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Streszczenie. W pracy przedstawiono przeglad danych literaturowych dotyczacych charakterystyki molekularnej
heteroehromatyny telomerycznej i interstycjalnej w chromosomach zyta uprawnego Secale cereale L. Chromosomy
zyta uprawnego charakteryzujg sie obecnos$cig prazkéw heterochromatynowych w jednym lub w obu telomerach u
wszystkich chromosoméw, zmienng liczbg prazkéw interstycjalnych w okre$lonych chromosomach i w obszarach
centromerowych. Za pomocg klonowania molekularnego i hybrydyzacji in situ wykazano, ze w heterochromalynie
telomerycznej wystepuje 5 rodzin wysoce powtarzalnych sekw'encjiDNA, a mianowicie: 120 par zasad, 480 par zasad,
610 par zasad, 630 par zasad i 350 par zasad. W miejscach wystepowania prazkéw interstycjalnych zlokalizowano
tylko dwie rodziny - 120 i 480 par zasad. Zadna z wymienionych rodzin nie wystepowata w obszarze NOR ani w
rejonie centromeru. W pracy zaprezentowano tez dyskusje nad cytogenetycznarolg heteroehromatyny telomerycznej,
jak i budujacych jg wysoce powtarzalnych sekwencji DNA.

Summary. In this review the problems concerning molecular characteristics and cytogenetic role of telomeric and
interstitial heterochromatin in chromosomes of cultivated ryt Secale cerealeh. are presented. The rye chromosomes
have large telomeric bands at one or at both telomeres of all chromosomes. Small but distinguishable centromeric
bands and interstitial bands vary in size and prominence. Molecular cloning and hybridization in situ have revealed
presence of five families of highly repeated DNA sequences predominantly in telomeric heterochromatin. There were
families: 120 bp, 480 bp. 610 bp, 630 bp and 350 bp. In places of interstitial bands there w'ere families of 120 bp and
480 bp hybridized only. There was neither hybridization in NOR region nor in centromere areas.

WSTEP

Chromosomy zyta uprawnego Secale cereale L. (2/7=14) charakteryzujg sie obecnoscia
specyficznych prazkéw heterochromatynowych, widocznych w wyniku barwienia
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odczynnikiem Giemsy. Wzor prazkéw heterochromatynowych tworza: 1) duze, intensywnie
wybarwione bloki heterochromatyny w obu lub w jednym z telomerdw u wszystki:h
chromosoméw; 2) mate, lecz widoczne prazki centroinerowe oraz 3) prazki interstycjalne o
réznej liczbie iwielkosci [ 1, 6, 21, 24, 25, 27 ].

Genom Secale cereale, podobnie jak genomy innych gatunkéw z rodzaju Secale,
charakteryzuje ogromna zmienno$¢ w zawartosci i typie sekwencji nukleotydowych DNA w
obrebie gatunku i pomiedzy gatunkami [6,12,15 ]. Wielko$¢ genomu zyta uprawnego (Secale
cereale L.) wynosi (1C DNA) 9,5 pg [5]. Dla poréwnania wielko$¢ genomu muszki owocowej
Drosophila melanogaster wynosi 0,14 pg, a cztowieka 3 pg. Uwaza sie, ze wiekszy genom
oznacza, ze bardzo niewiele (ok. 1%)DNA skiada sie z sekwencji kodujgcych [10]. Pozostaty
DNA stanowi tzw. "wtorny" lub "reliktowy" DNA, zbudowany z powtarzalnych sekwencji
nukleotydowych. U zb6z ponad 75% DNA stanowig powtarzalne lub wysoce powtarzalne
sekwencje nukleotydowe [12, 18, 30, 31]. Przypuszcza sig, ze genomy ro$lin zbozowych
zawierajg setki lub nawet tysigce powtérzonych sekwencji nukleotydowych. Wykazano, ze
zmienno$¢ w ilosci i w typach sekwencji nukleotydowych jest pozytywnie skorelowana ze
zmiennoscig w ilosci heterochromatyny konstytutywnej. Stad tez wysuwa sie poglad, ze
dodanie lub ubytek heterochromatyny staje sie gtéwng przyczyng zmian w zawartosci DNA
w genomach Secale [1,6,11,15,18,24,25]. Zwigzek pomiedzy wystepowaniem okreslonych
zbioréw powtarzalnych sekwencji nukleotydowych i heterochromatyny konstytutywnej w
chromosomach wykazano po raz pierwszy u myszy [16, 23]. Potem stwierdzono to w
chromosomach zyta (Secale cereale L.) [1]. W nastepstwie tego odkrycia, na podstawie
analizy restrykcyjnej scharakteryzowano te zbiory (rys. 1). W wyniku klonowania
molekularnego i hybrydyzacji in situ okre$lono miejsce ich wystepowania w chromosomach
gatunkoéw z rodzaju Secale [1, 2, 3, 4, 20].

Rys. 1. Chromosomy zyta uprawnego (Secale
cereale L.,.cv GAWAHRCZ - 1JSA)2/i=14;
cyframi oznaczono pary chromosomoéw ho-
mologicznych; widoczny charakterystyczny i
zmienny wz6r prazkow heterochromatyno-
wych
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Rys. 2. Chromosomy pszenzyta (X Triticosecale Wittmack, cv Florico - USA) 2/i=6x=42; cyframi oznaczono pary
chromosomoéw nalezace do genomoéw zyta; widoczne odmienne rozmieszczenia heterochromatyny w
chromosomach zyta i pszenicy

CHARAKTERYSTYKA RODZIN WYSOCE POWTARZALNYCH
SEKWENCJI NUKLEOTYDOWYCH DNA
W GENOMIE SECALE CEREALE L.

Przeprowadzono analize restrykcyjng genomu zyta przy pomocy endonukleaz restryk-
cyjnych typu IlI-EcoRI, Alul, Bam HI, Bgll, Bglll, Hae Ill, Tag i Mbo I. Nastepnie po
oczyszczeniu uzyskanych fragmentéw DNA, klonowaniu i selekcji klonéw wyodrebniono 5
zbioréw powtarzalnych sekwencjinukleotydowych DNA zyta [2,3,4]. Kopie z kazdej z pieciu
rodzin powtarzalnych sekwencji nukleotydowych DNA wigczono do odpowiednio
przygotowanego DNA plazmidowego, uzyskujagc w ten sposéb sondy molekularne,
pozwalajgce na badania ilosci i miejsca wystepowania tych rodzin w genomie zyta [2, 3, 4].
W doswiadczeniach z udziatem zyta odmiany King II, Petkus, UC 90, linii addycyjnych
Holdfast /King Il oraz Triticale Rosner zastosowano nastepujgce sondy molekularne: pSC210
z jednostka powtoérzen 480 par zasad, pSC34 z jednostkg 610 pz, pSC119 z kopig 120 pz i
pSC33 z kopig 630 par zasad [18, 19]. Doswiadczenia wykazaly, ze rodziny wysoce
powtarzalnych sekwencji DNA stanowig w przyblizeniu od 8 do 12% catej ilosci DNA
genomu zyta. Wsrdd nich oznaczono rodzine powtérzen jednostki liczacej 120 par zasad, ktdra
stanowi ok. 2% catego genomu. Wykazano jej obecnos$¢ we wszystkich gatunkach Secale, a
takze w genomach Triticum, Elymus, Agropyron, Hystrix i Haynaldia. Uwazana jest za
najbardziej heterogeniczng inajstarszg ewolucyjnie rodzine wysoce powtarzalnych sekwencji
DNA. Drugg rodzine stanowi zbior powtorzen jednostki liczacej 480 par zasad. Seria ta
wystepuje w ilosci 6% catego genomu i jest typowa dla gatunkéw z rodzaju Secale. Nie
stwierdzono jej obecnosci w zadnym imiyin gatunku z plemienia Triticeae. Niejestjednorodna
i tworzg jag mniejsze podjednostki powtorzen, bedgce réwnocze$nie miejscami insercji.
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Podobnie jak powtdrzenia jednostki 120 pz, wystepuje gtéwnie w telomerach wszystkich
chromosoméw danego garnituru chromosomowego zyta. Te dwie rodziny roznia sie liczba
miejsc interstycjalnych w chromosomach, a mianowicie: rodzina 120 pz wystepuje w 8 i
wiecej miejscach, a 480 pz tylko w 1-3 miejscach interstycjalnych chromosomoéw zyta.
Trzecia seria powtorzen jednostki liczacej 610 par zasad stanowi ok. 3% catego genomu.
Uwazana jest za najbardziej homogeniczng rodzine i wystepuje tylko w duzych,
telomerycznych blokach heterochromatynowych chromosomdw z rodzaju Secale.
Charakteryzuje sie strukturg ztozong z podjednostek sekwencji powtarzalnych. Rodzina
czwarta, zwykle okreslana jako zbiér powtorzen jednostki 630 par zasad, jest w istocie
kompozycjg trzech, réznej dtugosci jednostek powt6rzen, a mianowicie: 120 pz, 350 pz i 630
pz. Ciekawe, ze podjednostka 120 pzjest obecna we wszystkich gatunkach Secale, a sekwencje
350 pz 1630 pz tylko u Secale cereale. Rodzina ta stanowi ok. 0,5% catego DNA zyta.

LOKALIZACJA RODZIN WYSOCE POWTARZALNYCH
SEKWENCJI NUKLEOTYDOWYCH DNA
W CHROMOSOMACH ODMIANY KING Il [18, 19]

Chromosom IR - jaderkowy - wszystkie cztery rodziny powtarzalnych sekwencji
znajdowaty sie w obu telomerach. Dodatkowo seria 120 pz wystepowata w miejscu
interstycjalnym na diugim ramieniu. Tak wiec, z wyjatkiem obszaru NOR, miegjsca
wystepowania rodzin powtarzalnych sekwencji odpowiadaty wzorowi prazkéw C w tym
chromosomie.

Chromosom 2R - zawierat wszystkie kopie powtdrzen w telomerze krétszego ramienia.
W drugim telomerze byly obecne trzy rodziny: 120 pz, 480 pz i 610 pz.

Chromosom 3R - wszystkie rodziny byty obecne w obu telomerach i dodatkowo zbidr
120 pz byt obecny w miejscu interstycjalnym prazka heterochromatynowego.

Chromosom 4R/7R - charakteryzowat sie obecnoscig wszystkich czterech rodzin
powtarzalnych sekwencji DNA w obszarze heterochromatyny w telomerze krotszego
ramienia. Natomiast w telomerze dtugiego ramienia byta obecna tylko rodzina 480 pz. W
interstycjalnym prazku na dtuzszym ramieniu zlokalizowane byty powtérzenia jednostki 120
par zasad.

Chromosom 5R - wykazywat hybrydyzacje wszystkich czterech rodzin w telomerze na
koncu krotkiego ramienia. Powtdrzenia jednostki 480 pz hybrydyzowaly w pozycji
subtelomerycznej na dtugim ramieniu, podczas gdy rodzina 120 pz w réznych miejscach
interstycjalnych blizej centromeru. Wystepowanie serii powtarzalnych sekwencji
odpowiadato, podobnie jak i w poprzednio opisanych chromosomach, wzorowi prazkéw C.

W chromosomach 6R - stwierdzono obecno$¢ wszystkich czterech typéw powtdrzen w
telomerze krétszego ramienia. W drugim telomerze i w miejscu subtelocentrycznym byty
obecne powtorzenia 480 par zasad. Rodzina 120 pz stabo hybrydyzowata w telomerze, asilnie
w dwdch miejscach po stronie proksymalnej od $rodka dtugiego ramienia. Miejsca
hybrydyzacji rodzin powt6rzeri odpowiadaty wzorowi prazkéw heterochromatynowych w
tym chromosomie.
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W chromosomie 7R/4R - wszystkie cztery serie wysoce powtarzalnych sekwencji DNA
znajdowaty sie w obu telomerach i dodatkowo rodzina120 pz byta obecna w miejscu
interstycjalnym dtuzszego ramienia.

LOKALIZACJA RODZIN WYSOCE POWTARZALNYCH SEKWENCIJI
NUKLEOTYDOWYCH DNA W CHROMOSOMACH ZYTA KING I
DODANYCH DO GENOMOW PSZENICY HOLDFAST [18, 19]

Chromosomy par IR, 5R, i 6R zyta King Il w liniach addycyjnych byty takie same pod
wzgledem prazkéw C ilokalizacji rodzin powtarzalnych sekwencji DNA jak w odmianie King
Il. Chromosom 2R w linii addycyjnej miatdeficjencje czesci heterochromatyny z telomeru na
krétszym ramieniu [9,31 ]inie stwierdzono tam obecnosci rodzin 610 pz i 630 pz. Powtdrzenia
jednostki liczacej 480 pz wystepowaly tylko w telomerze diugiego ramienia, w przeci-
wienstwie do rodziny 120 pz, ktéra znajdowata sie w obu telomerach. Wynika z tego, ze w
towarzystwie genoméw pszenicy chromosom zyta King Il - 2R utracit wraz z czeScig
heterochromatyny wszystkie kopie powtérzen 610 pz i 630 pz oraz cze$¢ sekwencji z rodziny
480 par zasad. Podobna sytuacja powstata w chromosomie 3R dodanym do pszenicy
Holdfast. Ot6z w Srodowisku pszenicznym zostat znacznie zredukowany prazek
heterochromatynowy na konicu krétszego ramienia [31]. Jak wykazata hybrydyzacja in situ,
stato sie to za przyczyng deficjencji czesci kopii rodziny 480 pz bez naruszenia pozostatych
serii powtarzalnych sekwencji DNA obecnych w obu telomerach tego chromosomu.
Nastepnym chromosomem, ktory wykazywat znaczng redukcje telomerycznej
heterochromatyny na koncu krotszego ramienia, byt chromosom 4R/7R [31]. Ubytkowi
heterochromatyny towarzyszyt brak hybrydyzacji powtorzen 480 pz, 610 pz i 630 pz.
Pozostate powtorzenia sekwencji 120 pz hybrydyzowaty w obu telomerach oraz w miejscu
prazka interstycjalnego na dtuzszym ramieniu.

W trzech réznych roélinach, z tej samej linii homozygotycznej obserwowano zmiennos$é
w wystepowaniu rodziny 610 pz w obrebie pary chromosomoéow 7R/4R, ktéra powstata
wskutek deficjencji i duplikaciji.

Przedstawiona powyzej charakterystyka chromosomow zyta King Il dodanych lub inaczej
umieszczonych w $rodowisku pszenicy Holdfast sugeruje, ze obserwowano modyfikacje
powstate pod wplywem genomdéw pszenicy [31]. Ciekawe, ze modyfikacyjnym
oddziatywaniom genomow pszenicy ulegly tylko niektére chromosomy zyta, ktorych jak
gdyby dopasowanie byto w pierwszym rzedzie konieczne albo te, ktére zawieraty geny wazne
dla dalszego procesu uzyskiwania rownowagi genetyczno-cytogenetycznej.

Jezeli chodzi o rodziny powtarzalnych sekwencji, to przede wszystkim usuwane byty ze
Srodowiska pszenicznego rodziny 610 pz i 630 pz, a potem cze$ciowo takze i sekwencje z
rodziny 480 pz. To znaczy, ze usuwane byly z niektérych chromosomoéw zyta sekwencje
typowe dla zyta, a zawsze pozostawata rodzina 120 pz, ktdra nie jest obca pszenicy.

POROWNANIE WZORU HYBRYDYZACJI W CHROMOSOMACH ODMIAN
PETKUS I UC 90 DO WZORU W CHROMOSOMACH ODMIANY KING Il [18, 19]

Rodzina 120 par zasad hybrydyzowata w obu telomerach w dwdéch medialnych
chromosomach i w chromosomie jagderkowym u wszystkich odmian. Przynajmniej trzy
pozostate chromosomy, we wszystkich odmianach, wykazywaty gtéwne miejsca hybrydyzacji
w interstycjalnych punktach dtugich ramion -3R, 4/7R, 5R i 6R. Dwa interstycjalne miejsca
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hybrydyzacji na dtugim ramieniu chromosomu 6R nie byty widoczne w chromosomach u
odmiany Petkus i UC 90. Widoczna tez byta heterozygotyczno$¢ w wystepowaniu tej rodziny
w parach 5R w odmianie UC 90 i w chromosomie IR u King II.

Rodzina 480 par zasad byta obecna w telomerach nie u wszystkich chromosomow w
odmianie UC 90. W ro6znych roélinach tej odmiany stwierdzono zmienno$¢ pomiedzy
chromosomami, np. chromosom IR w niektérych by} heterozygotyczny pod wzgledem
obecnosci sekwencji powtdrzen 480 pz. Bylo to zbiezne z heterozygotycznoscia prazka
heterochromatynowego wystepujagcego w tym miejscu chromosomu IR. lloSciowe
zréznicowanie w oznakowaniu miejsc pomiedzy réznymi chromosomami byto najbardziej
widoczne u chromosoméw w odmianie Petkus. U wszystkich trzech odmian wzor
hybrydyzacyjny w chromosomach 5R i 6R byt taki sam jak w liniach addycyjnych
Holdfast/King Il, to znaczy wszedzie rodzina ta wystepowata w pozycji proksyinalnej do
telomeru na koncu dtugiego ramienia. Obserwowane drobne zr6znicowania w hybrydyzacji
byty bardzo zblizone do opisywanych zmienno$ci w wystepowaniu wzoréw prazkéw C w tych
odmianach i pomiedzy odmianami [9, 13, 21].

Powtérzenia 610 par zasad zostaty zlokalizowane w obu telomerach w trzech parach
chromosoméw w odmianach King Il i UC 90 i tylko w dwoch chromosomach w odmianie
Petkus. Poza tym te trzy odmiany byty bardzo podobne pod wzgledem braku hybrydyzacji tej
rodziny w miejscach interstycjalnych w chromosomach. W odmianie UC 90 iloSciowe
zréznicowanie w oznakowaniu byto widoczne w obrebie pary chromosoméw 2R.

Sekwencje z rodziny 630 par zasad nie hybrydyzowaty z chromosomami zyta odmiany
Petkus. Odmiany UC 80 i King Il réznity sie iloScig ziaren srebra znajdujgcego sie nad
chromosomami po hybrydyzacji z podobng iloscig sondy, co moze wskazywac na
zroznicowang liczbe sekwencji powtarzalnych DNA w chromosomach tych odmian.

HYBRYDYZACJA IN SITU W CHROMOSOMACH ZYTA
W TRITICALE ROSNER [18,19]

W wyniku przeprowadzonej hybrydyzacji in situ z sondg pSCI19 zawierajgcg sekwencje
120 par zasad otrzymano wzor hybrydyzacyjny bardzo trudny do zinterpretowania. Przyczyng
tego jest wystepowanie powtdrzen 120 par zasad takze w chromosomach pszenicy, jakkolwiek
w mniejszych ilosciach niz w zycie [3, 30]. Wszystkie czternascie chromosoméw zyta
charakteryzowato bardzo intensywne oznakowanie. Ponadto widocznych byto o wiele wiecej
miejsc hybrydyzacji niz w samym zycie. Wynika to z faktu, ze dla pewnych rodzin
powtarzalnych sekwencji $rodowisko mieszancowe i dlugo$é czasu ekspozycji
autoradiograficznej moze mie¢ gtéwny wplyw na uwidocznienie sie rozmieszczenia
sekwencji w genomie.

Sekwencje rodziny 480 par zasad umieszczone w sondzie pSC 210 hybrydyzowaty
intensywnie z piecioma parami chromosomow i stabo z jedng parg. Dyskusyjnym
chromosomem byt chromosom 2R, ktérego obecnosci nie oznaczono za pomocg prazkow C
[9]. Natomiast poprzez krzyzéwke z pszenicg heksaploidalng otrzymano mieszance, u ktérych
w mejozie liczba biwalentéw wskazywata na obecno$¢ wszystkich chromosoméw z garnituru
zytniego [9]. Wywnioskowano stad, ze zaistniata translokacja pomiedzy chromosomem zyta
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2R i chromosomem pszenicy 2D i ze w wyniku tego 2R utracit telomeryczng
heterochromatyne, a wraz z nig rodziny powtarzalnych sekwencji DNA.

Zbiory powtarzalnych sekwencji 610 i 630 par zasad znajdujace sie w sondach pSC 34 i
pSC 33 odpowiednio hybrydyzowaty tylko w pieciu chromosomach i tylko chromosom IR
wykazywat obecno$¢ tych rodzin w obu telomerach. Z powyzszych doswiadczen wynika, ze
w Triticale Rosner pewne chromosomy zyta utracity niektore bloki powtarzalnych sekwencji
DNA. Trudno jest stwierdzi¢, czy nastgpito to pod wptywem genomoéw pszenicy, tak jak to
obserwowano w liniach addycyjnych Holdfast/King Il. Przyczyna tego jest nieznana forma
rodzicielska zyta dla Triticale Rosner, do ktérej chromosoméw mozna bytoby przyréwnac
obserwowane zmiany w chromosomach zyta w Triticale Rosner.

WZAJEMNE ULOZENIE RODZIN WYSOCE POWTARZALNYCH
SEKWENCJI NUKLEOTYDOWYCH DNA W TELOMERACH

Przytoczone wyzej cztery przyktady doswiadczen, w ktérych badano wystepowanie i
lokalizacje rodzin wysoce powtarzalnych sekwencji DNA w chromosomach zyta, w réznych
odmianach i w mieszancach pszennozytnich wskazujg na bardzo $cistg zbiezno$¢ z wzorem
prazkéw C w tych chromosomach. Wykazano, ze telomery sg miejscem wystepowania
zaréwno heteroehromatyny, jak i wysoce powtarzalnych sekwencji DNA. Innymi stowy
heterochromatyne telomeryczng w chromosomach zyta tworzg okreslone rodziny
powtarzalnych sekwencji DNA [6, 20). W prazkach centromerowych i w obszarze
organizatora jaderkowego wystepuje inny typ heteroehromatyny, zbudowany z innych rodzin
powtarzalnych sekwencji DNA. Obserwacje delecji partii heterochromatynowych wykazaty
ubytki catych rodzin lub czesci kopii. Ciekawe, ze utrata okres$lonej rodziny nie powodowata
naruszenia innego zbioru powtarzalnych sekwencji DNA. Na przyktad utrata wszystkich kopii
480 par zasad z telomerdw chromosomdéw 2RS i 4RSw liniach addycyjnych nie spowodowata
ubytku zadnej z pozostatych trzech rodzin. Mozliwe, ze kazda z nich wystepuje w telomerach
w postaci odrebnych blokéw przylegajacych do siebie. Analiza tych delecji postuzyta do

Rys. 3. Schematyczne
przedstawienie prazkéw C i miejsc
hybrydyzacji in situ rodzin pow-
tarzalnych sekwencji DNA w chro-
mosomach zyta cv King Il [19]:
w obrebie kazdej pary chromoso-
my po lewej stronie maja zazna-
czony wz6r prazkéw C [9]; po
lewej przedstawiono prawdopodob-
nag lokalizacje rodzin powtarzal-

nych sekwencji DNA:
E252480 pz.mHHOIO pz. GSSS120 pz.
mm 630 pz



114 S. M. ROGALSKA

teoretycznego uszeregowania ich w telomerach (rys. 3). | tak wydaje sie, ze rodzina powtdrzen
120 par zasad jest najbardziej proksymalnie utozona w stosunku do centromeru ido rodziny
480 par zasad i 350 par zasad. Obie te rodziny sg utozone najbardziej dystalnie. Pomiedzy
nimi rodzina 630 par zasad sgsiaduje z rodzing 120 pz, a z drugiej strony ze zbiorem 610 par
zasad, ktory z kolei przylega do rodziny 480 pz.

Ciekawa, cecha wspolng dla wymienionych wyzej wysoce powtarzalnych sekwencji DNA
jest ich lokalizacja telomeryczna. Mozna domniemywac, ze telomery sg tymi miejscami w
chromosomach zyta, w ktérych te sekwencje i tworzona przez nie heterochromatyna moga
by¢ tolerowane lub bedac wiasnie tam moga pehii¢ okreslone funkcje biologiczne.

CYTOGENETYCZNA ROLA HETEROCHROMATYNY | WYSOCE
POWTARZALNYCH SEKWENCJI DNA W CHROMOSOMACH
ZYTA

Charakterystyczna lokalizacja gtéwnych blokéw heterochromatyny i tworzacych jg rodzin
wysoce powtarzalnych sekwencji DNA w telomerach chromosoméw zyta nasuwa pytanie o
ich role, jaka petnig w komorce i w organizmie. Wydaje sie, ze wystepowanie tych samych
rodzin powtarzalnych sekwencji w réznych chromosomach garnituru zyta moze mieé zwigzek
z przestrzennym utozeniem chromosoméw w jadrze komorkowym [10, 18, 19]. Wedtug
modelu Bennetta [8], haploidalny zespdt chromosoméw zyta jest utozony w okreslonym
porzadku w”postacHancucha, w ktérym ramie chromosomu 1L tgczy sie z3 , 3S-7S, 7L-2L,
2 -4 4 -61Ji6 -5 (L=dlugie ramie chromosomu; S=krotkie ramieg). Jeden koniec tancucha
stanowi ramie Is, a z drugiej strony - 5L. Jezeli teraz porownamy zbiory powtarzalnych
sekwencji \v telomerach ramion przylegajacych do siebie, to okaze sie, ze sg one bardziej
podobne niz w ramionach nie przylegajgcych do siebie. | tak na przyktad zbiory rodzin 120
par zasad, 610 pz i 630 pz sg obecne we wszystkich telomerach, z wyjatkiem telomeréw na
konncach dtugich ramion 4R/7R, 6R i 5R. Jezeli faktycznie miejsca wystepowania
powtarzalnych sekwencji DNA sg wynikiem sposobu organizacji przestrzennej
chromosomoéw w jadrze oraz wzajemnego ich wspotdziatania, mogtoby to réwniez
wskazywac na spos6b rozprzestrzeniania sie ich pomiedzy r6znymi chromosomami. Uwazano
tez wczesniej, ze terminalne bloki heterochromatyny sa miejscami aktywnosci
neocentromerowej w niektorych liniach wsobnych zyta albo ze powodujg zaktocenia w
mitozie w komorkach endosperiny w Triticale [7, 29]. W wielu liniach zyta, w mejozie
crossing-over nie wystepowat w obszarach heterochromatyny telomerycznej [13, 15, 17], a
tylko na granicy eu- i heterochromatyny. Stad tez podejrzewano, ze heterochromatyna blokuje
powstawanie chiazm. Jednakze bezposrednich dowoddw na istnienie takich wiasciwosci
cytogenetycznych heterochromatyny nie uzyskano. W rozwazaniach nad cytogenetyczna rolg
heterochromatyny brana jest pod uwage teoria, w ktorej mys$l w pewnych sytuacjach
wystepowanie i obecno$¢ duzych blokéw heterochromatynowych moze nie mie¢ zadnego
znaczenia selekcyjnego. Natomiast w innych uwarunkowaniach heterochromatyna w
zalezno$ci od swego potozenia moze petni¢ wazne funkcje biologiczne. Mieszarce
pszemiozytnie sg bardzo dobrym materiatem do tego typu badan ze wzgledu na odmiennie
zlokalizowang heterochromatyne konstytutywng, jak i odmienny skiad rodzin wysoce
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powtarzalnych sekwencji DNA w chromosomach zyta i pszenicy. Obserwowana ogromna
zmienno$¢ w wystepowaniu i w ilosci heterochromatyny w chromosomach zyta, w samym
zycie nie powoduje zadnych ujemnych skutkéw w przebiegu mejozy ani nie wplywa
negatywnie na inne cechy fenotypowe [21,25,33], Natomiast w mieszaficach pszennozytnich
sprawa jest znacznie bardziej trudna do zinterpretowania. Ot6z w wielu formach pszenzyta,
wysokopiennych, ptodnych i zawigzujgcych dorodne ziarniaki, pewne chromosomy zyta
wykazujg ubytki heterochromatyny telomerycznej [7,14, 22, 26, 28, 32]. Wyglada to tak, jak
gdyby "dopasowywaty sie" morfologicznie do chromosoméw pszenicy. Obserwacje te,
zwlaszcza we wezesnym etapie ewolucji Triticale, byty podstawa do sformutowania hipotezy,
ze chromosomy zyta w Srodowisku genomaéw icytoplazmy pszenicznej sg modyfikowane pod
wzgledem ilosci heterochromatyny telomerycznej i ze warunkuje to wysokg ptodnosé i
zawigzywanie dorodnych ziarniakow przez rosliny pszenzyta. Jednakze w miare uptywu czasu
powstawaty nowe formy i odmiany pszenzyta. Wiele z nich byto badanych pod wzgledem
kariotypéw prazkow C iwdwczas okazato sie, ze nie zawsze odmiany bardzo dobrze plonujace
i 0 dorodnych ziarniakach majg mate prazki telomeryczne w swoich chromosomach zytnich.
W wielu takich formach pszenzyta obserwowano duze bloki heterochromatyny telomerycznej
na wszystkich chromosomach zyta. W zwigzku z tym mechanistyczne podejscie do roli
heterochromatyny w biologii chromosoméw i w przemianach jadrowych stato sie
niewystarczajgce i wrecz nieaktualne. Obserwowana bowiem zmienno$¢ w wystepowaniu
heterochromatyny w populacjach zyta i pszenzyta wskazuje na istnienie czynnika
genotypowego kontrolujgcego aktywnos$¢ biologiczng heterochromatyny. Jego zmienno$¢
moze powodowac supresorujacy i/lub aktywujacy wptyw heteroehromatyny telomerycznej na
wiele cech zwiazanych z biologiag chromosoméw i w nastepstwie tego na szereg cech
fenotypowych roélin. Mozna powiedzie¢, ze jezeli istnieje jakakolwiek aktywnos¢
komérkowa warunkowana czy regulowana przez wysoce powtarzalne sekwencje DNA
zgrupowane w blokach heterochromatynowych ze wzgledu na to miejsce ich wystepowania,
liczbe kopii czy sekwencje, to woéwczas zmiennos¢ ich moze wptywaé na fenotyp organizmu
w populacji. Wplyw sekwencji DNA, ktére ulegaja gwattownym zmianom iloSciowym, na
okre$lone aktywnosci komdrkowe magthy by¢ wowczas zaréwno Zrédtem, jak iregulatorem
zmiennos$ci w naturalnych populacjach.
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UDZIAL KATIONOW W TRANSDUKCJI SYGNALU
W STYMULOWANYCH LIMFOCYTACH T.
. KATIONY METALI
| ZMIANY POTENCJALU BLONOWEGO

CATION PARTICIPATION AT SIGNAL TRANSDUCTION
IN STIMULATED T LIMPHOCYTES.
I. METAL IONS AND TRANSMEMBRANE POTENTIAL CHANGE

Jacek M. WITKOWSKI
Katedra i Zaktad Histologii Akademii Medycznej w Gdansku

Streszczenie. W pracy przedstawiono przeglad aktualnych informacji dotyczacych udziatu zmian stezen kationéw
Na+ K+ Ca'+. Mg‘+iZn-*w procesie stymulacji limfocytéw T. W szczeg6lnosci oméwiono btonowe mechanizmy
biorace udziat w transporcie wymienionych jonéw przez btone komérkowa, azwtaszcza btonowe kanaty jonowe. Ze
wzgledu na istotny udziat K+ aw mniejszym stopniu takze Ca"+i Na+w tworzeniu spoczynkowego iczynno$ciowego
potencjatu btonowego tych komérek osobny rozdziat poswigcono zagadnieniu roli tych potencjatéw w czynnoéciach
limfocytéw T.

Stowa kluczowe, limfocyty T. aktywacja mitogenami Na*. K+ Ca'"*. Mg"*. Zn'+ zmiany potencjatu btonowego,
kanaty btonowe.

Abstract. A review of the current information concerning Na*. K+ Ca"*, M g'+and Zn"* cation fluxes in resting and
stimulated human and animalTcells is given. Specific membrane mechanismsofcation transport, namely ion channels
and some ATP - dependent ion pumps are characterized. Considering participation of K+. and to lesser degree also
Ca"* and Na+. in the generation of both resting and activation-related potential of the T lymphocyte membrane,
separate paragraph is devoted to description of this phenomena and their role in function of T cells.

Keywords.T lymphocytes, mitogen activation. Na+ K+ Ca'*. Mg"*. Zn2* membrane potential changes, ion channels.
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WSTEP

Zjawiska, zachodzace w aktywowanych grasiczo-zaleznych komérkach limfatycznych
(limfocytach T) pomiedzy poczagtkowym kontaktem ze stymulatorem (antygenem, mitogenng
lektyng lub innym czynnikiem) a rozpoczeciem przez te komdrki biosyntezy interleukin (1L2
lub IL4), okreslane sg jako wczesny, pre-replikacyjny etap aktywacji immunologicznej [47].
Okres ten trwa, przynajmniej w najlepiej pod tym wzgledem opisanych limfocytach T ludzi i
myszy, od kilku (2-7) do kilkunastu (12-15) godzin [47, 96, 97]. W tym czasie nastepuja
procesy, ktorych ostatecznym celem jest "wyprowadzenie" komorki ze spoczynkowej fazy GO
cyklu, charakterystycznej dla wiekszosci matych, recyrkulujgcych limfocytow T [47]. Ich
kulminacja jest aktywacja szeregu procesow biochemicznych zwigzanych gtéwnie z dere-
presja DNA [18], biosyntezg réznych rodzajow mRNA [55] i biatek [47], metabolizmem
nukleotydéw purynowych [4] i poliamin [64].

Wiele proceséw typowych dla tego wczesnego etapu aktywacji limfocytow T to zjawiska
zachodzace w btonie komérkowej lub posrednio z nig zwigzane. Nalezy tu wymieni¢ przede
wszystkim aktywacje szeregu enzymow bedacych albo statymi sktadnikami btony, albo tez
wymagajacych kontaktu z btong dla swej aktywnosci. Do pierwszej grupy zaliczy¢ nalezy
cyklazy: adenylanowg iguanylanowg [56] oraz calg grupe kinaz, ktérych przyktadem moze
by¢ kinaza tyrozylowa sktadnika p21 receptora TcR [61]. Charakterystycznym ido$¢ dobrze
poznanym sktadnikiem drugiej grupy jest zalezna od wapnia i fosfolipidow kinaza biatkowa
C, ktdra w celu uzyskania aktywnosci musi ulec asocjacji z lipidami btony komdrkowej
limfocytu [69], Charakterystycznym zjawiskiem bezposrednio zwigzanym z btona
komédrkowsa limfocytdw T ulegajacych aktywacji jest wzrost ekspresji réznorodnych
antygenéw powierzchniowych, takich m.in. jak receptor dla interleukiny 2 [11], transferyny
[82] iinsuliny [9], a takze kwas hialuronowy i siarczan chondroityny [103].

Zjawiskom tym towarzyszy lub nawet poprzedza je w sekwencji zmian zachodzacych w
aktywowanych komorkach T wzrost aktywnosci wielu mechanizméw transportujgcych rézne
substancje przez btone komdrkowa. Niektérym zjawiskom tego typu oraz ich konsekwencjom
dla fizjologii aktywowanej komorki T poswiecony jest niniejszy przeglad.

WZROST TRANSPORTU KATIONOW
W STYMULOWANYCH KOMORKACH T

Limfocyty T, zaréwno pochodzace z narzagdow limfatycznych réznych gatunkéw zwierzat
doswiadczalnych jak tez z ludzkiej krwi obwodowej, zdolne sg do aktywacji w wyniku
dziatania sygnatu fizjologicznego (antygen zaprezentowany na powierzchni komdarki
prezentujacej antygen w kontekscie odpowiedniego antygenu MHC) lub czynnikow
niefizjologicznych, takich jak mitogenne lektyny ros$linne ConA, PHA i inne przeciwciata
skierowane przeciwko kompleksowi receptora dla antygenu (TcR-CD3), a takze niektérym
tzw. "antygenom aktywacyjnym" (jonofory wapniowe, np. jonomycyna, A23187 i estry
forbolu zwykle stosowane w kombinacji) czy wreszcie procedura skladajgca sie z
potraktowania komérek neuraminidaza i oksydaza galaktozy.
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Odpowiedz na wszystkie wymienione wyzej czynniki charakteryzuje sie wystepujagcym
bardzo wcze$nie wzrostem transportu (zwykle, cho¢ nie wytgcznie, w kierunku do
cytoplazmy) tak réznorodnych substancji, jak jony metali [33, 40, 50], aminokwasy [85],
nukleozydy [24], poliaminy [57] i cukry [120].

Przenikanie jondw przez btone komodrkowa jest sktadnikiem ztozonego mechanizmu
transdukcj i sygnatu aktywujacego komorke T. Natomiast pozostate mechanizmy transportowe
dostarczajg aktywowanej komdrce substratdw dla ulegajacych nasileniu procesow
biochemicznych i nie beda przedmiotem niniejszego omdwienia.

WAPN

Dotychczasowe badania przypisujg wzrostowi stezenia kationdw wapniowych w
cytoplazmie [Ca2+]c aktywowanych limfocytéw najwieksze znaczenie fizjologiczne.
Pierwsze obserwacje dotyczace zmian stezenia wapnia w komérkach limfatycznych pochodza
z potowy lat siedemdziesigtych [34, 49,118]. W zwiazku z tym nasza wiedza o "zachowaniu
sie" wapnia w limfocytach jest znacznie petniejsza niz dotyczgca innych kationéw. Kationy
Ca2sguniwersalnym wewnatrzkomorkowym przekaznikiem sygnatu i induktorein wczesnych
procesow aktywacyjnych w limfocytach T (patrz nizej). Pomiar zmian [Ca2+]c w matych
komérkach, jakimi sg limfocyty, stat sie mozliwy dopiero stosunkowo niedawno, wraz z
wprowadzeniem do uzytku barwnikow fluorescencyjnych wrazliwych na stezenie wapnia w
ich otoczeniu, takich jak QUIN 2, FURA 2, INDO 2 i FLUO 3 [40]. Zwiazki te r6znig sie
gtownie ditugoscia fali (barwg) oraz intensywnoscig fluorescencji emitowanej w obecnosci
Ca2+, dtugoscia fali Swiatta absorbowanego (pobudzajgcego) oraz stalg dysocjacji ich
komplekséw z wapniem. Powoduje to, ze niektére z nich (QUIN 2, FURA 2) stosowane sg
raczej w technikach mikroskopii fluorescencyjnej (ostatnio takze do iloSciowej oceny zmian
[Ca“+]c w pojedynczych komérkach z zastosowaniem cyfrowej analizy obrazu [34, 40], a
pozostate w cytofotometrii przeptywowej.

Omawiajac wielkosci dotyczace stezen metali w zywych komoérkach nalezy pamietac, ze
mamy tu do czynienia z trzema réznymi parametrami. Sg to: catkowita zawarto$¢ danego
pierwiastka w komérce (mierzona precyzyjnie przy pomocy spektrometrii absorpcji
atomowej), catkowita pula wymienialna tego pierwiastka (ang. total exchangeable amount),
do ktérego oceny uzywa sie zwykle radioaktywnego izotopu tego samego metalu, oraz
zawartosc¢ (stezenie, aktywnos$é) wolnych jonéw badanego metalu w cytoplazmie, oznaczane
zwykle jako [Men+]c (gdzie Me zastepowane jest symbolem pierwiastka, a n oznacza
wartosciowos$¢ jonu) [34, 76, 111]. Ta ostatnia wielko$¢ jest istotna fizjologicznie jako
parametr ulegajagcy szybkim, dynamicznym zmianom w odpowiedzi na pobudzenie [34, 40,
111})-

W cytoplazmie nie pobudzonych limfocytdw T [Ca“+]cjest bardzo niskie iwynosi ok. 130
nM [95,119]. W aktywowanych komdrkach stezenie to gwattownie rosnie, osiggajac wartosci
500 - 600 nM [95,118]. Tak wysokie [Ca“+]c obserwowano juz po 30 sekundach od stymulacji
receptora dla antygenu (TcR-CD3) odpowiednim przeciwciatem monoklonalnym [121].
Rownie szybki jest wzrost [Ca“+]c w odpowiedzi na kontakt limfocytow T z lektynaini:
konkanawaling A (Con A) i fitohemaglutyning (PHA) [118, 119]. W przypadku stymulacji
lektynami, wzrost [Ca“+]c dotyczy prawie wytgcznie populacji naiwnych (ang. naive, virgin)
limfocytéw T o fenotypie CD45RA+ (u cztowieka; u myszy odpowiada mu CD45RB+)
podobnie komérki pamieci immunologicznej o fenotypie CD45R0O+ odpowiadajg wzrostem
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cytoplazmatycznego stezenia wapnia na stymulacje swoistym dla nich antygenem [2,91, 92].
Natomiast praktycznie wszystkie (CD3+) limfocyty T generujg "sygnat wapniowy" w
odpowiedzi na dziatanie przeciwciata anty-CD3 [95].

Rowniez cross-linking niektdrych tzw. antygendw aktywacyjnych limfocytow T prowadzi
do wzrostu [Ca“+]c. Do antygendw tych nalezg miedzy innymi: CD2J122], CD4, CD5, CD6®,
CD7, CD8iCD28 [70, 71, 122]. Komorki te reagujg wzrostem [Ca"+]c takze na insuling, a
takze na pobudzenie receptoréw dla tego hormonu znajdujacych sie w ich btonach [9].

Stwierdzono, ze wczesny wzrost [Ca-+]c w limfocytach T jest dwufazowy i sktada sie z
bardzo szybkiego (1-2 minuty) "szczytu" i trwajacego dtuzej plateau charakteryzujacego sie
wartosciami [Ca-+]c posrednimi miedzy warto$cig maksymalng a stezeniem spoczynkowym
[33, 49, 95, 111]. W zwiagzku z tym wykazano, ze kationy wapniowe pojawiajace sie w
cytoplazmie stymulowanych limfocytéw T pochodzg z dwu zrédet (podobnie jak w przypadku
innych komorek). | tak, cze$¢ [Ca“+]c ulega mobilizacji z "magazyndéw"
wewnatrzkomorkowych. W przypadku fizjologicznego pobudzenia limfocytéw T, magazyn
ten stanowi siateczka $rédplazmatyczna [45, 51]. Mitochondria, ktére réwniez sg zdolne do
gromadzenia wapnia, majg tu mniejsze znaczenie, raczej jako bufor przeciwdziatajagcy
nadmiernemu wzrostowi [Ca-+]c; gromadzenie wapnia zaczyna sie w nich, gdy jego stezenie
w cytoplazmie limfocytu przekroczy 1pM, co w przypadku fizjologicznej odpowiedzi zdarza
sie rzadko [45].

Stwierdzono, ze uwalnianie kationéw wapniowych z cystern siateczki indukowane jest
przez produkty metabolizmu fosfatydylo-inozytolu zawartego w btonach pobudzonych
komorek (przede wszystkim, chociaz nie wylgcznie, trifosforan inozytolu - 1P3), powstajgce
dzieki wczesnej aktywacji btonowej fosfolipazy C [45, 74, 117]. IP3, a takze inne
polifosforany inozytolu mozna wykry¢ w mysich limfocytach T stymulowanych Con A juz
po kilkunastu sekundach kontaktu z mitogenem [74]. Wzrost [Ca"+]c zalezny od otwarcia
kanatdw wapniowych w cysternach siateczki pod dziataniem IP3 ma by¢ szybki, ale
stosunkowo krotkotrwaly (prawdopodobnie ze wzgledu na niewielka pojemno$¢ siateczki
limfocytow T dla wapnia) i jest odpowiedzialny za pierwsza, "szczytowa" faze sygnatu
wapniowego [51, 111]. Natomiast podtrzymanie stosunkowo wysokiego [Ca2+]c, ktore, jak
sie uwaza, jest niezbedne dla prawidtowego przebiegu dalszych faz odpowiedzi komorki na
pobudzenie, zalezy od naptywu Ca2+ ze Srodowiska pozakoindrkowego [51, 60]. W tej fazie
mozna wyr6zni¢ dwa kolejne (nizsze od pierwszego) szczyty wzrostu [Ca2+]c: pomiedzy 4 a
6 i pomiedzy 20 a 24 godzing stymulacji, co ma odpowiadac kolejno wyjsciu komérki z fazy
GOi (j2 cyklu komoérkowego [60, 81].

Wapn przenika ze Srodowiska do cytoplaziny limfocytéw T dzieki obecnosci w ich btonach
komérkowych odpowiednich biatek kanatowych, przewodzacych kationy Ca2+ zgodnie z
gradientem stezen, a wiec do wnetrza komorki. Badania elektrofizjologiczne wykonane przy
pomocy techniki "potencjatu stabilizowanego tatki btony" (ang. voltage patch clamp [48]) nie
wykazaty jednak obecnos$ci w limfocytach T typowych kanatdw wapniowych spotykanych
np. w tkance miesniowej czy gruczotowej [66, 67]. Opisywane sg natomiast kanaty btonowe
przewodzace nieswoiscie rozne rodzaje kationow dwuwarto$ciowych (w tym Ca2+ i Mg2+),
ktére w warunkach fizjologicznych stezen tych jonéw powinny przewodzié¢ gtéwnie wapn
[66]. Podobnie jak w przypadku innych biatek kanatowych, charakteryzowanych w
limfocytach T metoda "potencjatu stabilizowanego tatki" (patrz nizej), ilos¢ kanatéw
przewodzacych wapn oceniana jest na 100-1000 czasteczek w btonie pojedynczej, nie
pobudzonej komérki T [67]. Przynajmniej niektore z tych kanaldw ulegajg otwarciu pod
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wplywem IP3 i innych polifosforandw inozytolu, podobnie jak kanaty wapniowe w siateczce
srodplazmatycznej; majg one natomiast stabo odpowiada¢ na zmiany potencjatu btonowego,
a takze by¢ niewrazliwe na ligandy zewnatrzkomdrkowe [67]. Postulowana jest takze
mozliwo$¢, ze wapn dostaje sie do cytoplazmy stymulowanych limfocytéw T poprzezjeszcze
bardziej nieselektywny, "uniwersalny" typ kanatéw przewodzacych takze kationy potasowe i
-prawdopodobnie - sodowe (patrz nizej) [10, 12, 20, 128].

Podobnie jak w iimych komorkach, wzrost [Ca2+]c w limfocytach T musi podlegaé
precyzyjnemu ograniczeniu zardwno jego wielkosci, jak tez czasu trwania ze wzgledu na
toksyczny w stosunku do metabolizmu tych komérek wptyw diugotrwatego, wysokiego
[Ca~+]c. Takie nadmierne podwyzszenie stezenia kationow wapniowych w cytoplazmie
stymulowanych limfocytow T moze nastgpi¢ w wyniku dziatania zbyt wysokich
(supramitogennych) dawek jonoforow wapniowych lub lektyn Con A i PHA, a takze
przedtuzonej, niefizjologicznej modulacji receptora CD3 przy uzyciu skierowanego
przeciwko niemu przeciwciata [19]. Takze w procesie niszczenia wrazliwych tymocytow
przez glikokortykosterydy dominujacy letalny efekt zalezy od nadmiernej aktywacji
endogennej nukleazy przez trwale podwyzszone [Ca2+]c; prowadzi to do typowego,
gwaltownego niszczenia struktury chromatyny uszkadzanych komoérek i obrazu tzw.
"programowanej Smierci", czyli apoptozy [84].

Istniejg trzy mechanizmy kontrolujace lub ograniczajgce niebezpieczeristwo nadmiernego
wzrostu [Ca“+]c. Pierwszym z nich, integralnie zwigzanym z rolg Ca“+ jako przekaZnika
sygnatu i induktora zachodzacych w procesie aktywacji limfocytow T reakcji metabolicznych
jest wigzanie kationdw wapniowych ze specyficznymi biatkami o wysokim powinowactwie
do Ca_+. Do tej grupy nie w petni scharakteryzowanych biatek wystepujacych w cytoplazmie
limfocytow T nalezg biatka tak znane, jak kalmodulina, ktéra w formie kompleksu z wapniem
jest induktorem wielu kinaz limfocytamych [43, 78], a takze mniej znane, dopiero niedawno
wykryte i opisane w limfocytach T - kalpaktyna | (p33) i endoneksyna (p28) [62]. Kationy
Ca-+ sg takze niezbedne dla aktywacji kinazy biatkowej C, ktora jest istotng, statg czescia
procesu odpowiedzi limfocytow T na pobudzenie [62, 69].

Mechanizmami bezposrednio przeciwdziatajgcymi nadmiernemu wzrostowi [Ca2+]c sg
"pompy wapniowe" - enzymy, ktore wykorzystujg energie hydrolizy ATP do transportu Ca2+
poza komoérke lub do wnetrza siateczki srodplazmatycznej [52,77,111]. Wykazano, ze pompa
wapniowa zawarta w cysternach siateczki limfocytéw T ma odmienne wiasciwosci
biochemiczne (kinetyke reakcji, wrazliwos$¢ na inhibitory) niz enzym wystepujacy w btonie
powierzchniowej [52, 77, 111]. Dotychczas (grudzien 1991) nie opublikowano danych
okreslajacych, czy mamy tu do czynienia z izoenzymami tego samego enzymu, czy tez z
kompletnie odmiennymi strukturami.

Ostatnim czynnikiem regulacyjnym, ograniczajagcym zwilaszcza naptyw Ca2+ ze
Srodowiska, sg szczegdlne wiasciwosci przenoszacych wapn kanatdéw biatkowych w btonach
limfocytow T. Jak wcze$niej wspomniano, nie sg to typowe kanaty wapniowe, podobne do
znajdowanych w innych tkankach, a raczej nieselektywne kanaly dla kationow
dwuwarto$ciowych. Wykazano, ze sg one w specyficzny sposéb regulowane przez zmiany
potencjatu btony komorkowej stymulowanego limfocytu T. | tak, w odpowiedzi na
depolaryzacje tylko nieznacznie zwigksza sie prawdopodobienstwo stanu otwartego,
natomiast hiperpolaryzacja komorki prowadzi do istotnego wzrostu prawdopodobienstwa
zamkniecia i inaktywacji tych kanatéw [36, 66, 67].
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W pierwszym okresie badan tego zagadnienia opisywano takze w limfocytach T aktywnos$¢
antyportu (Na+/Ca+), ktéry miat rowniez pehii¢ role regulatora [Ca2+]c [37, 38]. Najnowsze
badania wskazujg jednak, ze to, co brano za aktywnos¢ takiego wymiennika, da sie wyjasnié
samym dziataniem "pomp wapniowych" oraz nastepujgcg w tym samym czasie aktywnoscig
wymiennika (Na+H+) [40,52, 111].

[Ca'+]c w limfocytach T moze by¢ takze regulowane w sposdb posredni. Rosoff i wsp.
wykazali na przykfad, ze wzrost [Ca2+]c indukowany przez modulacje receptora CD3 jest
hamowany przez obnizone stezenie jonu chlorkowego (Cl ) w $Srodowisku pozakomérkowym
[101]. Efekt ten moze zaleze¢ od hiperpolaryzacji btony komérkowej limfocytu powstajacej
w wyniku nie wyréwnanego obnizenia stezenia chlorkéw na zewngtrz komdrki; mozliwe
takze, ze bierze w nim udziat aktywnosc¢ stosunkowo niedawno opisanych w ludzkich imysich
limfocytach T kanatéw chlorkowych [101].

Rownolegle z poznaniem zjawisk, ktérych konsekwencjg jest przejSciowy wzrost [Ca2+]c
w cytoplazmie limfocytéw T, poszerzeniu ulega wiedza o kluczowej roli Ca2+ w coraz
wiekszej liczbie proceséw zachodzacych w aktywowanych komérkach T. Wiele wniosto do
tej wiedzy zastosowanie jonoforéw wapniowych - lipofilowych antybiotykéw zdolnych do
przenoszenia Ca-+ przez btony komoérkowe Eucaryota: A23187 (kalcymycyny) ijonomycyny.
Wykazano, ze obydwa jonofory, stosowane w submikromolarnych stezeniach stymulujg
podziaty komdrkowe ludzkich i mysich limfocytéw T; efekt ten jest znacznie nasilony przez
rownoczesng stymulacje estrami forbolu. Nalezy tu podkredli¢, ze ta sama kombinacja
czynnikow jest mitogenna dla limfocytéw B; komorki te nie dzielg sie natomiast w odpowiedzi
na wytaczne stosowanie jonoforéw, niezaleznie od dawki [13, 31]. Juz wczesne badania z
uzyciem A23187 wykazaly, ze stymulujacy efekt tej substancji polega na zwiekszeniu [Ca2+]c
w komorkach poddanych jej dziataniu poprzez wprowadzenie wapnia ze $rodowiska
otaczajgcego komdrke, a wiec na nasladowaniu naturalnego procesu towarzyszacego, a
wiasciwie warunkujgcego odpowiedZz immunologiczng komorek T [34, 76]. Pod dziataniem
mitogennych dawek jonoforow wapniowych dochodzi do zwiekszenia ptynnosci btony
komorkowej limfocytow T - zjawisko to jest takze charakterystyczne dla transformacji
blastycznej tych komérek w odpowiedzi na antygeny i mitogeny roslinne, a wynika
prawdopodobnie z nasilenia zaleznego (czeSciowo) od wapnia procesu fosforylacji
sktadnikéw btony oraz zmienionych relacji pomiedzy integralnymi biatkami btony a
zwiazanym z nig cytoszkieletem komérki [31]. Jonofory wapniowe indukujg reaktywno$¢
ludzkich limfocytow T wobec IL2 poprzez stymulacje ekspresji powierzchniowych recptoréw
dla tej interleukiny; nie powodujg natomiast wzrostu syntezy IL2 w limfocytach poddanych
ich dziataniu [13]. To ostatnie zjawisko zachodzi dopiero, gdy réwnolegle ze sztucznie
wywotanym wzrostem [Ca2+]c w limfocytach T dojdzie do pobudzenia aktywnosSci kinazy
biatkowej C, co nastepuje pod wptywem uzycia estrow forbolu [54,58]. Co ciekawe, pomiedzy
[Ca-+]c a liczbg czasteczek receptora TcR w btonie komorkowej wydaje sie istnie¢ co$ w
rodzaju ujemnego sprzezenia zwrotnego: wzrostowi [Ca2+]c towarzyszy zmniejszenie ilosci
czasteczek mMRNA dla taricuchdw a i 8 TcR [80]. Stwierdzono takze, ze wysokie (1-10 pM)
stezenie A23187 powoduje rozpoczecie produkcji gamma-interferonu przez ludzkie limfocyty
T [3, 23]. Indukowany Con A lub jonomycyna wzrost [Ca“+]c powoduje aktywacje Kinaz
biatkowych zaleznych od kahnoduliny [34]. Towarzyszy temu, prawdopodobnie réwniez
bezposrednio zalezne od wapnia, nasilenie transportu leucyny i by¢ moze innych
aminokwaséw do cytoplazmy [87]. Wreszcie, wzrostowi cytoplazmatycznego stezenia
kationéw wapniowych w limfocytach T towarzyszy gwattowna i radykalna zmiana potencjatu
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btonowego tych komérek - przejscie (w ciggu kilku minut) od stanu wzglednej depolaryzacji
do hiperpolaryzacji (patrz nizej). Wydaje sie wiec, ze wzrost [Ca“+]c w limfocytach T jest
istotny, zanim komorka rozpocznie biosynteze IL2; waph nie jest natomiast prawdopodobnie
przekaznikiem sygnatu w komérkach odpowiadajacych na IL2, a wiec znajdujacych sie juz
w poéznej fazie Gi cyklu komérkowego [63, 68]. O tym, ze pbézny wzrost [Ca2+]c w
stymulowanych mitogenami ludzkich limfocytach T jest niezbedny dla ich prawidtowej
proliferacji $wiadczg doniesienia mowiace ojej zahamowaniu (mierzonym zmniejszeniem
wbudowywania 3H-tyinidyny) pod wptywem blokeréw kanatéw wapniowych: werapamilu,
nifedypiny idiltiazemu [14, 34, 78]. Wiasne badania autora wskazujg, ze efekt ten wystepuje
w ludzkich komdrkach T nie tylko in vitro, ale takze gdy werapamil jest stosowany klinicznie,
a limfocyty, ktérych proliferacja w odpowiedzi na mitogeny jest oceniana, pochodza od
leczonych nim pacjentow [131,132].

Jak wspomniano wyzej, kontakt receptora dla antygenu (kompleksu TcR-CD3) z
odpowiednim antygenem lub przeciwciatem monoklonalnym skierowanym przeciwko
epitopom tego kompleksu jest wystarczajgcym warunkiem wzrostu [Ca2+]c w limfocytach T
[51]. Wykazano, ze transdukcja sygnatu stymulujgcego z receptora dla antygenu do wnetrza
komérki poprzez wzrost [Ca_+]c nastepuje u myszy juz w niedojrzatych funkcjonalnie
limfocytach T i tymocytach, chociaz wielko$¢ sygnatu jest mniejsza niz w komérkach
dojrzatych [30]. Proponowanym wyjasnieniem tej obserwacji jest mniejsza gestos$¢
przewodzacych wapn kanatéw w btonach niedojrzatych komorek lub niepetne wyksztatcenie
aktywnosci kinazy posredniczacej pomiedzy kompleksem receptorowym a biatkiem
kanatowym [30]. Osobnym ijak dotychczas mato poznanym zagadnieniem jest tu ré6znica w
dynamice generowania "sygnatu wapniowego" pomiedzy "naiwnymi" limfocytami T a
komdrkami pamieci immunologicznej. Wydaje sie jednak, ze optymalna wielkos$¢ tego
sygnatu w poszczegdblnych komaérkach obu typéw jest podobna, a tylko (jak juz wspomniano)
réznig sie one zdolnoscia do odpowiedzi na zjednej strony swoiste antygeny, z drugiej za$
na nieswoiste stymulatory, takie jak przeciwciato anty-CD3 i mitogeny roslinne [2, 91, 92].

SOD

Pierwsze doniesienia 0 mozliwosci udziatu przemieszczen kationdw Na+ przez bione
komaérkowa w procesie aktywacji limfocytéw wigzaty sie z obserwacjg znacznego wzrostu
aktywnos$ci btonowej (Na, K)ATP-azy ("pompy sodowej") w komérkach T stymulowanych
mitogenami, a takze zahamowania postepu aktywacji, o ile limfocyty te poddano dziataniu
glikozydu nasercowego ouabainy (strofantyny G), blokujacego aktywnos$é¢ (Na.K)ATP-azy
[25, 94,114]. Ouabaina ma wywiera¢ hamujacy wptyw na proliferacje limfocytow T poprzez
zablokowanie ekspresji receptora dla IL2 na powierzchni stymulowanych komérek [25]. W
badaniach wykonanych z zastosowaniem trytowanej ouabainy wykazano, ze na powierzchni
ludzkich limfocytéw T znajduje sie przecietnie 10-20 tysiecy czasteczek tego enzymu [88].
Aktywacja "pompy sodowej" w aktywowanych mitogenami limfocytach T zalezy od
obserwowanego w ciggu pierwszych kilkunastu godzin stymulacji wzrostu [Na+]c w
cytoplazmie, a takze od towarzyszacej utraty K+ [110].

Spoczynkowe [Na+]c w limfocytach T pochodzacych od ludzi, myszy i innych zwierzat
doswiadczalnych waha sie w dos¢ szerokich granicach 10-35 mM [110, 111, 112]. Stezenie
to rosnie o dalsze 5-10 mM w wyniku stymulacji komorek przez PHA i Con A, przy czym
okres podwyzszonego [Na+]c w stymulowanych limfocytach T ma trwac od kilku minut [110]
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do 5 godzin [112]. Mozliwe zreszta, ze podobnie jak w przypadku wzrostu [Ca2+]c, takze
zalezny od stymulacji wzrost [Na+]cjest dwufazowy (patrz nizej).

Jony sodowe naptywajg do cytoplazmy aktywowanych limfocytéw T kilkoma drogami o
réznych wiasciwosciach, dynamice transportu i znaczeniu fizjologicznym. Pierwsza z nich
polega na -znanym z komérek "pobudliwych”, tj. nerwowych i miesniowych -naptywie Na+
do cytoplazmy przez biatkowe kanaty blonowe. Typowe (podobnie do wykrytych we
wspomnianych wyzej typach komorek) kanaty sodowe wykryto metodg "potencjatu
stabilizowanego fatki btonowej" jednak tylko na powierzchni mniej niz 10% limfocytéw T
myszy iw ponizej 5% ludzkich komdrek T [12,20,72]. Ukazato sie zresztg doniesienie, ktore
obecnos$¢ tego typu kanaldw bionowych ogranicza do populacji komdrek naturalnie
cytotoksycznych NK [79]. Réwniez badania wptywu swoistych blokeréw kanatow sodowych
- tetrodotoksyny (TTX) i saksitoksyny (STX) na proliferacje stymulowanych mitogenami
limfocytow T ludzi i myszy nie daty jak dotychczas jednoznacznych wynikéw, przy czym na
096t uwaza sie, ze TTX nie wywiera istotnego dziatania hamujgcego proliferacje komorek T,
co ma $wiadczy¢ o braku w nich waznych czynnosciowo kanatow sodowych [21]. Z kolei
obserwacja, ze aktywator kanatu sodowego bretylium tosylate powoduje wzrost potencjatu
btonowego uprzednio zdepolaryzowanych ludzkich, mysich iszczurzych limfocytow T oraz
ze efekt ten wystepuje jedynie w Srodowisku zawierajacym Na+ ijest znoszony przez TTX,
wydaje sie Swiadczy¢ na rzecz tezy o powszechnym wystepowaniu przewodzacych séd
kanatow w limfocytach T [93]. Nie jest jednak wykluczone, ze Na+penetruje do cytoplazmy
stymulowanych limfocytéw T przez nieswoiste, aktywowane Ca2+ kanaly btonowe,
konkurujac z opuszczajagcymi ta drogg komdrke jonami K+ (patrz nizej). Wiasne badania
autora niniejszej pracy wskazuja, ze dziatanie STX wobec ludzkich limfocytow T
stymulowanych Con A moze by¢ dwukierunkowe: synergistyczne z mitogenem przy
stosunkowo niskim stezeniu STX, za$ antagonistyczne w przypadku wyzszego stezenia tego
blokera [131].

Selektywny naptyw kationdw sodowych do cytoplazmy poprzez przewodzace je kanaty w
btonach stymulowanych limfocytéw T powinien powodowaé¢ zauwazalng (jakkolwiek
krétkotrwalta) depolaryzacje tych komorek. Wiekszos¢ autorow, ktérzy dotychczas zajmowali
sie zmianami potencjatlu blonowego w trakcie aktywacji limfocytéw T, nie obserwowata
jednak wyraznej depolaryzacji w zadnym ze stadiow aktywacji (patrz rozdziat poswiecony
zmianom potencjatu btonowego w stymulowanych limfocytach T).

Dobrze udokumentowane jest istnienie i czynno$¢ w trakcie aktywacji limfocytow T
btonowego wymiennika sodowo-protonowego (Na+/H+) [33, 37, 40, 112]. Ze wzgledu na
podstawowg czynno$¢ tego wymiennika, jaka jest przeciwdziatanie nadmiernemu
zakwaszeniu cytoplazmy aktywowanej komdrki, szerszy opis jego wiasciwos$ci znajdzie
Czytelnik w towarzyszacym artykule poswigconym roli H+i zmian pH w trakcie aktywacji
limfocytow T.

Oprocz antyportu Na+/H+w limfocytach T wykazano takze istnienie niewrazliwego na
amilorid i Li+ wymiennika Na+Na+, blokowanego przez kwas etakrynowy, a wiec
analogicznego do wykrytego w komodrkach mie$niowych [37, 38]. Wymiennik ten ma
wspdtdziatac z systemami kotransportu typu Na+zwigzki organiczne [40]. Nowe badania nie
potwierdzity natomiast postulowanego wcze$niej istnienia w limfocytach T ludzi i zwierzat
kotransportera Na+/K+CI* ani antyportu Na+/Ca“+ [37, 38, 40].

Badania, w ktorych farmakologicznie modyfikowane jest dziatanie struktur btonowych
transportujgcych Na+do cytoplazmy komorki T, dajg zr6znicowane wyniki w zaleznosci od
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"punktu uchwytu" zastosowanego modulatora. Ogdélnie wydaja sie one wskazywaé na
niezbednos$¢ wzrostu [Na+]cdla prawidtowej aktywacji limfocytow T. Taka interpretacja moze
by¢ jednak btedna lub przynajmniej niepetna; nalezy bowiem uwzglednié¢ fakt, ze w
wiekszo$ci zwigzanych z przewodzeniem sodu transporterow btonowych w limfocytach T (a
by¢ moze nawet we wszystkich, o ile komorki te majg by¢ pozbawione kanatow sodowych)
transport Na+ jest "partnerem" transportu innych jonéw lub metabolitow. Dotyczy to
opisanego wyzej wymiennika (Na+/H+), a takze przynajmniej jednego z mechanizmoéw
wprowadzajgcych aminokwasy do cytoplazmy stymulowanych limfocytéw -tzw. systemu A,
bedacego kotransporterem Na+aminokwas [5]. W zwigzku z tym, chociaz sod, a konkretnie
gradient jego stezenia przez btone komoérkowa jest niezbedny jako "naped” tych procesow,
kationy Na+ per se uwazane sg za nie biorgce czynnego udziatu w procesach metabolicznych
w takim sensie, jak opisany wyzej w przypadku Ca2+. Jednak, wyniki badan grupy Severiniego
wskazuja, ze aktywacja procesdw naprawy uszkodzen (peknie¢) DNA, ktdra poprzedza jego
replikacje w stymulowanych limfocytach T, wymaga obecnosci podwyzszonego stezenia Na+,
ktdrego nie mozna zastagpi¢ innym kationem alkalicznym [112]. Ci sami autorzy wykazali
takze, ze wzrost [Na+]c jest bezposSrednim induktorem wzrostu stezenia NAD+ w
stymulowanych lektynami limfocytach T [112].

POTAS

Podobnie jak w przypadku sodu, najwczesniejsze sugestie na temat roli zmian stezenia
kationdw potasowych [K+]c w procesie aktywacji limfocytow T wigzg sie z obserwacjami
nasilonej aktywnos$ci (Na,K)ATP-azy w komoérkach stymulowanych mitogenami PHA i Con
A, z czym wigzano zwiekszony naptyw K+ do cytoplazmy tych komérek [25, 94, 114].
(Na,K)ATP-aza wykazuje duzg aktywnos$¢ takze w ludzkich komoérkach T znajdujacych sie
w spoczynku; jest to prawdopodobnie zwigzane z koniecznoscig przeciwdziatania obnizeniu
spoczynkowego [K+]c zwigzanemu ze stala, spontaniczng aktywnoscig niektérych kanatow
btonowych dla tych jonéw (patrz nizej) [126]. Badania autora, wykonane z uzyciem izotopu
rubidu 86Rb (ktory jest wygodniejszym w manipulacji doswiadczalnej analogiem potasu)
wykazaty, ze spoczynkowa aktywnos$¢ "pompy sodowej" w ludzkich limfocytach krwi
obwodowej jest odpowiedzialna tylko za 70-80% catkowitego naptywu K+do komérki [126].
Przemawia to za wspétistnieniem (przynajmniej w ludzkich limfocytach T) innego
mechanizmu transportujagcego kationy K+ do cytoplazmy. Mechanizmem tym magtby by¢
kotransport Na+/K+2C1" opisywany w innych komérkach, jednak jak dotychczas nie
wykazano jego obecnosci w btonach limfocytéw ludzkich; natomiast w limfocytach T myszy
zastosowanie odpowiednich swoistych blokeréw tego transportu pozwolito wykaza¢ jego
nieobecnos¢ [40].

Wartosci bezwzgledne zaréwno spoczynkowego, jak tez zmienionego przez aktywacje
[K+]c w limfocytach badano gtdwnie metoda radioizotopowg z uzyciem izotopu potasu 4“K
oraz metodg fotometrii ptomieniowej. Badania te wykazaty, ze spoczynkowe stezenie potasu
w cytoplazmie limfocytéw T wynosi 125-150 mM ($rednio ok. 140 mM) [53, 89, 108, 109,
110]. Wedtug wiekszosci z cytowanych tutaj badaczy potas wystepuje w cytoplazmie
limfocytéw gtéwnie w formie zjonizowanej K+ W pdZniejszym opracowaniu Negendank
twierdzi jednak, ze duza cze$¢ wewnatrzkomorkowego potasu w limfocytach jest
zaadsorbowana (gtéwnie na grupach karboksylowych polipeptydéw), co ma w pewnym
stopniu utrudnia¢ jego wymiane ze $Srodowiskiem i obniza¢ efektywne [K+]c [90].
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Pomimo stwierdzonego, prawie dwukrotnego wzrostu szybkosci naptywu K+ do
cytoplazmy limfocytéw T stymulowanych PHA (z 20 na 38 milimoli na litr wody komorkowej
i na godz. [108]), [K+]c wydaje sie nie ulega¢ zmianie, co sugeruje réwnoczesne, znaczne
nasilenie odptywu K+z cytoplazmy do $rodowiska [108,109,110]. Badania zmian potencjatu
btonowego stymulowanych mitogenami komoérek T wskazuja jednak, ze przynajmniej w
poczatkowym okresie odpowiedzi na pobudzenie wyptyw K+ z cytoplazmy nie jest
réwnowazony jego naptywem ani tez naptywem wystarczajgcej ilosci innych kationéw, co
prowadzi do dajgcej sie zaobserwowac przejsciowej hiperpolaryzacji stymulowanych
komorek [125, 130].

Zastosowanie metody "potencjatu stabilizowanego tatki" (voltage patch damp) pozwolito
w drugiej potowie lat osiemdziesigtych na stwierdzenie, ze utrata K+ przez stymulowane
limfocyty T nastepuje poprzez biatkowe kanaty jonowe o zrdznicowanych witasciwosciach
oraz na dos$¢ doktadng charakterystyke tych kanatdéw. | tak wykazano, ze K+wywedrowuje z
cytoplazmy komoérek T do $rodowiska przez az trzy typy specyficznych dla tego kationu
kanatow potencjatowo-zaleznych, okre$lane symbolami n, n* i / [75]. Kanatly te sg dos¢
podobne pod wzgledem przewodnos$ci (odpowiednio 18, 17 i 27 pS), natomiast rdznig sie
wrazliwos$cig na inhibitory (blokery). Na przyktad, w mysich limfocytach T kanaty typu n‘sg
10-krotnie mniej wrazliwe na tetraetyloamonium (TEA) niz kanaty typu ni 1000-krotnie mniej
wrazliwe niz kanaty typu / [75]. Trzeba w tym miejscu dodac, ze potencjatowo-zalezne kanaty
potasowe obecne w limfocytach T ule”®ajgzablokowaniu takze przez 4-aminopirydyne (4-AP),
chining, chinidyne, jony La+3, Ni+_ i Cd+2 ale nie wykryto zréznicowania wrazliwosci
réznych typéw tych kanatéw na cytowane blokery [12, 20, 21].

Ilo$¢ kanatéw potasowych jednego typu w btonie pojedynczego, znajdujacego sie w stanie
spoczynku limfocytu T jest skrajnie niska, zwlaszcza w poréwnaniu z komérkami
pobudliwymi. Na przyktad ilos¢ kanatow typu n w bionie spoczynkowego ludzkiego lub
mysiego limfocytu T oceniana jest na 30—40, czyli ok. 0.3/pm*“ powierzchni btony [12, 75].
Inne badania tych samych autorow wskazujg zresztg na jeszcze 2-3-krotnie mniejsze ilosci
potencjatowo- zaleznych kanatéw potasowych w nie stymulowanych komérkach [20].
Znajomo$¢ tych wielko$ci ma duze znaczenie dla zrozumienia roli przeptywu K+przez btone
dla czynnosci komorki limfatycznej; nalezy sobie uprzytomnié, ze utrata czy tez - przeciwnie
- dodatkowa ekspresja tylko kilku czgsteczek biatka kanatowego moze prowadzi¢ do zmian
przeptywu K+siegajacych kilkudziesieciu procent normalnej, spoczynkowej wartosci!

Potencjatlowo-zalezne kanaly potasowe wystepujg powszechnie, we wszystkich
limfocytach T ludzi i doswiadczalnych gryzoni, a takze na powierzchni komdrek wielu
transformowanych linii wywodzacych sie z limfocytow T. Stwierdzono jednak, ze u myszy
kanaly typu n przewazajg w btonach limfocytow o fenotypie CD4+ (helper/inducer), podczas
gdy kanaty typdw n' i/sg charakterystyczne dla cytotoksycznych komoérek T (CD8+) [75].

Kanaly potasowe pojawiajg sie i sg aktywne w ludzkich i mysich limfocytach T i ich
prekursorach juz we wczesnych, $rédgrasiczych stadiach rozwojowych. Jak wykazano,
niedojrzate komorki o fenotypie CD4 CD8’ charakteryzuja sie do$¢ duzg (proporcjonalnie)
iloscig kanatéw typu n (ok. 100/koinérke), ktora dalej rosnie do ok. 300/komorke w
tyinocytach o fenotypie CD4+CD8+, gingcych w obrebie grasicy [105]. Natomiast w
dojrzewajacych funkcjonalnie komérkach o "obwodowych" fenotypach CD4+ i CD8+
nastepuje radykalna redukcja ilosci czasteczek biatka kanatowego w btonie do cytowanych
wyzej warto$ci rzedu odpowiednio 20 i ponizej 10 kanatéw n [75]. W dojrzatych limfocytach
CD8+ pojawia sie takze 10 -20/komorke kanatow potasowych nalezacych do typéw n*i/
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[105]. Dla poréwnania, ilos¢ kanatow potasowych w komdrkach z ustalonych linii T-
limfocytamych zaréwno ludzkiego, jak i mysiego pochodzenia jest wielokrotnie wyzsza,
osiggajac wartosci rzedu 1000 kanatow jednego typu na powierzchni pojedynczej komaérki,
czyli odpowiadajgce wielkosciom obserwowanym w intensywnie proliferujgcych komaérkach
T [20].

Aktywnos$¢ (podwyzszone prawdopodobienstwo otwarcia) kanatow potasowych
zaleznych od potencjatu jest niezbedna dla prawidtowej aktywacji i proliferacji limfocytow
T. Wykazano to obserwujgc zahamowanie proliferacji tych komoérek pod wptywem swoistych
blokeréw omawianego typu kanatdw: 4-AP, TEA i chinidyny [12, 20, 46]. Stwierdzono, ze
substancje te nie hamuja wzrostu ekspresji receptora dla IL2 w ludzkich komoérkach T
stymulowanych PHA, co sugeruje, ze wzrost ten nie zalezy od dziatania kanatéw potasowych
[46]. Ich zablokowanie prowadzi natomiast do obnizenia syntezy RNA, biatek (w tym IL2) i
DNA w limfocytach T myszy stymulowanych Con A [12,111].

Wyptyw K+ z limfocytdw T myszy i ludzi mozna uzyskac in vitro takze dziatajac na te
komarki ionoforami wapniowymi (A23187 lub jonomycyng) w $rodowisku zawierajgcym
jony Ca2+, przy czym eliminacja wapnia ze Srodowiska znosi ten efekt [100, 125,127], Pod
dziataniem tych jonoforow (w mitogennych stezeniach) dochodzi takze do selektywnej, silnej
hiperpolaryzacji limfocytéow T (podczas gdy limfocyty B odpowiadaja na jonofory wapniowe
niewielkiego stopnia depolaryzacja) [44,125,129]. Obserwacje te przemawiajg za istnieniem
w limfocytach T czwartego typu kanatow potasowych - regulowanego przez [Ca2+]c. Jego
obecno$¢ potwierdzajg takze obserwacje depolaryzacji (lub przynajmniej uniemozliwienia
hiperpolaryzacji) limfocytéw poddanych dziataniu chininy, charybdotoksyny i 3.3*-
dipropyltio-dikarboksycyjaniny, uwazanych za wzglednie swoiste blokery Ca“+zaleznych
kanatow K+w innych typach komérek [39,100]. Whasne badania autora tej pracy pozwolity
na ustalenie, ze w mysich limfocytach T zalezny od Ca"+, indukowany jonomycyng i A23187
wyplyw K+jest czeSciowo blokowany takze przez TEA, 4-AP, a ponadto przez bloker kanatu
wapniowego werapamil i wreszcie catkowicie przez bloker kanatu sodowego - saksitoksyne
[127]. Co ciekawe, weratrydyna, znana jako czynnik pobudzajacy aktywnos$¢ kanatow
sodowych (a doktadnie blokujacy je w otwartym stanie) zwiekszata Ca“+zalezny wyptyw K+
z mysich komorek T [127]. Rézna kinetyka zaleznego od wapnia wyptywu K+ z mysich
limfocytow T poddanych dziataniu wymienionych blokeréw moze Swiadczy¢ o istnieniu
wiecej niz jednego typu Ca2+-zaleznyeh kanatéw K+ w btonach mysich limfocytow T, by¢
moze wystepujacych selektywnie na ich fenotypowo réznych subpopulacjach, podobnie jak
potencjatowo-zalezne kanaty potasowe n, n‘i/. Potwierdzeniem istnienia w limfocytach T
Ca-+-zaleznych kanatow K+ o réznych wiasciwosciach moga by¢é opublikowane dane o ich
konduktancji (przewodnosci), uzyskane przy pomocy metody "potencjatu stabilizowanego
tatki btonowej". Trzy zespoty badawcze, ktére dotychczas zajmowaty sie tym zagadnieniem,
podajg wartosci 8 [107], 25 [41] i powyzej 90 pikosiemensow [83] jako charakterystyczne dla
badanych kanatow w mysich limfocytach T. Poniewaz w kazdej z cytowanych prac badano
tylko kilkanascie lub najwyzej 30 komorek, mozliwe, ze powyzsze wyniki rzeczywiscie
obrazujg istnienie trzech réznych populacji Ca"+ zaleznych kanatéw K+w tych komérkach.
Réwniez w ludzkich limfocytach T autor niniejszego opracowania stwierdzit wystepowanie
pod wptywem jonoforu wapniowego A23187 trzech szczytdw szybkosci wyptywu K+, co
moze sugerowac istnienie réwniez i w tych komérkach wiecej niz jednego typu Ca"+
zaleznych kanatow K+ [praca w przygotowaniu].
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Bezposredni udziat zmian [K+]c w zjawiskach wchodzacych w sktad procesu odpowiedzi
limfocytow T na pobudzenie (niezaleznie od czynnika stymulujacego)jest ciggle przedmiotem
spekulacji opartych niestety, jak dotychczas, na bardzo skagpym materiale doSwiadczalnym.
Sugerowano miedzy innymi, ze zalezna od gwattownej utraty K+ hiperpolaryzacja kontroluje
naptyw Ca"+ do cytoplazmy stymulowanych limfocytdw T (zmniejszajac
prawdopodobienistwo otwarcia kanatéw btonowych przewodzacych wapn) [32, 36]. Ostatnio
powstata lakze hipoteza dotyczgca regulacyjnego wplywu zmian potencjatu btonowego
limfocytow na aktywno$¢ bilonowej ATPazy wapniowej ("pompy wapniowej") [52].
Hiperpolaryzacja stymulowanych limfocytow T ma takze uczestniczy¢ w "napedzaniu”
elektrogeiuiych mechanizmow sprzezonego transportu Na+ i aminokwasoéw [40], a by¢ moze
takze tymidyny iinnych niezbednych komdrce substratow [104]. Wreszcie istniejg obserwacje
wskazujgce na zalezno$¢ miedzy wyptywem K+ a zdolnoscig cytotoksycznych komérek T
oraz indukowanych interleuking 2 ludzkich komoérek LAK do zabicia komérki docelowej -
zablokowanie kanatéw potasowych chroni komoérke docelowg [73, 102].

MAGNEZ

Pomimo ze od dawna wiadomo, iz magnez jest niezbedny dla prawidtowej czynnosci
limfocytéw T, dokladniejsze dane na temat spoczynkowego stezenia kationow Mg“'lw
cytoplazmie tych komorek jak tez ewentualnych zmian towarzyszacych ich stymulacji
pochodza dopiero z lat osiemdziesiagtych. I tak, Rink i wsp. [99] wykazali, ze spoczynkowe
[Mg-+]Jc w limfocytach T wynosi ok. 1 mM. Stanowi to ok. 10% catkowitego stezenia tego
metalu w badanych komdrkach ocenianego réznymi metodami na 10,3-16 mM [26, 123].
Stymulacja limfocytéw T konkanawaling A wydawata sie, wedtug wczesnych badaczy tego
zagadnienia, nie powodowac zadnych zmian [Mg"+c [99]; p6zniejsze prace wskazujg jednak
na niewielki wzrost stezenia kationdw magnezowych w cytoplazmie pobudzanych mitogenem
komérek T [42]. Dostepne dane sg ciggle bardzo niekompletne w zwiazku z trudnos$ciami
technicznymi selektywnej analizy stezenia zjonizowanego magnezu w komérkach; na
konkluzje dotyczace fizjologicznej roli Mg“+w procesie aktywacji limfocytow T jest jeszcze
za wczesnie. Badania, w ktérych prébowano (nieskutecznie) stymulowa¢ ludzkie limfocyty
T lektynami PHA iCon A w $rodowisku catkowicie pozbawionym jonéw magnezu, wskazujg
jednak na mozliwy udziat tego pierwiastka w aktywacji badanych komorek [1, 6].

CYNK

Pomimo ze od dziesiecioleci znana jest zalezno$¢ miedzy niedoborem cynku a
zaburzeniami czynnosci uktadu immunologicznego, jego stezenia zaréwno w
spoczynkowych, jak tez w stymulowanych limfocytach T ludzi i zwierzat nie sg doktadnie
znane. Wiadomo, ze stosunkowo niskie stezenia Zn“+w $rodowisku sg mitogenne dla komérek
T, podczas gdy stezenia wyzsze nie tylko nie wykazujg tego dziatania, ale wrecz blokujg
mitogcnng akcje antygendw i lektyn [15]. Wegierska grupa badaczy w ostatnich kilku latach
wskazata na kilka znamiennych faktéw, $wiadczacych o potencjalnie duzej roli Zn2+ w
odpowiedzi limfocytéw T na pobudzenie. Po pierwsze stwierdzili oni, ze stezenie Zn2+ w
cytoplazmie tyinocytow krolika stymulowanych estrem forbolu ulega istotnemu
podwyzszeniu, przy czym zrodtem kationéw Zn“+ zdajg sie by¢ jadro komorkowe i
mitochondria [16]. Podwyzszone cytoplazmatyczne stezenie Zn“+koreluje, awg cytowanych
autoréw jest przyczyng aktywacji kinazy biatkowej C w cytoplazmie stymulowanych
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komorek, co jest jednym z kluczowych elementéw ich odpowiedzi [17]. Cynk ma takze
wspotdziata¢ przy przejsciu kinazy C z cytozolu do frakcji btonowej limfocytéw, natomiast
nie jest niezbedny dla aktywnosci zwigzanej z btong formy tego enzymu [17].

W dostepnej literaturze brak jak dotad (grudzien 1991) informacji na temat drog, jakimi
Zn“+wchodzi ze srodowiska do cytoplazmy ijakimi jg opuszcza, a takze w jaki sposob proces
ten jest regulowany w limfocytach T.

Podobnie jak w przypadku magnezu, wiedza o roli cynku w procesach immunologicznych
jestjak dotad bardzo fragmentaryczna; jednak ze wzgledu na udowodniony w wielu systemach
bezposredni udziatjonéw Zn“+w procesach kontroli ekspresji informacji genetycznej moze
przemawia¢ za podobnym znaczeniem tego metalu dla komdrek limfatycznych.

POTENCJAL BLONOWY

Zroznicowane stezenia kationdw po obu stronach btony komédrkowej limfocytéw T,
wynikajgce ze scisle kontrolowanej przez oméwione powyzej mechanizmy przepuszczalnosci
btony dla réznych jonéw powodujg powstanie potencjatéw elektrycznych (potencjatow
Nernsta) dla kazdego zjonéw. Suma tych potencjatéw okresla catkowitg wielkos¢ btonowego
potencjatu komorki i, o ile nie zachodzi netto zmiana stezenia zadnego z tych jonow,
obserwowang réznice potencjatéw okreslamy jako spoczynkowy potencjatbtony komdrkowej
[40, 111]. Wykazano, ze gtdwnym kationem odpowiadajacym za wielko$¢ spoczynkowego
potencjatu btonowego w limfocytach T jest K+ i ze potencjat ten odpowiada w przyblizeniu
potencjatowi réwnowagi dla kationéw potasowych [22, 59, 98]. Utrzymywanie
spoczynkowego potencjatu btony w limfocytach wyjasniane jest ciggta aktywnoscig omoé-
wionych wyzej kanatow potasowych, ktére nawet w stanie catkowitego spoczynku (braku
egzogennego pobudzenia) charakteryzujg sie pewng, chociaz niska, czestotliwoscig "otwaré"
umozliwiajgcych kationom K+ opuszczenie komorki [12]. W znacznie mniejszym, chociaz
réwniez do$¢ istotnym stopniu, w powstaniu potencjatu spoczynkowego uczestniczg kationy
Na+ [124, 125]. Natomiast elektrogenna funkcja (Na,K)ATP-azy ma powodowac powstanie
réznicy potencjalu w btonach limfocytéw T réwnej ok. 7 mV, czyli mniej wiecej 10%
catkowitej wartosci potencjatu spoczynkowego w tych komérkach [27].

Wiarygodna ocena spoczynkowego potencjatu elektrycznego btony limfocytéw T, a takze
innych komdrek zblizonej wielkosci stata sie mozliwa dopiero pod koniec lat
siedemdziesiagtych, kiedy do uzytku w charakterze "sond wrazliwych na potencjat btony"
wprowadzono prawie réwnoczes$nie radioaktywne pochodne czwartorzedowych,
lipofilowych soli fosfoniowych (trifenylo-[metylo]-fosfonium TPMP+i tetrafenylofosfonium
TPP+) [22,27,63] oraz réwniez lipofilowe zwigzki fluorescencyjne z grupy cyjanin [113] oraz
oksonoli [118]. Uzycie tych - chemicznie odmiennych - zwigzkéw jako wskaznikéw
potencjatu btonowego mozliwe jest dzieki temu, ze w warunkach fizjologicznego pH oraz
wykazuja one silny tadunek elektryczny: sole fosfoniowe icyjaniny s kationami, za$ oksonole
anionami. W zwigzku z tym zasada ich dziatania w charakterze "sond potencjatu” polega na
istnieniu zalezno$ci miedzy aktualnym potencjatem btonowym astopniem rozdziatu (partycji)
sondy miedzy komdrka a Srodowiskiem [22, 98]. Wykrywane czy to metodg analizy
radioizotopowej, czy tez metodami fluorescencyjnymi (zaleznie od rodzaju sondy) stezenie
sondy w komérkach jest bezposredniag miarg ich potencjatu btonowego, dajaca sie precyzyjnie
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kalibrowac¢ [27, 59, 118]. Uzycie lycli trzech grup sond potencjatu pozwolito niezaleznym
grupom badaczy na ustalenie, ze spoczynkowy potencjat btonowy limfocytéw T ludzi i myszy
wynosi $rednio 50 -70 mV [27,59,118]. Jako ciekawostke podam, ze przed wprowadzeniem
tych "nieinwazyjnych" metod, préby pomiaru potencjatu btonowego limfocytow przy uzyciu
inikroelektrod podobnych do stosowanych w neurofizjologii dawaty wyniki o rzad wielkosci
nizsze [65].

Zastosowanie omowionych wyzej metod do oceny zmian potencjatu btonowego
limfocytow T w trakcie ich swoistej i nieswoistej aktywacji dato do$¢ zréznicowane wyniki.
| tak, juz w roku 1980 Kiefer i wsp. wykazali z uzyciem TPMP+, ze zmiany potencjatu
btonowego w stymulowanych PHA mysich limfocytach T przypominajg potencjat
czynnosciowy komorek nerwowych z kolejnymi fazami depolaryzaciji, re- i hiperpolaryzacji;
czas trwania kazdej z tych faz autorzy ci okreslali na kilka do kilkunastu godzin [59], Stosujacy
te samag metode Felber i Brand wykazali, ze rozw6j potencjatu czynnosSciowego w
stymulowanych Con A mysich i $winskich limfocytach T zachodzi w ciggu 2-5 minut, w
czasie ktorych nastepuje depolaryzacja, a po niej hiperpolaryzacja [28, 29]. Réwniez wczesne
badania wykonane z zastosowaniem kationowych, fluorescencyjnych sond z grupy cyjanin i
cytofotometrii przeptywowej wykazaty szybka, bo nastepujaca w ciggu kilkunastu minut od
kontaktu z Con A lub PHA depolaryzacje ludzkich obwodowych limfocytéw T [113]. Kiedy
jednak do oceny przebiegu potencjatu czynnosSciowego stymulowanych limfocytéw
zastosowano pochodne oksonolu o charakterze anionowym, pierwszg zmiang potencjatu
rejestrowang w stymulowanych mitogenami ludzkich i mysich komoérkach T po kilku do
kilkunastu minutach od poczatku pobudzenia okazata sie by¢ hiperpolaryzacja [115, 118].
Autor niniejszej pracy przeprowadzit wiasne badania zmian potencjatlu czynno$ciowego
mysich iludzkich liinfocytéwT stymulowanych Con A, z zastosowaniem pochodnej oksonolu
jako sondy fluorescencyjnej oraz cytofotometrii przeptywowej i mikrofotometrii jako metod
detekcji. W badaniach tych wykazano istnienie w stymulowanych mitogenem mysich
limfocytach T dwdch szczytéw depolaryzacji - pierwszego (krétkotrwatego) w ciggu minuty
od rozpoczecia stymulacji idrugiego (nizszego, ale za to rozciggnietego w czasie) pod koniec
pierwszej godziny kontaktu z mitogenem; szczyty te byty rozdzielone wielokrotnie dtuzszym
od pierwszej depolaryzacji okresem powrotu potencjatu do wartosci spoczynkowych, a w
niektérych doswiadczeniach nawet niewielkiego stopnia hiperpolaryzacji [130]. Co ciekawe,
hiperpolaryzacja byta obserwowana jako dominujgca zmiana potencjatu btonowego w
analogicznie stymulowanych i badanych limfocytach T pochodzacych od starych myszy, w
ktérych nie udato sie autorowi wykazac istotnej depolaryzacji [130]. Réwniez w ludzkich
limfocytach T pochodzacych z krwi obwodowej, poddanych dziataniu mitogenédw roslinnych
udato sie autorowi wykaza¢ depolaryzacje, trwajacg jednak przez co najmniej kilka
pierwszych godzin stymulacji; podobnie jak w przypadku komérek mysich, depolaryzacja
ulegata redukcji lub byla zastgpiona przez niewielkiego stopnia hiperpolaryzacje w
komorkach pochodzacych od ludzi w podesztym wieku [128]. Wydaje sie wiec, ze cytowane
powyzej roznice w opisie potencjatlu czynnosciowego stymulowanych mitogenami
limfocytow T moga zaleze¢ nie tyle od metody badawczej, ile od punktéw czasowych, w
ktérych ten potencjatjest badany, a takze od wieku dawcow komorek.

W limfocytach T poddanych dziataniu ILI i IL2 nie obserwowano istotnych zmian
potencjatu btonowego [86]. Mozna wiec przypuszczaé, ze potencjat czynnoSciowy
limfocytow T wystepuje (i moze by¢ wazny czynno$ciowo) jedynie na poczatku reakcji tych
komarek na pobudzenie, przed etapem wzmozonej ekspresjii receptora dla IL2.
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Depolaryzacja, o ile wystepuje w trakcie potencjatu czynnosciowego limfocytéw T, musi
by¢ zwigzana zwprowadzaniem kationéw do cytoplazmy tych komorek, nie zrbwnowazonym
chwilowo ani przez réwnolegty naptyw anionéw, ani tez przez wyptyw innych nosnikow
dodatniego tadunku z komorki. Wydaje sie, ze wystepujagcy w ciggu pierwszych
kilkudziesieciu sekund aktywacji limfocytdbw T wzrost [Ca“+]c jest jednym ze Zrodet
zewnatrzpochodnych tadunkéw dodatnich depolaryzujgcych te komorki; nie istniejg jak
dotychczas publikacje wskazujace jednoznacznie na udziat innych kationéw (zwtaszcza Na+)
we wczesnej depolaryzacji stymulowanych komérek T, szczeg6lnie ze nie udato sie w nich
wykry¢ kanatow sodowych umozliwiajacych szybkie wejscie Na+ do cytoplazmy (patrz
wyzej). Poréwnanie wielkosci depolaryzacji komérek T z obserwowang w limfocytach B
stymulowanych przeciwciatami wigzgcymi powierzchniowe immunoglobuliny, a takze
jonoforami wapniowymi (jak sie wydaje, w obu przypadkach zalezng jedynie od wapnia jako
no$nika dodatniego tadunku) wskazuje jednak, ze depolaryzacja tych pierwszych nie moze
by¢ wynikiem wytgcznie naptywu Ca_+do ich cytoplazmy [111,130]. O ile drugim kationem
depolaryzujagcym stymulowane limfocyty miatby (co jest najbardziej prawdopodobne) by¢
Na+ mozliwg drogajego szybkiego ielektrogennego wejscia do komorki moga by¢ nieswoiste
kanaty jonowe o stosunkowo duzym przewodnictwie. Dobrym kandydatem moga tu by¢
Ca“+zalezne kanaty K+; w obserwacji autora, utrata potasu przez te kanaty z komdrek T
stymulowanych jonomycyng jest mniejsza w $rodowisku zawierajagcym fizjologiczne,
pozakomorkowe stezenie Na+ niz w S$rodowisku nie zawierajagcym sodu [praca w
przygotowaniu]. Moze to sugerowac, ze cze$¢ czasu, w ktorym omawiane kanaty pozostajg
otwarte, jest wykorzystana przez kationy Na+ wedrujagce do wnetrza komorki. Podobna
hipoteza zostata takze przedstawiona przez innych badaczy [40]. Grinstein i Smith wykazali
ponadto, ze o ile szczurze tymocyty poddano dziataniu jonomycyny w stezeniu powodujgcym
wzrost [Ca"*]c do ponad 1 pM (a wiec powyzej optymalnego dla proliferacji) w srodowisku
zawierajacym Na+, komarki te po krotkiej hiperpolaryzacji wchodzity w stan przedtuzonej,
nie dajacej sie zablokowac¢ charybdotoksyng depolaryzacji, co autorzy ci ttumacza jako efekt
otwarcia dodatkowych, nicselektywnych kanatéw kationowych [39].

Pytanie, czy zmiany potencjatu btonowego obserwowane w stymulowanych limfocytach
T ludzi i zwierzat sa niezbednym sktadnikiem procesu aktywacji, pozostaje otwarte. Prébg
odpowiedzi byty tu badania, w ktorych limfocyty T poddawano dziataniu mitogenéw w
srodowisku o podwyzszonym [K+], a takze w obecnosci jonoforéw nystatyny igramicydyny.
We wszystkich trzech przypadkach spoczynkowy potencjat btonowy ulegat depolaryzacji, a
odpowiedz proliferacyjna komérek byta zahamowana [32,116]. Antyproliferacyjne dziatanie
(jak sie wydaje, nadmiernej i niefizjologicznej) depolaryzacji ma tu polega¢ na
przeciwdziataniu wzrostowi [Ca"+]c albo przez obnizenie gradientu elektrochemicznego
Ca_+, albo przez inaktywaeje kanatdw przewodzacych waph do komérki, albo wreszcie przez
aktywacje pompy wapniowej [32]. Odwrotnie przedstawia sie¢ propozycja Graya i wsp., ktorzy
w c/totoksycznych limfocytach T obserwowali obnizenie indukowanego antygenem wzrostu
[Ca~+]c pod wptywem hiperpolaryzacji wywotanej jonoforem potasowym walinomycynag, za$
jego podwyzszenie po zastosowaniu blokady kanatéw potasowych wywotujgcych
depolaryzacje [36]. Wprawdzie ostatnio (listopad 1991) opublikowana zostata praca, ktorej
autorzy neguja jakakolwiek role zaleznych od Ca~+kanatow K+i zwigzanej z ich aktywacjg
hiperpolaryzacji w aktywacji i proliferacji ludzkich limfocytéw T i B [35], nalezy jednak
podejs¢ do przedstawionych w niej wynikéw z pewng ostroznoscig. Ot6z, w badaniach swoich
cytowani autorzy postuzyli sie limfocytami T izolowanymi z krwi obwodowej technikg
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rozetkowania z erytrocytami owcy, nie biorgc prawdopodobnie pod uwage znanego juz od
jakiego$ czasu faktu aktywacji limfocytéw T (potaczonej ze wzrostem [Ca~+]c) przez
pobudzenie ich powierzchniowego antygenu CD2, bedacego receptorem dla owczych krwinek
[70,122). Przyktad ten wskazuje, jak tatwo w omawianej tutaj dziedzinie obtedng interpretacje
uzyskanych wynikéw!

Hipoteza wymagajaca doswiadczalnego potwierdzenia lub wykluczenia jest mozliwosé
bezposredniego wptywu potencjatu czynnosciowego, a konkretnie wywotanych nim zmian
wielkosci pola elektrycznego stymulowanej komérki na stan i aktywno$¢ wielu
uczestniczacych w odpowiedzi na pobudzenie sktadnikow btony komdérkowej, takich jak m.in.
kompleks TcR-CD3, receptory dla interleukin czy tez zwigzane z btong kinazy biatkowe i inne
enzymy. Pierwsze do$wiadczenia wskazuja, ze w mysich spoczynkowych limfocytach T
hiperpolaryzacja moze obnizaé ekspresje antygenu Thy 1.2, ale nie wptywa na ekspresje CD4
i CD8 (obs. wihasna autora).

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze zaséb wiedzy dotyczacej udziatu kationow w
aktywacji limfocytéw T jest juz do$¢ pokazny, aczkolwiek ciagle jest to problem otwarty i
poddawany dalszym studiom. Wiedza ta prawdopodobnie ulegnie dalszemu znacznemu
poszerzeniu w najblizszym czasie w zwigzku z rozwojem nowych technik badawczych,
pozwalajagcych na precyzyjng, dokonang w czasie rzeczywistym, analize zmian stezenia
badanego jonu w skali pojedynczej komorki (cyfrowa obrébka ianaliza obrazu z mikroskopu
fluorescencyjnego, potgczona z zastosowaniem sond fluorescencyjnych o nowych,
zoptymalizowanych wilasciwos$ciach) czy tez w skali catej, uprzednio "oznakowanej"
fenotypowo populacji limfocytéow T (wieloparametrowa cytofotoinetria przeptywowa).
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UDZIAL KATIONOW W TRANSDUKCJI SYGNALU

W STYMULOWANYCH LIMFOCYTACH T.
I. H+ I ZMIANA pH CYTOPLAZMY

CATION PARTICIPATION AT SIGNAL TRANSDUCTION
IN STIMULATED T LYMPHOCYTES
II. H+ AND CYTOPLASM pH CHANGE

Jacek M. WITKOWSKI
Katedra i Zaktad Histologii Akademii Medycznej w Gdansku

Streszczenie. W pracy przedslawiono w skrécie aktualne informacje dotyczace udzialu zmian pH i aktywnosci
mechanizméw kontrolujacych pH w procesie stymulacji limfocytéw T. Zmiany pH cytoplazmy towarzysza odpowie-
dzi limfocytéw T na stymulacje antygenami, a takze nieswoistymi czynnikami mitogennymi. Obserwowane zmiany
pH charakteryzuja sie odmiennym przebiegiem w komdrkach ludzkich (w ktérych przewaza zakwaszenie) niz w
limfocytach gryzoni, ktére ulegaja alkalinizacji. Gtéwnym czynnikiem regulujagcym pH cytoplazmy w stymulowa-
nych limfocytach T ludzi i zwierzat jest antyport Na+/H+. Fluktuacje pH w komdrkach T nic sg sygnatem niezbednym
dla ich proliferacji; najprawdopodobniej sa one wynikiem nasilonego metabolizmu w przygotowujacych sie¢ do
podziatu komérkach oraz dziatania obecnych w nich mechanizméw homcostatycznych.

Stowa kluczowe: limfocyty T. aktywacja mitogenami. zmiany pH. wymiennik Nn+/H+

Abstract. A short review ofthe current information concerning pH changes and relevant cellular mechanisms in human
and rodent Tcclls isgiven. Changes of cytosolic pH are observed in human and rodent T cells stimulated with antigens
aswell as with non-specific mitogens. There is adifference of overall direction of changes between human and rodent
cells. While the former undergo mainly acidification, the latter increase their pH (nlkalinize) in response to the
mitogcnic stimuli. In both cases, the Na+/H+ antipert is the main mechanism of pH regulation. It is thought that pH
changes in T cells arc neither necessary nor relevant for the proliferation itself: instead, they seem to participate in a
homeostasis system coping with rapid and intense changes of intracellular environment of cells preparing to division.

Keywords: T lymphocytes, mitogen activation. pH changes. Na+H +antiport
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WSTEP

W poprzednim artykule (str. 117-137) omowiono wplyw kationow metali i zmian
potencjatu btonowego limfocytow T na transdukcje sygnatu w tych komérkach. Jony
wodorowe wystepujg w cytoplazmie zywych komérek limfatycznych i podobnie jak w innych
komédrkach sg produktem reakcji oksydoredukcyjnych, a ich rola polega na udziale w
systemach buforowych w celu utrzymania w cytoplazmie (a takze, oczywiscie, w izolowanych
przedziatach wewnatrz organelli, szczegdlnie lizosoméw i mitochondriéw) pH optymalnego
dla dziatania obecnych w niej enzymoéw, a takze dla trwatosci jej skiadnikéw. Ponizej
przedstawiono w skrécie biezacy (grudzien 1991) stan wiedzy na temat udziatu kationéw H+
i zmian ich stezenia (pH) w procesach zachodzacych w poczatkowych stadiach aktywacji
limfocytéw T, a takze gtéwnych mechanizmoéw regulujacych to stezenie.

WIELKOSC pH LIMFOCYTOW T W SPOCZYNKU
I W TRAKCIE AKTYWACJI

Aktywacji limfocytdw T ludzi i zwierzat doswiadczalnych wywotanej kontaktem ze
swoistym antygenem czy nieswoistym stymulatorem mogg towarzyszy¢ zmiany kwasowosci
cytoplaziny, zwigzane ze wzrostem produkcji H+ przez oksydoredukcyjne systemy
enzymatyczne w pobudzonych metabolicznie komérkach [24]. Zmiany te mierzono r6znymi
metodami w komoérkach T pochodzacych od réznych zwierzat, jak tez w ludzkich limfocytach
krwi obwodowej. Wyniki tych badan, jak tez oméwionych nizej préb oceny spoczynkowego
pH limfocytéw T, wykazuja duze rozbieznosci.

Uzycie znakowanych izotopami radioaktywnymi, stabych elektrolitéw o charakterze
kwasowym lub zasadowym pozwolito na okreslenie spoczynkowego pH cytoplazmy
limfocytéw T na odpowiednio 7,01-7,31 i 6,75 [3, 5], W badaniach wykonanych metoda
jadrowego rezonansu paramagnetycznego (NMR) z zastosowaniem zwigzkdw endogennych
znakowanych fosforem 31P lub egzogennych znakowanych fluorem 19F okre$lono zakres
fizjologicznego pH w nie pobudzonych limfocytach na 7,17-7,3 [4, 20].

Metodg dos¢ szeroko stosowang do oceny zmian pH w limfocytach jest technika
fluorescencyjna, w ktérej jako wrazliwe na pH sondy uzywane sg pochodne fluoresceiny, takie
jakbis-karboksyetyl-5,6-karboksyfluoresceina (BCECF). Tg metodg okreslono spoczynkowe
pH cytoplazmy limfocytéw T w zakresie 6,95-7,2, a wiec $rednio 0 0,1 jednostki pH ponizej
warto$ci cytowanych uprzednio [10,11 ]. Jest to o tyle wazne, ze jak zostanie omdwione nizej,
zwigzane ze stymulacjg zmiany pH majg nie przekracza¢ 0,1-0,2 jednostki pH, awiec miesci¢
sie w granicach rdznic, spowodowanych stosowaniem réznych metod detekcji
wewnatrzkomorkowego pH.

Wykazano, ze znajdujgce sie w stanie spoczynku limfocyty T ludzi i myszy sg w stanie
utrzymac¢ nie zmienione pH swojej cytoplazmy, gdy pH S$rodowiska pozakomorkowego
zmienia sie w zakresie 6,8-7,4 [5]. G¥dwnymi czynnikami regulacyjnymi sg antyporty Na+/H+
i HCO37CF (patrz nizej); sugerowany jest takze udziat nie sprecyzowanego mechanizmu
zaleznego od potencjatu btonowego limfocytéw [5, 15].
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Podsumowujac, cytoplazma nie stymulowanych limfocytéw T jest w niewielkim stopniu
zakwaszona w stosunku do pH ptynu pozakomérkowego.

Dokonane analogicznymi technikami préby oceny zmian pH w trakcie odpowiedzi limfo-
cytow T na stymulacje mitogenami i przeciwciatami anty-CD3 daty, jak wynika z dotychczas
opublikowanych badan, bardzo rézne, a nawet rozbiezne wyniki. W szczeg6lnosci dotyczy to
poréwnania zmian pH w limfocytach T ludzkiej krwi obwodowej ze zmianami obserwowa-
nymi w komérkach gryzoni. Jak stwierdzono, pod wptywem stymulacji Con A dochodzi do
podwyzszenia pH cytoplazmy mysich, $ledzionowych komoérek T [16,17,19]. Efekt ten ma
by¢ dwufazowy ze szczytami po 6 i 20 godzinach stymulacji [9,16,17,19,21]. Drugi szczyt
wzrostu pH cytoplazmy jest w czasowej korelacji z rozpoczeciem syntezy DNA przez
pobudzong komdrke; jednak, jak wspomniano wyzej, replikacja DNA w limfocytach T
pobudzonych mitogenami zachodzi takze, gdy w komérkach tych uniemozliwiono zmiane pH
cytoplazmy [25]. Wielko$¢ zmiany pH obserwowanej w trakcie aktywacji mysich komérek T
nie przekracza 0,1 jednostki pH [9, 16]. Alkalinizacja ta zachodzi pod wptywem Con A, ale
takze w wyniku dziatania estrow forbolu [9,16,17]. Nie jest onajednak zalezna od aktywnosci
kinazy biatkowej C, gdyz mozna wykaza¢ wzrost pH cytoplazmy takze w komérkach T, w
ktorych uprzednio zablokowano czynnos$¢ kinazy C dziataniem swoistego inhibitora [14, 24].
Grinsteinowi i wsp. [14] udato sie takze wykaza¢ wzrost pH o 0,2 jednostki szczurzych
tymocytéw, wystepujacy juz w 2 minuty po rozpoczeciu stymulacji Con A. Czynnikiem
podwyzszajagcym pH cytoplazmy stymulowanych komorek T jest przede wszystkim antyport
Na+H+(szerzej opisany ponizej) [24]; dziatanie wspomnianego wyzej antyportu anionowego
HCO3 /CI- ma rowniez prowadzi¢ do wzrostu pH cytoplazmy stymulowanych limfocytow
[5, 10, 12, 15].

Z kolei w ludzkich obwodowych limfocytach T stymulowanych mitogenem PHA nie udato
sie wykazaé wzrostu pH cytoplazmy ani w okresie pierwszej godziny, ani tez pomiedzy 2 a6
godzing odpowiedzi na czynnik pobudzajacy [25]. Nie stwierdzono takze jakiegokolwiek
wplywu zablokowania antyportu Na+H+ na wielko$¢ biosyntezy DNA przez stymulowane
komoérki T [25]. Nowsze badania Gelfanda i wsp. [8] wskazujg wrecz na zakwaszenie
cytoplazmy ludzkich komorek T stymulowanych fitohemaglutyning. Réwniez inne czynniki
mitogenne dla ludzkich limfocytow T, takie jak Con A i anty-CD3, a takze niemitogenne
modulatory ich powierzchni-lektyna WGA iprzeciwciato monoklonalne UCHT-1, wywotujg
mierzalne obnizenie pH cytoplazmy tych komdrek [1]. Poniewaz w badaniach cytowanych
tutaj autorow zakwaszenie cytoplazmy wystepowato niezaleznie od tego, czy komaérki ulegaty
proliferacji czy tez nie, wnioskujg oni, ze obnizenie pH nie jest czynnikiem indukujgcym
proliferacje ani tez istotnym dla jej przebiegu [1]. Réwniez w przypadku limfocytéw ludzkich
zablokowanie wymiennika Na /H nasilato zakwaszenie cytoplazmy, co sugeruje fizjologi-
czng role tego mechanizmu w przeciwdziataniu nadmiernemu, niekorzystnemu dla metabo-
lizmu komorki obnizeniu jej pH [8].

WYMIENNIK Na+H+ - GLOWNY REGULATOR pH

W STYMULOWANYCH LIMFOCYTACH T

Wiasciwosci wymiennika (antyportu) Na+/H+ sg identyczne z opisywanymi w innych
typach komoérek. Jego dziatanie polega na elektroobojetnej (stechiometria 1:1) wymianie
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protonéw pochodzacych z reakcji wewngtrzkomoérkowych na zewnatrzpochodne kationy Na+
[11]. Typowym zwigzkiem blokujagcym dziatanie wymiennika jest lek moczopedny amilorid
oraz jego pochodne [10]. Wymiennik (Na+/H+) wydaje sie w duzym, a byé moze w najwie-
kszym stopniu wptywac na wzrost [Na+]c w stymulowanych limfocytach T [23]. Wiaze sie to
z jego postulowang rolg jako gtéwnego regulatora pH cytoplazmy komérek ulegajacych
aktywacji [10,11]. Wymiennik ten praktycznie nie funkcjonuje w nie stymulowanych limfo-
cytach, pomimo istnienia wystarczajacych dla jego aktywnos$ci gradientow stezen obu jonow
przez btone komérkowg [24]. W poczatkowym okresie badan udziatu wymiennika (Na+H+)
w procesie aktywacji komorek limfatycznych postulowano, ze zakwaszenie cytoplazmy jest
wystarczajgcym czynnikiem aktywujagcym ten mechanizm [10], Badania z ostatnich lat
wykazaty jednak, ze pobudzenie wymiany (Na+H+) w ludzkich limfocytach T wymaga
uprzedniego wzrostu [Ca2+]c [11, 21]. Co ciekawe, zaleznosci tej nie stwierdzono w przypad-
ku komdrek gryzoni [24]. 1lo$C czasteczek wymiennika (Na+/H+) w btonie pojedynczej
komérki T, oceniana z uzyciem znakowanego trytem amiloridu nie przekracza 8000 [6].

Aktywnos$¢ wymiennika (Na+/H+) jest istotnym, ale, jak sie wydaje, nie niezbednym
sktadnikiem procesu aktywacji limfocytéw T. Wskazujg na to doswiadczenia, w ktérych udato
sie wykazac - z jednej strony - zahamowanie biosyntezy DNA i biatek w stymulowanych
PHA komorkach T bez réwnoczesnej zmiany pH, z drugiej za$ -brak wptywu 90- procentowej
redukcji aktywnosci wymiennika na biosynteze DNA [25]. Rola zmian pH cytoplazmy w
trakcie aktywacji limfocytéw T jest ciggle zresztg przedmiotem badan i kontrowersji (patrz
nizej). Miedzy innymi, Domand i wsp. [7] stwierdzili, ze indukowane przez amilorid zaha-
mowanie proliferacji komérek T nie zalezy od zakwaszenia ich cytoplazmy, a od zablo-
kowania naptywu Na+izwiazanych z niedoborem sodu zaburzen ekspresji receptora dla IL2.

Inng postulowang czynno$cig wymiennika (Na+/H+) ma by¢ udziat w procesie regulacji
objetosci komoérek limfatycznych. Dziatanie to udato sie potwierdzi¢ w warunkach doswiad-
czalnych, gdy objetos$¢ cytoplazmy ulegata znacznej redukcji pod wptywem hipertonicznego
$rodowiska; trudno jednak na podstawie dostepnych danych powiedzie¢, czy efekt ten ma
jakiekolwiek znaczenie w warunkach fizjologicznych, gdy zmiany tonicznos$ci $rodowiska
pozakomaérkowego sg niewielkie [13].

Poniewaz jak dotychczas nie istnieja prace doswiadczalne, w ktérych zmiany pH cytopla-
zmy poréwnywano by tg samga technikg w ludzkich limfocytach T i komoérkach gryzoni
stymulowanych tym samym czynnikiem, w tym samym $rodowisku i w identycznych prze-
dziatach czasowych, nie mozna na razie odpowiedzie¢ na pytanie, czy obserwowane (przyto-
czone powyzej) réznice sa rzeczywiste, czy tez badacze rejestrowali odmienne okresy zmian
pH (ktére w takim przypadku réznityby sie przebiegiem w czasie, ale nie ksztattem). Za tym,
ze podwyzszenie pH cytoplazmy jest sktadnikiem procesu aktywacji takze ludzkich limfocy-
téw T, przemawia fakt, ze mozna je obserwowac w tych komérkach poddanych dziataniu IL2,
aczkolwiek wymagane do uzyskania wzrostu pH cytoplazmy stezenia interleukiny musza by¢
0 2 rzedy wielkos$ci wyzsze od indukujacych proliferacje [17]. Obserwacja ta moze (mimo
niefizjologicznych warunkdw cytowanych doswiadczen) potwierdzac hipoteze o odmiennym
przebiegu czasowym zmian pH w ludzkich imysich komérkach T ;wiadomo, ze nabycie przez
limfocyty T petnej zdolnosci do odpowiedzi na IL2 wymaga czasu (przeznaczonego m.in. na
synteze receptora IL2R) i ze czas ten jest krotszy w przypadku komérek gryzoni [24].
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ROLA ZMIAN pH W PROCESIE AKTYWACJI LIMFOCYTOW T

Wydaje sie, ze korzystnym stanem dla komorki odpowiadajacej na pobudzenie jest
niewielkiego stopnia wzrost pH cytoplazmy, ktéremu odpowiada wyzsza wolna energia
hydrolizy ATP, a takze ktdry jest optymalny dla czynnosci enzymoéw glikolitycznych oraz
zaangazowanych w biosynteze RNA i DNA [15,24]. Zakwaszenie, zaréwno fizjologiczne jak
i wywotane doswiadczalnie, upos$ledza zdolnos$¢ limfocytow (tak ludzkich jak i mysich) do
proliferacji [2], Zmiany pH nie sg natomiast, jak sie wydaje, niezbednym czynnikiem
inicjujacym jakiekolwiek procesy zwiazane z aktywacjg limfocytow T. W szczegdlnosci
wykazano, ze nie sg one istotne z obserwowang w poczatkowych stadiach stymulacji tych
komorek wzmozong ekspresjg proto-onkogenow c-fos i c-jurt [8,14]. Jedynie w pochodzacych
z ludzkich limfocytéw T komorkach Jurkat wykazano, ze alkalinizacja cytoplazmy pod
wplywem stymulacji przeciwciatem anty-Cd3 i estrami forbolu jest konieczna dla sekrecji IL2
przez te komérki [22]. Obserwacja ta nie ma jak dotychczas potwierdzenia w badaniach
komorek nie transformowanych. Nie stwierdzono réwniez, aby zalezna od IL2 proliferacja
ludzkich komdrek T byta zwigzana z jakgkolwiek dajgca sie zaobserwowac¢ zmiang pH [18].

Podsumowujac, zmiany pH cytoplazmy w stymulowanych limfocytach T, a takze
mechanizmy je umozliwiajace, sa czescig systemu ("homeostatu") zapewniajgcego state
wiasciwosci srodowiska wewngtrzkomoérkowego, zwtaszcza w warunkach gdy w pobudzone;j
komorce dochodzi do masywnych przesunie¢ i wymiany kationdw (patrz towarzyszacy
artykut) i organicznych metabolitow zar6wno pomiedzy organellami, jak tez ze Srodowiskiem
zewnetrznym.
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RECEPTORY DLA AMINOKWASOW
POBUDZAJACYCH
W OSRODKOWYM UKEADZIE NERWOWYM
| ICH ROLA W PROCESACH PLASTYCZNOSCI
ORAZ TOKSYCZNOSCI DLA KOMOREK

EXCITATORY AMINO ACIDS RECEPTORS
IN THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM
AND THEIR ROLE IN PLASTICITY AND CYTOTOXICITY

Staniataw GLAZEWSKI i Wojciech DANYSZ
Zaktad Neurofizjologii Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN

Streszczenie. Glutaminian jest gtéwnym pobudzajagcym neuroprzekaZznikiem o$rodkowego uktadu nerwowego. Do-
tychczas udokumentowano istnienie dwéch typéw receptoréw o jonotropowej charakterystyce: NMDA iAMPA oraz
jednego typu receptoréw metabotropowych: kwiskwalinowego. Receptory NM DA budzgszczegdlne zainteresowanie
ze wzgledu na ich role w procesach: toksycznoséci dla komérek, plastycznosci rozwojowej oraz procesie za-
pamietywania. Cytotoksyczne dzialanie pobudzajagcych aminokwaséw mozna wigza¢ z wieloma patologicznymi
zjawiskami osrodkowego uktadu nerwowego.

Summary. Glutamate is a main excitatory neurotransmitter in the central nervous system. The existence of the two
types of glutamate ionotropic receptors: NMDA and AMPA and one type of metabotropic: quisqualate has been well
established. NM DA receptors are o f particular interest because of their role in: excitotoxicity, developmental plasticity
and process of memory formation. Excitotoxic action of excitatory amino acids can play a role in many pathological
phenomena of the central nervous system.

WPROWADZENIE

Pierwsze doniesienia, wskazujace na pobudzajace dziatanie kwasu glutaminowego na
aktywnos$c¢ elektryczng neurondéw osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) pojawity sie juz
na poczatku lat piecdziesiatych [77]. Z endogennie wystepujacych substancji dziatanie podob-
ne do glutaminianu majg takze min. kwasy: asparaginowy, chinolinowy, homocysteinowy i
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NAAG [77] (tab. 1). Sposréd wymienionych substancji, glutaminian wystepuje w OUN w
najwiekszych stezeniach [14,16]. Wczesne lata siedemdziesigte dostarczyty dowodéw, wska-
zujacych na neuroprzekaznikowa role glutaminianu w OUN [19]. Wiekszo$¢ tych obserwacji
byta konsekwencjg badan na pltytce nerwowo-miesniowej bezkregowcdéw [19]. Dotychczas
dobrze udokumentowano istnienie dwéch typéw receptoréw glutaminianoergicznych ojono-
tropowej charakterystyce: NMDA (od kwasu N-metylo-D-asparaginianowego) i AMPA (od
kwasu a-amino-3-hydroksy-5-metylo-oksazolo-4-propionowego) oraz jednego typu recep-
torow metabotropowych: kwiskwalinowego [15, 77, 88]. Ich nazwy pochodzg od relatywnie
specyficznych agonistow tych receptorow [23, 24] (patrz takze tab. 1). Sugeruje sie tez
istnienie receptora zaleznego od kwasu 2-amino-4-fosfobutanowego [15, 60] oraz podklas
receptora AMPA [84, 85] (patrz nizej). Szczeg6lne zainteresowanie budzg receptory NMDA.
Fakt ten jest konsekwencja:

(a) mnogosci miejsc allosterycznie modulujacych ich funkcje [17,91],

(b) udowodnionej roli tych receptoréw w procesach toksycznosci dla komoérek [59] oraz

(c) postulowanej ich roli w procesach (ca) plastycznosci rozwojowej [13, 67] oraz (cb)
uczenia [10, 55, 64].

Jak wskazuja najnowsze badania, cytotoksyczne dziatanie pobudzajgcych aminokwaséw
mozna wigza¢ z wieloma patologicznymi zjawiskami w OUN, takimi jak: choroba Alz-
heimera, choroba Huntingtona, epilepsja, szeregiem choréb metabolicznych, a takze usz-
kodzeniami tkanki nerwowej w wyniku ischemii, hipoglikemii oraz hipoksji [59, 72].

TABELA 1. Agoniéci, antagonisci i wtérne przekazniki receptoréw glutaminianoergicznych

Typ Agonista Antagonista Przekazniki
receptora wspoétzawodniczy niewspétzawodniczy 11 rzedu
AMPA CNQX JSTX Ca2*

AMPA DNQX

kw. domoowy y-DGG

kw. glutaminowy GAMS

kw. kainowy GDEE

kw. kwiskwalinowy KYN

NBQX
NMDA
M g2** Ca2*

kw. asparaginowy APH ketamina

kw. glutaminowy APV MK-801

kw. ibotenowy CPP PCP

NMDA KYN SJCF-10047

tiletamina

Kwas CCPG brak IP3/IDAG
kwiskwalinowy kw. glutaminowy APB

kw. ibotenowy AP3

kw. kwiskwalinowy

trans-ACPD

*Mg‘* dziata w innym miejscu niz pozostali antagonisci niewspétzawodniczy.OtyaSmema skrotéw. DNQX -
6,7-dinitrochinoksalino-2,3-dion, CNQX - 6-nitro-7- cjanochinoksalino-2,3-dion, GAMS - kwas a-D-glutamylo-
amino-metylosulfonowy, GDEE-ester dwuety lowy L-glutaminianu, Y-DGG-y-D-glutaminianoglicyna, KY N-kwas
kinureninowy, MK-801 - 5-metylo-10,ll-dihydro-5H-dibenzocyklo-hepteno-5,10-imina, NBQX - 6-nitro-7-sulfa-
mylobenzochinoksalino-2,2-dion, SKF-10047-N-allilonormetazocyna
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GLUTAMINIAN JAKO NEUROPRZEKAZNIK

Istnieje szereg kryteriow, ktére muszg by¢ spetnione, aby dana substancja mogta by¢
uznana za neuroprzekaznik [16, 22]. Obejmujg one:

(a) zalezne od Ca2+ wydzielanie tej substancji z zakoriczen nerwowych na skutek ich
pobudzenia,

(b) istnienie mechanizmoéw jej inaktywacji w szczelinie synaptycznej (hydroliza lub/i
pobieranie przez zakonczenia nerwowe lub komoérki glejowe),

(c) istnienie specyficznych receptoréow,

(d) istnienie agonistéw iantagonistéw, ktére odpowiednio stymuluja lub blokujg dziatanie
endogennego agonisty,

(e) identyfikacja bezposrednich efektow komdrkowych wywotywanych przez hipotetycz-
ny neuroprzekaznik, np. depolaryzacja btony postsynaptycznej,

(f) obecnos¢ tylko w zakonczeniach nerwowych, skorelowana z dystrybucjg enzyméw
syntetyzujacych,

(g) heterogenne rozmieszczenie w uktadzie nerwowym jako dodatkowy dowdd specyficz-
nosci funkcji.

Wydaje sie, ze glutaminian spetnia wigkszo$¢ wymienionych wyzej kryteriéw dla neuro-
przekaznika [16, 19, 22].

(a) Od dawna znany jest fakt zaleznego od jonéw wapnia wydzielania glutaminianu ze
skrawkow mézgu lub synaptosomoéw, inkubowanych uprzednio z radioaktywnymi: gluta-
minianem, glutaming lub asparaginianem, na skutek depolaryzacji wywotanej: elektryczng
stymulacja, zwigkszonym stezeniem zewnatrzkomdrkowego K+ lub weratrydyng (aktywator
kanatéw sodowych) [19].

(b) W 1971 roku Logan i Snyder [46] opisali w synaptosomach otrzymanych z mézgowia
szczura zalezny od sodu system transportu glutaminianu, o wysokim powinowactwie. Na
podobnej zasadzie glutaminian jest transportowany do astrocytéw, w ktérych za posred-
nictwem syntazy glutaminowej jest metabolizowany do glutaminy [29]. Z astrocytéw gluta-
mina (nieaktywna biologicznie) jest transportowana z powrotem do zakonczer nerwowych,
gdzie przez glutaminaze ulega konwersji do glutaminianu [29]. Glutaminian magazynowany
jest nastepnie w pecherzykach synaptycznych, w procesie zaleznym m.in. od ATP [77].

(C) Nastepnym kryterium spetnionym przez glutaminian jest kryterium istnienia spe-
cyficznych miejsc receptorowych [23, 75, 88].

(d) Znaleziono rowniez wielu agonistéw i antagonistéw selektywnych dla poszczegolnych
typow receptoréw glutaminianoergicznych [88].

(6) Charakterystyka odpowiedzi komdrkowej wywotanej podaniem glutaminianu jest
podobna do reakcji wywotanej stymulacjg aferentnych szlakéw glutaminianoergicznych [56].

(f) W odroznieniu jednak od wigkszosci znanych neuroprzekaznikéw glutaminian jest
obecny we wszystkich komorkach ustroju (niespetnione kryterium f) jako:

« powszechny posrednik metabolizmu energetycznego,

« akceptor wolnego amoniaku oraz

e donor grupy aminowej w reakcjach transaminacji.

Kwas glutaminowy jest rdwniez substratem dla dekarboksylazy glutaminianowej, enzymu
syntetyzujacego najbardziej powszechny w OUN neuroprzekaznik hamujacy GABA (kwas
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Y-aminomastowy). Neurony glutaminianoergiczne majg zatem dwie pule glutaminianu: me-
taboliczng (tak jak wszystkie inne komarki) oraz pule zwigzang z neuropizekaznictwem [14,
16, 38].

(9) Neuroprzekaznikowa pula glutaminianu jest rozmieszczona w ukfadzie nerwowym w
sposdb heterogenny [14].

Liczba drog nerwowych wykorzystujgcych aminokwasy pobudzajgce w charakterze neuro-
przekaznikow jest olbrzymia i obejmuje wiekszo$¢ projekcji pobudzeniowych uktadu nerwo-
wego [16,19, 77]. Szczegblnie duza liczba neuronéw glutaminianoergicznych wystepuje w
korze somatosensorycznej, gdzie w przypadku szczura ok. 30% neurondéw zawiera mediato-
rowg pule tego zwigzku [14]. Szeroka reprezentacje w OUN maja rowniez receptory glu-
taminianoergiczne. Powszechne sg poglady, ze znaczna wiekszo$¢ neuronow (jesli nie
wszystkie) ma receptory specyficznie wigzace glutaminian [16].

RECEPTORY GLUTAMINIANOERGICZNE

Na podstawie danych elektrofizjologicznych, farmakologicznych i molekularnych wy-
réznia sie trzy podstawowe typy receptoréw glutaminianoergicznych: AMPA, NMDA i
kwiskwalinowe [45, 85] (tab. 1). Dwa pierwsze typy maja charakter receptoréw jonotro-
powych, ostatni -metabotropowych. Problematyczne jest istnienie czesto wzmiankowanych
w literaturze specyficznych receptoréw dla APB (kwas 2-amino-4-fosfobutanowy), ktore w
zwigzku z tym nie bedg omawiane w niniejszym opracowaniu [26].

RECEPTOR AMPA

Receptory AMPA to faktycznie "rodzina" receptoréw jonotropowych obejmujaca, dawniej
wyodrebniane, receptory kainowe ijonotropowe receptory kwiskwalinowe [45].

Najbardziej znanymi ich agonistami sg, obok glutaminianu, kwasy: kainowy, kwiskwa-
linowy, domoowy oraz AMPA. Znanych jest rGwniez wielu juz klasycznych konkurencyjnych
antagonistow tych receptoréw: y-DGG, GAMS, GDEE oraz KYN (patrz opis tab. 1).Ostatnio
powszechnie uzywa sie antagonistow nowej generacji. Sg to pochodne chinoksaliny, chara-
kteryzujace sie znacznie wiekszg sita dziatania, takie jak: DNQX, CNQX, NBQX [31, 82]
(patrz opis tab. 1). Niekonkurencyjnym antagonistg receptorow AMPA jest toksyna JSTX (od
Joro spider toxin) [80].

Generalnie, kanaty jonowe zwigzane z receptorami AMPA sg przepuszczalne dla jonéw
Na+i K+iw znacznym stopniu uczestniczg w generowaniu e.p.s.p. (e.p.s.p. -postsynaptyczny
potencjat pobudzeniowy) podczas transmisji synaptycznej [56, 58]. W kilku modelowych
uktadach eksperymentalnych stwierdzono znaczng przewodnos$¢ kanatéw jonowych tych
receptorow réwniez dla jonéw Ca2+ [7, 28].

W niektérych strukturach OUN stwierdzono wzrost obrotu PIP2 (fosfatydyloinozytolo
4,5-bisfosforanu) wywotany przez aktywacje receptoréw omawianego typu, jednoczesnie nie
stwierdzono w tym procesie posrednictwa biatka G [84].

Potencjat synaptyczny, bedacy konsekwencjg pobudzenia receptora AMPA, charakte-
ryzuje krotka latencja oraz krotki czas trwania (10-50 ms) [56].
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Najwiecej receptorow AMPA wystepuje w hipokampie i korze mézgowej (nowej korze)
[16, 61]. Wiadomo rowniez, ze receptory glutaminianoergiczne wszystkich trzech typow, tj.
AMPA, NMDA i kwiskwalinowe sgsiadujg ze sobg rowniez w obrebie jednej komérki [56].

Jakjuz wspomniano, jeszcze stosunkowo niedawno, w obrebie rodziny receptorow AMPA
wyrozniano dwa podtypy: tzw. kainowe oraz kwiskwalinowe jonotropowe. Niebagatelna role
w uzasadnieniu éwczesnego podziatu odegraty wyniki doswiadczen przeprowadzonych z
wykorzystaniem kwasu kainowego. Badania wigzania receptorowego, potagczone z badaniem
inaktywacji wigzania w wyniku dziatania elektronéw o wysokiej energii, wskazujg na inter-
akcje kwasu kainowego z dwoma miejscami wigzania. Pierwsze z nich to miejsce o niskim
powinowactwie (pM), niewrazliwe na jony wapnia i zwigzane z biatkiem o masie 52 kDa.
Drugie o wysokim powinowactwie do kainianu (2-10 nM)jest hamowane przez jony wapnia
(IC50=2.5 mM) i zwigzane z biatkiem o masie 77 kDa [32].

Badania wigzania AMPA wskazujg, ze przytgcza sie on do miejsc kainowych o niskim
powinowactwie. Stwierdzono takze, ze jest to biatko o masie 52 kDa [30]. Podobne wyniki
uzyskano stosujgc trytowanego antagoniste CNQX [33].

Wyniki badan molekularnych wskazuja na istnienie co najmniej 4 niezaleznych genéw
warunkujacych ekspresje receptorow AMPA. Produkty transkrypcji kazdego z nich moga
dodatkowo wystepowac w alternatywnych formach molekularnych tzw. formieflip lub formie
flop (alternatywny splicing). Biatkowe produkty wszystkich form mRNA sg wrazliwe na
kwasy: kwiskwalinowy, kainowy, glutaminowy i AMPA. Jednak stopien ich wrazliwosci
(okreslany elektrofizjologicznie) na poszczegolnych agonistow jest zr6znicowany izalezy nie
tylko od badanej formy receptora, ale rowniez od ewentualnej obecnosci innych form [85].
Generalnie, istniejg formy bardziej wrazliwe na kwas kwiskwalowy i inne, bardziej wrazliwe
na kwas kainowy. Dodatkowo, poziom ekspresji kolejnych form mRNA w poszczeg6lnych
czesSciach mozgu jest zroznicowany. Taki stan rzeczy na poziomie molekularnym zade-
cydowat o wczesniejszym wyodrebnieniu, na podstawie badan elektrofizjologiczne dwoch
typow receptorow AMPA.

RECEPTOR NMDA

Receptor NMDA jest kompleksem makromolekularnym, skfadajacym sie z co najmniej
dwoéch podjednostek, o masach 120 kDa kazda [34], Sa one miejscem wigzania dla kon-
kurencyjnych agonistéw iantagonistow oraz modulatoréw tego receptora (rys. 1) [89]. Uwaza
sie, ze kanat jonowy zwigzany z receptorem NMDA jest w réwnie wysokim stopniu prze-
puszczalny dla jonéw: Ca“+, K+i Na+ [15, 56].

Rozmieszczenie receptorow NMDA w OUN badano uzywajac zaréwno specyficznych,
konkurencyjnych antagonistéw tych receptorédw, jak i glicyny lub antagonistéw niekon-
kurencyjnych. We wszystkich trzech przypadkach uzyskano bardzo podobne wyniki. Naj-
wiekszg ich gestos¢ obserwowano w hipokampie oraz korze mézgowe;j i prazkowiu [16].

Poza kwasem glutaminowym agonistami receptora NMDA sg m.in. kwasy: NMDA,
L-homocysteinowy cis-2,4-metanoglutaminowy i asparaginowy [89]. Wszystkie te zwigzki
sg W ograniczony sposob specyficzne w stosunku do tego typu receptoréw glutaminia-
noergicznych [89]. Za konkurencyjnych antagonistow, bardzo z kolei specyficznych, uznaje
sie kwasy: APV (2-amino-5-fosfowalerianowy), APH (2-amino-7-fosfoheptanowy) i CPP
(3-(+)-2-karboksypiperazyno-4-yl-propylo-I-fosforowy) [15,51,88]. Wewnatrz kanatu jono-
wego znajduja sie trzy niezalezne miejsca wigzace: Zn“+ Mg“+i PCP (fencyklidyna) lub jej
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pochodne [15, 51]. Do tej ostatniej grupy nalezg: MK-801, SKF-10047 i tiletamina [15, 51]
(patrz takze opis tab. 1). Funkcja receptora NMDA moze by¢ dodatkowo swoiscie modu-
lowana przez dziatajgce na miejsca zlokalizowane poza kanatem jonowym jony cynku oraz
glicyne i poliaminy (rys. 1) [37, 91].

Rys. 1. Model agregatu kanat-receptor NMDA; zaznaczono miejsca wigzania: agonistéw i antagonistéow
konkurencyjnych, aktywatoréw allosterycznych, antagonistéw niekonkurencyjnych oraz jonéw Mg2+

Czestotliwos¢ otwierania sie kanatu jonowego receptora NMDA, w wyniku pobudzenia,
jest 3-5-krotnie wieksza niz analogiczna warto$¢ charakteryzujgca receptory AMPA [50].
Potencjaty synaptyczne, wytwarzane za posrednictwem tego receptora, majg duzg latencje i
bardzo diugi czas trwania (200-300 ms). Ich uwidocznienie wymaga znacznego spadku
potencjatu spoczynkowego neuronu [50, 70].

Funkcja receptora NMDA nasilana jest w wyniku dziatania czynnikéw redukujacych (np.
DTT), a hamowana w wyniku dziatania utleniaczy (np. DTNB). Receptory te hamowane sg
réwniez przez protony [87].

Wydaje sie, ze wzrost akumulacji cCAMP i cGMP, obserwowany po aktywacji receptora
NMDA, nie wymaga posrednictwa biatka G i prawdopodobnie wynika z bezposredniej
aktywacji cyklaz, odpowiednio: adenylowej i guanylowej przez jony wapnia wnikajace do
komarki w wyniku pobudzenia tego receptora [69].

Jak juz wspomniano, dziatanie receptor6w NMDA moze byé modulowana przez: jony
magnezu i cynku oraz glicyne i poliaminy. Kazdy z tych ligandéw dziata na swoiste miejsca
wystepujgce w kompleksie kanat-receptor (patrz rys. 1).
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MAGNEZ

Stwierdzono, ze aktywacja (otworzenie) kanatu jonowego receptora NMDA zalezy od
potencjatu btonowego, a konkretnie wymaga drastycznego jego spadku (do przynajmniej -30
mV) [50]. Uwaza sie, ze jest to konsekwencjg zaleznego od potencjatu btonowego blokowania
kanatu jonowego przez fizjologiczne stezenia jonéw magnezu [70]. Po usunieciu tych jonéw
ze Srodowiska zewngtrzkomoérkowego mozna bowiem zarejestrowac wolny sktadnik e.p. s.p.,
zalezny od receptora NMDA, a "wytwarzany" przez neuron w odpowiedzi nawet na bardzo
staby bodziec. Sadzi sie, ze po drastycznej depolaryzacji neuronu, np. w wyniku pobudzenia
pozostatych receptoréw glutaminianoergicznych (lub innych receptoréw jonotropowych np.
nikotynowych) i w obecnosci fizjologicznych stezen Mg~+, ten ostatni jest elektrostatycznie
usuwany z kanatu jonowego [12].

CYNK

Jony cynku hamujadziatanie receptora NMDA [73]. Dzieje sie to prawdopodobnie poprzez
dziatanie na dwa rézne miejsca wigzania. Jedno z nich znajduje sie wewnatrz (hamowanie
zalezne od potencjatu), a drugie na zewnatrz kanatu jonowego [11]. Cynk, podobnie do
magnezu, wystepuje w znacznych stezeniach w OUN (tj. 1-3 mM). Stwierdzono ponadto, ze
przynajmniej w hipokampie wspotwystepuje z glutaminianem w zakonczeniach nerwowych
i razem z nim jest z nich uwalniany [1].

GLICYNA

Juz w 1981 roku Kishiinoto i wsp. [40] stwierdzili w homogenacie z m6zgu obecno$é
miejsc specyficznie wigzacych [3H]glicyne (tzw. miejsca GLY-2). Miejsca te byty jedno-
cze$nie niewrazliwe na strychning, blokera klasycznego, hamujgcego receptora glicynowego
(tzw. GLY-1). Fakt ten sugerowat, ze miejsca GLY-2 nie maja nic wspo6lnego z receptorami
GLY-1, a takze z biatkiem transportujagcym glicyne. Kilka lat pdzniej Johnson i Ascher [37]
pracujac na hodowlach neuronéw zauwazyli, ze glicyna nasila elektrofizjologiczna reakcje na
NMDA. Niezaleznie od badan funkcjonalnych, przy pomocy metody autoradiografii wy-
kazano brak korelacji miedzy wystepowaniem miejsc wigzacych glicyne i strychnine, co
wiecej stwierdzono, ze rozmieszczenie tych miejsc ma charakter komplementarny [8]. Miejsca
GLY-2 dominujg w nowej korze, hipokampie i pragzkowiu, a GLY-1 w rdzeniu i rdzeniu
przedtuzonym. Charakterystyczng cechg miejsc GLY-2 jest ich duze powinowactwo do
D-izomerow alaniny i seryny, podczas gdy L-izomery majg wieksze powinowactwo do
receptorow GLY-1 [37,40,94]. Wprawdzie glicyna wystepuje in vivo w stezeniach ok. 1[iM,
co 5-krotnie przekracza jej powinowactwo do miejsca GLY-2, lecz nie musi to oznacza¢, ze
miejsca te sg stale wysycone przez glicyne. W przypadku GABA na przyktad mamy podobng
sytuacje, ale dzieki wychwytowi neuronalnemu iwytwarzanemu gradientowi stezen faktyczne
stezenie tego neuroprzekaznika w okolicy receptorow moze by¢ nawet kilkukrotnie nizsze.
Ponadto stwierdzono, ze obecno$é jondw cynku obniza powinowactwo glicyny do miejsca
GLY-2 [95]. Istotnie, dane na temat indukcji cGMP zwigzanej z pobudzeniem receptoréw
NMDA w mézdzku sugeruja, ze miejsca GLY -2 nie sg wysycone invivo [17,92]. Mechanizm
dziatania glicyny na receptor NMDA nie jest do korica poznany, aczkolwiek istniejg dane
sugerujace, ze glicyna zwieksza powinowactwo kwasu glutaminowego do miejsca wigzania
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NMDA, natomiast hamuje wigzanie antagonisty [3HJCPP [62]. Monaghan i wsp. [62]
uwazajg glicyne za czynnik regulujgcy transformacje receptora NMDA z konformacji
preferujgcej antagoniste w konformacje preferujaca agoniste.

Eksperymenty elektrofizjologiczne przeprowadzone na oocytach uprzednio transformo-
wanych mRNA kodujacym miedzy innymi receptory NMDA pokazujg nawet, ze glicyna jest
niezbedna do aktywacji receptoréw NMDA. Stad uwaza sie jg czasem za kontransmiter [43].
Stosunkowo selektywnymi antagonistami miejsca GLY-2 sg: 3-amino-I-hydroksy-2-
pyrrolidon (HA-966) oraz kwas 7-chlorokinureninowy [21, 39].

Ostatnio sklonowano jedng z form molekularnych receptora NMDA [63].

POLIAMINY

Poliaminy (spermina i spermidyna) stymulujg wigzanie [3HIMK-801 w uktadzie dos-
wiadczalnym, w ktérym stanowig one indeks aktywacji receptora NMDA [74], Sugeruje to,
ze jest to dziatanie bezposrednie na kompleks receptora NMDA.

FENCYKLIDYNA

Fencyklidyna (PCP), bedaca popularnym w USA srodkiem odurzajagcym (angel dust),
blokuje bardzo silnie pobudzenie receptorow- NMDA [2]. Dziatanie to jest efektem wigzania
PCP do miejsca o wysokim powinowactwie, znajdujacego sie wewnatrz kanatu jonowego
[35]. Takie umiejscowienie decyduje o tym, ze dziatanie PCP wykazuje charakterystyke
okreslang jako zalezng od pobudzenia (use dependent). Oznacza to, ze PCP aby dziata¢, musi
dostaé sie do swojego miejsca rozpoznawczego w kanale jonowym. Zeby to bylo mozliwe,
kanat musi by¢ otwarty, a otwarty jest tylko w obecnosci agonisty receptora NMDA. Dlatego
wg terminologii enzymologicznej ten rodzaj hamowania nalezy okres$laé terminem
uncompetitive (inhibitor enzymu dziata tylko po przytaczeniu substratu), ktéry nie ma
polskiego odpowiednika. Znacznie bardziej selektywnymi ligandami niz samo PCP sg jej
pochodne TCP i MK-801. Nie jest natomiast wyjasnione, czy istniejg endogenne ligandy tego
miejsca.

RECEPTOR KWISKWALINOWY

Poza jonotropowymi receptorami glutaminianoergicznymi wyodrebniono réwniez rece-
ptory metabotropowe wrazliwe na ten neuroprzekaznik [67, 84J. Niespecyficznym agonistg
tego receptora jest rowniez kwas kwiskwalinowy [77, 88]. Opréocz dziatania na receptory
kwiskwalinowe dziata on na receptory AMPA, a takze hamuje peptydaze degradujagcg NAAG
[76, 77], Oprécz wyzej wymienionych zwigzkéw agonistyczne dziatanie na receptory kwis-
kwalinowe majg: kwas ibotenowy (dziatajacy tez na receptory NMDA), CCPG (karboksy-
cyklopropyloglicyna)oraz ACPD (kwas transaminocyklo-pentano-I1,3-dikarboksylowy) [53].
Jedynymi znanymi antagonistami tego receptora (a wasciwie czeSciowymi agonistami) sg
APB i AP3 (kwas 2-amino-3-fosfo-propionowy) [81]. Jedna z form molekularnych tego
receptora zostata sklonowana [54].

Efekty komorkowe aktywacji receptora kwiskwalinowego wymagajg posrednictwa zmian
metabolicznych zaleznych od GTP (biatko G), a nastepnie aktywowania systemu wtornych
przekaznikéw, w tym przypadku - rozktadu (poprzez fosfolipaze C) PIP2 na diacyloglicerol
i IP3[67,81,86, 93].
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Zarowno kwas kwiskwalinowy, jak glutaminowy czy ibotenowy stymuluja obrét PIP: w
skrawkach, synaptoneurosomach i hodowlach tkankowych neurondéw i astrocytow z wielu
obszarow mézgowia (hipokamp, mézdzek, prazkowie, kora) [66, 84).

Cechg charakterystyczna wrazliwosci receptoréow kwiskwalinowych sg znaczne réznice
ontogenetyczne. W przypadku oznaczeh przeprowadzonych na skrawkach szczurzego hipo-
kampa, wartosci akumulacji radioaktywnego IP3 sg wielokrotnie wieksze w przypadku
zwierzat mtodych [67], Uszkodzenie szlakow zstepujacych z kory do hipokampa w znacznym
stopniu wzmaga metabotropowe efekty pobudzenia receptora kwiskwalinowego [65]. Podob-
ny wzrost obrotu PIP: uzyskano po elektrycznej stymulacji hipokampa (tzw. kindling -
uwazany powszechnie za modelowg epilepsje) [36]. Wzrost obrotu obserwowano takze w
wyniku wysokoczestotliwosciowej (tetanicznej) stymulacji aferentéw, niektdrych komoérek
hipokampa [49]; wywotujacej diugotrwate wzmocnienie synaptyczne (LTP). Dodatkowo,
obecnos¢ toksyny krztusca, specyficznie blokujacej niektdére biatka typu G, uniemozliwia
indukcje LTP w polu CA1 hipokampa [84]. Dane te $wiadczg o zaangazowaniu receptorow
kwiskwalinowych w mechanizmach bedgcych podtozem zmian plastycznych w ukfadzie
nerwowym.

PLASTYCZNOSC ZALEZNA OD RECEPTOROW NMDA

Plastyczno$¢ to jedna z cech uktadu nerwowego, okreslajaca jego zdolno$é do ulegania
wzglednie trwatym zmianom strukturalnym i funkcjonalnym pod wptywem przetwarzanych
informacji. Powszechnie przyjmuje sie, ze takie czynnosci, jak: uczenie sie izapamietywanie,
zZwigzane sg z reorganizacjg sieci neuronalnej w ramach dwoch podstawowych form zmian
plastycznych. Sg to zmiany w:

(a) poziomie przekaznictwa synaptycznego (tj. jego wzrost lub spadek),

(b) rozktadzie potgczen synaptycznych [10].

Diugotrwate wzmocnienie synaptyczne (ang. LTP od long-term synaptic potentiation) jest
pierwszg z wymienionych formg zmian plastycznych. Niepowtarzalne cechy tego zjawiska
sprawiajg, ze znajduje sie ono w centrum zainteresowania wspotczesnej neurobiologii. Uwaza
sie je za neuronalny model procesu zapamietywania [10].

Zjawisko dtugotrwatego wzmocnienia synaptycznego wystepuje zaréwno u kregowcow,
jak i u bezkregowcow w osrodkowym iobwodowym uktadzie nerwowym [6, 10]. Efekt ten
polega na dtugotrwatym (rzedu godzin-tygodni) (5, 6] wzroscie przekaznictwa synaptycz-
nego, klasycznie wywotywanego krétka (0,1-1,0 s), wysokoczestotliwosciowg (tetaniczng)
(100-400 Hz) stymulacja elektryczng $sisle okreslonych widkien nerwowych [9]. Wielko$¢
wzmocnienia synaptycznego mierzy sie réznicg amplitud potencjatu synaptycznego komérki,
wywotanego standardowym impulsem elektrycznym po i przed tetanizacja (rys. 2) [6, 42].

W 1988 roku Bliss i Lynch [6] sformutowali "prawo" indukcji LTP. Brzmi Oll0nastepujaco:
"Wdanej synapsie LTP mozna wywota¢ wtedy i tylko wtedy, gdy jest ona aktywowana w tym
samym czasie, w ktérym dendryt, na ktérym jest ona alokowana, jest dostatecznie zde-
polaryzowany"'. Twierdzenie to jest poparte wynikami szeregu doswiadczen. LTP nie mozna
zaindukowac, gdy btona postsynaptyczna nie jest zde polaryzowana do poziomu przynajmniej
-30 mV [50] przez ponadprogowsa, tetaniczng stymulacje [68] lub wstrzykniecie depola-
ryzujagcego pradu do komorki postsynaptycznej [27, 41]. W tym ostatnim przypadku, LTP
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Rys. 2. Indukcja i rozwéj dtugotrwatego wzmocnienia synaptycznego (LTP); | (od tetanus) - moment indukcji
LTP: PTP i SDP - fazy rozwijajgcego sie LTP; wartoéci wzmocnienia synaptycznego wyrazono w jednostkach
przyrostu wartosci e.p.s.p. (mV) w czasie (ms)

mozna uzyskac¢ stymulujac aferenty pojedynczymi impulsami, ale tylko podczas wstrzy-
kiwania pradu w neuron postsynaptyczny [27]. Indukcja LTP wymaga rowniez obecnosci
zewnatrzkomdrkowego Ca2+ [6]. Wstrzykniecie EGTA (wigzacego specyficznie jony wa-
pnia) do komorek postsynaptycznych redukuje prawdopodobiedstwo indukcji LTP [47].

Istniejg przynajmniej trzy mozliwe mechanizmy stuzgce utrzymaniu wzmocnienia [5]:

(a) zwiekszone wydzielanie neuroprzekaznika z zakorniczen presynaptycznych,

(b) wzrost liczby "czynnych" receptoréw postsynaptycznych oraz

(c) zmiany w morfologii synaps prowadzace do wzrostu pobudliwosci elementéw post-
synaptycznych.

Dotychczas tylko dwie pierwsze mozliwosci doczekaty sie doswiadczalnego potwier-
dzenia [6, 13]. Zaréwno w zakrecie zebatym, jak i w polu CA1 formacji hipokampa stwier-
dzono zwiekszone stezenie glutaminianu i asparaginianu w przestrzeni miedzykomoérkowej
po tetanicznej stymulacji aferentéw tych struktur i to tylko takiej, ktora wywotuje LTP [48].
Efekt ten, podobnie jak i LTP, byt specyficznie blokowany przez APV, podany w momencie
tetanizacji [6] i zalezny przynajmniej in vitro od jon6w wapnia. Na nie zmienionym poziomie
pozostawato takze zwrotne pobieranie tych substancji [48]. Te i inne [4, 6] dane wskazuja na
fakt zwiekszonego wydzielania neuroprzekaznikéw z zakonczen presynaptycznych. Stwier-
dzono réwniez wzrost odpowiedzi receptorow AMPA po indukcji LTP [13].
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Obecny etap badan nad LTP wigze sie z poszukiwaniem mechanizméw molekularnych,
lezacych u podstaw zwiekszonego wskutek tetanizacji wydzielania neuroprzekaznika oraz z
prébami wyjasnienia proceséw zawiadujacych utrzymywaniem sie tego zjawiska w komor-
kach postsynaptycznych. Wydaje sie, ze zwiekszone wydzielanie neuroprzekaznika jest
konsekwencjg podwyzszonej "wrazliwosci" elementéw presynaptycznych na Ca2+ i zwigk-
szeniem jego pobierania [6]. Interesujacy wydaje sie rowniez fakt blokowania indukcji LTP
oraz towarzyszacego jej wzrostu wydzielania glutaminianu z zakonczen presynaptycznych
przez kwas nor-dihydroguaiaretowy (NDGA) [90]. Zwigzek ten jest blokerem miedzy innymi
lipooksygenaz, metabolizujacych kwas arachidonowy (pochodzacy np. z diacyloglicerolu) do
hydroksy- oraz hydroksy-peroksy-eikosanoidéw. Istniejg przypuszczenia, ze pochodne kwasu
arachidonowego dziatajg jako przekazniki pomiedzy elementami postsynaptycznymi, w
ktoérych nastepuje wywotanie LTP (patrz wyzej), a presynaptycznymi, w ktérych zachodza
przemiany metaboliczne prowadzace do intensyfikacji uwalniania glutaminianu [90]. Jedno-
cze$nie wiadomo, ze stymulacja receptorow NMDA rzeczywiscie prowadzi do uwolnienia
kwasu arachidonowego [44]. W dodatku kwas arachidonowy stymuluje wydzielanie gluta-
minianu [25] jednoczes$nie hamujac jego pobieranie przez zakoriczenia nerwowe [3].

Jony wapnia, jak juz wspomniano, odgrywaja kluczowa role w wytwarzaniu LTP po stronie
postsynaptycznej. Zmiany w poziomie wewnatrzkomdérkowego Ca2+ sugerujg udziat w zja-
wisku LTP kinaz biatkowych zaleznych od tych jonéw. Jak dotad, stwierdzono udziat trzech
kinaz zaleznych od Ca2+. Sg to: kinaza biatkowa C, CAM Il (kinaza typu drugiego, zalezna
od Ca2+ i kalmoduliny) oraz kinaza tyrozynowa [52, 71]. Z LTP zwigzane sg rOwniez procesy
fosforylacji biatek [6]. Dodatkowo, Stanton i Sarvey [6] wykazali, ze obecnos$¢: emetyny,
uromycyny icykloheksimidu, inhibitoréw syntezy biatek, uniemozliwia indukcje LTP w polu
CA1 hipokampa. Zaobserwowano, ze indukcji LTP towarzyszy wzrost wydzielania szeregu
réznych biatek z neuronéw (prawdopodobnie postsynaptycznych). Nie wiadomo przy tym,
czy wydzielane biatka sg tymi samymi, ktérych synteza ro$nie w nastepstwie tetanizacji [6],

TOKSYCZNOSC DLA KOMOREK
ZALEZNA OD RECEPTOROW DLA GLUTAMINIANU

Generalnie, badania in vitro wskazuja na istnienie dwu typow toksycznosci [79]:

(a) toksycznos¢ bezposrednia (wczesna), bedaca efektem depolaryzacji: glutaminian wiaze
sie z odpowiednimi receptorami, co ze wzgledu na jego nadmiar prowadzi do diugotrwatej
depolaryzacji neuronu, zwigzanej ze wzrostem przepuszczalno$cijondw przez kanaty jonowe;
jony chlorkowe wnikaja do wnetrza neuronu zgodnie z gradientem stezen; dla zachowania
elektroneutralnos$ci do komérki wnikaja rowniez kationy Na+ i Ca2+ oraz woda; neuron staje
sie hiperosmotyczny i pecznieje, czego konsekwencjg moze by¢ jego osmotyczna liza;

(b) toksycznosé "pdzna"”, w ktérej czynnikiem inicjujagcym sgjony wapnia naptywajace w
olbrzymiej ilosci przez kanaty jonowe zwigzane z receptorami NMDA; jony te indukuja szereg
proces6w wewnatrzkomaérkowych, w ktérych uczestnicza: kalpaina, kinaza C, fosfolipaza A2,
kinaza Il zalezna od kalmoduliny i inne [59].

W dziataniu uszkadzajagcym kluczowe znaczenie ma aktywacja proteaz i lipaz enzyma-
tycznie degradujacych konstrukcje komarki (rys. 3) [79]. Najczesciej oba typy toksycznosci
sg ze sobg sekwencyjnie powigzane tzn. pierwsza poprzedza druga. Dane eksperymentalne



156 S. GLAZEWSKI, W. DANYSZ

Rys. 3. Schemat dwufazowej sekwencji zdarzeri prowadzacych do $mierci komérki pod wptywem
niefizjologicznych stezer glutaminianu

wskazujg jednak, ze sg to procesy niezalezne. Manipulujac $rodowiskiem jonowym lub
metabolizmem komorki mozna wplywa¢ na oba rodzaje toksycznosci niezaleznie [59].
Receptory NMDA majg zasadnicze znaczenie w cytotoksycznym dziataniu kwasu gluta-
minowego, bowiem ich antagonisci hamuja toksyczne dziatanie tego zwigzku w réznych
modelach in vitro, jak réwniez w sytuacji in vivo [59].

Przypuszcza sie, ze zmiany nekrotyczne okres$lonych obszaréw mézgowia zwiazane z
rozmaitymi stanami patologicznymi OUN (choroby: Huntingtona i Alzheimera; skutki:
hipoglikeinii, anoksji, epilepsji itd.), moga by¢ przynajmniej czeSciowo skutkiem
ponadnormalnego wydzielania glutaminianu lub innych agonistdw receptorow
glutaminianoergicznych przez komérki OUN [18, 79].

Sugerowane sg co najmniej trzy mozliwe przyczyny tego rodzaju nadczynnosci:

(a) niedokrwienie mézgu (ischemia mozgu) lub nawet samo jego niedotlenienie (anoksja)
czy hipoglikemia,

(b) hyperaktywnos$¢ neuronow (np. w ogniskach padaczkorodnych),

(c) niektére choroby metaboliczne.

Zwigzki chordb Huntingtona i Alzheimera z nadczynnos$cig glutaminianowa, jakkolwiek
niewatpliwe, sg niezupetnie jasne.

Najlepiej poznany jest syndrom ischemii, zwigzany z szybkimi zmianami neurodegene-
racyjnymi, bedgcymi nastepstwem zatrzymania doptywu krwi do mézgu w konsekwencji, np.
zacisniecia tetnic szyjnych [83]. In vitro mozna ten efekt wywotaé prowadzac doswiadczenia
w nastepujgcych warunkach:

(a) beztlenowych [38, 78],

(b) w Srodowisku nie zawierajgcym substratow metabolizmu energetycznego [38],

(c) przy zahamowanym uktadzie przenosnikéw elektronéw lub/i zablokowanej glikolizie
[38].
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Zwiegkszone w tych warunkach wydzielanie glutaminianu przez neurony jest niezalezne od
wapnia (tj. nie jest wydzielaniem synaptycznym) i koreluje w czasie ze spadkiem potencjatu
energetycznego (ATP/ADP) i w konsekwencji potencjatu btonowego [38].

Proponuje sie nastepujaca sekwencje zdarzen, prowadzacg do degeneracji neuronéw w
warunkach odkrwienia mézgu: niski poziom glukozy Ilub/i tlenu we krwi tetniczej lub
obecno$¢ odpowiednich inhibitoréw metabolizmu energetycznego prowadzi do spadku lub
zahamowania aktywnosci metabolizmu glukozy, czego konsekwencja jest spadek potencjatu
energetycznego komorki. Niski poziom ATP uniemozliwia utrzymanie potencjatu btonowego
na normalnym poziomie. Prowadzi to do odwrdcenia btonowego gradientu sodowego i w
konsekwencji glutaminian, w normalnych warunkach transportowany do wnetrza komorki (na
nos$niku zaleznym od jonéw sodu) zaczyna z niej wyptywaé. Zwiekszone stezenie
glutaminianu w przestrzeni miedzykomérkowej powoduje wyzej opisane skutki [38].

Trzeba doda¢, ze antagonisci receptorow glutaminianoergicznych, zaréwno niespecyficzni
(np. D-glutamyloglicyna), jak i specyficzni antagonisci receptoréw NMDA, skutecznie zapo-
biegaja lub przynajmniej tagodza skutki zmian degeneracyjnych w kulturach tkankowych
neuronéw hipokampa, poddanych dziataniu warunkéw beztlenowych [57, 78], Domdzgowe
iniekcje antagonistow receptorow NMDA znacznie tagodzg skutki ischeinii u szczuréw [83].
Wyniki te stwarzajg nadzieje na terapeutyczne zastosowanie antagonistow NMDA w przy-
padku ischemii oraz innych schorzern OUN, ktérych patomechanizm jest zwigzany z zabu-
rzeniami w homeostazie kwasu glutaminowego. Prawdopodobnie efekty te mozna bedzie
osiggnac nie tylko poprzez dziatanie na receptory NMDA, ale i na wtérne efekty ich pobu-
dzenia, np. na kinaze C, na co wskazujg wyniki eksperymentow in vitro [20].

Od dawna wiadomo, ze substancje endogenne, ktérych poziom z rozmaitych powodéw
wzrasta, moga stac¢ sie toksyczne. Glutaminian, przez sam fakt swojego ogromnego rozpo-
wszechnienia oraz obfito§¢ w OUN jest w takiej sytuacji szczegdlnie niebezpieczny.
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RECEPTOROW KOMORKOWYCH
ZE SZCZEGOLNYM UWZGLEDNIENIEM
RECEPTOROW NA POWIERZCHNI HEPATOCYTOW

BIOLOGICAL SIGNIFICANCE AND PROPERTIES
OF SOME CELL RECEPTORS
ESPECIALLY ON THE SURFACE OF HEPATOCYTES

Piotr KAPUSTA, Anna Maria KORDOWIAK

Zaktad Biochemii Zwierzat, Instytut Biologii Molekularnej Uniwersytetu Jagielloriskiego

Streszczenie. W artykule zestaw iono wiadomosci o powierzchniowych receptorach glikoprotein o zmodyfikowanej
cze$ci cukrowej, receptorach wybranych hormonéw, tj. insuliny, glukagonu. receptoréw R-adrenergicznych. jak
réwniez receptoréw niektérych polipeptydéw na przyktadzie transferyny, EGF i IL-6. Szczegdlng uwage zwrdécono
na komoérki watroby, gdzie od dziatania wyzej wymienionych ligandéw zalezy zaréwno degradacja, jak i biosynteza
de novo odpowiednich glikoprotein lub endocytoza pewnych kationéw (np. transferyny). Podkreslono podobiefistwo
mechanizmoéw dziatania réznych ligandéw na komérke tam. gdzie to byto mozliwe.

Summary. Information about surface receptors of glycoproteins with altered sugar part, receptors of some hormones
i.e. insulin, glucagon, B-adrencrgic receptors as well as receptors of some polipeptides (transferrin. EGF. IL-6) were
presented. Special attention was paid on liver cells, where action of various ligands influences proper degradation and
de novo biosynthesis of some glycoproteins or internalization of some cations (i.e. transferrin). Similarity in
mechanisms of action of different ligands on cell was stressed if possible.

Stosowaneskroty: EFP-endocytoza fazy ptynnej. EFS-endocytoza fazy statej. RME-endocytoza za posrednictwem
receptoréow. EGF-epidermalny czynnik wzrostu. IGF-I-insulinopodobny czynnik wzrostu, PDGF-czynnik wzrostu
ptytek krwi. NK - komoérki cytotoksyczne NK. IL-6- interleukina 6. m.cz. - masa czgsteczkowa, kDa -kilodaltony.
komoérki Kupffera-makrofagi watrobowe. Gal - reszty galaktozy. GalN-reszty galaktozaminy, Gic-reszty glukozy,
GIcN - reszty glukozaminy. SA - reszty kwasu sjalowego. Mail - reszty mannozy. DAG - diacyloglicerol. 3PI -
trifosfoinozytol. 4Pl - tetrafosfoinozytol. GTP - guanozynotrifosforan. PAGE - NaDodSOi - elektroforeza w zelu
poliakrylamidowym z uzyciem siarczanu dodecylu sodu

WSTEP

Obecnie przyjmuje sieg, ze istniejg dwa podstawowe mechanizmy wprowadzania réznych
substancji do wnetrza komdrki: endocytoza fazy statej i endocytoza fazy ptynnej (tzw.
pinocytoza) [93]. Szczegdlnie wydajnym procesem jesi lzw. endocytoza za posrednictwem
receptoréw (ang. receptor mediated endocytosis - RME). W czasie tego procesu czastki
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ligandu wiazg sie ze swoistymi receptorami lub tzw. miejscami wigzacymi na powierzchni
btony komérkowej komorki docelowej. Tartakoff [93] identyfikuje ten sposéb wprowadzenia
ligandu z pierwszym rodzajem endocytozy. Autor ten podaje jeszcze jeden ze sposobow
pobierania ligandoéw zewnatrzkomdérkowych, zwany angielskim terminem recapture, bedacy
szczegblnym potgczeniem egzocytozy z nastepujaca po niej endocytozg za posrednictwem
optaszczonych dotkéw i pecherzykéw. Dzieki endocytozie takie czastki, jak: hormony,
toksyny, enzymy, lipoproteiny, asjaloglikoproteiny i inne glikoproteiny o zmienionej czesci
cukrowej, szczegdlnie z koncowymi resztami Man, GIcN czy GalN, sa wprowadzane do
wnetrza komoérki po zwigzaniu ze swoistym receptorem lezagcym na powierzchni biony
plazmatycznej [24]. Taki receptor jest sam polipeptydem, zwykle glikozylowanym i po
zwigzaniu z odpowiednim dla siebie ligandem wnika do wnetrza komorki.

Rozréznia sie tu dalsze mozliwosci: albo degradacja receptora i ligandu w obrebie
lizosomow [34]: np. insulina zwigzana za swoistym receptorem w komérkach typu limfocytéw
ludzkich IM-9 [77] czy fibroblastéw 3T3-C2 [39] albo po uprzednim wprowadzeniu do
wnetrza komorki kompleksu ligand-receptor odszczepienie ligandu i jego degradacja w
lizosomach z réwnoczesnym powrotem receptora na powierzchnie komérki: np. receptory
asjaloglikoprotein [93] lub cze$¢ receptorow insuliny [50].

Trzecig podstawowg droga "krazenia receptorow" po zwiazaniu z ligandem i
wprowadzeniu tego kompleksu do komérki jest jego powtdrny powrot na powierzchnie btony
plazmatycznej: np. cze$¢ receptoréw insuliny w hepatocytach [22] lub w adipocytach [50] czy
receptory transferyny [93].

Te trzy gtéwne drogi przemian ligandu zwigzanego z receptorem moga mie¢ ponadto rézne
modyfikacje np. dla receptorow reszt Gal w hepatocytach po oddysocjowaniu ligandu,
receptory muszg przejs¢ stadium inaktywacji, reaktywacji i dopiero po tym powracajg
powtdrnie na powierzchnie komérki [54] lub jak w przypadku transferyny po oddysocjowaniu
jondw zelaza kompleks receptor-apotransferyna powraca na powierzchnie komorki [93].
Proces ten trwa zwykle od kilku do kilkunastu minut. Receptory moga réwniez po zwigzaniu
ligandu (gtéwnie hormonéw) oddziatywaé na metabolizm komorki bez wnikania do jej
wnetrza poprzez system tzw. drugiego przekaznika: np. ukfad cyklazy adenylowej. Stan
czynnos$ciowy tych receptoréw moze ulega¢ zmianom z wiekiem komérki [35] lub by¢ oden
niezalezny [38]. Dzieki doskonaleniu nowych metod badania komplekséw ligand-receptor,
sposob ich oddziatywania, struktura, potozenie w btonie plazmatycznej, jak i biologiczne
efekty ich dziatania [88] sg coraz lepiej poznawane.

WATROBOWE RECEPTORY GLIKOPROTEIN
O ZMODYFIKOWANEJ CZESCI CUKROWEJ
GLOWNIE RECEPTORY RESZT GALAKTOZY

Badania mechanizméw usuwania z krazenia glikoprotein o niekompletnej lub zmienionej
czesci cukrowej (szczegdlnie po stronie terminalnej) byto jedng z przyczyn badania miejsc
wigzacych te zwigzki na powierzchni r6znych komérek, co w konsekwencji doprowadzito do
poznania ich receptoréw. In vivo istniejg dwa warianty usuwania takich niekompletnych
glikoprotein: pierwszy tzw. droga zalezna od watroby iwariant drugi zwany niezaleznym od
watroby [83]. W tym ostatnim procesie biorg udziat komérki $ledziony, szpiku i uktadu
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siateczkowo-$rddbtonkowego, nie zalicza si¢ tutaj natomiast komoérek nerki. Rozréznia sie
przy tym:

ereceptory rozpoznajgce koncowa reszte Gic, ktére stwierdza sie zaréwno w hepatocytach,
jak iinnych komérkach,

 receptory Man/GIcNAc obecne w watrobie, jak i w tkankach peryferycznych oraz

e swoiste dla watroby receptory reszt Gal.

Biatko wigzgce glikoproteiny o koAcowej Man, GIcNAc lub Fuc izolowano z watroby
szczura przy uzyciu metody chromatografii powinowactwa, okreslono jego mase na 30 kDa i
wykazano jego jednorodno$¢ metodg PAGE NaDodSOg [95]. Receptory rozpoznajace reszty
Gal stwierdzono zaréwno w hepatocytach, jak i w komorkach Kupffera [37, 54, 75],
Jakkolwiek w obu typach komérek uczestnicza one we wprowadzaniu ligandéw do komaérki
przy udziale dotkéw i pecherzykow optaszczonych klatryng [52, 75], receptor makrofagow
moze ponadto indukowac endocytoze przy udziale nie optaszczonych duzych pecherzykéw.
Receptory hepatocytéw i makrofagéw watrobowych réznig sie ponadto wiasciwosciami
fizyko-chemicznymi, jak i sposobem rozgatezienia w btonie cytoplazmatycznej. Masa
btonowego receptora makrofagdw wynosi 30 kDa [75]. W watrobie szczura Tanabe i wsp.
[91] podajg jego mase wynoszacg 47 kDa, natomiast Schwartz i wsp. [86] - wiekszg od 30
kDa. Ray i wsp. [70] zbadali, ze gtéwna podjednostka receptora Gal w hepatocytach
szczurzych jest biatkiem transbtonowym o m. cz. 43 kDa. Dwa pozostate natywne monomery
mogg ulega¢ dimeryzacji np. pod wptywem kowalencyjnych modyfikacji (np. fosforylacji)
lub wspétdziatania z lipidami komérkowymi. Ro6znice dotyczace mas czasteczkowych
wynikajg zapewne z réznych sposobdw izolacji oraz réznych metod okreslania masy. Oka i
wsp. [7, 61,65] wykazali, ze receptory desjalylowanych glikoprotein w btonie plazmatycznej
hepatocytéw szczura wprowadzajg w dwojaki sposob ligand do komorki po rozpoznaniu
koncowej reszty galaktozy: - jeden za posrednictwem endocytozy fazy ptynnej, -drugi za
posrednictwem endocytozy, w ktdrej uczestniczg receptory.

Pierwszy z tych proceséw jest niewrazliwy na podwyzszone stezenia roztworéw medium
izachodzi normalnie, drugi natomiast jest hamowany w roztworach o podwyzszonym stezeniu
[64]. Nalezy zaznaczy¢, ze istnienie wiecej niz jednej drogi wprowadzenia ligandu do komorki
nie jest swoiste tylko dla asjaloglikoprotein, ale dotyczy réwniez np. insuliny, transferyny czy
LDL [61]. Proces degradacji asjaloglikoprotein (np. asjalo-alfaikwasnej glikoproteiny czy
asjalofetuiny) w izolowanych hepatocytach zachodzi za pomocg endocytozy za
posrednictwem receptoréw, po czym nastepuje dysocjacja ligandu i receptora. Ligand ulega
dezintegracji w lizosomach, natomiast receptory nie sg trawione [94]. Ostatnie prace OKki i
wsp. [62], Herziga i Weigla [32] oraz McAbeego i Weigla [54] wskazuja, ze receptor
asjaloglikoprotein (zwany réwniez receptorem galaktozy) w hepatocytach zawiera trzy rézne
podjednostki: RHL1, RHL2 oraz RHL3. Badania z uzyciem swoistych przeciwsurowic z
réznym udziatem przeciwciat dla tych podjednostek wykazuja, ze receptory Gal na
powierzchni hepatocytéw sa heteropolimerami i sktadajg sie z roznych podjednostek RHL.
Autorzy ci sugerujg, ze wszystkie powierzchniowe receptory Gal w hepatocytach sg
zbudowane z réznych [51] podjednostek i mogg wystepowac w 2 stanach funkcjonalnych. Te
trzy podjednostki RHL sg produktem dziatania tylko dwu réznych genéw [70]. RHL2 i RHL3
pochodzg z tego samego polipeptydu i réznig sie tylko typem glikozylacji posttranslacyjnej,
ktorej ulegajg [26]. RHL1 jest podjednostka dominujacag w receptorze galaktozy.

Heterogenne receptory moga jeszcze znajdowac sie w dwu stanach funkcjonalnych [5],
tzn. receptory hepatocytow Swiezo izolowane lub w temperaturze ponizej 24°C wykazujg
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Rys. 1. Trzy gtéwne drogi wprowadzania ligandu do wne-
trza komorki oraz dalsze losy kompleksu ligand-receptor
(L-R) (h - lizosom pierwotny, Iw - lizosom wtérny): a -
trawienie przynajmniej cze$ci receptoréw zwigzanych z
ligandem [34] w lizosomach, np. insulina zwigzana z
receptorem w komérkach typu IM-9 limfocytéw ludzkich
[77] lub w fibroblastach 3T3-C2 [39]; b - wprowadzenie
do wnetrza komérki kompleksu L-R, dysocjacja tego
kompleksu L-R, dysocjacja tego kompleksu i degra-
dacja ligandu w lizosomach; receptor powraca na
powierzchnie btony komdrkowej, np. receptor asjalo-
glikoprotein [93], cze$¢ receptoréw insuliny [50]; cze$¢
“a" nie wystepuje w przypadku wszystkich receptoréw,
lecz tylko niektérych, np. receptory reszt Gal w hepato-
cytach po oddysocjowaniu ligandu muszg przej$é sta-
dium dezaktywacji, powtoérnie ulec aktywacji i dopiero w
tej formie ponownie wréci¢ na powierzchnig komoérki
[54]; ¢ - kompleks R-L po wprowadzeniu do wnetrza ko-
morki w cato$ci powtérnie powraca najej powierzchnie,
np. cze$¢ receptoréw insuliny w hepatocytach lub
adipocytach [50] albo po zmianie ligandu, np.
odszczepienie Fe~+ od transferyny, receptor ze
zmienionym ligandem powraca na powierzchnig komérki,
np. apotransferyna zwigzana z receptorem
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tylko stan 1, receptory bepatocytdw w 37°C wykazujg stany 1 i 2. Oba te stany rdznig sie
szybkoscig dysocjacji ligandu po wprowadzeniu do komorki oraz szybko$cig jego degradacji
[97]. Poza tym rdznig sie wrazliwoscig na temperature i na substancje wptywajgce na
mikrotubule: monezyne [63], chlorockine, hiperosmolarnos¢ [7, 64], NaN3 [53], NaF, azydki
[51] oraz niejonowe detergenty [54, 70]. Badania Petela i Doyla [68] wskazuja, ze receptor
rozpoznajacy koncowe reszty Gal w asjaloglikoproteinach wystepuje w bardzo matych
ilosciach w komorkach ptodowej watroby szczura. lo$¢ takich miejsc wigzacych gwattownie
wzrasta podczas porodu iw ciaggu dwu dni osigga poziom stwierdzany u osobnikéw dojrzatych.
Autorzy sugeruja, ze wynika to z akumulacji czastek receptorowych, a nie z aktywacji
poprzednio juz istniejgcych [68]. Zachodzi gtdwnie synteza polipeptydu o m. cz. 42 kDa oraz
mniej wydajna biosynteza polipeptydéw o masach 50 i58 kDa. Wedtug tych autoréw wynika
to z aktywacji genéw odpowiedzialnych za biosynteze peptydéw receptorowych. Dodatkowo
obserwuje sie synteze polipeptyddw o masach 25 i 27 kDa, ktdre sg prawdopodobnie
watrobowymi receptorami reszt mannozowych w glikoproteinach [68]. W przeciwienstwie
jednak do receptoréw Gal nie osiggaja jednak poziomu charakterystycznego dla dojrzatych
komdrek w tak krotkim czasie po urodzeniu [68].

Nierbwnomierne jest rowniez wewngtrzkomoérkowe rozmieszczenie receptorow Gal w
komérkach watroby szczura. Na przyktad frakcja szorstkich mikrosomow wigze 1/3 ilosci
asjaloglikoprotein wigzanych przez frakcje gtadkich mikrosomoéw [82]. W watrobie szczura
aparat Golgiego zawiera znaczne ilosci receptora asjaloglikoprotein [71]. McAbee i Weigel
[54] stwierdzili w izolowanych hepatocytach krazenie receptoréw Gal, przy czym ich
nieaktywne formy zwigzane z ligandem sg akumulowane wewnatrz komarki. Po ich
reaktywacji ponownie powracajg na powierzchnie komorki (rys. Ib) [54]. Ostatnie prace
Weigla i wsp. [58, 66, 98] wskazuja, ze krazenie receptor6w i ich ciagta inaktywacja i
reaktywacja wymagajg ATP w stez. 0,3-3,0 mM, ajest to zalezne od czasu i temperatury.
Poniewaz receptory Gal same sg glikoproteinami, a ich cze$¢ cukrowa stanowi ok. 10% masy
calej czastki i sklada sie z reszt SA, Gal, Man, GlcN [82], glikozylacja receptorowego
polipeptydu przebiega zwyk#ta droga. Przyjmuje sig, ze okres "pottrwania” tych polipeptydéw
w watrobie wynosi ok. 20godz. [71], awewnatrzkomoérkowy transport nowo syntetyzowanego
receptora trwa ok. 1godz. do osiggniecia powierzchni komérki. Renee iwsp. [71] sugeruja,
ze w aparacie Golgiego hepatocytow szczurzych istnieje pewna zapasowa pula tych
polipeptyddw receptorowych (szacowana na ok. 20% wszystkich receptoréw komorkowych),
ktéra zapewnia niezalezno$¢ od ich syntezy de novo przynajmniej przez kilka godzin. Jest
rzecza niewatpliwg, ze w watrobie receptory czy tez miejsca wigzace w btonie plazmatycznej
reszt cukrowych, takich jak: terminalne reszty Gal, GalN czy Man, majg bardzo wazng role w
wychwytywaniu i usuwaniu z krazenia glikoprotein o zmienionej naturalnie czy sztucznie
czesci cukrowej.

RECEPTORY WYBRANYCH HORMONOW

RECEPTORY INSULINY

Ze wszystkich znanych hormonéw wigzanych przez komorki watrobowe najlepiej
poznana jest insulina, a przede wszystkim: sposdb wiazania, struktura miejsca wigzacego,
wptyw na metabolizm i funkcje komorki docelowej [23], Mimo ze ten hormon znany jest od
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ponad 60 lat, jego molekularny sposob dziatania na rézne tkanki docelowe oraz wywotywane
przez ten hormon wielokierunkowe efekty biologiczne wymagaja jeszcze dalszych badan.
Swoiste miejsca wigzace insuling stwierdzono poza btong komdrkowg w kilku organellach
wewnatrzkomaérkowych, tj. jadrze, gtadkiej iszorstkiej siateczce srodplazmatycznej, aparacie
Golgiego ilizosomach [19,23,41]. Receptory insuliny wystepuja w mie$niach szkieletowych,
korze moézgowej, limfocytach BiT, fibroblastach [45], tozysku [29] i klebuszkach nerkowych
[42], Ich obecno$¢ zostata potwierdzona w watrobie i to zar6wno w izolowanych btonach
otrzymanych po homogenizacji narzadu [9, 10, 29, 55], jak i na powierzchni komérek, tj.
adipocytow watrobowych [50, 56, 62] i hepatocytéw [28, 45, 99].

Obecnosé receptoréw insuliny w watrobie jest $cisle zwigzana z funkcja, jaka watroba
spetnia w dystrybucji tego hormonu, co wynika z anatomicznej lokalizacji watroby, jej
centralnej funkcji w metabolizmie oraz zdolnosci do syntetyzowania biatek na "eksport”, tzn.
ich sekrecji do krwioobiegu [2, 44]. Ponadto watroba jest gtdwnym miejscem degradacji
insuliny [41]. Zaréwno w hepatocytach, jak i w adipocytach sa dwa alternatywne szlaki
przemian insuliny zwigzanej z receptorem:

* jeden prowadzacy do uwolnienia nienaruszonego ligandu po ponownym potgczeniu
kompleksu ligand-receptor z btong komdrkowa (retroendocytoza) i

« drugi, konczacy sie degradacjg ligandu i powrotem wolnego receptora na powierzchnie
komarki (rys. Ib, c).

In vitro stwierdzono, ze procesy te zachodzg réwnolegle i niezaleznie od siebie [50]. Co
ciekawe, w hepatocytach in vitro degradacja insuliny moze odbywac sie w sposob zalezny lub
niezalezny od chlorochiny [44]. Podobnie jak receptory innych hormondéw i substancji
biologicznie czynnych receptor insuliny spetnia dwie zasadnicze funkcje: po pierwsze
rozpoznaje insuling spo$réd wszystkich pozostatych substancji we krwi, wigzac jg z duzym
powinowactwem iswoistoscig oraz przekazuje sygnat przez btone, ktéry zmienia metabolizm
wewnatrzkomorkowy. Struktura tego receptora jest aktualnie do$¢ dobrze poznana. Pierwsze
badania ujawnity, ze jest to integralne biatko btonowe, poniewaz detergenty sg niezbedne do
jego uptynnienia [41]. Nowoczesne techniki, takie jak: chromatografia powinowactwa
potaczona ze znakowaniem radioaktywnym i metodg PAGE NaDodSOg oraz metody
immunoprecypitacj i pozwolity wyizolowac receptor wysoce oczyszczony iokresli¢ doktadnie
jego strukture, a takze charakter [34]. Przyjmuje sie, ze strukture receptora insuliny tworzg
dwa rodzaje glikoprotein, nazwane odpowiednio « iR, z ktérych kazda wystepuje w dwoch
kopiach [16]. R6zni autorzy podaja, ze masy tych podjednostek wynosza: dla podjednostki a
od 125 do 135 kDa, a dla podjednostki B od 90 do 95 kDa [16, 20, 33, 34]. Przyjmuje sie, ze
podjednostki te tworzg kompleks tetrametryczny w ukiadzie (aB): i masa tego kompleksu
okres$lana jest na 350 kDa. M. Czech iwsp. [16] wyjasniajg czesciowo te réznice pomiedzy
masg kompleksu a suma mas poszczegélnych podjednostek tym, ze wewnatrztanicuchowe
mostki dwusiarczkowe utrzymujg zwartg strukture w roztworze detergentu. Haynes iwsp. [28]
sadzg, ze proces oczyszczania receptora metoda chromatografii powinowactwa moze
prowadzi¢ do utraty sktadnikéw receptora zwigzanych z btong komoérkowa. Z nienaruszonych
komaérek wyizolowali oni receptor o masie ok. 450 kDa i warto$¢ ta nie ulegta zmianie po
traktowaniu receptora kolagenaza, podczas gdy receptor z bton komérkowych poddanych
wczesniej dziataniu kolagenazy miat mase ok. 360 kDa. Wykazywal takze zwiekszone
powinowactwo do insuliny. Ostatnio niektérzy badacze udowodnili istnienie jeszcze jednej
podjednostki receptora insuliny tzw. £’ 0 masie 45 kDa [33, 34]. Nie wiadomo jeszcze, jaka
bytaby jej ewentualna funkcja, by¢ moze wigze sie ona z regulacja powinowactwa receptora



FUNKCJA IWELASNOSCI WYBRANYCH RECEPTOROW 169

do insuliny. Inni badacze sktonni sg jednak przypisa¢ zmiany powinowactwa receptora do
insuliny istnieniem réznych oligomerycznych form receptora [13]. Interesujace jest odkrycie
dwu réznych receptoréw wyekstrahowanych z frakcji mikrosomalnej watroby szczura, ktore
sq ze soba blisko spokrewnione, ale réznig sie masg czasteczkowg oraz wiasciwosciami
wigzania insuliny [40]. Lane iwsp. [43] podaja, ze receptor insuliny powstaje jako proreceptor
0 masie 180 kDa, nastepnie poddanie go szybkiej glikozylacji powoduje wzrostjego masy do
190 kDa. Kolejne przemiany prowadzg do prekursora o masie 210 kDa. Prekursor ulega wolnej
proteolizie, po ktérej powstajg podjednostki a’ (125 kDa) i B’(83 kDa) (oznaczenie B’
uzywane jest takze dla podjednostki receptora insuliny o masie 45 kDa, o ktérej wspomniano
poprzednio [33] - wystepuje tu kolizja stosowania tego samego symbolu dla réznych
podjednostek receptora insuliny przez réznych autoréw). Okoto 3 godz. po rozpoczeciu
syntezy obie podjednostki sg transportowane do aparatu Golgiego, gdzie (po dodaniu reszt
SA) sg sjalylowane i wbhudowywane w btone komérkowa jako wiasciwe podjednostkia i
[43].

Durano i wsp. [20] stwierdzili, ze kompletna glikozylacja nie jest wcale konieczna do
prawidtowej biosyntezy i funkcjonowania receptoréw insuliny i IGF-I. Podjednostka B
receptora insuliny wykazuje aktywno$¢ tyrozyno-swoistej kinazy biatkowej zaleznej od
insuliny izdolnej do autofosforylacji [34,45 ]. Aktywnosc¢ tyrozyno-swoistej kinazy biatkowej
jest stosunkowo rzadka w komérkach i dotychczas byta wykazana jedynie dla receptorow
EGF, PDGF, IGF-I oraz produktow gendw niektérych transformujacych wirusow RNA [34].
Ciekawe, ze réwniez trypsyna, podobnie jak insulina, stymuluje fosforylacje podjednostki B
receptora insuliny, co sugeruje, ze miejscem dziatania trypsyny na nienaruszone komorki jest
receptor insuliny. Proteolityczne dziatanie trypsyny na receptor insuliny moze by¢ istotne dla
generowania sygnatu, co przypominatoby wewngatrzkomérkowe dziatanie insuliny [4]. Dalsze
badania nad strukturg i whasciwosciami receptora insuliny wykazaty, ze aktywnos$é
tyrozynowo-swoistej kinazy biatkowej wykazuje domena utworzona z 2/3 podjednostki
liczagc od C-konca i znajdujaca sie w cytoplazmie. Domena ta wykazuje duzg homologie
sekwencji aminokwaséw do onkogenowych kinaz tyrozynowych [81]. Pa zaaktywowaniu
kinazy przez przytgczenie insuliny do receptora, jej aktywno$¢ enzymatyczna przestaje by¢
zalezna od insuliny ijest zdolna do fosforylacji zaréwno endogennych, jak i egzogennych
biatek ipeptydow [36,45,81,96]. Stwierdzono, ze kationy Mg"+i Mn-+ podnoszg aktywno$¢
tej kinazy, gdy sa obecne w stezeniach przewyzszajacych wymagane do uformowania
kompleksu metal-ATP-substrat, co sugeruje istnienie miejsca regulatorowego zaleznego od
metalu na enzymie [96]. Dotad nie jest jasne, jak aktywacja kinazy tyrozynowej mogtaby
uczestniczy¢ w przenoszeniu sygnatu. Najbardziej oczywistg mozliwoscig jest ta, ze kinaza
fosforyluje jeden lub wiecej substratow, prowadzac do kaskady reakcji fosforylacji i
defosforylacji [34]. Takim substratem mogtaby by¢ np. kinaza fosfatydyloinozytolu [21]. Ta
kaskada reakcji fosforylacji i defosforylacji bylaby wiec decydujgca przy przenoszeniu
sygnatu od insuliny [34, 36]. Wiele danych dowodzi poprawnosci tego rozumowania,
wskazujac na prostg korelacje miedzy dziataniem insuliny a aktywacja réznorodnych kinaz
serynowych i treoninowych zwigzanych z btonami lub cytozolowych, np. aktywowana
proteinazg kinaza Il albo S6 kinaza. Co wiecej, w pewnych warunkach zaobserwowano
wzmozong fosforylacje receptora insuliny in vitro przy resztach serynowych [15]. W
hepatocytach in vitro stwierdzono, ze insulina indukuje tez wzrost stezenia DAG, ktéremu
towarzyszy wzrost aktywnosci kinazy biatkowej C zwigzanej z btonami i cytozolem [8].
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RECEPTORY GLUKAGONU

Mechanizmy przekazywania sygnatu sg poznane do$¢ dobrze dla receptoréw innych
hormondéw polipeptydowych, neurotransiniterdw i czynnikéw wzrostowych. W
przekazywaniu sygnatu, np. od glukagonu, bierze udziat dobrze scharakteryzowany uktad
receptor/cyklaza adenylowa. Uktad ten zbudowany jest z 3 elementdw: receptora swoistego
dla glukagonu, biatek regulatorowych wigzacych nukleotydy guaninowe (zwanych tez
biatkami Gs lub biatkami Ns) i katalitycznej podjednostki enzymu cyklazy adenylowej. Po
zwigzaniu sie hormonu z receptorem nastepuje interakcja tego kompleksu z biatkiem Gs,
niezbedna dla przekazania sygnatu do wnetrza komérki. GTP wigzac sie do biatka Gs
doprowadza do dysocjacji zwigzanego receptora. Zaaktywowane w tym procesie biatko Gs
stymuluje wytwarzanie CAMP przez enzym az do przechodzenia zwigzanego GTP w GDP
[46, 47].

Poniewaz glukagon oddziatuje gtéwnie na komorki watroby, obecno$é w ich bionie
plazmatycznej receptorow glukagonu i wspétdziatanie tych receptoréw z cyklazg adenylowg
byly badane juz od do$¢ dawna [73,74]. Stwierdzono, ze aktywno$¢ cyklazy adenylowej
zaleznej od glukagonu pochodzacej z réznych tkanek ulega zmianom wraz z wiekiem, co
najprawdopodobniej wynika z faktu, ze cyklaza adenylowa jest enzymem biony
plazmatycznej [35]. Receptory glukagonu stwierdzono réwniez w btonach aparatu Golgiego
watroby szczura: receptory te wigzaty hormon z mniejszym powinowactwem niz receptory
znajdujace sie w btonie komorkowej i nie byly sprzezone z cyklazg adenylowg [46]. W
odroznieniu od wielu innych receptorow, struktura i wiasciwos$ci chemiczne receptora
glukagonu nie sg dobrze poznane, wynika to z niestabilnos$ci receptora po jego uptynnieniu.
Mechanizm dziatania wskazywatby na jego przynaleznos$¢ do wielkiej rodziny receptora
R-adrenergicznego. Z bton plazmatycznych watroby szczura uzyskano 2 biatka wigzace
glukagon, z ktérych jedno jest receptorem, a drugie uktadem rozktadajagcym glukagon. Majg
rézne powinowactwa wobec tego hormonu oraz réznig sie wrazliwoscig na temperature.
Ponadto majg r6zne masy (56 kDa i 43 kDa). McVittie i Gurd [57] stwierdzili, ze receptor jest
biatkiem integralnym, podczas gdy enzym degradujacy glukagon jest biatkiem
powierzchniowym. Z badan Lipsona i wsp. [47] wynika, ze do odpowiedniego wigzania
glukagonu z receptorem w hepatocytach konieczna jest odpowiednia proporcja stezen
GTP/Mg*“+. Zachowanie wtasciwej proporcji jest niezbedne do stymulacji cyklazy adenylowej
przez ten hormon. Nie sg do konca poznane mechanizmy uruchamiane po aktywacji tego
ukfadu. Kluczowym etapem stymulowanej przez glukagon glukoneogenezy jest hamowanie
kinazy pirogronianu. Odbywa sie to w drodze fosforylacji przez kinaze biatkowg zalezna od
CAMP [67]. Z drugiej strony enzymem, ktdry warunkuje szybko$¢ glukoneogenezy jest
karboksykinaza fosfoenolopirogronianu. Aktywacja genu karboksykinazy
fosfoenolopirogronianu odbywa sie przez cAMP, ale proces ten nie jest wyjasniony. Badania
prowadzone w hodowlach hepatocytow wykazaty, ze deksametazon wptywa w istotny sposéb
na aktywacje tego genu przez glukagon, indukujac czynnik, zwany TPF [80]. Okazuje sie
réwniez, ze tlen w stezeniach fizjologicznych moduluje aktywacje genu karboksykinazy
fosfoenolopirogronianu zaleznej od glukagonu [31].

RECEPTORY R-ADRENERGICZNE

Jednym z dobrze poznanych receptorow watrobowych jest receptor B-adrenergiczny.
Nalezy on do "wielkiej rodziny", do ktérej zalicza sie takze receptory a-adrenergiczne,
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Di,D2-dopaminergiczne, serotoninergiczne i cholinergiczne muskarynowe. Struktura tych
receptorow wykazuje uderzajgce podobiefAstwo. Wszystkie sg zbudowane z pojedynczego
tancucha polipeptydowego zawierajgcego od 402 do 590 reszt aminokwasowych, o masie
64-120 kDa. N-koniec, ktéry nie ma sekwencji sygnatowej, zawsze zawiera miejsca dla
N-glikozylacji; C-koniec ma typowe miejsca dla fosforylacji przez kinaze biatkowg A czy
inne kinazy. Kazdy z tych receptoréw zawiera siedem segmentéw hydrofobowych (z ktérych
kazdy ma 22-28 hydrofobowych, konserwatywnych reszt aminokwasowych) rozdzielonych
segmentami hydrofilowymi, co bardzo przypomina strukture bakteriorodopsyny. Wszystkie
te receptory okre$lane jako R7G dzielg z bakteriorodopsyng jej osobliwg topologie btonowa,
w ktérej siedem konserwatywnych, hydrofobowych segmentéw tworzy transhtonowe
domeny, prawdopodobnie w konformacji a-helisy. Region N-koncowy, z racji jego
glikozylacji znajduje sie po zewnetrznej stronie btony komorkowej, podczas gdy region
C-konicowy wnika do wnetrza komdrki. Segmenty hydrofilowe sg albo zewnatrz-, albo
wewnatrzkomoérkowe. Trzeci segment wewngtrzkomorkowy isegment C-kofAcowy wykazujg
duze roznice w dtugosci i sekwencji, co doprowadzito do hipotezy, ze te czesci receptorow
R7G sa odpowiedzialne za selektywng interakcje z rozmaitymi regulatorowymi biatkami G.
By¢ moze jest to powodem, ze mimo duzego podobienistwa r6zne receptory oddziatujg na
rézne uktady efektorowe. | tak BI-, B2-, R3-adrenergiczne, 5SHT-1A serotoninergiczny i
Di-dopaminergiczny receptory stymuluja cyklaze adenylowa przez aktywacje biatka Gs.
Receptory a2A-, a2B-adrenergiczne, m2, m4 cholinergiczne muskarynowe oraz D2-
dopaminergiczny hamujg cyklaze adenylowg przez aktywacje biatka Gi. podczas gdy ul-
adrenergiczne, ml-, m2-, m3-cholinergiczne muskarynowe i 5HT-1C oraz 5HT-2
serotoninergiczne receptory przez zwigzanie sie do biatka Gi lub GO powoduja powstanie dwu
drugich przekaznikow: 3P1/4P1 i DAG [90].

Interesujace, ze w pewnych procesach moga uczestniczy¢ kolejno dwa rézne mechanizmy
przekazywania sygnatu. | tak na przyktad w hepatocytach szczurzych w adrenergicznej
aktywacji glikogenolizy posredniczy zwigzany z wapniem mechanizm al-adrenergiczny, ale
w ciggu kilku godzin hodowli komdrek lub inkubowania ich w medium bez surowicy jest on
zastepowany przez zalezny od cAMP mechanizm R2-adrenergiczny. Zmiana ta nie jest
zwiazana ze znaczacymi zmianami w gestosci receptorow al- lub R2-adrenergicznych.
Stwierdzono, ze kwas arachidonowy posredniczy w tym procesie, aczkolwiek wplywa
wylgcznie na wzrost zaleznej od czasu glikogenolizy R32-adrenergicznej, nie powodujac
rownoczesnej redukcji «1-adrenergicznej [25]. By¢ moze  zjawisko wyzej opisane
wystepuje powszechniej dla proceséw znajdujacych si* pod kontrolg r6znych mechanizmoéw
przenoszenia sygnatu, jak cho¢by wnikanie jonéw Ca“+do wnetrza komoérki, ktére réwniez
moze by¢ stymulowane albo przez receptory cx-, albo B-adrenergiczne [3].

RECEPTORY NIEKTORYCH BIALEK | POLIPEPTYDOW

RECEPTOR TRANSFERYNY

Istniejgdwa podstawowe biatka majgce znaczenie w zapewnieniu odpowiedniego poziomu
zelaza komérkom, ktérym ten kation jest niezbedny [78]. Sa to ferrytyna i transferyna
surowicza. W prawidtowej watrobie 30% puli zelaza z organizmu jest zmagazynowane jako
kompleks z ferrytyna. Jest to zapas, ktéry reaguje na zréznicowane zapotrzebowanie na
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zelazo (np. przez szpik kostny), pozwalajacy na utrzymanie homeostazy [87]. Transferyna jest
glikoproteing syntetyzowang w watrobie, ztozong z pojedynczego taincucha polipeptydowego
0 m. cz. 77-80 kDa, tworzy dwie domeny, z ktérych zawiera 1 miejsce wigzace Fe3+ [89].
Przypuszcza sig, ze wigze ona inne jony, np. Pud+, Am3+, Th4+, Cd2+, Zn2+ [27]. W wiekszosci
tkanek komérkowy pobdr zelaza odbywa sie przez receptory transferyny [79]. Receptor
transferyny jest btonowga, homodimeryczng glikoproteing o0 m. cz. ok. 180 kDa. Obie
identyczne o m. cz. 90 kDa sg kowalencyjnie potgczone przez pojedynczy mostek
dwusiarczkowy.

Synteza receptora transferyny odbywa sie w siateczce S$rédplazmatycznej z
posttranslacyjnymi modyfikacjami tak, ze dojrzaty receptor ma charakter glikofosfoproteiny
z kowalencyjnie zwigzanymi kwasami ttuszczowymi. Kazdy funkcjonalny monomer sktada
sie z ok. 760 reszt aminokwasowych. Gtéwna czeScig receptora jest C-koncowy fragment o
m. cz. 70 kDa sterczacy na zewngtrz komorki iwrazliwy na proteolize trypsyna. Fragment ten
zawiera domene wigzgcg transferyne. N-koniec (62-aminokwasowa domena) jest zanurzony
w cytoplazmie. Taka orientacja receptora w blonie jest nieco zaskakujaca, aczkolwiek
watrobowy receptor asjaloglikoprotein jest zorientowany w btonie w podobny sposoéb z
C-kofAcem znajdujacym sie w otaczajgcym S$rodowisku. Transferyna po zwigzaniu z
receptorem jest wprowadzana do wnetrza komdrki w drodze RME, zaleznej od temperatury
[89]. Zelazo oddysocjowuje od transferyny w kwasnym, ale nielizosomalnym przedziale
komdérkowym, podczas gdy powstata apotransferyna pozostaje zwigzana z receptorem.
Kompleks receptor-apotransferyna wraca z powrotem do btony komérkowej, gdzie przy pH
7,4 nastepuje szybkie uwolnienie nienaruszonej apotransferyny do otaczajgcego medium (rys.
Ic) [92, 93]. Wolne receptory transferyny znajdujg sie w statym cyklu pomiedzy btong
plazmatyczng a endosomami. Ten proces przebiega pod kontrolg hormonow i czynnikéw
wzrostowych, takich jak: insulina, EGF i IGF-I, ktére powoduja przemieszczenie receptorow
transferyny z wnetrza komérki do btony komérkowej [17, 92]. Stwierdzono, ze przynajmniej
dla EGF i IGF-I regulacja ta odbywa sie dwoma réznymi drogami [17]. W hepatocytach
stwierdzono [78, 79, 87] wigzanie zelaza zar6wno przez transferyne, jak i przez czasteczki
tego biatka pozbawione reszt kwasu sjalowego. Szybkos$¢ akumulacji zelaza przy udziale obu
tych glikoprotein jest w dojrzatych hepatocytach identyczna. Wedtug Shanny i Granta [87]
moze to wynika¢ z maltej gestosci receptorow transferyny na powierzchni hepatocytéw. Poza
tym z badan Rudolpha i Regoecziego [79] wynika, ze ok. 75% transferyny w fizjologicznym
zakresie stezen moze by¢ pobrana w drodze EFP (endocytozy fazy ptynnej).

RECEPTORY EPIDERMALNEGO (NASKORKOWEGO) CZYNNIKA WZROSTU

Epidermalny czynnik wzrostu jest polipeptydem ztozonym z 53 reszt aminokwasowych
[84]. W hepatocytach procz stymulacji lipogenezy i transportu alaniny hamuje aktywnos¢
fosforylazy glikogenu oraz wzrost ilosci CAMP stymulowanej glukagonem i aktywnosci
syntazy glikagonu [69]. Jest to efekt podobny do dziatania insuliny, précz tego stymuluje
hydrolize 4,5-difosforanu fosfatydyloinozytolu i podnosi stezenie wolnego Ca2® co
przypomina dziatanie takich hormonéw, jak wazopresyna iangiotensyna Il [69], EGF wplywa
na wzrost ilosci innych receptorow btonowych, np. receptora transferyny [17]. W dziataniu
EGF posredniczy jego swoisty receptor btonowy. Jako receptor czynnika wzrostu jest on w
pewnym sensie unikalny, poniewaz rozpoznajg go i aktywujg 3 rézne czynniki wzrostowe
kodowane przez oddzielne geny (EGF, TGF-a, VVGF). Jakkolwiek istnieje identycznosé
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struktury tych 3 czynnikow tylko w 24%, to stwierdzono bardzo duze podobienstwo struktury
wiazan dwusiarczkowych [84]. Wszystkie trzy czynniki dziatajg hamujaco na siebie przy
wigzaniu do receptora EGF, cowskazuje, ze wigzg sie one do podobnego miejsca na receptorze
EGF. Receptor EGF jest glikoproteing o m. cz. 170 kDa, majacg aktywnos$¢ tyrozynowo-
swoistej kinazy biatkowej [12, 18, 49, 84], Zawiera polipeptyd rdzeniowy ztozony ze 1186
reszt aminokwasowych oraz reszte oligosacharydowg o in. cz. 36 kDa zwigzang N-
glikozydowo. Podobnie jak wiele innych receptoréw, receptor EGF powstaje jako proreceptor
0 m. cz. 160 kDa, ktoéry w czasie tI/2 = 30 min przechodzi modyfikacje, po ktérej nabiera
zdolnos$ci wigzania ligandu. Szczegdélnie wazna jest N-glikozylacja niezbedna do wigzania
EGF. Nie zachodzi przy tym konwersja tancuchéw bogatych w mannoze w ztozone tancuchy
zakonczone fukoza lub kwasem sjalowym [43]. Receptor EGF jest ztozony z trzech gtéwnych
regionow: duzego, glikozylowanego, zewngtrzkomérkowego regionu wigzagcego EGF,
domeny btonowej zakotwiczajgcej ten region zewnatrzkomorkowy, zawierajgcg pojedynczy
fancuch 23 aminokwaséw i czes¢ cytoplazmatyczna, ktora zawiera charakterystyczne reszty
typowe dla rodziny genu tyrozyno-swoistej kinazy. Lizyna 721 i sekwencja Gly-X-Gly-X-
Phe-Gly-X-Val, znajdujaca sie 15 reszt w gdre od reszty lizynowcj przypuszczalnie stuzajako
cze$¢ miejsca wigzacego ATP kinazy tyrozynowej [84]. Domena wigzaca ligand jest strukturg
oporng na proteolize i zawiera dwa konserwatywne regiony 20-25 reszt cysternowych [100].
Wigzanie EGF do receptora indukuje aktywacje tyrozynowo-swoistej kinazy biatkowej
prowadzac do autofosforylacji i fosforylacji rozmaitych substratow komaérkowych [18, 49,
84]. Autofosforylacja wystepuje przy resztach tyrozyny 1086, jak réwniez 1148 i 1173 [49,
84]. Aktywnos$é tyrozynowo-swoistej kinazy biatkowej receptora EGF jest niezbedna dla jego
prawidtowej degradacji [84]. Uwaza sie, ze ta prowadzi do wzmozonej ekspresji swoistych
gendw, a szczego6lnie jadrowych protoonkogendéw fos i myc [100]. Przytaczenie EGF do
receptora wywotuje takze fosforylacje receptora przy treoninie 654 [18]. Za te fosforylacje
odpowiedzialna jest kinaza biatkowa C [12, 84]. Fosforylacja tej reszty czeSciowo hamuje
aktywnos$¢ tyrozynowo-swoistej kinazy receptora, korelujagc z zahamowaniem
cytoplazmatycznej alkalizacji [18], jak réwniez znosi stan wysokiego powinowactwa
receptora do EGF i blokuje aktywno$¢ mitogenng czynnika wzrostowego [84]. Efekt ten
wystepuje szczegO6lnie silnie, jesli komérki sg traktowane estrami forbolu lub PDGF. Zjawisko
takie okre$lane jest jako transmodulacja. Stwierdzono, ze estry forbolu i PDGF wywotuja
fosforylacje innych reszt niz treonina 654 i gtdbwnym miejscem regulacyjnej fosforylacji
wywotywanej przez te czynniki jest treonina 669, ktéra nie jest substratem dla kinazv
biatkowej C [12, 84].

RECEPTORY INTERLEUKINY-6 (IL-6)

Jednym z wazniejszych narzadéw docelowych dziatania interleukiny-6 (syntetyzowanej
gtéwnie przez monocyty, makrofagi, komérki endotelialne i fibroblasty [76,85]) jest watroba.
W réznych komérkach IL-6 wywotuje rozne efekty (np. w komérkach B réznicowanie, w
komérkach T aktywacje i proliferacje, proliferacje iregulacje wzrostu w niektdrych typach
komdrek nowotworowych in vitro) [60, 76, 85]. W hodowlach pierwotnych hepatocytéw [1]
oraz invitro uszczurdw jest gtownym induktorem syntezy biatek ostrej fazy. IL-6 przekazuje
swoj sygnat do komdrek docelowych przez przytaczenie sie do swoistych receptoréw
powierzchniowych. Receptor IL-6 nalezy do "wielkiej rodziny" receptoréw heinatopoetyny.
Zaliczamy tu takze receptory IL-2 (B podjednostka, znana réwniez jako p75), IL-3, IL-4, IL-7,
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prolaktyny, erytropoetyny, GM-CSF oraz hormonu wzrostu [11]. Wszystkie te receptory sa
glikoproteinami btonowymi typu | z N-koncami znajdujacymi sie w przestrzeni
zewngtrzkomdrkowej, z pojedyncza hydrofobowg domeng btonowg. Gtéwny region
homologii miedzy nimi wystepuje w domenie zewnatrzkomérkowej wigzacej ligand i jest
zawarty wewnatrz fragmentu o ok. 210 resztach aminokwasowych. Charakterystycznymi,
wysoce konserwatywnymi cechami tego regionu sg cztery reszty cysteinowe w potowie tego
regionu liczac od N-konica i sekwencja Trp-Ser-X-Trp-Ser umieszczona zaraz za domeng
btonowa [11]. Receptor IL-6 zawiera ok. 340 aminokwaséw w czesci zewnatrzkomorkowej,
28 w domenie btonowej i 82 w domenie cytoplazmatycznej [30]. Jako wyjatek wsréd
pozostatych receptorow hematopoetynowych ma on N-kofncowa domene immunoglobulino-
podobng. Ponadto sekwencja Trp-Ser-X-Trp-Ser umiejscowiona jest od 52 do 56 reszty
aminokwasowej, a nie miedzy 18 a 22, jak w pozostatych receptorach [11].

Poniewaz IL-6 wywotuje rozmaite efekty biologiczne w réznych komérkach, mozna by
oczekiwac istnienia réznych receptoréw lub réznych drég przekazywania sygnatu. Przez
klonowanie cDNA stwierdzono, ze watrobowy receptor IL-6 jest identyczny z 80 kDa
biatkiem receptorowym, ktorego ekspresja ma miejsce w ludzkich komoérkach NK [85].
Stwierdzono ponadto, ze receptor IL-6 wystepuje w formie monomerycznej i
homodimerycznej w komérkach N1H/3T3 [30], natomiast w komorkach ludzkiej hepatomy
HepG2 istnieje by¢ moze w formie heterodimerycznej [30, 76, 85]. O mechanizmie
przekazywania sygnatu przez receptor IL-6 niewiele wiadomo. Stwierdzono tylko, ze CAMP,
cGMP, kinaza biatkowa C, fosforany inozytolu i zmiany wewngatrzkomérkowych stezen Ca-+
nie uczestniczag w przekazywaniu sygnatu IL-6 w komérkach ludzkiej i szczurzej hepatomy
[30]. Wiadomo natomiast, ze deksametazon powoduje regulacje poziomu mRNA receptora
IL-6, stymulujac jego ekspresje na powierzchni komorki [30, 76], co mogtoby miec znaczenie
w indukcji syntezy biatek ostrej fazy.

Powyzszy przeglad nie jest pelnym zestawieniem wiadomos$ci o receptorach
powierzchniowych komérki. Praca taka, wobec licznie ukazujgcych sie danych
doswiadczalnych dotyczacych powierzchniowych biatek receptorowych, ich struktury oraz
oddziatywania na metabolizm komorki, znacznie przekroczytaby objeto$¢ przewidywang dla
artykutu przegladowego. Autorzy tej pracy pragneli przede wszystkim podkresli¢ role i
strukture niektorych biatek wigzacych na powierzchni komorki, a w wyborze ligandéw
kierowali sie przede wszystkim istotnoscig oddziatywania kompleksu ligand-receptor na
metabolizm glikoprotein (zaréwno stymulacje syntezy, jak i udziat w usuwaniu z krazenia).
Nalezy rowniez podkresli¢, ze wszystkie wybrane ligandy sa biatkami, polipeptydami, a w
jednym przypadku pochodnymi aminokwasu.

W drugim artykule ( str. 179) autorzy starali sie podsumowaé¢ wiadomosci na temat
wigzania ligandu niebiatkowego, tj. wybranych pochodnych kwasu arachidonowego do
swoistych biatek receptorowych btony plazmatycznej. Chcielismy tez podkresli¢ w pewnych
przypadkach podobienstwo w dziataniu do ligandéw peptydowych oméwionych w niniejszym
opracowaniu.
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PROSTAGLANDYNY (PGs) JAKO PRZYKLAD
NIEPEPTYDOWEGO LIGANDU WIAZANEGO
PRZEZ SWOISTE RECEPTORY NA POWIERZCHNI
KOMORKI

PROSTAGLANDINS AS AN EXAMPLE
OF NONPEPTIDIC LIGAND
BOUNDED BY SPECIFIC RECEPTORS ON THE CELL SURFACE

Alina Maria KORDOWIAK, Piotr KAPUSTA

Zaktad Biochemii Zwierzat, Instytut Biologii Molekularnej Uniwersytetu Jagielloiskiego

Streszczenie. W artykule przedstawiono wystepowanie, niektére fizykochemiczne parametry oraz opinie réznych
autoréw na temat sposobu biologicznego oddziatywania wybranych pochodnych kwasu arachidonow ego.

Stowa kluczowe-, prostaglandyny. receptory, pochodne kwasu arachidonowego.

Summary. Appearance some physicochemical parameters as well as opinions of various authors about way of
biological influence of selected arachidonic acid derivatives were presented.

Keywords®, prostaglandins, receptors, derivatives of arachidonic acid
Stosowane skroty: PG - prostaglandyna. PGs - prostaglandyny, GTP - guanozynotrifosforan.

Biologiczna aktywnos¢ prostaglandyn (PGs) zalezy zaréwno od rodzaju pochodnej PGs,
jak irodzaju narzadu, tkanki czy uktadu, do ktérego nalezy wigzaca PGs komdrka. Dziatanie
PGs jest swoiste dla danego uktadu podlegajacego regulacji oraz zalezy od jego stanu
czynno$ciowego (norma lub patologia).

Juz pod koniec lat siedemdziesigtych byto dobrze wiadomo, ze r6zne komoérki majg na
swej powierzchni biatka wigzace PGs, tzw. receptory prostaglandyn. Do komérek tych nalezg
adipocyty (zaréwno watroby, jak i najadrzy) [6,7, 16, 26], komorki ciatka zétego [25],
komarki macicy [5,8,38], ptytki krwi [10,27], erytrocyty [9], komorki mozgu szczura i $wini
[17, 28], komdrki nerek [15, 35], komoérki podniebienia embrionéw mysich [12], $luzéwki
zotadka [37] ijelita cienkiego szczura [36], neutrofile i makrofagi [14] oraz komorki watroby
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i hepatocyty w hodowli [2-4, 11,19,22,23,31,32,34]. Mechanizm wprowadzenia do wnetrza
komaérki tej grupy ligandéw po zwigzaniu z receptorami na powierzchni komérki docelowe;j
jest podobny jak w przypadku polipeptydéw czy biatek. Stosunkowo najwiecej prac
doswiadczalnych dotyczy receptoréw PGs komorek watroby:“hepatocytéw (komorek
migzszowych) oraz komorek Kupffera (zwanych tez makrofagami watrobowymi).
Stwierdzono np. wspétdziatanie PGs oraz wielu hormonéw w roznych funkcjach komoérki
m.in. oddziatywaniu na ukfad cyklaza adenylowa/cykliczny AMP [4, 17, 22]. PG serii E, D i
prostacyklina (PGI2) sg aktywatorami cyklazy adenylowej, inne PGs mogg natomiast
hamowad ten uktad [4]. Hepatocyty szczurze w hodowli pierwotnej wykazuja wigzanie PGEi,
PGE2, PGD2i PGF2a, ktore sg nastepnie bardzo szybko zdegradowane. W przeciwienstwie
do tych pochodnych 6-ketoprostaglandyna Fic itromboksan A2bedace nieaktywnymi meta-
bolitami PGI2 i tromboksanu B2 (odpowiednio) sa wigzane znacznie mniej efektywnie i nie
ulegaja degradacji [20]. Na podstawie badan z uzyciem znakowanych trytern w réznych
cze$ciach czasteczki pochodnych PGE, Okumura iwsp. [20] stwierdzili, ze PGEi i PGE2sg
degradowane w dwu fragmentach. Czes$¢ fancucha po stronie grupy karboksylowej jest
wbudowywana do frakcji wewnatrzkomérkowej, podczas gdy cze$¢ czasteczki zawierajgca
pierscien piecioweglowy jest uwalniana z komérki do medium. Nalezy zaznaczy¢, ze zaréwno
PGEIi, jak i PGE2dajg te same metabolity, pochodne B-oksydacji. Maksimum wigzania PGE2
przez cate hepatocyty wynosi w 37°C 15-30 min. W medium hodowli hepatocytéw po 20
min inkubacji stezenie PGE2 spada 0 50% i pojawiajg sie jej metabolity [21].

Badania Okumury iwsp. [23] wskazujg rdwniez, ze PGs grupy E moga funkcjonowac jako
regulatory glikogenolizy w watrobie (ktora jest stymulowana przez adrenaline iglukagon), a
ich sposéb gwattownej degradacji moze by¢ modulatorem funkcji watroby, np. proliferacji
komaérek, regulacji metabolizmu glukozy, a takze autokrynnej regulacji wzrostu hepatocytéw
[30]. PGE2ijej dimetylowa pochodna (16,16 dimetyloprostaglandyna E2) hamuje dziatanie
glukagonu ia,p-adrenergiczng stymulacje glikogenolizy w hodowli pierwotnej hepatocytow
szczurzych, przy czym poziom hamowania jest maksymalny w 2 lub 3 dniu hodowli.
Prostaglandyny E2i F2a zwiekszaja poziom fruktozo-2,6-difosforanu fosforanu orazglukozo-
6-fosforanu, co wynika z oddziatywania na glikogenolize [11 ]. W hepatocytach PGE2hamuje
stymulowang przez glukagon akumulacje cAMP [3], co w konsekwencji prowadzi do
hamowania glikogenolizy i ketogenezy stymulowanych tym hormonem [2,4]. Jest to zgodne
z ogdlnie przyjetym pogladem, ze obok powszechnie znanych czynnikéw wpiywajgcych na
regulacje poziomu glikogenolizy, takich jak: glukagon, adrenalina, angiotensyna,
wazopresyna czy oksytocyna, do efektorow glikogenolizy w watrobie nalezg przynajmniej
niektore pochodne prostaglandyn.

PGE2iPGE2a, podobnie jak EGF [29] stymulujg proliferacje hepatocytdéw, co wg autoréw
wptywa na ekspresje komdrkowego onkogenu c-myc. Skouteris i wsp. [30] podkreslaja, ze
podczas regeneracji watroby po czesciowej hepatektomii wzrasta stezenie PGs, E2 i F2a w
surowicy. Obie te pochodne, jak rowniez kwas arachidonowy ufatwiajg synteze DNA w
dojrzatych hepatocytach szczurzych.

Juz w 1974 r. Smigiel i Fleischer [31,32] izolowali z bton plazmatycznych hepatocytéw
szczurzych biatko wigzace PGE2i PGEi i okreslili jego mase na 105 kDa. W cytozolu tych
komorek jest biatko wigzace tylko PGEi. Dalsze badania [31] potwierdzity te odkrycia - btony
plazmatyczne hepatocytdw wigzag PGEi i PGE2w ilosci ok. 1pM/mg biatka. Sposéb wigzania
jest swoisty i charakteryzuje sie wysokim stopniem powinowactwa (stata dysocjacji 1,2 nM).
Podczas izolacji kompleksy receptor- prostaglandyna tworzg potgczenia z Tritonem X-100 z
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procentowym udziatem 60% biatka i 40% detergentu. Promien Stokesa dla tych kompleksow
wynosi 53 A. W sztucznych kompleksach z detergentem wbudowanych w jednowarstwowe
powierzchnie ok. 40% powierzchni biatka moze by¢ pokryte detergentem.

Sprawe wigzania pewnych pozakomoérkowych pochodnych prostaglandyn komplikuje fakt
udokumentowany przez grupe Mority [19], tzn. ze komdrki watrobowe same syntezujg PGE?
i PGF2a- Komorki Kupffera sg gtdbwnym Zzrodtem pochodnych eikonzanoidéw w watrobie
[34]. Podczas perfuzji produkowane se zardwno endo-, jak i egzogenne PGD? i PGEj, uwaza
sie, ze 95% endogennych PGD2jest degradowane w czasie pierwszego pasazu, a ponad 99%
wszystkich znakowanych PGs jest degradowane w czasie pierwszych 40 min perfuzji.
Produkty degradacji PGs uzyskane droga perfuzji oraz stwierdzone w hodowli pierwotnej
hepatocytéw sg identyczne. Potwierdza to fizjologiczng role hepatocytéw w wychwytywaniu
z krazenia pochodnych eikozanoidéw oraz swoistg, wazng ich funkcje w watrobie.
Potwierdzajg to réwniez badania innych [2]. Poza wspomnianymijuz wiasno$ciami PGs moga
wg Piccoletti i wsp. [24] dziata¢ jako wewnatrzkomérkowe mediatory wczesnych zmian na
poziomie jadra np. w odpowiedzi typu ostrej fazy na proces zapalny.

Nalezy zaznaczy¢, ze hepatocyty i inne komdrki watroby nie sg jedynymi komérkami
majacymi receptory PGs i produkujgcymi te substancje. Bernheim [1] stwierdzit, Ze
interleukina-1 indukuje tworzenie PGE2 przez monocyty, fibroblasty, komérki miesni i
madzgu.

W erytrocytach ludzkich miejsca wigzace PGEi lezg na ich powierzchni, a reszty kwasu
sjalowego sg konieczne do wigzania ligandu. Jak stwierdzili Dutta-Roy iwsp. [9, 10] w tych
komorkach receptor prostaglandyn jest glikoproteing. Potwierdzaja to ostatnie badania Morii
i Watanabe [17] dla receptora PGD2i PGE2w mdzgu $wini.

W izolowanych adipocytach najadrzy [6] albumina zwieksza wigzanie PGE2 do btony
plazmatycznej, przy czym by¢é moze stuzy ona jako przenosnik czastek prostaglandyn.
Cohen-Luria iwsp. [6] sugeruja, ze cytozolowe biatko wigzace kwasy ttuszczowe (tzw. FABP
lub biatko Z) znane w roznych typach komorek, gdzie stanowi ok. 5% wszyskich biatek
cytozolowych, wigze swoiscie PGEi, a nie PGE2. Ma jednak zdolnos$¢ zwiekszania wigzania
obu pochodnych do izolowanych bton, podobnie jak albumina. Ci sami badacze wykazali
wptyw réznych anionéw i kationébw na wigzanie PGE2 do btony plazmatycznej i ich
wspotdziatanie z biatkami wigzagcymi GTP ijego pochodne [7], Richelsen i Beck-Nielsen [26]
stwierdzili antylipolityczny wplyw PGE2 w adipocytach. Zmniejszenie ilosci receptoréw
powoduje rowniez redukcje o 45% antylipolitycznego dziatania PGE2. W badanym uktadzie
autorzy nie stwierdzajg rowniez stymulacji cyklazy adenylowej przez PGE2. W innym
uktadzie, tj. w komdrkach kanalikdw zbierajgcych nerki krélika, ta sama pochodna moze albo
stymulowa¢, albo hamowac¢ tworzenie cAMP w zalezno$ci od stezenia PGE2. Badany zakres
stezen wynosit 0,1 do 10 M. Sonnenburg iwsp. [33] sugerujg w tych komarkach istnienie
dwu roznych receptorow PGE2: jeden o duzym powinowactwie, wrazliwy na toksyne
krztuscowga, ktory wigze PGE: i niektore jej pochodne, wystepujacy tylko w $wiezo
izolowanych preparatach oraz drugi receptor niewrazliwy na wspomniang toksyne, ktory
swoiscie wiaze PGE2, ajej pochodne nie, o niskim powinowactwie, ale wystepujacy zaréwno
w $wiezo izolowanych komorkach, jak i ich hodowlach.

Prostaglandyny i inne pochodne eikozanoidow byty badane intensywnie przez
gastroenterologéw ze wzgledu na wystepowanie i sposob ich dziatania. Czasem nawet
uwazane sg za lokalne hormony syntetyzowane w duzych ilosciach w zotgdku ijelitach [37].
Wu-Wang iwsp. w badaniu $luzéwki zotadka stwierdzili maksymalny efekt wigzania PGE2
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w pH 3,0; miejsca wiazace cechowaly sie niskim stopniem powinowactwa, ale byty swoiste
dla prostaglandyn serii E i PGF2a i jej 6-ketopochodnej [37]. W zotadku i w jelitach PGs
wptywajg na wydzielanie kwasu, przeptyw krwi w $luzéwce, produkcje $luzu itransportjonéw
oraz cytoprotekcje. Jakkolwiek mechanizm dziatania PGs na poziomie komérkowym nie jest
jeszcze w petni wyjasniony, wszyscy badacze stwierdzajgjednomysinie, ze pierwszym etapem
musi by¢ zwigzanie PGs do ich receptora na powierzchni btony plazmatyczne;j.

W komorkach nerki fizjologiczne efekty PGs rdwniez zalezg od ich interakcji ze swoistymi
miejscami wigzacymi na powierzchni btony komérkowej [15]. Rozmieszczenie receptorow
nie jest rownomierne np. dla PGE2, PGEi i PGF2a najgesciej potozone sg w rdzeniu
zewnetrznym, a mniej gesto w rdzeniu wewnetrznym i korze. Najlepiej wigzg PGs izolowane
czastki receptora o masie 40 kDa. Autorzy sadza, ze zmiana liczby i/lub wtasnosci receptoréw
moze by¢ waznym mechanizmem regulacji funkcji nerki przez PGs zar6wno w normie, jak i
patologii.

W uktadzie krazenia Morinelli i Halushka [18] stwierdzili doniosto$¢ badan nad
antagonistami wspdélnego receptora tromboksanu A2 (TXA2) i PGH2. Badania te pozwalajg
wyjasni¢ patofizjologiczng role TXA2 w réznych chorobach uktadu krazenia, poza tym
pozwalajg na identyfikacje receptorow w ptytkach krwi i naczyniach, ustalenie charakterystyki
receptoréw i proby ich izolacji. W mdzgu PGD2i PGE2przypisuje sie gtdwna role w regulacji
cyklu snu i czuwania oraz temperatury ciata [17]. W podwzgdrzu receptory obu tych PGs
znajdujg sie w roznych czesciach komérki. Morii i Watanabe sadza, ze tam receptory PGE2
sg sprzezone z ukladem cyklazy adenylowej poprzez biatka wigzace GTP, podczas gdu
receptory PGD2 oddziatuja raczej na poziom fosforanu inozytolu. Oba receptory sa
glikoproteinami, czesci cukrowe zwiazane sa wigzaniami O- i N-glikozydowymi. Autorzy ci
[17] sugeruja, ze czes¢ cukrowa jest niezbedna do odpowiedniego pofatdowania taricucha
polipeptydowego i umozliwia przyjecie wiasciwej konformacji. Uzycie swoistych
endoglikozydaz do usuniecia czesci cukrowej bez denaturacji biatkowej czesci receptoréw
PGs w btonach redukowato w znaczacy sposéb ich zdolno$¢ wigzania swoistych liganddw.

Nalezy wyraznie podkre$li¢, ze na razie nie mozna poda¢ ogdlnego schematu dziatania
wybranej pochodnej z grupy eikozanoid6w. Jej dziatanie zalezy przede wszystkim od tego, z
jakiej grupy tych bardzo aktywnych biologicznie zwigzkéw pochodzi oraz na jakg komdrke
oddziatuje. W zalezno$ci od rodzaju komorki i jej biologicznej funkcji pochodna PGs w
réznych stezeniach dziata albo styinulujaco, albo te funkcje hamuje. Nalezy sadzié, ze dalsze
badania, ktore doprowadza do lepszego poznania mechanizméw tych oddzialywan via
komoérkowe receptory, pozwolg w przyszto$ci opracowaé jaki$ bardziej spéjny obraz
biologicznej roli prostaglandyn.
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