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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Hialuronian (HA), polianion kwasu hialuronowego, jest niesiarczanowanym, niepodlegajacym
procesowi epimeryzacji, nierozgat¢zionym glikozoaminoglikanem (GAG), utworzonym z po-
wtarzajacych si¢ disacharydowych jednostek zawierajacych kwas D-glukuronowy i N-acetylo-
D-glukozoaming [—-4GlcAB1—3GIcNAcB1—]. HA jest gtéwnym sktadnikiem macierzy poza-
komoérkowej (ECM) skory, stawow, oka oraz wielu innych tkanek i narzadéw. Niezwykle prosta
struktura tej obficie rozpowszechnionej w ustroju makroczasteczki, pozostaje w sprzecznosci ze
ztozonoscig fizykochemicznych wilasciwosci i biologicznych funkcji HA, uzaleznionych od wiel-
kosci molekuty i interakcji ze swoistymi biatkami wiazacymi, tzw. hialadherynami. Hialuronian
ma szczegllne whasciwosci hydrofilne, reologiczne i wiskoelastyczne, przejawiajac takze wta-
Sciwosci czasteczki sygnatowej. Ten naturalnie wystgpujacy biopolimer odgrywa znaczaca rolg
w wielu biologicznych procesach, takich jak embriogeneza, zapalenie, powstawanie przerzutéw
i progresja nowotworowa, a ponadto — w metabolicznym obrocie tkanek czy procesie gojenia
ran. Ten ostatni, jest dynamicznym, interaktywnym procesem, obejmujacym wiele precyzyjnie
powiazanych ze soba etapéw, wzajemnie naktadajacych si¢ na siebie i prowadzacych do przy-
wrdécenia integralnosci tkankowej. Proces gojenia odzwierciedla ztozona i skoordynowana od-
powiedzZ ustroju na uszkodzenie tkanki, bedac rezultatem interakcji réznych rodzajow komorek,
jak i sktadnikéw macierzy pozakomorkowej. Hialuronian, bedacy jednym ze sktadnikéw macie-
rzy pozakomoérkowej, odgrywa gtéwna role w kazdej fazie procesu gojenia, stymulujac komor-
kowa migracje, réznicowanie i proliferacjg, uczestniczac ponadto w regulacji metabolizmu i or-
ganizacji ECM.

hialuronian * glikozoaminoglikany * gojenie ran

Summary

Hyaluronan (HA) is a nonsulfated nonepimerized linear glycosaminoglycan (GAG) existing in
vivo as a polyanion of hyaluronic acid and composed of repeating disaccharide units of D-glu-
curonic acid and N-acetyl-D-glucosamine [4GlcAB1—3GIcNAcB1—]. It is a major constitu-
ent of the extracellular matrix (ECM) of the skin, joints, eye, and many other tissues and organs.
The simple structure of this ubiquitous macromolecule belies the complexity of its physico-che-
mical properties and biological functions, which depend on HA’s molecular weight and interac-
ting molecules called “hyaladherins™. HA has extraordinary hydrophilic, rheological, and signa-
ling properties and is viscoelastic. This naturally occurring biopolymer is dynamically involved
in many biological processes, such as embryogenesis, inflammation, metastasis, tumor progres-
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sion, tissue turnover, and wound healing. Wound healing is a dynamic interactive process invo-
Iving many precisely interrelated phases, overlapping in time and leading to the restoration of tis-
sue integrity. The healing process reflects the complex and coordinated body response to tissue
injury resulting from the interaction of different cell types and extracellular matrix components.
Hyaluronan plays a key role in each phase of wound healing by stimulating cell migration, diffe-

rentiation, and proliferation as well as regulating ECM organization and metabolism.
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Wykaz skrotow:
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hialuronianowe (hyaluronan synthases); HYAL - hialuronidazy (hyaluronidases).

STRUKTURA CHEMICZNA

Hialuronian (HA), wystepujacy in vivo jako polianion
kwasu hialuronowego, jest niesiarczanowanym, ujem-
nie natadowanym biopolimerem, utworzonym z powta-
rzajacych si¢ disacharydowych jednostek, zawieraja-
cych kwas D-glukuronowy i N-acetylo-D-glukozoaming
[24GlcAB1—-3GIcNAcB1—] [64, 74]. Strukture jednost-
ki disacharydowej HA przedstawiono na ryc. 1.

Weasciwoscl

Hialuronian nalezy do rodziny glikozoaminoglikanéw
(GAG), naturalnych heteropolisacharydéw, wystepujacych
we wszystkich tkankach zwierzgcych [66,71]. HA syntety-
zowany jest jako liniowy polimer. W roztworach wodnych
czasteczki hialuronianu przyjmuja konformacje¢ sztywnej,
lewoskretnej helisy, stabilizowanej przez mostki wodoro-
we. Czasteczki HA, utworzone z setek, a nawet tysigcy
cukrowych podjednostek, tworza jednego tylko rodzaju
GAG, bowiem jego disacharydowe sktadowe nie podlegaja
jakimkolwiek modyfikacjom, tj. siarczanowaniu czy epi-
meryzacji, jak to si¢ dzieje w przypadku pozostatych ty-
pow glikozoaminoglikanéw, wystepujacych w duzej licz-
bie izomeréw [61,70]. Jedynymi zmiennymi, w odniesieniu
do ustrojowego hialuronianu, sa wigc wielko$¢ czasteczki
— determinowana dtugoscia polimeru, oraz — st¢zenie HA
1 miejsce jego wystgpowania [70].

WYsTEPOWANIE

Cho¢ nieskomplikowana struktura hialuronianu wydaje si¢
ograniczaé zakres jego biologicznych funkcji, to ogrom-
na liczba biatek wiazacych HA, cze¢sto nazywanych hia-
ladherynami, o zr6znicowanej tkankowej ekspresji, ko-
moérkowym umiejscowieniu, swoistosci, powinowactwie
wigzania, jak i podlegajacych zréznicowanym mechani-
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Ryc.1. Struktura disacharydowych jednostek [—4GIcABT—3GIcNACBT—]
tworzacych hialuronian. GlcA — kwas glukuronowy; GIcNAc —
N-acetyloglukozoamina [wg 74 zmodyfikowano]

zmom regulacyjnym, determinuja bogactwo jego oddzia-
tywan w ustroju [11]. Tak wigc, jak okreslit to jeden z naj-
wigkszych wspotczesnych badaczy struktury i wtasciwosci
GAG — John Scott: ,,The hialuronan story is not simple”
[61]. Czasteczki kwasu hialuronowego wystepuja zarow-
no we wszystkich tkankach i ptynach ustrojowych organi-
zmu krggowcow, jak i w otoczkach §cian komoérkowych
bakterii wielu patogennych szczep6w z rodzaju Pasteurella
czy Streptococcus [4,12,17,67]. W tym ostatnim przypad-
ku, podobieristwo, a nawet identyczny sktad bakteryjne-
go polisacharydu z polisacharydem organizmu wyzsze-
go, uniemozliwia uruchomienie przez ustrdj gospodarza
mechanizméw obronnych, takich jak proces fagocytozy
i uczynnienie uktadu dopetniacza, wobec czynnika wiru-
lencji, jakim jest bakteryjny HA [2,3].

W ustroju kregowcdw, hialuronian jest umiejscowiony za-
réwno w macierzy pozakomérkowej (ECM), gdzie stano-
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wi jej gléwny weglowodanowy komponent [3,29], na po-
wierzchni komoérek, jak i wewnatrzkomérkowo [25,67].
Masa czasteczkowa omawianego biopolimeru zawiera si¢
w granicach 10°-10" Da, w zaleznosci od rodzaju tkanki,
cho¢ przyjmuje takze i znacznie mniejsze wartosci, gdy
ten wielkoczasteczkowy GAG ulega in vivo degradacji do
mniejszych fragmentéw, a nawet — oligosacharydéw [67].
Czynnikami sprawczymi procesu depolimeryzacji HA sa
zaroéwno reaktywne formy tlenu, jak i biatka enzymatycz-
ne, takie jak hialuronidazy, B-glukuronidaza czy hekso-
zoaminidaza [60].

Funkcie

W swej wielkoczasteczkowej postaci, hialuronian odgrywa
w ustroju rolg homeostatyczna, nie wykazujac zdolnosci ak-
tywowania proceséw immunologicznych [51]. Degradowany
za$ w przebiegu proceséw zapalnych, tkankowej destrukcji
czy onkogenezy — do drobnoczasteczkowych fragmentéw,
przejawia zdolnos¢ indukowania w komérkach srédbton-
kowych, nabtonkowych, dendrytycznych, w fibroblastach
czy tez makrofagach, ekspresji gendéw zapalnych, z naste-
powa ekspresja chemokin, takich jak MIP-1o, MIP-1§,
KC, RANTES, MCP-1, IL-8, biatko 10 indukowane INF,
oraz z nastgpowa ekspresja cytokin, takich jak IL-12 czy
TNF-o [51,64]. Fragmenty hialuronianu wykazuja takze
zdolnos¢ indukcji biosyntezy enzyméw degradujacych ma-
cierz, takich jak metaloproteinazy, a ponadto i indukowa-
nej postaci syntazy tlenku azotu (iNOS) czy inhibitora 1
aktywatora plazminogenu [60]. Obecnie takze wiadomo,
iz oligomery HA stymuluja procesy komoérkowej migra-
¢ji, proliferacji i dojrzewania, wykazujac réwniez dziatanie
proangiogenne [78]. Jednak natywne taricuchy HA, o du-
zej masie czasteczkowej, hamuja procesy proliferacji, mi-
gracji, wykazuja dzialanie antyangiogenne, przeciwzapal-
ne i immunosupresyjne [64].

Nieznane sa jednak mechanizmy lezace u podstaw zrézni-
cowanych funkcji tego biopolimeru w zaleznosci od diu-
gosci faicucha hialuronianu. [14]. Wspomniana zaleznos$¢
jest jednak jedyna przyczyna zréznicowanych funkcji hia-
luronianu, zwazywszy na brak jakichkolwiek modyfikacji
w strukturze weglowodanowego taiicucha omawianego
GAG, ktére to wystepuja w przypadku pozostatych typéw
glikozoaminoglikanéw [69].

Natywne, ujemnie natadowane, nierozgat¢zione polimery
hialuronianu o duzej masie czasteczkowej, wystgpujac po-
wszechnie w pozakomorkowej macierzy wszystkich tkanek
zwierzecych, odgrywaja istotng role w utrzymaniu struk-
turalnej integralnosci tkanki. Biorg takze udziat w sekwe-
stracji reaktywnych form tlenu, pozanaczyniowej dystrybu-
cji biatek osocza, oraz w wodnoelektrolitowej homeostazie
przestrzeni pozakomérkowej [17,51,69]. Niezwykle fizyko-
chemiczne wlasciwosci hialuronianu, wynikaja z kombina-
cji jego przestrzennej struktury, przyjmujacej postac spi-
rali o przypadkowych skretach. Cecha ta — ze wzgledu na
znaczace wymiary tego biopolimeru — znajduje swéj wy-
raz w molekularnej ,,plataninie” zwojéw HA, co wraz ze
szczegblnymi wlasciwosciami higroskopijnymi (HA to jed-
na z najbardziej higroskopijnych czasteczek wystgpujacych
w naturze, wigzaca wodg w ilosciach do 1000 razy prze-
kraczajacych jej mase) sprawia, iz makroczasteczka tego
GAG przyjmuje ogromna hydrodynamiczna objgtos¢, two-

rzac roztwory o duzej lepkosci i elastycznosci, wypetniaja-
ce migdzykomodrkowa przestrzen, oraz stanowiace fizjolo-
giczny ,,smar” dla powierzchni stawowych, czy pochewek
Sciggnistych [4,55,67]. Wspomniane, znacznego stopnia,
uwodnienie czasteczek HA sprawia, iz jego roztwory cechu-
ja sig¢ bardzo dobra osmotycznoscia, co nabiera szczegdlne-
go znaczenia w przypadku nerek, gdzie omawiane roztwory
petnia funkcje buforu osmotycznego [4]. HA uczestniczy
takze w kontrolowaniu uwodnienia skory, zaréwno w r6z-
nych okresach ontogenezy, jak i w stanach patologicznych,
np. procesach zapalnych [4]. Wlasnie w skoérze jest umiej-
scowiona potowa ustrojowych zasobow hialuronianu, gdzie
ten naturalny, polianionowy polisacharyd zajmuje znacza-
cg czes$¢ pozakomorkowej macierzy wspomnianej tkanki,
determinujac jej sprezystosé, wilgotnos¢ i pozadana struk-
turg, a ponadto zapewniajac transport jonow i sktadnikéw
odzywczych [46,59,76]. Z omawianych wlasciwosci wia-
zania wody przez HA wynika, ze jego zawartos¢ w tkan-
kach determinuje stan ich uwodnienia [73].

Duza masa czasteczkowa, znaczne rozmiary natywnych
polimeréw hialuronianu, i opisane wyzej higroskopijne
jego wiasciwosci sprawiaja, ze GAG ten pelni istotng role
w utrzymywaniu strukturalnej i biomechanicznej integral-
nosci tkanek, tworzac zarazem zrab dla komdrkowej mi-
gracji, réznicowania i proliferacji w pozakomdrkowej ma-
cierzy [70,71].

BIALKA WIAZACE HIALURONIAN

Funkcje HA sg realizowane za posrednictwem interakcji
omawianego biopolimeru z ogromem swoistych biatek
wiazacych, tzw. hialadheryn [67].

Pierwszymi z opisanych hialadheryn byly tzw. biatko wia-
zace (link protein) oraz agrekan, wesp6t z ktorymi HA
tworzy dobrze znane, masywne, multimolekularne prote-
oglikanowe (PG) agregaty [55,67]. Te ekspansywne kom-
pleksy, w sktad ktérych wchodzi ponad 100 agrekano-
wych czasteczek, potaczonych z HA za posrednictwem
biatek wiazacych w wyniku niekowalencyjnych oddziaty-
wan, odgrywaja ogromna role w tworzeniu i stabilizacji
pozakomorkowej macierzy chrzastki, generujac jej wisko-
elastyczne wtasciwosci i nadajac zdolno$¢ ,,przenoszenia”
znaczacych obcigzen [73]. Wykazano, iz do§wiadczalne
usunigcie genu biatka wiazacego, badZ uposledzenie funk-
cjonalnych wtasciwosci agrekanu, prowadzi do defektéw
szkieletu, a zwtaszcza tkanek chrzgstnych, czego wyrazem
jest skrécenie koniczyn, rozszczep podniebienia, czy inne
czaszkowo-twarzowe znieksztatcenia [67].

Strukturalne kompleksy HA z duzymi, agregujacymi pro-
teoglikanami — hialadherynami, wystepuja takze w tkan-
kach pozachrzestnych [73]. W skérze wykazano obecnosé
wersikanu, a w tkance nerwowej hialuronektyny, brewi-
kanu oraz neurokanu [36,73,78]. Wymienione kompleksy
PG-HA sa stabilizowane takze biatkami wiazacymi (link
proteins), zas same PG i wspomniane biatka wiazace sa za-
liczane do hialadheryn tkankowych (inaczej hialektanéw,
hialektyn) [20,36,78]. Dobrze poznana, pozakomdrkowa
hialadheryna jest ponadto TSG-6 — biatkowy produkt genu
6 stymulowanego TNF, wydzielany w odpowiedzi na bodz-
ce zapalne, oraz uczestniczacy w regulacji migracji leuko-
cytéw i procesach ,,remodelingu” macierzy [10].
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Domena wigzaca hialuronian
(modut wigzacy)

Domena pozakomodrkowa

} Domena transmembranowa

Domena cytoplazmatyczna

Ryc. 2. Struktura receptora (D 44 [wg 72 zmodyfikowano]

Makroczasteczki kwasu hialuronowego oddziatywaja po-
nadto z powierzchniowymi receptorami komoérek macie-
rzy pozakomoérkowej, okreslanych mianem hialadheryn
powierzchni komdrek. Te ostatnie obejmuja wiele swo-
istych biatek, sposrdd ktérych najlepiej poznanymi hiala-
dherynami sa CD44 oraz RHAMM [34, 53]. Odkrycie obu
tych receptorow wskazato po raz pierwszy na bezposredni
udziat hialuronianu w regulacji mobilnosci komoérek oraz
proceséw inwazji i proliferacji [67]. Obydwa wspomnia-
ne receptory uczestniczg w wigzaniu zaréwno HA o duzej
masie czasteczkowej, jak i drobnoczasteczkowych fragmen-
tow tego GAG, cho¢ fragmentacja HA nasila jego zdol-
nos¢ do aktywowania szlakéw przekazywania sygnatéw
[67]. Gl6éwnym dla hialuronianu receptorem powierzchni
komérek jest CD44, transmembranowa glikoproteina, wy-
stgpujaca na powierzchni wigkszosci komérek [10,31,34].
Schemat struktury CD 44 przedstawiono na ryc. 2.

Wiele izoform tej hialadheryny stanowi wyraz réznorod-
nosci funkcji spetnianych przez ,,powierzchniowy” recep-
tor komérkowy [73]. Wykazano, iz CD44 — integralne biat-
ko btonowe, posredniczy w pobudzaniu proceséw adhezji,
agregacji, migracji i proliferacji komérkowej, w angiogene-
zie, w przekazywaniu sygnaléw na szlaku macierz— komor-
ka i komérka—macierz, czy tez w internalizacji i degrada-
cji HA [18,49,51,78,71]. Drugi z wczesniej wymienionych
RHAMM, wiazac w zdecydowanie mniejszym zakresie HA,
wystepuje — podobnie jak CD44 — w wielu izoformach,
cho¢ oprdécz umiejscowienia na powierzchni komorki, gdzie
wystgpujac okreslany jest takze mianem receptora CD168,
cechuje si¢ réwniez wewnatrzkomoérkowym umiejscowie-
niem, wystgpujac w cytosolu, w obrebie cytoszkieletu, oraz
w jadrze [11,45,68,78]. Bialko to posredniczy w migracji
i proliferacji prawidlowych oraz nowotworowych komé-
rek [11,45]. HA wiaze si¢ takze z migdzykomorkowa cza-
steczka adhezyjng — ICAM-1, okreslang réwniez mianem
receptora CD54, a poprzednio mianem metabolicznego
receptora HA, odpowiadajaca gtéwnie za posredniczenie
w aktywacji proceséw zapalnych [78]. Sposréd wielu hiala-
dheryn wiazacych hialuronian, wymieni¢ nalezy takze re-
ceptor LY VE-1, ktérego ekspresja obejmuje wylacznie po-
wierzchni¢ komdrek srédbtonka limfatycznego, a ktéremu
przypisuje si¢ uczestnictwo w procesach degradacji oma-
wianego GAG, a takze w procesach transportu HA z tka-
nek do limfy i w prezentowaniu GAG receptorom CD44
leukocytéw, z nastgpowym nasilaniem transmigracji tych
komorek do limfy [11,51,73]. Inna z hialadheryn powierzch-
ni komérek, tzw. receptor LEC, odpowiadajaca z kolei za

klirens hialuronianu z krazenia, jest umiejscowiona na po-
wierzchni Srédbtonkowych komérek naczyn zatokowych
watroby [36]. Wspomnie¢ nalezy takze o niedawno opisy-
wanej rodzinie receptoréw powierzchni komorek — recep-
torach typu ,,TOLL” z poznanymi dotad dziesigcioma ich
izoformami, ktérym przypisuje si¢ uczestnictwo w pobu-
dzaniu ekspresji interleukiny 8, role w rozpoznawaniu bak-
teryjnych produktéw, takich jak lipopolisacharyd czy fla-
gellina, w rozpoznawaniu sktadnikéw Sciany komoérkowe;j
drozdzy, takich jak zymosan, w rozpoznawaniu wirusowe-
go RNA czy role w patogenezie nowotwordw [14,51,71,78].
Izoforma TOLLA4, oddzialywajac z kwasem hialuronowym,
aktywuje fazg zapalng procesu gojenia, nasilajac biosyn-
tez¢ cytokin prozapalnych [4,14].

Oprocz hialadheryn tkankowych i hialadheryn powierzchni
komorek, w ustroju wystepuja takze hialadheryny umiejsco-
wione wewnatrzkomoérkowo [11]. Ta ostatnia, szczegdlna
lokalizacja receptoréw HA nie budzi juz watpliwosci, od-
kad stwierdzono, iz HA wystgpuje takze i wewnatrz komé-
rek [25]. Wczesniej bowiem powszechnie sadzono, iz kwas
hialuronowy, ze wzgledu na jego ekspansywna, hydrodyna-
miczng strukture, ogromne rozmiary czasteczek i polianio-
nowe wlasciwosci, jest makroczasteczka wylacznie o poza-
komorkowej lokalizacji [25]. Dotad nie jest jednak znane
pochodzenie wewnatrzkomérkowego HA [67]. Obecnosé
hialuronianu w komoérce moze by¢ konsekwencja zacho-
dzacej na drodze receptorowej endocytozy pozakomorko-
wego HA, w przebiegu procesu tkankowej degradacji tego
GAG. Moze tez, co nie wykluczone, by¢ skutkiem poza-
receptorowej, alternatywnej drogi internalizacji HA, lecz
niezwiazanej z katabolizmem tego polisacharydu, a regu-
lacja funkcji jadra, chromosomalng rearanzacja, czy pro-
cesami komoérkowej proliferacji i lokomocji [8,67]. Dos¢
dobrze opisano trzy swoiste receptory wewnatrzkomorko-
we HA, oprécz wewnatrzkomoérkowej izoformy receptora
RHAMM. Sa to receptor CDC37, ktéremu przypisuje si¢
uczestnictwo w regulacji cyklu komérkowego, jak i w regu-
lacji aktywnos$ci komérkowych kinaz, receptor P-32 (zwany
takze HABP-1) o przypisywanej roli w transdukcji sygna-
tu komérkowego i prawdopodobnie w interakcjach jadro-
mitochondria, oraz trzecie biatko — receptor IHABP4, naj-
prawdopodobniej uczestniczacy w wewnatrzkomérkowym
przekaznictwie sygnatéw [11,25].

Doktadna charakterystyka strukturalnej organizacji i biolo-
gicznych aktywnosci, ,,rosnacej” nieustannie rodziny hia-
ladheryn, stanowi przedmiot wyczerpujacych opracowan
przegladowych [11,20,51,71,78].

Na ryc. 3 przedstawiono schemat interakcji hialuronianu
z hialadherynami.

Makroczasteczki kwasu hialuronowego, stanowiacego je-
den z gtéwnych sktadnikéw macierzy pozakomorkowej
tkanek zwierzecych, oddziatuja takze z obecnymi w ma-
cierzy glikoproteinami, takimi jak fibronektyna, lamini-
na oraz z biatkami widknistymi — kolagenem czy elasty-
na [57,73].

B10SYNTEZA HIALURONIANU

Nie tylko hialadheryny posrednicza w interakcji hialuronia-
nu z powierzchnia komoérek [68]. Glikozoaminoglikan ten

654



Olczyk P. i wsp. - Hialuronian - struktura, metabolizm, funkcje i rola w procesach...

Hialuronian
Btona ==t
komarkowa !

Ryc. 3. Schemat interakgji hialuronianu z hialadherynami powierzchni
komérki oraz hialadherynami macierzy pozakomdrkowej [wg 71
zmodyfikowano]

moze by¢ takze ,,zwiazany” z powierzchnig komorki po-
przez transmembranowa interakcje z syntazami haluronia-
nowymi (HAS), cho¢ nieznany jest udziat wspomnianych
interakcji w transdukcji sygnatu, zachodzacej w przypad-
ku oddziatywar hialuronianu z receptorami (hialadhery-
nami) powierzchni komérek [71]. Syntazy hialuronianowe,
scharakteryzowane w ponad 60 lat po odkryciu hialuronia-
nu, bo w drugiej potowie lat dziewigcédziesiatych ub.w., to
glikozylotransferazy, katalizujace biosynteze¢ kwasu hialu-
ronowego, zachodzaca w wewngtrznej powierzchni btony
plazmatycznej komorek bakteryjnych i eukariotycznych
[2,30,33]. Te przezbtonowe bialka enzymatyczne, obej-
muja u ssakéw grupe trzech enzymoéw (HAS-1, HAS-2
i HAS-3). Zawieraja one po dwa enzymatyczne sktadni-
ki, z ktérych pierwszy katalizuje reakcje transglikozylacji
kwasu D-glukuronowego (GlcA), za$ drugi — N-acetylo-
D-glukozoaminy (GlcNAc), z wtasciwych nukleotydowych
prekursoréw, tj. UDP-GIcA i UDP-GIcNAc, przytaczaja
naprzemiennie omawiane podjednostki monosacharydo-
we do redukujacego korica wzrastajacego taricucha hialu-
ronianu [2,55,69].

Wzrastajacy po wewnegtrznej, cytoplazmatycznej stronie
btony komoérkowej, taiicuch HA ulega, od strony nieredu-
kujacego korca, translokacji na zewnatrz btony komoérko-
wej, podczas gdy jego synteza jest nadal kontynuowana
[58,71]. Ten niezwykty, unikalny mechanizm biosyntezy
hialuronianu prowadzi do tworzenia polimeréw o ,,nieogra-
niczonej” niemal dtugosci, a co za tym idzie o ogromnej
masie czasteczkowej, rzedu 107 Da, ktérych wtasciwosci
leza u podstaw wielu swoistych, oméwionych wczesniej,
ich fizjologicznych funkcji w ustroju [67,69]. Ten odmien-
ny od sposobu biosyntezy innych GAG mechanizm spra-
wia takze, iz omawiany biopolimer tworzy okotokomérko-
wa otoczke, wazna chociazby w aspekcie antyoksydacyjnej
funkcji HA, kreujac ponadto okotokomdrkowe srodowisko
0 pozadanym stopniu uwodnienia [40,71,78]. Schemat bio-
syntezy hialuronianu przedstawiono na ryc.4.

Odmienne chromosomalne umiejscowienie genéw koduja-
cych kazdy z trzech izoenzyméw HAS, wiaze si¢ ze zrdz-
nicowana, tkankowo i komdrkowo swoista ekspresja bia-

Hialuronian

K B’r,ona Syntaza hialuronianowa
omorkowa
Bfona
‘ﬁ komérkowa
Biatko requlatorowe
Biatko regulatorowe

Ryc. 4. Biosynteza hialuronianu na wewnetrznej stronie komdrkowej
btony plazmatycznej. HA ulega translokacji na zewnatrz btony
plazmatycznej, podczas gdy jego taricuch zwiazany jest nadal
z syntazg hialuronianow, katalizujaca proces biosyntezy [wg
71 zmodyfikowano]

ek enzymatycznych, zréznicowanym zapotrzebowaniem na
monosacharydowe substraty, z odmiennymi katalitycznymi
wiasciwosciami tych izoenzymdéw i odmienna dtugoscia
finalnego produktu aktywnosci enzymatycznej — polime-
ru HA [26,55,67]. HAS-1 i HAS-3 katalizuja biosynteze
polimeréw o mniejszej dlugosci tancucha, a tym samym
0 mniejszej masie czasteczkowej, wynoszacej odpowied-
nio 2x10°-2x10° Da, w stosunku do produktéw HAS-2,
ktoérych masa czasteczkowa osiaga wartos$¢ przekraczaja-
ca znacznie 2x10° Da [69]. Zwazywszy, iz czasteczki hia-
luronianu o matej masie czasteczkowej efektywniej akty-
wuja procesy wewnatrzkomoérkowej transdukcji sygnatéw
— poprzez hialadheryny powierzchni komoérek, anizeli te
o wigkszej masie, zréznicowana ekspresja syntaz hialuro-
nianowych i regulacja enzymatycznej aktywnosci znajdu-
ja istotne konsekwencje w modulowaniu funkcjonowania
komorki [67]. Wykazano takze, iz poszczegdlne izoenzy-
my HAS przejawiaja rézna szybkos¢ elongacji powstaja-
cego biopolimeru. Lacuchy HA syntetyzowane sa naj-
szybciej przez HAS-1, a najwolniej przez HAS-3 [30].
Sposréd trzech izoenzyméw syntazy hialuronianowej, je-
dynie brak HAS-2, prowadzacy do zaburzen sercowo-na-
czyniowych, okazat si¢ letalny dla mysich ptodéw, podczas
gdy delecja genow HAS-1 i HAS-3 nie prowadzita do za-
burzen w rozwoju embrionalnym [26,31,58]. Funkcje HAS
nie sg jednak w pelni poznane, stanowiac przedmiot pro-
wadzonych badan [30].

DEGRADACIA HIALURONIANU

Integralnym elementem metabolizmu kwasu hialurono-
wego jest jego ustrojowa degradacja. Szybkos¢ kataboli-
zmu HA zalezy od rodzaju tkanki [67]. Okres péttrwania
tego biopolimeru we krwi wynosi od 2—5 min, poprzez
12 godzin w skorze, do 1-3 tygodni w chrzastce 1 70 dni
w ciele szklistym oka [67,69,78]. Wykazano, iz kazdego
dnia, okoto /5 hialuronianu z ludzkiego ustroju jest usu-
wana i zastgpowana nowo zsyntetyzowanymi czastecz-
kami [67]. W procesie katabolizmu HA, czgs¢ tego poli-
meru ulega degradacji in situ, w miejscu jego biosyntezy
i wystgpowania w tkance, pozostata czgs¢ transportowa-
na jest wraz z limfa do weztéw chtonnych i tam degrado-
wana, a nieroztozona w wymienionych strukturach limfa-
tycznych pozostatlos¢ HA dociera do krazenia ogélnego,
z ktérego usuwana jest przez komorki srédbtonkowe na-
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czyn zatokowych watroby, a w minimalnym stopniu elimi-
nowana z ustroju przez nerki [17,67]. W przebiegu odby-
wajacej si¢ miejscowo degradacji, eliminacja HA z tkanek
zachodzi droga receptorowa, giéwnie realizowang za po-
Srednictwem CD44, endocytozy, nierzadko jednak poprze-
dzonej pozakomoérkowa degradacja, katalizowana pozako-
morkowymi hialuronidazami, badz dziataniem reaktywnych
form tlenu (RFT) [67]. W komdrce, HA degradowany jest
w obrebie lizosoméw pod wpltywem hialuronidazy oraz
egzoglikozydaz, takich jak B-glukurnidaza czy hekso-
zoaminidaza [8]. W ustroju ludzkim wystepuje pigc ty-
péw hialuronidaz (HYAL) - HYAL 1, HYAL 2, HYAL 3,
HYAL 4 i PH 20 [16,26]. HYAL 1, umiejscowiona gtow-
nie wewnatrzlizosomalnie, wystgpuje takze i w ptynach
ustrojowych, HYAL 2, umiejscowiona gtéwnie w lizo-
somach, ulega ekspresji takze i na powierzchni komérek,
wiazac si¢ z ta ostatnia poprzez glikozylofostatydyloino-
zytol (GPI), HYAL 3 wystepuje gtéwnie w jadrze i szpiku
kostnym, HYAL 4 w tozysku i komérkach migsni szkiele-
towych, zas PH 20 — ktérej przypisuje si¢ role w procesie
zaptodnienia — zwiazana jest z powierzchnia plemnikow,
poprzez GPI [8,26,35,67]. Na powierzchni blony plemni-
kéw mysich wykazano ponadto istnienie kolejnego typu
hialuronidazy, tj. Hyal 5 [35].

Optimum aktywnosci hialuronidaz przypada na kwasny
przedzial pH, z wyjatkiem izoenzymu PH 20, ktéry wyka-
zuje aktywnos¢ takze i w pH obojetnym [26]. Fizjologiczne
znaczenie obecnosci Hyal 1 w osoczu krwi i moczu nie
jest znane, ze wzgledu na wskazane wczesniej wartosci
optimum pH dla tego enzymu [67]. Wspomnie¢ nalezy
takze o hialuronidazach pochodzenia bakteryjnego, kto-
re odgrywaja rol¢ w rozprzestrzenianiu wspomnianych
mikroorganizméw w obregbie pozakomdrkowej macierzy
[69]. Nie wiadomo jednak, czy produkty tej enzymatycz-
nej, bakteryjnego pochodzenia, degradacji HA, sa zdolne
do odpowiedzi immunologicznej oraz aktywacji proce-
séw sygnalizacyjnych, tak jak to si¢ dzieje w przypad-
ku drobnoczasteczkowych fragmentéw HA, powstatych
pod wptywem hialuronidaz ssakéw [69]. Zwazywszy jed-
nak, iz produktem dziatania hialuronidaz bakteryjnych sa
disacharydy, a produktem degradacji HA pod wptywem
hialuronidaz ssakéw sa heksa- i oktasacharydy i, jak wy-
kazano, fragmenty mniejsze niz szeSciocukrowe nie ge-
neruja transdukcji sygnatéw, najprawdopodobniej hialu-
ronidazy bakteryjne sa pozbawione wspomnianej wyzej
aktywnosci [51,70].

W procesie katabolizmu HA, odbywajacego si¢ w weztach
chtonnych, uczestniczy opisany wyzej receptor LYVE-1,
ktérego ekspresja obejmuje wylacznie powierzchnig ko-
morek §rédblonka limfatycznego, oraz receptor HARE,
okreslany inaczej mianem stabiliny 2, czy FEEL-2, wy-
stgpujacy ponadto na powierzchni Srédbtonkowych ko-
morek naczyn zatokowych watroby, Sledziony, a takze na
powierzchni komérek nabtonkowych rogéwki, soczewki,
brodawek nerkowych, jajowodow oraz komdrek mezen-
chymalnych zastawek serca [23,24,32,67].

Badanie funkcji hialuronianu, ktére rozpocze¢to si¢ wraz
z odkryciem tego glikanu w latach trzydziestych ub.w,
ewoluujace poczatkowo dos¢ wolno, nabrato szczegélnego
tempa w latach dziewigcédziesiatych XX w., kiedy to opisa-
no enzymy syntetyzujace i degradujace HA, a takze i cala

ZAPALENIE
neutrofile
makrofagi, cytokiny

REPLIKACJA | BIOSYNTEZA
biosynteza ECM, epitelializacja, angiogeneza
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FAZY GOJENIA RAN

Ryc. 5. Fazy gojenia ran [wg 19 zmodyfikowano]

game hialadheryn [26,67]. Te ostatnie odkrycia pozwolity
ujawni¢ ogrom funkcji, jakie ten prosty w swej budowie,
weglowodanowy biopolimer, spetnia w ustroju ludzkim od-
grywajac gtéwna role w takich procesach jak rozwdj em-
brionalny, wzrost nowotworow czy gojenie si¢ ran.

HIALURONIAN W NAPRAWIE USZKODZEN TKANKOWYCH

Gojenie si¢ ran jest zlozonym, biologicznym procesem,
polegajacym na zastapieniu uszkodzonej tkanki przez
tkanke nowo utworzona. Proces ten postgpuje poprzez
kolejne cztery fazy: hemostazy, zapalenia, prolifera-
¢ji, inaczej replikacji i biosyntezy, oraz fazy przebudo-
wy, inaczej remodelingu [5,19,77]. Przedostatnia z wy-
mienionych — faza proliferacyjna, obejmuje trzy etapy,
tj. biosynteze sktadnikéw ECM, epitelializacj¢ oraz an-
giogeneze [19].

Wyodregbnienia wspomnianych czterech faz dokonano
z powodow praktycznych, za$ sam podzial ma arbitralny
charakter, bowiem kolejne fazy wzajemnie si¢ ,,naktada-
ja’, gdyz przed zakoriczeniem poprzedniej, rozpoczyna
si¢ faza nastgpna [44]. Fazy gojenia przedstawiono sche-
matycznie na ryc. 5.

Przywrocenie integralnosci tkankowej jest wynikiem inter-
akcji komorek, takich jak ptytki krwi, neutrofile, mono-
cyty/makrofagi, fibroblasty, komoérki srédbtonkowe i ke-
ratynocyty, oraz sktadnikéw pozakomoérkowej macierzy,
takich jak fibronektyna, glikozoaminoglikany, proteogli-
kany, trombospondyna, tenascyna, witronektyna czy kola-
geny [19,43]. Wspomniana interakcja komérek ze sktadni-
kami ECM podlega regulacji biochemicznych mediatoréw,
licznych cytokin i czynnikéw wzrostowych, takich jak po-
chodne kwasu arachidonowego (prostaglandyny i leukotrie-
ny), interleukiny, interferony, TNF-o, PDGF, HGF, FGF,
TGF, czy EGF [22,65]. Pierwsze z wymienionych uczest-
nicza w ksztaltowaniu odpowiedzi zapalnej, a kolejne, tj.
czynniki wzrostowe uczestnicza w kontroli proliferacji,
réznicowania i metabolizmu komorek zaangazowanych
w proces gojenia. Te ostatnie mediatory uczestnicza takze
w regulacji proceséw zapalnych, pehnia role chemotaktycz-
na dla neutrofiléw, monocytéw/makrofagéw, fibroblastéw
i komoérek nabtonkowych (keratynocytéw), stymulujac po-
nadto angiogenezg i tworzenie ECM [65].
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Sktadniki ECM graja istotna role na kazdym etapie pro-
cesu gojenia. Dotyczy to z jednej strony aspektu struktu-
ralno-biomechanicznego omawianego procesu, bowiem
komponenty ECM tworzg ,,rusztowanie” (prowizoryczna
macierz, ziarning, blizng) niezbgdne w procesie napraw-
czym, zapewniajac przy tym strukturalng integralno$¢ ma-
cierzy podczas kazdej fazy gojenia [43]. Z drugiej strony
rola sktadnikéw ECM wiaze si¢ z aspektem czynnoscio-
wym proceséw gojenia, bowiem wspomniane sktadniki
peinia takze funkcje przekazywania sygnatéw w tym dy-
namicznym, interaktywnym ciagu biologicznych reakcji
[15,41]. Wsréd wymienionych komponentéw ECM, naj-
wazniejszym — uczestniczacym aktywnie we wszystkich
fazach gojenia — jest kwas hialuronowy, pelniacy w prze-
biegu omawianego procesu funkcje zaréwno strukturalno-
biomechaniczne jak i regulatorowe [4,14,64]. We wczesnej
fazie gojenia — fazie hemostazy, wielkoczasteczkowy HA
nagromadza si¢ w tozysku rany, a jego czasteczki ulegaja
zwiazaniu z fibryna i fibronektyna, formujac tzw. tymcza-
sowa macierz, utatwiajaca rekrutacje komorek zapalnych
(neutrofiléw, makrofagéw, limfocytéw) oraz fibroblastow
[14,50,56]. Wraz z nastaniem kolejnej fazy gojenia — fazy
zapalenia — uwidoczniajg si¢ kolejne funkcje hialuronianu,
jakie GAG ten pelni w przebiegu opisywanego procesu.

Omawiany GAG, w postaci fragmentéw o matej lub po-
Sredniej masie czasteczkowej, aktywuje faz¢ zapalna, nasi-
lajac biosynteze prozapalnych cytokin: TNF-c, IL-1f czy
IL-8, w nastegpstwie interakcji z receptorem CD44 oraz re-
ceptorem typu TOLL (TLR4) [4,14]. Stymulowane dzia-
taniem TNF-a i IL-1f komorki Srédbtonka naczyn synte-
tyzuja HA, co ulatwia adhezj¢, aktywowanych dziataniem
cytokin, limfocytéw przejawiajacych ekspresje receptora
CD44 [4]. Jednak kwas hialuronowy moze petni¢ funkcje
moderatora fazy zapalnej w nastgpstwie wychwytu wolnych
rodnikéw oraz interakcji z hialadheryna — TSG-6 i inhibi-
torem proteazy surowiczej — lad [4,9]. Interakcje hialuro-
nianu z kompleksem TSG-6/Iol przyczyniaja si¢ do reduk-
¢ji odpowiedzi zapalnej, po czym do stabilizacji ziarniny,
powstajacej w kolejnej fazie procesu gojenia, tj. fazie pro-
liferacyjnej. W omawianym etapie gojenia, HA stymuluje
nie tylko ,,odrywanie” fibroblastéw od macierzy, lecz tak-
ze bezposrednio pobudza mitozeg [4].

Macierz wezesnej ziarniny (do trzeciego dnia od uszkodze-
nia) zawiera duze ilosci kwasu hialuronowego i fibronek-
tyny. Czasteczki HA, cechujace si¢ zdolnoscia do silnego
pecznienia, tworza utkanie utatwiajace naptywajacym ko-
morkom penetracje miejsca rany [38]. Migracja komoérek
W prowizorycznej macierzy wypetniajacej miejsce uszko-
dzenia, jest pobudzana przez hialuronian, w nast¢pstwie
interakcji GAG z hialadherynami — CD44 oraz RHAMM
[4]. Omawiany glikan wptywa ponadto na biosyntez¢ ko-
lagenéw w macierzy wypelniajacej miejsce uszkodze-
nia [52]. Wykazano, iz natywny hialuronian, w postaci
wielkoczasteczkowej, pobudza ekspresj¢ kolagenu typu
III podczas gojenia ptodowego, a u 0s6b dorostych, we
wczesnych etapach naprawy uszkodzen tkankowych [9].
Natomiast, drobnoczasteczkowe fragmenty kwasu hia-
luronowego, utworzone np. z 12 jednostek disacharydo-
wych, nasilaja ekspresj¢ kolagenu typu I — dominujacego
kolagenu skory os6b dorostych, ktérego akumulacja nasi-
lona jest w przebiegu proceséw bliznowacenia czy proce-
séw widknienia [9].

W toku kolejnego etapu fazy proliferacyjnej — epiteliali-
zacji hialuronian, przez interakcje z receptorami CD44
i RHAMM, stymuluje migracje i proliferacje keratynocy-
tow. Zjawiska te sa kluczowe zaréwno w tworzeniu ,,pra-
widltowego” naskdrka, jak i w jego ,,naprawie” [4,52].

Kwas hialuronowy odgrywa takze istotna rol¢ w kolej-
nym etapie fazy proliferacyjnej — angiogenezie [4,52].
Wykazano, iz natywne o duzej masie czasteczkowej, tan-
cuchy HA, przejawiaja dziatanie antyangiogenne [4,9,64].
Natomiast, drobnoczasteczkowe fragmenty HA, takie jak
8-16 disacharydowe oligomery GAG stymuluja powstawa-
nie nowych naczyn krwiono$nych [32]. Wspomniane frag-
menty hialuronianu stymuluja komorki srédbtonkowe w na-
stepstwie wiazania z hialadheryna ICAM-1 [4].

W ostatniej fazie procesu gojenia — fazie remodelingu,
podczas ktérej dochodzi do obkurczania si¢ powierzch-
ni rany oraz dojrzewania ziarniny do postaci blizny,
hialuronian odgrywa takze znaczaca role [5,28,37,62].
Drobnoczasteczkowe bowiem fragmenty HA stymuluja
ekspresje TGF-B1 i -B2, ktdre to w istotny sposéb promu-
ja tworzenie blizny [9]. Wielkoczasteczkowy hialuronian
nasila natomiast ekspresj¢ TGF-B3 — czynnika wzrosto-
wego znaczaco redukujacego proces bliznowacenia [9].
Wykazano, iz zawarto$¢ TGF-3 jest znacznie wigksza
anizeli TGF-B1 czy -B2 w macierzy — w przebiegu goje-
nia ptodowego [9]. Naprawa uszkodzen tkankowych, cha-
rakterystyczna dla plodowego okresu zycia, cechuje si¢
ponadto umiarkowanym nasileniem stanu zapalnego, jak
i mniej nasilonym odktadaniem kolagenéw, przy znacza-
co wyzszej zawartosci hialuronianu w tozysku rany w po-
rownaniu ze zjawiskami wystgpujacymi w okresie poza-
ptodowym.

Jak wykazaty badania doswiadczalne zawartos¢ HA w to-
zysku gojacej si¢ rany ulega zmianom, w miarg progresji
proceséw naprawczych [1,63]. Stwierdzono, iz GAG ten
jest dominujacym glikanem tkanki ziarninujacej, po czym
w kolejnych etapach gojenia jego zawartos¢ stopniowo sig
obniza osiagajac plateau w koncowej fazie omawianego
procesu [1,63].

Podobna tendencje¢ zmian zawartosci HA opisano w goja-
cych sig ranach ludzkiej skéry [14]. Z przytoczonymi wy-
nikami koreluja dane uzyskane przez nas w trakcie oceny
wplywu wybranych lekéw na zawarto§¢ HA w przebiegu
leczenia doswiadczalnych ran oparzeniowych skory swin
rasy biatej zwistouchej. Zastosowanymi w eksperymen-
cie lekami byly s6l srebrowa sulfadiazyny (SSD) — stoso-
wana powszechnie w miejscowym leczeniu oparzeri oraz
preparat propolisowy — Propol T. Przeprowadzone przez
nas badania wykazaly, iz w przebiegu gojenia si¢ oparzen
dochodzi w tozysku rany do wzrostu zawartosci HA, a na-
stgpnie do obnizenia i stabilizacji zawartosci tego glikanu.
Propol T wykazywat przy tym wigksza skutecznos¢, ani-
zeli SSD w pobudzaniu przemian hialuronianu — funda-
mentalnego sktadnika ECM, niezbgdnego w procesie go-
jenia. Potwierdzeniem biochemicznej oceny skutecznosci
dziatania Propolu T byty wyniki oceny klinicznej i histo-
patologicznej [48], jak i mikrobiologicznej [47].

Jak wynika z badain Weindla i wsp., w procesie gojenia
ran wykorzystywane sa takze zmodyfikowane postacie
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HA [78]. Koniugaty zmodyfikowanego chemicznie HA
z atelo-kolagenem, sa uzywane do wytwarzania alloge-
nicznych substytutéw skdry, pozwalajacych na skuteczna
terapi¢ ran oparzeniowych [39]. Duze nadzieje wiaze si¢
ponadto z zastosowaniem opatrunkéw hialuronianowych,
impregnowanych insulinopodobnym czynnikiem wzrosto-
wym, celem przyspieszenia gojenia blony §luzowej zatok
i przeciwdziatania pooperacyjnej adhezji po endoskopo-
wym zabiegu chirurgicznym [54].

PismiENNICTWO

Uposledzone gojenie ran i/lub bliznowacenie, prowadzi do
powaznych probleméw klinicznych, zwigzanych z zaburze-
niem struktury i funkcji narzadéw dotknigtych uszkodze-
niem, a takze do pogorszenia jakosci zycia. Dlatego tez,
wszelkie dziatania prowadzace do skuteczniejszego lecze-
nia ran — w tym ran pooparzeniowych, sa cennym dzia-
faniem, mogacym przynie$S¢ ogromne korzysci, przede
wszystkim chorym [42].
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