuje replikacj¢ wirusa po zakazeniu
komorki docelowej. Opisywane sa dwa mechanizmy
przeciwwirusowego dziatania LF. Pierwszy, zaobser-
wowany w przypadku HCV, HGV, HIV, HSV, CHYV,
polio- i rotawirusdéw, polega na bezposrednim wiaza-
niu laktoferyny z czasteczkami wirusa, przy czym do
ochrony komorek przed zakazeniem niezbgdna jest pre-
inkubacja wirusa z LF. Preinkubacja samych komorek
z tym bialkiem nie zabezpiecza ich przed infekcja (14,
16, 24, 28).

Drugi mechanizm przeciwwirusowego dziatania lak-
toferyny polega z kolei na jej wiazaniu z czasteczkami
powierzchniowymi btony komoérkowej gospodarza,
ktore wykorzystywane sa przez wirus jako receptor lub
koreceptor. W tym przypadku decydujace znaczenie ma
powinowactwo laktoferyny do glikozaminoglikandw,
ktoére dla wielu réoznych wiruséw stanowia miejsce za-
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kotwiczenia we wstepnej fazie zakazenia, przed pota-
czeniem ze swoistymi dla danego wirusa receptorami
1 wlasciwa fuzja wirusa z btona komorki gospodarza.
Ta forma ochrony komorki przed zakazeniem przez lak-
toferyne opisywana jest dla HBV, HSV, HCMV, CHV,
HPV, FCV, FHYV, HIV, adeno- i hantawirusow (3, 11,
14, 20, 24).

W przypadku niektorych wiruséw, apolaktoferyna
wykazywata silniejsze dziatanie niz hololaktoferyna.
Przyczyna tego zjawiska jest nieznana. Przypuszcza si¢
jednak, ze dla prawidlowego funkcjonowania licznych
sposrod wirusowych enzymoéw niezbgdne sa jony me-
tali, jako kofaktory (12).

W ostatnim dziesigcioleciu pojawily si¢ réwniez do-
niesienia o korzystnym dziataniu laktoferyny w prze-
biegu parazytoz, cho¢ niedostatecznie do tej pory
wyjasniono mechanizm jej dziatania w schorzeniach
inwazyjnych. Preinkubacja sporozoitow Toxoplasma
gondii 1 Eimeria stidae z LF prowadzila do zmniejsze-
nia ich zakaznos$ci. Obserwowane zjawisko moglo wy-
nika¢ zar6wno z dzialania biatka na peptydy blonowe
pasozytow, jak 1 z interakcji z tkankami gospodarza.
Podobnie inkubacja fibroblastow z LF obnizata zdol-
nos¢ Plasmodium berghei do wiazania z receptorami
komorkowymi. Mechanizm dzialania laktoferyny w sto-
sunku do Pneumocystis carinii zwiazany byl natomiast
z jej zdolno$cia do przerywania pasozytniczego szlaku
pozyskiwania zelaza, za§ w przypadku Trypanosoma
crusi wynikat ze wzmagania aktywno$ci makrofagow
(2, 10, 12).

Rola laktoferyny w procesach zapalnych i infekcjach
nie ogranicza si¢ jedynie do wyzej opisanych mecha-
nizmow dziatania. Biatko to oddziatuje réwniez wielo-
kierunkowo na uktad immunologiczny, wplywajqc na
odpowiedz zapalna organizmu. Moduluje m.in. akty-
WaC]Q uktadu dopetniacza, indukuje czynnik hamujacy
migracj¢ leukocytoéw, katalizuje konwersje¢ nieaktyw-
nej formy lizozymu w jego forme aktywna, generuje
powstawanie w makrofagach tlenku azotu, wzmaga fa-
gocytoze i cytotoksyczno$¢ monocytow, zwigksza ak-
tywnos$¢ komorek NK, kontroluje produkch cytokin
prozapalnych (IL 1,1L-6, TNF-), przysplesza tworze-
nie si¢ skrzepu i hamuje tworzenie si¢ agregatow pty-
tek krwi (2, 5, 9, 10, 13). Wtasciwosci przeciwzapalne
LF czgsciowo zwiazane sa takze z jej zdolnoscia do
wiazania z lipopolisacharydami. Lipopolisacharydy
bakteryjne sa silnymi mediatorami reakcji zapalnych.
Aktywacja leukocytow przez LPS skutkuje wybuchem
tlenowym, ktory z kolei ma istotne znaczenie w pato-
genezie szoku septycznego. Duze ilo$ci LPS powoduja
nadprodukcj¢ wolnych rodnikéw tlenowych, a w na-
stgpstwie uszkodzenie tkanek. Laktoferyna uwalniana
w czasie infekcji z neutrofildw ma zdolno$¢ szybkiej
inaktywacji LPS, ograniczajac tym samym uszkodze-
nie tkanek (4, 5).

Przeciwzapalne wiasciwosci LF wykazano takze in
vivo w eksperymentalnym zapaleniu okr¢znicy u my-
szy. Doustne podawanie laktoferyny skutkowato
op6znieniem i mniejszym nasileniem objawow klinicz-
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nych oraz zmniejszeniem histopatologicznych zmian
okreznicy. Taki efekt dziatania moze czgsciowo wyni-
ka¢ z wezesniej potwierdzonej zdolnosci LF do stymu-
lowania proliferacji komorek epitelialnych. LF dociera
do okreznicy droga pokarmowa lub z krwia, a recepto-
ry dla niej znajduja si¢ w komorkach blony sluzowe;j
jelit. Do tej pory obecnos¢ takich receptorow potwier-
dzono u myszy, matp i ludzkich niemowlat. LF jest biat-
kiem stosunkowo opornym na dzialanie enzymow pro-
teolitycznych, a ta jego cz¢s$¢, ktora ulega degradacii,
cigta jest przez pepsyng na mniejsze, rowniez aktywne
fragmenty, w tym laktoferycyng. Dodatkowo przeciw-
zapalne dziatanie LF w jelitach zwiazane jest z hamo-
waniem przez nia migracji komorek, wytwarzania
IL-10, IL-18, IL-6 i TNF-a oraz hamowaniem wiaza-
nia komorek bakteryjnych z powierzchnia komorek epi-
telialnych (13, 15).

Laktoferyna wykazuje réwniez silne wlasciwosci
immunotropowe. Biatko to wptywa na dojrzewanie
komorek uktadu immunologicznego oraz reguluje hu-
moralna 1 komérkowa odpowiedz immunologiczna.
Promuje przeksztatcanie si¢ prekursorowych komoérek
T w limfocyty T pomocnicze i wptywa na dojrzewanie
komorek B, ktore pod wptywem laktoferyny nabywaja
zdolnosci prezentacji antygenu limfocytom T (2, 9).

Sukces wielokierunkowych badan nad LF stat sig
bodzcem do dziatania dla producentéw zywnosci 1 far-
maceutykow. Obecnie LF jest izolowana na skalg prze-
mystowa z serwatki i odtluszczonego mleka. Roczna
$wiatowa produkcja oczyszczonej LF wynosi 20-30 ton.
W 2001 r. LF byta juz stosowana w produkcji immuno-
stymulatoréw, mieszanek dla niemowlat, suplementéw
zelaza dla ludzi, fermentowanych produktéw mlecz-
nych, napojow, gum do Zucia, kosmetykéw oraz goto-
wych pasz i ich suplementow dla zwierzat domowych.
W weterynarii szczeg6lnie obiecujaca jest perspekty-
wa zastosowania laktoferyny w akwakulturze, jako $rod-
ka bezpiecznego dla srodowiska i zdrowia ludzi. Do-
datkowymi zaletami laktoferyny sa: jej opornos$¢ na
wysoka temperaturg, wzgledna opornos¢ na proteolize
oraz bardzo niska toksycznos¢. Dowiedziono opornos-
ci LF na denaturacj¢ w temperaturze 90-100°C przez
5-10 minut, a takze przy zastosowaniu metody UHT,
pod warunkiem zachowania kwasnego $rodowiska
(pH = 4). Ta cecha LF sprawia, ze moze ona przetrwac
warunki produkcji zywnosci oraz dziatanie kwasnych
sokow zotadkowych i proteolize w jelitach. Bezpieczen-
stwa stosowania LF, jako suplementu zywnosci, dowo-
dzi doswiadczenie, w ktorym oczyszczone biatko, po-
dawane szczurom per os w dawce 2000 mg/kg/dzien
przez okres 13 dni nie spowodowato wystapienia zad-
nych niekorzystnych objawow (16, 23, 27, 31).

Reasumujac, laktoferyna — endogenne, multipoten-
cjalne biatko — ma szanse znalez¢ szerokie zastosowa-
nie zarowno w lecznictwie i prewencji schorzen zakaz-
nych, jak i1 produkcji zywnosci dla ludzi 1 zwierzat,
zwlaszcza w dobie narastajacej opornosci drobnoustro-
jow 1 zwigkszonej liczby pacjentow z obnizona reak-
tywnos$cia uktadu immunologicznego.
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