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W tym zeszycie ¢ Postepow Biologii Komorki

Artykut pt. “Biatka wigzgce GTP jako uniwersalny przekaznik sygnatow” to
drugi w ostatnich zeszytach artykut publikowany w zwiazku z nagroda Nobla
1994 dla Alfreda Gilmana i Martina Rodbella (str. 103 oraz PBK1994; 21:479).

Wplyw anomalii kariotypu somatycznego na przebieg mejozy u mezczyzn i
nastepstwa tego zjawiska obserwowane w procesie rozrodu oméwiono na
stronie 113.

M. Ratajczak i wspétpracownicy w kolejnym artykule (por. PBK 1993; 20:279)
wyjasniajg proces regulacji hematopoezy. Artykut na stronie 131 autorzy
poswiecili udziatowi ligandu receptora STK-1 w tym procesie.

Wanad jest pierwiastkiem Sladowym powszechnie wystepujacym w Srodowi-
sku oraz tkankach roslin i zwierzat. W stezeniach mikromolarnych moze
wykazywaé dziatanie mitogenne, regulowaé aktywnos¢ czynnikbw wzrostu
oraz wielu enzymoéw (str. 149).

Dotad w PBK nieliczne artykuly dotyczyly komérek uktadu nerwowego. Na
stronie 169 Czytelnik znajdzie opisy ekspresji biatek cytoszkieletowych w
astrocytach podczas powstawania blizny pourazowej, a na stronie 181 charak-
terystyke komarek mikrogleju uwazanych za makrofagi osrodkowego uktadu
nerwowego.
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BIALKA WIAZACE GTP
JAKO UNIWERSALNY PRZEKAZNIK SYGNALOW

GTP BINDING PROTEINS
AS AN UNIVERSAL SIGNAL TRANSDUCER

Grazyna ADLER

Zaktad Biochemii Klinicznej, Centrum Medyczne Ksztatcenia Podyplomowego,
Warszawa

Streszczenie: Do nadrodziny biatek wigzacych GTP nalezg btonowe, heterotrimeryczne biatka G i
monomeryczne biatka niskoczasteczkowe. Biatka G uczestnicza w przenoszeniu sygnatu do wnetrza
komdrki. Opracowanie mechanizmu tego procesu stato si¢ podstawg do nagrody Nobla z zakresu
medycyny w 1994 roku. W procesie przenoszenia sygnatu obok biatek G biorg udziat receptory btonowe
i efektory, takie jak cyklaza adenylanowa, fosfolipaza C i kanaty jonowe. Niskoczgsteczkowe biatka
wigzace GTP regulujg szereg zmian wewnatrzkomorkowych, czesto zwigzanych réwniez z przenosze-
niem sygnatu.

Stowa kluczowe: biatka G, hormony, receptory, cyklaza adenylanowa, fosfolipaza C, kanaty jonowe,
GTP-aza

Summary. The superfamily of GTP-binding proteins consists of heterotrimeric proteins G and monomeric
“small” proteins. G proteins act as transducer of the messages into the cells. The description of these
processes was the basis of 1994 Nobel prize in medicine. Others proteins involved in signal transductions
are membrane receptors and effectors as adenylate cyclase, phospholipase C and ionic channels. The
“small” GTP binding proteins regulate many intracellular processes which are often also connected with
signal transduction.

Key words: Protein G, hormones, receptors, adenylate cyclase, phospholipase C, ionic canals, GTP-ase

Pierwsze wyniki prac Alfreda Gilmana i Martina Rodbella nad charakterystyka
wigzacego GTP biatka G pochodzg z poczatku lat siedemdziesigtych. W tym czasie
Rodbell badat mechanizm stymulacji glukagonem komorek watroby [18], natomiast
Gilman pracowat nad uktadem modelowym limfocytéw mysich stymulowanych
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przez katecholaminy [: ]. Wiadomo juz byto, ze wiele hormonéw nie wchodzi do
komorki docelowej, a po zwigzaniu przez wystepujacy w jej blonie specyficzny
receptor przekazuje niesiony przez siebie sygnat przez uktad cyklazy adenytanowej.
W warunkach in vitro stymulacje cyklazy adenylanowej bada sie w obecnosci egzo-
gennego ATP, ktéry jest substratem tego enzymu. Zaobserwowano, ze stymulacja
hormonalna nie zachodzi, jezeli podczas reakcji uzyje sie specjalnie oczyszczony
preparat ATP. Wskazywato to na udziat w reakcji przekazywania sygnatu jakiego$
zwiagzku zanieczyszczajacego handlowe preparaty ATP. W innych badaniach zaob-
serwowano, ze egzogenny GTP jest stymulatorem cyklazy adenylanowej, ajeszcze
silniejszym stymulatorem jestpochodna GTP niewrazliwanahydrolize enzymatyczng
jak np. GppNHp (guanozynoimidotrifosforan). Te i podobne obserwacje doprowa-
dzity do wykrycia biatka G jako uniwersalnego tgcznika przekazujgcego sygnaty z
receptorow btonowych na efektory i do wnetrza komérki oraz do uzyskania przez
Gilmana i Rodbella w 1994 roku nagrody Nobla z zakresu fizjologii i medycyny.
Nazwa biatka G pochodzi od jego zdolno$ci wigzania i hydrolizy nukleotydéw
guanylowych, przy czym czas hydrolizy GTP do GDP reguluje szybkos$¢ transmisji
sygnatu [1]. Szybkos$¢ przekazywania sygnatu tg drogg jest rzedu sekund i jest
szybkoscig posrednia, nizszg od szybkosci przekazywania kanatamijonowymi zalez-
nymi od ligandu np. acetylocholiny, a wyzszg od przekazywania za pomocg kinaz
tyrozynowych, np. przez insuline [ . ].

Powyzszy, opracowany w latach siedemdziesiatych i aktualny do dzi$ schemat
mechanizmu przenoszenia sygnatu do komorki dotyczyt tylko jednego systemu
przekaZznikow dajgcych w rezultacie stymulacje cyklazy adenylanowej [13], Obecnie
wiemy juz, ze istnieje cata rodzina homologicznych biatek G o strukturze heterotri-
meru i ze przekazuja one sygnaty na rézne efektory. Biatka te nalezg do nadrodziny
GTP-az, do ktérej ponadto nalezg btonowe i rozpuszczalne biatka o stukturze mono-
meru.

Bardzo pomocnym w badaniu biatek G okazata sie wrazliwo$¢ wielu z nich na
toksyny bakteryjne. Ot6z aktywatorem niektorych biatek Gjest toksyna cholery (Gs),
natomiast inhibitorem innych toksyna krztus¢ca (Gi). Toksyny powoduja ADP-
rybozylacje biatka G i odpowiednio stymulacje lub inhibicje aktywnos$ci GTP-azowej.
Tak wiec procesy, ktore sg modulowane przez jedng z tych toksyn zachodza z
udziatem okreslonych biatek G [7,19]. Inng technikg pomocna w wielu badaniach jest
stosowanie specyficznych przeciwciat. Konicowym potwierdzeniem udziatu biatka G
w okreslonym procesie jest rekonstmkcja aktywnego uktadu przekazujgcego sygnat.
Rekonstrukcja moze by¢ prowadzona przez fuzje odpowiednio dobranych zmutowa-
nych komoérek selektywnie pozbawionych pojedynhczych sktadnikéw uktadu lub przez
odtworzenie w sztucznych btonach aktywnego uktadu zjego poszczegélnych, uprze-
dnio wyizolowanych elementéw [13]. W ostatnich latach do rekonstrukcji uzywa sie
poszczegolne biatka lub ich fragmenty uzyskane z komorek owadzich, komdrek
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Escherichia colilub innych, ktére uprzednio transfekowano wirusem z wbudowanym
genem kodujgcym to biatko [: ].

W tabeli 1 podano przyktady czynnikéw, ktore przekazujg komoérce sygnaty z
udziatem biatek G [14]. Sag to wiec przede wszystkim hormony, neurohormony,
prostaglandyny [4]], ale réwniez substancje zapachowe i $wiatlo. W tabeli podano
tez przyktadowo komérki docelowe, odbierajgce sygnat. W rzeczywistosci biatka G
biorg udziat w przenoszeniu sygnatu nie tylko do tych, ale do wszystkich komorek w
organizmie, jako ze wszystkie komorki majg mechanizmy pozwalajgce na odebranie
i przeksztatcenie informacji z otaczajgcego je srodowiska. Istnieje szereg okreslonych
efektorow, z ktérymi wspdtdziatajg biatka G. Sg nimi enzymy: cyklaza adenylanowa,
fosfolipazy, kinazy receptoréw i fosfodiesteraza cyklicznego GMP; sg nimi takze
kanaty jonowe. Wewngtrzkomdrkowe zjawiska zachodzgce pod wpltywem sygnatu
zalezag jednak nie tylko od efektora odbierajacego sygnat, ale tez i uktadu enzyméw
wystepujacych w komorce i odbierajacych ten sygnat. Dlatego tez np. stymulacja
cyklazy adenylanowej prowadzi do innych zmian w komorce tarczycy przygotowane;j
do syntezy hormondéw, ainnych w komdrkach watroby przygotowanej do katabolizo-
wania zwigzkow. W przenoszeniu sygnatu przez btone komorkowa biorg udziat rézne
biatka G. Wszystkie zbudowane sg z trzech podjednostek: a, , y . Kazda z podjed-
nostek syntetyzowanajestprzez odrebny gen. Zidentyfikowano 17 gendw kodujacych
podjednostke a, 4 geny dlapodjednostki 8 is genéw dlapodjednostkiy [20]. Poniewaz
aktywny trimer moze powsta¢ w wyniku pofaczenia produktéw réznych gendw, z
wyliczeh wynika, ze mozliwe jest wytworzenie prawie 1000 réznych biatek G.
Wiadomo jednak, ze tylko niektére kombinacje podjednostek wystepuja preferencyj-
nie. W hodowlach réznych linii komorkowych stwierdzono réwnoczesne wystepo-
wanie w jednej komdérce mRNA w ilosci pozwalajgcej na wytworzenie prawie 100
réoznych heterotrimerdéw [20]. Wydaje sie takze, ze w trakcie przekazywania sygnatu
moze nastapi¢ wymiana podjednostek. Tak wiec ilo$¢ czynnych biatek G jest bardzo
duza. Niektdre z biatek G wystepujg we wszystkich komaorkach, inne natomiast sg
charakterystyczne dlajednego rodzaju komadrek np. komorek nerwowych, czy uktadu
krwiotwdrczego [7,20].

Pomimo istnienia pewnych réznic wszystkie podjednostki a, jak rowniez B iy
cechuje duze podobieAstwo budowy. Ze wzgledu na podobieAstwo w podjednostce
a biatka podzielono na 4 gtowne grupy: Gs, Gi, Gq i G12, a w kazdej z tych gmp
wystepuje szereg podgrup (rys. 1) [7,20]. Podziat ten, oparty o budowe czesciowo
pokrywa sie z podziatem funkcyjnym biatek. Biatka z grupy Gs wspoétdziatajg z
cyklazg adenytanowg i kanatami jonowymi, z grupy Gi z cyklazg, fosfodiesterazg i
kanatami jonowymi, z grupy Gq z fosfolipazg C. Efektor dla biatek z grupy G.. nie
jest znany. Aktywno$¢ GTP-azowa biatek G jest zwigzana z podjednostka a 0 masie
czasteczkowej 39-46 kDa i jest zlokalizowana w wewnetrznej czesci fafncucha biat-
kowego [7]. W reakcji z receptorem aktywny jest C koniec podjednostki a, a w
wigzaniu z kompleksem By - N koniec [20]. Niektore z podjednostek a majag w N
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TABELA 1 Wybrane zjawiska fizjologiczne zachodzgce z udziatem biatek G (zmodyfikowane na podsta-
wie [14])

Bodziec Komorki docelowe Biatko Efektor Wywotane zjawisko
G

Adrenalina, komorki watroby Gs cyklaza rozktad glikogenu
glukagon adenylanowa
Adrenalina, komorki thuszczowe Gs cyklaza rozkiad thuszczu
glukagon adenylanowa
Hormon pecherzyki jajnikowe Gs cyklaza zwiekszenie syntezy
luteinizujacy adenylanowa estrogendw i progesteronu
Hormon tarczyca Gs cyklaza sekrecja T3 T4
tyreotropowy adenylanowa
Prostagandyna phytki krwi Gs cyklaza przeciwdziatanie agregacji
PG12 adenylanowa ptytek krwi
Acetylocholina komorki miesnia Gi kanat potasowy  zwolnienie rytmu serca i

sercowego zmniejszenie sity skurczéw
Enkefaliny, endor- neurony moézgu Gi kanaty wapniowe zmiana aktywnosci
finy, opioidy i potasowe, elektrycznej neuronéw

cyklaza adenylanowa

Angiotensyna komorki miesni gtadkich  Gq fosfolipaza C skurcz miesni; wzrost

w naczyniach krwiono$nych cisnienia krwi
Substancje komorki nerwowo-nabton- Gs cyklaza wykrywanie zapachow
zapachowe kowe w nosie adenylanowa
Swiatto preciki i czopki Gi fosfodiesteraza odbieranie sygnatow

w siatkowce cyklicznego GMP wzrokowych

koncu dotgczony kwas ttuszczowy, co wzmacnia jej wigzanie z kompleksem Ry, a
takze strukturami btonowymi. Podjednostka B o masie 37 kDa jest bardzo silnie
zwigzana z podjednostka y, a w wigzaniu bierze udziat N koniec. Najbardziej chara-
kterystycznym w budowie podjednostki B jest wielokrotne powtdrzenie sekwencji ok.
40 aminokwasOw zawierajacych w czesci centralnej motyw Trp-Asp [9]. Podjedno-
stka y ma mase ok. s kDa [9]. Jest ona modyfikowana po translacji, a modyfikacja
polega na dotgczeniu 3 lub 4 reszt izoprenylu i karboksymetylacji cysteiny wystepu-
jacej na C koncu czasteczki. Nadaje to podjednostce y silnie hydrofobowy charakter
i pozwala na zamocowanie jej i catego trimeru w btonie komaérkowej [0 ].

W stanie niepobudzonym wszystkie trzy podjednostki biatka G sg $cisle powigzane
i dodatkowo podjednostka a wigze silnie GDP (rys. 2). Receptor zaktywowany przez
bodziec wptywa na biatko G w ten sposéb, ze obniza powinowactwo podjednostki a
do GDP. GDP jest uwalniane, a na jego miejsce wchodzi GTP. Pocigga to za sobg
zmiane konformacyjng biatka G, dysocjacje na podjednostke a i kompleks By, a w
nastepstwie stymulacje efektora. Przekazywanie sygnatu koriczy hydroliza GTP zwig-
zanego z podjednostkg a, co prowadzi do reasocjacji podjednostek. Utworzone
trimeryczne biatko G jest gotowe na przyjecie nastepnego sygnatu. Uwolniona pod-
czas stymulacji podjednostka a odgrywa decydujacg role w reakcji z efektorem.
Jednakze nowsze prace, gtéwnie z pracowni Gilmana przynoszg dowody na udziat w
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tych reakcjach rowniez kompleksu Ry, a
w niektorych przypadkach udziat obu
komponentéw zaréwno jednostki a,
jak i kompleksu By [9,21].

Receptory, ktdre przekazujg sygnat
poprzez biatko G, cechuje duze podo-
bienstwo strukturalne. W ich budowie
mozna wyrdzni¢ trzy fragmenty. Polar-
ny fragment N kofAcowy, zawierajacy
reszty cukrowe jest zlokalizowany po
zewnetrznej stronie btony komaorkowej.
Nastepny fragment o obnizonej polamo-
§ci zawiera wiele reszt proliny oraz gli-
cyny. Przechodzi on siedmiokrotnie
przez warstwe lipiddw btonowych two-
rzac petle zarowno po zewnetrznej, jak

Rys. 1 Podobieristwo w budowie podjednostek 0i ,  wewn?trznej stronie btony. Po stro-
podziat biatek G na grupy (zmodyfikowane, na pod . J . J.
stawie [ o ]) nie cytoplazmatycznej zlokalizowany

jest fragment C koricowy. Sekwencje

biorace udziat w reakcji z biatkiem G

znajduja sie w konicu C inatrzeciej petli
cytoplazmatycznej. Ta petlaw réznych receptorach mardzng budowe, ktéra prawdo-
podobnie warunkuje reakcje receptora z odpowiednim biatkiem G. Na konicu C
wystepujgreszty seryny itreoniny, ktdre fatwo ulegaja fosforylacji. Wyr6znia sie dwie
gmpy receptoréw: do grupy A nalezg receptory wiazace czynniki drobnoczgsteczko-
we, np. katecholaminy [22], do gmpy B nalezg np. receptory hormonow glikoprotei-
nowych [15]. Receptory gmpy A majg stosunkowo krétka pozabtonowg czes¢ N
koncowa, a dla zwiazania hormonu istotna jest konfiguracja fragmentéw transmem-
branowych, tworzacych rodzaj kieszeni. Receptory gmpy B majg diuzsza czesé
pozakomorkowg i prawdopodobnie wytgcznie ta cze$¢ bierze udziat w wigzaniu
hormonu.

Aktywowany receptor moze stymulowaé wiele czasteczek biatka G, w wyniku
czego sygnat ulega wzmocnieniu. Jednak istnieje mechanizm wylgczajacy przekazy-
wanie sygnatu. Zmiany konformacyjne w receptorze wywotane przez dotaczenie
czynnika stymulujgcego sg zauwazane nie tylko przez biatko G. Opisano kinazy
cytoplazmatyczne, ktére przenosza fosforan na czasteczke receptoréw. Ich cecha
charakterystyczngjest zdolnos¢ fosforylacji jedynie receptora w formie aktywnej. Te
z kinaz, kt6re wspotdziatajg z biatkiem G, nazwano “kinazami receptorow powigza-
nymi z biatkiem G” (GRK). Fosforylacja wymaga transportu kinazy z cytoplazmy do
btony komorkowej, enzym musi wiec naby¢ cechy hydrofobowe. Kinaza fosforylu-
jacareceptory B adrenergiczne nabywate cechy przez potgczenie sie z zakotwiczonym
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Rys 2. Przekazywanie sygnatu z udziatem biatka G: receptor zaktywowany przez hormon (H) przekazuje
aktywacje na biatko G, w wyniku czego nastepuje odtgczenie GDP z podjednostki a i dotgczanie GTP;
nastepnie biatko G rozpada na podjednostke a i kompleks Ry, aktywujgce efektory (Ei i E2); hydroliza
GTP konczy przekazywanie sygnatu i uktad wraca do stanu podstawowego (zmodyfikowane, wg [7])

w btonie, uwolnionym podczas aktywacji kompleksem Ry biatka G. Po dofaczeniu
fosforanu receptor B adrenergiczny taczy biatko o angielskiej nazwie B arrestin, co
uniemozliwia dalsze przekazywanie sygnatu [12]. Proces fosforylacji receptoréw
powoduje specyficzne cofniecie wrazliwosci na hormon, czyli angielskie desensitisa-
tion, a wiec jest rodzajem mechanizmu obronnego, dzieki ktéremu komorka nie jest
stymulowana przy nadmiernym bodzcu [22]. Cofniecie wrazliwosci w wyniku aktyw-
nosci kinazy zaleznej od c-AMP i biatek G zachodzi przy niskich stezeniach katecho-
lamin, a kinazy niezaleznej od c-AMP przy stezeniach 100-krotnie wyzszych. Tak
wiec jako pierwszy jest inaktywowany uktad, ktory przekazat sygnat, czyli spetnit
swoje zadanie.

Kinazy receptorow powigzane z biatkiem G sg jednym z efektoréw, na ktére
przenoszony jest sygnat za posrednictwem kompleksu Ry. Jak sg stymulowane inne
efektory? Pierwszym z opisanych efektoréw byta wspomniana juz cyklaza adenyla-
nowa. Wystepuje ona powszechnie w btonach komérek i dotychczas opisano 5
réznych izoform tego enzymu. Wszystkie te izoformy mogga by¢ stymulowane przez
podjednostke a biatka Gs [7]. Skutkiem dziatania wielu hormonéw jest hamowanie
cyklazy adenylanowej. Wrazliwos$¢ tej reakcji na toksyne krztuséca wskazuje na
udziat biatek Gi. Jednakze in vitro izolowana z Gi podjednostka a nie wptywa na
aktywno$c¢ cyklazy. Wysunieto wiec koncepcje, ze aktywny jest kompleks By. Reakcja
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ta moze byé posrednia i polega¢ na blokowaniu przez ten kompleks podjednostki a z
biatka Gs, albo tezjest bezposrednia. Bezposrednie hamowanie wykazano dotychczas
dla zaleznej od kalmoduliny cyklazy w komérkach mézgu [9].

Nastepnym efektorem odbierajacym sygnat z udziatem biatek G sg kanaty jonowe
[17]. Istniejg tu dwa gtéwne mechanizmy regulujace przeptyw przez kanaty jonowe.
Pierwszy to bezposrednia interakcja kanatu jonowego z biatkiem G, a drugi to
fosforylacja kanatéw przez odpowiednie kinazy zalezne od biatka G. Bezposrednie
powigzanie biatek G i kanatow jonowych wykazano dla tkanek pochodzenia endo-
krynnego, nerwowego, miesni szkieletowych i serca. W komarkach serca np. wyka-
zano, ze w przekazywaniu bodzca na kanat wapniowy i sodowy bierze udziat
podjednostka a, ta sama, ktéra in vitro stymuluje cyklaze, czyli pochodzaca z biatka
Gs. Jej wpltyw na kanat wapniowy jest stymulujacy, natomiast na kanat sodowy
hamujacy [7]. Wiele kontrowersji wywotywatl mechanizm stymulacji kanatéw pota-
sowych w sercu. Wystepujg tam dwa kanaty potasowe aktywowane przez biatka Gi:
kanat zalezny od muskarynowych receptoréw acetylocholiny i kanat zalezny od ATP.
Efekt aktywacji obu tych kanatéw jest rozny: zwolnienie bicia serca i przewodnictwa
przedsionkowo komorowego zalezne jest od acetylocholiny, natomiast skrocenie
potencjatu czynnosciowego serca w zawale zalezne jest od ATP. Rézny jest tez
mechanizm aktywacji tych kanatow: kanat zalezny od acetylocholiny jest stymulowa-
ny przez kompleks By, a w aktywacji kanatu zaleznego od ATP bierze udziat
podjednostka a [.:].

Wiele hormondéw neurotransmiteréw, eikozanoidéw i czynnikéw wzrostu wywo-
tuje swoj efekt poprzez aktywacje izoenzymow fosfolipazy C. Enzym ten powoduje
hydrolize btonowego fosfolipidu, fosfatydyloinozytolu na diacyloglicerol, ktéry po-
zostaje w btonie i aktywuje kinaze C i inozytolo-1,4,5-trifosforan (trifosfoinozytol).
Trifosfoinozytol jest wigzany przez specyficzne receptory w siateczce srodbtonkowej
magazynujagcej Ca++. Cztery monomery biatka receptorowego tworzg kanatjonowy,
ktéry otwiera sie po dotgczeniu trifosfoinozytolu, co powoduje wzrost poziomu Ca++
w cytoplazmie. Istniejg dwa podstawowe mechanizmy, za pomocg ktérych hormony
i inne czynniki stymulujg hydrolize fosfatydyloinozytolu, przy czym tylko jeden
zalezny jest od biatek G zaktywowanych przez typowe, uprzednio opisane receptory.
Wykazano ze biatka G stymulujace hydrolize fosfatydyloinozytolu naleza do grupy
Gq, a sygnatjest w tym przypadku przekazywany za posrednictwem podjednostki a.
Przyktadowo w komaérkach tarczycy ten sam zaktywowany receptor przenosi sygnat
na biatko Gs i stymuluje cyklaze adenylanowg oraz na biatko Gq i w tym przypadku
dochodzi do stymulacji fosfolipazy C [2]. Jednakze nie jest tak we wszystkich
komorkach, gdyz np. w hodowli hepatocytdw i erytrocytow nie udato sie odtworzyé
aktywnego uktadu z uzyciem podjednostki a biatka Gg. Aktywacje uzyskano nato-
miast w obecnosci stosunkowo duzych stezen kompleksu By. Nie wiadomo, zjakiego
biatka G pochodzi ten kompleks. Postuluje sie tu mozliwosc¢ reakcji z udziatem biatek
Gi, gdyz w niektdrych warunkach reakcja hamowana jest przez toksyne krztuscca, a
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ponadto biatko Gi wystepuje w komoérkach w wiekszych stezeniach niz biatko Gq
[3,6].

Druga droga stymulacji fosfolipazy C jestjuz niezalezna od biatka G i zachodzi z
udziatem kinazy tyrozynowej. Tg drogg przenoszony jest sygnat np. przez czynniki
wzrostu.

Jednym z transmiterow wewnatrzkomérkowych odbierajacych i przekazujacych
dalej sygnat z kinazy tyrozynowej jest biatko ras o aktywnosci GTP-azy. Biatko to
nalezy do drugiej rodziny biatek wigzacych i hydrolizujagcych nukteotydy guanylowe
do monomerycznych biatek niskoczgsteczkowych okreslanych jako “mate”. Ze
wzgledu na znaczne podobienstwo budowy tych biatek do budowy zwigzku kodowa-
nego przez protoonkogen p21lras, biatka te nazywa sie czasem “rodzing biatek G
pokrewnych z ras”. Stwierdzono, ze w wielu komdrkach nowotworowych biatka te
ulegajg czestym mutacjom. Z tego tez wzgledu muszg one odgrywac jaka$ role w
procesie nowotworzenia. Niskoczgsteczkowe biatka wigzace GTP wykryto prawie we
wszystkich rodzajach tkanek. Wiele komorek mapo kilkanascie réznych takich biatek,
a zlokalizowano je zaréwno we frakcji bton, jak i w cytoplazmie [5]. Kazdy przedziat
wewnatrzkomoérkowy ma swoj okreslony komplet niskoczasteczkowych biatek ras.
W tabeli 2 podano przyktady lokalizacji tych biatek [16]. W niskoczasteczkowych
biatkach monomerycznych sekwencje wigzace GTP sg bardzo zblizone do wystepu-
jacych w biatkach trimerycznych. Réwniez charakterystyczne jest wystepowanie,
podobnie jak w biatkach trimerycznych, apolamego tancucha izoprenylowego zako-
twiczajgcego te biatka w btonie [10]. Najprawdopodobniej ewolucyjnie biatka mono-
meryczne i heterotrimeryczne pochodzg z tych samych prekursoréw. Opisano ponad
40 niskoczasteczkowych biatek G. W oparciu o podobienistwo budowy mozna podzie-
li¢ je na 4 grupy. Podobnie jak w przypadku biatek heterotrimerycznych, podziat ten

W znacznej mierze odpowiada
podziatowi opartemu na funkcji TABELA 2. Przyktady niskoczasteczkowych biatek wia-
poszczegdlnych biatek. Sa to zacych GTP i ich wewnatrzkomérkowej lokalizacji

wiec biatka regulujace réznico- piako Frakcja, w ktorej wystepuje
wanie i wzrost komarek, regulu- rab 1 (YPT 1) siateczka $rédblonkowa, aparat Golgiego
jace organizacje cytoszkieletu, rab3A pecherzyki sekrecyjne

rab 5 wczesne endozomy, btony plazmatyczne

biorgce udziat w transporcie po- o
, rab 7 pozne endozomy
przez btony wewnatrzkomorko- ¢, pecherzyki sekrecyjne
we, np. aparatu Golgiego czy arr aparat Golgiego, cytozol
btone jadrowa oraz bioragce u- SAR 1 siateczka $rédbtonkowa
dziat w procesie egzocytozy [: o ,-
14,16]. Ponadto stwierdzono, ze
niektére biatka z tej grupy powstajg tylko w komaérkach zainfekowanych wirusem i
moga petnié funkcje obronne. Wydaje sie, ze opracowanie mechanizméw zachodza-
cych z udziatem niskoczasteczkowych biatek wigzagcych GTP mogtoby by¢ bardzo
dobrym tematem na nastepna nagrode Nobla.
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CYTOGENETYKA MESKIEJ GAMETOGENEZY.
CZESC 1. TRANSLOKACJE WZAJEMNE*

GAMETOGENESIS OF HUMAN MALE.
I. RECIPROCAL TRANSLOCATION

Artur BARCZYK

Zaktad Biologii i Genetyki Medycznej, Instytut Nauk Podstawowych, Wojskowa
Akademia Medyczna

Streszczenie: Artykut omawia wptyw anomalii kariotypu somatycznego na przebieg mejozy u mezczyzn
i nastepstwa tego zjawiska obserwowane w procesie rozrodu. Prezentuje on mozliwosci badania
chromosomoéw na poszczeg6lnych etapach gametogenezy, a takze mechanizmy powstania zaburzen w
roznych typach translokacji wzajemnych. Praca wykorzystuje najnowsze dane pochodzace z badan
prowadzonych w trakcie mejozy, badan plemnikéw oraz badan pre- i postnatalnych.

Stowa kluczowe: mejoza, ludzkie chromosomy, aberracje chromosomowe, translokacje, segregacja
chromosomoéw

Summary: This article discusses the influence of somatic karyotype anomalies on the course of meiosis
in human male, and their consequences observed in reproduction. It presents the possibilities of
chromosome investigations during gametogenesis, and also the mechanisms of disturbance arising in
different types of reciprocal translocations. The latest data from meioic and sperm surveys, prenatal and
postnatal studies are reviewed.

Key words: meiosis, human chromosomes, chromosome abberations, translocations, chromosome segre-
gation

1. WSTEP

Pierwsza potowa XX wieku to okres badan majacych na celu zdobycie wiedzy o
ludzkich chromosomach, w tym poznanie ich prawidtowej liczby. Trudnosci techni-
czne z uwidocznieniem chromosoméw spowodowaly, iz poczatkowo skrawki tkanki

~Dofinansowanie pracy: grant KBN 4 S 405 066 06.
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jadrowej byly jedynym materiatem do ich badania. Wprowadzenie w potowie lat
piecdziesigtych metod hodowli fibroblastow i limfocytéw skoncentrowato badania
cytogenetyczne na komérkach somatycznych. Obecnie badania chromosoméw w
przebiegu mejozy u cztowieka sg wykorzystywane gtéwnie w przypadku meskiej
nieptodnosci.

Materiat uzyskany droga biopsji jadra zawiera trzy rodzaje komorek pozwalaja-
cych na bezposredniag obserwacje chromosoméw. Pierwszym z nich sg dzielace sie
mitotyczne spermatogonie, 0 46 chromosomach nieco przypominajacych te, ktore
uzyskiwane sg z hodowli limfocytéw. Drugi to spermatocyty pierwszego rzedu, w
trakcie profazy pierwszego podziatu mejotycznego. W stadium pachytenu skoniugo-
wane chromosomy przybierajg posta¢ dtugich splatanych nici. P6Zniej w stadiach
diplotenu i diakinezy obecne sa 24 biwalenty. Chromosomy autosomalne rozdzielajg
sie z zachowaniem chiazm i centromem, co nadaje im ksztatt wielokrotnych 6semek,
a chromosomy X i Y i3acza sie koncami tworzac biwalent piciowy, o ksztatcie
liniowym. Ostatni rodzaj komdrek to spermatocyty dmgiego rzedu, gdzie chromoso-
my uwidaczniajg sie podczas metafazy Il podziatu mejotycznego. Jest ich 23, kazdy
ztozony z . chromatyd silnie pofalowanych i pozwijanych, nie poddajg sie barwieniu
prazkowemu [38].

Alternatywnym zrédtem uzyskiwania chromosomow mejotycznych moze by¢
nasienie, zawierajgce pewng ilos¢ niedojrzatych komorek piciowych. Metoda ich
uzyskiwaniajest szczeg6lnie przydatna do badan mejozy u mezczyzn z oligozoosper-
mig, u ktérych odsetek ztuszczonych spermatocytéw jest szczeg6lnie wysoki [82].
Jednak nie jest ona powszechnie stosowana.

Interesujgce informacje mogto przynies¢ badanie chromosomoéw plemnikowych.
Niestety chromosoméw plemnika nie udato siejak dotgd uwidoczni¢ przy zastosowa-
niu tradycyjnych metod cytogenetycznych. Rowniez fuzja plemnikdéw z komdrkami
somatycznymi ani oddziatywanie wyciggiem zjaj ptazéw nie przyniosty zadowalaja-
cych wynikdw. Rozwigzanie przyniosta metoda pozwalajgca uzyskaé wnikniecie
obcogatunkowego plemnika do oocytu chomika [72 ]. Powoduje to dekondensacje
gtowki i wyodrebnienie chromosomdw meskiego przedjadrza, umozliwiajac bezpo-
$rednig ich analize w trakcie pierwszego podziatu zygoty-chimery. Modyfikacja tej
metody wprowadzona do praktyki laboratoryjnej w latach osiemdziesigtych umozli-
wita badanie chromosomdw plemnikéw ludzkich na wiekszg skale [4, 52, 75]. Ich
analizapozwalaocenié koricowy rezultat prawidtowej mejozy,jak rbwniez umozliwia
poznanie wptywu czynnikéw mogacych jg zakiocaé np. aberracje kariotypu, oddzia-
tywanie mutagenoéw fizycznych i chemicznych.

Okazato sie, ze podziat mejotyczny w znacznym odsetku komorek przebiega
nieprawidtowo. Na podstawie analizy chromosomowej plemnikéw pochodzacych od
zdrowych mezczyzn ustalono, ze . 0% plemnikéw ma genom z aberracjami chromoso-
mowymi. W materiale obejmujacym ponad 12 000 kariotyp6éw plemnikowych, blisko
potowe wszystkich aberracji chromosomowych stanowi aneuploidia [58]. Wsrdd
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kariotypow hiperploidalnych stwierdzono wiekszy od oczekiwanego nadmiar chro-
mosomow z grupy G i chromosomow pici. WSrdd kariotypow hipoploidalnych
ujawniono natomiast wiekszy od oczekiwanego deficyt chromosoméw zgmp E, G i
chromosomow pici. Opierajac sie na identyfikacji chromosomow metodami prazko-
wymi stwierdzono, zgodnie z oczekiwaniami, wysokg czesto$¢ nondysjunkcji mejo-
tycznej dla chromosomow 18, 21,22, X i Y, zaskakujgco wysokg dla chromosomu 1,
aniespodziewanie niskg dlachromosomu 13. Drugi typ powstajacych de novo btedéw
w mejozie to aberracje strukturalne, obecne w nieco ponad 5 % plemnikéw. Najcze-
stsze wsrdd nich to zkamania chromosomowe i fragmenty acentryczne. Obok nich
wystepuja translokacje, chromosomy dicentryczne, delecje terminalne i izochromo-
somy, a w pojedynczych przypadkach liczne i ztozone aberracje uniemozliwiajgce
okreslenie kariotypu [9].

2. CYTOGENETYKA MEJOZY U MEZCZYZN-NOSICIELI
TRANSLOKACIJI WZAJEMNYCH

2. 1L TRANSLOKACJE WZAJEMNE AUTOSOMOW

Nosiciele translokacji wzajemnych miedzy autosomami, okreslonych w badaniu
cytogenetycznym jako zrownowazone (rys. la), z reguty nie wykazuja zadnych zmian
w fenotypie. W materiale z biopsji jader na 0og6t nie stwierdza sie znaczgcych réznic
w budowie histologicznej ani w aktywno$ci gametogenetycznej w stosunku do
ptodnych mezczyzn o prawidtowym kariotypie [17, 28]. Liczba plemnikéw w ejaku-
lacie jest zwykle nieco nizsza, ale miesci sie powyzej dolnej granicy normy [51, 60].
Wiekszo$¢ nosicieli takich aberracji jest ptodnych, a aberracje rozpoznaje sie najcze-
Sciej dopiero po urodzeniu dziecka z zespotem wad, spowodowanych odziedzicze-
niem translokacji w postaci niezrbwnowazonej [22, 29].

W tej grupie mezczyzn ryzyko zwigzane z rozrodem jest podwyzszone na skutek
zaburzenia procesow wzajemnego oddziatywania chromosoméw w | podziale mejo-
tycznym. Parowanie odcinkéw homologicznych powoduje powstanie w pachytenie
(P 1) struktury ztozonej z 4 chromosomow, zwanej kwadriwalentem (tetrawalentem),
o ksztatcie mniej lub bardziej regularnego krzyza (rys. 1b). Chromosomy mejotyczne
obserwowane w p6zniejszych fazach podziatu (M I) uktadajg sie w .. biwalentdw i
jeden kwadriwalent M 122, XY, IVC(M; N). Po rozdzieleniu chromosomoéw kwadri-
walent przybiera ksztatt pierscienia lub tancucha, zaleznie od potozenia punktéw
peknie¢ i wytworzonych chiazm. Liczba chiazm w kwadriwalencie jest pozytywnie
skorelowana z dtugos$cig jego poszczegdlnych ramion, a og6lna ich suma w komarce
jest zblizona do obserwowanej u normalnych mezczyzn.

Rozejscie chromosomdw tworzgcych kwadriwalent podczas anafazy | podziatu
jest bardziej skomplikowane od typowej segregacji biwalentéw; do dwdoch komorek
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Rys. 1. Chromosomy u nosiciela translokacji wzajemnej 46, XY, t(M; N ): A- chromosomy w komérce

somatycznej: M, N - przyktadowe chromosomy normalne; der M, der N - przyktadowe chromosomy

pochodne (fragment centryczny i fragment translokowany); B - kwadriwalenit pachytenowy utworzony
z tych chromosoméw

potomnych moga trafi¢ chromosomy w proporcjach: 2 :2, 3 : 1lub 4 : 0. W obrebie
segregacji ... wyrézniamy segregacje naprzemienng, przylegta . i przylegtg .. O
segregacji naprzemiennej (rys. . ) méwimy wtedy, gdy do jednej gamety trafiajg -
normalne chromosomy, a do drugiej ich homologi, ktdre ulegty translokacji. Zaptod-
nienie takimi gametami prowadzi do prawidtowego kariotypu w pierwszym przypad-
ku oraz nosicielstwa translokacji zréwnowazonej w drugim. W wyniku segregacji
przylegtej 1 (niehomologicznej, tagcznej) (rys. 3) do kazdej gamety przechodzi jeden
chromosom normalny i jeden pochodny, ktérego wiekszy fragment zawierajgcy
centromer pochodzi z drugiej pary chromosomdw objetych translokacjg. Oznacza to,
ze centromery chromosoméw homologicznych rozeszty sie do przeciwnych biegu-
néw dzielagcej sie komaérki. Powoduje to niewielkie niezréwnowazenie chromosomo-
we u potomstwa (duplikacja i deficjencja) ograniczone do pojedynczego segmentu
chromosomowego. Wystgpienie rekombinacji pomiedzy centromerem a punktem
pekniecia powoduje, ze jej produkty stajg sie morfologicznie nieodrdznialne od
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Rys. 2. Segregacjanaprzemienna-chromosomy par  Rys. 3. Segregacja przylegta 1- chromosomy par

objetych translokacjg: A -z komdrki o kariotypie  objetych translokacja: A -z komarki o kariotypie

23, X lub Y; B - z komorki o kariotypie 23, Y lub 23, X lub Y, -M, +der (M ); B - z komérki o
X, -M, -N, + der (M), +der (N) kariotypie 23, Y lub X, -N, + der (N )

segregacji naprzemiennej. Z kolei segregacja przylegta 2 (homologiczna, roztgczna)
(rys. 4) ma miejsce wtedy, gdy do kazdej gamety trafiajeden chromosom normalny i
jeden pochodny, ktérego wiekszy fragment zawierajacy centromer, pochodzi z tej
samej pary chromosoméw. W tym wypadku centromery chromosomoéw homologicz-

Rys. 4. Segregacja przylegta 2 - chromosomy par Rys. 5. Segregacja 3 : 1 trzeciorzedowa - chro-
objetych translokacjg: A -z komdrki o kariotypie mosomy par objetych translokacjg: A -z komor-
23, X lub Y, -N, + der (M ); B - z komdrki o kario- ki o kariotypie 24, X lub Y, +der (N); B - z
typie 23, X lub Y, -M, +der (N) komorki o kariotypie 22, Y lub X, -M, -N, -i-der
(M) [inna mozliwos¢ niz przedstawiona na ryci-
nie: 24, X lub Y, +der (M) i 22, Y lub X, -M, -N,

+der (N)]
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nych skierowaty sie do tego samego bieguna dzielgcej sie komorki. Powoduje to
znacznie wieksze niezréwnowazenie chromosomowe u potomstwa, takze ograniczo-
ne do pojedynczego segmentu chromosomowego.Wystapienie rekombinacji pomie-
dzy centromerem a punktem pekniecia powoduje, ze duplikacja i deficjencja beda
dotyczyly podwodjnych odcinkéw. Segregacja 3: 1 moze byé trzeciorzedowa lub
wymienna. Czesciej jest obserwowana segregacja trzeciorzedowa (rys. 5), w wyniku
ktérej do jednej gamety trafiajg dwa chromosomy normalne ijeden pochodny, za$ do
drugiej gamety jeden chromosom pochodny. U potomstwa wywotuje to trisomie lub
monosomie odcinkdw tworzacych chromosom pochodny. Segregacjawymienna (rys.
s+ ) 0znacza natomiast sytuacje, w ktérej jedna gameta otrzymata dwa chromosomy
pochodne ijeden normalny, a druga tylko jeden chromosom normalny. Powoduje to
wystgpienie u potomstwa trisomii lub monosomii pojedynczego chromosomu. Re-
kombinacja miedzy centromerem a punktem pekniecia dodatkowo zwieksza liczbe
potencjalnych kariotypdw, chociaz ich powstanie mozna rowniez wyttumaczy¢ non-
dysjunkcjg chromatyd w anafazie Il podziatu mejotycznego. Typ segregacji 4: 0 (rys.
; )jestteoretycznie mozliwy, jednak dotychczas nie byt obserwowany ani w badaniach
zywo urodzonych dzieci, ani poronieniach samoistnych i diagnostyce prenatalnej.
Poczatkowe obserwacje potomstwa nosicieli pozwolity stwierdzi¢, ze dla danej
translokacji oprécz segregacji naprzemiennej pojawia sie zasadniczo tylko jeden typ
segregacji niezrownowazonej. Zestawienie konfiguracji kwadriwalentu pachyteno-
wego w obserwowanych translokacjach pozwolito okresli¢ specyficzne cechy trans-
lokacji predestynujgce jg do okre$lonego typu niezréwnowazenia [39, 48]. W
nastepstwie tego powstat model pozwalajgcy na przewidywanie najbardziej prawdo-

Rys. 6. Segregacja 3 : 1 wymienna - chromosomy Rys. 7. Segregacja 4 : 0 - chromosomy par obje-
par objetych translokacja: A -z komorki o karioty-  tych translokacja: A -z komorki o kariotypie 25,
pie 24, X lub Y, -M, +der (M ); +der (N ); B- z X lub, +der (M), +der (N); B - z komorki
komorki o kariotypie 22, Y lub X, -N [inna mozli- o kariotypie 21, Y lub X, -M, -N
wo$¢ niz przedstawiona narycinie: 24, X lub 'Y, +der

(N)i22,Y lub X, -M, -N, +der (M )]
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podobnego typu niezréwnowazonej segregacji mejotycznej dla danej translokacji o
znanych punktach pekniecia chromosomow, w oparciu o nieréwne dtugosci fragmen-
téw centrycznych i translokowanych [40, 41]. Linia segregacji przebiega miedzy
najdtuzszymi i najubozszymi w heterochromatyne odcinkami kwadriwalentu, co
powoduje, ze obserwowane niezréwnowazenie jest najmniejsze z mozliwych. Proces
selekcji majgcy miejsce podczas cigzy dodatkowo roznicuje ryzyko miedzy poszcze-
go6lnymi translokacjami: wielko$¢ niezréwnowazonego odcinka i zawarte w nim geny
decyduja o poronieniach samoistnych lub urodzenia dzieci z wadami. Dzi$ juz
wiadomo, ze pewne nieliczne translokacje mogg da¢ dwa rézne typy niezrownowa-
zenia (przylegta 1i 3: 1) oraz ze nie wszystkie czynniki predysponujgce do okre$lo-
nego typu niezréwnowazenia potwierdzity sie w obserwacjach dokonanych na
liczniejszej grupie rodzin z translokacjami. Badania cytogenetyczne materiatu z
poronien i diagnostyki prenatalnej dowiodly ponadto, ze nosiciel traslokacji produ-
kuje rézne typy niezrbwnowazonych gamet, a mechanizmy selekcji w czasie cigzy
eliminuja zarodki i ptody o niezréwnowazeniu powyzej 2,5% monosomii lub powyzej
4% trisomii genomu haploidalnego [15, 41].

Heterozygotyczni nosiciele translokacji wzajemnych bylijedng z pierwszych grup
ryzyka genetycznego, w ktorej zastosowano badanie chromosomoéw plemnikowych
metodg penetracji oocytéw chomicznych. Do tej pory poddano analizie ponad 3700
kariotypow plemnikowych, pochodzacych od 28 nosicieli pojedynczych translokacji
wzajemnych (tab. 1). Obserwowane u danego nosicielaproporcje miedzy kariotypami
plemnikowymi, pochodzacymi z poszczeg6lnych typdw segregacji mejotycznej, two-
rzg tzw. wzOr segregacji. Rezultaty poczgtkowych badan wskazywaly na to, ze kazda
translokacja ma swoéj whasny wzér segregacji, zalezny od uczestniczacych w niej
chromosoméw [65]. W tym wypadku wszyscy nosiciele tej samej translokacji powinni
mie¢ ten sam wzor. Jednak badanie dwdch spokrewnionych nosicieli tej samej
translokacji pozwolito stwierdzi¢, ze ich wzory segregacji nie byty co prawda identy-
czne, ale tez nie wykazywaty réznic znamiennych statystycznie [27]. Taki sam wynik
przyniosto poréwnanie wzorow innych translokacji, uzyskanych na podstawie anali-
zy co najmniej 90 kariotypow. Moze to sugerowac istnienie wzoru segregacji wspol-
nego dlawszystkich translokacji wzajemnych, niezaleznie od tego, ktére chromosomy
ulegty przeszeregowaniu. Rdznice miedzy dotychczasowymi badaniami miatyby
wiec charakter losowy, uzalezniony gtéwnie od liczby uzyskanych kariotypéw ple-
mnikowych (w dotychczasowych doniesieniach od 13 do 548 sztuk).

Wzdr segregacji mejotycznej, jaki uzyskuje sie na podstawie zsumowania aktual-
nych danych, ma nastepujace wartosci: segregacja naprzemienna - 45,4% (SD
+13,3%), w tym kariotypy normalne - 25,5% (+9,48) i zrbwnowazone - 19,8%
(£7,0%), kariotypy niezrownowazone - 54,6% (+13,0%) w tym segregacja przylegta
1-38,2% (+10,5%), segregacja przylegta 2 - 11,5% (+9,0%), segregacja 3: 1-4,8%
(£7,4%). Segregacji typu 4 : 0 nie stwierdza sie, natomiast dokonanie sie rekombi-
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TABELA 1 Wyniki badania kariotypéw plemnikowych u nosicieli translokacji wzajemnych

Autor Aberracja Segregacja [%] Liczba
N P1 P2 3:1 kariotypow
Barczyk [5] t(1;7) 46,2 45,3 51 3,4 117
Balkan [6] t (5; 18) 80,6 16, 1 - 3.3 31
Balkan [6] t (6; 14) 68,4 31,6 - - 19
Brandriff [8] t (8; 15) 37,2 38,1 21,2 3,5 226
Brandriff [8] t (3; 16) 37,3 413 16,4 5,0 201
Estop [27] t(1; 4) 46, 1 38,3 6,9 8,7 115
Estop [27] t(1; 4) 38,9 50,0 7.8 3,3 90
Jendemy [42] t(2; 17) 56,0 33,0 11,0 - 18
Jenderny [42] t(3; 8) 34,2 43,8 20,5 14 73
Martin [53] t (11; 22) 23,1 38,5 23,1 15,4 13
Martin [54] t(9; 10) 40,5 48,2 5,4 59 168
Martin [55] t(1;9) 45,7 37,6 13,3 35 173
Martin [55] t (16; 19) 39,5 27,9 31,4 12 172
Martin [56] t(2;9) 43,3 28,4 24,1 4,3 208
Martin [56] t(4; 6) 45,6 51,9 19 0,6 158
Martin [56] t(7; 14) 52,6 31,6 15,8 - 19
Martin [57] t (12; 20) 46, 8 41,6 9,7 18 113
Martin [59] t (7; 20) 38,4 39,9 16,3 53 263
Martin [59] t(3; 11) 47,7 45,8 57 0,8 262
Martin [59] t (15; 22) 34,0 39,5 22,4 41 147
Pellestor [65] t(4; 17) 56,7 35,0 6,4 1,6 60
Pellestor [65] t(5; 13) 77,2 211 17 - 57
Pellestor [65] t(6;7) 51,2 48,8 - - 84
Pellestor [65] t(9; 18) 34,2 63,4 - 2,4 82
Spriggs [78] t(11; 17) 38,6 32,1 26,6 2,7 184
Spriggs [78] t(l; 11) 33,2 42,9 15,9 8,0 548
Templado [83] t(2; 5) 73,3* 53 21,3 75
Templado [84] t(l; 2) 41,0 41,9 57 11,4 105

Typy segregacji: N - naprzemienna; P 1- przylegta 1; P 2 - przylegta 2; * - niektore kariotypy
pochodzace z segregacji naprzemiennej i przylegtej 1 byty nie do odréznienia

nacji mejotycznej mozna dowie$é tylko w pojedynczych komdrkach. Ostateczne
wyjasnienie problemu wzom wymaga dalszych badan.

Wzoér segregacji mejotycznej u nosicieli t (1;11) zostat poddany weryfikacji przy
zastosowaniu trzech réznych metod badawczych : analizy chromosoméw mejotycz-
nych [34], dekondensowanych in vitro jagder plemnikowych barwionych metoda
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) [79] oraz analizy prazkowej chromoso-
mow plemnikowych po penetracji oocytéw chomicznych [78], Mimo iz rozr6znienie
niektérych typow segregacji byto niemozliwe, uzyskano zadziwiajgco zgodne wyniki.
Segregacjanaprzemiennaiprzylegta 1 (kolejno w 3 wymienionych metodach badaw-
czych) - 77,5; 82,51 76,1%, segregacja przylegta 2 - 13,75; 8,3 i 15,9%, segregacja
3:1- 8,75, 9,2 i 8,0%. Oznaczajg one, ze niezaleznie od metody badawczej wzér
segregacji jest staty u danego nosiciela, a ponadto iz selekcja komoérek ze wzgledu na
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zawartos¢ materiatu genetycznego ma miejsce dopiero po zakonczeniu gametogene-
zy.

Badaniu FISH poddano tez materiat z biopsji jadra nosiciela t (15;20). Liczba
chiazm byta obnizona, natomiast wzrést odsetek komorek, w ktérych miata miejsce
rekombinacja. To moze ttumaczy¢ uzyskanie nieco odmiennego wzoru: segregacja
naprzemienna- 14,5%, segregacjaprzylegta 1-16,2%, segregacjanaprzemienna lub
przylegta 1 z rekombinacjg - 27,4%, segregacja przylegta 2 - 39,3%, segregacja
3:1- 1,7%, segregacja 4 : 0 - 0,9%. Odnotowano tu pierwszg i jak dotad jedyna
obserwacje segregacji 4 : 0 [33].

Wczesniejsze badania w rodzinach nosicieli translokacji wzajemnych wskazywaty
na mozliwos¢ czestszego wystepowania aneuploidii u ich potomstwa. Ttumaczono to
znaczacym wptywem aberracji napodziat mejotyczny, prowadzgcym w konsekwencji
do nondysjunkcji innych chromosoméw. Zjawisko to nazwano efektem miedzychro-
mosomowym. Jak dotagd w zadnym z badan chromosomdw plemnikowych nie stwier-
dzono podwyzszenia odsetka aneuploidalnych plemnikéw, a zatem istnienie efektu
nie zostato potwierdzone. Ostatnie badania cytogenetyczne i molekularne prowadzo-
ne w rodzinach z aberracjami chromosonowymi negujgjego istnienie [74 ].

Jednoczesna obecno$¢ dwdch niezaleznych translokacji wzajemnych jest u czto-
wieka niezmiernie rzadka. W dostepnej literaturze brak danych o przebiegu mejozy i
gametogenezy u nosicieli takiej anomalii. Tym niemniej poddano analizie chromoso-
mow plemnikowych mezczyzne bedacego podwojng heterozygota46, XY, t (5p; 11q9),
t (79; 14q). Translokacje segregowaty niezaleznie, ale uzyskany wzér réznit sie od
obserwowanego u pojedynczych heterozygot: segregacja podwdéjnie naprzemienna -
13,7%, segregacja naprzemienna iprzylegta 1- 56,5%, segregacja przylegta 2 - 0%,
segregacja 3 : 1 - 26,0%, segregacja 4 : 0 - 4,3%. Wysoki odsetek kariotypow
niezrownowazonych (86,3%) i obecno$é segregacji 4 : 0 tlumaczy sie zaréwno
wiekszym zaburzeniem przebiegu mejozy w obecnos$ci dwoch kwadriwalentow, jak
i niewielka liczbg analizowanych kariotypéw (tylko 23 plemniki) [10].

2.2. CYTOGENETYKA MEJOZY U MEZCZYZN
Z ABERRACJAMI CHROMOSOMOW PLCI

2.2.1. TRANSLOKACJE CHROMOSOMU X

Translokacje wzajemne X - autosom sg znacznie rzadsze od poprzednio opisa-
nych. Wiekszos$¢ nosicieli stanowig kobiety z pierwotnym lub wtérnym brakiem
miesigczki. Jest to zwigzane z uszkodzeniem tzw. regionu krytycznego X (ql3; q26
-28), powodujacym niedorozwdj jajnikéw i wtérnych cech ptciowych; w pozostatych
przypadkach kobiety nie wykazuja zmian fenotypowych i sg ptodne [17]. MezczyzZni
sg rozpoznawani w trakcie badan rodzinnych lub z powodu bezptodnosci.
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W literaturze opisano 13 przypadkéw dorostych nosicieli translokacji X - autosom,
jednak biopsji tkanki jadrowej dokonano tylko u 5 z nich (tab. 2). We wszystkich
przypadkach stwierdzono zahamowanie spermatogenezy na etapie spermatocytu |
rzedu, z przewazajacg liczbg komorek w stadium pachytenu. Teoria sformutowana
przez Lifschytza i Lindsleya [47] zaklada inaktywacje chromosomu X w spermato-
cytach jako czynnika niezbednego do prawidtowego przebiegu spermatogenezy u
Drosophila. Zahamowanie mejozy w takich przypadkach jest ttumaczone zaktoce-
niem jego inaktywacji, spowodowanym obecno$cig fragmentu autosomalnego. W
spermatocytach opisywanych mezczyzn stwierdzono wyraznie zaburzenia w formo-
waniu pecherzyka ptciowego, co potwierdza stusznos$é tej teorii i rowniez u cztowieka.
W nielicznych metafazach obserwowano obecnos$¢ kwadriwalentu taricuchowego,
ztozonego z chromosomow Y, pochodnego X, pochodnego autosomu ijego normal-
nego homologu [25, 28, 67].

Autosomy zaangazowane w dotychczas obserwowane translokacje nalezaty do
grup A,BiC (nrl,2 35 7, 12) oraz D i G (nr 14, 15, 21, 22). Punkty pekniecia
chromosomu X byly zlokalizowane przewaznie na ramieniu dtugim, kazdorazowo
dotyczyty one izolowanego przypadku bezptodno$ci z azoospermig. Trzy przypadki
dotyczace ramienia krdotkiego X moga by¢ szczeg6lnie interesujgce sg z uwagi na
odmienny efekt fenotypowy. Dwo6ch mezczyzn byto ptodnych i posiadato po 1
dziecku (badar nasienia nie wykonano) [11, 46], w trzecim przypadku bezptodnosci
stwierdzono nieliczne plemniki w nasieniu [31]. Wszyscy mezczyzni byli rozpoznani
w trakcie badan rodzinnych, a kobiety nosicielki tej samej translokacji byty ptodne.

TABELA 2. Zestawienie translokacji X -autosom u dorostych mezczyzn

Autor Punkty pekniecia Nasienie Plodnosé Biopsja

H M
Buckton [11] Xp 14q AZS _ - +
Buckton [11] Xp 14q ? +* B
Couco [19] X q ' 229 AZS - B B
Dutrillaux [25] Xq iq AZS - + +
Faed [28] X q 21q AZS - B +
Ford [30] X 7 ? ; - -
Fraccaro [31] X p 15p c0ZS - - -
Leichtman [46] Xp iq ? +* - -
Marmor [51] Xq 22q AZS - - -
Millet [61] Xq 12 q ? - - -
Quack [67] X q 2P AZS - + +
Quack [67] Xp 12 q AZS - + +
Rivas [70] Xq 3p AZS - -
Stengel - Rutkowski [80] X g 5q AZS

Nasienie: AZS - azoospermia; ¢ OZS - ciezka oligozoospermia; ?- nasienie nie badane; p+odnosc
+: mezczyzna ptodny;-: mezczyznanieptodny; *-kobiety nosicielki w tej samej rodzinie ptodne; biopsja
jadra: H-histologiajagdra; M -chromosomy mejotyczne; +: badanie wykonane; -: badanianie wykonano
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Moze to wskazywac, ze uszkodzeniaw obrehie Xp sg lepiej tolerowane od uszkodzen
Xqgroéwniez umezczyzn. Niestety w zadnym z tych przypadkéw nie wykonano biopsji
jader, co mogtoby przyczynic¢ sie do wyjasnienia zaobserwowanego zr6znicowania i
zwrdcenia uwagi na role regionu krytycznego Xq w meskiej mejozie.

2. 2. 2. TRANSLOKACJE CHROMOSOMU Y

Translokacje wzajemne Y-autosom wystepuja nieco czesciej od translokacji z
udziatem chromosomu X. Spotykane sa w przypadkach dzieci z wadami wrodzony-
mi, wystepuja tez u fenotypowo normalnych kobiet i mezczyzn, powodujg zaburzenia
prokreacji [3, 76].

W literaturze opisano ponad 40 przypadkow dorostych mezczyzn, bedacych nosi-
cielami takiej translokacji (tab. 3), w wiekszosci wypadkow przyczyng rozpoznania
byto obnizenie ptodnosci spowodowane azoospermia. Biopsja tkankijadra dokonana
w Kilkunastu przypadkach najczesciej wykazywata zahamowanie spermatogenezy na
etapie spermatocytéw Il rzedu [28, 44], a nawet spermatyd [:: ], czasami na etapie
spermatocytow I rzedu [50,62] lub catkowity brak komorek nabtonka plemnikotwor-
czego [2, 3]. Jednak u niektérych mezczyzn obserwowano aktywng spermatogeneze
0 obnizonym nasileniu, ktérej towarzyszyta obecnos¢ pewnej liczby plemnikéw w
nasieniu [21]. Podobnie jak w przypadku chromosomu X, w spermatocytach stwier-
dzono zaburzenia w formowaniu pecherzyka ptciowego oraz formowanie kwadriwa-
lentu taricuchowego, ztozonego z chromosoméw X, pochodnego Y, pochodnego
autosomu i jego normalnego homologu [35, 44, 50, 90]. U mezczyzn, ktérzy produ-
kowali plemniki, biwalent autosomalny byt wyrazniej oddzielny od pecherzyka
ptciowego, a kwadriwalent przyjmowat w czesci komoérek postaé pierscieniowg [ : ,
45].

W dotychczas obserwowane translokacje byly zaangazowane prawie wszystkie
autosomy (z wyjatkiem s ,11,12,20). Najczesciej translokacji ulegaty chromosomy
numer 1, 13, 14, 15 i 16. Punkty pekniecia chromosomu Y byty zlokalizowane
najczesciej na ramieniu diugim. Hipoteza o czestszym wystepowaniu translokacji
miedzy krétkim ramieniem chromosomu akrocentrycznego adtugim ramieniem Y nie
potwierdza sie w stosunku do nieptodnych mezczyzn [76]. Lokalizacja punktéw
zkamania wydaje sie nie by¢ skorelowana ani w . przypadkach obecnosci plemnikéw
w nasieniu [18, 21, 24, 28, 45, 69, 87], ani w 7 przypadkach klinicznie stwierdzonej
ptodnosci (w tym po 1 przypadku normospermii [45], ciezkiej oligospermii [87] i
prawdopodobnej azoospermii [64], w 4 pozostatych przypadkach nasienia nie bada-
no [7, 13, 85, 87]). Trudno jest o wyjasnienie przyczyn odrebnosci u tych nosicieli,
poniewaz u wiekszosci z nich biopsji jader nie wykonano. Biorac jednak pod uwage
zahamowanie mejozy pojawiajace sie z reguty na pdzniejszym etapie oraz liczniejsze
przypadki ptodnosci nalezy stwierdzié, ze translokacje wzajemne Y - autosom maja
nieco stabszy wplyw destrukcyjny na meskg gametogeneze od translokacji X- auto-
som.
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TABELA 3. Zestawienie translokacji Y-autosom u dorostych mezczyzn

Autor Punkt pekniecia Nasienie Plodnos¢ Biopsja
H M
Abeliovich [1] Yq 16p AZS - -
Andersson [2] Yp 4q AZS - +
Amemannn [3] Yq 22p AZS - .
Bertheas [7] Yq 159 ?  # - -
Bussani Mastellone [13] Yp 9 ? . - -
Callen [14] Yq 22p 7 -* 4 - -
Casperson [16] Yq 2p 7 - + +
Coco [18] Yp 79 cOZs - - -
Croquette [20 ] Yq 21p 7 - - -
Croquette [20] Yq 14q AZS - - +
Curtis [21] Yq 13p cOZS - + +
Diaz - Castanos [23] Yq 19q AZS - - -
Doneda [ 24] Yq 13p ATZ 2 - -
Doneda [ 24] Yq 13p NORMA +* - -
Dutrillaux [26] Yq 5p AZS - + +
Faed [28] Yq 16q c OZS - + +
Gonzales [35] Yq 3q AZS - + +
Gregori Romero [36]  Yq 16q AZS - - -
Gregori Romero [36] Yq Ip AZS - - -
Hendry [37] Y F AZS - - +
Laurent [43] Yq 14q AZS - + +
Laurent [44] Yq 17q AZS - + +
Laurie [45] Yq 10q NORMA +* + +
Lopez Pajares [49] Yq 10p AZS - + -
Maraschio [50] Yq IP AZS - + +
Moreau [62] Yq Ip 7 - + }
Morris [63] Yq 13p 7 + - -
Nikolis [64] Yq 13q AZS * + * -
Petit [66] Yq 14q AZS - -
Ratomponirina [68] Yq 14p AZS - . N
Relief [69] Yq 21p c 0OZS - -
Rousset [71] Y 16 AZS
Schempp [73] Yq 15p AZS
Smith [76] Yq 19 AZS -
Spowart [77] Y 15p 7 7
Subrt [81] Yq 15q 7 .
Teyssier [85] Yq iq 7 P
Turleau [86] Yq 16q 7 - -
Turleau [87] Yq 7q c0ZSs . .
Turleau [88] Yq 14p AZS - .
van den Berghe [89] Yp 2p 7 - . -
Viguie [90] Y cen 6 cen AZS - v +

Nasienie: AZS - azoospermia; ¢ OZS - ciezka oligozoospermia; ATZ - astenoteraozoospermia;
norma- wartosci prawidlowe; ?- nasienie nie badane; *- prawdopodobna obecno$¢ niewielkiej liczby
plemnikéw (klinicznie potwierdzona ptodnos¢); ptodnos¢: +: mezczyzna ptodny; -: mezczyzna nieptod-
ny; *- przypadek rodzinny; # - rozpoznanie przypadkowe (inny powdd niz nieptodnos¢); ? - brak
danych; biopsjajadra: H - histologia jgdra; M - chromosomy mejotyczne; + : badanie wykonane; - :
badania nie wykonano
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2. 2. 3. TRANSLOKACJE X -YiY-Y

Tego rodzaju aberracje stanowig wyjatkowa rzadkos$¢. Opisano pojedyncze przy-
padki, w niektorych z nich prowadzono badania ptodnosci u dorostych mezczyzn. W
dwdch rodzinach obserwowano traslokacje t (X; Y) (p22; ql 1) u nieptodnych mez-
czyzn zazoospermia [32,91]. Biopsjagonad wykazata zahamowanie mejozy na etapie
spermatocytow. W profazie | podziatu nastepowato normalne formowanie pecherzyka
ptciowego, jednak p6zniej chromosom Y i pochodny X pozostawaty niesparowane,
na skutek uszkodzenia odcinka pseudoautosomalnego. Réwniez u nosiciela translo-
kacji t(Yp; Yq) nieptodnos¢ byta spowodowana azoospermiag. W biopsji stwierdzono
zahamowanie gametogenezy na etapie spermatocytéw | rzedu, chromosoméw mejo-
tycznych nie badano [.:].
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UDZIAL LIGANDU RECEPTORA STK-1 (FLK2/FLT3)
W REGULACJI LUDZKIEJ | MYSIEJ
HEMATOPOEZY

THE ROLE OF STK-1 RECEPTOR LIGAND
IN THE REGULATION OF HUMAN AND MURINE
HEMATOPOIESIS

Mariusz Z. RATAJCZAK, Maciej HALASA, Wojciech I. KUCZYNSKI
Zaktad Patologii Komérki PAM w Szczecinie

Streszczenie: W pracy przedstawiono obecny stan wiedzy dotyczacy nowo odkrytego receptora hemo-
poetycznego posiadajacego wewnetrzng aktywnos¢ kinazy tyrozynowej STK-1 (FLT3/FLK2) orazjego
swoistego ligandu (STK-1 L). Kolejno omoéwiono aspekty zwigzane z odkryciem i sklonowaniem genéw
kodujgcych powyzszy receptor i jego ligand przedstawiajac nastepnie budowe molekularng obydwu
protein oraz zgromadzone do tej pory dane do$wiadczalne dotyczace roli, jaka powyzszy receptor petni
w proliferacji komérek ukfadu krwiotwérczego.

Stowa kluczowe: receptor STK-1, ligand receptora STK-1, hematopoeza, receptory o wewngetrznej
aktywnosci kinazy tyrozynowej.

Summary. In this paper a new discovered haematopoietic receptor with intrinsic tyrosine kinase activity
- STK-1 receptor (FLK2/FLT3) and its cognate ligand (STK-1 L) are described. There are discussed
aspects concerning: isolation and cloning of genes encoding this receptor-ligans pair, molecular structure
of both proteins and the experimental data evaluating the physiological role of STK-1R - STK-1L axis
in the regulation of the proliferation of haematopoietic cells.

Key words: STK-1 receptor, STK-1 receptor ligand, haematopoiesis, receptors with intrinsic tyrosine
kinase activity.

Wykaz skrotéw stosowanych w pracy: bFGF R (ang. Basic Fibroblast Growth Factor Receptor) -
receptor dla zasadowego czynnika wzrostowego fibroblastéw; BFU-E - (ang. Burst Forming Units of
Erythrocytes) - wczesna komorka uktadu czerwonokrwinkowego tworzaca invitro 14 dnia hodowli duze
kolonie erytroidalne; CFU-GM (ang. Colony Forming Units of Granulocytes and Macrophages) -
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wczesna komdrka uktadu granulocytowo-makrofagowego tworzaca in vitro 11 dnia hodowli kolonie
granulocytowo-makrofagowe; CFU-Mix (ang. Colony Forming Units of Mixed Lineages) - jedna z
weczesniejszych komorek uktadu krwiotwdrczego tworzaca 15 dnia hodowli in vitro kolonie sktadajace
sie z krwinek czerwonych, granulocytéw, makrofagéw i megakariocytéw; c-KIT-R - receptor c-kit.
CSF-1 (ang. Colony Stimulating Factor-1) czynnik wzrostowy uktadu monocytowo-makrofagowego,
inaczej M-CSF; cDNA - DNA komplementarny do mRNA, uzyskuje sie go w wyniku przepisania
czgsteczek mRNA na komplementarne czasteczki DNA; EpO - erytropoetyna; FLK-2 (ang. Fetal Liver
Tyrosine Kinase - 2), inna nazwa receptora STK-1; FLT-3 (ang. FMS like tyrosine kinase-3) - inna
nazwa receptora STK-1; FACS - (ang. Fluorescein Activated Cell Sorting) - technika izolacji komdrek
za pomoca cytofluorometru przeptywowego, ktéry moze sortowac komorki majace odpowiedni antygen;
FMS-R - receptor dla CSF-1 (makrofagopoetyny); GM-CSF (ang. Granulocyto-Monocyto Colony
Stimulating Factor) - czynnik wzrostowy stymulujacy wzrost kolonii granulocytowo-makrofagowych;
G-CSF (ang. Granulocyto - Colony Stimulating Factor) - granulocytopoetyna; IGF-1R (ang. Insuling
Like Growth Factor-1 Receptor) - receptor dla IGF-1; IL-3 - interleukina-3; KKM - Kkrwiotworcze
komérki macierzyste - najwczes$niejsze komorki hemopoetyczne majace zdolno$é samoodnawiania;
KKU - Krwiotworcze Komorki Ukierunkowane - bardziej dojrzate od komérek macierzystych, zatracaj g
zdolno$¢ do samoodnawiania, w hodowlach in vitro tworzg klony komdrek potomnych; KL (ang. kit
Ugand) - ligand receptora c-kit; PDGF-R (ang. Platelet Derived Growth Factor Receptor) - receptor
dlaPDGF; RT-PCR (ang. Reverse Transcription -Polymerase Chain Reaction) - czuta technika badania
ekspresji mMRNA w komérce, sktada sie zdwoch etapéw, w pierwszym mRNA, ktorego ekspresje chcemy
oceni¢, “przepisywany” jest za pomocg enzymu, tzw. odwrotnej transkryptazy, na komplementarny
odcinek cDNA, w drugim otrzymane cDNAjest amplifikowane za pomoca termocyklicznej reakcji PCR,
amplifikowany wiele miliardéw razy produkt moze zosta¢ uwidoczniony np. na zelu agarozowym; SH-2
domena - domena biatkowa o homologii biatka src (ang. src homology domain)’, STK-1 R (ang. Stem
Cell Tyrosine Kinase-1Receptor) - nowoopisany receptor o aktywnosci kinazy tyrozynowej wystepuj acy
naludzkich komérkach krwiotwoérczych, innanazwa FLK-2/FLT-3; STK-1 L - ligand receptora STK-1

WSTEP

Dzieki postepom wspétczesnej hematologii eksperymentalnej coraz bardziej zbli-
zamy sie do opracowania skutecznej metody izolacji ze szpiku kostnego krwiotwor-
czych komorek macierzystych (KKM). Z chwila, gdy stanie sie to w petni mozliwe
wykorzystujac odpowiednie uktady hodowlane podjete zostang préby ich namnazania
pozaorganizmem, czyli tzw. ekspansji do celéw transplantologicznych oraz zabiegéw
terapii genowej. Dlatego tez, tak wazne znaczenie ma doktadne poznanie mechani-
zmow molekularnych regulujacych proliferacje najwczesniejszych komérek krwio-
twaorczych. Komaérki te w mikrosrodowisku krwiotwdrczym sgpod ciggtym wptywem
czynnikéw humoralnych dziatajgcych zaréwno ujemnie, jak i dodatnio na ich proli-
feracje. Stosunkowo najwiecej informacji zgromadzono do tej pory o czynnikach
stymulujacych namnazanie oraz réznicowanie komoérek uktadu krwiotwérczego [16].

Czynniki stymulujgce namnazanie komoérek uktadu krwiotwdrczego mozemy
podzieli¢ na dwie gtéwne grupy. Pierwsza to czynniki, ktérych synteza w organizmie
zwigksza sie gtéwnie podczas stanéw stresowych (infekcje, krwawienia) [16]. Produ-
kowane sg i wydzielane m.in. przez komaorki immunokompetentne jak limfocyty T
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lub monocyty. Do grupy tej nalezg m.in.: IL-3, IL-4, IL-5, IL-, IL-12, GM-CSF,
G-CSF. Czynniki te dziatajg poprzez receptory powierzchniowe ulegajace po pobu-
dzeniu swoistym ligandem przejsciowej interakcji z biatkami kinaz tyrozynowych,
ktére wystepuja wewnatrz komdarki jak np.: src, fyn, JAK-1, JAK-2, JAK-3, TYK-2
itd. Czynniki nalezace do drugiej grupy dziatajg poprzez tzw. receptory majace
wewnetrzna aktywnos¢ kinazy tyrozynowej [3,s ,
9, 19, 22, 23,24, 25,31].
Receptory tej grupy majg aktywno$é enzyma-
tyczng kinazy tyrozynowej i po pobudzeniu swoi-
stym ligandem moga autofosforylowa¢ wiasne
biatko receptorowe. Do receptoréw tej grupy zali-
czamy m.in.:FMS-R, C-KIT R, b-FGF R, receptor
insulinowy, IGF-IR oraz PDGF-R. Lista recepto-
row majacych wewnetrzng aktywnos$¢ kinazy ty-
rozynowej nie zostata jeszcze zamknieta.
Sklonowano bowiem wiele sekwencji cDNA, kt6-
re jak sie uwaza moga kodowac receptory tej
grupy i ulegac ekspresji m.in. na komérkach ukta-
du hemopoetycznego. Receptory te ciagle oczeku-
ja na odkrycie swoistych ligandow i
zidentyfikowanie biologicznej roli, jaka petnig w
proliferacji komorek hemopoetycznych. Przykta-
dem receptora, ktory zostat najpierw odkryty na
powierzchni komoérek hemopoetycznych oraz
sklonowany, zanim poznano jego ligand, jest re-
ceptor STK-1 (FLK2/FLT3) [13, 28, 30], Recep-
tor ten wystepuje m.in. na ludzkich komdrkach
hemopoetycznych majgcych antygen CD34, czyli
komorkach zblizonych fenotypowo do frakcji
KKM. Jak przedstawiono na rysunkach 1i 2, z

Rys. 1. Cytogram komdrek szpiku kostnego barwionych na
obecno$¢ antygenu CD 34 i receptora C-KIT (badania wtasne):
goérny panel - ocena ugiecia $wiatta na brzegach komérki (FSC)
oraz rozproszenia na ziarnistosciach (SSC) umozliwita ziden-
tyfikowanie regionu R2 zawierajacego tzw. mate komorki lim-
foidalne, komorki tego regionu poddano nastepnie ocenie; panel
Srodkowy - komérki z regionu R2 podwdjnie wybarwione na
obecnos¢ antygenu CD 34 (przeciwciato znakowane fluorescei-
na) oraz receptora C-KIT (przeciwciato znakowane fikoerytry-
ng); panel dolny - zaznaczony region Ri zawierajacy
najjasniejsze podwdjnie znakowane komorki CD34+C-KIT-R+,
komorki takie sortowano i za pomoca techniki RT-PCR badano
ekspresje wybranych genéw (rys. 2, 3)
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Rys. 2. Komorki CD34+ (pozycja 1) oraz CD34+ C-KIT-R+
(pozycja 2) - sortowane za pomocga cytofluorometru przepty-
wowego z regionu Ri (rys. 1) badane na ekspresje receptora
STK-1 za pomoca techniki RT-PCR (badania wtasne), w oby-
dwu populacjach komoérek stwierdzono obecno$¢ produktu
odpowiadajacego wielkoscig fragmentowi amplifikowanego re-
ceptora STK-1, produkty reakcji RT-PCR po przeniesieniu z
zelu agarozowego na membrane nylonowg hybrydyzowaty ze
swoistg sondg, pozycja 3- negatywna kontrola reakcji RT-PCR,
9> marker DNA

badan wasnych wynika, ze receptor STK-1 ulega rowniez ekspresji w komaérkach
ludzkiego szpiku kostnego bardziej wzbogaconych w KKM, jakimi sg komorki
CD34+, C-KIT-R+. Wystepuje on rowniez na wczesnych komérkach uktadu krwio-
twdrczego myszy. Stwierdzonojego obecno$é m.in. nanajwczesniejszych komérkach
hemopoetycznych o wzorze antygenowym AA4.1+ Sca-1+, C-KIT-R+, Linlow my-
siej watroby ptodowej oraz komérkach Linlow, C-KIT-R+, CD34+ mysiego szpiku
kostnego [13, 30, 34].

Ostatnio opisano jednak, ze najwczesniejsze mysie KKM bedgce w fazie G, cyklu
komaérkowego maja niska ekspresje tego receptora na powierzchni. Ekspresja jego
zwieksza sie z chwilg rozpoczecia przez nie proliferacji [33, 34]. Czy podobna
sytuacja ma miejsce u cztowieka, jeszcze nie rozstrzygnieto.

ODKRYCIE MYSIEGO | LUDZKIEGO RECEPTORA
STK-1 (FLT3/FLK-2)

Receptor STK-1 zostat najpierw odkryty u myszy i nazwany FLT-3/FLK-2.
Dwoisto$¢ jego nazwy wynika z faktu, ze zostat sklonowany przez dwie niezalezne
grupy badaczy, ktére przyjety rozne strategie wyizolowania cDNA kodujacego po-
wyzszy gen [27,13].

Pierwsza grupa prowadzona przez Bimbauma sklonowata go uzywajac jako swoi-
stej sondy fragmentu cDNA kodujacego cze$é wewnatrzkomérkowa podobnego
strukturalnie receptoraFM S.Zajej pomocaprzeszukiwano najpierw biblioteke cDNA
uzyskang z mysich gonad meskich, a potem z mysiego tozyska [27]. Podczas prze-
szukiwania wymienionych bibliotek stosowano tzw. “warunki stabej hybrydyzacji”
liczac, ze stosowana sonda pozwoli na “wytowienie” nowych, zblizonych struktural-
nie sekwencji. Postepujac tak udato sie wyizolowac i sklonowa¢ nowg sekwencje
cDNA - kodujaca receptor o wewnetrznej aktywnosci kinazy tyrozynowej. Nazwano
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go FLT-3 (skrét od FMS Like Tyrosine Kinase -3, czyli kinazy tyrozynowej FMS-
podobnej - 3).

Druga grupa prowadzona przez Lemischke wyizolowata natomiast cDNA dla
STK-1 R z najwczes$niejszych komdrek hemopoetycznych mysiej watroby ptodowej
majacych marker hemopoetyczny - AA4.1+ [13]. W tym celu amplifikowano naj-
pierw zapomoca reakcji RT-PCR - cDNA pochodzace z tych komdérek wykorzystujac
primery swoiste dla tzw. fragmentow statych kinaz tyrozynowych. Jeden z amplifiko-
wanych produktow zawierajacy nowg sekwencje postuzyt nastepnie do wyizolowania
z mysiej biblioteki embionalnej odpowiedniego cDNA. Zesp6t Lemischki nazwat
nowo sklonowany receptor - FLK -2, cojest zkolei skrotem nazwy Fetal Liver Kinase
-2 (kinaza tyrozynowa watroby ptodowej - . ).

Ludzki odpowiednik mysiego receptora FLK-2/FLT-3 odkryt dwa lata pozniej
zesp6t Bimbauma [28]. Nowoodkryty gen otrzymat takg samg nazwe. lzolujac, a
nastepnie klonujac odpowiednie cDNA postuzono sie fragmentem sekwencji cDNA
mysiego receptora. Nazwe STK-1 (ang. Stem Cell Tyrosine Kinase -1) wprowadzit
natomiast zesp6t Civina klonujac niezaleznie od gmpy Bimbauma ludzki odpowied-
nik receptora FLK2/FLT-3 [30]. Znaleziono go za pomoca techniki RT-PCR uzywa-
jac swoistych primeréw dla fragmentu statego ludzkich kinaz tyrozynowych. Odcinek
ludzkiego cDNA majacy homologie do mysiego receptora postuzyt nastepnie do
izolowania odpowiedniej petnej ludzkiej sekwencji z biblioteki komoérek CD34+
szpiku kostnego cztowieka.

Zgodnie z powyzszym nowoopisany receptor nazywany jest czesto w literaturze
jako STK-1 R (FLK-2/FLT-3). Dtuga nazwa wskazuje, ze nadszedt czas na uprosz-
czenie i ujednolicenie jego terminologii. W dalszej czes$ci niniejszej pracy bedziemy
sie postugiwaé terminem STK-1R.

BUDOWA MOLEKULARNA ORAZ DYSTRYBUCJA
NARZADOWA MYSIEGO RECEPTORA STK-1

Receptor STK-1 nalezy do tzw. Ill gmpy receptoréw majacych wewnetrzng
aktywnos¢ kinazy tyrozynowej wg klasyfikacji Schlessingera i Ullricha [31]. Recep-
tory te, do ktérych nalezy m.in. PDGF-R, FMS-R oraz C-KIT R maja nastepujace
cechy anatomiczne:

1) Czes¢ wigzaca tigand sktada sie z pieciu tzw. domen immunoglobulinowo-po-
dobnych.

2) Fragment zewnatrzkomérkowy receptoréw jest bogato glikozylowany.

3) Czes$é wewnatrzkomorkowa, ktéra ma miejsce wigzace ATP i wykazuje aktyw-
no$¢ fosfotransferazy,rozdzielonajest tzw. insertem sktadajacym sie z hydrofilowego
70-80-aminokwasowego odcinka.
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Mysi receptor STK-1 kodowany jest przez gen mieszczacy sie na dtugim ramieniu
5 chromosomu , dystalnie od gendw dla receptoré6w PDGF typu A oraz C-KIT [11,
13,27]. Skfada sie on z 3453 nukleotyddw, ajego kodon obejmujacy zapis genetyczny
dla 990 aminokwasOw ograniczony jest od kofica 5” przez 30, a od koica 3’ przez 447
nukleotydy nie ulegajace translacji. Biatka kodowane przez sekwencje FLK3 oraz
sekwencje FLT2 majg niemal identyczng budowe na poziomie aminokwasowym
(98% zgodnosci) [11, 13, 27]. Dos¢ znaczne réznice wystepujg natomiast na korcu
3’ - poczawszy od nukleotydu w pozycji 957. Uwaza sie jednak, ze obydwa mysie
biatka kodowane sg przez ten sam gen. Prawdopodobnie podczas klonowania FLT2
popetniono kilka drobnych pomytek, gdyz p6zniejsze préby izolowania i sekwen-
cjonowania tego genu potwierdzajg prawdziwos¢ sekwencji FLK3 [11].

Aminokwasy nastepujgce po inicjujagcym translacje kodonie metioninowym -
ATG (adenina-tymidyna-guanina) sg hydrofobowe i majg charakterystyczng sekwen-
cje peptydu sygnatowego. Peptyd sygnatowy rozpoczyna zawierajacg 542 aminokwa-
sy cze$¢ zewnatrzkomérkowa receptora, przechodzaca w .. -aminokwasowy
$rodbtonowy odcinek hydrofobowy, a nastepnie 438-aminokwasowy region we-
whnatrzkomérkowy czasteczki receptora.

Pod wzgledem budowy molekularnej STK-1R podobniejak inne receptory kinazy
tyrozynowej 111 grupy ma w czesci receptora wiazgcej ligand pie¢ immunoglobulino-
wo podobnych podjednostek majgcych ksztatt petli. Sa wynikiem tworzenia mostkow
siarczkowych pomiedzy resztami cysteinowymi. Cze$¢ zewngatrzkomaorkowa recep-
tora zawiera ponadto dziewieé potencjalnych miejsc dla N-glikozylacji. Cze$é we-
whnatrzkomorkowa rozdzielona jest wspomnianym powyzej insertem o dtugosci - -
aminokwasow. Oprécz znacznego podobienistwa do innych receptoréw o wewnetrz-
nej aktywnosci kinazy tyrozynowej Ill grupy, STK-1R ma roéwniez pewne cechy
indywidualne. W czesci zewnatrzkomaérkowej tego receptora znajduje sie 12 reszt
cysternowych nie spotykanych ani w receptorze C-KIT, ani receptorze FMS [11, 13,
27].

Ekspresja mysiego receptora STK-1 w transfekowanych swoistym cDNA dla
STK-1R komorkach COS wykazata, ze dojrzata forma powierzchniowa ma mase
155-158 kd [12]. Masa czasteczkowa przewidziana na podstawie analizy sekwencji
aminokwasowej wynosi z kolei ... kd. Blokujgc za pomocga tunikamycyny w trans-
fekowanych komérkach COS proces N-glikozylacji obserwujemy wystepowanie
jedynie formy niedojrzatej o masie 110 kd [12]. Opro6cz formy pierwotnej i dojrzalej,
otrzymano réwniez forme posrednig, o wielkosci 132 i 143 kd. Jest to niedojrzata
postaé receptora o wysokiej zawarto$ci mannozy w miejscach ulegajacych N-gliko-
zylacji. Posta¢ dojrzata receptora ma w tych miejscach weglowodany ztozone [12].
Receptor STK-1 wystepuje u myszy na komorkach: mézgu, mézdzku, gonad meskich
oraz watroby. Mniejsza ekspresje stwierdzono w tozysku, $ledzionie i grasicy. Nie
ulega natomiast ekspresji lub ekspresjajego jest bardzo niska na komérkach miesnia
sercowego, miesni szkieletowych, komaérkach skory inerki [11, 12, 13, 27],
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Ekspresje receptora STK-1, jak wspomniano powyzej, stwierdza sie rdGwniez na
wczesnych mysich komorkach hemopoetycznych [13].

BUDOWA MOLEKULARNA ORAZ DYSTRYBUCJA
NARZADOWA LUDZKIEGO RECEPTORA STK-1

Ludzki gen kodujacy receptor STK-1znajduje sie nadtugim ramieniu chromosomu
13 w segmencie 12 (13qgl2) [28, 30]. Oznacza to, ze podczas ewolucji odtgczyt sie w
przeciwienstwie do genu mysiego od tandemu gendéw kodujacych receptory: PDGF
typu A oraz C-KIT. Geny te u cztowieka mieszcza sie bowiem na dtugim ramieniu
chromosomu 4 [19, 23, 25].

cDNA kodujace ludzki receptor STK-1 skfada sie z 3422 nukleotydéw i zawiera
kodon obejmujacy 2979 nukleotydéw odpowiadajgcych sekwencji 993 aminokwa-
séw, ktore tworzg biatko receptora. Podobienstwo ludzkiego STK1 R do sekwencji
mysiego odpowiednika (FLT 3) wynos”s s %.

tancuch peptydowy biatka STK-1 rozpoczyna sie podobnie jak receptora mysiego
hydrofobowym fragmentem sygnatowym o dtugosci 23 aminokwasow. Czes¢ zewng-
trzkomorkowapeptydu tworzacego receptor obejmuje 541 aminokwasy, srédbtonowy
fragment sktada sie z 21 aminokwasow, a czes¢ wewngtrzkomérkowg tworzg 431
aminokwasy. Cze$¢ zewnatrzkomoérkowa zawiera 5 etli immunoglobulinowo podo-
bnych oraz 9 potencjalnych miejsc glikozylacji. Cze$¢ wewnatrzkomorkowa biatka
receptorowego rozdzielonajest 75 -aminokwasowym insertem. Ludzki receptor STK-
1 wykazuje pod wzgledem budowy 18 i 19% podobiefstwa do C-KIT i FMS R w
czesci zewnatrzkomoérkowej i odpowiednio 63 i 64% podobienstwa w czesci we-
wnatrzkomérkowej. Przewidywana na podstawie sekwencji aminokwasowej wiel-
kos¢ czasteczki STK-1R oszacowano na 113 kd. Dojrzata bogato glikozylowana
forma ma natomiast mase 130-160 kd. Obecnos¢ receptora STK-1 stwierdzono za
pomoca czutej techniki RT-PCR w ludzkiej watrobie, $ledzionie, grasicy i szpiku.
Bardzo staba ekspresja wystepuje natomiast w tozysku [28]. Ogdlnie ujmujac u
cztowieka w przeciwienstwie do myszy receptor STK-1 prawdopodobnie znacznie
stabiej ulega ekspresji w tkankach niehemopoetycznych.

Jak przedstawiono na rysunkach 1i 2, receptor STK-1 wystepuje na wczesnych
ludzkich komérkach hemopoetycznych majacych antygen CD 34 oraz C-KIT R.
Ekspresjajego w komoérkach hemopoetycznych zmniejsza sie w miare ich dojrzewa-
nia i roznicowania. Zgodnie z powyzszym zanika catkowicie na limfocytach T i B, a
staba - wykrywalna jedynie technikg RT-PCR ekspresja utrzymuje sie w granulocy-
tach i monocytach [28]. Receptor STK-1 wystepuje rowniez na powierzchni wielu
komorek biataczkowych linii limfocytamych i niektérych mieloidalnych. Sposrod
linii mieloidalnych silng ekspresje stwierdza sie np. na komérkach linii mielomono-
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cytowej HL-60. Nie stwierdzono natomiast jego obecnosci na komoérkach linii ery-
troidalnych, takich jak: TF-1, HEL, K-562 [28]. Receptor STK-1 ulega réwniez
nadmiernej ekspresji na blastach pacjentéw cierpigcych na ostre biataczki mielo- i
limfoblastyczne [2,14,17]. Obecno$¢ STK-1 R stwierdzono takze za pomocg czulej
techniki RT-PCR w komorkach nowotworowych niektérych guzéw litych: raka sutka,
czerniaka, neuroblastomy, raka pecherza moczowego oraz raka sutka [8,28]. Ekspre-
sjatajestjednak niewielka i dalszego wyjasnienia wymaga, czy komorki te, pomimo
ze majg odpowiednie mRNA, moga rzeczywiscie produkowac biatko receptorowe.

BIALKA BIORACE UDZIAL W TRANSDUKCJI SYGNALU
Z POBUDZONEGO RECEPTORA STK-1

Receptor STK-1 podobnie jak inne receptory nalezace do Il gmpy receptoréw o
wewnetrznej aktywnosci kinazy tyrozynowej ulega w wyniku interakcji z ligandem
oligomeryzacji i autofosforylacji [31]. Oligomeryzacja wymuszona jest budowa li-
gandu, ktory wystepuje w formie dimeru. Ufosforylowane w procesie autofosforyla-
cji, a wystepujace w czesci cytoplazmatycznej receptora reszty tyrozynowe stanowig
miejsca akceptorowe dla tzw. domen SH-2. Domeny takie obecne sg w biatkach
enzymatycznych i adapterowych bioragcych udziat w transdukcji sygnatu z receptora
do cytoplazmy i jadra komorkowego [19, 31]. Proteiny te odpowiadajg za efekt
biologiczny pobudzenia receptora przez swoisty ligand.

Stwierdzono, ze autofosforylowany receptor STK-1 wigze: fosfolipaze C-yl,
podjednostke regulacyjng p85 kinazy 3’ fosfatydyloinozytoli, biatka adapterowe She,
Grb2 oraz kinaze sre i fyn. Aktywuje z kolei w spos6b posredni: biatka vav oraz GAP
[5],

Jednym z efektéw biologicznych pobudzenia receptora STK-1 w komdérkach
docelowych jest zwiekszenie syntezy DNA i pobudzenie proliferacji [9].

ODKRYCIE | SKLONOWANIE MYSIEGO ORAZ LUDZKIEGO
LIGANDU RECEPTORA STK-1

Ligand receptora STK-1 (STK-1L) zostat odkryty niezaleznie przez dwie grupy
badawcze, ktére klonujac kodujacy go gen przyjety rézne strategie.

Jako pierwsza sklonowata mysi, a nastepnie ludzki STK-1L grupa prowadzona
przez Beckmann [9]. Realizujac to zadanie zatozono, ze STK-1L podobnie jak inne
ligandy dziatajgce przez receptory nalezace do Il grupy receptoréw o wewnetrznej
aktywnosci kinazy tyrozynowej powinien wystepowa¢ w formie zwigzanej z btong
komorkowg oraz w formie wolnej wydzielanej przez komorki do medium hodowla-
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nego [19]. Poszukiwaniarozpoczeto od znalezienia ligandu zwiazanego z powierzch-
nig komdrek. W tym celu przygotowano biatko rekombinowane bedgce w potowie
czasteczkg receptora STK-1, a w potowie fragmentem Fc ludzkiej 1gG. Biatko to
(STK-1R - Fc 1gG) uzyto nastepnie jako swoistg “sonde molekularng” do wykrycia
linii komdrkowej, ktéra majgc napowierzchni komorki ligand receptora STK-1bedzie
wigzaé je do swej powierzchni. Interakcje biatka STK-1R - Fc 1gG ze swoistym
ligandem powierzchniowym badano za pomocg cytofluorometrii przeptywowej.

Sposrod 100 zbadanych mysich linii komorkowych jedna z nich - linia limfocy-
tama T oznaczona skrétem P7B-0.3A4 okazata sie linig swoiscie wigzacg proteine
STK-1R - Fc IgG. W dalszym etapie, klonowania genu kodujgcego STK-1L z
komorek tej linii przygotowano tzw. ekspresyjng biblioteke cDNA. Polega ona na
wklonowaniu czasteczek cDNA pochodzacych z biblioteki w plazmid, ktéry umozli-
wia w transfekowanych komérkach eukariotycznych produkcje biatek kodowanych
przez wklonowane fragmenty biblioteki.

Biblioteke ta podzielono nastepnie na czesci i stosujac stopniowe rozcienczenia
cDNA pochodzacego z przygotowanej biblioteki transfekowano nig komérki CV-
1/EBNA oceniajac nastepnie ich zdolnos¢ do produkcji STK-1 L, a tym samym
wigzania do btony komorkowej biatka STK-1R - Fc IgG. Postepujac w ten sposéb
zidentyfikowano klon komérkowy majacy ulegajacy ekspresji gen kodujgcy STK-1L.

Sekwencja STK-1L myszy postuzyta nastepnie do wyizolowania ludzkiego cDNA
kodujacego STK-1L z biblioteki cDNA uzyskanej z ludzkich limfocytow T [10].

Druga z grup prowadzona przez Lee przyjeta inng strategie sklonowania genu
kodujacego STK-1L [:]. Ligandu tego postanowiono poszukiwa¢ w nadsgczach
komérek réznych linii stromalnych. W tym celu mysig linig pro-B limfocytama Ba/F3
transfekowano najpierw cDNA kodujagcym receptor STK-1. Ustalona w wyniku
transfekcji linia komorkowa, nazwana Ba-FLT, zostata nastepnie uzyta jako linia
docelowa w testach proliferacyjnych nadsgczéw uzyskanych z réznych mysich linii
stromalnych. Stwierdzono, ze nadsacz jednej z linii stromalnych tzw. komdrek TA4
stymulowat proliferacje komérek Ba-FLT oraz autofosforylacje ulegajacego ekspresji
na ich powierzchni biatka receptorowego STK-1. W nastepnym etapie z nadsaczu
uzyskanego z komérek TA4 izolowano STK-1L za pomoca kolumn zawierajgcych
jako absorbent unieruchomione biatko receptorowe STK-1. Zatrzymane w kolu-
mnach biatko ligandu czesciowo zsekwencjonowano, co pozwolito na ustalenie
sekwencji primeréw, za pomoca ktérych technikg RT-PCR amplifikowano nastepnie
fragmenty cDNA kodujagce STK-1L. Fragmenty te uzyto jako swoiste sondy do
izolacji zbiblioteki cDNA komorek TA4 czasteczek cDNA kodujagcych mysi STK-1L.
Klon cDNA kodujacy mysi STK-1L postuzytnastepnie do izolacji ludzkiej sekwencji
tego genu z biblioteki cDNA komérek linii stromalnej SV48 grasicy cztowieka.
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BUDOWA MOLEKULARNA | EKSPRESJA NARZADOWA
LIGANDU RECEPTORA STK-1

STK-1L podobnie jak ligandy innych receptoréw nalezacych do Il grupy recep-
torow o wewnetrznej aktywnosci kinazy tyrozynowej ma w czesci zewngtrzkomor-
kowej cztery a-helikalne petle [, 9, 10]. Ligand receptora STK-1 analogicznie do
ligandow receptoréw: C-KIT i FMS wystepuje zardwno w postaci zwigzanej z btong
komérkowa, jak i wolnej ulegajacej uwolnieniu z powierzchni komarki. Postac
zwigzana z btong komdrkowa podobnie jak zblizonego strukturalnie: KL i CSF-1 ma
krotki fragment wewnatrzkomorkowy i charakterystyczny motyw 4 reszt cysterno-
wych w czesci zewnatrzkomorkowe;j.

Ligand receptora STK-1 ulega uwolnieniu z powierzchni btony komdrkowej w
wyniku trawienia proteazg [s , 9]. Miejscem cieciajest prawdopodobnie reszta proli-
nowa znajdujgca sie w fragmencie zewngtrzkomdrkowym czasteczki STK-1 L.

Uwaza sie, ze w niektdrych komorkach istnieje odmienny mechanizm uwalniania
ligandu niz trawienie proteolityczne formy umieszczonej na powierzchni btony ko-
madrkowej. Opisano bowiem kilka wariantéw molekularnych STK-1L - rdznigcych
sie budowg fragmentu karboksyterminalnego czgsteczki [s , 9, 10]. Sg one wynikiem
odmiennego splajcingu pre-mRNA kodujgcego STK-1 L. Udowodniono, ze w wy-
niku splajcingu powstajg czasteczki, ktdre pozbawione sg np. fragmentu przezbtono-
wego. Powyzsze formy molekularne ligandu mogawiec byé bezposrednio wydzielane
przez komaérke bez koniecznos$ci uprzedniego umieszczania na powierzchni biony.

Istnienie takiego mechanizmu sekrecji moze uzasadnia¢ i ttumaczy¢ opisang
réznorodno$¢ uzyskanych klonéw cDNA kodujgcych ligand receptora STK-1 [s , 9].
Ludzki i mysi ligand receptora STK-1 majg 72% homologie sekwencji aminokwaso-
wej i wykazujg podobng biologiczng aktywnos$¢ krzyzowa [ , 9, 10]. Obydwa w
podobnych dawkach stymulujgproliferacje zarowno komérek myszy, jak i cztowieka.

Ligand STK-1 ulega ekspresji prawie we wszystkich tkankach z wyjatkiem mézgu.
Najwieksza ekspresje stwierdza sie w Sledzionie i ptucach [s , 9,10]. Otwartg sprawa
pozostaje natomiast wykazanie zapomocg odpowiednich immunoblotow, czy komor-
ki, ktore wykazujg ekspresje mRNA dla ligandu receptora STK-1, rzeczywiscie
produkujg go w postaci aktywnego biologicznie biatka.

BIOLOGICZNA ROLA STK-1L
W FIZJOLOGICZNEJ REGULACJI PROLIFERACIJI
| ROZNICOWANIA KOMOREK HEMOPOETYCZNYCH

Uwaza sie, ze podobnie jak w przypadku osi regulujacej hemopoeze: C-KIT R -
KL swoisty ligand receptora STK-1 produkowany jest przez komérki stromalne
podscieliska szpiku kostnego w postaci zwigzanej z btong komérkowa badz w postaci
wolnej wydzielanej na zewnatrz komorek [, 9, 10]. Receptor STK-1 podobnie jak



REGULACYJNA ROLA LIGANDU RECEPTORA STK-1 (FLK2/FLT3) 141

receptor C-KIT znajduje sie z kolei na wczesnych komdérkach hemopoetycznych [13,
33, 34]. Forma ligandu zwigzana z powierzchnig komérek podsScieliska, moze wiec
wigzac receptor obecny na wczesnych komérkach hemopoetycznych - biorac tym
samym udziat w procesie adhezji komérek: CD 34+, STK-1 R+do komdrek stromal-
nych szpiku [19].

Teorie ta potwierdzaja pierwsze dane doswiadczalne wykonane przez nasz zesp6t
- oceniajace role biologiczng receptora STK-1 w uktadzie krwiotwérczym. Otrzyma-
no je za pomoca strategii oligomeréw antysensowych [19, 30]. Badania te wykonali-
Smy w okresie, kiedy jeszcze nie sklonowano swoistego ligandu.

Zaburzenia w ekspresji STK-1 R w ludzkich komorkach CD34+ szpiku kostnego
powodowaty gtéwnie uposledzenie proliferacji tzw. komérek tworzacych hodowle
dtugoterminowe komorek szpiku [30]. Obserwowano réwniez zahamowanie wzrostu
bardzo wczesnych komérek klonogennych, jakimi sg CFU-Mix. W mniejszym sto-
pniu zniesienie ekspresji receptora STK-1 wptywato na wzrost CFU-GM i BFU-E.
Dane te wskazujg, ze STK-1R odgrywa wazngrole w utrzymaniu zarbwno zywotno-
Sci, jak i potencjatu proliferacyjnego najwczesniejszych komérek hemopoetycznych
[19, 30],

Z chwila gdy sklonowano ligand mysi, a nastepnie jego ludzki odpowiednik
mozliwa stata sie bezposrednia ocena wptywu obydwu czynnikéw wzrostowych na
proliferacje komérek hemopoetycznych myszy i cztowieka w réznych modelach
doswiadczalnych. Badania te potwierdzity wazng role osi STK-1 R - STK-1 L w
regulacji proliferacji komdrek uktadu krwiotwdrczego.

Zgodnie z powyzszym, pomimo ze STK-1L okazat sie stabszym kostymulatorem
krwiotworczych komorek ukiemnkowanych w testach klonogennych in vitro niz KL,
to jak wykazano jednak stymuluje najwczesniejsze komorki hemopoetyczne pocho-
dzace z mysiej watroby ptodowej o wzorze antygenowym AA4.1+, Sca-1+, Linlow.
Nie dziata natomiast na komorki bardziej dojrzate posiadajagce wzor AA4.1+, Sca-1+,
Linhlgh. Efekt biologiczny STK-1L zwieksza sie znacznie w obecnosci ligandu
receptora c-kit (KL), IL-7 oraz IL-3 [1, 3, 9,10].

Okazato sie ponadto, ze STK-1L zwieksza inkorporacje znakowanej tymidyny do
komérek CD34+ludzkiego szpiku kostnego [10]. Stosowany sam w testach prolife-
racyjnych komorek ludzkich - podobnie jak w modelu mysim - jest stabym stymula-
torem wzrostu komoérek CD34+. Wykazuje jednak znaczny efekt kostymulujacy
wzrost kolonii granulocytowo-makrofagowych tworzonych przez GM-CFU po sko-
jarzeniu w hodowlach in vitro z IL-3, GM-CSF oraz biatkiem fgczonym PIXY 321
(rekombinowana chimera: GM-CSF + IL-3). STK-1L jest réwniez kostymulatorem
IL-s . Zwieksza ponadto proliferacje tymocytéw ptodowych [ , 9, 10].

Z wykonanych do tej pory badan in vitro nie wynika, aby STK-1L wptywat na
wzrostkomérek ukierunkowanych uktadu czerwonokrwinkowego (BFU-E) [: ,9,10].
Nie zwieksza bowiem wzrostu kolonii erytroidalnych bedac kostymulatorem EpO
badz EpO + KL. Ostatnio pojawito sie jednak doniesienie, ze STK-1L podawany in
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vivo przyspiesza u myszy poddanych subletalnemu napromienieniu odnowe komaorek
uktadu czerwonokrwinkowego [33]. Wydaje sie wiec, ze udziat STK-1L w erytropoe-
zie wymaga dalszych badan weryfikujacych uzyskane do tej pory dane.

LIGAND RECEPTORA STK-1L ULEGA EKSPRESIJI
W LUDZKICH KOMORKACH CD34+, C-KIT R+, STK-1R+
LUDZKIEGO SZPIKU KOSTNEGO

Udowodniono, ze niektére klony komorek biataczkowych moga produkowaé
rézne biologicznie aktywne cytokiny hemopoetyczne - swoiste dla receptoréw,
ktdrych obecno$¢ wykrywa sie jednoczesnie na powierzchni blastow. Opierajac sie
na tych danych wysunieto najpierw hipoteze, a nastepnie jg udowodniono, ze wzrost
niektérych biataczek moze by¢ wynikiem autokrynnej stymulacji ich proliferaciji.
Ostatnio pojawity sie doniesienia, ze geny kodujace tzw. wczesne cytokiny ulegaja
réwniez ekspresji w prawidtowych wczesnych komaérkach hemopoetycznych czto-
wieka. Przyktadem sg geny kodujgce IL-IR, IL-3, GM-CSF czy TGF-R - ulegajace
ekspresji w ludzkich komoérkach CD34+[29, 32, 35]. Dane te mogg przemawiac za
istnieniem autokrynnych mechanizméw regulujgcych pewne etapy wzrostu réwniez
w prawidtowych wczesnych komdrkach krwiotworczych.

Wychodzac z powyzszego zatozenia postanowili$my sprawdzi¢, czy STK-1 L nie
ulega ekspresji we wczesnych komérkach hemopoetycznych cztowieka.

W tym celu za pomocg cytofluorometru przeptywowego (FACS) izolowalismy z
komorek szpiku kostnego cztowieka frakcje komdrek majacych antygen CD34 i
receptor C-KIT-R (rys. 1). Jak wykazalisSmy, komorki te majg na powierzchni rowniez
receptor STK-1 (rys. 2). Obecno$¢ ekspresji STK-1L w tych komdrkach ocenialiSmy
wykorzystujac czulg technike RT-PCR (rys. 3). Sygnat odpowiadajacy ekspresji
STK-1L udato nam sie amplifikowa¢ w komérkach pochodzacych z kilku kolejnych
sortéw od kilku zdrowych niezaleznych dawcoéw [0 ,.: ].

Obecno$¢ mRNA ligandu receptora STK-1 w ludzkich komérkach szpiku kostne-
go o fenotypie CD34+, C-KIT R+, STK-1R+moze przemawiaé¢ zatym, ze 0§ STK-1R
- STK-1L bierze czynny udziat w autokrynnej regulacji pewnych etapow proliferacji
ludzkich wczesnych komdérek hemopoetycznych [20, 21]. O$ ta moze zjednej strony
wptywaé na pewne etapy proliferacji i roznicowania komoérek CD34+, z drugiej za$
zwiekszaé ich zywotnos¢ - hamujac np. zjawisko apoptozy [: 0,21 ].

Warto nadmienié, ze w tych samych komoérkach stwierdziliSmy réwniez za
pomocg techniki RT-PCR obecnos$¢ ligandu receptora C-KIT. Ekspresja KL we
wczesnych komaorkach hemopoetycznych moze mie¢ podobne znaczenie biologiczne
jak w przypadku STK-1L [20, 21].
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Rys. 3. Wynik Southern blottu (badania wtasne)
produktow reakcji RT-PCR; za pomoca powyzszej
techniki badano ekspresje mRNA dla ligandu recep-
tora STK-1 w ludzkich komdrkach CD34+, C-KIT-
R+, STK-1 R+2z regionu Ri uwidocznionego na rys.
1(pozycja 1) oraz w komérkach fibroblastoidalnych
szpiku kostnego (pozycja 2); w obydwu przypad-
kach amplifikowano produkt odpowiadajgcy wiel-
koscig fragmentowi cDNA ligandu receptora
STK-1, ktéry hybrydyzowat ze swoistg sondg; po-
zycja 3 - negatywna kontrola reakcji RT-PCR

Chcac oceni¢ znaczenie biologiczne ekspresji STK-1L w najwcze$niejszych
komérkach szpiku staramy sie zaburzy¢ ekspresje STK-1L w komoérkach C-KIT R+,
STK-1R+ ludzkiego szpiku kostnego za pomocga swoistych oligomeréw antysenso-
wych [18, 20,21,26],

ROLA OSI STK-1R - STK-1L W PATOLOGII

Do tej pory nie opisano defektu genetycznego bedgcego wynikiem mutacji STK-1
receptora lub jego ligandu. Z dmgiej strony sekwencja cDNA kodujgca STK-1R lub
STK-1L nie wystepuje réwniez w genomie zadnego, ze znanych do tej pory wirusow
onkogennych. Pomimo tego stosunkowo wcze$nie wykazano, ze receptor ten ma
zdolnos$ci mitogenne i transformujace komarki [.:].

Badania te przeprowadzono uzywajac sklonowanego chimerycznego genu kodu-
jacego biatko receptorowe (FMS-R + STK-1R) sktadajgce sie w potowie z fragmentu
receptora FMS (cze$¢ zewnatrzkomorkowa biatka wigzaca ligand) oraz w potowie z
receptora STK-1 (cze$¢ wewnatrzkomdrkowa biatka biorgca udziat w transdukcji
sygnatu). Fibroblasty szczurze transfekowane tym genem proliferowaty pod wpty-
wem stymulacji CSF-1 (ligand FMS-R) w pozywce agarowej tracgc jednoczes$nie
zaleznos$¢ do wzrostu wamnkowanego przyleganiem do podtoza (ang. anchorage
independent growth).

Jak wspomniano, STK-1R ulega ekspresji na komdrkach wielu nowotworowych
linii hemopoetycznych, komoérkach biataczkowych uzyskanych od pacjentéw oraz w
mniejszym stopniu na komérkach niektérych guzéw litych [2, ., 28]. STK-1L jest
natomiast produkowany przez komérki wielu réznych narzadéw [s , 9, 10].

Wykazano, ze receptor STK-1 ulega nadmiernej ekspresji w komorkach biatacz-
kowych uzyskanych od pacjentéw cierpiacych na ostre biataczki mielo- i limfobla-
styczne [2]. Dodawany do hodowli stymulowat w 20% przypadkéw wzrost komérek
biataczkowych uzyskanych od pacjentéw z ostrg biataczkg mieloblastyczng [14].
Szczego6lnie wrazliwe na stymulacje byty blasty o fenotypie biataczkowym M5 i M,
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wg tzw. klasyfikacji FAB (francusko - amerykansko - brytyjskiej) [14]. Inna grupa
doniosta z kolei o silnych wiasciwosciach kostymulujacych wzrost komérek biatacz-
kowych w obecnosci innych czynnikéw wzrostowych, takich jak: G-CSF-u, GM-
CSF-u i IL-3 [17].

Jednoczesng ekspresje STK-1 R i STK-1 L stwierdzono w wielu nowotworowych
liniach hemopoetycznych [15]. Jest to dodatkowy dowdd przemawiajacy zamozliwo-
$cig autokrynnej regulacji wzrostu komaorek hemopoetycznych i czynnym udziale w
nim osi STK-1 R - STK-1 L. Przytoczone dane wskazuja, ze pojawita sie koniecznos¢
wykonania odpowiednich eksperymentow oceniajgcych wptyw zablokowania osi
STK-1 R- STK-1L zapomocg swoistych przeciwciat lub oligomeréw antysensowych
[18, 26] na wzrost i réznicowanie komdrek biataczkowych.

PERSPEKTYWY WYKORZYSTANIA LIGANDU RECEPTORA
STK-1 W KLINICE. DALSZE KIERUNKI BADAN

Mozliwos$¢ uzyskania ligandu receptora STK-1 w postaci wysoce oczyszczonego
rekombinowanego biatka stwarza nadzieje, ze wkrotce podjete zostang préby jego
wykorzystania w klinice. Czynnik ten bedzie z pewnos$cig stosowany w probach
pobudzenia hemopoezy u pacjentéw poddanych chemioterapii, przeszczepom krwio-
tworczym badz u chorych cierpigcych na niektdre postacie cytopenii pochodzenia
szpikowego.

Warto nadmienié, ze receptor STK-1 w przeciwienstwie do receptora C-KIT nie
wystepuje na powierzchni komérek tucznych [25].

Terapia swoistym ligandem nie naraza wiec pacjenta na wystgpienie w trakcie
leczenia groznych objawéw anafilaktoidalnych zwigzanych z uwolnieniem przez
mastocyty niekorzystnie dziatajacych mediatorow. STK-1L znajdzie réwniez pra-
wdopodobnie zastosowanie przy opracowywaniu optymalnych protokotéw ekspansji
ex vivo wczesnych komaérek hemopoetycznych do celéw przeszczepowych. Pierwsze
takie proby juz podjeto wykazujac, ze STK-1L wspdlnie z KL powoduje ekspansje in
vitro ludzkich komdrek inicjujagcych hodowle dtugoterminowe oraz wczesnych ko-
maérek hemopoetycznych majacych wzdér antygenowy CD34+, CD38dim [4].

Dalszych badan wymaga ocena wptywu STK-1L na zwiekszenie tzw. mobilizacji
komorek macierzystych szpiku do krwi obwodowej do celdw transplantologicznych
czy tez podniesienie wydajnosci technik transfekcji genéw do komdérek CD34+ dla
potrzeb terapii genowej. O potrzebie oceny wpltywu zablokowania za pomocg oligo-
merdw antysensowych lub swoistych przeciwciat monoklonalnych osi STK-1R -
STK-1L na wzrost komérek nowotworowych wspomniano powyzej. Nalezy rowniez
pozna¢ mechanizmy regulujace ekspresje STK-1R i STK-1L w komérkach hemopoe-
tycznych. Nie wiemy rowniez, czy u cztowieka podobnie jak u myszy ekspresja
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STK-1R zwieksza sie w miare wkraczania KKM w cykl komdrkowy. Pominietym do
tej pory aspektem jest ewentualny wplyw in vitro STK-1L na megakariopoeze.
Wstepne dane uzyskane w modelu mysim in vivo sugemjg, ze STK-1L moze posiadaé
wiasciwosci trombopoetyczne [33].

Nalezy sie réwniez spodziewac, ze wkrétce ukaza sie dane doswiadczalne uzyska-
ne na myszach transgenicznych, ktére przygotuje sie wprowadzajgc do ich komérek
dodatkowe kopie genu kodujacego STK-1 L. Podobnie technikami tzw. homologicz-
nej rekombinacji uzyska sie zwierzeta z wywotanymi doswiadczalnie mutacjami genu
kodujacego STK-1 R lub STK-1 L. Analiza takich zwierzat majagcych odpowiednio:
zwiekszong lub zablokowang funkcje biologiczng receptora pozwoli na uzyskanie
dodatkowych informacji o udziale osi STK-1 R - STK-1 L w fizjologii ukfadu
krwiotwérczego.

Nie ulega wiec watpliwosci, ze najblizsze lata przyniosa odpowiedz na wiele z
wymienionych pytan i bardziej zblizg nas do poznania pasjonujgcych zagadnien
regulacji najwczesniejszych etapow krwiotworzenia.
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ROLA WANADU W METABOLIZMIE KOMORKI
ZWIERZECEJ

VANADIUM AND ITS SIGNIFICANCE
IN ANIMAL CELL METABOLISM

Halina ZAPOROWSKA
Zaktad Biologii Komorki, Instytut Biologii UMCS w Lublinie

Streszczenie: Wanad jest pierwiastkiem $Sladowym powszechnie wystepujagcym w $Srodowisku oraz
tkankach roslin i zwierzat. W komérce gromadzi sie przede wszystkim w jadrze, mitochondriach i
cytozolu. W stezeniach mikromolamych moze wykazywac dziatanie mitogenne, regulowaé aktywnos¢
czynnikow wzrostu oraz wielu enzymoéw. Dziata ponadto jako prooksydant zaréwno in vitro, jak i in
vivo. W literaturze opisano takze dziatanie mutagenne i karcinogenne tego pierwiastka.

Stowa kluczowe: wanad, metabolizm fosforanéw inozytolu, jony wapnia, procesy wolnorodnikowe

Summary: Vanadium is a trace element which occurs commonly in the environment, plant and animal
tissues. In the cell, the highest vanadium concentration were found in the nuclei, mitochondria and
cytosol. In micromolar concentrations vanadium exerts mitogenic effect, regulates growth factors and
many enzymes activities. Moreover, this element acts as pro-oxidant both in vitro and in vivo. In the
literature was described also mutagenic and carcinogenic effect of this element.

Key words: vanadium, inositolphosphates metabolism, calcium ions, free radical processes.

WSTEP

Wanad jest pierwiastkiem powszechnie wystepujacym w glebie, wodzie, roslinach
oraz tkankach zwierzecych [60]. Znaczne jego ilosci wykryto w ropie naftowej oraz
weglu kamiennym [58]. Zwiagzki wanadu wykorzystywane sg m.in. w przemysle
metalurgicznym, chemicznym, szklarskim i ceramicznym [32], dlatego w okolicach,
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gdzie sg zlokalizowane tego typu zaktady przemystowe, znaczne ilosci wanadu sa
uwalniane do $rodowiska (rys. 1). Prowadzi to do wzrostu jego stezenia w powietrzu,
glebie i wodzie [27]. Ze Srodowiska wanad jest pobierany przez rosliny i dalej poprzez
tancuch pokarmowy dostaje sie do organizmdw zwierzat oraz cztowieka.

Podobnie jak wiele innych pierwiastkéw, wanad w matych dawkach oddziatuje
korzystnie na rozw0j organizmow zwierzecych. Stwierdzono, ze niedob6r wanadu u
ssakéw powoduje zahamowanie wzrostu oraz zaburzenia: funkcji generatywnych,
metabolizmu tarczycy, procesu mineralizacji kosci, gospodarki lipidowej i weglo-
wodanowej organizmu [27, 51,54]. Na tej podstawie Nielsen i Uthus zaproponowali,
zeby uzna¢ wanad za niezbedny pierwiastek $ladowy dla prawidtowego wzrostu i
rozwoju zwierzgt oraz ludzi [51]. Dzienne zapotrzebowanie organizmu ludzkiego na
wanad wynosi ok. 10 |Lig, za$ jego spozycie zalezy od diety i oceniane jest na
10-60 jag [36, 51], zatem niedoboru wanadu raczej nie nalezy sie obawiac.

Wieksze dawki tego pierwiastka w postaci r6znych zwigzkéw sgjednak toksyczne
i wsasiedztwie zaktadow przemystu petrochemicznego oraz ceramicznego wystepuje
zagrozenie szkodliwym oddziatywaniem wanadu. Stagd duze zainteresowanie meta-
bolizmem oraz toksykologig wanadu i liczne badania nad jego wptywem na organizm
zwierzat laboratoryjnych oraz cztowieka [4, 10, 21, 25, 27, 35, 51, 83, 84]. Jednak
nadal nie do konca poznano role tego pierwiastka w metabolizmie komorki. W
ostatnich latach zaczety ukazywac sie liczne prace na ten temat. Celem niniejszego
artykutu przegladowego jest usystematyzowanie tych wiadomosci.

WYSTEPOWANIE WANADU W ORGANIZMACH SSAKOW
I CZLOWIEKA

Obliczono, ze organizm dorostego cztowieka zawiera ok. 100 p.g wanadu, z czego
potowa znajduje sie w koSciach. Pozostata ilos¢ gromadzi sie gtéwnie w watrobie,
nerkach i $ledzionie [27]. Wymienione narzady sg rowniez miejscem najwiekszej
akumulacji wanadu u innych ssakow, co zwigzane jest ze znaczeniem tych organéw
w detoksyfikacji organizmu i wydalaniu szkodliwych substancji [2,22,23,57].

We krwi ssakéw wanad stanowi ok 0,2-0,5 ng/g , z czego prawie 80% wystepuje
w osoczu w potaczeniu z transferyng [22]. Akumulacja wanadu w hepatocytach
zachodzi dzieki wymianie wanadu pomiedzy osoczowg transferyng a watrobowa
ferrytyng [64].

W niektérych schorzeniach poziom wanadu we krwi ludzi ulega znacznym waha-
niom. Wyrazny wzrost stezenia wanadu we krwi obserwowano m.in. w przypadkach
niewydolnosci nerek [7, 62] oraz psychozach maniakalno-depresyjnych [13, 50].
Znaczny spadek za$ stwierdzono w miazdzycy, chorobach wrzodowych przewodu
pokarmowego oraz marskosci watroby [53], Dotychczas brak jest jednak przekonu-
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Rys. 1. Zr6dta emisji zwigzkéw wanadu do $rodowiska

jacych danych, ze etiologia okreslonej choroby bezposrednio zwigzanajest z niedo-
borem lub nadmiarem wanadu.

Badania wewnatrzkomorkowej akumulacji wanadu wykonywano m.in. na komér-
kach watroby i nerek zwierzat laboratoryjnych, ktérym podawano wcze$niej w
iniekcji dozylnej lub dotchawiczo odpowiednig dawke .s V. Stwierdzono, ze hepa-
tocyty i komorki nerki gromadzg wanad przede wszystkim w jadrze, mitochondriach
i cytozolu [22, 23].

Komoérki wielu linii ustalonych hodowanych in vitro na pozywkach z dodatkiem
réznych zwigzkéw wanadu gromadzity ten pierwiastek gtownie w jadrze i mitochon-
driach, mniej natomiast w cytozolu [76].

PRZEMIANY METABOLICZNE WANADU

W ptynach ustrojowych i zewnatrzkomdérkowo wanad wystepuje gtownie w formie
5-wartosciowej [38], zazwyczaj w postaci jonédw: H.VO.-, HV 0. ~Ilub VO:* [29,
76]. Przez btone komorkowa przenika kanatem dla anionéw [76]. W komérce za$
wanad 5-wartosciowy ulegabioredukcji do formy 4-wartosciowej. Proces ten odbywa
sie gtéwnie przy udziale glutationu, katecholu, cysteiny, NADH, NADPH oraz kwasu
L-askorbinowego [38,41, 42, 65]. Shi i Dalal stwierdzili, ze reduktaza glutationowa
(GR; EC 1.6.4.2) moze réwniez petni¢ funkcje reduktazy wanadami [71]. Powstaty
podczas redukcji jon wanadylowy (V02+) wplywa na metabolizm komorki, co
stwierdzono w licznych badaniach in vitro (rys. 2) [43, 46, 58, 65, 76],

Jon wanadylowy wykazuje duzg reaktywnos$¢ in vitro. W reakcji z ADP i ATP
powstaja potaczenia: AMPV zamiast ADP oraz AMPV. lub ADPV jako analogi ATP
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[28]. Jon VvO®* moze rowniez tworzy¢ kompleksy z glutationem, aminokwasami,
zwhaszcza z kwasem glutaminowym, cysteingi glicyng oraz peptydarni i biatkami [15,
26,45]. Z potgczen wanadu zbiatkami najlepiej poznane sg kompleksy zhemoglobina,
transferyng, ferrytyng, laktoferyng i kalmoduling [3, 52, 60, 64]. Stwierdzono, np. ze
V 02+ z kalmoduling taczy sie w stosunku stechiometrycznym 4:1 [52]. Znane s3
réwniez potgczenia VO + z weglowodanami. W reakcji wanadu z glukozg powstaje
np. glukozo-s -wanadan [31]. Na razie trudno jednak odpowiedzie¢ na pytanie, ktore
z wymienionych potgczen wanadu mogg odgrywac istotng role in vivo.

Zwigzki wanadu tworzg w srodowisku wodnym” poza monomerami (FAVO"),
takze liczne oligomery, zwtaszcza dimery (H.V.O. ~), tetramery (VV~Op4-), penta-
mery (V50 155~) oraz dekamery (V~C~"g6-). Wzajemny ich stosunek ilosciowy w
roztworze zalezy przede wszystkim od stezeniaroztworu, rodzaju uzytego buforu oraz
pH $rodowiska. Stwierdzono np., ze w buforze fosforanowym o pH=7 przewazajg
tetramery [14]. Wykazano takze, ze wyniki badan prowadzonych in vitro zalezg od
rodzaju powstatych oligomeréw. Tym mozna wiec ttumaczy¢ roznice w badaniach
otrzymywane przez kolejnych autorow [: s ]. Lobert i wsp. [44] wykazali np., ze
dimery i tetramery majg maty wpltyw na polimeryzacje mikrotubul, podczas gdy
dekamery powstate w 750 |[iM roztworze ortowgnadanu sodu wyraznie hamujg ten
proces. Mechanizm tego dziatania polegat nie tylko na bezposredniej interakcji z
tubuling [14,40], ale rowniez na hamowaniu wigzania do mikrotubul biatek towarzy-
szgcych: MAP2 i tau. Nie obserwowano natomiast wptywu wanadu na morfologie
mikrotubul [44].

Liczne eksperymenty potwierdzity wptyw wanadu na procesy fosforylacji i defo-
sforylacji biatek zachodzace w komérkach [46,76,77, » « ]. Fosforylacja biatek przez
kinazy i defosforylacja przy udziale fosfataz to kluczowe reakcje w regulacji metabo-
lizmu, proliferacji i r6znicowania komorek. Zor i wsp. [87] stwierdzili, ze makrofagi
myszy inkubowane w obecnosci 250 pM NaV0s i 200-250 pM H.0. wykazujg
podwyzszong aktywnos$¢ kinazy biatkowej C oraz kinazy tyrozynowej. Natomiast
aktywnos$¢ biatkowej fosfatazy tyrozynowej w tych samych warunkach byta hamo-
wang. Z tych doswiadczen oraz badan innych autoréw wynika, ze wanad moze
regulowac aktywnos¢ wielu enzymdw [58,83] oraz uczestniczyé w procesach wolno-
rodnikowych [11, 20, 75].

W komoérce mozliwa jest rowniez reakcja utlenienia wanadylu. Dlatego forma, w
jakiej wanad wystepuje wewnatrz komérki, zalezy od stosunku iloSciowego catej puli
reduktorow do utleniaczy metabolicznych (rys. -).

WPLYW WANADU NA SYNTEZE WTORNYCH
PRZEKAZNIKOW INFORMACIJI

Kazda komorka, tkanka, okre$lony organ i wreszcie caty organizm moze sprawnie
funkcjonowac jedynie w warunkach prawidtowego przekazu informacji. Przeptyw
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Rys. 2. Transport wanadu do komarki ijego wptyw na procesy wewngtrzkomorkowe (rysunek zmieniony
i uzupetniony wg [38]): B - biatko, GSH - zredukowany glutation, kw. ask. - kwas L-askorbinowy,
GR - reduktaza glutationowa

informacji miedzy komorkami odbywa sie dzieki tzw. zewngtrzkomérkowym (pier-
wotnym) i wewngatrzkomadrkowym (wtérnym) przekaznikom. Pierwotne przekazniki
to gtownie hormony, neurotransmitery oraz czynniki wzrostu. Sygnaty, ktore docie-
raja do komorki, sg odbierane przez biatka wbudowane w btone komédrkowsg i
przekazywane poprzez cytoplazme az do jadra, gdzie wywotujg ekspresje odpowied-
nich gendéw. Z wtornych przekaznikéw informacji najlepiej poznanymi sg cykliczne
nukleotydy (np. cAMP, cGMP), trifosforan inozytolu (IP3), diacyloglicerol (DAG)
oraz niektore jony np. Ca2+i Na+ [; , 80].

W badaniach in vitro stwierdzono, ze wanad moze regulowaé stan aktywnosci
wtdrnych przekaznikow informacji. Wykazano, ze pierwiastek ten dziata stymulujgco
na aktywnos$é cyklazy adenylowej (AC; EC 4.6.1.1.), enzymu katalizujgcego reakcje
przeksztatcenia ATP w cAMP. Wzrost aktywnosci cyklazy adenylowej pod wptywem
wanadu obserwowano m.in. w btonach ptytek krwi inkubowanych z dodatkiem
100 pM NH.V 0s [1] oraz kom6rek mie$nia sercowego kotow w obecno$ci 300 pM
NH.VO: lub VClI: [s« ], W plazmalemie komérek izolowanych znadnerczy szczuréw
aktywnos$¢ AC byta hamowana przez jon wanadylowy (VO ) w stezeniu 1 mM,
podczas gdy wanad w postaci anionu V. 43-iw tym samym stezeniu nie miat takiego
dziatania [37].
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Wplyw wanadu na aktywnos¢ AC jest wyjasniany dwojako. Jedni autorzy ttuma-
czg zmiany aktywnosci enzymu mozliwos$cig tworzenia przez ortowanadan komple-
ksu z GDP, ktéry to “nasladujac” GTP tgczytby sie z biatkiem Gs aktywujagcym AC
[17]. Inni za$ uwazaja, ze enzym ten moze zawiera¢ specyficzne miejsca wigzania dla
oksyanionéw (np. jonu wanadylowego), ktdre przytgczajac sie tam mogtyby bezpo-
$rednio regulowac aktywno$¢ enzymu [48].

Powstanie dwoch nastepnych, wtdrnych przekaznikéw informacji (IP: i DAG) jest
takze procesem enzymatycznym [6,80]. Aktywacja btonowego receptora R prowadzi
za posrednictwem biatka G do aktywacji fosfolipazy C (PLC; EC 3.1.4.3). Enzym ten
katalizuje reakcje hydrolizy fosfatydyloinozytolo(4,5)difosforanu (PIP.) do IPs i
DAG (rys. 3). Powstaty IP. gromadzi sie w cytoplazmie i przy odpowiednim stezeniu
moze taczy¢ sie ze specyficznymi receptorami w btonach retikulum endoplazmaty-
cznego. Koncowym efektem pobudzenia tych receptoréw przez IP; jest uwalnianie
Ca do cytoplazmy z wewnatrzkomorkowych magazynéw, jakimi sg cysterny ER
[6].

Zick i Sagi-Eisenberg [- s ] stwierdzili, ze 1 mM ortowanadan sodowy (NasV 04)
w kombinacji z3 mM H: 0. stymuluje in vitro fosforylacje tyrozyny w biatkach oraz
zwieksza poziom IP: w komoérkach takich linii, jak: komorki nowotworowe watroby
szczura (Fao), komoérki miesni (BC3H-1), komorki jajnika chomika chinskiego
(CHO-T), oraz bazofilne komorki leukemiczne szczura (RBL). Natomiast Morita i
wsp. [49] wykazali, ze sam Na. V. . w stezeniu 2-krotnie wyzszym powoduje wzrost
poziomu IP; w tkance ttuszczowej szczuréw. Randazzo i wsp.[59] opisali wzrost
poziomu fosfatydyloinozytolu w fibroblastach linii NIH 3T3 inkubowanych w po-
zywce z dodatkiem 100 i 1000 pM NasV 04.

Z kolei metawanadan sodowy (NaV 03)juz w zakresie stezen 0,1-0,5 mM stymu-
lowat inkorporacje P- ortofosforanu do fosfatydyloinozytolu i kwasu fosfatydy-
lowego w mikronaczyniach mézgu. Wyzsze stezenia (rzedu 2-A mM) miaty mniejszy
wplyw na ten proces [..].

Wzrost stezenia IP; w badanych komdrkach wynika z jednej strony z aktywacji
fosfolipazy C (PLC; EC 3.1.4.3.) przez wanad [17], z drugiej za$ z hamowania
defosforylacji fosforanéw inozytolu [: ]. Wykazano, ze omawiany pierwiastek hamuje
in vitro hydrolize inozytolo(l,4,5) trisfosforanu [1(1,4,5)P3] do inozytolo (1,4) bisfo-
sforanu [I(1,4)P2], inozytolo (1,3,4) trisfosforanu [1(1,3,4)P3] do inozytolo (1,3)
bisfosforanu [1(1,3)P2] orazinozytolo(l,3,4,5)tetrakisfosforanu [I1(1,3,4,5)P4] do ino-
zytolo(1,3,4)trisfosforanu [1(1,3,4)P3].Mechanizm tego dziatania polega nahamowa-
niu aktywnos$ci odpowiednich fosfomonoesteraz inozytolu (rys. s ), zatem wanad
zwiekszaw komorce akumulacje nastepujacych form inozytolu: 1(1,4,5)Ps,1(1,3,4)Ps
oraz 1(1,3,4,5)P. [, 17,49, « 4 ].
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Rys. 3. Wptyw wanadu na cykl fosforanéw inozytolu: v hamujacy wptyw wanadu na odpowiednie

fosfomonoesterazy inozytolu; v «> stymulujacy wptyw wanadu; R - receptor; G - biatko wigzgce GTP;

PLC - fosfolipaza C; PIP2 - fosfatydyloinozytolo-(4,5)bisfosforan; DAG - diacyloglicerol; 1(1,4,5)P3-

inozytolo(l,4,5)trisfosforan; 1(1,3,4)P3 - inozytolo(l,3,4)trisfosforan; 1(1,3,4,5)P4 - inozyto-

lo(1,3,4,5)tetrakisfosforan;1(1,4)P2,1(1,3)P2i 1(3,4)P2 - odpowiednie inozytolobisfosforany;1(4)P, I(1)P

i 1(3)P - odpowiednie inozytolofosforany; |- inozytol (schemat opracowano na podstawie cytowanej
literatury)

WPLYW WANADU NA AKUMULACIJE | TRANSPORT
JONOW WAPNIA W KOMORCE

Omoéwiony wptyw wanadu na metabolizm fosforanéw inozytolu sugeruje posred-
nig role tego pierwiastka w przekazywaniu wewnatrzkomérkowych sygnatéw. 1P
odgrywa podstawowa role w regulacji stezenia jonéw wapniowych w komaorce [ ].
Wzrost poziomu IPs pod wptywem wanadu zaktéca wiec komérkowa homeostaze.
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Wspomniana wczes$niej stymulacja fosfolipazy C przez wanad oraz hamowanie
fosfomonoesteraz inozytolu prowadzi do wzrostu poziomu IP; w komorce. Powoduje
to mobilizacje jonow Ca2+ z RE i wzrost ich stezenia w cytozolu. Zwiekszenie
naptywu jonéw Ca2+ do komorki ze Srodowiska ma prawdopodobnie mniejsze
znaczenie. Wykazano bowiem w badaniach z erytrocytami, komérkami linii ustalo-
nych oraz izolowanych z narzadéw zwierzat laboratoryjnych, ze zwigzldwanadu
powodujg inhibicje ATP-az kationozaleznych, w tym Ca -ATPazy iCa ,Mg -
ATPazy [18, 39, 83]. Jedynie w komdrkach carcinoma epidermalis linii A431
hodowanych in vitro opisano stymulujacy wptyw jondw wanadu na transport Ca  do
komorki [wg 30].

Gullapalli i wsp. [30] badali wptyw podawania wanadu na wewnatrzkomérkowe
rozmieszczenie jon6éw wapnia. Okazato sie, ze frakcja mitochondrialna otrzymana z
watroby szczuréw traktowanych wczesniej dootrzewnowo zwigzkami wanadu gro-
madzita statystycznie znamiennie mniej Ca2+ niz taka sama frakcja otrzymana od
zwierzat kontrolnych. Natomiast w cytozolu obserwowano znamiennie wyzszy po-
ziom Ca2+ niz w kontroli. Wskazuje to na pewien hamujacy wptyw wanadu na
transport jonéw wapnia do mitochondrium.

TrudnoJednoznacznie wyttumaczy¢ mechanizm dziatania wanadu w mobilizacji
jonéw Ca . Wydaje sie, ze dziatanie poprzez wzrost stezenia IPs nie jest jedyna
mozliwoscig. Wyniki badan Gullapalli i wsp. pozwalaja przypuszczaé, ze orto- i
metawanadan sodu w stezeniu 100 pM moze réwniez dziata¢ na poziomie btony
poprzez aktywacje a-adrenergicznych receptorow. Nastepstwem tego mogg b”¢
zmiany w btonowych kanatach jonowych i zwiekszony przez to naptyw jonéw Ca
do komorki. Za mozliwoscig takiego dziatania wanadu przemawia wynik doswiad-
czen z fenoksybenzaming. Podanie tego typowego antagonisty receptoréw a-adrener-
gicznych, wyraznie hamowato indukowang przez wanad mobilizacje jondw wapnia
[30]. Jednak rola wanadu w transporcie jonéw Ca2+nie jest w petni poznana i wymaga
jeszcze dalszych badan oraz obserwacji.

WPLYW WANADU NA METABOLIZM ERYTROCYTOW

Wanad powoduje zmiany przepuszczalnosci blony erytrocytéw, co moze byc¢
przyczyng zaburzeh metabolizmu tych komoérek. Wykazano, ze pierwiastek ten ha-
muje aktywny transportjonéw Ca2+, a zwieksza selektywna przepuszczalnos¢ jonow
K+ przez btony erytrocytéw. Ponadto dziata hamujgco na aktywnos$¢ Na+ K+ATPa-
zy, Ca.+ATPazy, Ca , Mg.+APTazy, fosfogliceromutazy, fosfoglukomutazy,
dehydrogenazy . -fosfoglukonianowej oraz kinazy adenylowej. Natomiast dziata sty-
mulujgco na aktywno$¢ NADH oksydazy, cyklazy adenylowej oraz fosfatazy 2,3-
bisfosfoglicerynianowej [wg 83].

Badania przeprowadzone na erytrocytach in vitro wykazaty wptyw wanadu na
transport tlenu przez hemoglobine. Erytrocyty posiadajg charakterystyczny szlak
metaboliczny - cykl Rapoporta-Lueberinga, ktéry stanowi odgatezienie glikolizy na
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poziomie kwasu 1,3-dwufosfoglicerynowego (1,3-DPG). W cyklu tym z 1,3-DPG
przy udziale enzymu fosfogliceromutazy powstaje kwas 2,3-dwufosfoglicerynowy
(2,3-DPG), ktory reguluje powinowactwo hemoglobiny do tlenu (rys. 4). 2,3-DPG ma
zdolno$¢ wigzania sie z czasteczka hemoglobiny nieutlenowanej, przez co traci ona
powinowactwo do tlenu. Zatem wydajno$¢ przenoszenia tlenu przez hemoglobineg
zalezy od stezenia 2,3-DPG w erytrocytach [73].

Erytrocyty ludzkie inkubowane in vitro z jonami wanadu posiadajg obnizony
poziom 2,3-DPG, co jest przyczyng wzrostu powinowactwa hemoglobiny do tlenu.
Spadek poziomu 2,3-DPG w krwinkach czerwonych wynika z jednej strony z hamu-
jacego wpltywu wanadu na aktywnos$¢ difosfogliceromutazy, z drugiej za$ strony
wanad aktywujgc difosfoglicerofosfataze powoduje defosforylacje 2,3-DPG do 3-
PGA (rys. 4) [wg 83]. Wykazano réwniez, ze wanad wzmaga in vitro nieenzymaty-
czng hydrolize 2,3-DPG do nieorganicznego fosfom i 3-PGA [74] .

Rys. 4. Cykl Rapoporta-Lueberinga w erytrocytach: 1,3-DPG - kwas 1,3-dwufosfoglicerynowy; 2,3-

DPG - kwas 2,3-dwufosfoglicerynowy; 3-PGA - kwas 3-fosfoglicerynowy; DPGM - difosfogliceromu-

taza (EC 2.7.5.3); DPGP- difosfoglicerofosfataza (EC 3.1.3.13); PGK-kinazafosfoglicerynianowa (EC

2.7.2.3); *¢ v hamujacy wptyw wanadu; «> v stymulujacy wptyw wanadu; 4=v stymulacja nieenzyma-
tycznej hydrolizy przez wanad
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WANAD A PROCESY WOLNORODNIKOWE

Wolne rodniki to atomy lub grupy atoméw majace niesparowane elektrony na
orbicie zewnetrznej. Sg one niezwykle reaktywne i chemicznie niestabilne, poniewaz
moga by¢ donatorami niesparowanego elektronu lub pobiera¢ taki elektron od innej
czasteczki [33, 79]. W wielu procesach wolnorodnikowych wyrédzniono trzy podsta-
wowe etapy: inicjacje, propagacje czyli tworzenie nowych rodnikéw w reakcjach
tancuchowych oraz terminacje tzn. unieczynnianie wolnych rodnikéw [79].

Na podstawie wynikdéw dotychczasowych badan mozna stwierdzi¢, ze wanad
wplywa na wszystkie trzy wymienione etapy, chociaz proces propagacji i uktad
antyoksydacyjny wydajg sie by¢ gtéwnym miejscem docelowym dziatania tego
pierwiastka [63, 70, 85]. Wolne rodniki (szczeg6lnie anionorodnik ponadtlenkowy:
o 2) tworzg sie in vivo w wyniku interakcji tlenu lub innych zwigzkéw z wolnymi

elektronami powstajacymi podczas reakcji oksydoredukcyjnych w komérce [79].
Powstatly anionorodnik ponadtlenkowy moze reagowac z drugim takim rodnikiem i
w obecnosci wodoru dawa¢ podczas tzw. reakcji dysmutacji, katalizowanej przez
dysmutaze ponadtlenkowga (SOD), czasteczke nadtlenku wodom [33]:

02+ 02< N > h202+02

Powstata czasteczka H. 0 . jest substratem dlg peroksydazy glutationowej (GSH-
Px) i katalazy (CAT). Moze rowniez reagowac z anionorodnikiem ponadtlenowym,
co prowadzi do powstania bardziej reaktywnego rodnika hydroksylowego.

Pierwiastki przejsciowe uktadu okresowego, takie jak: Fe + Cu+,Co +iV +[56],
mogga takze reagowac z H. 0. i prowadzi¢ do powstania wolnych rodnikéw hydro-
ksylowych zgodnie z reakcja:

Mn++ H.0. < => M(ml) + OH+ OH"

Zatem 4-wartosciowy wanad w reakcji z H. 0. prowadzi do powstania rodnika
hydroksylowego [: 1,20 ]:

V4++ H. 0, <===>V5++ OH" + OH*
Mozliwe sg rowniez reakcje dajgce anionorodnik ponadtlenkowy [75]:
V4++ H,0, <===>V3+ 0., + 2H+

lub

Va+ + 02<===>V5++ 02



ROLA WANADU W METABOLIZMIE KOMORKI ZWIERZECEJ 159

Powstate pod wptywem wanadu wolne rodniki tlenowe moga zapoczatkowywaé
autokatalitycznaperoksydacje lipidow zawierajgcych nienasycone kwasy ttuszczowe.
Prowadzi to do powstaniaw komadrce wielu organicznych wolnych rodnikéw, dienéw
oraz aldehyddw np. aldehydu dimalonowego (MDA). Zwiazek ten, reagujac z ami-
nokwasami biatek plazmalemy tworzy wigzania typu zasady Schiffa. Prowadzi to do
agregacji biatek, usztywnieniabtony komorkowej i przez to do obnizeniajej zdolnosci
do odksztatcania sie. W przypadku erytrocytéw, gdy nadal utrzymuje sie dziatanie
wanadu jako czynnika generujacego wolne rodniki, zmiany w btonie sa tak znaczace,
ze prowadzg do hemolizy [34,55].

Wykazano, ze w reakcjach in vitro z izolowanymi btonami komdrkowymi lub
homogenatami narzagdow wewnetrznych w obecnosci wanadu sg generowane aktyw-
ne formy tlenu i wzmagany jest proces peroksydacji lipidéw (LPO). Jako wskaznik
LPO oznaczany byt najczesciej poziom MDA [25, 70]. Podobne zjawisko zachodzi
réwniez in vivo, o czym $wiadczy wzrost poziomu MDA we krwi oraz narzadach
wewnetrznych zwierzat laboratoryjnych zatruwanych zwigzkami wanadu [25, 84].

Znacznie mniej wiadomo o wplywie wanadu na enzymy antyoksydacyjne. Serra i
wsp. [69], badajac invitro wptyw VO SO0, i NH. V 05 w stezeniu 0,1 mM na aktywnos¢
preparatow CAT z watroby oraz GSH-Px i Cu-Zn SOD z erytrocytéw wotu nie
stwierdzili istotnych zmian w aktywnosci tych enzymow. Podobnie Elfant i Keen [25]
nie obserowali zmian aktywnos$ci watrobowej Cu-Zn SOD i Mn-SOD u szczuréw
otrzymujacych pozywienie z dodatkiem 75 pg V/g paszy. Hamujacy wptyw NaV 0
na aktywnos$é preparatéw Cu-Zn SOD in vitro wskazat Apella i wsp., ktérzy przeba-
dali wymieniony zwigzek w zakresie stezeft 1CT -10"" M [5].

Stosunkowo liczne prace opisujg wptyw wanadu na inne sktadniki uktadu anty-
oksydacyjnego, zwtaszcza na poziom kwasu L-askorbinowego i GSH w organizmie
zwierzecym. We wszystkich tych przypadkach stwierdzono u zwierzat, otrzymuja-
cych rézne zwigzki wanadu w diecie lub wodzie do picia, wyrazny spadek poziomu
kwasu L-askorbinowego i GSH we krwi i narzadach wewnetrznych, zwtaszcza w
watrobie i nerce [25,41,70,85].

PODSUMOWANIE

Wanad jest pierwiastkiem przejsciowym uktadu okresowego powszechnie wyste-
pujacym w przyrodzie. W $rodowisku nie powoduje tak duzych skazen jak inne
pierwiastki, szczegélnie metale ciezkie. W wiekszych dawkach dostaje sie do organi-
zmu zwierzat i ludzi zyjacych w poblizu zaktadéw przemystu petrochemicznego i
ceramicznego. W matych dawkach jest uwazany za mikroelement niezbedny do
prawidtowego wzrostu i rozwoju zwierzat.
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W organizmie ssakdw gromadzi sie przede wszystkim w kosSciach, watrobie i
nerkach. W komoérkach akumuluje sie gtéwnie w jadrze, mitochondriach i cytozolu
[22, 23,27, 57, 76].

W stezeniach od nano- do mikromolamych pierwiastek ten stymuluje synteze
DNA, proliferacje oraz réznicowanie wielu linii komoérkowych in vitro [46, 61, 76].
W stezeniach wyzszych jednak hamuje podziaty i miedzykomérkowg adhezje. W
kulturach in vitro powoduje wzrost liczby komorek dwu-, wielojadrzastych oraz
olbrzymich [24, 81, 82]. Moze réwniez prowadzi¢ do aberracji chromosomalnych,
zwhaszcza liczbowych [47]. W literaturze opisano takze karcinogenne [76] jak i
antykarcinogenne dziatanie tego pierwiastka [67].

W komérkach wanad wptywa na aktywnos$¢ wielu enzyméw, moze tez regulowac
synteze wtornych przekaznikdw informacji oraz proces przekazu sygnatow w komor-
ce. Stymuluje np. aktywnos¢ cyklazy adenylowej, fosfolipazy C, fosfolipazy D oraz
A2.Natomiast dziata hamujgco m.in. na aktywnos$¢ Na+,K+-ATPazy, Ca +-ATPazy,
Ca. +Mg. +ATPazy, kinazy adenylowej [9, 58, 83, 87]. Na skutek zmian aktywnosci
wymienionych enzymdw wanad wptywa na przepuszczalno$é i elastycznos¢ btony
komorkowej, a takze zmienia stezenie jonéw wapniowych w cytozolu. W erytrocy-
tach poprzez zmiany stezenia 2,3-DPG reguluje powinowactwo hemoglobiny do
tlenu.

Wanad dziata ponadto jako prooksydant. W jego obecnosci sq generowane wolne
rodniki oraz wzmagany proces peroksydacji lipidow [11, 20, 56]. Pierwiastek ten
wykazuje rowniez synergistyczne dziatanie z innymi oksydantami. Z drugiej strony
powoduje obnizenie poziomu kwasu L-askorbinowego i GSH we krwi oraz narzgdach
wewnetrznych badanych zwierzat, przez co ostabia uktad antyoksydacyjny w komor-
kach i catym organizmie. Wyniki badan wiasnych oraz innych autoréw sugerujg zatem
konieczno$¢ uzupetniania diety naturalnymi antyoksydantami (np. kwasem L-askor-
binowym lub B-karotenem) w warunkach zawodowego narazenia na wanad lub
zwiekszonej jego podazy w diecie. Zwigzki te powinny by¢ réwniez brane pod uwage
jako ewentualne preparaty uzupetniajgce w przypadku stosowania wanadu w bada-
niach farmakologicznych.

W ostatnich latach opisano takze insulinopodobne dziatanie wanadu [16, 19, 72,
78]. Stad duze zainteresowanie wplywem tego pierwiastka na metabolizm komdrek
watroby i trzustki. Prowadzone sg rowniez badania nad wptywem wanadu na orga-
nizm zwierzat z doswiadczalnie wywotang cukrzycg. Jednak zastosowanie wanadu w
farmakologii wymaga jeszcze wielu badan in vitro, a zwtaszcza in vivo.
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UDZIAL ASTROCYTOW W POWSTAWANIU BLIZNY
POURAZOWEJ W OSRODKOWYM UKEADZIE
NERWOWYM. |I. EKSPRESJA BIALEK
CYTOSZKIELETOWYCH JAKO PRZEJAW
REAKCJI NA USZKODZENIE

CONTRIBUTION OF ASTROCYTES TO THE POSTTRAUMATIC
SCAR FORMATION IN THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM.
I. EXPRESSION OF CYTOSKELETAL PROTEINS

AS EVIDENCE OF THE RESPONSE TO INJURY

Krzysztof JANECZKO

Zaktad Neuroanatomii, Instytut Zoologii, Uniwersytet Jagiellonski, Krakow

Streszczenie: W astrocytach reagujacych nauszkodzenie tkanki osrodkowego uktadu nerwowego (OUN)
nastepuje wzrost poziomu GFAP - biatka cytoszkieletowego charakterystycznego dla tych komérek
nieneuronalnych. Immunocytochemiczne wykrywanie GFAP umozliwia identyfikacje reaktywnych
form astrocytow i obserwacje ich udziatu w procesie formowania blizny pourazowej. W uszkodzonym
OUN ssakéw blizna stanowi trwatg bariere dla regenerujgcych aksondw. Dlatego niemozliwe jest
odtworzenie przerwanych potgczen nerwowych i restytucja funkcjonalna uszkodzonych uktadéw neu-
ronalnych. Poznanie mechanizmu powstawania blizny ma podstawowe znaczenie dla opracowania
metody minimalizacji efektow uszkodzenia.

Stowa kluczowe: uszkodzenie mdzgu, astrocyt reaktywny, ekspresja GFAP, regeneracja potaczen ner-
wowych

Summary: An increase in the cellular level of cytoskeletal protein- GFAP - is a characteristic feature of
astrocytes reacting to the central nervous system (CNS) injury. On the basis of GFAP immunolabeling,
reactive astrocyte forms can be distinguished and their substantial contribution to the posttraumatic scar
formation can, therefore, be observed. In the mammalian CNS the posttraumatic scar constitutes abarrier
non-permissive for regenerating axons. As a consequence, restitution of nerve connections broken
following injury and a functional recovery of neuronal systems proved to be impossible. Further
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experimental exploration of the mechanism underlying the scar formation is the fundamental way to
elaborate a method to minimize effects of brain injury.

Key words: brain injury, reactive astrocyte, GFAP expression, regeneration of nerve connections.

Sto lat temu, w roku 1895, Michaly von Lenhossek [59], okreS$lajgc jeden z
typodw komoérek nieneuronalnych obecnych w tkance mézgowej, uzyt po raz
pierwszy terminu “astrocyt”. Od tego czasu przeprowadzono znaczng liczbe
eksperymentéw i badan klinicznych majacych na celu poznanie funkcji tych
komérek zarowno w warunkach normalnych, jak i patologicznych.

Po uszkodzeniu tkanki osrodkowego uktadu nerwowego rozpoczyna sie proces
odtwarzania zniszczonych uktadéw neuronalnych. Regeneracja aksondw, ktérych
ciggto$¢ zostata przerwana, zmierza do przywrocenia potaczen istniejgcych przed
uszkodzeniem. Uszkodzenie wywotuje réwniez reakcje tkanki glejowej, prowadzacg
do powstania blizny pourazowej. U ssakow, struktura tej blizny lub jej wtasciwosci
biochemiczne sktadajg sie na to, ze dla regenerujacych akson6w stanowi ona bariere
trudng lub niemozliwg do pokonania [1, 46, ., 10, 52]. Dlatego aksony te nie moga
osiggna¢ ponownie obszaréw, do ktérych przesytaty informacje przed uszkodzeniem,
a zatem zniszczony uktad neuronalny nie moze byé odtworzony. Zbadanie mechani-
zmu powstawania blizny i ustalenie przyczyn zatrzymywania przez nig regeneruja-
cych aksonéw oraz wypracowanie metod sterowania tymi zjawiskami to jeden z
najwazniejszych problemow wspdtczesnej neurologii klinicznej.

1. POJECIE ASTROCYTU REAKTYWNEGO

We wczesnej fazie okresu pouszkodzeniowego, zachowanie astrocytéw wigze sie
$cisle z funkcjami petnionymi przez nie w warunkach normalnych [2,5]. Wyznaczaja
one ich najwczesniejsze reakcje okreslane jako bezposrednie [42]. Przyktadem takiej
bezposredniej reakcji jest pecznienie astrocytéw, zachodzace w czasie kilku sekund
po uszkodzeniu, a wynikajgce z ich aktywnosci skierowanej na kompensacje zmian
w $Srodowisku pozakomoérkowym (regulacja poziomu jonéw i substancji prze-
kaznikowych) [37,49].

Reagujac na czynniki uszkadzajace, astrocyty zmieniajg swoje wasciwosci fizjo-
logiczne i morfologiczne. Tak zmienione ich formy okresla sie mianem astrocytow
reaktywnych. Wraz z rozwojem badan efektow uszkodzenia tkanki nerwowej, zakres
definicji astrocytu reaktywnego ulegat stopniowemu rozszerzeniu, obejmujac kolejno
poznawane zmiany w reaktywnym zachowaniu tego typu komoérek. Zmiany te mozna
najogdlniej uporzadkowac jako wczesne i pdzne [42]. Zmiany wczesne sg efektem
modyfikacji normalnych cech astrocytéw i polegaja na nabyciu cech nowych, ade-
kwatnych do sytuacji uszkodzenia o$rodkowego uktadu nerwowego. Mozna do nich
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zaliczy¢ reaktywnag synteze i wzrost ekspresji biatek cytoszkieletowych, zachodzace
w czasie kilku godzin po uszkodzeniu [14,18]. Zmiany p6zne - dtugotrwate lub trwate
- obejmujg na przyktad przerost (hipertrofig) oraz proliferacje i migracje [42,44,45,
49]. Prowadzg one do powstania w miejscu uszkodzenia skupiska astrocytéw o
znacznie podwyzszonej ekspresji biatek cytoszkieletowych, ktore okresla sie mianem
astroglejozy. W skitad blizny wywotanej uszkodzeniem, oprocz astrocytow, wchodza
réwniez komorki innego typu, w tym takze egzogenne komorki pochodzenia mezo-
dermalnego. Blizne o tak urozmaiconej strukturze nazywa sie ogdlnie glejozg lub
glejoza reaktywnag.

Wiele biezacych badan, w tym rowniez prowadzone w naszym zaktadzie [32, 33,
34,35,36], poSwiecono ustaleniom czasowo-przestrzennego modelu typowych prze-
jawow reaktywnosci astrocytdw. Celem niniejszego opracowaniajest przedstawienie
probleméw zwigzanych z identyfikacjg i opisem reaktywnego zachowania tych ko-
moérek jako przejawiajgcych zmiany poziomu ekspresji biatek cytoszkieletowych.
Zawiera ono takze dane eksperymentalne, wskazujgce na doniosta role astrocytow w
regulacji przebiegu reakcji tkanki osrodkowego uktadu nerwowego na uszkodzenie.

2. IDENTYFIKACJA ASTROCYTOW NORMIE | PATOLOGII

Wypracowanie kryteriow identyfikacji typdw komorek wykazujacych zachowanie
reaktywne byto jednym z najwazniejszych celéw dtugoletnich badan proceséw za-
chodzacych w uszkodzonej tkance osrodkowego uktadu nerwowego. Udato sie usta-
lic, ze niektére sposrdd tych komorek zawierajg charakterystyczne dla siebie
substancje uznane za ich markery immunocytochemiczne. Oznacza to, ze dzieki
powszechnie stosowanym technikom immunocytochemicznym mozliwe jest wykry-
wanie obecnosci tych charakterystycznych substancji i w konsekwencji rozpoznawa-
nie komorek, ktore je zawieraja.

2.1. IMMUNOCYTOCHEMICZNY MARKER ASTROCYTOW -
GFAP

Najbardziej znanym i najszerzej stosowanym markerem astrocytéw jest GFAP
(glialfibrillary acidic protein). Biatko to, pierwotnie wyosobnione z ptytek stward-
nieniarozsianego [19], jest gtownym sktadnikiem filamentow posrednich astrocytow
[31].

W normalnej, nie uszkodzonej tkance osrodkowego uktadu nerwowego, tylko
cze$¢ astrocytow wykazuje ekspresje GFAP [40]. W wyniku uszkodzenia populacja
astrocytow GFAP-pozytywnych znacznie wzrasta, ale i tak znaczna ich cze$¢ pozo-
staje nadal GFAP-negatywna. Zatem immunocytochemiczne wykrywanie obecnosci
GFAP nie daje mozliwosci uwidocznienia wszystkich astrocytéw obecnych w sasie-
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dztwie miejsca uszkodzenia. Réwniez komorki potomne, powstate po reaktywnych
podziatach dojrzatych astrocytow mogag by¢é GFAP-negatywne lub tez moga one
przej$¢ pézniejsza regresje immunoreaktywnosci na GFAP [33]. Obserwacja zacho-
wania takich form astrocytow jest znacznie utrudniona, poniewaz moze opieraé sie
tylko o morfologiczne cechy ich jader. Z punktu widzenia wymagan metodycznych,
reprezentowanych przez wspétczesna literature przedmiotu, rozpoznanie astrocytu
bez wykazaniajego immunoreaktywnos$ci na GFAP moze by¢ w petni zaakceptowane
tylko w wyjatkowych okolicznosciach. Okolicznosci takie ilustruje doniesienie Kita-
mury i wsp. [39]. Jego autorzy stwierdzili, ze w normalnym nerwie twarzowym u
szczura astrocyty nie wykazujg zawartosci GFAP. Ich identyfikacjajest wiec mozliwa
tylko poprzez ocene morfologii jader komérkowych. Nie oznacza to, aby byty one
catkowicie niezdolne do eksprescji GFAP, bowiem zachodzi ona w nich po uszko-
dzeniu tego nerwu.

Wykrywajac immunocytochemicznie astrocyty reaktywne nie mozna zapomninac
o tym, ze specyficzno$¢ przeciwciat rozpoznajgcych GFAP weryfikowano poprzez
poréwnanie obrazu immunohistochemicznego astrocytu z dobrze juz znanym jego
obrazem otrzymanym przy uzyciu klasycznych technik impregnacji opracowanych
przez Golgiego, Ramona y Cajala i Del Rio Hortege. Réwniez we wspo6tczesnych
badaniach immunocytochemicznychjednoczesne wykorzystanie tradycyjnych kryte-
riow morfologicznych znacznie utatwia rozpoznawanie typu komoérek immunopozy-
tywnych.

W okresie prenatalnym i wczesnym postnatalnym zastosowanie GFAP jako mar-
kera astrocytow napotyka na dodatkowg tmdnos$¢, poniewaz wtedy biatko to wyste-
puje réwniez w niedojrzatych oligodendrocytach [15]. W tych warunkach,
immunocytochemiczne barwienie astrocytow powinno by¢ uzupetnione wykrywa-
niem np. MBP (myelin basicprotein) lub galaktocerebrozydéw charakterystycznych
dla oligodendrocytéw. Okazuje sie wiec, ze w niektdrych sytuacjach eksperymental-
nych immunocytochemiczna identyfikacja astrocytow moze by¢ takze zawodna.

Badanie ekspresji GFAP ma duze znaczenie w klinicznej diagnostyce nowotwo-
réw pochodzeniaglejowego (okreslenie stopnia ztosliwosci). Zaobserwowane zmiany
poziomu GFAP w warunkach patologicznych sktaniajg do przypuszczen dotyczacych
jego roli w reaktywnym zachowaniu tkanki nerwowej. Przyjmuje sie, ze wieksza
zawartos¢ GFAP charakteryzuje astrocyty o mniejszej zdolnosci do migracji. W
przypadku uszkodzenia tkanki mézgowej powstaje problem, czy zwiekszona produ-
kcja GFAP sprzyja restytucji funkcji uszkodzonych uktadow neuronalnych, czy tez
ja utrudnia. Gdyby okazato sie, ze zjawisko to ma rzeczywiscie donioste znaczenie
praktyczne, mozliwo$¢ modyfikacji ekspresji GFAP w warunkach klinicznych mo-
gtaby miec¢ zastosowanie w leczeniu skutkéw urazéw osrodkowego uktadu nerwowe-
go. Chociaz zagadnieniu temu poswiecono juz wielka liczbe badan ekspe-
rymentalnych, ich wyniki nie przyniosty dotagd zadowalajacych rezultatow.

Uznanie podwyzszonej ekspresji GFAP za jedyny wskaznik aktywacji, czy tez
reaktywnego stanu astrocytéw stwarza niebezpieczenstwo pominigecia w badaniach
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tych astrocytéw, ktére moga reagowaé¢ na uszkodzenia tkanki nerwowej w inny
sposob. Czynniki uszkadzajgce moga wywotywac bowiem produkcje innych substan-
cji czynnych, majacych znaczenie dla przebiegu reakcji na uszkodzenie [18]. Mozna
przypuszczaé, ze badania prowadzone na poziomie molekularnym stopniowo uwido-
cznig zakres réznorodnos$ci funkcjonalnej astrocytdéw, ktéry moze by¢ wiekszy niz
stopien ich zr6znicowania morfologicznego.

Jako skiadnik filamentéw posrednich cytoszkieletu w astrocytach reaktywnych
pojawia sie inne biatko - wimentyna [12, 35, 55]. Wystepuje ono réwniez w komor-
kach pochodzenia mezodermalnego i dlatego immunoreaktywno$¢ komérki na wi-
mentyne nie stanowi wystarczajacej podstawy do uznania jej za astrocyt.

Cytoszkielet astrocytow moze réwniez zawiera¢ aktyne, desmine ikeratyne, jednak
biatka te nie sg charakterystyczne dla komérek tego typu.

2.2. WZROST EKSPRESJI BIALEK CYTOSZKIELETOWYCH
JAKO GLOWNY PRZEJAW REAKTYWNOSCI ASTROCYTOW

Badania kliniczne i eksperymentalne dostarczyty danych o duzej liczbie i r6zno-
rodnosci czynnikéw prowadzacych do wzrostu ekspresji GFAP [20, 27, 29, 44, 45],
mimo to rzeczywisty udziat GFAP w reaktywnym zachowaniu astrocytow pozostaje
nadal nieznany [ . ].

Aktywacja astrocytéw, obserwowanajako wzrost poziomu GFAP mRNA, pojawia
sie w czasie odjednej do s godzin po uszkodzeniu [13,18,16]. Po. godzinach poziom
GFAP mRNA wzrasta 3 lub 4 razy, apo 24 godzinach prawie 10 razy, osiggajgc szczyt
dopigte3go dnia po uszkodzeniu [13,14], a nastepnie maleje [14,16]. Nie oznacza to,
ze ekspresja GFAP narasta réwnie szybko. Wedtug Hozumi i wsp. [30] po uptywie s
godzin po uszkodzeniu nastepuje nawet 20% zmniejszenie ekspresji GFAP, ktora
zaczyna dopiero wzrasta¢ po okoto 24 godzinach, osiggajac okoto 7 dnia poziom
maksymalny dochodzgcy nawet do 180% poziomu pierwotnego.

U o$miodniowych chomikéw po przecieciu drogi korowordzeniowej [50] stwier-
dzono obnizanie sie ekspresji GFAP i wimentyny w miare wzrostu odlegtosci od
miejsca uszkodzenia. Zauwazono réwniez, ze astrocyty znajdujgce sie wjego bliskim
sgsiedztwie zawieraty zarowno GFAP, jak i wimentyne, natomiast w miare wzrostu
odlegtosci od miejscauszkodzenia pojawiaty sie astrocyty wykazujace ekspresje tylko
GFAP. W cytowanej publikacji rozwazana byta takze mozliwos¢ istnienia zaleznosci
pomiedzy ekspresjg wimentyny a aktywnoscig proliferacyjng lub migracyjng astrocy-
téw. Zwracano rdwniez uwage nato, ze opisane przez nich rozmieszczenie astrocytow
zawierajacych wimentyne moze wskazywacé na istnienie czynnika wywotujacego jej
ekspresje, uwalnianego w miejscu uszkodzenia. Istnienie takiego czynnika wywotu-
jacego glejoze byto juz wielokrotnie dyskutowane [44].

Zr6znicowany poziom GFAP w astrocytach [28] wigze sie prawdopodaobnie z ich
specyficzng funkcjg w danym rejonie mozgu. Zawarto$¢ GFAP lub/i natezenie jego
wymiany moze by¢ wskaznikiem aktywnosci astrocytamej. Ekspresja GFAP [38] i
poziom GFAP mRNA [43] sg wzglednie wyzsze w glia limitans i w formacji
hipokampa niz na przyktad w korze nowej. Zréznicowanie ekspresji GFAP w astro-
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cytach odbija strukture wewnetrzng potkuli mézgu, z uwarstwieniem kory nowej i
formacji hipokampa wigcznie [38, 55].

Nie wiadomo, czy zroznicowana ekspresja GFAP zalezy od specyficznego zapo-
trzebowania okre$lonych okolic mdzgu na astrocyty danego typu, czy tez koreluje ona
z 0go6lInie zwiekszonym metabolizmem lub stanem funkcjonalnym astrocytow. Rézne
struktury osrodkowego uktadu nerwowego wykazujg znaczne zréznicowanie gestosci
astrocytow i ekspresji GFAP [38]. Sg one takze rozne w réznych polach cytoarchite-
ktonicznych kory mézgowej [63]. Landry i wsp. [43] ustalili u szczura, ze rozwojowy
wzrost ekspresji GFAP mRNA przebiega zgodnie z tylno-przednim (caudo-rostral)
gradientem rozwojowym tkanki nerwowej.

Ekspresja ta osiaga najwyzszy poziom w 15 dniu zycia zwierzecia. Zilles i wsp.
[63] wskazujg na znaczne zageszczenie astrocytow o wysokiej immunoreaktywnosci
na GFAP w okolicach, ktére w ontogenezie mézgu tworzyly jego powierzchnie
(surface contact glia).

Nie wiadomo doktadnie, czy wysoki poziom GFAP obniza zdolno$¢ astrocytu do
migracji, czy tez jg catkowicie znosi. Na tej podstawie powstato przypuszczenie, ze
glejoza, jaka powstaje w miejscu uszkodzenia, to przede wszystkim wynik lokalnej
transformacji astrocytow w formy witokniste o wysokiej zawartosci GFAP przy
stosunkowo niewielkim natezeniu ich lokalnej proliferacji. Nie moznajednak wyklu-
czy€, ze na glejoze skladajg sie rowniez astrocyty, ktére, jako GFAP-negatywne,
poprzez migracje z innych okolic trafiajg do miejsca uszkodzenia. Tutaj dopiero, w
wyniku postepujacej syntezy biatek cytoszkieletowych, stajg sie one wykrywalne
immunocytochemicznie. Na takie pochodzenie czesci astrocytéw, wchodzgcych w
sktad trwatej glejozy, wskazujg rowniez wyniki badan przeprowadzonych w naszym
zaktadzie [33].

Molekularne podtoze zmian immunoreaktywnosci astrocytow na GFAP nie jest
wystarczajgco poznane. Interpretujgc wyniki badan immunocytochemicznych, zakta-
da sie, ze wzrost ich immunoreaktywnosci na GFAP zachodzi w wyniku nasilonej
syntezy lub zmniejszonego turnover tego biatka. Nalezy wzig¢ pod uwage mozliwosé
wzrostu immunoreaktywnosci bez odpowiadajgcego mu rzeczywistego wzrostu za-
warto$ci GFAP. Przyczyng tego zjawiska moze by¢ zwiekszona proteoliza i rozpad
glejowych filamentéw posrednich na podjednostki [48].

3. BLIZNA GLEJOWA A RESTYTUCJA FUNKCIJI
USZKODZONYCH UKLADOW NEURONALNYCH

Chociaz jak dotad przewaza poglad, ze reaktywna glejoza utmdnia odnowe
funkcji zaburzonych uszkodzeniem mozgu, nie wiadomo, ktéry typ komoérek zaanga-
zowanych w procesy reaktywne jest bezposrednig przyczyng takich wtasnie efektow
bliznowacenia tkanki. Rézne populacje komérkowe moga kontrolowac proces jej
zdrowieniaprzez oddziatywania o odmiennych skutkach. Dotychczasowe badaniaroli
astrocytéw w procesie powstawania blizny w uszkodzonej tkance nerwowej i resty-
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tucji jej funkcji mozna podzieli¢ na dwie grupy. Pierwsze dowodza, ze to astrocyty
uniemozliwiajg odtwarzanie uszkodzonych potgczen nerwowych, drugie za$ swiad-
czg otym, ze astrocyty sprzyjajg temu zjawisku, optywajac pozytywnie na zywotnosc
neuronéw w uszkodzonym moézgu i utatwiajac odrastanie zniszczonych aksonow.

3.1. ASTROCYTY JAKO CZYNNIK UTRUDNIAJACY
ODTWARZANIE USZKODZONYCH POLACZEN NERWOWYCH

Pierwsze doniesienia o zatrzymaniu odrastania aksonu przez blizne glejowg po-
chodza od Ramon y Cajala i Penfielda [52]. Po zakonczeniu okresu rozwojowego
mbzgu wiekszo$é aksondw przestaje rosngé. Neurony zachowujg jednak zdolnos¢
regeneracji aksondéw uszkodzonych. Whrew tej zdolnosci, w osrodkowym uktadzie
nerwowym ssakow odtwarzanie zniszczonych potgczen przez odrastanie aksonéw
zasadniczo nie zachodzi. W obwodowym uktadzie nerwowym taka mozliwos$¢ jest
zachowana. Komarki glejowe Schwanna utatwiaja regeneracje uszkodzonych akso-
néw [:.,:. ], natomiast komérki glejowe uktadu osrodkowego - astrocyty i oligoden-
drocyty [1, 44, 56] wydaja sie wytwarza¢ warunki nie sprzyjajace takiej regeneracji.
Wzrost aksonow hamuje takze mielina [56]. By¢ moze dlatego regeneracja aksonow
w istocie szarej jest bardziej efektywna niz w istocie biatej. Uszkodzenie wywotuje
podziaty komarek glejowych, inwazjemakrofagéw, odktadanie sie r6znych substancji
w przestrzeni pozakomadrkowej oraz produkcje czynnikow troficznych i mitogennych.
Podejmowane sgpréby znalezieniawsrdd tych zjawisk komérkowej lub molekularnej
przyczyny tego, ze nastepstwa uszkodzenia osrodkowego i obwodowego uktadu
nerwowego sg tak dalece zréznicowane. Jednym z wynikéw tych usitowan jest
wykrycie réznicy strukturalnej pomiedzy GFAP pochodzacym z obwodowego i
osrodkowego uktadu nerwowego [23]. Mozna przypuszczaé, ze réznica ta ma zna-
czenie funkcjonalne.

Przyczyng zatrzymania wzrostu aksondw w obrebie astroglejozy moze by¢ ufor-
mowanie przez nie zakoriczen synaptycznych na astrocytach [52]. Mozliwe jest
réwniez, ze astrocyty produkujg substancje zatrzymujace wzrost aksonow. Ostatnio
zaobserwowano, ze btony izolowane z obszaru glejozy majg hamujacy wptyw na
wzrost aksonéw [7, 9]. Wyrazono takze przypuszczenie, ze dojrzate i reaktywne
astrocyty hamuja aktywno$¢ proteolityczng konieczng do wzrostu regenerujgcego
aksonu poprzez astroglejoze [47]. Prawdopodobnie, aby wzrost ten mégt zachodzic,
konieczna jest ciggta restrukturyzacja przestrzeni pozakomoérkowej, podobna do
zachodzacej w przypadku nowotwordw [52]. Uwaza sie, ze dojrzate i reaktywne
astrocyty nie syntetyzujg czynnikow powierzchniowych koniecznych do wzrostu
aksonow lub tez produkuja czynniki zapobiegajace temu [52],

Przypuszcza sie rowniez, ze btona podstawna obecna w obszarze glejozy, a
wytwarzana przez astrocyty, jest czynnikiem zatrzymujgcym wzrost aksonow, mimo
ze zawiera lamininy bedace dobrym substratem dla wzrostu aksondw in vitro [53].
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Prowadzono badania mozliwosci sterowania intensywnosciag glejozy i ekspresja
GFAP drogg farmakologiczng [26]. Dla przyktadu mozna wspomnieé badania wyko-
nane naszczurach 7-dniowych, ktérych autorami byli Burtrum i Silverstein [11]. Przez
dziatanie czynnika MK-801, antagonisty receptora NMDA, spowodowano obnizenie
syntezy GFAP mRNA iobnizenie ekspresji GFAP w bliznie glejowej. Synteze GFAP
hamowano rowniez in vitro [20, 62]. Poprzez blokade receptora 3-adrenergicznego
systemowo podawanym propranololem spowodowano 73% redukcje ekspresji GFAP
i zmniejszenie hipertrofii astrocytow wywotanej zniszczeniem nerwu kulszowego
[57], Zadna z tych prac nie zawierata jednak doniesienia o pozytywnym wptywie
przeprowadzonych zabiegéw na odrastanie aksonéw poprzez glejoze.

3.1 ASTROCYTY JAKO CZYNNIK ULATWIAJACE
ODTWARZANIE USZKODZONYCH POrLACZEN NERWOWYCH

Liczne sgdoniesienia o faktach odrastaniauszkodzonych aksondw w o$rodkowym
uktadzie nerwowym. Stwierdzono dobry odrost aksonéw monoaminergicznych [: ],
aksondw neurosekrecyjnych w tylnym ptacie przysadki [17] oraz cienkich aksondw
monoaminergicznych icholinergicznych pozbawionych ostonek mielinowych. Akso-
ny tego typu rosng szczego6lnie szybko. Przypuszcza sie wiec, ze ich odtworzenie
mogto zaj$¢ jeszcze przed uformowaniem sie blizny glejowej. Poniewaz nalezg one
do starszych filogenetycznie czesci uktadu nerwowego, byé moze dlatego zachowaty
zdolnos$¢ regeneracji whasciwg nizszym kregowcom. Uktady zbudowane z aksonéw
o0 duzej $rednicy i zmielinizowanych, charakterystyczne dla ssakéw, nie odtwarzaja
sie [58]. Pomyslinie regenerujgce aksony neurosekrecyjne znajdujg sie poza obrebem
bariery krew-mozg, stad zjawisko to mozna rozpatrywac jako charakterystyczne dla
obwodowego uktadu nerwowego [4].

Berry i Riches [4] wyrazili poglad, ze nawet po neonatalnym uszkodzeniu mézgu
szczura, kiedy nie tworzy sie dojrzata blizna glejowa, poprzez amorficzny $lad po
uszkodzeniu przerastajg tylko aksony nie uszkodzone, rosnace zgodnie z normalnym
programem rozwojowym, natomiast nie sa do tego zdolne aksony, ktére w tym
wczesnym okresie zostaty uszkodzone. Swiadczy to o tym, ze uszkodzenie mozgu we
wczesnym okresie rozwoju prowadzi do podobnej zmiany wiasciwosci tkanki nerwo-
wej, jakg obserwuje sie po uszkodzeniu mézgu dojrzatego.

Aksony osrodkowego uktadu nerwowego wrastajg w przeszczepy tkanki obwodo-
wego uktadu nerwowego i rosng w nich. Jednak po opuszczeniu przeszczepu mogg
siega¢ jedynie 1-2 mm poza jego granice [52]. Paradoksalne jest to, ze aksony z
osrodkowego uktadu nerwowego wrastajg do przeszczepionej do mdzgu tkanki ob-
wodowego uktadu nerwowego poprzez astroglejoze. Zachodzi to prawdopodobnie
pod silnym wptywem tropicznym i troficznym tkanki przeszczepu. Zatem gdyby
astroglejoza byta tylko przeszkodg mechaniczng, nie hamowataby wzrostu aksonéw
tylko w jedng strone
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Niektore z badan in vitro i in vivo wskazujg, ze astrocyty utatwiajg przezywalnosé
neurondw i ro$niecie aksonow [44, 51]. Astroglej reaktywny produkuje lamininy,
bedgce dobrym substratem dla rosngcych aksondw [25]. Vaca i Wendt [41] i Giulian
[60] stwierdzili, ze astrocyty uwalniajg rowniez czynniki przeciwdziatajace neuroto-
ksynom produkowanym przez mikroglej. Astrocyty sg rowniez zrodtem biatka S- 100,
ktdre jest czynnikiem wzmagajgcym wzrost aksonéw [49].

Badanie astrocytow reaktywnych invitro jest utmdnione, poniewaz przyjmuja one
postac¢ blastyczng [9] inie majg cech charakterystycznych dlauszkodzonej tkanki [61].
Mimo to w tych warunkach podejmowane sg proby badania zachowania astrocytéw
[54, 62], Zauwazono, ze w hodowlach jednowarstwowych astrocyty utatwiajg odra-
stanie aksondw, natomiast utrudniajgje w hodowlach przestrzennych [21]. Dotych-
czas nie wiadomo jednak, co jest tego przyczyna.

Badania in vitro prowadzone w ciggu ostatnich lat przez zesp6t Nieto-Sampedro
[7, 24] zwrdcity uwage na zréznicowanie oddziatywan na rosngce aksony astrocytéw
pochodzacych z r6znych typéw glejozy. Btony komérkowe astrocytéw wyosobnio-
nych z obszam glejozy izomorficznej zatrzymywaly wzrost aksonéw, podczas gdy
aksony mogty swobodnie rosngé¢ wzdtuz bton komérkowych astrocytéw pobranych z
obszam glejozy anizomorficzne;j.

Wedtug tych autoréw, pozytywny czy negatywny wptyw astrocytéw na aksony
odtwarzajgce uszkodzone potaczenia zalezatby zatem od czynnika uszkadzajagcego
lub sposobu, w jaki zostata uszkodzona tkanka mozgowa.

Bardzo szeroki zakres oraz tematyczna i metodyczna réznorodno$¢ badan re-
aktywnego zachowania astrogleju $wiadczg o doniostym znaczeniu, jakie ma pozna-
nie mechanizmu powstawania astroglejozy ijej wptywu na odnowe zaburzonych
funkcji uszkodzonej tkanki nerwowej. Wspélnym, nadrzednym celem wszystkich
prac eksperymentalnych jest uzyskanie danych, ktére w praktyce klinicznej umozli-
wityby minimalizacje negatywnych efektow uszkodzenia osrodkowego uktadu ner-
wowego, a przez to znaczace polepszenie wynikéw klinicznych dziatan
rehabilitacyjnych.
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] MIKROGLEJ: MAKROFAGI
OSRODKOWEGO UKtADU NERWOWEGO

MICROGLIA: THE MACROPHAGES
OF THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM

MAREK ZIAJA

Zaktad Neuroanatomii Instytutu Zoologii Uniwersytetu Jagielloiskiego, Krakow

Streszczenie: Komdrki mikrogleju uwazane sg za makrofagi osrodkowego uktadu nerwowego. Pochodza
one jak i inne makrofagi z monocytéw. Mozna wyré6zni¢ trzy podstawowe typy morfologiczne mikro-
gleju: promienisty, wydtuzony i zbity. W wyniku aktywacji obcymi antygenami komérki mikrogleju
wykazujg ekspresje antygendéw powierzchniowych, charakterystycznych dla komdrek uktadu odporno-
$ciowego. Swiadczy to o ich udziale w reakcjach obronnych organizmu. Jednakze oprécz zwalczania
skutkéw zmian patologicznych komoérki mikrogleju moga takze powodowac przez wydzielanie toksy-
cznych zwigzkéw $mier¢ komorek nerwowych. Niestety, mimo intensywnych badan nie zostaty w petni
poznane funkcje tych komoérek.
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Summary: Microglial cells are thought as macrophages in the central nervous system. It has been revealed
that they origin from monocytes like different types of macrophages. Three main morphological classes
of microglia can be distinguished: radially branched, longitudal cells and compact microglia. Activation
of microglia by exogenous antigens results in expression of surface antigens characteristic to cells of
immune system. Microglia are involved in the immune response not only by their phagocytic activity
but also by release of factors which influence other cells. Moreover, they can induce degeneration of
neurons by releasing toxic substances. In spite of extensive search the functions of microglia are not
completely understood.
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WSTEP

W organizmie kregowcdéw wazng role petnig komorki uktadu odpornosciowego.
Przez cate zycie toczg one walke z bakteriami i wirusami atakujgcymi organizm, a
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takze usuwajg ginace i zmienione patologicznie komérki réznych narzadéw. Wywo-
dzg sie one z uktadu krwiotwdrczego, z produkowanych tam komdarek prekursoro-
wych. Jednym zrodzajdw komérek uktadu odpornosciowego samakrofagi. R6znicuja
sie one zkomérek hematopoetycznych (krwiotwdérczych). We krwi obwodowej kraza
przez kilkadziesiat godzin jako monocyty, by nastepnie wej$é do tkanek réznych
narzgdow i tam przeksztatci¢ sie w osiadte makrofagi tkankowe np. ptuc, sledziony
czy weztdéw chtonnych. W niektérych narzadach okresla sie je specyficznymi nazwa-
mi jak np. komérki Kupffera w watrobie. Wszystkie rodzaje makrofagéw ujmuje sie
réwniez w uktad jednojadrzastych komérek fagocytujagcych (MPS - mononuclear
phagocytic system).

Makrofagi uczestniczg zaréwno w fazie rozpoznawania antygenu jak i w reakcji
prowadzacej dojego eliminacji. Majg one zdolnos¢ prezentacji antygenu limfocytom,
wytwarzajg réwniez substancje stymulujgce lub hamujgce reakcje innych komarek
uktadu odpornosciowego. Populacja osiadtych makrofagéw nie jest statyczna. Moze
ona odnawiac sie przez zastepowanie starzejgcych sie komérek nowymi, pochodza-
cymi z krwi obwodowej, a takze dzieki podziatom tych komorek, ktore znajdujg sie
w danej tkance. Uwaza sie, ze makrofagi aktywnie uczestniczg w utrzymywaniu
homeostazy tkanki.

Wiekszos$¢ tkanek ma swobodny kontakt z krwia, ale w niektérych narzadach
kontakt ten jest ograniczony. Jednym z nich jest osrodkowy uktad nerwowy (OUN).
Ze wzgledu na brak w nim sieci limfatycznej i wystepowanie bariery krew-mézg
przyjeto, zejest on narzagdem, do ktérego komarki uktadu odpornosciowego nie maja
wstepu. Gdy w wyniku zakazenia czy uszkodzeniabariera krew-mozg ulega przerwa-
niu, monocyty z krwi swobodnie i szybko naptywaja do tkanki mozgowej, usuwajac
skutki infekcji. Co sie jednak dzieje, gdy bariera pozostaje nietknieta, jak obserwuje
sie w znacznej liczbie chorob? Co dzieje sie z resztkami gingcych komorek tkanki
maézgowej, skoro makrofagi nie majg do niej dostepu? Skoro bariera krew-mdzg
zapobiegajaca przechodzeniu innych komérek do OUN ksztattuje sie we wczesnym
okresie rozwoju, tojakie komorki spetniajg role makrofagdw wystepujgcych w innych
tkankach i czy w ogdle sg takie komorki? Takie i podobne pytania stawiali sobie
naukowcy badajacy anatomie i fizjologie uktadu nerwowego. Wiemy juz, ze takie
komorki rzeczywiscie istniejg, ze mozg rowniez ma swoje makrofagi. Te makrofagi
to komorki mikrogleju. Poswieca sie im obecnie bardzo duzo uwagi, gdyz okazato
sie, ze odgrywajag znaczaca role w obronie OUN przed niekorzystnymi czynnikami.

POCHODZENIE KOMOREK MIKROGLEJU

Komérki mikrogleju opisat po raz pierwszy del Rio-Hortega, ktory zaobserwowat
je wtkance mozgowej impregnowanej srebrem [11]. Zauwazyt on niewielkie komorki
z rozgateziajgcymi sie wypustkami, dla ktérych stworzyt nazwe mikroglej. Przez
wiele lat zastanawiano sie nad tym, zjakiej tkanki mogg one pochodzi¢: mezodermal-
nej (z monocytoéw), czy, jak inne komoérki uktadu nerwowego, z neuroektodermy. Del



MIKROGLEJ: MAKROFAGI OSRODKOWEGO UKEADU NERWOWEGO 181

Rio-Hortegauznat, ze powstajg one z mezodermy [11], ale przez dtugie lata utrzymy-
wat sie poglad o neuroektodermalnym pochodzeniu mikrogleju [19]. Badania ostat-
nich lat dowiodty, ze komérki mikrogleju powstaja, podobnie jak makrofagi innych
tkanek, zmonocytéw [33,38]. Poniewaz na powierzchni komdérek mikrogleju poczat-
kowo nie wykazywano antygenow charakterystycznych dla monocytéw i makrofa-
gow, wielu naukowcow odnosito sie niechetnie do tej hipotezy. Jednakze
udoskonalone metody jmmunocytochemicznego barwienia tkanki pozwolity pdzniej
potwierdzi¢ hipoteze o pochodzeniu mikrogleju z monocytéw. Waznych informacji
dostarczyty badania rozwoju embrionalnego siatkowki i mézgu [33, 38] przeprowa-
dzone zuzyciem przeciwciat F4/80. Jest to przeciwciato monoklonalne IgG2b szczura
skierowane przeciwko glikoproteinie o masie 160 kDa o nieznanej funkcji [33].
Badania z uzyciem tego przeciwciata ujawnity trzy podstawowe fakty.

(&) Komorki pochodzenia szpikowego wchodzg do parenchymy osrodkowego
uktadu nerwowego. Aby wykaza¢ czy komorki krwiopochodne wchodzg do OUN,
zwierzetom niszczono szpik kostny przez naswietlanie promieniami rentgena, ktory
nastepnie odtwarzano przeszczepiajac szpik od zdrowych dawcéw. Stwierdzono
pézniej, ze w mozgu tych zwierzat znajdowaty sie komdrki pochodzace od dawcy i
majgce charakterystyczne dla niego antygeny zgodnosci tkankowej, ktére sg specyfi-
czne iniezmienne dla danego osobnika [18]. Wyniki tych badan wskazuja, ze istotnie
komorki krwiopochodne wchodzg do parenchymy moézgu.

(b) Zachodzi przeksztatcenie monocytow w mikroglej. Uzywajac przeciwciata
F4/80 badano rowniez ontogeneze mikrogleju w rozwijajacej sie siatkowce i mozgu
myszy [33]. W szesnastym dniu rozwoju embrionalnego znaleziono F4/80-pozytywne
(F4/80+) makrofagi, okragte lub gwiazdziste, lecz nie stwierdzono klasycznego,
rozgatezionego mikrogleju. W dniu urodzenia zwiekszyta sie liczba komorek F4/80+,
a cze$¢ z nich miata bardziej rozgateziony wyglad. W nastepnym tygodniu po
urodzeniu, komoérki F4/80+ upodobnity sie do dojrzatego mikrogleju. Wykazano w
ten sposob, ze istotnie wystepuje réznicowanie sie monocytow w mikroglej. Stwier-
dzono takze, ze najwieksza liczba monocytéw wchodzi z krwi do mézgu w czasie
péznego embrionalnego i wczesnego postnatalnego okresu rozwoju, przy czym czas
ich przejscia do parenchymy mézgu jest skorelowany ze wzrostem naturalnie wyste-
pujacej we wczesnej fazie rozwoju po urodzeniu, $mierci komorek [29, 33]. Zaktada
sie, ze w wyniku tego procesu powstajg substancje stymulujgce naptyw monocytéw
z krwi. Ciekawe jest to, iz w tym czasie bariera krew-mozg nie jest uszkodzona [33]
i dlatego wydaje sie zrozumiate, ze krazace we krwi monocyty musza nie tylko
otrzyma¢ odpowiedni sygnat chemiczny warunkujgcy ich przedostawanie sie do
parenchymy maédzgu, ale takze w jaki$ sposéb muszg przejs¢ przez szczelng bariere
krew-mo6zg. Nie wiadomo, jak komdrki te radzg sobie z pokonywaniem bariery
krew-madzg i do tej pory zagadnienie to czeka na wyjasnienie. By¢ moze, jak sugeruje
Piani i wsp. [41], przechodzenie monocytéw do parenchymy moézgu zalezy od
wydzielanych przez nie miejscowo enzymow. Wiadomo, ze komarki te majg zdolnos¢
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wydzielaniakolagenolitycznej metaloproteinazy.Enzym ten niszczy kolagen typu 1V,
ktory jest gtdbwnym sktadnikiem strukturalnym btony podstawnej Scian naczyn krwio-
nosnych.

(c) Komérki mikrogleju majg antygeny charakterystyczne dla komérek linii mo-
nocytamej. Jezeli komaérki mikrogleju wywodza sie z monocytéw, to nalezy oczeki-
wac, ze beda posiadaty wspolne z nimi antygeny. Okazato sie, izjest tak w istocie [15,
24, 26j. Coraz czulsze procedury barwienia immunocytochemicznego wykazaty
wystepowanie licznych antygendw charakterystycznych dla makrofagow. Poza mar-
kerem F4/80, mikroglej wykazuje ekspresje antygendéw charakterystycznych dla
leukocytow (LCA - Leucocyte common antigen) [24], receptoréw tancucha Fc
immunoglobuliny (FcR) [1, 33] i sktadnika komplementu 3 (CR3) [33, 36]. Komorki
te majg takze na swojej powierzchni, zwfaszcza w stanie zaktywowanym, antygen
kompleksu zgodnosci tkankowej klasy 11 (MHCII) [15,24,45], ktéry jest ograniczony
w wystepowaniu do komérek immunokompetentnych.

Przedstawione powyzej wyniki badarn potwierdzity hipoteze, ze komarki mikro-
gleju stanowiag populacje osiadtych makrofagéw OUN. Zgodnie z tg teorig, we
wczesnych etapach rozwoju embrionalnego monocyty wchodza do parenchymy moz-
gu. Tam przeksztatcajg sie w amebowy mikroglej, ktéry w dalszym rozwoju ulega
transformacji do komérek osiadtego mikrogleju. Jednakze niektorzy autorzy sugeruja,
ze wiekszos$¢ komorek osiadtego mikrogleju powstaje zneuroektodermy. Fujita i wsp.
[14] przypuszczajg, ze mikroglej podobnie jak astrocyty i oligodendrocyty, pochodzi
zkomorek neuroektodermalnych. Sugerujg oni, ze mikroglej i komaorki prekursorowe
o 2 A, z ktérych powstajg oligodendrocyty i astrocyty typu ., majg wspdlne cechy
histochemiczne. Z kolei De Groot i wsp. [10] przeprowadzili eksperyment, w ktérym
jako dawcdw szpiku uzywali myszy transgenicznych i stwierdzili, ze tylko .. %
komorek osiadtego mikrogleju, zidentyfikowanych za pomoca przeciwciat F4/80,
wykazywato sygnat transgeniczny. Dane te, jeSli zostang potwierdzone, mogtyby
$wiadczy¢ o heterogennosci populacji komdérek mikrogleju.

ROZMIESZCZENIE MIKROGLEJU W TKANCE OUN

Makrofagi obserwowane w réznych tkankach nie sag rozmieszczone przypadkowo,
lecz znajdujg sie najczeSciej w sgsiedztwie naczyn krwiono$nych. Jednakze tkanka
OUN przejawiabardzo duze zroznicowanie strukturalne i funkcjonalne. Poszczeg6lne
rejony mdzgu rdéznig sie typami komadrek nerwowych, iloscia potaczen miedzy nimi,
a takze rodzajem neurotransmiter6w. Dlatego zastanawiano sie, czy rozmieszczenie
i wyglad komorek mikrogleju zmieniajg si¢ w zaleznosci od okolicy OUN. Szczegol-
nie interesujace byto to, czy rozmieszczenie mikrogleju jest skorelowane z naturalnie
wystepujaca, rozwojowq Smiercig komarek, a wiec czy obszary ze wzmozong $mier-
cig komarek majg réwniez wiecej mikrogleju.
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Rys. 1. Schemat przedstawia trzy formy czynnosciowe komérek mikrogleju i charakterystyczne dla nich

antygeny; + oznacza wystepowanie danego antygenu, zas- - ze ekspresji takiego antygenu nie wykryto:

A - komorka amebowego mikrogleju wystepujacego w okresie okotourodzeniowym; B - komdrka

mikrogleju osiadtego, powstajgcego w wyniku transformacji mikrogleju amebowego; C - makrofag
moézgowy z duzym ciatem komorki i nielicznymi, krétkimi wypustkami

W trakcie rozwoju OUN mozna stwierdzi¢ wystepowanie réznych form mikrogleju
w zaleznosci od stanu czynno$ciowego tych komérek. W rozwijajacym sie mézgu, w
okresie okotourodzeniowym, obserwuje sie mikroglej amebowy [17,21,28]. Komar-
ki te majg duze, owalne ciato komorki, przypominajac z wygladu makrofagi. W tym
czasie w rozwijajagcym sie mdzgu wystepuje naturalny proces obumierania czesci
komérek nerwowych i oligodendrocytéw [5, 29]. Amebowy mikroglej fagocytuje
pozostatosci po tych komdrkach oczyszczajac tkanke mdzgu ze zdegenerowanych
komoérek [3]. Z ta funkcjg prawdopodobnie wigze sie obserwowana wysoka ekspresja
antygenu zgodnosci tkankowej klasy | (MHC 1) [24]. Ponadto badania za pomoca
mikroskopu elektronowego pozwolity stwierdzi¢ wystepowanie u amebowego mikro-
gleju fagosoméw [21, 24], swiadczacych o ich roli fagocytéw .

Mozliwe jest takze, ze amebowy mikroglej ma wptyw na wzrost neuronoéw oraz
regulacje synapto- i gliogenezy przez wydzielanie czynnikow wzrostowych i troficz-
nych, takich jak: interleukina-1 (IL-1) [9,17], czy czynnik wzrostowy neurytow (NGF
- neurite growthfactor) [28]. Oprocz MHC I, w komérkach amebowego mikrogleju
mozna stwierdzi¢ wystepowanie receptora dopetniacza 3 (CR3) [24] oraz LCA
(leukocyte common antigen) [24], ktdry jest antygenem charakterystycznym dla
limfocytow, monocytéw i makrofagéw. Wraz z wiekiem i rozwojem mézgu obser-
wuje sie spadek ekspresji tych antygendéw, co wigze sie z ich transformacjg do
spoczynkowego, mikrogleju rozgatezionego. Jednakze przypuszcza sig, ze nie wszy-
stkie komdrki amebowe ulegajg przeksztatceniu do form rozgatezionych [28].
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Pierwsze komérki typowego mikrogleju rozgatezionego pojawiajg sie u szczura
okoto 5 dnia po urodzeniu [21]. Majg one mate ciato komdrki i dtugie, rozgateziajace
sie wypustki. Rozgateziony mikroglej, uwazany za funkcjonalnie nieaktywny lub
bedacy w stanie spoczynku, nazywany jest réwniez mikroglejem osiadtym. Ksztatt
tych komérek moze sie zmienia¢ w zaleznosci od miejsca w OUN, w ktérym
wystepujg. Zmiana ich wygladu z amebowego do rozgatezionego nastepuje stopnio-
wo poprzez formy posrednie [21, 24]. Kaur i Ling [21] uwazajg, ze zmiana ich
wygladu moze by¢ zwigzana z dostepnoscig przestrzeni miedzykomorkowej i ich
aktywnoscia fagocytama. Otéz w okresie okotourodzeniowym w spoidle wielkim,
przestrzenie te sg na tyle obszerne, aby pomiesci¢ duze, okragte komoérki amebowe.
Wystepujg w nich takze resztki zdegenerowanych komorek, ktére sg fagocytowane
przez mikroglej amebowy. Wraz z progresywnymi zmianami srodowiska, mieliniza-
cja widkien i ich wzrostem, nastepuje zwezenie tej przestrzeni, co powoduje wydtu-
zanie sie mikrogleju wzdtuz przebiegu tych wiokien [21]. Ponadto badania Lawson i
wsp. [: - ]jasno wskazujg na bezposredni zwigzek miedzy wygladem komoérek mikro-
gleju i ich mikrosrodowiskiem.

W normalnym, dojrzatym mozgu w zaleznos$ci od miejsca mozna zaobserwowac
trzy typy morfologiczne komdrek mikrogleju [22, 38].

(a) Mikroglej rozgateziony wystepujacy w istocie szarej, w ktorej znajduja sie
perikariony, wypustki i synapsy neuronéw. Komarki mikrogleju tego rodzaju majg
trzy do pieciu gtéwnych wypustek rozgateziajagcych sie promieniscie. Komorki tego
typuroznigsie dtugoscigwypustek. Zwiazanejestto zich wielkoscigiliczbgna danym
obszarze, gdyz mniejsze i bardziej rozgatezione komorki obserwuje sie w rejonach o
stosunkowo wiekszej ich liczbie.

(b) W istocie biatej, przez ktdrg gtéwnie przebiegajg aksony, obserwuje sie wydtu-
zone komorki mikrogleju. Sg one podobne do poprzedniego typu komorek, lecz ich
wypustki sg zorientowane zgodnie z kierunkiem przebiegu aksonéw.

(c) W strukturach mézgu pozbawionych bariery krew-mozg, czyli tzw. narzgdach
okotokomorowych, znajduje sie mikroglej zbity. Ma on kilka dtugich wypustek, stabo
rozgatezionych. Nie wiadomo jeszcze, czy na wyglad ten majg wptyw biatka osocza
krwi. Byé moze jest tak w istocie, gdyz mikroglej w tych strukturach przejawia
ekspresje licznych antygendw silniejsza niz w innych strukturach mézgu, chronionych
barierg [34].

Stwierdzono, ze mikroglej jest liczniejszy w istocie szarej niz w biatej [28, 33].
Zauwazono takze, ze struktury filogenetycznie miodsze zawierajg wiecej komorek
mikrogleju niz struktury starsze. Jednocze$nie nie stwierdzono, aby liczba i rozktad
komaérek mikrogleju zmieniaty sie wraz z postepem zaprogramowanej, naturalnej
$Smierci komorek. By¢ moze rozmieszczenie i ilos¢ komorek mikrogleju nie wigze sie
w szczeg0lny spos6b zrozmieszczeniem i zréznicowaniem innych typow komadrek w
OUN. Przemawia za tym brak korelacji miedzy rozktadem mikrogleju a zr6znicowa-
niem funkcjonalnym poszczeg6lnych struktur OUN, ré6znymi rodzajami neurotrans-



MIKROGLEJ: MAKROFAGI OSRODKOWEGO UKLADU NERWOWEGO 185

Rys. 2. Komoérki mikrogleju moga mie¢ rézny wyglad w zaleznosci od miejsca wystepowania w
osrodkowym uktadzie nerwowym, schematy przedstawiajg: A - rozgateziong komorke mikrogleju
znajdujaca sie w substancjiszarej; B - wydtuzona komérke wystepujaca w substancji biatej; C - komdrka
nalezaca do typu zbitych komdérek mikrogleju, jakie obserwuje sie w narzadach okotokomérkowych

miterow czy rozktadem innych komérek glejowych. Nie wiadomo dotychczas, jak
komaérki mikrogleju przyjmuja rozktad charakterystyczny dla dojrzatego OUN i czy
zalezny on od miejsca, przez ktore naptywajg do OUN monocyty drogg selektywnej
migracji, czy tez od miejscowej proliferacji tych komorek.

Pod wptywem uszkodzenia osiadte komorki mikrogleju w dojrzatym mézgu prze-
ksztatcajg sie w formy reaktywne [17, 28]. Nastepuje stopniowa retrakcja ich wypu-
stek i przyjmuja one okraglty ksztatt [28]. Na ich powierzchni pojawiajg sie wiele
antygenoéw charakterystycznych dla komérek immunokompetentnych, takich jak:
MHC 1l [15, 26, 31, 45], CR3 [26], CD4 [34]. Niestety nie znany jest czynnik
powodujacy rewersje mikrogleju spoczynkowego do aktywnego makrofaga mozgo-
wego.

Opisane formy czynnosciowe ulegaja miedzy sobg przeksztatceniom. Amebowy
mikroglej przeksztatca sie w czasie rozwoju mdzgu do rozgatezionego, osiadtego
mikrogleju. Ten z kolei w wyniku aktywacji pod wptywem zmian patologicznych,
ulega konwersji do makrofagéw mdzgowych. Po zakoriczeniu reakcji aktywny mi-
kroglej powraca do postaci osiadtej. Taki proces opisano w badaniach in vitro [44,
46], co Swiadczy, ze podobna sytuacja moze wystepowac in vivo.



186 M. ZIAJA

FUNKCJE KOMOREK MIKROGLEJU

Badajagc pochodzenie mikrogleju, jego morfologie i rozmieszczenie w tkance,
probowano réwniez wyjasni¢ funkcje petnione przez te komoérki. Mimo coraz wie-
kszego zainteresowania tym tematem, wcigz nie znamy petnego zakresu dziatania
mikrogleju w tkance OU N, zwlaszcza w organizmach dojrzatych. Uderzajacg cechg
osiadtego mikrogleju jest jego wyglad wskazujacy na niskg aktywno$é. Za pomoca
mikroskopu elektronowego wykazano, ze komarki mikrogleju majg stabo wyksztat-
cony aparat biosyntetyczny. Ich cytoplazma nie ma duzej liczby organelli, normalnie
wystepujacych w makrofagach [39]. Wigze sie z tym takze bardzo staba lub jej brak,
ekspresja antygendéw powierzchniowych, charakterystycznych dla makrofagéw
osiadtych w innych tkankach. Nie wiemy doktadnie, co wptywa na wiasnie takie
zachowanie mikrogleju. Byé moze ma to zwigzek z brakiem kontaktu z biatkami
osocza, gdyz majacy z nimi styczno$¢ mikroglej obecny w narzadach okotokomoro-
wych szczura wykazuje do$¢ znaczng ekspresje antygendéw powierzchniowych. Na-
tomiast antygendw tych nie mozna wykry¢ na powierzchni mikrogleju lezagcego w
strukturach chronionych barierg krew-mézg [22, 37]. Nie wiadomo, jakie sktadniki
osocza wptywaja na ekspresje tych antygendéw, tak waznych dla prawidtowej reakcji
komorek uktadu odpornosciowego.

Wyniki badan nad rozwojem OUN wskazujg, ze monocyty i mikroglej maja
zdolno$¢ wydzielania interleukiny-:, o ktérej wiadomo, ze wptywa na gliogeneze
(podziaty komorek glejowych) i angiogeneze (tworzenie sieci naczyniowej) [» , 26,
38, 41]. Mikroglej produkuje takze specyficzne czynniki wzrostowe stymulujace
podziaty astrocytow, co ma szczegdlne znaczenie, gdyz reagujg one na skutki uszko-
dzenia tkanki OUN [17, 38, 41].

Wystepowanie na powierzchni komérek mikrogleju receptoréw dla taricucha Fc
immunoglobulin [1] i sktadnika komplementu 3 [33, 36] wskazuje na ich udziat w
reakcjach obronnych zaleznych od przeciwciat. Jednakze znaczenie tego faktu pozo-
staje niejasne, gdyz w ptynach pozakomérkowych OUN brak jest immunoglobulin i
sktadnikéw dopetniacza, ktére moga pojawic sie dopiero w wyniku zmian patologi-
cznych tkanki i reakcji komorek uktadu odporno$ciowego.

Poniewaz mikroglej nalezy do makrofagéw, nalezatoby oczekiwaé, ze bierze on
udziat w fagocytozie gingcych komdrek. Takie dziatanie mikrogleju wykryto u
szczura w przysadce moézgowej [42]. Aksony neurondw podwzg6rza koiczg sie w
przysadce, gdzie wydzielajg do krwioobiegu hormony: wazopresyne i oksytocyne.
Zaobserwowano, ze wypustki mikrogleju otaczajg zakonczenia neurytéw, szczegol-
nie te lezgce w przestrzeni okotonaczyniowej. Wysnuto stad wniosek, ze mikroglej
fagocytuje neurosekrecyjne zakonczenia aksonéw. Poniewaz liczba zniszczonych w
ten sposéb zakonczen stanowi zaledwie ich matg czesé, trudno przypuszczac, aby byt
to mechanizm regulacji ilosci wydzielanych hormonéw. Z drugiej strony neurony
sekrecyjne majg zdolno$¢ do regeneracji i w zwigzku ztym, jedna z funkcji mikrogleju
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w tej czeSci moézgii mogtoby by¢é “modelowanie” potaczen neurondw, zwilaszcza
majacych styczno$¢ z btong podstawng [42], Powstaje intrygujaca hipoteza, ze ko-
marki mikrogleju mogg modyfikowac potgczenia neuronéw, ktérg mogg zweryfiko-
wacé dalsze systematyczne badania.

Najbardziej znamienng cechg komdrek mikrogleju jest ich reakcja na réznego
rodzaju uszkodzenia i infekcje OUN [2,17,26,41]. Mikroglej aktywnie bierze udziat
w usuwaniu skutkéw zmian patologicznych w mézgu, czy to fagocytujac pozostatosci
po gingcych komdrkach, czy to wydzielajac réznego rodzaju substancje przyspiesza-
jace przebieg reakcji obronnych i przywracanie stato$ci Srodowiska zewnatrzko-
moérkowego [41]. Jednym z pytan stawianych przez naukowcow jest to, ktory typ
komérek glejowych: astrocyty, oligodendrocyty czy mikroglej, czy tez wszystkie te
rodzaje komérek, utrzymuje zdolno$¢ do podziatéw i powoduje charakterystyczny
wzrost liczby komarek glejowych w rejonie uszkodzenia, okreslany mianem glejozy.
Wiadomo, ze astrocyty, szczegdlnie typu 1, przechodzg aktywacje i dzielg sie w
wyniku uszkodzenia mézgu [38]. Bardzo szybko reaguje takze mikroglej, ulegajac
aktywacji i przeksztatcajac sie w makrofagi mézgowe. W tym czasie zachodzg takze
liczne podziaty tych komorek zarbwno wewnatrz miejsca uszkodzenia, jak i dookota
niego [16, 2], Oczywiscie, gdy w wyniku zmian patologicznych zostanie przerwana
bariera krew-mo6zg do parenchymy mézgu naptywajg kragzace we krwi monocyty.
Odroznienie ich od zaktywowanego mikrogleju pozostaje tmdnym problemem tech-
nicznym, ze wzgledu na ich podobienstwo w wygladzie i antygenach powierzchnio-
wych.

W wyniku badain nad uszkodzeniami tkanki moézgu okazato sie, ze mikroglej
bardzo szybko reaguje na degeneracje komorek. Wczesnie zauwazono, ze zmiany
patologiczne tkanki m6zgu powoduja, ze rozgateziony, osiadty mikroglej przeksztatca
sie w ameboidalne, zaktywowane komérki [17, 35, 41, 43]. Po rozpoczeciu reakcji
przez mikroglej, w okolicy i miejscu uszkodzenia podlegajg aktywacji i dzielg sie
astrocyty tworzac tzw. blizne glejowa [27,47]. Moze mie¢ to zwiazek z wydzielaniem
cytokin przez aktywny mikroglej, a przede wszystkim interleukiny-1 (IL-1), kt6ra
stymuluje ich podziaty [17,41]. Wysuwane sa takze sugestie, ze ameboidalne komoérki
obserwowane w rejonie uszkodzenia, szczeg6lnie w partiach przypowierzchniowych,
to naptywajace w wyniku przerwania bariery krew-moézg monocyty [17]. Jednakze
podobne komérki obserwuje sie w przypadku, gdy bariera krew-mo6zg nie jest znisz-
czona, co przemawia za tym, ze przynajmniej czes¢ komorek osiadtego mikrogleju
ulega aktywacji i rewersji do makrofagéw moézgowych zdolnych do fagocytozy [17,
23, 30]. Sytuacja taka wystepuje w przypadku przeciecia (transekcji) nerwu twarzo-
wego. W tym przypadku reakcje mikrogleju obserwuje sie w jadrze tego nerwu co
powoduje, ze komorki z krwi nie naptywaja do miejsca reakcji. Szybko po uszkodze-
niu komérki mikrogleju osiadtego wjadrze nerwu twarzowego dzielg sie i przeksztat-
cajg sie do formy zaktywowanej [28,45]. Powstaje tzw. aktywny mikroglej (activated
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microglia), ktéry z wygladu przypomina makrofaga mézgowego, ale nie posiada
wiasciwosci zernych.

Mozna przypuszczac, ze reakcja mikrogleju w takiej sytuacji zwigzana jest z
procesaminaprawy uszkodzonej tkanki niz zusuwaniem zdegenerowanych komorek,
gdyz neurony nerwu twarzowego zachowujg zdolno$¢ do regeneracji i nie ging w
wyniku przeciecia [28, 45]. Aktywny mikroglej otacza te komérki wciskajac swoje
wypustki do szczeliny synaptycznej, miedzy element presynaptyczny a ciato komorki
nerwowej, lecz nie fagocytuje tej synapsy. Znaczenie funkcjonalne tego procesu,
znanego jako “synaptic stripping” nie jest znane. By¢ moze ma to zwigzek z izolacjg
neuron6w do czasu ich regeneracji lub tez z modyfikacjg potaczen synaptycznych [28,
30], Jezeli natomiast wystapi degeneracja komorek nerwowych np. w wyniku
wstrzykniecia takich cytotoksycznych zwigzkéw, jak kwas kainowy [, » ], zaktywo-
wany mikroglej przeksztatca sie w fagocytujgce makrofagi mézgowe usuwajac za-
konczenia degenerujacych neurondw i wykazujac wysoka ekspresje antygenow MHC
I i MHC Il. Wydaje sie przy tym, ze transformacja komérek mikrogleju moze zaleze¢
od stopnia degeneracji neuronéw [28].

MIKROGLEJ W STANACH CHOROBOWYCH OUN

Badajac powstawanie i rozwdj choréb osrodkowego uktadu nerwowego naukow-
cy obserwujg miedzy innymi reakcje i wptyw réznych komérek, w tym takze mikro-
gleju, na zmiany wywotane tymi chorobami. Jako komorki uktadu odpornosciowego
sg one wigczone w rozne formy fagocytozy i prezentujg obce antygeny na swojej
powierzchni. Zwigzane jest to ze znacznie nasilong ekspresjg antygenow zgodnosci
tkankowej klasy I, ktora wystepuje w wiekszosci chordb OUN, takich jak choroba
Alzheimera [26,30,45], stwardnienie rozsiane [15,26] czy zapalenie m6zgu i rdzenia
[25, 26]. W wyniku zmian zachodzacych w przebiegu tych chordb obserwuje sie
znaczng aktywacje komérek mikrogleju. Swiadczy to o jego udziale w procesach
obronnych organizmu. Ulega on takze aktywacji w czasie starzenia sie mézgu. Wtedy
obserwowana jest wieksza liczba aktywnych komdérek mikrogleju [30], co zwigzane
jest by¢ moze z rosngcg liczbg ginacych z wiekiem komérek.

Na powierzchni komorek mikrogleju stwierdzono wystepowanie receptoréow tan-
cuchaFc przeciwciat. Jest to o tyle ciekawe, ze trudno okresli¢ zrédto tych przeciwciat
w mézgu. Jezeli zostanie zniszczona bariera krew-mdzg, to moga one naptywac z
krwi. Przeciwciata sg produkowane przez limfocyty B i mozna przyja¢, ze komorki
te przechodzg przez bariere krew-mézg i w parenchymie mézgu produkujg przeciw-
ciata. W przypadku stwardnieniarozsianego [26] wykazano obecno$¢ w tkance mozgu
niewielkiej liczby komoérek produkujacych przeciwciata, a barwienie immunocy-
tochemiczne ujawnito, ze sg to limfocyty B [26]. Uderzajgca jest stosunkowo mata
ich liczba, ale gdy wezmie sie pod uwage, ze sg one zdolne do produkcji ogromnej
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TABELA 1. Zachowanie sie i aktywnos¢ komorek mikrogleju w rozwoju i przebiegu chordb os$rod-
kowego uktadu nerwowego

Rodzaj zmian Reakcja komérek Aktywno$¢ komoérek
patologicznych mikrogleju mikrogleju
Uszkodzenie Proliferacja i migracja Fagocytoza, wydzielanie IL-1, ekspresja MHC I
mikrogleju
Stwardnienie Akumulacja mikrogleju w Fagocytoza, wydzielanie IL-1, ekspresja MHC II, FcR,
rozsiane i dookota ptytek CR3, podzialy, prezentacja antygenu
Choroba Gromadzenie sie mikro-  Fagocytoza, wydzielanie beta amyloidu i jego prekur-
Alzheimera gleju w okolicach ptytek  sora -APP, ekspresja MHC Il, FcR, CR3
starczych
AIDS Infekcja komoérek Wydzielanie cytokin i kwasu glutaminowego, ekspresja

mikrogleju wirusem HIV-1  antygenu CD4 i MHC I

ilosci przeciwciat, to staje si¢ jasne, ze taliczba limfocytéw B moze by¢ wystarczajaca
do efektywnej eliminacji obcych antygendw.

Optaszczenie obcych antygendéw przez przeciwciata powoduje, ze makrofagi, a
wiec i mikroglej, szybko je rozpoznajg i fagocytujg. W przypadku infekcji ma to
znaczenie obronne, ale w chorobach autoimmunizacyjnych w ten sam sposéb atako-
wane sg wiasne komorki organizmu. Przypuszcza sieg, ze jako obce antygeny rozpo-
znawane sg sktadniki mieliny, jednakze nie udato sie doktadnie okres$li¢ ich rodzaju.

Cechg charakterystyczng choroby Alzheimerajest wystepowanie ptytek starczych,
zbudowanych z beta amyloidu. W ptytkach tych zaobserwowano wystepowanie
reaktywnego mikrogleju z wysokg eksprejg antygenow MHC 1 i MHC 11 [30, 31, 32].
Ten zwigzek mikrogleju z ptytkami starczymi pozwala przypuszczaé, ze odgrywa on
role w odktadaniu beta amyloidu i tworzeniu ptytek starczych. Stwierdzono, ze
mikroglej moze posredniczy¢ w procesach chorobowych przez wydzielanie patogen-
nego beta amyloidu [4, 31]. Prawdopodobnie zachodzi takze fagocytoza prekursora
beta amyloidu (APP - amyloid precursor protein) przez mikroglej [28, 30]. Z drugiej
strony mikroglej moze by¢ wigczony w produkcje ptytek de novo [4]. Frackowiak i
wsp. [13] uwazaja, ze reaktywny mikroglej produkuje i wydziela swéj wiasny beta
amyloid. Stwierdzono, ze jego synteza zachodzi w retikulum endoplazmatycznym
przy udziale specyficznych enzymow [4, 13, 49]. Reaktywny mikroglej moze takze
wptywac na rozwdéj choroby Alzheimera przez zwiekszone wydzielanie IL-1, ktéra z
kolei powoduje zwiekszong ekspresje APP ial-antychymotrypsyny, bedacych sktad-
nikami ptytek starczych [26, 30], Poza tym aktywny mikroglej prawdopodobnie
syntetyzuje i wydziela biatka dopetniacza, ktérych wystepowanie stwierdzono w
madzgu ludzi chorych na tg chorobe [26, 30].

Obserwujac reakcje mikrogleju na zmiany srodowiska wewnetrznego OUN stwier-
dzono, ze bierze on aktywny udziat w jego ksztattowaniu. Produkuje i wydziela wiele
réznorodnych czynnikéw wptywajacych zar6wno na proces niszczeniajak i naprawy
tkanki OUN. Aktywacja tych komérek doprowadza do wzrostu stezenia anionéw
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nadtlenkowych majacych dziatanie cytotoksyczne, biatek kaskady dopetniacza dopro-
wadzajacej do lizy komérki, czynnikow wzrostowych i cytokin, wptywajacych na
dziatanie innych typéw komorek [41]. Wystepowanie na powierzchni komaérek mi-
krogleju biatek CD4 sugeruje, ze moga one stanowi¢ cel dla wirusa HIV, powoduja-
cego AIDS [7, 12, 50]. Bierze sie to stad, ze biatko CD4 dziata jak receptor dla
wnikniecia wimsa HIV do wnetrza komérki. Ekspresja tego biatka zmienia sie w
czasie i jest wieksza w przypadku mikrogleju zaktywowanego. Prawdopodobnie
wplywa na to obecnos¢ lub brak bariery krew-mézg, gdyz wiecej ma go mikroglej
majacy kontakt z biatkami osocza [38], Ponadto stwierdzono wystepowanie wirusa
HIV w makrofagach tkankowych, a takze w mikrogleju, co przemawia za tym, ze sg
one atakowane przez ten wirus [50], Nie znany jest mechanizm zakazania komdrek
mikrogleju. By¢ moze wims HIV-1 zakaza monocyty krgzace we krwi, z ktérych
niektére moggczasamiprzejs¢ przez bariere krew-mézg, doprowadzajac do zakazenia
osiadtego mikrogleju [48]. Ta hipoteza “Konia trojanskiego” dobrze wyjasnia zaréw-
no sposob zakazania komdrek mikrogleju, jak i ich pochodzenie z monocytow. W
wyniku infekcji wirusem HIV-1 makrofagi produkujg kwas glutaminowy, ktéry w
duzym stezeniu jest toksyczny dla neuronow powodujac ich degeneracje. Takze
cytokiny i kwas arachidonowy wytwarzane przez zainfekowane makrofagi moga
wptywac na zmiany w mozgu ludzi chorych na AIDS [41].

Komérki mikrogleju biorg réwniez udziat w skutecznej eliminacji mikroorgani-
zmow, ktdre dostaty sie do mozgu. W wyniku aktywacji interferonem gamma (INF-y)
wydzielanym przez limfocyty T, fagocytujg i niszczg bakterie i pasozyty [41]. Pod
jego wplywem wzrasta ekspresja MHC | i MHC Il, a mikroglej wykazuje cechy
komaérki prezentujacej antygen limfocytom [28, 41], Poza tym in vitro wykazano
produkcje przez reaktywny mikroglej, w wyniku stymulacji cytokinami, tlenkow
azotu (NO, ONOO-, N0. ,N02~), ktore dziatajg jak neurotoksyny [ , : ]. Zaktywo-
wany mikroglej moze wydzielaé réwniez aniony nadtlenkowe i reaktywne rodniki
tlenowe czy tez inne zwiazki toksyczne, ktére moga by¢ przyczyna degeneracji
neurondw [40, 41],

PODSUMOWANIE

Komérki mikrogleju naleza do uktadu jednojadrzastych komérek fagocytujacych.
Swiadczy o tym ich pochodzenie i petnione przez nie funkcje. Niewatpliwie odgry-
wajg one ogromnie wazng role w funkcjonowaniu OUN. Zabezpieczajg go przed
skutkami zmian chorobowych i biorg udziat w utrzymywaniu stato$ci srodowiska
zewnatrzkomérkowego w moézgu. Z drugiej jednak strony zachowanie ich w choro-
bach OUN moze Swiadczy¢, ze mogg mie¢ one takze, w wyniku zmian patologicz-
nych, niekorzystny wptyw na przebieg proceséw chorobowych. Mikroglej, bedac
typem komérek bardzo czutym na wszelkie patologiczne zmiany $rodowiska, szybko
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Wzrost i rozw0j neuronow
IL-1, IL-3, IL-6, NGF, bFGF

Gieigza . MWRQGLES > ARGIOYSAGER

Cytotoksyny
NO, TNF, aminokwasy,
reaktywne tlenki

Rys. 3. Schemat ukazujacy czynniki wydzielane przez komérki mikrogleju i ich wpotyw na  inne
komorki osrodkowego uktadu nerwowego

nanie reaguje zmieniajac wyglad i zachowanie. Jednakze mimo wielu badan, funkcje
tych komoérek w duzej mierze pozostajg niepoznane. By¢ moze dalsze badania
umoziwig petne poznanie roli tych komérek w normalnym i zmienionym patologicz-

nie OUN, pozwalajac lepiej zrozumie¢ przyczyny zmian chorobowych zachodzacych
w tkance nerwowej.

PISMIENNICTWO

[1] AKIYAMA H, MCGEER PL. Brain microglia constitutively express b2integrins. J Neuroim-
munol 1990; 30: 81-93.

[2] ANDERSSON PB, PERRY VH, GORDON S. The CNS acute inflammatory response to
excitotoxic neuronal cell death. Immunol Lett 1991; 30: 177-182.

[3] ASHWELL K. Microglia and cell death in the developing mouse cerebellum. 1990; Dev Brain
Res 55: 219-230. )

[4] BANATI RB, GEHRMANN J, CZECH C, MONNING U, JONES LL, KONIG G, BEYREUT-
HER K, KREUTZBERG GW. Early and rapid de novo synthesis of Alzheimer bA4-amyloid
precursor protein (APP) in activated microglia. Glia 1993; 9: 199-210.

[5] BARRES BA, HART IK, COLES HSR, BURNE JF, VOYVODIC JT, RICHARDSON WD,
RAFF MC. Cell death and control of cell survival in the oligodendrocyte lineage. Cell 1992;
70:31-46.

[6] BOJE KM, ARORA PK. Microglial-produced nitrix oxide and reactive nitrogen oxides mediate
neuronal cell death. Brain Res 1992; 587: 250-256.

[71 BRINKMANN R, SCHWINN A, NARAYAN O, ZINK C, KRETH HW, ROGGENDORF W,
DORRIES R, SCHWENDER S, IMRICH H, MEULEN V. Human immunodeficiency virus
infection in microglia: correlation between cells infected in the brain and cells cultured from
infectious brain tissue. Annals Neurol 1992; 31: 361-365.



192 M. ZIAJA

[8] CHAO CC, HU S, MOLITOR TW, SHASKAN EG, PETERSON PK. Activated microglia
mediate neuronal cell injury via a nitric oxide mechanism. J Immunol 1992; 149: 2736-2741.
[9] COLTON CA, YAO J, TAFFS RE, KERI JE, OSTER-GRANITE ML. Abnormal production

of interleukin-1 by microglia from trisomy 16 mice. Neurosci Lett 1991; 132: 270-274.

[10] DE GROOT CJA, HIPPES W, SMINIA T, KRAAL G, DIJKSTRA CD. Determination of the
origin and nature of brain macrophages and microglial cells in mouse central nervous system,
using non-radioactive in situ hybridization and immunoperoxidase techniques. Glia 1992; 6:
301-309.

[11] DEL RIO-HORTEGA P. Microglia, [w] Penfield W [red.] Cytology and cellular pathology of
the nervous system. New York: Paul B. Hoeber 1932: 482-534

[12] DICKSON DW, MATTIACE LA, KURE K, HUCHINS K, LYMEN WD, BROSNAN CF.
Biology of disease. Microglia in human disease, with an emphaiss on aquired immune deficiency
syndrome. Lab Invest 1991; 64: 135-156.

[13] FRACKOWIAK J, WISNIEWSKI HM, WEGIEL J, MERZ GS, IQBAL K, WANG KC.
Ultrastructure of the microglia that phagocytose amyloid and the microglia that produce
b-amyloid fibrils. Acta Neuropathol 1992; 84: 225-235.

[14] FUJITA S, TSUCHINASHI Y, KITAMURA T. Origin, morphology and function of the
microglia, [w] Vidrio EA, Fedoroff S [red.] Glial and neuronal cell biology. New York: Alan
R. Liss 1980: 141-169.

[15] GEHRMANN J, BANATIRB, KREUTZBERG GW. Microglia in the immune surveillance
of the brain: human microglia costitutively express HLA-DR molecules. INeuroimmunol 1993;
48: 189-198.

[16] GIORDANA MT, ATTANASIO A, CAVALLAP, MIGHELI A, VIGLIANI MC, SCHIFFER
D. Reactive cell proliferation and microglia following injury to the rat brain. Neuropathol App
Neurobiol 1994; 20: 163-174.

[17] GIULIAN D. Ameboid microglia as effectors of inflammation in the central nervous system.
J Neurosci Lett 1987; 18: 155-171.

[18] HICKEY WF, KIMURA H. Perivascular microglial cells of the CNS are bone marrow-derived
and present antigen in vivo. Science 1988; 239: 290-302.

[19] KITAMURA T, MIYAKE T, FUJITA S. Genesis of resting microglia in the gray matter of
mouse hippocampus. J Comp Neurol 1984; 226: 421-433.

[20] KAUR C, LING EA. Activation and re-expression of surface antigen in microglia following
an epidural application of kainic acid in the rat brain. J Anat 1990; 180: 333-342.

[21] KAUR C, LING EA. Study of the transformation of ameboid microglial cells into microglia
labelled with the isolectin Griffonia simplicifolia in postnatal rats. Acta Anat 1991; 142:
118-125.

[22] LAWSON LJ, PERRY VH, DRI P, GORDON S. Heterogeneity in the distribution and
morphology of microglia in the normal adult mouse brain. Neuroscience 1990; 39: 151-170.
[23] LAWSON LJ, PERRY VH, GORDON S. Turnover of resident microglia in the normal adult

mouse brain. Neuroscience 1992; 48: 405-415.

[24] LING EA, KAUR C, WONG WC. Expression of MHC and LCA in amoeboid microglia in
postnatal rats. J Anat 1991; 177: 117-126.

[25] MATSUMOTO Y, OHMORI K, FUJIIWARA M. Immune regulation by brain cells in the
central nervous system: microglia but not astrocytes present myelin basic protein to encephalo-
genic T cells under in v/vo-mimicking conditions. Immunol 1992; 76: 209-216.

[26] MCGEER PL, KAWAMATA T, WALKER DC, AKIYAMA H, TOOYAMA |, MCGEER
E. Microglia in degenerative neurological disease. Glia 1993; 7: 84-92.

[27] MIYAKE T, HATTORI T, FUKUDA M, KITAMURA T. Reaction of S-100-positive glia
after injury of mouse cerebral cortex. Brain Res 1989; 489: 31-40.

[28] NAKAJIMA K, KOHSAKA S. Functional roles of microglia in the brain. Neurosci Res 1993'
17: 187-203.



MIKROGLEJ: MAKROFAGI OSRODKOWEGO UKELADU NERWOWEGO 193

[29] OPPENHEIM RW, PREVETTED, TYTELL M, HOMMO S . Naturally occuring and induced
neuronal death in the chick embryo requires protein and DNA synthesis: evidence for the role
of cell death genes. Dev Biol 1990; 138: 104-113.

[30] PERLMUTTER LS, SCOTT SA, CHUI HC. The role of microglia in the cortical neuropat-
hology of Alzheimer’s disease. Bull Clinic Neurosci 1991; 56: 120-130.

[31] PERLMUTTER LS, SCOTT SA, BARRON E, CHUI HC. MHC class Il-positive microglia
in human brain: association with Alzheimer lesions. J Neurosci Res 1992; 33: 549-558.

[32] PERLMUTTER LS, BARRON E, CHUI HC. Morphologic association between microglia and
senile plagues amyloid in Alzheimer’s disease. Neurosci Lett 1990; 115: 13-18.

[33] PERRY VH, HUME DA, GORDON S. Immunohistochemical localization of macrophages
and microglia in the adult and developing mouse brain. Neuroscience 1985; 15: 313-326.

[34] PERRY VH, GORDON S. Modulation of the CD4 antigen on macrophages and microglia in
the rat brain. J Exp Med 1987; 166: 1138-1143.

[35] PERRY VH, BROWN MC. Macrophages and nerve regeneration. Curr Opinioon in Neurobiol
1992; 2: 679-682.

[36] PERRY VH, GORDON S. Macrophages and the nervous system. Int Rev Cytol 1991; 125:
203-244.

[37] PERRY VH, GORDON S. Resident macrophages of the central nervous system: Modulation
of phenotype in relation to a specialized microenvironment, [w] Goetzl EJ, Spector NH [red.]
Neuroimmune networks: Physiology and diseases. New York: Alan R. Liss 1989

[38] PERRY VH, GORDON S. Macrophages and microglia in the nervous system. Trends in
Neurosci 1988; 11: 273-277.

[39] PETERS A, PALAY SL, WEBSTER HD. Microglia, [w] Peters A, Palay S, Webster DH [red.]
The fine structure of the nervous system: the neurons and supporting cells. New York, Oxford:
Oxford University Press 1991: 304-311.

[40] PIANI D, SPRANGER M, FREI K, SCHAFFNER A, FONTANA A. Macrophage-induced
cytotoxicity of NMDA receptor positive neurons involves excitatory amino acid rather than
reactive oxygen intermediates and cytokines. EurJ Immunol 1992; 22: 2429-2436.

[41] PIANI D, CONSTAM DB, FREI K, FONTANA A. Macrophages in the brain: friends or
enemies. NIPS 1994; 9: 80-84.

[42] POWDYV, PERRY VH, MORRIS JF, GORDON S. Microglia in the neurohypophysis associate
with and endocytose terminal portions of neurosecretory neurons. Neuroscience 1989; 33:
567-578.

[43] ROZEMULLER JM, VAN DER VALK P, EIKELENBOOM P. Activated microglia and
cerebral amyloid deposits in Alzheimer’s disease. Res Immunol 1992; 143: 646-649.

[44] SAWADA M, SUZUMURA A, YAMAMOTO H, MARUNOUCHI T. Activation and
proliferation of the isolated microglia by colony stimulating factor-1 and possible involvement
of protein kinase C. Brain Res 1990;509:119-124.

[45] STREIT WJ, GRAEBERMB, KREUTZBERG GW. Expression of la antigens on perivascular
and microglial cells after sublethal and lethal neuronal injury. Exp Neurol 1989; 105: 115-126.

[46] SUZUMURA A, SAWADA M, YAMAMOTO H, MARUNOUCHI T. Effects of colony
stimulating factors on isolated microglia in vitro. J Nearoimmunol 1990; 30: 11-120.

[47] TOPP KS, FADDIS BT, VIJAYAN VK. Trauma-induced proliferation of astrocytes in the
brain of young and aged rats. Glia 1989; 2: 201-211.

[48] WATKINS BA, DORN HH, KELLY WB, ARMSTRONG RC, POTTS BJ, MICHAELS F,
KUFTA CV, DUBOIS-DALEQ M. Specific tropism of HIV-1 for microglia cells in primary
human brain cultures. Science 1990; 249: 549-553.

[49] WISNIEWSKI HM, WEGIEL J. The role of perivascular and microglial cells in fibrillogenesis
of b-amyloid and PrP protein in Alzheimer’s disease and scrapie. Res Immunol 1992; 143:
642-645.



194 M. ZIAJA

[50] YOSHIOKA M, SHAPSHAK P, SUN NCJ, NELSON SJ, SVENNINGSSON A, TATE LG,
PARDO V, RESNICK L. Simultaneous detection of ferritin and HIV-1 in reactive microglia.
Acta Neuropathol 1992; 84: 297-306.

Otrzymano: 23.12.1994 r.
Przyjeto: 19.04.1995 .
Adres autora: Uniwersytet Jagiellonski, Instytut Zoologii, Zaktad Neuroanatomii

30060 Krakéw, ul. Ingardena 6



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 22, NR 2, 1995 (195-204)

WPLYW CZYNNIKA MARTWICY NOWOTWORU
NA KOMORKI SRODBtONKA NACZYN
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Streszczenie: Srodbtonek naczyn krwionoénych stanowi bariere miedzy tkankami a krazaca krwia.
Zmiany zachodzgce w komorkach $rodbtonka mogg okresla¢ regulacje ruchu komorek i czasteczek do
tkanek. Wystepuje tu wiele zréznicowanych reakcji, ktére moga zaleze¢ od dziatania cytokin. W
przegladzie tym podsumowano badania in vitro i in vivo opisujgce zmiany czynnosciowe zachodzace w
komarkach srédbtonka przy udziale czynnika martwicy nowotworu {Tumor Necrosis Factor, TNF).

Stowa kluczowe: czynnik martwicy nowotworu (TNF), srédbtonek

Summary: The endothelium constitutes a barrier between the tissues and the blood-stream. Alterations
in the endothelium are important factors determining the regulation of the traffic of the circulating cells
and molecules into the tissues. There are many different responses that may be cytokine related. In this
review we tried to summarize the in vitro and in vivo experiments that describe the numerous cytokine
Tumor Necrosis Factor (TNF) - mediated modulations of endothelial cell function.

Key words: Tumor Necrosis Factor (TNF), endothelium

WSTEP

W licznych badaniach in vitro i in vivo stwierdzono istnienie duzej grupy
heterogennych, rozpuszczalnych biatek o duzej aktywnosci biologicznej, nazywanych

Praca wykonana w ramach projektu badan statutowych AM Biatystok Nr. 303817.
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cytokinami, uczestniczacych w przekazywaniu informacji miedzy komérkami [ ].
Produkowane przez komorki réznego pochodzenia stanowig klucz do poznania me-
chanizméw proceséw aktywacji, proliferacji i réznicowania sie komorek zaangazo-
wanych réwniez w zjawiska immunologiczne.

CYTOKINY A KOMORKI SRODBLONKA

Immunoregulacyjne wtasciwosci cytokin zwigzane sg z mozliwoscig ich wplywu
na wytwarzanie w komorce tej samej lub innej cytokiny oraz na wywotaniu efektu
dziatania na poziomie komorki docelowej. Dlatego tez precyzyjna ocena efektow
biologicznej aktywnosci cytokin moze by¢ przeprowadzona i okre$lona tylko w
Srodowisku, w ktérym dziatajg [11,12, 37, 40].

Stwierdzono, ze komarki srodbtonka naczyn krwionosnych sag miejscem dziatania
wielu cytokin. Substancje te wptywaja na stan czynnos$ciowy komérek srédbtonka
[11, 40, 41, 44]. Szczegdblne znaczenie w regulacji reakcji immunologicznych przy-
pisuje sie odmianie srédbtonka wyscietajgcego czes¢ naczyn pozawtosniczkowych,
tzw. zytkom o wysokim $rédbtonku-HEV (High Endothelial Venule). Naczynia takie
wystepujaw obwodowych narzadach limfatycznych, m.in. weztach chtonnych, tkance
limfatycznej przewodu pokarmowego, migdatkach. Srodbtonek tych naczyn pozwala
na wybiércza migracje poza naczynie okreslonych subpopulacji komoérek w wyniku
ich interakcji ze specyficznymi, powierzchniowymi receptorami [4, 9, 42, 60].

Charakterystyczne dla tego srodbtonka jest wytwarzanie duzej ilosci usiarczano-
wanych glikolipidéw [28]. W naczyniach wystanych wysokim $rodbtonkiem zacho-
dzi przemieszczanie sie krwinek biatych i makroczasteczek [1,4, 26, 44].

W obecnosci cytokin komarki srédbtonka ulegajg aktywacji i nabywaja zdolnosci
petnienianowych funkcji. Pod wptywem substancji majacych wiasciwosci angiogeni-
czne dochodzi do ich migracji i proliferacji [16, 30]. W trakcie odpowiedzi immu-
nologicznej obserwuje sie uszkodzenie HEV wyrazajgce sie lokalng martwica
komérek lub utratg integralno$ci doprowadzajaca do réznych stanéw dysfunkcji.

Badania prowadzone w hodowlach komérek $rédbtonka dajg wiele mozliwosci
oceny ich odpowiedzi nadziatanie r6znych czynnikow [34]. Pozostaje jednak pytanie,
czy efekty obserwowane w hodowlach sg wyktadnikiem zmian obserwowanych in
vivo. Z tych tez przyczyn rozwijane sg w dalszym ciggu doswiadczalne modele na
zwierzetach. Dzigki dostepnosci cytokin w formach czystych jako biatka rekombino-
wane oraz stosowaniu ich w modelach doswiadczalnych in vivo nalezy sadzi¢, ze ich
niewatpliwy wptyw na komorki srédbtonka naczyn zostanie w najblizszym czasie
precyzyjnie okreslony.

Wsrdd wielu cytokin oddziatujgcych na srédbtonek waznarole odgrywaja: czynnik
martwicy nowotworu (Tumor Necrosis Factor-a, TN F-a) oraz limfotoksyna (Lymp-
hotoxin, LT, nazywana tez Tumor Necrosis Factor-B - TNF-RB) [11, 44, 57]. TNF-R
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pierwotnie zidentyfikowano jako produkt aktywowanych antygenem komérek T.
TNF-a wykryto jako substancje syntetyzowang przez stymulowane endotoksyng
fagocyty jednojadrowe. Endotoksyny uczynniajg synteze i uwalnianie TNF przez
pobudzenie kompleksu CD11/CD18 lub czasteczki CD14 [10, 21]. Jednoczasowo
TNF-aizolowano w przebiegu przewlektych schorzen pasozytniczych i nowotworo-
wych jako czynnik wywotujacy wyniszczenie (kacheksje) stad istnienie okre$lenia -
kachektyna (cachectin) [31, 44, 56].

BIOCHEMIA WYDZIELANIA TNF

GenydlaTNF-aiTNF- 3 sgrdzne. Zlokalizowane sg onejako jedyne geny cytokin
na ramieniu krétkim chromosomu s, w obrebie gtdwnego kompleksu zgodnosci
tkankowej (MajorHistocompatibility Complex - MHC), w regionie dtugosci ok. 7 kb
nazywanym locus TNF [57]. Lokalizacja taka sugeruje $cisty zwigzek TNF zuktadem
regulujgcym odpowiedz immunologiczng. U cztowieka sg one homologiczne w ok.
28%. Obydwa zawierajg po cztery egzony i trzy introny. Informacyjny RNA dla
TNF-a zawiera na konicu 3’ w regionie nie podlegajagcym translacji powtarzajaca sie
sekwencje oktamerowg (UUAUUUAU)n. Sekwencje takg stwierdzono takze w
mRNA dla innych cytokin. Jest ona zdolna do destabilizacji mMRNA i hamowania
translacji.

W wyniku translacji najpierw powstaje nieaktywny prekursor TNF-a, sktadajacy
sie z 233 aminokwasow 0 masie czasteczkowej 25 kDa, ktory ulega przeksztatceniu
w forme aktywng, zawierajgcgq 157 aminokwaséw, o masie czasteczkowej (m. cz.)
17kDa [3], FormaprekursorowaTNF-B mam. cz. 22kDa, apeptyd aktywny 18 kDa
[2]. Po uwolnieniu do srodowiska TNF moze wystepowa¢ w postaci dimerdw,
trimerow i pentamerdw, moze takze pozosta¢ zwiazany z btong komérkowag syntety-
zujacej go komorki w formie biatka transbtonowego [31].

W zwigzku z duzg homologig obu cytokin pochodzacych od réznych gatunkoéw,
ktora siega okoto 80%, nie stwierdza sie wyraznej swoistosci gatunkowej. Zar6wno
TNF-a, jak i TNF-B zdolne sa do oddziatywania na komorki przez taczenie sie z tym
samym receptorem btonowym, w zwigzku z czym wykazujg te samg aktywnos$é
biologiczng [44]. Nakomérkach istniejg dwarozne typy receptoréw dla TNF roznigce
sie m. cz. (p55-55 kDa i p75-75 kDa) oraz stopniem glikozylacji [33, 35, 36, 37, 45,
46, 53, 55]. Wystepuja one na prawie wszystkich komorkach majacych jadra. Na
komdrkach srodbtonka stwierdzono obydwa typy receptoréw [44, 46, 51]. Ich eks-
presje zwieksza interferon-y (IFN-y), jak tez i sam TNF. Przekazywane przez recep-
tory sygnaly prowadzg w komorkach do aktywacji kinaz biatkowych i czynnikéw
transkrypcyjnych [47, 59].
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ROLA TNF W PROCESACH AKTYWACJI SRODBLONKA

Komorki $rodbtonka wykazujg zdolnos¢ hamowania krzepniecia krwi, jak row-
niez zawierajg substancje prokoagulacyjne, czyli wzmagajace ten proces. Krew nie
krzepnie w naczyniach miedzy innymi dzieki ujemnemu tadunkowi glikozaminogli-
kandw na powierzchni $rédbtonka, produkowanej przez srodbtonek prostacyklinie
12 (PGI2), bedacej silnym inhibitorem agregacji ptytek krwi oraz dzieki oc-2-makro-
globulinie, ktérajest inhibitorem proteaz uktadu krzepniecia ifibrynolizy [12,19,58],
W doswiadczeniach na zwierzetach i badaniach klinicznych stwierdzono, iz oddzia-
tujac na komorki $rédbtonka TNF zmienia ich wasciwosci antykoagulacyjne na
prokoagulacyjne [41, 54, 57]. Jest to wynik hamowania aktywnos$ci trombomoduliny
i pobudzania ekspresji czynnika tkankowego. Trombomodulina po zwigzaniu trom-
biny bierze udziat w aktywacji biatka C, dziatajacego jako naturalny antykoagulant
[15], TNF hamuje takze fibrynolize poprzez obnizenie ekspresji tkankowego aktywa-
tora plazminogenu oraz wzmaganie ekspresji jego inhibitoréw - Plasminogen Acti-
vator Inhibitor type | [14, 24, 58].

TNF powoduje zwigkszenie przylegania do komérek $rodbtonka granulocytow i
limfocytow [36, 37, 44]. Podanie dozylne cytokiny powoduje wczesne przyleganie
granulocytow obojetnochtonnych i pézne limfocytéw. Niezbednym warunkiem ini-
cjujagcym proces migracji krwinek biatych poza toze naczyniowe jest aktywacja
$rodbtonka, ktéra zachodzi pod wptywem dziatania bezposredniego TNF lub posred-
niego, przy udziale wewnatrzkomérkowego biatka G (intracellular Gprotein) [: ,47],
Komarki $rodbtonka zmieniajac swoj ksztatt zwezajg rownoczesnie Swiatto naczynia,
w wyniku czego dochodzi do zwolnienia przeptywu krwi i tzw. zjawiska marginacji
komérek [1, 22], Polega ono na tym, ze w momencie zwolnienia przeptywu krwi
krwinki biate przesuwajg sie w $wietle naczynia bardziej obwodowo zblizajac sie do
$rddbtonka. Wstepem do Scistej adhezji iprzejscia pozanaczyniejest coraz wolniejsze
przesuwanie sie komorek po powierzchni $rédbtonka, w ktdrym pod wplywem
cytokin uwalnianych przez naptywajace komorki dochodzi do ekspresji czasteczek
adhezyjnych [4, 29, 37, 49, 60]. Czasteczki wystepujace na powierzchni limfocytéw
nazwano receptorami zasiedlania (homing receptors) [18,32], natomiast wystepujace
na powierzchni srédbtonka, gtéwnie zytek pozawtosowatych z wysokim $rodbton-
kiem (High Endothelial Venule - HEV) - adresynami naczyniowymi [52], Receptory
zasiedlania rozpoznajg komorki wysokiego $rodbtonka, a pod wplywem m.in. TNF
uwalnianego przez naptywajace komorki dochodzi do ekspresji adresyn: czasteczek
adhezji miedzykomérkowej (Intercellular Adhesion Molecule-I, ICAM-1, CD54),
ktére biorg udziat w adhezji wszystkich rodzajow krwinek biatych [ ., .+, 42, 61]
oraz czasteczek adhezji leukocytéw do $rddbtonka (Endothelial-Leukocyte Adhesion
Molecule-1, ELAM-1 [9, 20, 29, 51]. Mimo, ze czasteczka ta jest receptorem dla
neutrofilow i monocytow [23] wykazano, ze moze tgczy¢ takze pewng subpopulacje
komarek T [50]. Interakcje miedzy leukocytami i komdrkami srédbtonka sg procesem
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wieloetapowym [4, s , 22, 37, 42, 60]. Niezwykle waznym mechanizmem powoduja-
cym przyleganie naczyniowe jest fakt uszkodzenia komorek srodbtonka i odstoniecie
biatek bton podstawnych i tkanki tgcznej [19, 29, 58]. Btony podstawne zbudowane
sg z wielu typdw biatek, z ktdrych najwazniejszymi sa: kolagen 1V oraz wykazujaca
powinowactwo do kolagenu IV iproteoglikanéw laminina, jedno z pierwszych biatek
wydzielanych przez komdrki w okresie rozwoju embrionalnego. Czasteczki lamininy
moga taczy¢ sie ze sobg, z proteoglikanami zawierajgcymi siarczan heparanu oraz z
kolagenem typu IV tworzac btone podstawng nabtonkéw [19]. W obrebie tkanki
facznej takim czynnikiem integrujagcym jest fibronektyna, biatko biorgce udziat w
przyleganiu komdrek do kolagenu, stymulujgce chemotaksje i spetniajgce istotne
funkcje w procesach réznicowania sie i rozwoju [13]. Fibronektyna modelowana w
struktury podobne do btony podstawnej stanowi rusztowanie, po ktérym migruje
$rodbtonek, natomiast laminina wplywa na wzrost, réznicowanie oraz zdolno$¢
migracji komorek $rédbtonka [19].

Rozpoznanie lamininy i fibronektyny przez r6zne komorki zachodzi dzieki poja-
wieniu sie na ich powierzchni biatek receptorowych nazywanych integrynami [25,27,
61]. Sa one odpowiedzialne za adhezje miedzykomdrkowsa, jak tez i za adhezje
komorek do biatek substancji miedzykomdrkowej. Integryny biorg udziat w regulacji
tak adhezji, jak i przechodzenia krwinek biatych przez Sciany naczyn krwionosnych
[1], Wystepujgca na limfocytach, monocytach i granulocytach integryna LFA-1
(CDI 1a/CD18) nalezaca do podrodziny . [5, 27, 49, 61] taczy sie ze strukturami
adresyny ICAM-1 (CD54) obecnej na komaérkach srdédbtonka.

We wczesnych pasazach hodowli komorek $rédbtonka TNF indukuje synteze
czynnika aktywujgcego ptytki krwi (Platelet-Activating Factor, PAF) [7, 41]. Powo-
duje on agregacje ptytek i ich degranulacje oraz indukuje chemotaksje, agregacje i
degranulacje granulocytéw obojetnochtonnych i monocytéw. Dziata in vitro na ko-
morki $rédbtonka zylnego, gtéwnie zytek pozawtosniczkowych indukujac ekspresje
ELAM-1 i zwigksza ekspresje ICAM-1. TNF hamuje wzrost komorek $réddbtonka i
utatwia ich migracje w modelu angiogenezy in vitro [30],

Stwierdzono in vivo, iz niewielkie dawki TNF indukujg angiogeneze natomiast
duze jg hamujg [16]. TNF powoduje w komorkach $rédbtonka zwiekszanie syntezy
ptytkopochodnego czynnika wzrostu (Platelet-Derived Growth Factor, PDGF), ktory
oddziatujgc w sposéb auto- i parakrynny wptywa na proliferacje fibroblastow i
miocytow. Bedac czynnikiem chemotaktycznym i mitogennym dla komorek podscie-
liska sprzyja budowie nowych naczyn [43].

TNF wplywa silnie na wzrost ekspresji antygendw klasy | MHC [51]. Dziatanie to
jest stopniowe i osigga maksimum 4-6 dnia, natomiast w ekspresji antygenéw klasy
I MHC rola TNF jest niewielka.

Cytokina TNF czesto ogranicza sie do petnienia roli mediatora posredniczacego
lub wzmacniajgcego odpowiedz biologiczng, jak mato miejsce w przypadku dziatania
endotoksyny. W badaniach poréwnawczych stwierdzono, ze endotoksyna takze od-
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dziahije na komorki $rédbtonka i wykazuje zakres aktywnosci zblizony do TNF,
doprowadzajgc w komorkach srddbtonka do ekspresji btonowej i sekrecji interleukiny
1 (Interleukin 1, IL -1), ktéra oddziatujac na $rédbtonek naczyn zwieksza jego
aktywno$¢ prokoagulacyjng, miedzy innymi przez zwiekszenie syntezy inhibitora
aktywatora plazminogenu (PAI-.), stymuluje produkcje czynnika aktywujgcego ptyt-
ki (PAF) oraz w wyniku zwiekszonej ekspresji adresyn ICAM-1 i ELAM-1 wzmaga
przyleganie do $rédbtonka limfocytow i granulocytow obojetnochtonnych [ -, 38,
44],

Pod wptywem TNF komorki srédbtonka produkuja interleukine s (Interleukin s ,
IL-) [48, 55], biatko uznawane za jeden z gtownych czynnikéw regulujgcych
mechanizmy obronne, biorgce udziat w krwiotworzeniu i stymulujace produkcje i
wydzielanie biatek ostrej fazy oraz interleukine s (Interleukin s, IL-:) - inhibitor
adhezji leukocytéw (Leukocyte Adhesion Inhibitor), ktéra wykazuje witasciwosci
chemotaktyczne gtéwnie w stosunku do granulocytéw obojetnochtonnych [26] ha-
mujac jednoczesnie ich adhezje do komaérek $rodbtonka [17].

W wyniku oddziatywania TNF na $rodbtonek dochodzi takze do syntezy i wydzie-
lania czynnika stymulujgcego tworzenie kolonii granulocytamo-makrofagalnych
(Granulocyte!Macrophage Colony Stimulating Factor, GM-CSF) [55], ktéry wyka-
zuje stabe dziatanie chemotaktyczne na granulocyty obojetnochtonne i monocyty,
jednocze$nie hamujac ich migracje a zwiekszajac ich przyleganie i reaktywnos$¢ na
bodZce fizjologiczne.

PODSUMOWANIE

Prowadzone nadal badania in vitro i in vivo potwierdzajg podstawowe znaczenie
interakcji miedzy wys$ciotkg naczyn krwionosnych, ktorg stanowi Srodbtonek a kra-
zacymi we krwi komorkami odpornosci naturalnej. Komorki srédbtonka petnigc role
przekaznika informacji poddawane sa dziataniu wielu czynnikéw, ktérych taczne
oddziatywanie ukierunkowuje nie tylko przebieg reakcji immunologicznych, ale
takze inne reakcje ustroju na zréznicowane bodZce. Udogodnieniem w tych docieka-
niach jest mozliwo$¢ zastosowania coraz wiekszej liczby cytokin syntetyzowanych z
wykorzystaniem technik inzynierii genetycznej, co moze dostarcza¢ wielu odpowie-
dzi scalajacych zjawiska biologicznej aktywnosci struktur organizmu.

TNF ma dobrze udokumentowang role jako czynnik oddziatujagcy na komorki
$rodbtonka, jednak ze wzgledu na ztozono$¢ procesu dziatania cytokin in vivo naj-
wazniejszym w chwili obecnej wydaje sie by¢ potwierdzenie tych wiadomosci w
badaniach doswiadczalnych, gdyz tzw. sie¢ cytokinowa nie jest w organizmie jedy-
nym uktadem regulujgcym.
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