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Streszczenie. Aktywacja neutrofili moze by¢ indukowana w drodze reakcji ligandu ze swoistym receptorem.
Pobudzenie receptoréw warunkuje prawidtowy przebieg takich procesoéw, jak: chemotaksja, adherencja, dia-
pedeza, fagocytoza i degranulacja. Niniejsza praca omawia podstawowe zagadnienia dotyczace struktury i
ekspresji receptoréw ludzkich neutrofili oraz ich znaczenie dla funkcji tych komérek.

Summary. Neutrophil activation can be triggered by ligands for specific membrane receptors. These receptors
are involved in some of the functions of the neutrophils such as chemotaxis, aggregation, diapedesis, pha-
gocytosis, degranulation and free radical production. Our review analyzed the structure of the neutrophil surface
receptor molecules and their activation.

WSTEP

Neutrofile stanowigjedng z gtdwnych linii obrony ustroju przeciwko patogenom bak-
teryjnym i grzybiczym [23]. Aby funkcja ta byta w petni sprawnie wykonywana, istnieja
idealnie zharmonizowane z zachodzacymi zmianami biochemicznymi sekwencje kolejno
nastepujacych po sobie czynnosci komorki, z ktorych cze$¢ wymaga wspdtdziatania z
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innymi komponentami uktadu odpornosciowego. Najwazniejsze z tych czynnosci to umie-
jetnos¢ wykrywania gradientu chemotaktycznego, adherencja do powierzchni komarek
$rodbtonka i tkanki tacznej, diapedeza przez Sciany naczyh do miejsca zapalenia, rozpoz-
nanie i fagocytoza opsonizowanych czastek, fuzja ziarnisto$ci lizosomalnych z fagosomem,
a nastepnie destrukcja pochtonietego materiatu zachodzgca w nastepstwie tlenowo-zalez-
nego badz niezaleznego mechanizmu (rys. w zat.) [23, 37].

ZAPALENIE

RYSUNEK. Repertuar funkcji neutrofila w odpowiedzi na czynnik chemotaktyczny generowany w miejscu
zapalenia
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Dla prawidtowego przebiegu wyzej wymienionych funkcji niezbedne sg struktury re-
ceptorowe znajdujgce sie badz na powierzchni lub tez w strukturach wewngtrzkomor-
kowych neutrofila [34, 54]. Badania receptoréw neutrofili dostarczajag nowych danych
przydatnych dla zrozumienia proceséw przekazywania sygnatéw niezbednych dla aktywa-
cji i funkcji komorek. Zdolno$¢ neutrofili do zmiany ekspresji i powinowactwa ich powie-
rzchniowych receptoréw staje sie podstawowym wyktadnikiem aktywacji komorki i
aktualnego stanu jej pobudzenia.

RECEPTORY CHEMOTAKTYCZNE

Neutrofile wedrujg do ognisk zapalnych w odpowiedzi na substancje chemotaktyczne
tam powstajgce. Substancje owe sg wytwarzane przez bakterie (np. formylowane biatka
Sciany komadrkowej), neutrofile lub makrofagi z miejsc zapalnych (LTB4), a takze powstajg
jako skutek aktywacji komplementu (C5a) [23, 37]. Chociaz receptory dla fMLP (patrz
podrozdz. 1), C5a czy LTB4 r6znig sie od siebie, odpowiedz komdrek na kazdy z tych
ligand6w jest podobna: nastepuje aktywacja chemotaksji, wzrost przylegania do $rédbton-
ka, uwolnienie zawartosci ziarnistosci specyficznych i zapoczatkowanie wybuchu oddecho-
wego neutrofila [52].

RECEPTOR DLA N-FORMYL-METHIONYL-LEUCYL-PHENYLALANINY
(fMPL)

N-formylowane oligopeptydy sa grupa chemotaktycznych dla neutrofili czynnikoéw,
ktére poczatkowo izolowano z nadsaczy hodowli bakteryjnych (gtéwnie E. coli). fMLP -
syntetyczny peptyd jest powszechnie uwazany za najlepszego reprezentantajego biologicz-
nych odpowiednikéw [70]. Indukuje on procesy aktywacji neutrofili wykazujac obok in-
dukcji chemotaksji dziatanie na takie funkcje tych kombrek, jak: degranulacja,
generowanie rodnikéw ponadtlenkowych czy uwalnianie metabolitow cyklu przemian
kwasu arachidonowego [70]. Wykazano réwniez, ze fMLP w dawkach dziatajgcych che-
motaktycznie (10-8 M) nasila proces fagocytozy, sekrecje laktoferyny i transkobalaminy z
ziarnistosci wtornych, a takze agregacje i adhezje neutrofili do srédbtonka. Indukowana
przez fMLP odpowiedz neutrofili wykazuje $cistg strukturalno-funkcjonalng wspétzalez-
no$¢. Teza ta zostata potwierdzona przez zastosowanie znakowanego izotopem fMLP w
typowej metodzie polegajacej na ocenie wigzania ligandu przez komérke docelowa oraz
izolacji zwigzanego z btong komoérkowa receptora, co pozwolito na jego doktadniejszg
charakterystyke [2,70].

Wiasciwosci fizyko-chemiczne i ekspresjareceptora dla fMLP sg przedmiotem licznych
doniesieri r6znigcych sie niekiedy nawet podstawowymi danymi zaréwno na temat ekspre-
sji, statej dysocjacji, jak i roznych form powinowactwa. By¢ moze rozbieznosci te wynikaja
z r6znych metod i warunkéw izolacji neutrofili z krwi obwodowej [70]. Wykazano, ze
receptor dla fMLP jest integralnym biatkiem btonowym o masie czasteczkowej 50-70 kDa,
sktadajagcym sie z dwéch form o punktach izoelektrycznych (pi) odpowiednio 6,0 16,5 [2].
Jest glikoproteing zawierajagca dwa N-zwigzane, oligocukrowe taricuchy, ktére po usu-
nieciu powoduja redukcje Mr najpierw do 40-45 kDa, a nastepnie do 33 kDa. W petni
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zdeglikozylowana forma wykazuje roznice w pi w stosunku do formy z komponenta
cukrowa i byé moze jest izoformg receptora o takim samym powinowactwie [2]. Mimo
wczesniej podkreslonych rozbieznosci przyjmuje sie, ze w strukturze btony znajduje sie
okoto 6 x 104 receptoréw i taka sama ilo$¢ rozmieszczona jest takze wewnatrzkomaérkowo
(receptor 50-70 kDa i fragment 24 kDa w ziarnisto$ciach specyficznych, izoforma 33-35
kDa w obrebie aparatu Golgiego). Wspdlnie stanowi to zaledwie 12 x 10~15 g receptoro-
wego biatka jednej komérki. Wiekszos¢ autoréw nie kwestionuje istnienia dwéch form
receptora: o wysokim i niskim powinowactwie i statej rownowagi dysocjacji od 0,0034 do
210 nM [2]. Bardziej szczeg6towe badania struktury receptora dla fMLP wskazuja, ze jego
forma pozbawiona czesci cukrowej (33 kDa), a takze fragment receptora o Mr = 35 kDa
i uzyskany po trawieniu papaing fragment 29-31 kDa maja nie tylko zdolno$¢ do wigzania
ligandu, ale takze same wykazujg dziatanie biologiczne na neutrofile np. uwalniajgc z nich
-glukuronidaze [2].

Potgczenie sie czynnika chemotaktycznego ze specyficznym dla niego receptorem
indukuje szybkie zmiany w cytoszkielecie komorki i jej elementach kurczliwych. Jedng z
najwczesniej obserwowanych zmian morfologicznych jest rozwiniecie sie w ciggu 2-5 s
bogatych w mikrofilamenty pseudopodiéw (podczas adhezji do substratu) lub catkowite
pofatdowanie i pomarszczenie btony komérkowej powodujgce zwiekszenie jej powierzchni
0 ok. 25% (jesli komdrka znajduje sie w zawiesinie). Zmiany te sg SciSle zwigzane z
zachodzaca wowczas polimeryzacja aktyny. Receptory "spoczynkowych" neutrofili sg roz-
mieszczone izotropowo na powierzchni btony komdrkowej. Po przyjeciu i przekazaniu
sygnatu chemotaktycznego dochodzi do modulacji powinowactwa receptoréw i zmian w
ich rozmieszczeniu, co jest wynikiem procesow polaryzacji komorki. Jest to niezbedne dla
ustawienia sie komorki i utrzymywania jej prawidlowego kierunku w strone gradientu
chemotaktycznego [33a]. Zmiana rozmieszczenia receptoréw powierzchniowych i nowych,
przesunietych z puli wewnatrzkomérkowej powoduje zmianeg ksztattu neutrofila. Komorka
ma woéwczas najbardziej wrazliwe na stymulacje pofatdowane czoto, srédregion zawiera-
jacy jadro komadrkowe i majacy najwieksza gestos¢ receptorow i zawezony ogon z poje-
dynczymi receptorami. Tak przygotowany neutrofil jest gotowy do adherencji i lokomocji
[33a].

RECEPTORY DLA LEUKOTRIENOW

Leukotrieny sg metabolitami kwasu arachidonowego powstajgcymi wwyniku 5-lipook-
sygenacji. Po raz pierwszy zostaty wyizolowane z leukocytéw (stad ich nazwa), ale zdolno$é
do ich produkcji maja réwniez erytrocyty, komorki tuczne, piytki krwi. Badania nad
biologiczng rolg leukotrienéw koncentrujg sie na ich potencjalizujgcej roli w astmie i
zapaleniu. LTC4, D4, E4, F4 sg gtdbwnymi sktadowymi substancji wolnoreagujacej w anafi-
laksji [26]. | chociaz nie maja bezposredniego wptywu na funkcje neutrofili, wykazano, ze
sg w stanie zmniejsza¢ adherencje tych ostatnich do syntetycznych powierzchni, a takze
hamowac¢ ich degranulacje i chemotaksje indukowang przez LTB4 [26]. Ten wiasnie
leukotrien spetnia szczeg6lng role w procesie zapalnym, zwfaszcza w etapach zwigzanych
z diapedeza, akumulacja i aktywacja neutrofili. Podstawowa wtasciwoscig LTB4jest silne
dziatanie chemotaktyczne na neutrofile. Donaczyniowe podanie krolikowi tego leukotrie-
nu indukuje szybka, odwracalng neutropenie spowodowang wzrostem przylegania neutro-
fili do endotelium poprzedzajagcym diapedeze przez $ciane naczyn [7, 28]. Podobnie jak
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inne czynniki chemotaktyczne (np. C5a) LTB4jest w stanie aktywowac sekrecje enzymow
lizosomalnych z neutrofili, jak réwniez wzmagac produkcje i wydzielanie aniondw ponad-
tlenkowych i H202. Z drugiej strony inne mediatory procesu zapalnego, takie jak fMLP
czy PAF (patrz podrozdz. trzeci) nasilajg wydzielanie LTB4 przez granulocyty [7, 26].

Leukotrieny majg zdolno$¢ wptywania na funkcje i stan czynnosciowy neutrofili dzieki
obecnosci na tych komoérkach specyficznych receptoréw. Wykazano istnienie dwéch po-
pulacji receptoréw dla LTB4 o r6znym powinowactwie [26, 28]. Receptor o wysokim
powinowactwie, gestosci 4400/komérke i Kd = 0,4 nM zwigzany jest z frakcjg btonowg
granulocytéw, a pobudzany przez nanomolarne stezenia LTB4. Jego pobudzanie nasila
chemotaksje i adherencje granulocytdw, a procesowi temu towarzysza zmiany w poziomie
wewnatrzkomérkowego Ca2+. Procesy degranulacji, sekrecji enzymdw lizosomalnych i
generowania ponadtlenkdéw warunkowane sg pobudzeniem receptoréw o niskim powino-
wactwie wystepujacych w ilosci 270 000/komorke. Sa to biatka o Mr = 60 kDa i Kd = 61
nM. Receptory o wysokim powinowactwie stanowig kompleks takiego wtasnie biatka o Mr
= 60 kDa zwigzanego z nukleotydem quaninowym o Mr = 40 kDa [28]. Wykazano ujemng
kooperatywnos$¢ pomiedzy ekspresja receptora o duzym powinowactwie a metabolizmem
LTB4 w cytoplazmie.

Obok omawianych wyzej receptorow dla LTB4 udato sie wykazac takze istnienie na
powierzchni neutrofili receptordw dla LTC4wystepujacych w ilosci 11000/komérke i o Kd
= 34,3 nM. Trzecia cze$¢ tych receptoréw zwigzana jest z strukturami btonowymi,
pozostata cze$¢ z ziarnistosciami lizosomalnymi. Receptory te warunkujg rozpoznanie
przez neutrofile specyficznych sygnatéw pochodzacych z innych komérek zdolnych do
modyfikowania ich funkcji [4],

RECEPTOR DLA CZYNNIKA AKTYWUJACEGO PLYTKI (PAF)

Czynnik aktywujacy plytki jest fosfolipidem zdolnym do wywierania efektu biologicz-
nego w dawkach subnanomolarnych. Szczegdlnie silnie wptywa na wzrost wydzielania
przez leukocyty i ptytki mediatoréw zapalenia, takich jak: proteazy, histamina, serotonina,
pochodne kwasu arachidonowego [6]. Oddziatuje takze na funkcje neutrofili aktywujgc ich
chemotaksje, adherencje, produkcje rodnikdw ponadtlenkowych i wydzielanie enzyméw
[73]. Z kolei neutrofile po stymulacji zymosanem, C5a lub fMLP produkujg aktywny
biologicznie PAF [6]. Nie jest on magazynowany w neutrofilach w postaci aktywnego
fosfolipidu, ale bardzo szybko dochodzi do jego syntezy po stymulacji komorki.

Neutrofile nie tylko syntetyzujg PAF, ale majg swoiste dla niego receptory, poprzez
ktore wptywa on na ich funkcje. Wykazano istnienie dwéch typow receptora dla PAF: o
duzym i matym powinowactwie. Typ receptoréw o duzym powinowactwie i Kd = 0,11 nM
wystepuje w ilosci ok. 5x106 na komdrce. Receptory te sg specyficzne dla fosfolipidéw
(zawierajacych jedno z dwdch wigzan kowalencyjnych a) oraz dla krétkiego taiicucha R
kwaséw ttuszczowych i nie wykazujg stereospecyficznosci [73]. Tym tlumaczy sie, ze inne
czynniki chemotaktyczne (fMLP, C5a, LTB4) w optymalnych dawkach hamujg wigzanie
znakowanego izotopem czynnika aktywujgcego ptytki z neutrofilami. Drugi typ receptoréow
dla PAF o niskim powinowactwie, ale wiekszej zdolnosci faczenia sie z ligandem wykazuje
odmienny niz inne receptory system przenoszenia aktywnosci biologicznej czynnika do
struktur subkomorkowych neutrofili. Nie wyklucza sie takze istnienia swoistego dla PAF
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systemu biatek transportowych odpowiedzialnych za transport i sekwestracje czynnika w
btonach subkomérkowych.

RECEPTOR DLA SKLADOWEJ C5a DOPELNIACZA

Cbhajest polipeptydem sktadajacym sie z 74 aminokwaséw. Ma dziatanie anafilotoksyny,
zapoczatkowuje proces zapalny i bierze udziat wjego przebiegu prowadzac do degranu-
lacji komdrek tucznych i bazofili. Duze ilosci C5a powstajg w przebiegu alternatywnej
aktywacji dopetniacza wywotanej np. hemodializg, urazem, zapaleniem trzustki. C5a wy-
kazuje silne wkasciwosci chemotaktyczne w stosunku do neutrofili. Obecno$é specyficzne-
go receptora dla C5a na neutrofilach wykazano juz w latach siedemdziesigtych. Jest to
biatko o Mr = 40-80 kDa i statej dysocjacji ok. 2 nM w 0°C wystepujace w ilosci 100-300
tysiecy na komérce [30]. W 37°C kompleks C5a-receptor ulega szybkiej internalizacji [11].

RECEPTORY DLA CYTOKIN

Badania kilku ostatnich lat wykazaty, ze liczne cytokiny majace podstawowe znaczenie
dla odpowiedzi immunologicznej sa silnymi aktywatorami dojrzatych granulocytéw. IL-1,
TNF, G-CSF, GM-CSF czy IFN-t moga by¢ uwalnianie in vivo w odpowiedzi na infekcje
bakteryjna lub zapalenie i wspétuczestnicza nie tylko w obronie gospodarza przeciwko
atakujgcym mikroorganizmom, ale takze posrednio poprzez wptyw na niektdre funkcje
neutrofili biorg udziat w procesach destrukcji tkanek.

RECEPTOR DLA INTERLEUKINY 1

Interleukina 1 (IL-1), polipeptyd o masie 14-17 kDa jest syntetyzowany i wydzielany
przez makrofagi oraz prawdopodobnie inne komorki znajdujace sie w miejscach zapalnych
[53, 65], m.in. neutrofile majg wykazywa¢ zdolnos¢ do produkcji form a i B tej cytokiny
[27].

Obiektem zainteresowan szeregu laboratoriow jest wptyw IL-1 na neutrofile. Ustalono,
ze oczyszczona ludzka IL-1 stymuluje uwalnianie enzymoéw z ziarnistosci specyficznych i
produkcje ponadtlenkéw [65]. Wykazano takze jej dziatanie chemotaktyczne. Rozbiezne
sg doniesienia na temat wptywu rekombinatéw IL-1 (rIL-1) na funkcje neutrofili. Obok
doniesien o braku jakiegokolwiek wptywu istniejg dobrze udokumentowane prace, ktére
wykazujg dziatanie chemotaktyczne (0,1-10 ng/ml), synergizm z opsonizowanym zymosa-
nem w indukcji produkcji 07 czy selektywna degranulacje ziarnistosci specyficznych.
Warto tu rowniez wspomnieé, ze iniekcja rlL-1 u zwierzat dosSwiadczalnych doprowadza
do gromadzenia neutrofili w miejscu iniekcji.

Udowodniono, ze neutrofile majg receptory o wysokim powinowactwie dla riL-1-a [48,
53]. Receptory te moga wiazac zaréwno forme alfa, jak ibeta [48]. Wiazanie tego receptora
jest szybkie: 50% maksymalnego wysycenia wystepuje juz po 20 min. Gesto$¢ receptora
ustalono na 700-900/komorke, Kd = 0,28 nM [48, 53]. Masa czgsteczkowa receptora dla
IL-1 na ludzkich neutrofilach miesci sie w granicach 60-70 kDa [53]. Badania autoradio-
graficzne wskazuja na jego lokalizacje w jadrze komorki (podobnie jak w limfocytach T),
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co jest dos¢ intrygujaca obserwacja, zwihaszcza ze neutrofil jest komérkg o ostatecznym
zréznicowaniu [53].

RECEPTORY DLA INTERLEUKINY-8 (11-8)

Nowo opisana cytokina 11-8 (MDNCF, MONAP, NAP-1) wyizolowana zostata z mono-
cytow traktowanych lipopolisacharydem (LPS). Mase czasteczkowg okre$lono na 8000
daltonéw. TNF i 11-1 sg silnymi stymulatorami jej produkcji. Jak wykazano, opré6cz mono-
cytéw zdolnos¢ do jej uwalniania majg réwniez komorki srddbtonkowe, fibroblasty i
makrofagi ptucne [3]. Interleukina 8 wykazuje silng aktywno$¢ chemotaktyczng dla neu-
trofili, powoduje takze uwalnianie enzyméw lizosomalnych i indukcje wybuchu odde-
chowego. Rekombinowany i syntetyczny odpowiednik wykazujg identyczng aktywno$é
biologiczng [3].

Receptory dla 11-8 zlokalizowano na ludzkich neutrofilach, a takze komarkach takich
linii, jak: U937, THP-1, HL-60. Dane co do gestosci i powinowactwa receptora sg roz-
biezne, co wynika najprawdopodobniej z réznic w zastosowanych technikach. Jedna z grup
badawczych okre$la mase receptora na 58 kDa. Komdrka ma ok. 75 000 miejsc receptoro-
wych wykazujacych duze powinowactwo (Kd = 4 nM). Inne dane wykazujg zblizone
parametry charakteryzujgce receptor dla 11-8 (Kd = 0,8 nM, gestos¢ 20 000/komérke) badz
tez istnienie receptoréw o duzym (Kd = 750 pM i gesto$¢ 34 000) i niskim powinowactwie
(Kd = 19 pM, gesto$¢ 5200) wraz z mechanizmem wiasnej autoregulacji gestosci miejsc
receptorowych [57].

RECEPTOR DLA TNF- a

Czynnik indukujacy krwotoczng martwice guza (tumor necrosis factor, kachektyna,
TNF) jest proteing o Mr = 17 kDa produkowang i wydzielang przez aktywowane endo-
toksyng monocyty i makrofagi, wykazujaca takze wptyw na funkcje komérek prawidtowych
[61]. Mimo obiecujacych wynikdw w badaniach in vivo cytostatyczny i cytotoksyczny wptyw
TNF na wiele linii nowotworowych nie zawsze udaje sie wykaza¢ in vitro, wigczajac w to i
te komorki, ktére sg wrazliwe in vivo. Sugeruje to, ze mechanizm dziatania TNF polega na
indukowaniu innych czynnikdéw bgdz komorek [62]. Poniewaz neutrofile inkubowane z
TNF okazuja sie by¢ wysoce cytostatyczne i cytotoksyczne dla wielu linii nowotworowych,
kooperacja tych komorek z TNF staje sie przedmiotem badan wielu wyspecjalizowanych
osrodkéw [62]. Wykazano, ze TNF stymuluje adherencje, fagocytoze, powoduje wzrost
producji aniondw nadtlenkowych [47], a takze degranulacje ziarnistosci specyficznych nie
wplywajac na uwalnianie zawartosci ziarnistosci pierwotnych [19]. Niekt6érzy uwazaja, ze
ma zdolno$¢ do indukcji selektywnej sekrecji laktoferyny z ziarnistosci specyficznych [55].
TNF dziata hamujgco na proces migracji neutrofili pod wptywem gradientu fMLP [19].
Pod wptywem tej cytokiny neutrofile wykazujg zwiekszong ekspresje receptoréw CR3,
CR1ip.150,95 (CR4) (patrz podrozdz.l rozdz. 5), co zwigzane jest ze wzrostem ich syntezy
i mobilizacjg z puli wewnatrzkomérkowej do powierzchni komorki [51].

TNF-a wptywa na funkcje komérek przez faczenie sie ze specyficznym dla siebie
receptorem na ich powierzchni ulegajgc nastepnie szybkiej endocytozie i degradacji we
wnetrzu komorki. Sposrod komérek uktadu krwiotwoérczego neutrofile majg najwiecej
receptordw dla tej cytokiny [61]. 110$¢ receptoréw najednym neutrofilu ocenia si¢ na 6000,
2200 lub 1200, a state dysocjacji odpowiednio 1,37 nM, 2xIO_10M i 4,9xI0_10M (zaleznie
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od zrodfa) [51, 61]. R6znice wynikajg z zastosowania naturalnego lub uzyskanego droga
rekombinacji czynnika. Receptor o wysokim powinowactwie jest wspdlny dla TNF-a i
TNF-R [1], co nie jest dziwne bioragc pod uwage 30% homologii sekwencji aminokwasowej
i podobny, cho¢ stabiej wyrazony przez TNF-B wptyw na funkcje neutrofili [19].

RECEPTOR DLA G-CSFI GM-CSF

Dziatanie tych cytokin (hormonéw) polega przede wszystkim na regulowaniu hemo-
poezy. Odbywa sie to poprzez wzajemne potegowanie si¢ proceséw zwigzanch z wybidr-
czym zanikaniem i pojawianiem sie nowych receptoréw. RO6znicowanie sie komorki
wielopotencjalnej w kierunku erytro- i megakariopoezy wigze sie z zanikaniem receptorow
dla GM-CSF [10]. Réznicowanie w kierunku granulo- i makrofagopoezy wigze sie z kolei
ze wzrostem ekspresji receptoréw dla GM-CSF, a nastepnie z pojawieniem sie receptora
dla uktadu makrofagéw M-CSF lub granulocytow G-CSF [13].

Poza funkcjami hemopoetycznymi GM-CSF i G-CSF stymulujg niektére funkcje doj-
rzatych neutrofili, eozynofili i makrofagéw zmniejszajac ich zdolnos¢ do migracji, a pobu-
dzajac: aktywnos¢ fagocytarng, ADCC, metabolizm tlenowy komérki oraz wptywajg na
ekspresje niektorych receptoréw powierzchniowych, np. CDIIb, co potencjalizuje agre-
gacje neutrofili [13, 44, 46]. Cytokiny te potegujg takze synteze niektorych biologicznie
aktywnych metabolitéw [68]. W wymienionych procesach wiekszg aktywno$¢ notuje sie w
stosunku do GM-CSF. Moze on by¢ syntetyzowany w miejscu zapalenia wskutek pobu-
dzenia tkankowych makrofagéw do produkcji TNF i IL-1, kt6re nasilajgjego synteze [46].
Tak uyindukowany GM-CSF wptywa na migrujgce neutrofile zatrzymujac je w ognisku
zapalnym. Wzmagajac proliferacje komdrek hemopoetycznych pnia prowadzi jednoczes-
nie do wzrostu produkcji dalszych granulocytéw i makrofagéw niezbednych do zwalczenia
infekcji [45]. Wykazano takze, iz GM-CSF moze wplywac na synteze wewngtrzkomorkowag
i indukcje sekrecji G-CSF przez neutrofile, co droga autoregulacji moze oddziatywac na
wielko$¢ puli odpowiednich progenitoréw [44],

Na krazacych neutrofilach wykazano obecnosc¢ receptora dla G-CSF o wysokim powi-
nowactwie. Jest to jednotanicuchowe biatko o Mr 150 kDa i statej dysocjacji 250 pM.
Pojedyncza komdrka wykazuje obecnos¢ ok. 560 receptorow [72].

Najbardziej zréznicowane neutrofile szpikowe i te znajdujace sie we krwi obowodowej
majg podobng ekspresje receptora dla GM-CSF [15]. Jest to jeden typ o wysokim powino-
wactwie (Kd ~ 37-51 pM) zajmujacy 300-1000 miejsc na komdérce. Mr ustalono na ok. 84
kDa. 1lo$¢ receptoréw na komarkach linii HL-60, ktéra odpowiada koficowo zréznicowa-
nym neutrofilom, wzrasta do 10 razy pod wptywem DMSO z wartosci wyjSciowych 20
-450/komorke [15]. Poniewaz istnienie receptora dla GM-CSF stwierdza sie na komérkach
wielu linii biataczkowych, dalsza jego molekularna charakterystyka moze prowadzi¢ do
zrozumienia roli tej cytokiny w patogenezie procesow rozrostowych.

RECEPTOR DLA FRAGMENTU Fc IMMUNOGLOBULINY G

Receptor Fc dla IgG (FctR) pojawia sie na neutrofilach juz we wczesnych stadiach ich
réznicowania (promielocyty) [25]. Receptor ten odgrywa niezwykle istotng role w usuwa-
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niu optaszczonych przeciwciatem czynnikéw infekcyjnych, co czyni go niezbednym w
procesach fagocytozy. Innajego rola wigze sie z mechanizmami obrony przed komdrkami
nowotworowymi, bowiem cytotoksycznos$¢ zalezna od przeciwciat (ADCC) wymaga roz-
poznania opfaszczonego przeciwciatem celu przez receptor Fc na komoérce efektorowe;j.
Uzyskano przeciwciata monoklonalne skierowane przeciwko FctR na ludzkich krwinkach
biatych, co pozwolito udowodni¢ heterogennos$¢ receptora Fc i wykaza¢ istnienie jego
trzech form réznigcych sie od siebie masa czasteczkowa, sitg ekspresji i rola w procesach
odpornosciowych [18,49]. Neutrofile wykazuja ekspresje kazdego z trzech typéw receptora
Fc (tab. 1), ale warto dodac, ze posiadanie receptoréw Fc pozwala wykaza¢ heterogennos¢
tych komérek korelujgcg z ich stanem czynno$ciowym [69].

TABELA 1. Receptory dla fragmentu Fc immunoglobuliny G na komérkach krwi

Receptor Mr(kDa) CD MoAb Dystrybucja
FctRI 70 - mAb32, 22,197 monocyty, makrofagi, neutrofile + IFNT,
linie mieloidalne

FctRIl 40 CDw32 KuFc79,2E1 monocyty, makrofagi, neutrofile,
C1KM5 phytki, eozynofile, limf. B
FctRIII 55-70 CD16 3G8, VEP13 neutrofile, LGL/NK eozynofile, makrofagi

RECEPTOR FctRI

Receptor ten jest glikoproteing o masie czagsteczkowej 70 kDa. Jako jedyny z trzech
receptoréw Fc ma wysokie powinowactwo dla wigzania monowalentnej IgG. Statg dyso-
cjacji ustalono na 10' -10'9dla ludzkiej IgGi i 1IgG2[33]. Trudno okresli¢ jest ilos¢ miejsc
receptorowych na komérkach, poniewaz zalezy ona od warunkdw izolacji komorek i ich
hodowli, obecnosci IgG oraz naturalnych cytokin, ktérych dziataniu komérki byty pod-
dane in vivo badz in vitro. W przeciwienistwie do duzych ilosci receptorow FctR1 znajdu-
jacych sie na makrofagach i monocytach, swiezo izolowane neutrofile majg ich nie wiecej
niz 1000 najednej komorce [33]. Interesujgca jest informacja, ze po 18-godzinnej inkubacji
neutrofili zinterferonem + (400 U/ml) liczbareceptoréw FctR1 wzrasta pie¢ do dwudziestu
razy osiggajac wartosci 5000-20000 na komérce [18,49]. Efektu takiego nie obserwowano
pod wptywem takich cytokin, jak: TNF, GM-CSF, G-CSF, IL-1, IL-2, IL-3, IL-6.

RECEPTOR FctRII

Receptor, okreslany antygenem réznicowania CDw32, jest glikoproteing o Mr = 40
kDa. Wykazano istnienie jego dwéch form, a przy zastosowaniu klonowania cDNA nawet
trzech subtypdw, z ktérych wszystkie zajmujg identyczny zewnatrzkomérkowy, ale rézny
cytoplazmatyczny region [18]. Wszystkie te formy majg stabe powinowactwo do monowa-
letnej 1gGi. Gestos¢ tego receptora na komdrce jest znacznie wigksza niz FCtRI i wynosi
30000 do 60000 na komdrce nie zmieniajac sie po inkubacji z cytokinami [31].

RECEPTOR FetRIII (FcRio)

Receptor, okreslany antygenem roznicowania jako CD16, jest glikoproteing o Mr =
55-70 kDa, ma niskie powinowactwo do monomerycznej 1gG. Badania z cDNA dla
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FctR 111 wskazuja, ze struktury biatkowe receptora sg zwigzane z btong neutrofila poprzez
glikan fosfatydyloinozytolu (P1G) [63]. W dalszych badaniach wykazano takze strukturalny
polimorfizm i istnienie dwdch allotypowych form receptora na neutrofilach. Bardzo
charakterystyczne sg réznice w ekspresji tego receptora, gdyz neutrofile wykazujg obec-
no$¢ 100-200 tys. molekut na powierzchni komdrki, podczas gdy monocyty nawet do 200
razy mniej [12].

RECEPTORY ADHEZYJNE

Zdolnos¢ neutrofili do formowania agregatéw i adhezji do komérek endotelium jest
niezbedna dla migracji, diapedezy i fagocytozy. Bez prawidtowej adhezji komorki do
komarki i komoérek do endotelium nie istniatyby warunki dla prawidtowego przebiegu
procesu zapalnego. Adherencja neutrofili do srodbtonka jest warunkowana mechanizma-
mi zaleznymi od $rédbtonka i mechanizmami zwigzanymi ze strukturami granulocytarny-
mi. Mechanizmy zalezne od $rédbtonka to gtéwnie indukcja przez trombine, leukotrieny
czy TNF lub LPS ekspresji powierzchniowych czasteczek, tzw. E-LAM {endothelial-leu-
kocyte adhesion molecules) [16, 66]. Mechanizm zalezny od neutrofili to wspdétdziatanie
niektérych czynnikéw biatkowych (np. TNF, PAF) z powierzchniowymi czasteczkami
komorki.

KOMPLEKS CD11/CD18 (Leu-CAM)

Na powierzchni neutrofili wykazano istnienie grupy trzech glikoprotein powigzanych
ze sobg strukturalnie i funkcjonalnie (tab. 2).

Zalicza sie do nich receptor dla iC3b komplementu - CR3 (CDIIb), receptor LFA-1
{lymphocyte function-associated antigen) (CDla) i glikoproteiny okreslanej jako p150,95
(CDllc) [34,54]. Poniewaz wszystkie trzy struktury sg niezbedne w procesach adherencji

TABELA 2. Wsp6tzalezno$ci pomiedzy receptorami adhezyjnymi kompleksu CD11/CD18
a funkcja i rodzajem komorek, na ktérych wystepujg

Receptor MoAb CD Funkcja Komorki
LFA-1 TS1/22, LI, CDIlla/CD18  proliferacja kom. T/monocyty
1B4,60.3 (Leu-CAMa) prod. Iginvitro kom. T iB
konjugaty CTL, LGL/monocyty
adherencja limf./monocyty, neutrofile
agregacja aktyw. limf. T i B, monocyty
CR3 Mac-1, Mol, CDIIb/CD18 adherencja granulocyty
OKM-1, (Leu-CAMb)  agregacja neutrofile
chemotaksja neutrofile
ADCC neutrofile, monocyty, LGL
fagocytoza neutrofile/monocyty
pl50/95 Ki-MlI CD11C/CD18  adherencja monocyty/neutrofile
(CR4) (Leu-CAMc)

chemotaksja monocyty?
liza komérek CTL/LGL?
fagocytoza makrofagi/monocyty?
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awystepujgwspolnie na krwinkach biatych, okresla sieje jako kompleks adhezyjny krwinek
biatych CD 11/18 {Leukocyte Adhesion Complex). CR3 i pl50,95 sg obecne na powierzchni
neutrofili i monocytéw, LFA-1 udaje sie wykaza¢ na powierzchni neutrofili, monocytéw,
limfocytow T i B oraz komorkach NK [54]. Wszystkie te trzy struktury sktadaja sie z dwu
niekowalencyjnie sprzezonych ze sobg taricuchow glikoproteinowych. Mniejszy tancuch
beta 0 masie 95 kDa (CD 18) jest strukturalnie identyczny dla wszystkich trzech determinat
antygenowych. £ancuch alfajest rézny (CDII a, b, ¢), ajego masy czasteczkowe wynosza
odpowiednio 165 kDa dla CR3, 177 kDa dla LFA-1 i 150 kDa dla pl50,95. Badania nad
ich biosyntezg wykazaly, ze tafcuchy beta i alfa sg syntetyzowane oddzielnie, nastepnie
glikozylowane i wigczane razem do powierzchni btony komérkowej [34, 54].

Radioimmunologiczne metody oznaczania ilosciowego wykazuja, ze neutrofil ma ok.
65 000 molekut CR3, 9000 molekut LFA-1 i 7000 molekut pl50,95 [34, 54]. Badania
ultrastrukturalne wykazaty, ze receptor dla CR3 jest magazynowany w ziarnistosciach
specyficznych, stosunkowo blisko powierzchni btony komoérkowej i stymulacja komérki
przez czynniki chemotaktyczne, zwigzki forbolu (PMA) lub nawet warunki izolacji powo-
dujg szybki, 10- 20-krotny wzrost ekspresji receptora na powierzchni komorki.

Adherencja neutrofili do srédbtonka naczyniowego moze zachodzi¢ zaleznie od neu-
trofili lub zaleznie od $rédbtonka. Adhezja zalezna od neutrofili ma miejsce wéwczas, gdy
poddane sg one stymulacji fMLP lub cytokinami. Ten typ adhezji warunkowany jest
interakcjg miedzy CDIlIb/CD18 z ligandem na powierzchni komérek endotelium ICAM-1
{intracellular adherence molecule-1), ktéry pierwotnie zidentyfikowano jako ligand dla
LFA-1 [16, 66]. Wykazano w tym typie adherencji wzrost ekspresji CR3 i pl50,95 pod
wptywem stymulacji PAF i fMLP. Drugi typ adhezji obejmuje szybkie, niezalezne od
syntezy biatka wzmozenie ekspresji powierzchniowych adhezyjnych czasteczek na komor-
kach srédbtonka indukowane przez trombine i leukotrieny oraz $wiezo syntetyzowanych
protein po stymulacji LPS i cytokinami [5]. Zachodzaca woéwczas adhezja neutrofili jest w
czesci zalezna od kompleksu CDII/CD 18, podczas gdy adhezja indukowana aktywacjg
Srddbtonka przez trombine nie zalezy od tego kompleksu [16]. Opisywane procesy adhezji
mimo intensywnych badan sg zjawiskiem nie do kofca wyjasnionym .

RECEPTOR DLA FIBRONEKTYNY

Fibronektyna (Fn) jest adhezyjng makroglikoproteing o masie czasteczkowej 440 kDa,
wystepujaca w osoczu krwi, zrebie tkanki tagcznej i powierzchni niektérych komérek. Mimo
ze nie okreslono doktadnie charakteru i natury receptora dla fibronektyny na neutrofilach,
istniejg niezaprzeczalne dowody najego obecnos¢. Wiadomo, ze komdrkowy receptor dla
fibronektyny rozpoznaje (niezaleznie od rodzaju komarki, na ktorej sie znajduje) ten sam
obszar w czasteczce fibronektyny sktadajgcej sie z sekwencji Arg-Gly-Asp-Ser [74]. Wy-
kazano, ze neutrofile majg zdolnos¢ do produkcji Fn. Jest ona produkowana przez doj-
rzewajagce komorki, a magazynowana w blonie komdérkowej i strukturach
wewnatrzkomoérkowych. Dojrzate neutrofile nie syntetyzujg Fn, a mogaja jedynie wydzie-
la¢ do srodowiska. Sekrecja ta wzrasta po stymulacji komérek fMLP i osigga maksimum
po lgodzinie [39]. Fn obok amyloidu P i laminyjest gtdwng sktadowg tzw. zewngtrzkomar-
kowej matriks i odgrywa wazng role w procesie fagocytozy i adhezji neutrofili [8]. Adhezja
neutrofili stymulowanych fMLP ulega zahamowaniu pod wptywem przeciwciat monoklo-
nalnych przeciwko osoczowej Fn. Fn odgrywa takze zasadniczg role przy potencjalizacji
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fagocytozy, ale dopiero wowczas, gdy neutrofile po stymulacji fMLP lub C5a wejdg z nig
w interakcje. Molekularny mechanizm warunkujacy wzrost fagocytozy pod wplywem
fibronektyny, wymagajacy uprzedniej stymulacji fMLP lub C5a, nie jest jasny [8].

RECEPTOR DLA LAMININY

Jednym z czynnikdw warunkujgcych proces adhezji indukowanych PMA lub fMLP
neutrofili do bton podstawnych innych komorek jest ich interakcja z lamining. Jest ona
glikoproteing o masie czasteczkowej 800-1000 kDa, wystepujacg w podstawie wszystkich
bton komérkowych [71]. Ma ona funkcjonalng i strukturalng zdolno$¢ do wigzania sie z
innymi kompleksami zewngtrzkomoérkowej matriks, a takze z receptorami powierzchnio-
wymi komérek, takich jak: komorki ludzkiego raka sutka, komorki czerniaka. Receptor dla
lamininy na tych komarkach jest biatkiem o Mr = 68-72 kDa. Istnieje takze bakteryjny
receptor dla lamininy o Mr = 50 kDa [36]. Wykazano, ze takze neutrofile majg swoisty
dla lamininy receptor, ktérego ekspresja na ich powierzchni ujawnia sie po stymulacji
komorek duzymi dawkami (sekrecyjnymi) fMLP lub PMA. W niepobudzonych neutrofi-
lach receptor ten, bedacy biatkiem o Mr = 68 kDa jest magazynowany w ziarnisto$ciach
specyficznych, a pod wptywem stymulacji ulega przemieszczeniu do powierzchni komaorki
[75].

RECEPTORY STYMULUJACE CYKLAZE ADENYLOWA

RECEPTORY ADRENERGICZNE

Katecholaminy: norepinefryna i epinefryna regulujg wiele fizjologicznych zjawisk w
organizmie ludzkim. Odpowiedz na katecholaminy jest regulowana przez ich wigzanie sie
na komorkach efektorowych ze specyficznymi miejscami receptorowymi (receptorami
adrenergicznymi), ktére sa odpowiedzialne za zapoczatkowanie dekodowania informacji
ptynacej do komoérki [41, 42]. Badania z uzyciem znakowanych izotopami agonistow i
antagonistow katecholamin pozwolity ustali¢ cztery typy receptoréw adrenergicznych, a
mianowicie al, a2 i aktywujace cyklaze adenylowa BI, B2 [41]. Wérdd komorek krwi
receptory a2 znajdujg sie gtéwnie na ptytkach krwi, natomiast receptory 2 zlokalizowane
sawylacznie na limfocytach igranulocytach [41,42]. Gestos¢ receptoréwR2 na neutrofilach
wynosi 1000 do 2000/komorke. Liczba ich zmienia sie wraz z wiekiem, a takze w przebiegu
kuracji hormonalnej lub w niektérych stanach chorobowych [67]. Stymulacja poprzez
receptory B-adrenergiczne powoduje zahamowanie uwalniania enzymow lizosomalnych i
produkcje ponadtlenkéw w odpowiedzi na fMLP, a stosowanie antagonistéw tych recep-
toréw powoduje wzmozenie spontanicznej migracji i chemotaksji [42,67], Poniewaz samo
cAMP wykazuje hamujacy wptyw na adherencje i migracje neutrofili, byé moze opisane
wyzej efekty uwarunkowane sa przez kinaze biatkowa zalezng od c-AMP.

RECEPTORY DLA ADENOZYNY

Adenozyna ijej nukleotydowe pochodne wykazujg szerokie spektrum fizjologicznego
oddziatywania na liczne tkanki m.in. miesnidwke gtadka, naczynia wienicowe, hepatocyty,
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neurony czy adipocyty. Dziatanie to zachodzi dzieki obecnosci na komérkach efektoro-
wych receptoréw Al i A2 dla adenozyny, z ktérych pierwszy w przeciwienstwie do A2 ma
wysokie powinowactwo do substratu i powoduje hamowanie cyklazy adenylowej i wew-
natrzkomorkowego cAMP [40, 58]. Zwigzki te znajduja sie w do$¢ duzych iloSciach w
miejscach zapalnych jako wynik aktywacji ptytek krwi lub uwalniania z uszkodzonych
tkanek. Mogg tu wptywaé na funkcje neutrofili hamujgc ich zdolno$¢ do produkcji O2
indukowanej przez fMLP. Nie wptywajg natomiast w wiekszym stopniu na ich degranulacje
i agregacje [40, 58]. Badania z zastosowaniem analogéw adenozyny réznie wigzacych sie
do poszczegdlnych receptorow wykazaty, ze neutrofile majg receptor A2 w ilosci ok. 10
tys. na komorce, o stosunkowo matym powinowactwie (Kd = 0,22 |xM). 50% obserwowa-
nego efektu hamujacego produkcje O2zachodzi przy zajeciu ok. 20% receptoréw [14].

RECEPTORY DLA PROSTAGLANDYN, RECEPTORY HISTAMINOWE

Prostaglandyny sa grupg biologicznie aktywnych pochodnych kwaséw ttuszczowych,
ktdre sg generowane w miejscach zapalenia. Oprocz szeroko dyskutowanego oddziatywa-
nia prostaglandyn na rézne komarki i etapy odpowiedzi immunologicznej zwraca sie uwage
na ich wptyw na niektdre funkcje neutrofili. Wykazano, ze prostaglandyny grupy E hamujg
indukowang przez fMLP produkcje O2oraz adherencje i sekrecje enzymoéw lizosomalnych
[58, 59]. Na modelu zwierzecym wykazano hamujacy wptyw PGEi i PGE2na chemilumi-
nescencje neutrofili [50]. Hamowanie tych funkcji jest zwigzane z podwyzszonym steze-
niem wewnatrzkomdérkowego cAMP, chociaz bezposrednie mechanizmy nie sg wyjasnione
do konca [50, 56, 59]. Wskazuje sig, ze wptyw PGE na neutrofile odbywa sie poprzez
wigzanie tych substancji do powierzchni neutrofili poprzez specyficzny receptor [56, 59].
Wykazano, ze PGE2 ma dwa miejsca wigzania na neutrofilu, o wysokim powinowactwie i
Kd = 1nM oraz niskim powinowactwie i Kd = 100 nM. Pierwszy z nich wystepuje w liczbie
150, a drugi 5800 na komorce. Udato sie udowodni€ istnienie miejsc receptorowych o
pojedynczym typie powinowactwa dla PGD2 (Kd = 13 nM, gesto$¢ 5100/komarke) [58].

Histamina jest uwalniana w zapalnej fazie reakcji alergicznej. Wykazano, ze moze ona
regulowac niektore funkcje neutrofili w miejscach zapalnych wptywajac hamujgco na ich
chemotaksje, adherencje, degranulacje i metabolizm tlenowy. Badania z uzyciem antago-
nistow receptorow histaminowych wykazaty, ze neutrofile majg najprawdopodobniej po-
jedynczy receptor o typie H2 o niskim powinowactwie. Polgczenie histaminy z tym
receptorem powoduje zmiany w poziomie komdrkowego cAMP, co moze by¢ odpowie-
dzialne za obserwowane efekty [50,60].

RECEPTORY DLA SKEADOWYCH DOPELNIACZA

Uktad dopetniacza poza dziataniem cytolitycznym posredniczy takze w reakcjach
ogolnoustrojowych, takich jak: odczyn zapalny, fagocytoza, fibrynoliza. Niektdre fragmen-
ty i kompleksy, powstajgce w czasie aktywacji, dziatajg chemotaktycznie na fagocyty (C5a,
C3a) lub tez posredniczg w zjawisku adherencji (C3b, iC3b, C4b) [24], Na powierzchni
ré6znych komdrek organizmu wykryto 8 receptoréw dla dopetniacza: CR1 (C3b), CR2
(C3d), CR3 (i3Ch), CIgR, HR, C3eR i C5a. Na neutrofilach udato sie wykazaé obecnos¢
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CR1, CR3 oraz receptoréw dla C5a i C3a [24, 30, 34]. CR3 i receptor dla Cba zostaty
omoéwione w dziatach dotyczacych receptoréw adhezyjnych i chemotaktycznych.

RECEPTOR DLA C3b (CR1)

Jest to glikoproteina o jednym faincuchu, istniejaca w dwu formach allotypowych: "F o
Mr = 250 kDa i "S"o Mr = 260 kDa, wigzgca si¢ z C3b, C3c, C4b i C5b [32]. Jego funkcja
polega na posredniczeniu w usuwaniu optaszczonych tymi fragmentami bakterii i innych
czynnikow zewnatrzpochodnych, jak réwniez komplekséw immunologicznych aktywuja-
cych uktad dopetniacza. Neutrofile wykazujg obecno$¢ 4000-5000 miejsc receptorowych
dla CR1 najednej komorce; ilosé ta wzrasta 10-krotnie pod wpltywem np. stymulacji przez
fMLP [32]. Okoto 80% neutrofili oséb dorostych i 60% neutrofili noworodkéw wykazuje
ekspresje tego receptora (receptora CR3 odpowiednio 90 i 75,5%) [22], Optaszczone
fragmentem C3b bakterie moga ulegac fagocytozie bez udziatu immunoglobulin, chociaz
sam proces fagocytozy zalezny jest bardziej od receptora CR3 [29]. C3b moze indukowaé
chemiluminescencje neutrofili. Wraz ze wzrostem ilosci fragmentéw dla C3b dochodzi do
samoregulacji pojemnosci receptorowej CR1 (up regulation), co mozna wykaza¢ u hemo-
dializowanych pacjentéw z wewnatrznaczyniowg aktywacjg komplementu [35].

RECEPTOR DLA C3a

Anafilatoksyna C3a poza wptywem na komdérki tuczne wykazuje in vitro zdolno$é
uwalniania enzymdw lizosomalnych z neutrofili. Dziatanie to zachodzi wwyniku potaczenia
sie C3a z homogenng klasg receptoréow na powierzchni komorki (gestos¢ ok. 40 000 i Kd
= 3,5x10'8 M). Specyficzne wigzanie wydaje sie by¢ niezalezne od poziomu Ca2+. Mr tej
molekuty ustalono na 90-123 kDa [24].

INNE RECEPTORY

RECEPTORY OPIATOWE

Coraz wiecej danych dokumentuje zdolno$¢ neuropeptydéw do wptywania na funkcje
komorek immunokompetentnych. Do wzajemnych relacji uktadu nerwowego i immunolo-
gicznego wciagniete sg takze komorki fagocytujace. Wykazano bowiem w badaniach z
uzyciem syntetycznych analogéw, ze opiaty moga hamowac¢ chemotaksje i agregacje,
dziatajac jednakze chemokinetycznie [38, 64]. Wykazano miejsca specyficznego wigzania
do powierzchni neutrofili zaréwno dla R-endorfiny, jak i Met-enkefaliny [21]. Badania
autoradiograficzne wykazujg obecno$é wiekszosci znakowanych peptydéw opiatowych w
wewnetrznych strukturach komorki. Poniewaz wigzanie ligandu w 37°C pojawia sie bardzo
szybko, wydaje sie, ze jest ono krotkie i przemijajace. Ten szybki proces zachodzi réwno-
legle z efektem morfologicznym, kt6ry pojawia siejuz po ok. 2 min, po dodaniu B-endorfiny
do zawiesiny neutrofili [17, 21]. Po ustaleniu, ze tylko 23-42% neutrofili reaguje na
R-endorfu” udato sie wykaza¢, ze komdrka ma ok. 100 receptoréw, co jest wystarczajace
do zainicjowania efektu biologicznego. Badania nad receptorami opiatowymi komplikuje
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zjawisko niespecyficznego wigzania sie duzych ilosci peptydow opiatowych do powierzchni
btony [17, 21].

RECEPTORY DLA CRP

Biatko C-reaktywne (CRP) jest biatkiem ostrej fazy, ktérego poziom wzrasta ponad
1000-krotnie w stanach uszkodzenia tkanek czy infekcji. Wzmaga ono in vitro migracje,
potencjalizuje metabolizm tlenowy, fagocytoze, zdolno$¢ do wewnatrzkomoérkowego zabi-
jania przez neutrofile [9, 20]. Hamuje klonalng proliferacje GM-CSF, przez co moze
regulowac sktad komorek w miejscu zapalenia. Wptywa modulujagco na wiele komorek
odpowiedzi immunologicznej.

Wykazano, ze ok. 36% krazgcych neutrofili wigze znakowane CRP, a po ekspozycji na
PMA procent ten wzrasta do 93 [76]. Znaleziono od 50 do 200 tys. miejsc receptorowych
najednej komorce. Stala dysocjacji receptora okreslono na 3,2 x 10'8 M [43].

UWAGI KONCOWE

Zajecie receptora przez ligand i stworzenie z nim kompleksu staje sie bodZzcem do
aktywacji sekwencji zjawisk zachodzacych w Scistych przedziatach czasowych i obejmuja-
cych okreslone struktury komorki. Kazdy etap takiej aktywacji jest decydujacy dla szerze-
nia sie sygnatu i aktywacji bocznych szlakdw przekaznictwa; wszystkie zintegrowane razem
dajag wynik w postaci proceséw efektorowych komérki. Bardziej szczegdtowe opracowanie
zjawisk towarzyszgcych procesom przekazywania sygnatu w neutrofilach zostaty przedsta-
wione w drugiej czesci artykutu.
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1. MECHANIZMY PRZEKAZYWANIA
I ROZPRZESTRZENIANIA SIE SYGNALU

SURFACE RECEPTORS
ON THE HUMAN POLYMORPHONUCLEAR LEUKOCYTES.
Il. MECHANISMS OF SIGNAL TRANSDUCTION

Krzysztof ZEMAN, Jerzy KANTORSKI

Zaktad Patofizjologii i Immunologii, Instytutu Nauk Podstawowych,
Wojskowej Akademii Medycznej w Lodzi

Streszczenie. Potaczenie sie specyficznego receptora z ligandem rozpoczyna kaskade biochemicznych zjawisk
powodujaca rozprzestrzenianie sie sygnatu i doprowadzajaca do aktywacji komérki. Proces ten rozpoczyna sie
od interakcji receptora zbiatkami G ipobudzeniem metabolizmu fosfolipidéw. Prowadzi to dozmian wpoziomie
wewnatrzkomérkowego Ca2+ i aktywacji kinazy biatkowej C. Integracja tych czynnikéw powoduje polimeryzacje
aktyny, zmiany organizacji szkieletu komdrkowego oraz degranulacje ziarnistosci komorki. Dokonano przegladu
danych na temat wspotzaleznosci pomiedzy receptorem i przekaznikami informacji doprowadzajacymi do fazy
efektorowej pobudzonej komorki

Summary. Occupancy of specific receptors begins the neutrophils’response which is propagated and amplified
by a biochemical cascade of transduction reactions. This cascade is mediated by receptor interactions with
proteins G, subsequent activation of phospholipase C, and a resulting increase in phospholipids turnover. These
events are connected with changes in the concentration of intracellular Ca2+ and diacylglicerol combined with
activation of protein kinase C. Integration of these functions results in stimulation of actin polymerization, shape
change, degranulation and membrane flow. In this article some of the relationship between these transduction
events and the specific receptor system are briefly considered.

*Praca wykonana w ramach programu PAN CPBP 06.01.
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WSTEP

Podstawg wiasciwego funkcjonowania jakichkolwiek wielokomoérkowych organizméw
jest istnienie systemu skutecznej komunikacji, ktéry pozwala na przekazywanie informacji
z jednej komdrki do drugiej. Gtdwng funkcjg btony komérkowej jest utrzymywanie kon-
trolowanej bariery pomiedzy wewnatrzkomérkowym i zewnatrzkomérkowym $rodowi-
skiem. Realizacja tego zadania jest mozliwa dzigki istnieniu wysoce wyspecjalizowanych
struktur btonowych (kanaty jonowe, miejsca transportu substancji odzywczych, determi-
nanty zgodnosci tkankowej), ktére odgrywaja kluczowa role w selektywnym przekazywaniu
informacji ze Srodowiska zewnetrznego do wewnatrz komorki i odwrotnie [18]. Jedng z
mozliwosci przekazywania informacji jest prosty przeptywjonéw przez kanaty btonowe lub
transport metabolitow. Energia dla tych proceséw jest czerpana badz z gradientu stezen
transportowanych ligandéw, badz z wykorzystania do takich proceséw energii komarkowej
(ATP) [4]. Transportowany jon czy metabolit jest informacjg dla Srodowiska wewnetrzne-
go komoérki i zmusza ja do odpowiedzi na zmiany stezenia transportowanych substancji
[18]. Molekuty odpowiedzialne za taki typ transportu sg kompleksami protein o alloste-
rycznej regulacji [4].

Drugi typ przekazywania informacji wigze sie z istnieniem wyspecjalizowanych prze-
kaznikéw wewnatrzkomdrkowych, ktére rozpoznajg specyficzne biatka transportowe i
wspotuczestniczg w selektywnej adsorpcyjnej pinocytozie.Ten typ przenoszenia informacji
jest charakterystyczny dla uktadéw LDLY cholesterol czy transkobalamina Il/wit.Bi2.
Poniewaz takie biatka nosnikowe znajdujg sie na powierzchni komorki, a nie sg recepto-
rami w farmakologicznym ujeciu tego zjawiska, nazywa si¢ je akceptorami lub receptorami
klasy Il [17, 20].

Szybki, zwiaszcza w ostatnim dziesiecioleciu, rozwoj prac dotyczacych receptorow
btonowych komérki pozwolit na do$¢ doktadng charakterystyke tych struktur, ktére stano-
wig pierwszy i jedyny punkt kontaktu pomiedzy agonistg a powierzchnig komaérki. W
przeciwienstwie do akceptoréw, farmakologiczne receptory obok zdolnosci selektywnego
rozpoznania ligandu wspotuczestniczg w procesach aktywacji komérki. Kontakt ligandu z
receptorem inicjuje bowiem kaskade zjawisk powodujacg przekazywanie odpowiedniego,
specyficznego sygnatu i dajaca w rezultacie odpowiedz komdrki. Komaorka reguluje liczbe,
powinowactwo i odpowiednie rozmieszczenie receptoréw oraz odpowiada na pobudzenie
wiasciwg faza efektorowa. Funkcjonalny dualizm rozpoznania i aktywacji, w ktérych
receptor sam przez sie bierze udziatw generowaniu i przekazywaniu sygnatu, odréznia ten
typ struktur od innych powierzchniowych elementéw rozpoznania i transportu [11, 24,35,
36].

Gléwnym celem artykutu jest préba dokonania przegladu informacji dotyczacych
procesOw rozpoznawania ligandow przez specyficzne receptory powierzchniowe, przetwo-
rzenia przytaczonych czynnikéw na sygnat wewnatrzkomadrkowy i aktywacji szlakdw meta-
bolicznych odpowiedzialnych za wtasciwe funkcje maszynerii komérki.

TdL - lipidy o niskiej gestosci (low density lipids).
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BIALKA G

Jedna z podstawowych rél w procesie przenoszenia informacji od receptora do systemu
efektorowego komérki przypada biatkom G (quanine nucleotide binding-proteins). Repre-
zentuja one rodzine homologicznych biatek regulatorowych komarki. Wszystkie poznane
do tej pory biatka G sa heterotrimerami zbudowanymi z trzech podjednostek a, &, . Masa
molowa catej molekuty wynosi ok. 80 kDa [11,29,36]. Podjednostki g it sg identyczne dla
wszystkich typow biatek G, a ich masy czgsteczkowe wynoszg odpowiednio 35-36 i 10 kDa.
Podjednostki a wykazujg funkcjonalne oraz strukturalne réznice w zaleznosci od rodzaju
biatka G. Natomiast niezaleznie od wariantu majg miejsca wigzace nukleotydy guaninowe
i fluorki (np. fluorek sodu). Kazde z biatek G jest substratem dla takich toksyn bakteryjnych
(np. biatko Gs dla toksyny cholery, Gi dla toksyny krzut$ca), ktére majg zdolno$é kata-
lizowania rybolyzacji ADP podjednostki a biatka inaktywujac go. Zostato to szeroko
wykorzystane w badaniach nad mechanizmem dziatania biatek G [9,12,38].

Opisano kilka systemdw receptorowych wykorzystujacych specyficzne dla nich biatka
G. Przyktadowo w dobrze poznanym ukiadzie cyklazy adenylowej biatko Gs posredniczy
w aktywacji, a Gi w hamowaniu aktywnosci tego enzymu [10, 11]. Gt (transducyna) jest
wprzegnieta w system fotoreceptoréw [29], GO (izolowane z m6zgu) posredniczy w prze-
kazywaniu sygnatu w uktadzie receptoréw opiatowych [14]. Nowsze prace wykazuja istnie-
nie specyficznych dla neutrofili biatek G nazywanych w zaleznosci od Zrédta Gc, Gxczy Gp
[7,11, 35].

Rola biatek G w procesach przekazywania informacji zostata najlepiej scharakteryzo-
wana dla dziatania receptorowego niektérych hormonéw w systemie cyklazy adenylowej
[10,13, 35, 38] (rys. 1).

Stymulacja cyklazy adenylowej jest wynikiem dysocjacji biatka Gs poprzedzonej przy-
taczeniem sie ligandu do receptora aktywujacego. Dochodzi wowczas do dysocjacji czas-
teczki na podjednostke a i podjednostki r-r. Kompleks a/GTP aktywuje cyklaze
adenylowag. Z drugiej strony stymulacja receptora hamujgcego powoduje podobng dyso-
cjacje biatka Gi. Uwolniona wowczas podjednostka R-r wigze si¢ z Gsa tworzac trime-
ryczng nieaktywna forme Gsipowoduje hamowanie sygnatu aktywacji cyklazy adenylowej
[10,14,35,38]. Aktywnos$¢ podjednostki a zostaje zakoriczona w momencie hydrolizy GTP
do GDP.

Uzyskano dowody, ze biatka G wprzegniete sg w proces przekazywania informacji w
neutrofilach poprzez receptory dla chemotaktycznego peptydu fMLP2. Wykazano m.in.,
ze pod wptywem nukleotydéw guaninowych dochodzi do zmiany powinowactwa recepto-
réw z wysokiego na niskie [6,39]. Zastosowanie toksyny krztusca blokujacej funkcje biatka
Gi doprowadza do catkowitego zahamowania odpowiedzi chemotaktycznej, degranulacji
i produkcji O2po pobudzeniu przez fMLP; hamowanie takie jest specyficzne, nie zaburza
bowiem drogi pobudzenia omijajacej receptor (stymulacja przez PMAZ2 lub jonoforem
wapniowym) [3, 9, 12], Zastosowanie tej toksyny powoduje réwniez blokade odpowiedzi
wywotanej przez GM-CSF2, co wskazuje, ze dziatanie tej cytokiny zalezne jest rowniez od
neutrofilowych biatek G [30]. Fluorek sodu, aktywator biatek G, jest silnym stymulatorem
uwalniajgcym kwas arachidonowy z neutrofili, co jest dowodem na ich udziat i w tych

fMLP-formyl-met-leu-phe; PMA-mirystynianooctanoforbol; GM-CSF-czynnik stymulujacy wzrost kolonii
granulocytow i makrofagow.



22 K. ZEMAN, J. KANTORSKI

Rys. 1. Schemat regulacji aktywnosci cyklazy adenylowej przez stymulatorowe i hamujace biatka G [35]

szlakach metabolicznych komorki [25]. Inne badania wskazuja, ze toksyny bakteryjne
hamujg aktywacje neutrofili wywotywang innymi czynnikami chemotaktycznymi, np. C5a,
LTB4czy PAF3[25].

Mechanizm, poprzez ktory biatka G miatyby regulowa¢ w neutrofilach kolejne etapy
przekaznictwa sygnatu, a wiec i aktywacje fosfolipazy C, niejest poznany do konca. Istnieje
szereg prob dostosowania do tych zjawisk omawianego wczesniej schematu dotyczacego
systemu cyklazy adenylowej. Nie mozna jednakze przyjaé, ze aktywacja neutrofila bedzie
zachodzita poprzez biatko Gs, bowiem obserwowany w innych systemach wzrost cCAMP
powoduje zahamowanie funkcji neutrofila [32]. Podobne efekty otrzymuje sie przy dziata-
niu na receptory, ktére aktywujg system cyklazy adenylowej (R-adrenergiczne, A2, H2, dla
PGE3J) neutrofila doprowadzajgc do zahamowaniajego funkcji [36]. Zatozono wiec, ze tak
jak winnych komérkach, dysocjacja Gi a powoduje aktywacje fosfolipazy C, natomiast jego
podjednostka B - t wigzac sie¢ z Gsa blokuje mozliwos¢ wzrostu poziomu cAMP i nie
dopuszcza do hamowania funkcji neutrofila [35, 37] (rys. 2).

Udowodniono, ze wystepujgce w granulocytach biatko o charakterze Gi nie jest iden-
tyczne z biatkiem otrzymanym z innych komorek. Specyficzne dla neutrofili nazwano Gp
[35]. W cytoplazmie neutrofila na og6lng mase biatek G jest go 33%. Opisana wyzej
hipoteza udziatu biatek G w przekazywaniu sygnatu w neutrofilach wydaje sie bardzo
prawdopodobna. Stwierdzono, ze biatko Gpjest substratem dla toksyny krztusca, a toksyna

'Cha - fragment skfadowej dopetniacza; LTB4 - leukotrien B4; PAF - czynnik aktywujacy plytki; PGE -
prostaglandyna E.
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Rys. 2. Hipotetyczny model wspoétdziatania biatek G w procesie integracji funkcji neutrofili [35]

ta in vitro blokuje pobudzenie komérki. Z kolei izolowane z neutrofili biatko Gs wykazuje
wrazliwo$¢ na toksyne cholery, co prowadzi do wzmocnienia pobudzenia komorki [3, 25,
36]. Tak wiec istnienie obu typdw biatek w neutrofilach pozwala na wycigganie wnioskéw
co do ich roli w mechanizmach przekaznictwa sygnatu.

Nalezy wspomnie¢, ze istniejg dowody na istnienie alternatywnych drég transdukcji
sygnatu w neutrofilach, niewrazliwych na toksyny bakteryjne, co moze sugerowac istnienie
w tym systemie jeszcze niescharakteryzowanego innego (innych?) biatka G.

FOSFOLIPAZA C | FOSFOLIPIDY INOZYTOLOWE

Powstajgce w wyniku aktywacji fosfolipazy C (fosfodiesterazy fosfatydyloinozytolowej
- EC3.1.4.10) metabolity kontynuujg kaskade przekaznictwa. Pod wptywem tego enzymu
dochodzi mianowicie do hydrolizy fosfolipidéw inozytolowych (4,5 fosforan fosfatydyloi-
nozytolu = PIP2; 4 fosforan fosfatydyloinozytolu = PIP; fosforan fosfatydyloinozytolu =
PI) i powstania prostych i cyklicznych inozytolofosforanéw (m.in. IP3) oraz diacylogli-
cerolu (DAG) [16, 44]. 1,4,5-tréjfosforan inozytolu = IP3 oraz DAG sg zwigzkami o
charakterze przekaznikoéw drugiego rzedu. Analiza kinetyki inozytolofosforandw wska-
zuje, ze komorka osigga maksymalny poziom IP3po ok. 30 sod momentu uzyskania sygnatu
aktywujacego (maksymalne poziomy innych inozytolofosforanéw (IP2, IP) mierzalne sg w
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minutach), w tym czasie poziom PIP2 obniza sie 0 30-40%, co wystarcza do powstania
4-20 attomoli IP3 i DAG w jednej komdrce [5]. Z wyliczer teoretycznych wynika, ze
komérka mogtaby osiagnac wyzsze stezenie tych zwigzkow, lecz dziatanie inozytolotrojfos-
fatazy reguluje ich poziomy do wartosci pozadanych. Nalezy doda¢, ze opisana powyzej
sekwencja zjawisk jest podobna w wiekszosci typdw komarek.

Wykazano, ze IP3 odgrywa podstawowg role w regulacji wewngatrzkomérkowego
stezenia jonoéw wapniowych. Neutrofile zawierajg w swoich wewnatrzkomdérkowych maga-
zynach 30-40 pmoli Ca2+/106 komorek lub liczac inaczej 2,5x 10 molekutCa2 wjednej
komoérce [37]. Podwyzszenie poziomu wewnatrzkomdrkowego Ca2+ w pierwszej minucie
po sygnale aktywujacym komérke z 10'7 M do 106 M odbywa sie gtéwnie drogg uwalniania
z magazyndéw wewnatrzkomérkowych i otwarcia sie kanatéw Na /K + w btonie komérko-
wej [36]. Wzrost poziomu odbywa sie dwufazowo:

1° Najpierw nastepuje szybka faza trwajgca 10-15 sekund uwalniania wapnia z maga-
zyn6w wewnatrzkomérkowych.

2° Faza pézniejsza jest zalezna od naptywu jonow przez btone komorkowsg [34, 36].

Nastepnie dochodzi do usuniecia Ca + z komérki poprzez mechanizm dazacy do
zachowania homeostazy wapniowej zachodzacy najprawdopodobniej przez ATP-zalezng
pompe sodowo-wapniowg [22].

Rys. 3. Mechanizmy homeostazy wapniowej neutrofila po aktywacji [23]

1
Mechanizm regulujacy stezenie Cga4 ma istotne znaczenie dla funkcji komérki. Wzrost
stezenia wewnatrzkomorkowego Ca ~ uruchamiajej maszynerie enzymatyczng. Zastoso-
wanie fluorescencyjnego wskaznika quin 2, wychwytujgcego jony wapnia wewnatrz komar-
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ki, hamuje zainicjowana chemotaksje [8]. Wzrost wewnatrzkomérkowego poziomu Ca’
jest sygnatem do fuzji ziarnistosci specyficznych neutrofila z btong komérkowsg i nastepu-
jacego uwolnienia ich zawartos$ci. Nie jest to jedyny sygnat dla degranulacji, albowiem estry
forbolu aktywujace kinaze biatkowg C powodtlja degranulacje bezwzrostu poziomujonéw
wapniowych. Podobnie zastosowanie jonoforu wapniowego A23187 daje niepetng odpo-
wiedZ degranulacyjng oraz mniejsza produkcje O2w poréwnaniu do stymulacji za pomoca
fMLP, ktéry z kolei powoduje osigganie nizszych stezen Ca2+ [27, 28]. Prawdopodobnie
sygnatjest uzupetniany przez DAG, ktdry aktywuje kinaze biatkowa C. Wykazano réwniez
wzajemne korelacje pomiedzy wzrostem stezenia wewnatrzkomérkowego Ca2+ a ekspres-
ja receptorow CR3 i CR1 (dla sktadowych dopetniacza), ktéra rosnie odpowiednio o 650
i 330%. Zastosowanie czynnika TMB-8, inhibitora uwalniania Ca2+ zmagazynowanego w
przedziatach wewnatrzkomérkowych, powoduje blokowanie ekspresji tych receptoréw;
podobne dziatanie wykazujg tez zwigzki bedace antagonistami kalmoduliny [2].

Do chwili obecnej mechanizm dziatania IP3 na zachowanie si¢ stezenia jonéw wapnio-
wych nie jest do konca wyjasniony. Najnowsze badania zwracajg uwage na istnienie
organelli - kalciosoméw, ktére zawieraja biatka wigzace wapri (Ca binding proteins).
Struktury te majg by¢ celem dla IP3, a takze zrodtem Ca2 przemieszczanego do cytoplaz-
my. Dowodem na to ma by¢ odkrycie wiasnie w kalciosomach kanatéw dla Ca2+ wrazli-
wych na IP3.

DIACYLOGLICEROLI KINAZA BIALKOWA C

Diacyloglicerol (DAG) powstaje zwczes$niej omawianych fosfatydyloinozytoli; mozliwa
jest takze jego synteza z rozpadu innych lipidéw komérkowych. Jest substratem dla lipazy
diglicerydowej, a wwynikujego hydrolizy dochodzi do uwolnienia kwasu arachidonowego,
ktérego metabolity (tromboksan, leukotrieny, prostaglandyny) majg istotne znaczenie dla
wielu funkcji komarki [44]. Niektore z nich aktywujac cyklaze guanylowg prowadzg do
wzrostu stezenia cGMP i dalszego uaktywnienia cyklu fosfolipidéw inozytolowych, inne
(prostaglandyny) powodujg zwigkszenie poziomu cAMP, co prowadzi do hamowania
metabolizmu fosfolipidow.

Podstawowe znaczenie DAG dla procesdw rozprzestrzeniania sie informacji polega na
wplywie na aktywacje kinazy biatkowej C (PKC), co wydaje sie by¢ niezbedne dla procesow
efektorowych komorki. Po zadziataniu fMLP poziom DAG w komdrce rosnie powoli i
osigga wysokos$¢ ok. 30 attomoli w komorce [5]. W tym czasie dochodzi do przemieszczenia
sie PKC z cytosolu do btony komérkowej, co zwigzane jest takze ze wzrostem wewnatrzko-
morkowego poziomu Ca2 . Wykazano, ze do takiej redystrybucji dochodzi po 30 sekun-
dach w obecno$ci mikromolowych stezeri wapnia wewnatrz komérki. Przemieszczenie si¢
PKC jest zwigzane z aktywacjg oksydazy NADPH, co sugeruje, ze kinaza biatkowa C moze
wspotuczestniczyé w tym procesie. Rozwaza sie istnienie form cytosolowej i btonowej tego
enzymu [41] (rys. 4).

Modelem najchetniej stosowanym w badaniach nad PKC sa zwiazki forbolu (PMA),
poniewaz kinaza ta jest dla nich receptorem wewnatrzkomérkowym [41j. PMA stymuluje
degranulacje i produkcje O2 w wyzszych dawkach niezaleznie od Ca2 , synergistycznie
natomiast w dawkach nizszych, podobnie jak DAG [28].
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Rys. 4. Szlaki przekaznictwa sygnatu prowadzace do proceséw fosforylacji biatek w neutrofilach [35]

Najwazniejsze znaczenie PKC dla proceséw rozprzestrzeniania sie informacji w ko-
marce to jej udziat w fosforylacji biatek komdrkowych (np. wimentyny czy lekkich tancu-
chéw miozyny), co zapoczatkowuje polimeryzacje aktyny i zmiany organizacji szkieletu
komérkowego [35,36,41]. Badania nad rolg PKC w tych procesach sgjednakze niezwykle
trudne gtéwnie ze wzgledu na brak odpowiednich modeli zwierzecych i wystepowania w
komérkach licznych innych typdw kinaz biatkowych.

ZMIANY ORGANIZACJI SZKIELETU KOMORKOWEGO

Zmiany morfologiczne obserwowane po aktywacji neutrofila sg $ciSle zwigzane ze
zmianami stanu polimeryzacji aktyny, a stopien polimeryzacji jest wprost proporcjonalny
do ilosci wolnych koricow filamentéw. Procesy te zostaty najdoktadniej opracowane dla
zjawisk przebiegajacych pod wplywem czynnikdw chemotaktycznych, a istotnym tego
odzwierciedleniem jest tworzenie przez komdrke pseudopodidéw w ciggu pierwszych se-
kund od aktywacji. Polimeryzacja aktyny mikrofilamentow warunkuje ruchliwo$¢ komorki
[19]. Proces ten nie jest hamowany ani przez chelatory wapniowe, ani przez czynniki
powodujace sekwestracje wapnia wewngtrzkomdrkowego, co dowodzi, ze wzrost poziomu
komorkowego Ca2+ nie jest czynnikiem niezbednym dla polimeryzacji [33]. Jak sie pow-
szechnie sadzi, pewne znaczenie dla sygnatu inicjujgcego polimeryzacje aktyny ma me-
tabolizm fosfatydyloinozytolu Jako przyktad moze postuzy¢ tu fakt, ze PIP2 powoduje
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dysocjacje profilaktyny - kompleksu aktyny z profiling [26]. Z kolei hamowanie polimery-
zacji pod wptywem toksyny krztusca wskazuje narole biatek G wtym procesie, co wykazano
w uktadzie, w ktdrym zastosowano elektrycznie wywotang przepuszczalnos¢ bton komor-
kowych neutrofila [42].

Polimeryzacja aktyny przebiega w dwu réznych kinetycznie fazach. Pierwsza to szybki
wzrost ilosci filamentowej aktyny osiggajacej szczyt po 10-15 sekundach od sygnatu dla
aktywacji, a wykazujgcej wzrost z 30 do 85% ogdlnego poziomu aktyny komdrkowej. Faza
ta konczy sie po 20-30 sekundach i zostaje zastgpiona przez faze wolng o nizszej amplitu-
dzie reakcji, konczaca sie po ok. 3 minutach [43]. Inicjacja tych proceséw jest mozliwa tylko
drogg receptorows, stosowanie sygnatu omijajagcego receptor (PMA) nie prowadzi do
takiej kinetyki zmian [45]. Chociaz, jak wspomniano, procesy te nie sg zalezne od zmian
stezenia wewnatrzkomdrkowego Ca2+, to nastepujaca pozniej depolimeryzacja aktyny
wymaga jonow wapnia i zjawisko to jest zalezne od kalmoduliny [31] (rys. 5).

Pierwsza, szybka faza przejscia aktyny G w F jest jedna z najbardziej czutych, mierzal-
nych w neutrofilach reakcji. Poniewaz powierzchnia pojedynczej komérki wynosi okoto
400 |[xm2, a do zapoczatkowania polimeryzacji aktyny potrzebne jest 100 receptoréw dla
fMLP, to statystycznie kazdy receptor polimeryzuje aktyne pod powierzchnig ok. 10 jxm2.
Skoro aktyna stanowi 10% biatka komorki (50 pq), a 50% aktyny ulega polimeryzaciji,
mozna przyjaé, ze kazdy z receptoréw przyczynia sie do przejscia lu czasteczek aktyny G
w aktyne F [35].

Warto dodac, ze peptydy chemotaktyczne indukujg polimeryzacje aktyny nie tylko w
filamentach aparatu ruchowego, ale takze w mikrotubulach. Adherencja komorki wy-
wotluje natomiast polimeryzacje przez sygnat ptynacy innymi szlakami metabolicznymi [40].

Niestymulowane, sferyczne neutrofile majg aktyne rozsiang w cytoplazmie, komorka
spolaryzowana po aktywacji wykazuje obecnos¢ aktyny gtéwnie na przedniej czesci komor-
ki, a wiec tam, gdzie jest najwiecej pseudopodiow i struktur receptorowych [46]. Taka
dystrybucje obserwuje sie po stymulacji neutrofila czynnikami chemotaktycznymi oraz
niektdrymi cytokinami: TNF, limfotoksyng, GM-CSF i IL-3 [46]. W odpowiedzi na PMA
neutrofile nie wykazujg biegunowych zmian ksztattu, ale dochodzi do polimeryzacji aktyny.
Uwaza sig, ze pozareceptorowy sygnat rozprzestrzenia sie innymi szlakami, najprawdopo-
dobniej gtdwna role odgrywa tu uktad DAG/PKC [47]. Aktyna wspotdziata z wieloma
biatkami komdrkowymi. Zwraca sie uwage na fakt, ze kolpaktyna, biatko z grupy lipokortyn
ma zdolnos$¢ wiazania aktyny. Udowodniono, ze jest ono substratem dla onkogenéw oraz
kinaz tyrozynowych, biatek zwigzanych z receptorami dla czynnikéw wzrostowych [1].
Aktyna jest stosunkowo fatwo oznaczana w komérce metodami analizy przeptywowej
{flow), gdy zastosuje sie fallacydyne - fluoroscencyjny wskaznik wiazacy jg. Postugujac sie
tag metodg wykazano, ze neutrofile noworodkéw majg wyzszy poziom aktyny F, ale stabszg
zdolnos$¢ do jej polimeryzacji niz neutrofile oséb dorostych. Mozna tym faktem ttumaczy¢
stabszg ruchliwos¢ noworodkowych neutrofili [15].

UWAGI KONCOWE

W niniejszym artykule nie zostaty omdwione inne mniej poznane lub hipotetyczne drogi
rozprzestrzeniania sie sygnatu po aktywacji. Nie zostaty bowiem poruszone takie zjawiska,
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Rys. 5. Model drég doprowadzajacych po transdukcji sygnatu do polimeryzacji aktyny [35]

jak: wptyw innych produktéw metabolizmu fosfoinozytoli, oddziatywanie wytwarzanych
przez komérke metabolitow kwasu arachidonowego (LTBa, PAF), wptyw innych niz Ca2+
jondw, znaczenie zmian pH, rola innych kinaz niz kinaza C czy rola kalmoduliny [24, 36].

Bardzo wiele zagadnien dotyczacych receptoréw pozostaje nadal nie wyjasnionych inie
rozwigzanych mimo intensywnie prowadzonych badan. Szczegdlnie mechanizm przekazy-
wania sygnatu od receptora do molekut efektorowych, a zwitaszcza drogi aktywacji fosfo-
diesteraz czy system dziatania biatek G w neutrofilach pozostajg w sferze mniej lub bardziej
udokumentowanych hipotez. Interesujgce wydajg sie by¢ doniesienia zwracajgce uwage na
role onkogendéw w procesach proliferacyjnych komoérek i powigzania ich z metabolizmem
fosfoinozytoli; niektére onkogeny (ras, src) kodujg bowiem biatka o wiasnosciach kinaz
aktywujacych metabolizm tych zwigzkéw [1,44].

Dalszy postep wiedzy prowadzacy do precyzyjnej oceny zjawisk biochemicznych i
biofizycznych zachodzacych w neutrofilach po aktywacji wymaga jeszcze duzo nowych
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danych eksperymentalnych. Klonowanie receptoréw budzi nadzieje na uzyskanie petniej-
szych informacji o ich strukturze, sekwencji aminokwasowej i funkcjach.
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Streszczenie. Omodwiono stan wiedzy na temat polipeptydéw wchodzacych w sktad tylakoidowych komplekséw
anten energetycznych. Szczeg6lng uwage zwrdécono na dane dotyczace sekwencji kodujgcych, sktadu amino-
kwasowego i struktury drugorzedowej tych polipeptydéw. Na podstawie szczeg6towo przedstawionych wynikéw
badan immunologicznych przedyskutowano relacje biogenetyczne pomiedzy polipeptydami kompleksow an-
tenowych.

Stowa kluczowe: tylakoidy, LHCPII, apo-CP29, apo-CP26, LHCPI, przeciwciato, domena.

Summary. The current state of knowledge on the polypeptides of thylakoid complexes of energetic antennae is
presented. The emphasis placed on the data pertaining to Cab genes, aminoacid composition and secondary
structure of these polypeptides. On the basis of results of immunological investigations the biogenetic relations
of polypeptides within and between antennae complexes are discussed.

Key words: thylakoids, LHCPII, apo-CP29, apo-CP26, LHCPI, antibody, domain.

Wykazskrétow: PSI, PS11- fotosystem lill; LHCI1ill- kompleks chlorofil a/b -biatko zbierajgcy energie $wietlna,
odpowiednio PSI i PSII; LHCP - biatka kompleksu LHC; pLHCP - prekursor biatka LHC; SDS - siarczan
dodecylu sodu; PAGE - elektroforeza na zelu poliaktylamidowym; m. cz. - masa czgsteczkowa

WSTEP

W ostatnich latach znacznie wzrosta wiedza o ogélnych wiasciwosciach kompleksow
antenowych [23] i ich komponentach biatkowych: LHCPII, apo-CP29, apo-CP26, LHCPI.
Szczegdlnie intensywne badania koncentrujg sie wokdt zagadnien dotyczacych:

*Niniejsze opracowanie powstato w ramach CPBP 04.12.4.1.
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(1) okreslenia sekwencji kodujacych te biatka i regulacji ich ekspresji,

(2) obrdbki potranslacyjnej form prekursorowych biatek komplekséw antenowych,

(3) mechanizméw montazu wigczania komplekséw biatkowo-barwnikowych do bton
tylakoidowych.

Postep w tych dziedzinach w odniesieniu do LHCII zostat niedawno zreferowany w
pracy przeglgdowej Chitnisa i Thornbera [10]. Ze wzgledu na brak analogicznych opraco-
warn, w publikacji niniejszej skupiliSmy uwage na immunochemicznych wiasciwosciach
polipeptydow komplekséw antenowych.

WEASCIWOSCI POLIPEPTYDOW
KOMPLEKSOW ANTENOWYCH LHCPII

W skiad LHCII wchodzg polipeptydy o masach czgsteczkowych 23-30 kDa [5,14]. Ich
liczba jest u poszczegblnych gatunkdw zréznicowana w przedziale 1-5, przy czym najczes-
ciej stwierdza sie 2 lub 3 [10]. W tabeli 1 zestawiono masy czasteczkowe LHCPII pieciu
gatunkéw roslin najlepiej poznanych pod wzgledem struktury komplekséw chlorofilowo-
biatkowych.

TABELA 1 Masy czasteczkowe polipeptydéw komplekséw antenowych pieciu wybranych gatunkéw roslin

Gatunek

LHCII CP29 CP26 LHCI

kDa litera- kDa litera kDa lite- kDa lite-
tura tura ratura ratui

Szpinak

28 + 26,5 [21] 28 [54] 25+225  [21] 23+22+20 [36]

29,5+ 27 [54] 29 [39] 24+ 235+ 215 [18]

27+ 25 [39] 27+26 [g] 258+ 25+ 24+ 23 [21]

25+ 24 [32] 25,5 [18]

Jeczmien

27+25+24 [15] 28 [31] - -

27+ 26+ 25 [59] 4 polipeptydy [59]

24-22

Groch

29+ 27+26+25 [45] - - - - 24+235+215 [14]

28+ 26+ 255+ 245 [14]

Kukurydza

30+ 29+ 28,8+ 26 [5] 31 [5] 29+ 28,5 51 kilka polipeptydow [7]

30+ 29,5+ 29+ 28,8+ 28,5 M 29 [25] ponizej 26 kDa

Soja

28+ 27,2+ 26,8 [43] 29 [43]

Z przytoczonych danych wynika, ze pochodzace z r6znych pracowni oznaczenia mas
czasteczkowych LHCPII dla danego gatunku réznig sie miedzy sobg, a nawet znane sg
przypadki, gdy rézne laboratoria podajg rézng liczbe LHCPII dla okreslonego gatunku
(np. dla grochu). Przyczyny rozbieznos$ci tkwig m.in. w fakcie, ze dwie najczesciej stoso-
wane metody izolacji oczyszczonych LHCII (wytrgcanie LHCII po ultrawirowaniu u-
ptynnionych Tritonem X-100 tylakoidow lub elektroforeza uptynnionych tylakoidéw),
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prowadzga z reguty do uzyskania preparatéw o niejednakowym sktadzie polipeptydowym
[23 i cyt. literatura].

LHCPII syntetyzowane sg pod kontrolg jadrowg na rybosomach cytoplazmatycznych
w formie hydrofilnych prekursoréw (pLHCPI1) dtuzszych od dojrzatego biatka 0 31-39 (a
w jednym przypadku o 21) aminokwasow stanowigcych peptyd tranzytowy [9, 17, 20].
Zlokalizowany na N-koncu pLHCPII peptyd tranzytowy zawiera duzo aminokwasow
zasadowych iwykazuje znaczny stopien miedzygatunkowej zmiennosci. Przyktadem regio-
ny kodujgce peptydy tranzytowe pLHCPII rzesy i grochu wykazujgce tylko 60% podo-
bienstwa [10]. Peptyd tranzytowy nadaje pLHCPII zdolno$¢é do wigzania sie z otoczka
chloroplastowa, do transportu przez strome oraz do wiaczania w blony tylakoidowe.
Przypuszcza sig, ze w procesie wigzania pLHCPII z otoczkg chloroplastowg istotng role
odgrywa drugorzedowa struktura pLHCPII, to znaczy, ze okreslona domena konforma-
cyjna czgsteczki polipeptydu wigze sie z receptorami zlokalizowanymi w otoczce [11, 34].
W trakcie transportu przez strome pLHCPII ulega zmianom nadajgcym jej charakter
hydrofobowy i zdolno$¢ do wigczenia w btone tylakoidu. Przypuszczano, ze zmiana ta
polega na dotgczeniu reszty kwasu palmitynowego, o ktérym wiadomo, ze jest zwigzany z
dojrzatg forma LHCPII oraz ze nadaje prekursorowej formie biatka D2 (tzw. wigzacego
herbicydy) zdolno$¢ integracji do tylakoidéw [42]. Jednak ostatnio Fulson i Cline [22]
uzyskali przekonujace dowody, ze czynnik nadajagcy pLHCPII grochu zdolno$¢ wiaczania
do tylakoidu ma nature biatkowa. Po wiaczeniu do btony tylakoidu pLHCPII ulega
proteolitycznej obrobce do formy dojrzatej, w czym jak sie sadzi, uczestniczy tylakoidowa
proteaza (dotgd nie oczyszczona). Od powyzszego schematu (pod wzgledem roli i losow
peptydu tranzytowego), ktdry z niewielkimi modyfikacjami wydaje sie powtarza¢ u wszys-
tkich dotad badanych roslin wyzszych, odbiega Euglena. Rikin i Schwartzbach [50] stwie-
rdzili, ze poliklonalne przeciwciala przeciwko dojrzatym LHCPII (25,6 i 27,2 kDa)
wytracaja z ekstraktu biatek syntetyzowanych in vivo w komérkach Euglena cztery wielko-
czasteczkowe biatka o m. cz. 207,161,122 i 110 kDa. W doswiadczeniach typupulse-chase
z uzyciem [35S] wykazano, ze wraz z uptywem czasu znakowania ilo$¢ kazdego z czterech
biatek zmniejsza sie, natomiast wzrasta ilos¢ LHCPII, przy czym kinetyka tych zmian
odpowiada zaleznosci prekursor - produkt. Wobec czego owe 4 wielkoczasteczkowe
biatka mozna uznaé za prekursory LHCPII. Rikin i Schwartzbach [50] umacniajg ten
wniosek spostrzezeniem, ze dwie klasy mRNA Euglena o masach 6,6 i 8,3 kb hybrydyzuja
z regionem kodujacym LHCPII uArabidopsis thaliana, a wielko$¢ 8,3 kb wystarczy do
kodowania nawet najciezszego (207 kDa) biatka prekursorowego LHCII. Natomiast Houl-
ne i Schantz [30] stwierdzili, ze LHCPII Euglena jest programowany w utadzie translacji
in vitro przez mRNA o dtugosci 7,5 kb. Mozna wiec sadzi¢, ze Euglena syntetyzuje
wyjatkowo wielkie prekursory LHCPII, dodatkowo odr6zniajace si¢ od pLHCPII innych
gatunkéw glonéw i roslin wyzszych wolnym tempem obrébki do formy dojrzatej. Zwazyw-
szy, iztrudno sobie wyobrazi¢, aby transport pLHCPII do chloroplastéw Euglena uwarun-
kowany byt przez peptyd tranzytowy o masie 80-180 kDa, Rikin i Schwartzbach [50] sgdza,
ze dtugosé peptydu tranzytowego w tym przypadku nie odbiega od stwierdzonej u innych
roslin, natomiast pLHCPII jest polibiatkiem rozcinanym wewnatrz chloroplastu na 2 lub
3 czasteczki LHCPII.

Pomimo kilkunastoletnich, intensywnych badan, jakie prowadzone sg w wielu labora-
toriach nad LHCII ijego sktadnikiem biatkowym, zadne z dojrzatych LHCPII nie zostato
dotad bezposrednio zsekwencjonowane. Jednak znana jest sekwencja LHCPII jedenastu
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gatunkéw roslin wydedukowana na podstawie struktury pierwszorzedowej sklonowanych
genéw kodujacych LHCPII, zwanych Cab genami [10, 17, 20], Naleza one do rosliny
wielogenowej o liczbie gendw zrdznicowanej w zaleznosSci od gatunku roéliny, np. u
Arabidopsis thaliana wynosi ona 3, u Pisum sativum 8, a u Petunia hybrida 16 gen6éw [12,
20,40]. W$rod gendw kodujacych biatka LHCII wyrdznia sie znacznie liczniejszg, wystepu-
jaca u wiekszosci zbadanych roslin grupe genéw pozbawionych sekwencji intronowych
zaliczang do typu | oraz grupe gendw typu Il zawierajgcych intron [10, 51]. Na przyktad
wséréd 8 Cab gendéw pomidora 6 nalezy do typu I, a tylko 2 do typu Il [17]. Obydwa typy
gendw odréznia rowniez stopien dywergencji sekwencji peptydu tranzytowego i dojrzatego
biatka. Dywergencja sekwencji aminokwaséw dojrzatego biatka wynosi od 1,3 do 9,4 dla
typu I genéw Cab i 13,6 do 16% w typie I, natomiast w przypadku peptydu tranzytowego
réznice te sg znacznie wyzsze i wyrazaja sie w granicach od 0 do 51,5% w typie | oraz od
57,8 do 84,8% w typie Il genow [17]. Sporo informacji na temat Cab genéw réznych roslin
wraz z zestawieniem sekwencji aminokwasowych prekursorowych form biatek LHCII
okre$lonych na podstawie sekwencji genowych zawierajg artykuty Chitnisa i Thornbera
[10] oraz Demmina i wsp. [17]. Z przegladu tych sekwencji wynika, ze dtugosc czasteczki
LHCPII wynosi od 211 u Silene pratensis [58] do 234 aminokwasow u kukurydzy [41].
Wystepuje przy tym wysoki stopier podobieristwa miedzygatunkowego, wskaznikiem cze-
go moze byc¢ fakt, ze sekwencje LHCPII rzesy, pszenicy, grochu i pomidora sg w 90%
identyczne [28]. Z kolei ze stosunkowo nielicznych danych poréwnawczych dotyczacych
sekwencji aminokwasowych poszczeg6lnych biatek wchodzacych w sktad LHCII wobrebie
danego gatunku wynika, ze w tym przypadku podobienstwo jest réwniez wysokie i siega
np. 85% dla dwu genéw LHCPII u rzesy [35], 85-97% wsrod kilku genéw LHCPII
pomidora [47], a nawet 98-99% w przypadku 4 genéw Cab soi [17].

WS$rod aminokwaséw wechodzacych wsktad LHCPII wyraznie przewazajg hydrofobowe
z najliczniej wystepujagcymi: glicyna, alaning i leucyna. Tylko te trzy wymienione amino-
kwasy stanowig ponad 35% sktadu biatka LHCII grochu o m. cz. 27 kDa grochu [45].

Od szeregu lat trwajg prace zmierzajace do poznania struktury drugorzedowej LHCPII.
Wiele informacji na ten temat wniosty badania z zastosowaniem techniki trawienia biatek
proteazami, a zwlaszcza trypsyng. W serii prac pochodzacych z pracowni Arntzena [45,
53] stwierdzono, ze trypsyna katalizuje odciecie od LHCPII grochu trzech peptydéw o m.
cz. 1,0-1,5 kDa. Efekt ten obserwowano, gdy dziataniu trypsyny poddawano zaréwno
oczyszczone dwa gtdwne biatka LHCII grochu o m. cz. 26 i 27 kDa, jak i preparat bton
tylakoidowych czy tez liposomy fosfatydylocholinowe z wbudowanym LHCII. Wnioskowa-
no, ze miejsca podatne na dziatanie trypsyny znajdujg sie od strony zewnetrznej btony
tylakoidowej, zwréconej w kierunku stromy. Analiza sekwencji trzech oczyszczonych,
odcietych peptydow [1,0-1,5 kDa] wykazata, ze sg one fragmentami oktopeptydu, ze maja
wiasnosci hydrofilne oraz ze jeden z nich zawiera miejsce fosforylacji, czyli reszte treoni-
nowa. Zsekwencjonowanie przez Coruzzi i wsp. [12] genu kodujgcego LHCPII grochu
umozliwito umiejscowienie oktopeptydu na N-koncu fafncucha czasteczki LHCPII. Inte-
resujace, ze biatka o m. cz. 29 25 kDa (mniej obficie reprezentowane w poréwnaniu z 27
i 26 kDa biatkami LHCII grochu) nie ulegajg fosforylacji [45], co wskazuje, ze ich
N-koncowe fragmenty r6znig sie konformacja lub sekwencjg od analogicznych fragmentéw
biatek 27 i 26 kDa. Dalszych informacji dostarczyty badania Hinz i Welinder [28], ktdre
poddaty szczeg6towej analizie 16 kDa fragment LHCPII kukurydzy, jaki pozostat po
odcieciu przez trypsyne matych (o m. cz. < 2 kDa) N-konicowych peptyddw. Opierajac sie
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na danych pochodzacych z analizy widm dichroizmu kotowego LHCII oraz produktéw
jego trawienia trypsyng autorki zasugerowaty, ze wieksza cze$é fragmentu 16 kDa znajduje
sie wewnatrz btony tylakoidowej i wigze petng pule chlorofilu b oraz wiekszos$¢ czasteczek
chlorofilu a i ksantofile, jakie przypadaja najeden polipeptyd LHCII. Hinz i Welinder [28]
zaproponowaty model struktury drugorzedowej fragmentu 16 kDa przyjmujac, ze faficuch
polipeptydowy przenika btone tylakoidu w konformacji a-helikalnej oraz ze kazdy z
segmentéw transmembranowych sktada sie z 24 aminokwaséw (rys. Ic). Zaktadajac iden-
tyczno$¢ sekwencji aminokwaséw LHCPII kukurydzy i pszenicy Hinz i Welinder [28]
przewidziaty umiejscowienie skretéw a-helisy LHCPII oraz wysunely teze ze btone tyla-
koidu przenikajg cztery a-helisy oraz ze C-koniec tafncucha polipeptydu LHCII wnika do
stromy tak, jak to wczes$niej wiedziano o N-koricu. Model ten koresponduje z modelem
Anderson i Goodchilda [2] (rys.Ib), ktérzy wykazali, ze przeciwciata przeciwko syntetycz-
nemu polipeptydowi o sekwencji aminokwasowej identycznej z C-koficowym fragmentem
LHCPII szpinaku reagujg z preparatami tylakoidow typu right side-out, natomiast nie
reagujg z preparatami typu inside-out.

Wyzej przedstawiony model Hinz i Welinder oraz Anderson i Goodchilda nie jest
zgodny z zaproponowanym wczesniej przez Karlin-Neumann iwsp. [58] modelem (rys. 1a),
ktdry na podstawie wykresu hydropatii LHCPII Lenina gibba przyjmuje, ze btone tylakoidu
przenikajg nie cztery, a trzy a-helikalne segmenty LHCPII oraz ze jego C-koniec jest
eksponowany w strone Swiatfa tylakoidu.

Do tej pory nie wiadomo, w jaki sposdb czasteczki chlorofilu i ksantofili sg wbudowy-
wane w strukture LHCII. Juz kilka lat temu sugerowano, ze sg one gteboko ukryte w
hydrofobowej czesci taricucha polipeptydowego [44]. Hinz i Welinder [28] potwierdzity to
przypuszczenie w odniesieniu do chlorofilu b, ktérego ilos¢ w przeliczeniu na polipeptyd
okazata sie taka samaw LHCII przed trawieniem trypsyna, jak iw pozostatym po trawieniu
fragmencie 16 kDa. Autorki jednak sadza, ze przynajmniej jedna czateczka chlorofilu a
oraz czes$¢ czasteczek ksantofili jest zwigzana z hydrofilnym regionem tancucha LHCPII.
Nie wiadomo tez, ktéry(e) z aminokwaséw wigze czasteczki chlorofili w kompleksie.
Histydyna wiazaca czasteczki biatek z chlorofilem w bakteryjnych kompleksach chlorofi-
lowo-biatkowych [16] nie moze spetniac tej roli, przynajmniej w modelu Hinz i Welinder
[28]. Caty bowiem fragment 16 kDa zawiera zaledwie 2 reszty histydynowe, podczas gdy
zwigzane jest z nim 11-13 czasteczek chlorofili a i b. Wechsler i wsp. [57] sugerowali, ze
oprécz histydyny wwiazaniu chlorofilu moga uczestniczy¢ réwniez glutamina i asparagina.

APO-CP29

Z wyjatkiem ostatniej pracy Camm i Green [8] informujacej o dwu biatkach (o m. cz.
26 i 27 kDa) wchodzgcych w sktad CP29 szpinaku u wszystkich badanych do tej pory
gatunkéw roslin (w tym réwniez u szpinaku [18, 39, 54]) w kompleksie tym znajdowano
tylko jeden polipeptyd, ktérego masa czasteczkowa w zaleznosci od gatunku miescita sie
w przedziale 28-31 kDa [4, 26, 43] (tab. 1).

Polipeptydy CP29 sg syntetyzowane jako cytoplazmatyczne formy prekursorowe, ktdre
po transporcie do chloroplastow podlegajg obrébce do dojrzatej postaci o m. cz. mniejszej
0 2-3 kDa od m. cz. prekursora [24, 31].

Brak szczegétowych informacji na temat struktury pierwszo- i drugorzedowej biatka
CP29, nikt tez dotad nie sklonowat gendw kodujacych apo-CP29 [23]. Wprawdzie w wyzej
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Rys. 1 Model struktury drugorzedowej LHCPII opracowany A - przez Karlina-Neumanna iwsp. ([33]
uproszczone), B - przez Anderson i Goodchilda ([2] uproszczone), C - model struktury drugorzedowej frag-
mentu LHCPII opornego na dziatanie trypsyny, opracowany przez Hinz i Welinder ([28] uproszczone)

wspomnianej pracy Camm i Green z 1989 r. [8] znajduje si¢ informacja, ze u pomidora
wystepuje tylkojeden gen dla apo-CP29 i ze biatko to jest syntetyzowane in vitro w postaci
30 kDa prekursora, ale dane te pochodzg z niepublikowanych dotad prac E. Pichersky
ego iwspdtpracownikoéw. Apo-CP29 nie jest fosforylowane przez zalezng od plastochinonu
kinaze uczestniczacg w regulacji dystrybucji energii wzbudzenia przez LHCII pomiedzy
PSU i PSI [19].

APO-CP26

Wedtug Bassi i wsp. [5] CP26 kukurydzy zawiera dwa nie podlegajgce fosforylacji
polipeptydy o masach czasteczkowych 29 i 28,5 kDa. W sktad CP26 szpinaku wchodzg tez
dwa nie ulegajace fosforylacji polipeptydy o masach czgsteczkowych 25i22,5 kDa [19].

LHCPI

Opisywana przez r6znych badaczy liczba biatek wchodzacych w sktad LHCI (tab. 1) u
poszczeg6lnych gatunkoéw roslin wynosi od 1 do 4, przy czym ich masy czasteczkowe
mieszczg sie w zakresie 20-26 kDa [3, 6, 21, 36, 37, 55]. Anandan i wsp. [1] zaliczajg do
LHCI jeczmienia takze dwa polipeptydy o mniejszych m. cz. (17 i 11 kDa), jednak jest dos¢
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prawdopodobne, ze mogga one reprezentowac zanieczyszczenia preparatu LHCPI biatka-
mi centrum reakcji PSI. Ostatnio Nechushtai i wsp. [46] wystapili zdo$¢ zaskakujaca teza,
ze wszystkie poprzednio opisane przypadki heterogenicznosci biatek LHCI sg wynikiem
btednej interpretacji otrzymanych wynikéw lub pochodzg z doswiadczeh prowadzonych
na zanieczyszczonych preparatach LHCI. Zdaniem tych autoréw kompleks LHCI zawiera
tylko jedno biatko, ktére np. uLemna gibba ma mase czgsteczkowg 20 kDa, a u grochu 21
kDa [3, 46].

LHCPI sg syntetyzowane, podobnie jak LHCPII i apo-CP29 na rybosomach cytoplaz-
matycznych jako hydrofilne formy prekursorowe [pLHCPI] dtuzsze od dojrzatego biatka
0 32-45 aminokwasdw stanowigcych peptyd tranzytowy [48]. Peptyd ten ulega odcieciu po
przejsciu LHCPI do wnetrza chloroplastu. Stopien wewnatrzgatunkowego podobiefstwa
peptydu tranzytowego LHCPI wydedukowany na podstawie znajomosci sekwencji sklono-
wanych gendw LHCPI pomidora [48] jest niski. Réwniez niski jest stopier podobieristwa
miedzygatunkowego w przypadku peptydoéw tranzytowych LHCPI u pomidora i petunii
[48,52].

Poréwnanie sekwencji genéw kodujacych LHCPI pomidora i petunii [27,52] wskazuje,
ze stopien miedzygatunkowego podobienstwa LHCPI jest stosunkowo niewysoki i wynosi
ok. 28%. Podobnie stopien wewnatrzgatunkowego podobieristwa polipeptydéw LHCI
(wydedukowany na podstawie sekwencji genéw kodujacych je) jest zaskakujgco niski i
wynosi 35-40% [48]. Dane te odnoszg sie do pomidora, bedgcego jak dotad jedynym
gatunkiem, dla ktérego sklonowano i scharakteryzowano kilka roznych genéw LHCPI.

Sktad aminokwasowy LHCPI oznaczony przez Nechushtai i wsp. [46] u Lemna gibba
wykazuje znaczne podobienstwo do LHCPII tego i innych gatunkéw. Przewazajg w nim
aminokwasy hydrofobowe: glicyna, alanina i leucyna, stanowigce 35% catosci.

Struktura drugorzedowa LHCPI nie byta do tej pory szczeg6towo badana. Opierajac
sie na wynikach proteolitycznego trawienia bton tylakoidéw grochu, Oritz i wsp. [1985 cyt.
27] sugerowali, ze dwa ciezsze polipeptydy (22 i 23 kDa) LHCI zawierajg regiony przeni-
kajace btone tylakoidu i wystepujace poza nig, podczas gdy najlzejszy polipeptyd (20 kDa)
jest catkowicie ukryty w btonie tylakoidu. Ostatnie spostrzezenie potwierdzili Herrin iwsp.
[27] dla 20 kDa LHCPI Chlamydomonas reinhardii, gdzie polipeptyd ten pozostat niena-
ruszony po trawieniu tylakoidéw piecioma proteazami.

Rozmieszczenie barwnikéw w obrebie czasteczek LHCPI jest dotad nieznane.

WEASCIWOSCI IMMUNOLOGICZNE POLIPEPTYDOW
KOMPLEKSOW ANTENOWYCH

Wsrod technik stosowanych do badan biatek komplekséw antenowych istotng role
odgrywajg metody immunologiczne. Umozliwiajg one ustalenie podobienstw:

1) pomiedzy polipeptydami poszczeg6lnych anten energetycznych,

2) form prekursorowych wobec dojrzatych,

3) form prekursorowych polipeptydéw poszczegélnych anten.

Dotyczy to podobienstw zarowno wewnatrz-, jak i miedzygatunkowych. Biorgc pod
uwage, ze w zdecydowanej wigkszosci badania tego typu prowadzone sg na polipeptydach
catkowicie zdenaturowanych, informacje uzyskiwane przy uzyciu metod immunologicz-
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nych dotycza gtéwnie podobiefistwa domen sekwencyjnych. W sytuacji, gdy brak bezpos-
rednich danych o sekwencji aminokwasow badanych polipeptyddw, a relacje pomiedzy
zréznicowaniem sekwencji kodujacych a zréznicowaniem dojrzatych LHCPII sg niejasne,
wyniki badan immunologicznych sg istotne dla poznania drég biogenezy biatek komplek-
séw antenowych, tempa ich zmiennosci ewolucyjnej itp.

PODOBIENSTWO WEWNATRZGATUNKOWEI MIEDZYGATUNKOWE
LHCPII

Z badan nad LHCII wynika, ze biatka tego kompleksu wykazujg pewien stopien
podobiestwa immunologicznego. PodohieAstwo to dotyczy nie tylko LHCPII wystepuja-
cych u okreslonego gatunku, ale ma takze chaiakter miedzygatunkowy. Najwiecej infor-
macji odnos$nie wewnatrzgatunkowego podobiefAstwa immunologicznego LHCPII zawiera
praca Darr iwsp. [14]. Autorzy ci uzyskali kilkanascie monoklonalnych przeciwciat immu-
nizujgc myszy preparatem LHCII grochu. Przeciwciata te charakteryzowata zré6znicowana
zdolnos¢ rozpoznawania determinant antygenowych poszczeg6linych biatkowych kompo-
nentéw LHCII o m. cz. 28, 26, 25,5 i 24,5 kDa. Okazato sig, ze dwa przeciwciata nazwane
MLH1 i MLH2 rozpoznawaty wytgcznie odpowiednio biatko 26 i biatko 28 kDa. Sugeruje
to, ze wymienione biatka nie sa pochodnymi wspdlnego cytoplazmatycznego prekursora i
ze moga sie rozni¢ strukturg pierwszorzedowa, bowiem uzywanie do doswiadczer catko-
wicie zdenaturowanych biatek wyklucza réznice konformacyjne, przynajmniej w obrebie
domen rozpoznawanych przez MLH1 i MLH2. Poniewaz domeny te, w przypadku obydwu
biatek, usuwa traktowanie trypsyng, mozna sadzi¢, ze heterogenia biatek 26 i 28 kDa
dotyczy ich N-koricowego regionu. Darr i wsp. [14] opisali takze grupe przeciwciat mono-
klonalnych o odmiennych wiasciwos$ciach. Wszystkie one rozpoznawaty biatka o m. cz. 26,
25,51 24,5 kDa, a cze$¢ z nich rozpoznawata ponadto biatko o m. cz. 28 kDa. Biorgc pod
uwage, ze wszystkie przeciwciata rozpoznajace biatka o m. cz. 25,5124,5 kDa rozpoznawaty
tez biatko o m. cz. 26 kDa, mozna przypuszczaé, ze dwa mniejsze biatka powstajg przez
potranslacyjna, proteolityczng obrébke biatka o m. cz. 26 kDa. Poniewaz N-terminalna
domena biatka 0 m. cz. 26 kDa rozpoznawana przez przeciwciato MLH1 jest nieobecnaw
biatkach o m. cz. 25,5 i 24,5 kDa, wielce prawdopodobne wydaje sie, ze odciecie wiasnie
N-koricowego fragmentu biatka 26 kDa prowadzi do powstania polipeptydu 25,5 kDa, a
nastepnie 24,5 kDa.

Za koncepcja powstawania polipeptydu 24,5 kDa przez obrébke polipeptydu 26 kDa
przemawiaja wyniki badan Mulleta [45], ktéry wykazal, ze polipeptyd LHCII grochu o
mniejszej masie czasteczkowej 25 kDa (odpowiadajacy 24,5 wg Darr i wsp. [14]) nie ulega
fosforylacji w przeciwieristwie do polipeptydu o m. cz. 27 kDa (odpowiadajacego 26 kDa
wg Darr iwsp.). Autor uwaza, ze polipeptyd 25 kDa powstaje przez ograniczong proteolize
polipeptydu 27 kDa prowadzacag do odciecia N-koncowego fragmentu podlegajagcego
fosforylacji.

Miedzygatunkowe podobiefstwo immunologiczne LHCPII zostato udokumentowane
w szeregu prac. Thaler iJay [56] stwierdzili, ze monoklonalne przeciwciata skierowane
przeciwko LHCPII grochu sg zdolne do rozpoznawania LHCPII szpinaku, fasoli, jeczmie-
nia, kukurydzy, paproci Nephrolepis oraz Chlamydomonas reinhardii. W ostatnim przypad-
ku reakcja z najlzejszym z trzech LHCPII byta dos$é staba. Z kolei Darr i wsp. [14]
stwierdzili zdolno$¢ monoklonalnych przeciwciat przeciwko 26 i 28 kDa LHCPII grochu
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do rozpoznawania odpowiednich polipeptydéw pomidora. Réwniez w naszym laborato-
rium (Li Dok Su, Jackowski i Schneider dane niepublikowane) stwierdziliSmy intensywna
reakcje monospecyficznych, poliklonalnych przeciwciat przeciwko LHCPII goZdzika z
LHCPII jeczmienia.

Wyijatkiem pod tym wzgledem wydaje sie Euglena, u ktérej trzy LHCPII o masach
czasteczkowych mieszczacych sie w przedziale 26-28 kDa reaguja bardzo stabo z poliklo-
nalnymi przeciwciatami skierowanymi przeciwko LHCPII szpinaku i Chlamydomonas
reinhardii [13].

Wszystkie wyzej przedstawione przypadki interpretuje sie jako wyraz znacznego mie-
dzygatunkowego podobiernstwa struktury aminokwasowej LHCPII, bowiem opisane wyni-
ki pochodza z doswiadczen, w ktérych przeciwciatami sondowano polipeptydy catkowicie
zdenaturowane, uprzednio poddane SDS-elektroforezie, w zwigzku z czym mato prawdo-
podobne jest rozpoznawanie oparte na komplementarnosci domen konformacyjnych.

WEWNATRZGATUNKOWE PODOBIENSTWO CP29

Nieliczne informacje dotyczgce wewnatrzgatunkowego podobienstwa apo-CP29 znaj-
dujg sie w pracy Camm i Green [8]. Stwierdzono w niej, ze monoklonalne przeciwciato
MLH2 skierowane przeciwko LHCPII grochu (29 kDa) rozpoznawato obydwa biatka
CP29 szpinaku o m. cz. 26 i 27 kDa, ale reakcja ta byta znacznie intensywniejsza dla
ciezszego polipeptydu. Zdaniem autorek jest mozliwe, ze obydwa biatka CP29 sg pochod-
nymi tego samego prekursora, ponadto lzejsze (26 kDa) z nich powstaje z ciezszego przez
odciecie N-koAcowego peptydu, co prowadzi do znacznego obnizenia powinowactwa do
MLH2. Poparciem powyzszej sugestii sg wyniki cytowanych przez autorki niepublikowa-
nych prac Pichersky’ego i wspotpracownikdw, stwierdzajace, ze 30 kDa prekursor biatka
CP29 syntetyzowany na matrycy sklonowanego genu biatka CP29 pomidora podlega
wewnatrz chloroplastu obrébce do dwdch polipeptydéw po ok. 26 kDa.

WEWNATRZGATUNKOWE I MIEDZYGATUNKOWE PODOBIENSTWO
LHCPI

Wewnatrzgatunkowe podobiefstwo immunologiczne biatek LHCI byto badane przez
Evans i Anderson [21] u szpinaku. Autorki te stwierdzity, ze sposréd czterech biatek LHCI
szpinakujedno (25 kDa) jest rozpoznawane tylko przezjedno zgrupy monospecyficznych,
poliklonalnych przeciwciat skierowanych przeciwko pozostatym biatkom LHCI. Uktad
reakcji immunologicznych pomiedzy pozostatymi biatkami i monospecyficznymi przeciw-
cialami przedstawia tabela 2. Zawarte w niej wyniki wskazujg na znaczne podobiefstwo

TABELA 2. Wyniki reakcji immunologicznych polipeptydéw LHCI szpinaku z monospecyficznymi, poliklo-
nalnymi przeciwciatami skierowanymi przeciwko tym polipeptydom [21]: [+ ]- reakcja, [-] - brak reakcji

Antygen kDa Przeciwciato przeciwko
23kDa 24 kDa 25,8 kDa
23 + - +
24 + + +
25 + .
25,8 + + +



IMMUNOCHEMIA BIALEK KOMPLEKSOW ANTENOWYCH 41

immunologiczne LHCI z wyjatkiem polipeptydu 25 kDa isugerujg, ze polipeptydy o m. cz.
23 i 24 kDa moga by¢ produktami proteolitycznej obrobki biatka 25,8 kDa.

Williams i Ellis [60] pracujac z grupg poliklonalnych i monoklonalnych przeciwciat
skierowanych przeciwko LHCP1 o m. cz. 23, 22 i 20 kDa, wykazali, ze dwa najciezsze
sposrod wymienionych LHCPI grochu cechuje znaczny stopien pokrewiefstwa immuno-
logicznego, podczas gdy najlzejszy polipeptyd (20 kDa) jest stabo rozpoznawany przez
przeciwciata dla dwoch pozostatych. Jednoczesnie przeciwciata skierowane przeciw najl-
zejszemu polipeptydowi (20 kDa) bardzo stabo rozpoznaje obydwa ciezsze, co wyklucza
powstawanie polipeptydu 20 kDa przez obrébke polipeptydow 23 i22 kDa. Uzyskane dane
wskazujg, iz polipeptydy LHCI grochu nalezg do dwu grup kodowanych przez odrebne
geny, ktdre jednak wykazuja pewien stopien pokrewiedstwa sekwencyjnego. Wniosek ten
potwierdza analiza wzoréw trawienia LHCPI proteazg V8 ze Staphylococcus aureus,
wskazujgca, ze wsrdd polipeptydéw grochu istniejg dwie grupy podobiedstw, identycznych
z ustalonymi immunologicznie.

Miedzygatunkowe podobieristwo immunologiczne LHCPI zostato wykazane przez
Nechushtai i wsp. [46], ktérzy stwierdzili, ze LHCPI Lenina gibba reagowaty z przeciw-
ciatem przeciwko LHCIb szpinaku. Z kolei Herrin iwsp. [27] ustalili, ze przeciwciata anty
20 kDa LHCPI Chlamydomonas reinhardii reaguja z dwoma LHCPI grochu o m. cz. 20 i
22 kDa.

PODOBIENSTWO IMMUNOLOGICZNE POLIPEPTYDOW
ROZNYCH KOMPLEKSOW ANTENOWY CH

Interesujacy wydaje sie problem pokrewiefistwa immunologicznego biatek r6znych
komplekséw antenowych. Wyniki badan na ten temat sa do$¢ kontrowersyjne. Lam i wsp.
[36,37] nie stwierdzili jakichkolwiek reakcji specyficznych, poliklonalnych przeciwciat anty
LHCPII zLHCPI kukurydzy, a Williams i Ellis [60] uzywajac przeciwciata zaréwno mono-,
jak i poliklonalne potwierdzili catkowity brak reakcji pomiedzy anty LHCPII a LHCPII
grochu. Podobny brak reakcji monoklonalnego przeciwciata anty LHCPI z LHCPII u
jeczmienia zaobserwowali Hoyer-Hansen iwsp. [31]. Wyniki uzyskane przy uzyciu prze-
ciwcial monoklonalnych catkowicie nie wykluczajg immunologicznego pokrewienstwa
LHCPI i LHCPII, bowiem oznaczajg one tylko tyle, ze zadne z biatek jednego kompleksu
nie zawiera domeny sekwencyjnej identycznej zdomeng biatka poréwnywanego komplek-
su, przeciwko ktorej monoklonalne przeciwciato wyprodukowano. Natomiast nie jest w
tym przypadku wykluczone podobienstwo innych domen, mozliwych do identyfikacji przy
zastosowaniu przeciwciat poliklonalnych. Wynika stad og6lniejszy wniosek, ze negatywny
wynik doswiadczenia nad pokrewieristwem immunologicznym biatek jest znacznie pew-
niejszy, jezeli uzyskany zostat przy uzyciu przeciwciat poliklonalnych. W tym kontekscie
nalezy takze rozpatrywa¢ wspomniang prace Thalera i Jaya [56], ktérzy sondujac biatka
tylakoidow szeregu gatunkéw monoklonalnym przeciwciatem anty LHCPII grochu, nie
stwierdzili zadnej reakcji z LHCPI, pomimo intensywnej reakcji z LHCPII u wszystkich
badanych gatunkow.

W ostatnich 4 latach opublikowano jednak kilka prac wskazujacych na wewnatrzgatun-
kowe podobieAstwo immunologiczne polipeptydéw LHCI i LHCII. W omdéwionej juz
wczesniej pracy Darr i wsp. [14] stwierdzili, ze niektore sposrod kilkunastu monoklonal-
nych przeciwciat rozpoznajacych rézne zestawy LHCPII grochu reaguja takze z LHCPI.
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Opisano m.in. grupe 4 przeciwciat, ktére rozpoznajg wszystkie LHCPII i jednocze$nie
wszystkie LHCPI. Kilka grup badawczych [8, 24, 31] przyjeto teze, ze opisany przez Darr
i wsp. [14] przypadek immunopowinowactwa LHCPII i LHCPI jest wynikiem zanieczysz-
czenia LHCPII uzytego do immunizacji polipeptydami CP29, ktore jako efektywne anty-
geny indukujg przeciwciata anty apo-CP29. Wobec tego reakcja przeciwciat LHCPII z
LHCPI jest w rzeczywistosci reakcjg przeciwciat anty CP29 z LHCPI. Biatkiem CP29
zanieczyszczajgcym preparat LHCPII miatby by¢ polipeptyd 28 kDa, podczas gdy LHCPII
grochu miatby (zdaniem tych grup badawczych) obejmowac tylko frakcje 26,25 i24,5 kDa.
Hoyer-Hansen i wsp. [31] na poparcie tej tezy przytaczajg argument, iz w ich pracowni
stwierdzono intensywng reakcje przeciwciat anty apo-CP29 z PSI jeczmienia. Naszym
zdaniem praca Darr i wsp. [14] przekonywujaco wskazuje na pokrewienstwo immunolo-
giczne LHCPII i LHCPI. Opisano w niej bowiem, poza juz wymienionymi, przeciwciato
monoklonalne MLH10, ktore rozpoznaje wszystkie LHCPII z wyjatkiem 28 kDa ijedno-
cze$nie wszystkie trzy LHCPI (24,231 21,5 kDa). Tego wyniku nie moznajuz wyttumaczy¢
zanieczyszczeniem LHCII stosowanego do immunizacji przez biatko CP29. Poza tym
sugerowany przez Darr i wsp. [14] wysoki stopienn podobieristwa immunologicznego
LHCPII i LHCPI znajduje potwiedzenie w czterech innych pracach. Evans i Anderson
[21] stwierdzity, ze poliklonalne przeciwciata monospecyficzne wobec poszczeg6lnych
LHCPI szpinaku rozpoznajg w zr6znicowanym stopniu takze LHCPII. Reakcja przeciw-
ciat byta intensywniejsza w przypadku antygenu immunizacyjnego niz polipeptydow re-
agujacych krzyzowo. Autorki sugeruja, ze rozpoznawane przez anty LHCPI domeny
sekwencyjne LHCPII réznig sie nieco od odpowiednich domen LHCPI. Jest tez mozliwe,
ze przyczyna zroznicowanej reakcji domen LHCPII i LHCPI z przeciwciatami sg réznice
sekwencji aminokwasowych sasiadujacych z tymi domenami.

Barbato i wsp. [4] potwierdzili reakcje przeciwciat anty LHCPI i LHCPII u szpinaku.
Z kolei White i Green [59] doniesli o krzyzowej reakcji przeciwciatanty LHCPI zLHCPII
ujeczmienia, co daje mozliwos¢ bezposredniego odniesienia tych danych do przecistaw-
nych wynikéw Hoyer-Hansen i wsp. [31]. Doniesienie White’a i Green [59] wydaje sie
bardziej przekonywujgce wobec przeprowadzenia wiarygodnych doswiadczen kontrol-
nych potwierdzajacych, ze:

« obserwowana reakcja nie wynika z zanieczyszczeh antygenu przez LHCPII,

< reakcja nie polega na podobieistwie immunologicznym CPI1 do LHCII.

Wykluczenie ostatniej ewentualnosci byto istotne, bowiem antygenem stosowanym do
immunizacji byt PSI = CPla.

W doswiadczeniach Hoyer-Hansen i wsp. [31] brak tego typu kontroli, a obecno$é
dodatkowych prazkéw i smug na “immunoblokach™ stawia pod znakiem zapytania specy-
ficznos¢ stosowanych przeciwciat. Tak wiec podobienstwo domen sekwencyjnych LHCPI
i LHCPII u jeczmienia mozna uwaza¢ za udowodnione przez White’a i Green [59].
Potwierdzajg to wyniki badan Terao i wsp. [65], ktorzy stwierdzili intensywnga reakcje
krzyzowa poliklonalnych przeciwciat anty LHCPIl z LHCPI ryzu. Ponadto LHCPII i
LHCPI tego gatunku miaty wzory trawienia proteazg V8 u Staphylococcus aureus wskazu-
jace na co najmniej jedna wspo6lng domene sekwencyjna.

Badania witasnosci immunologicznych biatka CP29 wskazujg dos$¢ jednoznacznie na
podobienstwo sekwencyjne do LHCPI u jeczmienia [31,59] i szpinaku [4]. Natomiast, z
wyjatkiem dyskutowanej wczesniej pracy Camm i Green [8], brak bezposrednich dowodow
na podobienstwo immunologiczne biatek CP29 i LHCII.
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Z nielicznych badan dotyczacych immunologicznych wiasciwosci biatka kompleksu
CP26 wynika, ze w przypadku szpinaku przeciwciata anty PSI reagujg z polipeptydami
CP26 [4], W zwiazku ze stabymi wiasnosciami antygenowymi biatek centrum reakcji PSI
[59] mozna uznaé, ze powyzsza reakcja zachodzi pomiedzy anty LHCPI i CP26. W innej
pracowni [19] wykazano, rdwnie dla szpinaku, ze polipeptydy CP26 reagowaty krzyzowo z
przeciwciatami anty CP29 i anty LHCPII.

Pomimo réznic pogladéw co do stopnia pokrewiefdstwa immunologicznego biatek
LHCII, CP29, CP26 i LHCI stuszny wydaje sie poglad White’a i Green [59], ze biatka te
majg pewne wspdlne determinanty antygenowe. Sugeruje to, ze geny kodujgce biatka
komplekséw antenowych nalezg do wspdinej wielogenowej "superrodziny" (extendedfami-

ly)e
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HYBRYDOCYTOCHEMIA W BADANIACH
NAD REGULACJA GENU KALCYTONINOWEGO
W KOMORKACH PARAFOLIKULARNYCH TARCZYCY

HYBRIDOCYTOCHEMISTRY
IN STUDIES ON REGULATION OF CALCITONIN GENE
IN THYROID PARAFOLLICULAR CELLS

Maciej ZABEL
Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii, AM Poznan

Streszczenie. Ekspresja genu kalcytoninowego zachodzi w wielu komérkach dokrewnych i nerwowych. Po
transkrypcji tego genu powstajg dwa rézne mRNA odpowiednio dla kalcytoniny i CGRP (calcitonin gene-related
peptide), czyli CT-mRNA i CGRP-mRNA. Metodami hybrydocytochemicznymi i immunocytochemicznymi
badano wptyw hiperkalcemii (wywotanej witaming D) wwarunkach invivo oraz jondw wapnia i 1,25-dwuhydrok-
sywitaminy D?wwarunkach invitro na ekspresje genu kalcytoninowego w komérkach parafolikulamych tarczycy.
Stwierdzono, ze jony wapnia i 1,25-dwuhydroksywitarnina D3zmieniajg iloSciowo, ale nie jako$ciowo formowanie
obu mRNA.

Summary. Calcitonin gene expression takes place in multiple endocrine and nervous cells. The gene template
yields two different mRNAs, for calcitonin and calcitonin gene-related peptide (CGRP) respectively (CT-
mRNA and CGRP-mRNA). Using hybridocytochemistry and immunocytochemistry, effects of vitamin D-in-
duced hypercalcemia in vivo conditions as well as effects of calcium ions and 1,25-dihydroxyvitamin D3in vitro
were studied on calcitonin gene expression in thyroid parafollicular cells. Calcium ions and 1,25-dihydroxy-
vitamin D, altered the amounts of both mMRNAs and hormones formed but not their ratio.

WPROWADZENIE

Komorki potrafig regulowac ekspresje gendéw i wiadomo bardzo duzo na temat tych
regulacji [6], jednak wiele zagadnien pozostaje dalej niepoznanych. Wiadomo m.in., ze
komaérka moze wiaczaé i wytacza¢ pewne geny na state, a inne tylko czasowo. W komérkach

‘Praca finansowana cze$ciowo przez Komitet Cytobiologii PAN.
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dokrewnych tego samego typu, np. komérkach parafolikularnych tarczycy wytgczanie lub
wiaczanie genow dotyczy¢ moze tylko czesci komérek catej populacji. U ptodéw i nowo-
rodkow szczurzych wiekszo$¢ komdrek parafolikularnych produkuje somatostatyne, a
jedynie w niektdrych z nich dochodzi do ekspresji kalcytoniny. Stopniowo jednak sytuacja
zmienia sie wraz z wiekiem i u zwierzat dorostych wszystkie komdrki produkujg kalcyto-
ning, a niektére réwniez somatostatyne [1, 11]. Nie dotyczy to réznych, lecz tych samych
komorek, o czym fatwo przekonalismy sie wykonujagc immunocytochemiczne badania z
pomocg mikroskopu elektronowego na skrawkach seryjnych i przy uzyciu podwaéjnego
znakowania [8].

W ostatnich latach m.in. w komoérkach dokrewnych i nerwowych stwierdzono wiele
faktow dodatkowo komplikujgcych problemy regulacji ekspresji genéw. Okazato sie, ze
komorki dokrewne moga produkowac¢ wiele hormonéw polipeptydowych i to czesto z tego
samego genu. Dalej okazato sie, ze komdrki dokrewne moga to robi¢ przynajmniej dwoma
réznymi sposobami. Pierwszy z nich zostat doktadnie poznany w komérkach kortykotro-
powych przysadki [4]. Z jednego genu produkowany jest jeden mRNA, ktéry po translacji
daje prohormon zwany proopiomelanokortyna. Z tego prohormonu w siateczce $rédplaz-
matycznej iw aparacie Golgiego peptydazy wycinajg wiele fragmentéw i niektére z nich sg
wiasciwymi hormonami. Sposréd nich najbardziej znane sg kortykotropina i lipotropina.
Okazato sie tez, ze proopiomelanokortyng produkowana jest rowniez winnych komérkach,
w ktérych inne peptydazy wycinajg inne fragmenty bedace hormonami lub neurotransmi-
terami. W niektdrych komorkach nerwowych dla przyktadu powstajg endorfiny i enkefa-
liny.

Drugi mechanizm, ktdry nas szczegélnie zainteresowat, polega na produkcji kilku
roznych mRNA z tego samego genu. Klasycznym juz przyktadem jest gen kalcytoninowy
[7]. W prawidtowych warunkach ekspresja tego genu zachodzi w komdrkach parafoliku-
larnych tarczycy, komorkach dokrewnych ptuc, zotgdka i prostaty oraz w niektdrych
komorkach nerwowych.

BUDOWA GENU KALCYTONINOWEGO
I FORMOWANIE mRNA

Na genie kalcytoninowym dochodzi do syntezy kilku hormondéw. Klasycznymi hormo-
nami sa kalcytonina i CGRP (calcitonin gene-related peptide). Gen kalcytoninowy sktada
sie z 6 eksondw rozdzielonych intronami [2,7] (rys. 1). Cze$¢ ekson6w ma takze odcinki
niekodujace. Natym genie DNA-polimeraza Il tworzy hnRNA, ktéry ulega dalej skroceniu
i poliadenylowaniu. Proces ten prowadzi jednak do powstania dwoch réznych posrednich
form mRNA, z ktérych ostatecznie powstajg dwa rézne mRNA, mRNA dla kalcytoniny
(CT-mRNA) i mRNA dla CGRP (CGRP-mRNA). CT-mRNA pochodzi z eksonéw 1, 2,
3i4,aCGRP-mRNA zeksonbéw 1,2,3,5i6, czyli dla CT-mRNA specyficzny jest odcinek
powstajacy z eksonu 4, a dla CGRP-mRNA z eksonow 5 i 6. W komdrkach parafolikular-
nych powstajg CT-mRNA i CGRP-mRNA, a w komérkach nerwowych tylko CGRP-
mRNA. Pojedyncze dotychczasowe obserwacje na temat jakosciowego formowania
MRNA z genu kalcytoninowego wniosty juz nieco informacji. Emerson i wsp. [5] uwazaja,
ze gen kalcytoninowy w kazdej tkance ma specyficzny element (cis-active element) znajdu-
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Rys. 1. Schemat budowy genu kalcytoninowego i procesu formowania mRNA: w wyniku transkrypcji powstaje
pierwotny transkrypt, z ktérego formowane sa dwa r6zne mRNA dla kalcytoninu (CT-mRNA) lub CGRP
(CGRP-mRNA); koncowe fragmenty mRNA zawierajg odpowiedniki réznych eksonéw, ktére sa specyficzne
dla kazdego mRNA, z nich powstajg niezaleznie kalcytonina lub CGRP

jacy sie blisko konca eksonu 4, ktérego budowa decyduje ostatecznie o jakoSciowym
powstaniu CT-mRNA lub CGRP-mRNA. Ponadto uwazajg oni, ze na ten element (cis-
active element) moga wptywac i decydowac o jakosciowym jego formowaniu okreslone
czynniki (tzw. trans-activefactors). W komorkach parafolikularnych, wktérych formowane
sa oba mMRNA, proces taki musi zachodzi¢ samoistnie. Innymi stowy w komdrkach tych
muszg znajdowac sie endogenne czynniki (trans-active factors) regulujace ten proces. Z
substancji egzogennych wptyw taki ma deksametason, ktéry w komérkach TT wzmaga
produkcje mRNA dla kalcytoniny, a obniza dla CGRP [3].
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Zagadnieniem najbardziej nas interesujgcym byto wykazanie, czy typowy stymulator
komorek parafolikularnych (czyli jony wapnia) moze zmienia¢ jakoSciowe formowanie
mRNA z genu kalcytoninowego w tych komdrkach.

MORFOLOGICZNE METODY
BADANIA EKSPRESJI GENU KALCYTONINOWEGO

Ekspresje genu kalcytoninowego mozna obecnie bezposrednio bada¢ hybrydocyto-
chemicznie wykrywajac oba mRNA lub posrednio immunocytochemicznie wykrywajgc
ostateczny produkt, jakim sg oba podstawowe hormony.

SYNTEZA SOND | HYBRYDOCYTOCHEMIA

Fragment ds-cDNA genu kalcytoninowego zostat rozciety przy pomocy okre$lonych
endonukleaz [10]. W wyniku tego otrzymano CT ds-cDNA (298 zasad z czesci kodujacej i
niekodujacej eksonu 4) i CGRP ds-cDNA (300 zasad z czesci niekodujacej eksonu 6). Po
wbudowaniu do plazmidu SP64 uzyskiwano odpowiednie DNA z promotorem SP6. Na
tym DNA za pomocg polimerazy SP6 i biotynylowanego 11-UTP syntetyzowano biotyny-
lowane sondy RNA (rys. 2). Sondy te byly odpowiednio komplementarne do CT-mRNA
lub CGRP-mRNA. Kontroli sond dokonywano przy pomocy hybrydyzacji na bibule
(dot-blot). Hybrydocytochemie przeprowadzono na $wiezej tkance lub hodowanych ko-
maérkach utrwalonych w formalinie wg zasady pokazanej na rysunku 3.

Rys. 2. Schemat syntezy sond do hybrydocytochemii: wykorzystujac specyficzny fragment genu z wbudowanym
promotorem SP6 syntetyzowano sondy przy pomocy polimerazy SP6; w Srodowisku znajdowato sie biotynylo-
wane UTP idlatego otrzymywano biotynylowane sondy
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Rys. 3. Zasada hybrydocytochemii: biotynylowane sondy hybrydyzowaty z odpowiednim mRNA, biotyne w
sondach wykrywano za pomoca kompleksu awidyna-biotynylowana peroksydaza

IMMUNOCYTOCHEMIA

Dodatkowo oba hormony wykrywano immunocytochemicznie stosujgc specyficzne
przeciwciata i metode awidyna-biotynylowana peroksydaza przy postugiwaniu sie mikros-
kopia Swietlng lub metody z kompleksami ztota koloidalnego w przypadku stosowania
mikroskopii elektronowej. Szczeg6ty tych metod przedstawiono w podreczniku immuno-
cytochemii [12].

WPLYW HIPERKALCEMII
NA EKSPRESJE GENU KALCYTONINOWEGO

Poczatkowo wykonano badania in vivo polegajace na stymulacji komorek parafoliku-
larnych przy pomocy hiperkalcemii indukowanej aktywnym metabolitem witaminy D2
(dihydrotachysteryny, czyli A.T.10). Badaniami immunocytochemicznymi stwierdzono w
mikroskopie elektronowym, stosujac zaréwno podwadjne znakowanie, jak i skrawki seryjne,
ze w warunkach kontrolnych wszystkie komorki parafolikularne produkujg zaréwno kal-
cytonine, jak i CGRP. W mikroskopie Swietlnym stwierdzono takze, ze komorki z kalcy-
toning jak i z CGRP wystepuja z takg samg czestosciag. Dokonano tego liczac
immunopozytywne komorki zawierajace kazdy z hormondéw. Ekspresje hormonéw w tych
samych komorkach potwierdzono w badaniach hybrydocytochemicznych wykrywajac po-
dobne liczby komérek zawierajagce odpowiedni mRNA. Po trzech dniach podawania
A.T.10 stwierdzono u szczuréw wyrazng hiperkalcemie i znacznie podniesiony poziom
kalcytoniny we krwi. Mimo wyraznej stymulacji komérek parafolikularnych nie stwier-
dzono jednak réznic w stosunku do kontroli, jezeli chodzi o liczby immuno- i hybrydopo-
zytywnych komoérek. Wysunieto wiec wniosek, ze hiperkalcemia nie wptywa w komdrkach
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parafolikularnych decydujaco najakosciowe formowanie z genu kalcytoninowego, cho¢ z
pewnoscig wzrasta ilos¢ obu mRNA powstajacych z tego genu [10]. Dopiero 2 lata pozniej
w hodowanych komérkach stwierdzilismy, ze komoérki parafolikularne maja receptor dla
witaminy D3i ze witamina D3moze wptywac na komorki parafolikularne bezposrednio [9].
Tak wiec wynik poprzedniego do$wiadczenia musiat by¢ naktadajgcym sie efektem hyper-
kalcemii z jednej strony i bezposredniego dziatania aktywnego metabolitu witaminy D3z
drugiej strony. WyobrazaliSmy sobie wiec, ze albo obie substancje dziatajgjednakowo, tzn.
nie wptywaja najakosciowe formowanie mRNA z genu kalcytoninowego albo tez dochodzi
do wzajemnego zniesienia ich dziatania.

Aby rozwigzac to zagadnienie, musieliSmy przeprowadzi¢ badania in vitro na najlepiej
do tej pory scharakteryzowanej lini komérek parafolikularnych, czyli na komoérkach TT
pochodzacych z ludzkiego raka rdzeniastego. Nie byt to takze idealny model, poniewaz nie
da sie catkowicie wyeliminowaé jondw wapniowych ze Srodowiska hodowlanego. Stosujac
jednak adsorbowang weglem aktywowanym surowice mozna byto wyeliminowa¢ dziatanie
sterydéw, w tym witaminy D3.

Poczatkowo wykazano, ze wszystkie komérki TT produkuja zaréwno kalcytoning, jak i
CGRP oraz ze majg receptor dla aktywnego metabolitu witaminy D, czyli 1,25-dwuhydrok-
sywitaminy D 3. Receptor ten immunocytochemicznie lokalizowali$my gtéwnie na terenie
jadra komdrkowego i w mniejszym stopniu takze w cytoplazmie. Dodatkowo obecnos$é tego
receptora potwierdzono w mikroskopie elektronowym. Badajgc wptyw jondw wapnia na
sekrecje kalcytoniny stwierdzono, ze ilo$¢ kalcytoniny i CGRP w $rodowisku wzrasta
wprost proporcjonalnie do stezenia jonéw wapnia. Immunocytochemicznie stwierdzono,
ze niezaleznie od poziomu wapnia wszystkie komorki parafolikularne produkuja oba
mRNA i oba hormony. Zmienia sie jednak nieznacznie nasilenie reakcji, co lepiej jest
widoczne w przypadku badan immunocytochemicznych. Przy hipokalcemii ilos¢ kalcyto-
niny i CGRP w komadrkach jest wieksza niz w hiperkalcemii. Czyli z pewnymi zastrzeze-
niami mozna byto podtrzymac poprzedni wniosek, ze jony wapnia nie wptywajg decydujgco
na jakosciowe, lecz jedynie ilosciowe formowanie mMRNA z genu kalcytoninowego.

W dalszym etapie postanowiono przebada¢ wptyw 1,25-dwuhydroksywitaminy D3.
Badania te nie zostaty jeszcze ukoriczone, ale stwierdzono, ze 1,25-dwuhydroksywitamina
D3hamuje wyraznie wydzielanie zar6wno kalcytoniny, jak i CGRP do $rodowiska hodow-
lanego. Nalezy wiec przypuszczaé, ze 1,25-dwukydroksywitamina D3 takze nie bedzie
jakosciowo wptywata na formowanie mRNA z genu kalcytoninowego. Z literatury wiado-
mo, ze 1,25-dwuhydroksywitamina D3 hamuje proporcjonalnie formowanie CT-mRNA i
CGRP-mRNA [2]. Autorzy ci przeprowadzili eksperymenty badajgc jednak catkowitg
ilos¢ obu mMRNA whomogenatach komérek TT. Metoda ta daje bardzo dobre pétilosciowe
wyniki sumaryczne, ale nie pozwala wnioskowa¢ o jakosciowym wptywie na formowanie
mRNA z genu kalcytoninowego w poszczeg6lnych komorkach.
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PODLOZE ZJAWISK AUTOIMMUNOLOGICZNYCH
THE BACKGROUND OF AUTOIMMUNITY

Jan K. CZYZYK

Zaktad Histologii i Embriologii, Akademia Medyczna, Warszawa

Streszczenie. Zjawiska autoimmunologiczne czesto doprowadzajg do pojawienia sie choréb autoimmunolo-
gicznych. W chorobach tych ukiad immunologiczny jako obce rozpoznaje autoantygeny, ktdrymi moga by¢
sktadniki bton komérkowych, cytoplazmy, jadra komérkowego i wiele innych substancji. W omawianej grupie
schorzen zwraca uwage réznorodno$¢é mechanizméw doprowadzajacych do autoagresji. Moze do niej doj$¢ w
przebiegu zar6wno nieswoistej (nieprawidtowa aktywacja alternatywnej drogi dopetniacza w nocnej napadowe;j
hemoglobinurii), jak iswoistej odpowiedzi immunologicznej.

Summary. The autoimmune reactions often lead to the development of autoimmune disorders. In autoimmune
diseases immune system recognizes as foreign autoantigens which can be: fragments of cell membrane,
cytoplasm, nucleus and many other substances. In discussed group of diseases it isworth stressing that the large
number of mechanisms underlying autoimmunity exists. It may be the result of both nonspecific (unproper
activation of alternative way of complement in paroxysmal nocturnal hemoglobinuria) and specific immune
response.

WSTEP

Na poczatku dwudziestego wieku Paul Ehrlich stworzyt koncepcje znang jako horror
autotoxicus, przyjmujacg istnienie mechanizmu, ktory ochrania ustr6j przed autoimmu-
nizacja. Wielki autorytet tego uczonego powodowat, ze przez dtugi czas negowano moz-
liwos¢ jakiejkolwiek reakcji autoimmunologicznej, chociaz istniaty kliniczne sugestie, ze
moze ona powodowaé schorzenia. Dopiero wprowadzenie w 1945 r. testu Coombsa
umozliwiajagcego wykrywanie autoprzeciwciat optaszczajacych krwinki czerwone zapo-
czatkowato okres wykrywania kolejnych choréb autoimmunologicznych a wraz z nimi stale
zwiekszajacej sie liczby autoantygendw. Z tego tez powodu coraz bardziej oczywisty staje
sie fakt, ze kazda struktura organizmu moze by¢ obiektem ataku uktadu immunologiczne-
go. Horrorautotoxicus stat sie nieaktualng kpncepcja w swojej pierwotnej postaci, poniewaz



56 J.K.CZYZYK

autoimmunizacja jest zjawiskiem, ktére moze zachodzi¢, a przy tym czesto i w kazdym
organizmie (takze zdrowym).

NIEKTORE REAKCJE AUTOIMMUNOLOGICZNE
BIORACE UDZIAL WUTRZYMANIU HOMEOSTAZY

Omawiajac zagadnienia autoagresji nalezy podkresli¢, ze procesy autoimmunologiczne
maja nie tylko znaczenie patogenne, ale niektére z nich sa pozadane dla normalnego
funkcjonowania organizmu [19,36]. Znany jest fakt pojawienia sie¢ przeciwciat skierowa-
nych przeciwko aktynie i miozynie po zawale mie$nia sercowego oraz po operacjach
kardiochirurgicznych [13]. By¢ moze zadaniem tych przeciwciatjest opsonizowanie sktad-
nikéw martwiczej tkanki i usuwanie ich z uszkodzonego miesnia sercowego w drodze
immunofagocytozy.

Dok#adniej poznanym przyktadem korzystnego dziatania autoprzeciwciatjest usuwanie
erytrocytow z krwioobiegu. Na starych krwinkach czerwonych, wskutek dziatania wolnych
rodnikdw tlenowych [37], a takze w nastepstwie wigzania sktadnikéw btony komérkowej
przez hemichromy - zdenaturowane czgsteczki hemoglobiny [45] pojawiajg sie nowe
determinanty antygenowe. Tworzg sie one wdrodze rozpadu, tj. utraty cytoplazmatyczne-
go fragmentu konca N transbtonowej glikoproteiny erytrocytéw odpowiedzialnej za trans-
port btonowy anionéw i glukozy. Przeciwciata klasy 1gG wigzg pozostaty, przytwierdzony
do btony komérkowej peptyd 62000 stanowigcy zewnetrzny fragment korica C powyzszej
glikoproteiny. Opsonizowane erytrocyty sg usuwane w drodze immunofagocytozy. Nie
dochodzi zatem do hemolizy, ktéra prowadzitaby do podwyzszenia poziomu zelaza w
surowicy, co z kolei wzmagatoby wirulencje mikroorganizmdéw oraz nasilato procesy
oksydacji. Autoprzeciwciata biorg wiec wtedy udziat w utrzymaniu homeostazy [36].

Grupa francuskich badaczy twierdzi, ze kazdy zdrowy organizm jest nosicielem auto-
przeciwciat. W surowicy zdrowych ludzi wykazano obecno$¢ immunoglobulin reagujacych
z tubuling, aktyna, tyreoglobuling, mioglobing, fetuing, transferyng, albuming, cytochro-
mem c i kolagenem [26]. Réwniez u w peini zdrowych myszy BALB/c wykryto klony
limfocytow B produkujacych przeciwciata o zakresie swoistosci zblizonym do tego, jaki
wystepuje u zdrowych ludzi [17, 18]. Autoprzeciwciata te stanowig istotng sktadowsg
krazacych przeciwciat naturalnych i cechujg sie stabym powinowactwem w stosunku do
réznych autoantygendw. Przypuszcza sie, ze "okryte" determinanty autoantygendw przez
naturalne autoprzeciwciata stajg sie niedostepne dla limfocytow T i przeciwciat wysoce
swoistych wobec tych determinant. W ten spos6b nie dochodzi do uszkodzenia struktur,
na ktérych znajdujga sie autoantygeny [19].

OGOLNY PODZIAL CHOROB AUTOIMMUNOLOGICZNYCH
| WYBRANE PRZYKELADY AUTOANTYGENOW

Choroby autoimmunologiczne dzielg sie na tzw. narzgdowo specyficzne i narzgdowo
niespecyficzne. Roitt [63] przedstawia je razem w postaci szerokiego spektrum (rys. 1). Na
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CHOROBY NARZADOWO SPECYFICZNE

Choroba Hashimoto
Anemia ztodliwa - Choroba Gravesa Basedowa
Choroba Addisona - Nuzliwo$¢ mieSniowa
Zespot Goodpasture’a- Cukrzyca typu 1
Pecherzyca zwykla - Pemfigoid
- Pierwotna marsko$¢ zétciowa
Wrzodziejace zapalenie jelita grubego - Zesp6t Sjoégrena
Twardzina - Reumatoidalne zapalenie stawdéw
Zapalenie skérnomiesniowe

Uktadowy toczeA rumieniowaty

CHOROBY NARZADOWO NIESPECYFICZNE

Rys. 1. Spektrum choréb autoimmunologicznych

jednym jego biegunie znajduja sie choroby, w ktorych przebiegu uszkodzeniu autoimmu-
nizacyjnemu ulega jeden narzad, a w surowicy chorego wykrywalne sg przeciwciata skie-
rowane przeciw antygenom wystepujacym tylko w tym narzadzie. W chorobie Hashimoto
przeciwciata rozpoznajg tyreoglobuling wystepujaca jedynie w tarczycy i proces zapalny
ogranicza sig jedynie do tego gruczotu. Jest to przyktad schorzenia narzagdowo specyficz-
nego. W dalszej czesci spektrum znajduja sie inne choroby, ktérych przyktadem moze byé
pierwotna marskosc¢ zotciowa. Proces patologiczny ogranicza sie tu takze do pojedynczego
narzadu, ale przeciwciata nie sg narzagdowo specyficzne, gdyz reagujg ze sktadnikami
mitochondriéw. Specyfika narzadowa choroby zimmunologicznego punktu widzenia ulega
tu pewnemu zatarciu. Wreszcie przeciwlegty biegun spektrum tworzg choroby charakte-
ryzujace sie wystepowaniem zmian patologicznych w wielu miejscach organizmu, a takze
obecnoscia przeciwciat reagujacych ze sktadnikami cytoplazmy oraz jadra komorkowego.

Wymienionej ré6znorodnosci choréb autoimmunologicznych odpowiada rownie ré6zno-
rodny zakres autoantygendw. Mogg nimi by¢ skfadniki bton komorkowych, cytoplazmy,
jadra komdrkowego, hormony, enzymy, immunoglobuliny i wiele innych substancji. Spo-
§réd autoantygendw btonowych doktadnie poznana jest immunogenno$é receptora ni-
kotynowego. Cho¢ receptor sktada sie z pieciu podjednostek a2Rrd, to epitopy
rozpoznawane sg gtdwnie na podjednostkach a [30, 77]. Przeciwciata reaguja z zewnatrz-
komdrkowg sekwencjg od 67 do 76 aminokwasu tafncucha peptydowego podjednostki a
[81]. Sekwencja ta nalezy do gtdwnego obszaru immunogennego MIR (z ang. main
immunogenic region) rozpoznawanego przez odpowiedz humoralng w nuzliwosci miesnio-
wej. Z kolei sekwencje tej podjednostki rozpoznawane przez receptory limfocytow T
pomocniczych zostaty zlokalizowane pomiedzy pozycjg 85 a 142 [52].
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Ciekawa hipoteza zostata przedstawiona na temat immunogennos$ci przeciwciat w
takich chorobach, jak: reumatoidalne zapalenie stawéw, mtodziericze zapalenie stawdéw,
gruzlica, choroba Le$niowskiego-Crohna i toczen uktadowy z wspétistniejacym jednoczes-
nie zespotem Sjégrena [60]. Wydaje sie, ze przeciwciata klasy 1gG wykazujac nieprawi-
dtowy skitad oligosacharydéw przytwierdzonych do asparaginy w pozycji 297 tancucha
ciezkiego domeny CH2 fragmentu Fc (rys. 2A) mogtyby mieé¢ cechy autoantygenu. Niepra-
widtowos¢ ta polega na braku koricowych reszt kwasu sialowego i galaktozy w 1-6 i 1-3
a glikozydowym ramieniu oligosacharydu (rys. 2B). Spowodowatoby to odstoniecie epito-
poéw domeny CH2, a w konsekwencji wytworzenie przeciwciat, ktorych miejsca wigzace
antygen rozpoznajg elementy immunogenne tej domeny. Prowadzi to do uformowania
komplekséw immunologicznych ztozonych z samych przeciwciat (rys. 2C). Inng mozliwos-
cig powstania kompleksow tego typu moze by¢ oddziatywanie odstonietej N-acetylogluko-
zaminy fragmentu Fc z kwasem sialowym i galaktozg fragmentu Fab. W tym przypadku

Rys. 2. Glikozylacja domeny CH2 przeciwciat klasy 1gG: A - rozmieszczenie cukrowcow w obrebie fragmentu
Fab oraz domeny CH2 immunoglobuliny; B - budowa oligosacharydu przytwierdzonego do reszty asparaginy
tancucha ciezkiego immunoglobuliny (schemat); w niektérych chorobach autoimmunologicznych brakuje ter-
minalnie potozonych czasteczek kwasu sialowego i galaktozy; C - kompleksy immunologiczne ztozone z sa-
mych przeciwciat klasy 1gG (Asn - asparagina, Gal - galaktoza, Neu5Ac - kwas sialowy)

przeciwciata taczytyby sie ze sobg nie jako antygen z przeciwciatem, ale w drodze interakcji
samych cukrowcdw z pominieciem oddziatywania aminokwaséw. Proponuje sig, ze przy-
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czyna zmian glikozylacji przeciwciat jest by¢ moze zmniejszona aktywnos$¢ B galaktozylo
transferazy [3]. Enzym ten wystepuje w limfocytach B, gdzie przenosi urydynodifosfoga-
laktoze na czgsteczki 1gG. Interesujgcy aspekt powyzej przytoczonej hipotezy polega na
tym, ze sugeruje sie mozliwos¢ istnienia zaburzenia na poziomie enzymatycznym, podczas
gdy odpowiedz autoimmunologiczna stanowitaby juz tylko konsekwencje tej zmiany meta-
bolicznej. Nie bytaby ona spowodowana zaburzong autotolerancja, ale wynikiem pra-
widtowo rozwijajacej sie odpowiedzi immunologicznej wobec nieprawidtowo
glikozylowanych immunoglobulin.

Odrebna grupe autoantygenéw, wystepujacych w chorobach uktadowych, stanowig
sktadniki cytoplazmy, jadra komérkowego ijaderka. Wiele z nich peini wazne funkcje na
poziomie syntezy kwasow nukleinowych i biatek. Licznie reprezentowanymi sg enzymy.
Obecny w twardzinie antygen Scl70 jest topoizomerazg | DNA [50, 71], ktéra odpowiada
za relaksacje nici chromatyny, antygen PCNA za$ (z ang.proliferating cell nuclear antigen)
rozpoznawany w toczniu uktadowym stanowi pomocnicze biatko dla polimerazy 8 [10,58].
Immunogenne sg takze czasteczki oznaczone jako: Sm, SS-A/Ro i SS-B/La [41, 42].
Stanowig one rybonukleoproteiny ztozone z matych czasteczek RNA i biatek, ktére w
przypadku Sm biorg udziat w usuwaniu intronéw z pre-mRNA [47, 70]. Natomiast biatka
nukleoprotein SS-A/Ro i SS-B/La wplywajg na ostateczng postac¢ takich form kwasu
rybonukleinowego, jak: tRNA, 5S RNA, a takze Y RNA [15, 62].

W powyzszych, jak i innych potgczeniach kwasu nukleinowego z biatkami epitopy
wystepuja przewaznie na fragmentach polipeptydéw [5,12,27,53,55]. Zdarzaja sie jednak
przeciwciata reagujace z sekwencjami nukleotyddw, np.: w poli- i dermatomyositis z 7-9
zasadami petli antykodonu tRNA Ala [11] oraz w toczniu uktadowym z przestrzenng
konformacjg Ul RNA utworzong przez nukleotydy od 5i do 90 pozycji [16].

Znaczenie pojawienia sie autoprzeciwciat specyficznych wobec sktadnikdw wewnatrz-
komérkowych pozostaje nie wyjasnione. Obecnie stanowig one jedynie markery w diagnos-
tyce tocznia uktadowego, twardziny, zespotu Sjogrena i zapalenia skdrnomiesniowego.
Hipoteza, ze autoprzeciwciata moga przenikac przez btony cytoplazmatyczne, nie znajduje
szerszego uznania przy braku konkretnych dowodéw [78]. Jedynie w przypadku przeciw-
ciat anty-DNA lepiej poznane jest znaczenie patogenne. Mogg one wigzaé nie tylko kwas
nukleinowy, ale takze inne antygeny [20], w tym sktadniki komdrek kiebkdw nerkowych
przyczyniajac sie do uposledzenia pracy nerki [61].

SPONTANICZNA AKTYWACJA DOPELNIACZA
I WYNIKAJACE Z NIEJ ZAGROZENIA

Uktad dopetniacza ma zdolno$¢ ciggtego, spontanicznego aktywowania sig, w tym
réwniez na komdérkach gospodarza [2]. Dotyczy to drogi zaréwno klasycznej, jak i alter-
natywnej. W tym drugim przypadku stata aktywacja sktadnika C3 wigze sie z wystepowa-
niem niestabilnego wigzania tioestrowego w obrebie jego taricucha a. Hydroliza tioestru
prowadzi do zmian konformacyjnych w obrebie C3, ktére upodabniajg C3(H20) do C3b
[28]. Zhydrolizowana postac reaguje z czynnikiem B, tworzgc konwertaze C3. Powoduje
onarozpad C3 na C3aiC3b. Fragment C3b dzigki wigzaniu tioestrowemu moze gromadzic¢
sie na powierzchniach btonowych, cukrowcach i kompleksach immunologicznych (rys. 3).
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Zapoczatkowanie drogi alternatywnej ma charakter nieswoisty. Moze dokona¢ sie¢ na
strukturach zaréwno makro-, jak mikroorganizmu. Jednakze makroorganizm w przeci-
wienstwie do mikroorganizmu ma btonowe czynniki regulacyjne zdolne do ograniczenia
(wyttumienia) amplifikacji dopetniacza: DAF (z ang. decay acceleratingfactor), MCP (z
ang. membrane cofactor protein) oraz CR1 [2, 31, 40] (rys. 3). Na og6t odpowiedZ
immunologiczna traktowana jest jako zdolno$¢ wytwarzania swoistych receptoréw limfo-
cytdw T i przeciwciat wobec antygenow obcych {non self) przy jednoczesnym braku tego
typu struktur w stosunku do autoantygenéw {self). Ten uznany od dawna sposéb rozpoz-
nawania antygenow oparty jest na zupetnie innej zasadzie funkcjonowania anizeli ten, ktory
prezentuje powyzej opisane dziatanie alternatywne aktywowanego dopeiniacza. W tym

Rys. 3: Alternatywna droga aktywacji dopetniacza: etap pierwszy przebiega spontanicznie (autoaktywacja) w
$rodowisku wodnym; czasteczki wody powodujg hydrolize wigzania tioestrowego, ktére wystepuje w taricuchu
a sktadnika C3, zhydrolizowana jego posta¢: C3(H20) moze przytgczy¢ czynnik B; po zadziataniu czynnika D
(niezaznaczona na rysunku proteinaza serynowa) na czynnik B powstaje konwertaza C3, tj. C3(H20)Bb, en-

zym ten powoduje rozpad kolejnych czgsteczek C3 na C3a i C3b, fragmenty C3b majg wtasciwos¢ przytwier-

dzania sie do powierzchni komorki, gdzie przy wspétudziale czynnika B nastepuje wytwarzanie kolejnych
czasteczek konwertazy C3, amplikuje to gromadzenie si¢ coraz wigkszych ilosci fragmentédw C3b; uczestnicza
one w tworzeniu konwertazy C5, a tym samym posrednio przyczyniajg sie do formowania komplekséw trans-
btonowych C5b-9; komérki organizmu majg czynniki ograniczajace amplifikacje; czynnik |1 oraz MCP bedacy
jego kofaktorem powoduja rozpad C3b, DAF doprowadza za$ do rozpadu konwertazy C3; objasnienia zna-
kéw: C3 - trzeci sktadnik dopetniacza, C3(H20) - sktadnik C3 majacy zhydrolizowane wigzanie tioestrowe,
C3(H20)Bb - konwertaza C3 w fazie wodnej, C3bBb - konwertaza C3 wystepujaca na btonach i $cianach ko-
morkowych, B - czynnik B, Ba - sktadnik Ba, I - czynnik I, MCP - kofaktor dla czynnika I, DAF - czynnik
destabilizujacy konwertaze C3
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drugim przypadku nie dochodzi w fazie wstepnej do rozréznienia elementéw wiasnych od
obcych. Dopetniacz dziata w spos6b niewybidrczy, aktywuje sie wszedzie. Réznica za$
pomiedzy tym, co obce a tym, co wiasne opiera sie na istnieniu mechanizmoéw samoogra-
niczajgcych rozpoczety proces aktywowania, a obecnych na strukturach wiasnych (self).
Bakterie (non seif) nie zdotaty wyksztalci¢ inhibitoréw dopetniacza, co pozwala na jego
petng aktywacje i lize czynnika patogennego.

Zdarzajg sie jednak choroby, w ktérych aktywno$¢ uktadu dopetniaczajest podwyzszo-
na. W nocnej napadowej hemoglobinurii - PNH (z ang.paroxysmal nocturnal hemoglobi-
nuria) obserwowany jest niedobdr DAF [54], ograniczajgcego samorzutne powstawanie
konwertazy oraz innego biatka btonowego HRF (z ang. homologous restriction factor),
ktére hamuje formowanie kompleksu C5-9, C5-8 i poliC9 [85]. Doprowadza to do
nadmiernej wrazliwos$ci erytrocytow i innych elementdw morfotycznych krwi na lityczne
dziatanie dopetniacza [51]. Przyczyng obnizonych ilosci DAF jest najprawdopodobniej
brak lub ograniczenie potranslacyjnego przylaczania tego biatka do glikolipidu, ktory
przytwierdza go do btony komdérkowej, nie za$§ mutacja genu kodujgcego DAF i powsta-
wanie nieprawidtowych form mRNA [76].

UDZIAL GRASICY
W UTRZYMANIU STANU AUTOTOLERANCJI

W procesie dojrzewania tymocytéw na terenie grasicy ksztattowany jest sktad (reper-
tuar) swoistosci receptoréw limfocytéw T. Burnet wysunat teorie delecji klonéw komor-
kowych, tzn. usuwania tych linii komérkowych, ktére w zyciu ptodowym miaty sposobnos$¢
zetkniecia sie z antygenami (w tym rowniez z pochodzgcymi z organizmu). Ominiecie drogi
eleminacji i pojawienie sie na obwodzie tzw. klonéw zakazanych miato ttumaczy¢ fakt
powstawania choréb autoimmunologicznych. Jednakze w miare poznawania coraz wiek-
szej liczby schorzen tego typu autoagresja przestata byc traktowana jako zjawisko wy-
jatkowe, a teoria Burneta nie moze dtuzej stanowic¢ generalnego wytlumaczenia stanu
autotolerancji i autoagres;ji.

Jednym z podstawowych problemoéw jest znalezienie odpowiedzi na pytanie, jak moze
dojs¢ do delecji grasiczych limfocytow T rozpoznajacych wszystkie mozliwe autoantygeny
przy braku mozliwosci przedostania sie tych ostatnich do grasicy zpowodu istnienia bariery
grasiczej. Bariera ta oddziela naczynia wtosowate od czesci korowej grasicy i uniemozliwia
przedostawanie sie antygenéw ze $wiatta tozyska naczyniowego na zewnatrz. Jednym z
proponowanych mechanizméw ominiecia tej bariery jest przenikanie czgsteczek réznych
substancji z naczyn wiosowatych torebki tgcznotkankowej grasicy do strefy podtorebkowej
tego narzadu i dalsze ich rozprzestrzenianie sie w calej korze grasicy wraz z ptynem
srodmiazszowym [82].

Ostatnio pojawity sie prace dostarczajgce dowoddw rzeczywistego istnienia delecji
klonalnej zachodzacej w grasicy wobec niektdrych antygenéw: I-E, Mlsa, H-Y [34,35,38,
46]. Delecja doprowadza w przypadku dwdch pierwszych z wymienionych antygenow do
usuniecia limfocytow T z receptorami aB, ktérych fragmenty kodowane sg odpowiednio
przez geny: VRI7 oraz V8.1 i VR6. Brak efektywnego wykorzystania tych genéw obniza
réznorodnos$é repertuaru receptoréw T, co zjednej strony moze utatwiaé utrzymanie stanu
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tolerancji immunologicznej wobec niektérych autoantygendw, z drugiej za$ majac na
uwadze ré6znorodnos¢ patogenetycznych czynnikéw srodowiskowych jest zjawiskiem nie-
korzystnym [49, 59].

Zaburzenie procesu selekcji negatywnej moze spowodowaé autoimmunizacje. Do ta-
kich zaburzen dochodzi w wyniku doswiadczalnego podania noworodkom mysim leku
immunosupresyjnego - cyklosporyny A [24,33]. Doprowadza to do pojawienia sie zespotu
chorobowego o podtozu autoimmunologicznym. Rozwazane sg przynajmniej dwie mozli-
wosci autoimmunizacyjnego dziatania cyklosporyny A. Albo usuwa ona z grasicy w okresie
dojrzewania uktadu immunologicznego prekursory limfocytéw kontrolujacych klony auto-
reaktywne (ostabienie supresji) [65], albo tez hamuje apoptoze tymocytdéw zdolnych do
rozpoznawania autoantygendéw. Apoptoza - ACID (z ang. activation induced cell death)
jest forma Smierci komorki o charakterystycznym obrazie cytologicznym. Zachodzi ona po
aktywowaniu receptoréw TCRaR (z ang. Tceli receptor) znajdujacych si¢ na niedojrzatych
tymocytach [75]. Taka sytuacja moze pojawi¢ sie wowczas, gdy receptory niedojrzatych
tymocytdw rozpoznajg w grasicy odpowiednie autoantygeny. Zahamowanie apoptozy
przez cyklosporyne prowadzitoby do przejscia dojrzatych tymocytéw autoreaktywnych na
obwod i zasiedlenia przez nie narzagdéw obwodowych uktadu chtonnego [72].

UDZIAL ANTYGENOW ZGODNOSCI TKANKOWEJ
W INDUKCJI CHOROB AUTOAGRESYJNYCH

U o0s6b z chorobami autoimmunologicznymi stwierdza sie czestsze wystepowanie nie-
ktérych alleli gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej MHC (z ang. major histocompatibility
complex) wporéwnaniu z populacjg ludzi zdrowych. Poczatkowo kojarzenie sie antygenow
z chorobami obserwowano w zakresie antygenow MHC klasy I. Jednakze allele tej klasy
znane u cztowieka jako antygeny HLA-A,B,C wystepujg w sprzezeniu odmiennym od
oczekiwanego, znanym tez jako tzw. niezréwnowazenie sprzezen (z ang. linkeage disegui-
libnim) z antygenami MHC klasy Il (DR, DQ i DP). Poniewaz te ostatnie kojarzg sie w
wiekszym stopniu z chorobami autoimmunologicznymi anizeli antygeny klasy | uwaza sie
obecnie, ze antygeny DR, DP i DQ zwiekszajg ryzyko choroby, natomiast antygeny
HLA-A,B,C nie majg decydujgcego znaczenia i sg jedynie znacznikami czynnika odpo-
wiedzialnego za rozwoj choroby.

Badania krysztatow antygenu HL A-A2 uzyskanych z kilkusetlitrowych hodowli komér-
kowych wykazaty istnienie specjalnie zbudowanej struktury wiazacej fragmenty prezento-
wanych antygenéw. Sktada sie ona z trzech elementéw: dwu a helis i jednej struktury typu
B w postaci pofatdowanej kartki. Cato$¢ tworzy zagtebienie - kieszonke, ktorej dtugosé
wynosi 25 A, szeroko$¢ 10 A i gteboko$é 11 A [7] (rys. 4). Jednoczes$nie wiekszosé reszt
polimorficznych decydujacych o rodzaju allelu zlokalizowanajest w opisanej kieszonce [6].
Determinujg one rodzaj wigzanych i prezentowanych epitopow.

Kojarzenie si¢ antygenéw Klasy Il z autoagresja analizowane jest na podstawie ich
sekwencji aminokwasowych, a takze przestrzennej budowy tych czasteczek.

Przy zatozeniu podobienstwa budowy antygenéw MHC klasy 1 i Il, trzeci obszar
wybitnie zmienny tarnicucha B antygenéw Klasy Il przypada na pozycje pomiedzy 57 a 85
aminokwasem a helisy [84], Antygeny DQ i DR predysponujace do zapadalnosci na
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choroby autoimmunologiczne majg poszczeg6lne aminokwasy, jak i cate sekwencje poli-
morficzne wspdlne w obrebie kieszonki, rdznigce sie jednak od tych, ktdre wystepujg na
antygenach MHC - wyktadnikach zmniejszonej zapadalnos$ci na te choroby.

Rys. 4. Budowa czgsteczki MHC (schemat) - miejsce prezentujgce peptyd receptorom limfocytéw T utwo-
rzone jest przez dwie struktury helikalne ijedng strukture faldowa

Kojarzgce sie z reumatoidalnym zapaleniem stawéw (r. z. s.) antygeny DR4-Dw4,
DR4-Dwl4 i DR1, jak réwniez DRwIO i DRw53 majg te same reszty aminokwasowe od
pozycji67 do 74. Zastagpienie w antygenie DR4-DwIO wpozycjach: 67 - leucyny izoleucyna,
70 - glutaminy kwasem asparaginowym i 71 - lizyny/argininy kwasem glutaminowym
powoduje, ze antygen ten nie zwieksza ryzyka zachorowania nar. z. s. [79,84]. Ponadto, w
przypadku r. z. s. osoby o fenotypie z allelem DR4 sg takze nosicielami innego antygenu -
DQw3.1 (DQw?7) [73]. Z kolei ten sam antygen, tj. DQw3.1 z kwasem asparaginowym w 57
pozycji taficucha B, ktéry zwieksza ryzyko zachorowania nar. z. s., obniza ryzyko zachoro-
wania na inng chorobe autoimmunologiczng - cukrzyce typu pierwszego. W przeciwieris-
twie do DQw3.1 antygeny: DQw3.2 (DQwS8), DQWAZH i DQwI.9 w tej samej, 57 pozycji
majg nie kwas asparaginowy, lecz aminokwasy obojetne: alaning, waline badz seryne i
wszystkie zwiekszajg ryzyko zachorowania na cukrzyce [79, 80]. Obecnie wydaje sie, ze w
cukrzycy insulinozaleznej antygeny DQ majg zwigzek przyczynowy z choroba, natomiast
antygeny DR pozostajg tylko markerami zwiekszonego ryzyka zachorowania. Nie mozna
jednak wykluczy¢ wspotdziatania kilku antygenéw MHC klasy Il. W populacji Ameryka-
néw chorych na cukrzyce, DQw3.2 wydaje sie wystepowacjedynie w kontekscie DR4-Dw4.
Natomiast DR4-DwIl4 w nieznany sposdb znosi diabetogenny wptyw DQ [69].
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Nadal jednak pozostaje niewyjasnione, na czym polega udziat antygenéw DQ i DR w
indukowaniu autoimmunizacji. By¢é moze niektore antygeny HLA dzieki okreSlonym
aminokwasom w kieszonce majg szczeg6lng zdolnos$¢ prezentowania okreslonych deter-
minant autoantygendéw, co umozliwia rozpoznanie ich przez limfocyty pomocnicze i zai-
nicjowanie odpowiedzi immunologicznej [79, 80, 84]. Inna mozliwo$¢, brak wiasciwej
prezentacji autoantygendéw komdrkom supresorowym daje przewage mechanizmom do-
prowadzajacym do autoagresji. W przypadku cukrzycy typu | zaobserwowano podobiens-
two pomiedzy fragmentem od 52 do 57 pozycji faficucha B antygenu DQw3.1, ujemnie
sprzezonego z chorobg, a biatkiem IE2 ludzkiego cytomegalowirusa traktowanego jako
jeden z mozliwych czynikdw doprowadzajacych do cukrzycy insulinozaleznej. Ochronny
wplyw DQw3.1 miatby polegaé¢ na usuwaniu w grasicy w drodze delecji klonalnej tych
tymocytow, ktore rozpoznajg ten wihasnie antygen HLA, ale jednoczes$nie i tych, ktdre
rozpoznajg biatka wirusa CMV. Powstaty stan tolerancji immunologicznej w stosunku do
antygenow wirusa ulegajacych ekspresji na komérkach B wysp trzustkowych ochraniatby
je przed zniszczeniem w przebiegu procesu zapalnego. Brak homologii miedzy czynnikiem
zewnatrzérodowiskowym a czasteczka antygenu DR i DQ oznaczatby przetrwanie odpo-
wiednich klonéw i stworzenie warunkéw dla pojawienia sie choroby [79, 80].

Wreszcie rozpatruje sie, czy czasteczki MHC same, ale w spos6b niezwigzany z ich
podstawowa funkcjg prezentowania antygenéw limfocytom T, moga powodowac chorobe.
Takie pytanie nasuneto sie w trakcie préb skonfrontowania na podstawie modelu zwierzat
transgenicznych teorii sformutowanej przez Botazzo. Opublikowanaw 1983 r. zaktada ona,
ze jednym z zasadniczych i najwczesniejszych etap6w rozwoju stanu autoagresji jest
pojawienie sie antygenow zgodnosci tkankowej klasy Il na komdrkach narzagdow atakowa-
nych [9], Ta nieprawidtowa ekspresja (z ang. aberrant expression) czasteczek klasy Il na
tyrocytach w chorobie Hashimoto i Gravesa-Basedowa [29, 32], komorkach B wysp
trzustkowych w cukrzycy [8,23] i nabtonku przewodow zétciowych w pierwotnej marskosci
z6kciowej [4] powoduje, ze komdrki nabtonkowe same mogg prezentowac antygeny [44].
Patologiczna prezentacja duzych ilosci autoantygenu moze zaburzy¢ istniejgca tolerancje.

Myszy transgeniczne, ktore wykazywaty w trzustce nadmierne ilosci antygenéw trans-
plantacyjnych, chorowaty na cukrzyce z niedoboru insuliny. Jednoczes$nie brak byto u nich
jakichkolwiek oznak autoagresji i typowego obrazu histopatologicznego w postaci insulitis,
spotykanego u ludzi chorych na cukrzyce typu 1 oraz wwielu modelach do$wiadczalnych
tego typu cukrzycy [1,43,66]. By¢ moze czasteczki MHC reagujg juz wewnatrz komarki z
czasteczkami insuliny, hamujg jej potranslacyjng obrobke, a w konsekwencji sekrecje
hormonu do przestrzeni miedzykomorkowej [56]. Jezeli zatem przyja¢ koncepcje, ze
ekspresja antygenéw MHC jest wydarzeniem inicjujagcym zmiany patogenetyczne, to nie-
koniecznie musi to polega¢ na stymulowaniu odpowiedzi immunologiczne;j.

Antygeny zgodnosci tkankowej sg glikoproteinami, ktdre moga wigzac sktadniki cyto-
szkieletu, biatka wydzielane, a takze receptory. Tak wiec zmiana ilosci wytwarzanych
antygenéw MHC moze zmieni¢ stan funkcjonalny catej komérki. Antygeny MHC to
struktury, ktorych dziatanie nie ogranicza sie wytgcznie do pracy uktadu immunologiczne-
go, ale ma ogolniejszy charakter biologiczny [22].
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NIEKTORE MECHANIZMY ODPOWIEDZI
AUTOIMMUNOLOGICZNEJ

Poza genetycznym uwarunkowaniem wystgpienia choroby autoimmunologicznej is-
tnieje szereg mechanizméw, ktére doprowadzajg do odpowiedzi immunologicznej skie-
rowanej przeciwko autoantygenom. Jedng z mozliwosci jest odpowiedZ pomocniczych
limfocytow T rozpoznajacych determinanty antygendw wiasnych. Przetamanie istniejgcej
tolerancji moze zaj$¢ w drodze zaburzenia sekwestracji antygenow i stworzeniu mozliwosci
rozpoznania ich przez receptory limfocytow T (prezentowanie dostatecznie duzych ilosci
antygenow dzieki wzmozonej ekspresji antygenéw zgodnosci tkankowej klasy | i 1l na
komarkach nie nalezacych do uktadu immunologicznego) [29]. Takze ostabienie supresji
moze wspotodpowiadaé za rozw6j autoimmunizacji. Jedng z form supresji jest hamowanie
odpowiedzi immunologicznej za posrednictwem koricowych jej produktéw, tj. przeciwciat.

Kompleksy immunologiczne: antygen - przeciwciato moga wigzac¢ jednoczes$nie na
powierzchni pojedynczej komorki B receptory dla fragmentu Fc oraz receptory dla
antygenu (czyli tzw. immunoglobuliny powierzchniowe - IgR). Zwigzanie krzyzowe FcR i
IgR doprowadza do wyttumienia odpowiedzi immunologicznej przez inaktywacje limfocy-
téw B. Supresja ta dziata na zasadzie sprzezenia zwrotnego ujemnego, a przyczyny jej
zaburzenia mogg by¢ rozne:

(1) Nieprawidtowa glikozylacja domeny CH2 przeciwciat klasy 1gG wystepujaca w
niektérych chorobach autoimmunologicznych ostabia powinowactwo tych przeciwciat do
receptora Fc.

(2) Czynniki reumatoidalne klasy IgM wigzgce fragmenty Fc innych przeciwciat hamujg
oddziatywanie Fc z odpowiednimi receptorami (FcR).

(3) Liczne kompleksy immunologiczne IgM-1gG wiazg sie tylko z receptorami FcR z
pominieciem wigzania IgR.

Powyzsze trzy mozliwosci mogg przyczyniac sie do uposledzonego hamowania limfocy-
tow B [74],

Drugi wariant to rozw0j autoagresji z pominieciem autoreaktywnych limfocytéw T (T
cell bypass) [64]. Choroba pojawia sie, mimo ze komorki T nadal pozostaja w stanie
tolerancji. Jednym z postulowanych tu mechanizméw jest szeroko rozumiana reakcja
krzyzowa. OdpowiedZ immunologiczna jest poczatkowo skierowana przeciwko antygeno-
wi zewnetrznemu. Jednak na skutek podobienstwa w budowie tego antygenu z autoanty-
genem wytworzone uprzednio przeciwciata i komorki efektorowe sg w stanie wigzac
réwniez autoantygen. W ten sposob odpowiedz immunologiczna zostaje "przeniesiona” z
antygendw obcych (non self) na antygeny wiasne (self) (rys. 5a). Homologia obu struktur
moze dotyczy¢ zaledwie kilku aminokwaséw i ma znaczenie wowczas, gdy jest rozpoznana
przez uktad immunologiczny [39,68].

W zesztywniajgcym zapaleniu kregostupa, jak rowniez w chorobie Reitera odpowiednio
ponad 90 i80% chorych jest nosicielami antygenu HLA-B27. Jednocze$nie czesto sg oni
zarazeni bakteriami gramujemnymi, w tym pateczkami Klebsiella pneumoniae. Analiza
sekwencji biatek wykazata podobienstwo pomiedzy 6 aminokwasami hiperzmiennego
fragmentu antygenu B27 a nitrogenazg bakteryjng. Jest to przyktad wspétistnienia dwdch
czynnikéw, z ktorych zaden z osobna nie jest w stanie wywota¢ choroby. Musi wpierw



66 J.K.CZYZYK

zaistnie¢ odpowiednia infekcja, aby potem mogto zaj$¢ przeniesienie odpowiedzi immu-
nologicznej na wiasciwy autoantygen [68].

Autoimmunizacyjny komponent w patogenezie zespotu nabytego upos$ledzenia odpor-
nosci - AIDS (z ang. acquired immunodeficiency syndrome) wydaje sie znajdowac po-

Rys. 5: Reakcja krzyzowa: a - reakcja krzyzowa zachodzaca
pomiedzy autoantygenem a antygenem pochodzacym ze
Srodowiska zewnetrznego; przeciwciato —C bezpos$rednio
jest odpowiedzialne za odpowiedz autoimmunologiczna,
poniewaz rozpoznaje ono te same struktury lub podobne
struktury na antygenie Ag oraz na autoantygenie; b - reak-
cja krzyzowa zachodzaca pomiedzy receptorem btonowym
a przeciwciatem idiotopowym —< , przeciwciato antyidio-
topowe —> rozpoznaje receptor (forma autoantygenu)
oraz przeciwciato idiotopowe, ktére rozpoznaje fragment
antygenu Ag

twierdzenie w odkryciu sekwencji: Gly-Thr-Glu/Asp-Arg-Val. Znajduje sie ona w C-kon-
cowej czesci glikoproteidu gp41 wirusa HIV 1, jak réwniez w niepolimorficznym fragmen-
cie pierwszej domeny taricucha R antygenéow HLA-DR i DQ. Oznacza to, ze pewne
przeciwciata antywirusowe moga wtym przypadku reagowac takze z antygenami zgodnosci
tkankowej. Obecno$¢ u ponad 1/3 chorych na AIDS przeciwciat anty HLA Kklasy Il
wskazuje na prawdopodobny ich udziat w usuwaniu komérek prezentujagcych antygen (a
wiec tych rodzajow komorek, ktére sg nosicielami antygenéw MHC klasy I1) na skutek
cytotoksycznosci zaleznej od przeciwciat (ADCC) czytez lizy z udziatem dopetniacza [25].

Fakt zakazenia nieproporcjonalnie matej liczby limfocytow T pomocniczych wirusem
AIDS przy jednoczesnym zniszczeniu bardzo wielu komorek tego typu prébuje sie ttuma-
czy¢ takze w inny spos6b [14]. Biatko wirusowe gpl20 przytacza sie do markera limfocytow
pomocniczych - CD4. Przeciwciata antyidiotopowe reagujace z przeciwciatami antywiru-
sowymi o swoistosci anty gpl20, rozpoznajg CD4 i w ten sposob stajg sie bezposrednig
przyczyng porazenia uktadu odpornosciowego.

Powyzsza hipoteza opiera si¢ na istnieniu tzw. przeciwciat antyidiotypowych, ktére
reaguja z receptorami bton komérkowych [57]. Zgodnie z teorig immunogenno$ci idioty-
pow przeciwciato (Ab2), ktore rozpoznaje miejsce wigzace przeciwciata antyhormonalne-
go (Abl) moze imitowac swojg budowg ten fragment czgsteczki hormonu badz wirusa,
ktéry spowodowat wytworzenie Abl.
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Immunizacja insuling wykonana eksperymentalnie lub w czasie leczenia cukrzycy po-
woduje wytworzenie immunoglobulin o charakterze umiarkowanych agonistéw w stosunku
do receptoréw insulinowych [48, 67]. Autoantyidiotypowa etiologia brana jest pod uwage
przynajmniej w dwu znanych schorzeniach autoagresyjnych: nuzliwosci miesniowej oraz
nadczynnosci gruczotu tarczowego. O ile w tej pierwszej antygen rozpoczynajacy kaskade
reakcji jest nieznany, o tyle w chorobie Gravesa-Basedowa sgdzi sie, ze takg role spetnia
hormon tyreotropowy, natomiast przeciwciata anty-anty TSH imitujgce sam TSH wigzg sie
z receptorem dla tego hormonu i stymulujg pecherzyki tarczycy do wydzielania trijodoty-
roniny i tyroksyny [21]. Powyzej opisane zostaty dwa rodzaje homologii: jedna pomiedzy
antygenem a autoantygenem, druga pomiedzy antygenem a przeciwciatem antyidiotopo-
wym (rys. 5a i 5b).

PODSUMOWANIE

Choroby autoimmunologiczne moga by¢ wywotane na skutek zaburzenia odpowiedzi
immunologicznej na réznych etapach jej przebiegu. Zaréwno sktadowa nieswoista (nad-
mierna aktywacja dopetniacza), jak i swoista (nieprawidtowe dojrzewanie komorek im-
munologicznych w grasicy oraz na obwodzie, niewtasciwa ekspresja antygenéw MHC,
zaburzenie supresji i regulacji idiotypowej, wreszcie udziat czynnikéw srodowiska zewne-
trznego: wiruséw, bakterii, lekéw i innych substancji chemicznych) moga sta¢ sie przyczyna
choroby. Autoagresyjne uszkodzenie narzgdu jest procesem wieloetapowym i stanowi
wypadkowa kilku mechanizméw patologicznych [83]. Wydaje sig, ze nie ma jednej teorii,
ktora ttumaczytaby geneze wszystkich chorob okreslanych jako autoimmunologiczne. Ich
réznorodny obraz patogenetyczny jest odzwierciedleniem zréznicowanej etiologii omo-
wionej grupy schorzen.
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KRONIKA

STANOWISKO SRODOWISK NAUKOWYCH
W SPRAWIE ETYCZNYCH ZAGADNIEN
ZWIAZANYCH Z BADANIAMI GENETYCZNYMI

W dniach 22-27 lipca 1990 roku wjaponiskim miescie Inuyama odbyta sie konferencja
okragtego stotu na temat etycznych problemdéw zwigzanych z badaniami genetycznymi, a
zwiaszcza z badaniami nad: ludzkim genomem, cechami genetycznymi populacji, profilak-
tyka choréb dziedzicznych i nad metodami terapeutycznymi zawierajgcymi aspekty gene-
tyczne. Konferencje zorganizowat CIOMS z udziatem Rady Badan Naukowych Japonii.
Sponsorami tego wydarzenia byty Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) i Swiatowa
Organizacja ds. Edukacji, Nauki i Kultury (UNESCO). Byto to pigte z kolei miedzy-
narodowe spotkanie dyskusyjne, zajmujace sie polityka zdrowotng w Swietle wartosci
etycznych i humanistycznych. W konferencji uczestniczyto 102 uczestnikéw z 24 krajow ze
wszystkich kontynentéw. Poza lekarzami i uczonymi zajmujacymi sie badaniami bio-
medycznymi w dyskusjach uczestniczyli psycholodzy, socjolodzy, epidemiolodzy, praw-
nicy, filozofowie iteolodzy réznych wyznai. W czasie dyskusji plenarnych i w spotkaniach
grup roboczych prezentowano poglady i doswiadczenia pochodzace z réznych systeméw
stuzby zdrowia, z uniwersytetow i placéwek badawczych, z przemystu i rzagdowych pla-
cowek legislacyjnych. W wyniku tych dyskusji uzgodniono poglady w kilku sprawach
zwigzanych z nowoczesnymi tendencjami w nauce $wiatowej i sformutowano deklaracje
znang jako "Deklaracja z Inuyamy". Petny, oryginalny tekst deklaracji jest zamieszczony
ponizej. Niemniej chciatbym przedstawi¢ w kilku zdaniach zasadnicze tre$ci tego do-
kumentu.

Deklaracja podkresla, ze ogromny wysitek naukowy jest obecnie podejmowany w
sprawie ustalania miejsca i sekwencji gendéw ludzkich (mapowanie genomu). Wiedza ta
moze by¢ z duzym pozytkiem wykorzystana w poznawaniu biologii i patologii cztowieka, a
zwlaszcza w wyjasnieniu ich zasadniczych mechanizméw. Rozwdj tej wiedzy jest bardzo
wartosciowy i nie stwarza specyficznych, nowych problemdw etycznych. Rozwéj ten po-
winien jednak by¢ uzyskiwany zgodnie ze znanymi i stosowanymi w nauce zasadami



74 DEKLARACJA Z INUYAMY

etycznymi. Wiedza ta powinna by¢ powszechnie dostepna i wykorzystywana dla dobra
zdrowia cztowieka.

Niekiedy sg zgtaszane obawy, ze pogtebiane badania genetyczne u ludzi zredukujg
pojecie cztowieczenstwa do okreslenia kolejnosci par zasad w DNA. Ale pogtebiona
wiedza prowadzi nie tyle do redukowania pojecia cztowieczenstwa, co do wzniesienia sie
rozwazan na wyzszy, inny jakosciowo poziom. Juz obecnie poziom badar pozwala na
zmiany w genomie komdérek somatycznych, ktére to zmiany nie sg dziedziczone i dotyczg
jedynie osobnika leczonego. Perspektywa modyfikacji genomu komorek rozrodczych jest
odleglejsza i z pewno$cia wymaga znacznie wiekszej ostroznosci przy ewentualnych pro-
bach zastosowar terapeutycznych.

Wyniki diagnostycznych badan genetycznych wptywaja na zycie 0s6b badanych idlatego
powinny by¢ chronione przed niepozgdanym ujawnieniem. Nosiciele genéw, od ktorych
zalezy dziedziczenie choréb, powinni by¢ poinformowani przez lekarzy, ze nie koniecznie
trzeba samemu by¢ chorym, aby przekaza¢ potomstwu chorobe uwarunkowang gene-
tycznie.

Pracownicy naukowi i lekarze sg obcigzeni bardzo powazng odpowiedzialnoscig za
etyczne wykorzystanie technik i metod stuzgcych poznaniu i wykorzystaniu w terapii cech
genetycznych cztowieka.

Wydaje sie, ze Deklaracja z Inuyamy zawiera wazne tresci, ktére powinny by¢ powsze-
chnie znane w zwigzku ze znacznym zainteresowaniem mozliwosciami stwarzanymi przez
wspdtczesng genetyke.

Prof. drJanusz Kérnender
Polska Akademia Nauk, VI Wydziat Nauk Medycznych, Warszawa
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THE DECLARATION OF INUYAMA

1 Discussion of human genetics is dominated today by the efforts now under way
on an international basis to map and sequence the human genome. Such attention is
warranted by the scale of the undertaking and its expected contribution to knowledge
about human biology and disease. At the same time, the nature of the undertaking,
concerned as it is with the basic elements of life, and the potential for abuse of the new
knowledge which the project will generate are giving rise to anxiety. The Conference agrees
that efforts to map the human genome present no inherent ethical problems but are
eminently worthwhile, especially as the knowledge revealed will be universally applicable
to benefit human health. In terms of ethics and human values, what must be assured are
that the manner in which gene mapping efforts are implemented adheres to ethical
standards of research and that the knowledge gained will be used appropriately, including
in genetic screening and gene therapy.

2 Public concern about the growth of genetic knowledge stems in part from the
misconception that while the knowledge reveals an essential aspect of humannes it also
diminishes human beings by reducing them to mere base pairs of deoxyribonucleic acid
(DNA). This misconception can be corrected by education of the public and open
discussion, which should reassure the public that plans for the medical use of genetic
findings and techniques will be made openly and responsibly.

3 Some types of genetic testing or treatment not yet in prospect could raise novel
issues - for example, whether limits should be placed on DNA alterations in human germ
cells because such changes would affect future generations, whose consent cannot be
obtained and whose best interests would be difficult to calculate. The Conference con-
cludes, however, that for the most part present genetic research and services do not raise
unique or even novel issues, although their connection to private matters such as repro-
duction and personal health and life prospects, and the rapidity of advances in genetic
knowledge and technology accentuate the need for ethical sensitivity in policymaking.

4 1t is primarily in regard to genetic testing that the human genome project gives
rise to concern about ethics and human values. The identification cloning, and sequencing
of new genes without first needing to know their protein products greatly expand the
possible scope for screening and diagnostic tests. The central objective of genetic screening
and diagnosis should always be to safeguard the welfare of the person tested: test results
must always be protected against unconsented disclosure, confidentiality must be ensured
at all costs, and adequate counselling must be provided. Physicians and others who counsel
should endeavour to ensure that all those concerned understand the difference between
being the carrier of a defective gene and having the corresponding genetic disease. In
autosomal recessive conditions, the health of carriers (heterozygotes) is usually not
affected by their having a single copy of the disease gene; in dominant disorders, what is
of concern is the manifestation of the disease, not the mere presence of the defective gene,
especially when years may elapse between the results ofa genetic test and the manifestation
of the disease.
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5 The genome project will produce knowledge of relevance to human gene therapy,
which will very soon be clinically applicable to a few rare but very burdensome recessive
disorders. Alterations in somatic cells, which will affect only the DNA of the treated
individual, should be evaluated like other innovative therapies. Particular attention by
independent ethical review committees is necessary, especially when gene therapy involves
children, as it will for many of the disorders in question. Investigations should be limited
to conditions that cause significant disability and not employed merely to enhance or
suppress cosmetic, behavioural or cognitive characteristics unrelated to any recognized
human disease.

6  The modification of human germ cells for therapeutic or preventive purposes
would be technically much more difficult than that of somatic cells and is not at present in
prospect. Such therapy might, however, be the only means of treating certain conditions,
so continued discussion of both its technical and its ethical aspects is therefore essential.
Before germ-line therapy is undertaken, its safety must be very well established, for changes
in germ cells would affect the descendants of patients.

7  Genetic researchers and therapists have a strong responsibility to ensure that the
techniques they develop are used ethically. By insisting on truly voluntary programmes
designed to benefit directly those involved, they can ensure that no precedents are set for
eugenic programmes or other misuse of the techniques by the State or by private parties.
One means of ensuring the setting and observance of ethical standards is continuous
multidisciplinary and transcultural dialogue.

8 The needs of developing countries should receive special attention, to ensure that
they receive their due share of the benefits that ensue from the human genome project. In
particular, methods and techniques of testing and therapy that are affordable and easily
acccessible to the populations of such countries should be developed and disseminated
whenever possible.
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