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W tym zeszycie ,,Postepow Biologii Komoérki

m W roku 2000 Nagroda Nobla z dziedziny medycyny ifizjologii przypadta
Arvidowi Carlssonowi, Paulowi Greengardowi i Ericowi Kandelowi.
Omdéwienie osiggnie¢ noblistbw 2000 znajdzie Czytelnik na str. 147.

m W trakcie oogenezy iwczesnej embriogenezy tworzy sie przestrzenny
plan organizacji zarodka. Dokladniej powstawanie tego planu oméwio-
no na str. 69.

m  Molekularne aspekty starzenia sie lisci roslin omowiono w pracy na str.
17.

m  Sygnalowe funkcje ATP w centralnym ukladzie nerwowym sg interesu-
jaca dziedzing. Podstawowe typy receptoréw P2X i P2Y przedstawiono
na str. 33-50.

m  Funkcje, pochodzenie i znaczenie w rozwoju nowotworéw komoérek
dendrytycznych byly omawiane w suplemencie 15 ,Postepéw” (2000;
supl. 15, str. 91). Obecnie publikowany artykut zawiera szersze omo-
wienie funkcji i pochodzenia tych komorek oraz mozliwosci ich otrzymy-
wania i mechanizmy dziatania przeciwnowotworowego.
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GLIPIKANY

THE GLYPICANS

Rafat BOBINSKI, Krystyna OLCZYK, Grzegorz WISOWSKI, Krzysztof JARCO

Katedra i Zaktad Chemii Klinicznej i Diagnostyki Laboratoryjnej,
Slaska Akademia Medyczna, Sosnowiec

Streszczenie: Proteoglikany (PG) - molekuly syntetyzowane przez komorki eukariotyczne - obecne sg
w przestrzeni okotokomoérkowej oraz w macierzy pozakomoérkowej. Sktadaja sie z biatka rdzeniowego,
do ktérego przytaczony jestjeden lub wiecej tancuchéw glikozoaminoglikanowych. Jednaz kilku rodzin
PG stanowiaglipikany-proteoglikany heparanosiarczanowe. Cechami charakterystycznymi glipikanéw
sa: wielko$¢ biatka rdzeniowego - wynoszaca w przyblizeniu 60 kDa, czternascie konserwatywnie
rozmieszczonych reszt cysteiny w obrebie biatka rdzeniowego, hydrofobowe C i N-koficowe sekwencje
o strukturze podobnej do peptydu sygnatowego, dwa lub wigcej miejsc akceptorowych dla tancuchéw
glikozoaminoglikanowych oraz potaczenie z btong komérkowag za posrednictwem glikozylofosfa-
tydyloinozytolu. Glipikany kontrolujg podziaty, adhezje i migracje komdrek, a takze modulujg wtasci-
wosci niektérych czynnikéw wzrostowych. Mutacje w obrebie genéw glipikanéw sg przyczyna kilku
ciezkich schorzen, prowadzacych czesto do przedwczesnej $mierci organizmu.

(Postepy Biologii Komoérki 2001; 28: 3-15)

Stowa kluczowe: proteoglikany, glipikany

Summary: Proteoglycans, produced by most eukaryotic cells are versatile components of pericellular and
extracellular matrix. They are composed of protein core to which one or more glycosaminoglycan (GAG)
chains are attached. One of few families of proteoglycans are glypicans. All glypicans share similar
features as core protein of 60 kDa, 14 conserved cysteine residues, a special region localized near the
plasma membrane, containing 2 or more Ser-Gly sequences for GAG attachment, hydrophobic C- and
N-terminal parts of core protein similar to signal peptide, as well as linkage with external leaflet of the
plasma membrane via a glycosylphosphatidylinositol. The glypicans are implicated in cell division,
adhesion, migration and modulation of growth factor activities. Mutation in glypicans may cause few
congenital diseases and premature death.

(Advances in Cell Biology 2001; 28: 3-15)

Key words: proteoglycans, glypicans

Wykaz stosowanych skrétéw: PG - proteoglikany, GAG - glikozoaminoglikany, HS - tancuchy
siarczanu heparanu, pz - pary zasad, FGF - czynnik wzrostowy fibroblastéw, aFGF - kwasny czynnik
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wzrostowy fibroblastéw, bFGF - zasadowy czynnik wzrostowy fibroblastow, FGFR - receptor dla
czynnika wzrostowego fibroblastow, KGF - czynnik wzrostowy keratynocytéw, KGFR - receptor dla
czynnika wzrostowego keratynocytéw, IGF - insulino-podobny czynnik wzrostowy, IGFR - receptor
dla insulino-podobnego czynnika wzrostowego, VEGF - naczyniowo-$rédbtonkowy czynnik wzrosto-
wy.

WSTEP

Glipikany stanowig jedng z rodzin proteoglikanéw (PG) - glikoprotein, zbu-
dowanych z biatka rdzeniowego, do ktérego przylaczony jest jeden lub wiecej
tancuchéw glikozoaminoglikanowych (GAG) okreslonego typu [17,21-23,28]. W
przypadku glipikanéw, wspomnianym typem GAG sa siarczany heparanu. Obecnie
wyréznia sie siedem rodzin proteoglikanéw, gdzie podstawg klasyfikacji jest r6znica
w budowie ich biatek rdzeniowych [28]. Réznice, dotyczace biatek rdzeniowych
poszczego6lnych rodzin PG, wahajg sie w granicach 20 -80% . Obejmujg one strukture
pierwszorzedowg oraz - obecno$¢ i potozenie okreSlonych domen w biatku, co
rzutuje na rodzaj i miejsce przytagczenia tancucha GAG, a co za tym idzie - na
wiasciwosci PG oraz ich tkankowe umiejscowienie. Na podstawie przedstawionych
réznic podziat proteoglikandw przedstawia sie nastepujgco:

» Duze, zewnatrzkomérkowe PG chondroitynosiarczanowe, zdolne do agregacji z
kwasem hialuronowym.

¢ Male srddmigzszowe PG o biatkach rdzeniowych zasobnych w reszty leucyny.

e Duze PG heparanosiarczanowe wystepujace w macierzy zewngtrzkomaérkowej i
btonach podstawnych.

¢ Syndekany - proteoglikany transmembranowe.

e Wewnatrzkomdérkowe PG serglicylowe, zasobne w naprzemiennie utozone re-
szty seryny i glicyny.

e Glipikany - PG potgczone z btong komorkowg przez glikozylofosfatydyloinozy-
tol.

» Pozostate PG - nie nalezace z uwagi na strukture i wtasciwosci do zadnej z wy-
mienionych rodzin.

Rodzina glipikandw obejmuje sze$¢ proteoglikanéw, wyizolowanych z tkanek
réznych kregowcow: glipikan (glipikan-1), cerebroglikan (glipikan-2), OCI-5 (gli-
pikan-3), K-glipikan (glipikan-4), glipikan-5, glipikan-6. Siodmego przedstawiciela
glipikandw, odkrytego u Drosophilamelanogaster, nazwano Daily [26,36]. WspdInie
zsyndekanami - rodzingtransmembranowych PG heparanosiarczanowych, glipikany
sg nadrodzing powierzchniowo-komoérkowych proteoglikandw, kontrolujacych
odpowiedz komérkowa na czynniki wzrostowe i molekuty adhezyjne [26,36,51,52].



GLIPIKANY 5

STRUKTURA GLIPIKANOW | ICH GENOW

Proteoglikany rodziny glipikanéw wigzeszereg strukturalnych i czynnosciowych
cech, do ktérych naleza: wielko$¢ biatka rdzeniowego - wynoszaca w przyblizeniu
60 kDa, czternascie konserwatywnie rozmieszczonych reszt cysteiny w obrebie
biatka rdzeniowego, hydrofobowe C i N-koricowe sekwencje, o strukturze podobnej
do peptydu sygnatowego, dwa lub wiecej miejsc akceptorowych dla tancuchéw
glikozoaminoglikanowych oraz potgczenie z btong komdrkowg za posrednictwem
glikozylofosfatydyloinozytolu [52] (ryc. 1). Pomimo duzego podobieistwa, zarbwno
strukturalnego jak i czynno$ciowego, biatek rdzeniowych glipikanéw, kazde z nich
kodowane jest przez inny gen. Podobne zjawisko obserwuje sie w obrebie rodziny
matych proteoglikanéw bogatoleucylowych [5,25,26,50,55], duzych proteoglikanéw
agregujacych z kwasem hialuronowym [6,21,22,42,43,45] czy tez wérdd syndekanéw
- proteoglikanéw transmembranowych [7,10,16,29,44]. Zblizona struktura genéw
kodujacych biatka rdzeniowe wspomnianych proteoglikanéw sugeruje, iz geny te
pochodzg od wspolnego genu ,przodka”, natomiast réznice w lokalizacji chro-
mosomalnej wskazujg na wczesne ich ,rozbiegniecie” sie po chromosomach [15-
23].

RYCINA 1. Kotwiczenie glipikanéw w btonie komdérkowej za posrednictwem glikozylofosfatydylo-
inozytolu
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RYCINA 2. Schemat budowy genéw obu podrodzin glipikanéw. Gérna czes$¢ ryciny prezentuje strukture
genu, charakterystyczng dla podrodziny glipikanéw 1,24 i 6, dolna - przedstawia gen o cechach
charakterystycznych dla podrodziny glipikanéw 3 i 5. Biate pola wskazujg eksony, natomiast linie -
introny. Pola zakreskowane, wskazuja eksony - w obrebie podrodziny - réznigce sie znacznie wielkoscia.
Wielko$¢ eksondw jest proporcjonalna do zamieszczonej skali

Najwczesniej odkrytym genem kodujgcym biatka rdzeniowe glipikanow jest gen
glipikanu 1 (GPC1), zlokalizowany na dtugim ramieniu chromosomu 2, locus 2¢935-
g37 (ryc. 2). Wielko$¢ omawianego genu nie jest dotychczas precyzyjnie okreslona,
natomiast do$¢ dobrze poznana jest struktura cDNA glipikanu 1 [11]. Komple-
mentarny DNA ztozony jest z 3692 par zasad (pz), z czego 1674 pz koduja taficuch
biatkowy, liczacy 558 reszt aminokwasowych. Pierwsza zasada tripletu startowego
(ATG) znajduje sie w pozycji 222 pz - liczac od korica 5 cDNA, natomiast pierwsza
zasada kodonu, zatrzymujacego translacje (TAA), zajmuje pozycje 1986 pz, we
wspomnianym cDNA. Masa catego, ludzkiego proteoglikanu wynosi - wprzyblizeniu
- ponad 200 kDa, masa glikoproteiny - po odtgczeniu tancuchéw GAG - wynosi
64 kDa, natomiast mase samego rdzenia biatkowego -p o odtgczeniu oligosacharydéw
- szacuje sie na 56 kDa. W obrebie struktury biatkowej znajdujg sie cztery sekwencje
Ser-Gly, mogace przytgczac tanicuchy siarczanu heparanu. Jak wnikajednak z badan
Davida i wsp. [11], tancuchy GAG przytaczone zostajg do trzech ostatnich, C-
terminalnych sekwencji Ser-Gly (ryc. 3).

Badania nad budowg genu glipikanu 2 (GPC2) zostaty podjete stosunkowo wczes-
nie [49]. Pomimo to GPC2 jest strukturg mato poznang. Nie okre$lono dotad
wielko$ci genu ani jego lokalizacji chromosomalnej, cho¢ do$¢ dobrze poznano
jego transkrypt oraz cDNA [49]. Komplementarny DNA zbudowany jest z 263 Ipz,
z czego 1737 pz stanowi otwarta ramka odczytu, kodujaca 579 reszt aminokwa-
sowych. Kodon startowy dla translacji znajduje sie w pozycji 236 pz, natomiast
kodon konczacy translacje, umieszczony jest w pozycji 1973 pz, liczac od konca
5’ transkryptu [49]. W strukturze biatka rdzeniowego znajduje sie siedem sasia-
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RYCINA 3. Schemat struktury glipikanéw. Ze wzgledu na znaczna wielko$¢ tancuchéw siarczanu
heparanu, nie zachowano proporcji miedzy wielko$cig biatka rdzeniowego a wielkoscig tancuchow
siarczanu heparanu

dujacych resztaminokwasowych Ser-Gly, do ktérych mogaby¢ przytagczane taficuchy
glikozoaminoglikanowe. Wszystkie ze wspomnianych par reszt oflankowane sg re-
sztami aminokwaséw o charakterze kwasnym [24,49].

Gen glipikanu 3 (GPC3), ktérego cze$¢ kodujagca ma budowe osSmioeksonowsa,
znajduje sie w diugim ramieniu chromosomu X, zajmujgc locus Xq 26.1
[12,17,20,34,54]. W skiad tej struktury wchodzi ponad 500 kpz, z kolei cDNA
zbudowany jest z 1764 pz, kodujgc 588 reszt aminokwasowych. Kodon startowy
jest oddalony w kierunku 3°, od miejsca startu transkrypcji, o 197 pz. W regionie
promotora genu GPC3 znalez¢é mozna szereg sekwencji, mogacych przytgcza¢ czyn-
niki transkrypcyjne, z ktorych trzy nalezg do Spl, natomiast siedem do AP2 [24].
GPC3 wykazuje 26-41% homologii z pozostatymi genami rodziny glipikanéw [52].

Biatko rdzeniowe glipikanu 4 (K-glipikanu) kodowane jest przez gen GPC4
znajdujacy sie w dtugim ramieniu chromosomu X i zajmujacy to samo locus co
GPC3 (Xq 26.1). Ludzki gen GPC4 jest okoto pie¢ razy mniejszy niz GPC3, zajmujac
ok. 100 kpz genomu, zlokalizowanych blizej centromeru chromosomu w stosunku
do GPC3. Wielkos$¢ sekwencji kodujacej, rozmieszczonej w 9 eksonach, wynosi
w przyblizeniu 3,7 kpz, z czego 1668 pz zajmuje otwarta ramka odczytu, kodujaca
556 reszt aminokwasowych [54]. Kodon startowy (ATG) oraz koncowy (TAA),
znajduja sie, odpowiednio, w pozycji 213 oraz 1883 kpz, liczagc od konfca 5’ nici
cDNA. Masa glipikanu 4 wynosi okoto 220 kDa, natomiast masa biatka rdzeniowego,
otrzymanego po enzymatycznej depolimeryzacji tancuchdw siarczanéw heparanu,
jest w przyblizeniu réwna 57,5 kDa [19].
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Nie jest znana dotad wielko$¢ genu glipikanu 5 (GPC5), wiadomo jednak, iz
znajduje sie on w diugim ramieniu chromosomu 13, zajmujgc locus 13q 32 i ma
- podobnie jak GPC3 - osiem eksondw. Komplementarny DNA ztozony jest z
2558 pz, z czego 1716 pz stanowi otwartg ramke odczytu, kodujgcg 572 reszty
aminokwasowe. Kodon startowy znajduje sie w pozycji 15 pz, liczac od konca
5’ cDNA, natomiast kodon zatrzymujacy translacje - w pozycji 1731 pz [52].

Gen kodujacy biatko rdzeniowe glipikanu 6 (GPCs) - ktdry wykazuje 63%
homologii z GPC4 [51] - znajduje sie w dtugim ramieniu chromosomu 13, zajmujac
to samo locus, co GPC5 (13q 32). Wielko$¢ GPCe nie jest dotychczas poznana,
poniewaz brak jest informacji o wielkosci sekwencji intronowych. Znana jest na-
tomiast wielko$¢ cDNA, wynoszgca 2747 pz [51]. Liczac od kofica 5’ omawianej
struktury, w pozycji 586 pz znajduje sie kodon startowy, po ktdrym rozcigga sie
otwarta ramka odczytu, o wielko$ci 1665 pz, kodujgca 555 reszt aminokwasowych.
Konczacy translacje kodon TAA znajduje sie w pozycji 2251 pz. GPCs zbudowany
jest z 9 eksonéw, ktdrych wielko$¢ waha sie w granicach 131-697 pz [39,51].

W genomie Drosophila melanogaster odkryto gen Daily, kodujacy biatko rdze-
niowe o strukturze bardzo zblizonej do struktury biatek rdzeniowych glipikanéw
wystepujgcych u cztowieka [26,32,36]. Biatko Daily ztozone jest z 626 reszt ami-
nokwasowych i podobnie jak w rodzinie glipikanéw kregowcéw zawiera faficuchy
heparanu siarczanu oraz tgczy sie z btong komdrkowg za posrednictwem glikozy-
lofosfatydyloinozytolu. Cho¢ wiadomo, iz w obrebie rdzenia biatkowego Daily wy-
stepuje 13 sekwencji Ser-Gly, to liczba faktycznie przytgczonych taricuchéw
glikozoaminoglikanowych nie jest znana [26,36].

Uwzgledniajac réznice w budowie glipikanéw, proteoglikany te podzielono na
dwie podrodziny, gdzie do pierwszej zaliczono glipikany 1,24 i 6, wykazujgce
40-60% homologii biatka rdzeniowego, natomiast do drugiej - glipikany 3 i 5,
z homologig w granicach 40% (tab. 1). Podobieristwo obu podrodzin obejmuje
takze organizacje sekwencji kodujgcych mRNA. Matrycowy RNA GPC1, 2, 4 i

TABELA 1. Analiza poréwnawcza gen6éw glipikanéw cztowieka. Liczby zawarte w tabeli obra-
zuja- podany w procentach - stopiern homologii miedzy poszczeg6lnymi genami

GPC1 GPC2 GPC3 GPC4 GPC5 GPC6
GPC1 100 35 21 42 21 44
GPC2 100 19 37 17 41
GPC3 100 23 43 24
GPC4 100 24 63
GPC5 100 25

GPC6 100
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6 ztozony jest z dziewieciu eksondéw, z kolei mMRNA GPC3 i 5 - z o$miu (ryc.
2).

MUTACJE GENETYCZNE GLIPIKANOW CZtEOWIEKA
I KONSEKWENCJE MUTACIJI

Obecna wiedza na temat mutacji genéw glipikanéw oraz konsekwencji z tym
zwigzanych, jest do$¢ skromna, poniewaz wspomniane mutacje sg dla organizmu
ludzkiego zwykle letalne [40,56]. Prawdopodobnie, w wiekszosci przypadkow ptody
ging na etapie rozwoju zarodkowego, co uniemozliwia poznanie ewentualnych skut-
kéw mutacji genetycznych. Dotychczas poznano tylko jeden zesp6t chorobowy,
u poditoza ktérego lezg zmiany w strukturze gendw glipikanéw. | tak, mutacje
genéw GPC3 i GPC4 prowadza do powstania zespotu Simpsona-Golabiego-Behmela
(SGB) [40,56]. Choroba ta w 50% prowadzi do przedwczesnej $mierci osobnikéw
ptci meskiej, gtéwnie z powodu zachorowalnosci na nowotwory, takie jak: neu-
roblastoma (nerwiak niedojrzaty), czy tez nowotwdr Wilmsa [41]. Zesp6t SGB
charakteryzuje sie szeregiem zmian, obejmujacych upos$ledzong budowe narzadéw
wewnetrznych, czesto rzutujgcg na wyglad zewnetrzny. Rozlegte zmiany wewnetrzne
obejmuja uszkodzenie miesnia sercowego, dysplazje nerek, wnetrostwo (zaburzenia
zstepowania jader), spodziectwo (nieprawidtowe ujscie cewki moczowej), anomalie
kregéw i zeber [41,56]. Osoby z zespotem SGB charakteryzuje nadmierny wzrost
(zwykle powyzej 195 cm), znieksztatcenie twarzy, zebow, jezyka oraz obecnosc
szeSciu palcow [41,56]. Za wystapienie zespotu SGB odpowiedzialne sg - blisko
siebie lezace - geny glipikanu 3 oraz 4, znajdujace na chromosomie X [15,18,-
40,41,53,56].

Jednak, najwiecej mutacji odkryto w strukturze genu kodujgcego biatko rdzeniowe
glipikanu 3. Wszystkie z nich prowadzity do wystgpienia objawdw zespotu SGB.
Strukturalne zmiany GPC3 obejmujg translokacje w obrebie intronu 2, prowadzace
do zaburzen w odczycie na poziomie transkrypcji. Kolejnym rodzajem mutacji,
odkrytym w genie GPC3 sg delecje, dotyczace eksonoéw 2 oraz 6,7,8. Nieobecnos¢
trzech ostatnich eksonéw powoduje najpowazniejsze zmiany w organizmie czio-
wieka, bowiem to witasnie w tych strukturach zapisana jest informacja o miejscach
przytaczania tancuchéw glikozoaminoglikanowych oraz glikozylofosfatydyloi-
nozytolu. Mutacje w obrebie genu glipikanu 4 pogtebiajg jedynie objawy zespotu
SGB, wywotane rownolegta mutacjg w genie GPC3 [19], jednakowoz produkt genu
GPC4 nie jest konieczny do zycia, pod warunkiem, ze nie zmutowany GPC3 podlega
ekspresji i prawidtowo funkcjonuje [19]. Nieprawidtowa struktura glipikanéw moze
by¢ takze konsekwencja braku lub nieprawidtowej ekspresji genéw, kontrolujacych
synteze tancuchow siarczanu heparanu [4]. Zespdt chorobowy okreslany jako
mnogie dziedziczne wyrosla kostne (ang. Hereditary multiple exostoses), powstaje
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w wyniku mutacji genu kodujgcego enzym - polimeraze siarczanu heparanu. Choroba
ta dziedziczy sie autosomalnie jako cecha dominujgca, prowadzac do powstania
licznych wyroéli kostnych, klasyfikowanych jako tagodna zmiana nowotworowa
w obrebie ptytki wzrostowej kosci. Zmiana ta moze ulec ztosSliwej transformacji
do chrzestniakomiesaka lub kostniakomigsaka [4].

Innym przyktadem mutacji prowadzacych do powstawania nieprawidtowych gli-
pikanow, jest defekt struktury genu kodujacego enzym przytaczajacy tancuchy siar-
czanu heparanu do rdzenia biatkowego. Opisano, iz niedobdr 2-sulfotransferazy
siarczanu heparanu (Hs2st), prowadzi do nieprawidtowego rozwoju zarodkowego
myszy, ktére tuz po urodzeniu ging [46]. Okazato sie, iz myszy te pozbawione
byty nerek oraz miaty nieprawidtowo zbudowany szkielet [46].

Konsekwencjg zmian w strukturze oraz ekspresji genu Daily, wystepujacego
w genomie Drosophila melanogaster, sg - podobnie jak u cztowieka - zaburzenia
rozwojowe, ktore zwykle nie sg letalne dla muchy, a prowadzg jedynie do nie-
prawidtowej morfogenezy oczu i narzadéw piciowych [46].

FUNKCJE GLIPIKANOW

Badania genetyczne, biologiczne i biochemiczne wykazaty jak wazng role petnig
glipikany w procesach morfogenezy, kontroli wzrostu komérek, czy regulacji wia-
Sciwosci biologicznych niektérych czynnikéw wzrostowych [1,2,9,13,18,19,24,-
27,30,33,35,38,41,57]. Bonneh-Barkay i wsp. [8] wykazali, iz obecnos¢ glipikanow
na btonie komoérkowej jest niezbedna do interakcji pomiedzy zasadowym (bFGF)
lub kwasnym (aFGF) czynnikiem wzrostowym fibroblastow a ich receptorem
(FGFR). Badania dowiodty, iz powyzsze oddziatywania mozliwe sg jedynie w obe-
cnos$ci tancuchow siarczanu heparanu, bedacych koreceptorem dla FGFR. Pozba-
wienie glipikanéw ich czeSci glikanowej uniemozliwiato przekazywanie sygnatu
do komérki [3, 47]. Glipikany wykazujg dziatanie ostonowe wobec FGF, chronigc
wspomniany czynnik wzrostowy przed proteinazami a takze - kwasng i cieplng
inaktywacja. Co wiecej, maja zdolno$¢ przywracania biologicznych wiasciwosci
zinaktywowanym cieplnie FGF [14]. Glipikany moduluja takze odpowiedZ mitogenna
keratynocytow na KGF (czynnik wzrostowy keratynocytéw) oraz aFGF [8]. W
keratynocytach, wytwarzajgcych receptor dla ich czynnika (KGFR), glipikany zna-
cznie ograniczajg odpowiedz mitogenng wspomnianych komérek na KGF. Natomiast
potagczenie omawianych proteoglikandw z aFGF - nasila proces podziatu mito-
tycznego. Jednym z efektéw wspdtdziatania glipikanéw i FGF jest kontrola procesow
embriogenezy u kregowcow [37].

W trakcie rozwoju zarodkowego, glipikany pojawiajg sie na powierzchni komérek
nie podzielonej przy$rodkowej mezodermy. Nastepnie - podczas podziatu mezo-
dermy - ekspresja genéw glipikanéw staje sie najsilniejsza, utrzymujac sie na tym
poziomie do momentu uformowania sie mtodych somitéw. Zawarto$¢ glipikanow
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w dojrzatych somitach znacznie sie obniza. Proteoglikany te skupiajg sie w centralnej
cze$ci omawianych struktur, nie wystepujac na powierzchni bocznej somitéw [37].

Sposréd catej rodziny glipikanéw, jedynie glipikan 1 oddziatuje z naczynio-
wo-$rédbtonkowym czynnikiem wzrostowym (VEGF) - stymulujgcym angiogeneze,
naprawy tkankowe, procesy zapalne, a takze - tworzenie wolnych rodnikéw. Po-
wstajace przy udziale VEGF wolne rodniki, prowadzg do oksydacyjnej modyfikacji
wymienionej makroczasteczki. Glipikan 1, ma zdolno$¢ przywracania biologicznej
aktywnos$ci utlenionemu VEGF oraz ochrony przed niszczacymi go czynnikami
[14]. Glipikan 3, stymuluje insulino-podobny czynnik wzrostowy 2 (IGF2) dotgczenia
sie z receptorem IGF2R [48]. Stwierdzono ponadto, iz w przebiegu zespotu Sim-
psona-Golabiego-Behmela, zmienionej strukturze glipikanu 3 czy tez - brakowi
tego PG, towarzyszy zwiekszony poziom IGF-2 w ustroju. Myszy transgeniczne,
obarczone mutacjg w zakresie genu GPC3, cechowaly sie - podobniejak ucztowieka
- nieprawidtowg budowa kos¢ca, rownoczesnie, zwiekszony poziom IGF-2 hamowat
procesy apoptozy, wywotane mutacjg genu GPC3 [15]. Cytowani wyzej autorzy
analizowali mozliwos¢ istnienia zwigzku miedzy zjawiskiem apoptozy a niepra-
widtowosciami w strukturze glipikanu 3, wynikajagcymi z nieobecnosci tancuchéw
siarczanu heparanu - badz tancucha glikozylofosfatydyloinozytolu. Stwierdzili oni,

TABELA 2. Ogélna charakterystyka glipikanéw cztowieka

Nazwa pro- Nazwa Wiel-  1lo$¢ Lokalizacja Liczba Wystepowanie
teoglikanu genu kos¢ ekso- chromosomalna reszt proteoglikanu
cDNA néw amino-
[pz] kwa-
sowych
Glipikan 1 GPC1 3692 9 2935-q37 558 Komérki miesnia

sercowego ptodu,
fibroblasty ptucne

Glipikan 2 GPC2 2631 9 nie znana 579 Mézg ptodu,

(Cerebro- wiokna nerwowe

glikan) ptodu

Glipikan 3 GPC3 2200 8 X0g26.1 588 Embrionalna mezo-

(OCI-5) derma, entoderma,
ektoderma

Glipikan 4 GPC4 -3700 9 Xq26.1 556 Mézg i nerki ptodu

(K-glipikan)

Glipikan 5 GPC5 2558 8 13qg32 572 M6zg, ptuca

i watroba ptodu,
dojrzaty mézg
Glipikan 6 GPC6 2747 9 13g32 555 Embrionalna
mezenchyma,
nerki ptodu,
dojrzate jajniki
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ze pozbawienie proteoglikanu taficuchdw siarczanu heparanu nie eliminuje apoptozy,
za$ odtgczenie tancucha glikozylofosfatydyloinozytolu skutecznie hamowato Smierc
komérek [15]. Poza czynnikami wzrostowymi, glipikany moga wiagza¢ enzymy,
do ktérych nalezg lipaza lipoproteinowa i trombina oraz jej inhibitor - antytrombina
[46].

Ekspresja poszczeg6lnych gendw glipikandw jest zwykle narzagdowo specyficzna,
jednak najliczniej glipikany wystepujg w tkance nerwowej oraz w tkankach em-
brionalnych (tab. 2) [46]. W tkankach osobnikéw dojrzatych, spotyka sie jedynie
glipikany 1, 5 i 6 [46].
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BIOCHEMICZNE | MOLEKULARNE ASPEKTY
STARZENIA SIE LISCI

BIOCHEMICAL AND MOLECULAR ASPECTS
OF LEAF SENESCENCE

Ewa SIMEONOVA, Agnieszka MOSTOWSKA

Zaktad Anatomii i Cytologii Ros$lin, Uniwersytet Warszawski

Streszczenie: Starzenie sie jest waznym procesem w cyklu zyciowym rosliny, bezposrednio poprzedza-
jacym Smier¢ wybranej grupy komoérek, okreslonych organéw np. lisci, lub catych organizméw. Zapo-
czatkowanie starzenia sie lisci, jak réwniez jego prawidlowy przebieg wymaga ekspresji szeregu
specyficznych gendw, z ktérych najwiekszg poznana rodzine stanowia tzw. geny sags - senescence-as-
sociated genes. Zidentyfikowano wiele gendw, ktérych produktami biatkowymi saenzymy uczestniczg-
ce podczas starzenia sie w procesach degradacyjnych, takie jak: proteazy, nukleazy, a takze enzymy
zaangazowane w metabolizm lipidow i weglowodanéw. Kondensacja chromatyny na terenie jadra, a
takze nieprzypadkowa internukleosomalna fragmentacja jadrowego DNA (nDNA), jak réwniez wyste-
powanie w starzejacych sie komérkach mezofilu specyficznych nukleaz oraz proteaz cysteinowych
wskazuja, iz proces starzenia sie lisci angazuje mechanizmy programowanej $mierci komdrkowej (PCD).
(Postepy Biologii Komérki 2001; 28: 17-32)

Stowa kluczowe: geny sags, internukleosomalna fragmentacjajagdrowego DNA, mezofil, programowana
$mier¢ komérkowa (PCD), proteazy cysteinowe, starzenie sie lisci.

Summary. Senescence is a developmental stage of the plant life cycle, leading to the death of specific
cells, organs for instance leaves, or whole organisms. Initiation of the leaf senescence and its normal
process require expression of many specific genes, called senescence-associated genes - sags. Different
senescence-enhanced genes encoding degradative enzymes such as: proteases, nucleases, also enzymes
involved in lipid and carbohydrate metabolism, enzymes involved in nitrogen mobilization, were
identified. Significant chromatin condensation, non-random, internucleosomal fragmentation of nuclear
DNA (nDNA) and enhanced expression of genes, of which products are specific cysteine proteases in
senescing mesophyll prove, that leaf senescence is genetically defined process involving mechanisms of
the programmed cell death (PCD).

(Advances in Cell Biology 2001; 28: 17-32)

Key words: cysteine proteases, internucleosomal fragmentation of nuclear DNA, leaf senescence,
mesophyll, programmed cell death (PCD), sags genes.
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GENETYCZNA KONTROLA PROCESU STARZENIA SIE
LISCI

Zapoczatkowanie procesu starzenia sie lisci, jak rowniezjego prawidtowy przebieg
wymaga ekspresji szeregu specyficznych genéw, z ktoérych najwiekszg poznana
rodzine stanowig tzw. geny sags - senescence-associated genes [4, 6, 9].

Wyniki badan potwierdzajgce zaangazowanie mechanizmow genetycznych w
regulowaniu procesu starzenia sie dotycza:

1) starzenia sie komorek mezofilu pozbawionych jadra;

2) zastosowania specyficznych inhibitoréw syntezy RNA oraz biatek;

3) zastosowania mutantéw obarczonych defektem przebiegu starzenia sie lisci;

4) zastosowania technik molekularnych, takich jak: translacja in vitro przy uzyciu
mRNA wyizolowanego z zielonych oraz starzejagcych sie lisSci czy tworzenie
klonébw cDNA gendw ulegajgcych wzmocnionej ekspresji w czasie starzenia sie
lisci;

5) zastosowania roélin transgenicznych [28].

Wiekszo$¢ poznanych gendéw zaangazowanych w procesie starzenia sie lisci to
geny jadrowe, z wyjatkiem genu cytG tzw. stay green u soi [4, 6, 27, 28, 29].
Wiadomo, iz chloroplasty w protoplastach mezofilu z liSci Elodea starzejg sie wedtug
typowego dla nich wzorca, za§ w protoplastach pozbawionych jader nie podlegajg
starzeniu sie. Podobne obserwacje poczyniono dla jednokomorkowego glonu Ace-
tabularia, ktérego cykl zyciowy znacznie sie wydtuza, gdy z komorki zostanie
usuniete jadro [28]. Zastosowanie aktynomycyny D, inhibitora specyficznego dla
DNA-zaleznej syntezy RNA, spowodowato wstrzymanie starzenia sie lisci i ptatkéw
kwiatowych. Cykloheksimid hamujgcy synteze biatek na rybosomach cytoplazmaty-
cznych ijemu podobne substancje, majg wtasciwos$¢ op6zniania starzenia sie, podczas
gdy chloramfenikol, hamujacy synteze biatek na rybosomach chloroplastowych,
w wiekszos$ci badanych przypadkdw nie wykazuje tej wtasciwosci. Dane te dowodzg,
ze starzenie sie lisci jest procesem przebiegajagcym z zaangazowaniem gtownie
gendw jadrowych oraz biatek syntetyzowanych na terenie cytoplazmy. Nie mozna
jednak wykluczyé zaangazowania w procesie starzenia sie lisci genow chloropla-
stowych oraz biatek syntetyzowanych na terenie chloroplastéw. Badania przepro-
wadzone z uzyciem inhibitoréw sugerujg, iz indukcja procesu starzenia sie zachodzi
poprzez wiaczenie pewnych specyficznych gendw, nie zas przez zniesienie ekspresji
juz dziatajagcych genow [28]. Obnizenie poziomu ekspresji okreslonych genow np.
zaangazowanych w procesie fotosyntezy [1], a takze zupetne wygasniecie ich eks-
presji, jest prawdopodobnie konieczne, aby zapobiec regeneracji na poziomie ko-
moérkowym/subkomorkowym. Identyfikacja gendéw ulegajacych specyficznej eks-
presji w czasie starzenia sie lisci jest bezposrednim dowodem, iz do zainicjowania
oraz prawidtowego przebiegu tego procesu niezbedna jest transkrypcja de novo.
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Szereg genow, ktérych ekspresja ulega wzmocnieniu lub jest specyficzna dla procesu
starzenia sie zostato wyizolowanych przy uzyciu metody tworzenia klonéw cDNA
[4, 6, 29]. Klony zawierajg informacje dla mRNA wystepujgcych tylko w sta-
rzejagcych sie lisciach, za$ nieobecnych w tkankach mitodych, lub mRNA, ktdrych
poziom znaczaco wzrasta w czasie starzenia sie w pordwnaniu z poziomem w
lisSciach zielonych. Powyzsza metoda zwana differential screening pozwolita zi-
dentyfikowac ekspresje gendw sags zwigzanych ze starzeniem sie lisci (senscence
-related genes; senscence-associated genes - sags) takich ros$lin, jak: Arabidopsis
[11, 21], Brassica napus [3], Zea [37]. Niestety metoda ta znajduje zastosowanie
tylko w przypadku, gdy gen reprezentowany przez dany klon cDNA ulega ekspresji
w badanej tkance na bardzo wysokim poziomie. Wyselekcjonowane klony cDNA
wykazujace podwyzszony poziom okreslonych transkryptow w starzejacej sie tkance
uzywa sie w dalszych eksperymentach z zastosowaniem hybrydyzacji Northern
w celu scharakteryzowania wzoru ich ekspresji (tzn. momentu indukcji ekspresji
oraz jej poziomu) w czasie rozwoju liscia, a takze w innych organach w cyklu
zyciowym rosliny [4]. Na podstawie takich analiz wyrdzniono e klas genéw zaan-
gazowanych w czasie starzenia sie lisci (tab. 1).

TABELA 1. Ekspresja genéw zaangazowanych w starzenie sie lisci (na podstawie Buchanan-
Wollaston [4])

[Kla- Czas ekspresji genéw Charakterystyka klasy

sa

1 Staly poziom ekspresji w czasie rozwoju Geny metabolizmu podstawowego;
liscia niespecyficzne dla starzenia sig

n Ekspresja w zielonych lisciach; Wytgczane Produkty biatkowe aktywowane w dalszych
przed pojawieniem sie jakichkolwiek etapach starzenia sie
symptomow starzenia sie

m Ekspresja w zielonych liSciach, wytgczane Produkty biatkowe prawdopodobnie biorg
przed pojawieniem sig¢ jakichkolwiek udziat w indukcji starzenia sig¢ (sygnatem
symptomow starzenia sie moze by¢ ich brak)

v Ekspresja tuz przed rozpoczeciem starzenia Geny regulatorowe
sie badZ na poczatku procesu przez stosun-
kowo krétki czas

\Y Ekspresja w czasie procesu starzenia si¢  Geny zaangazowane w proces remobilizacji
az do $mierci komorki réznych zwigzkéw

V! Ekspresja w czasie procesu starzenia sie  Geny odpowiedzialne za mobilizacje mate-
az do $mierci komorki riatbw zapasowych, ktére moga by¢ wyko-

rzystane w innych stadiach rozwoju ros$liny
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CHARAKTERYSTYKA GENOW | ICH PRODUKTOW
BIALKOWYCH ZANGAZOWANYCH W PROCESY
DEGRADACYJNE PODCZAS STARZENIA SIE LISCI

Geny kodujgce proteazy i ich rola

Najbardziej znaczacym procesem podczas starzenia sie komorek mezofilu jest
niewatpliwie degradacja biatek. Wiekszo$¢ biatek w komérkach fotosyntetyzujacych
zawarta jest w chloroplastach (>60%), stad tez inicjacja proteolizy prawdopodobnie
ma miejsce w tych organellach [2, 4, 32]. W chloroplastach Arabidopsis wykryto
podjednostki ClpP oraz CIpC ATP-zaleznej proteazy, jednakze ekspresja genu dla
tego biatka zachodzi nieprzerwanie w czasie catego rozwoju liscia. Przyjeto, iz
proteaza ta nie nalezy do specyficznych dla procesu starzenia sie lisci [2, 4]. Oczy-
wiscie proteazy zawarte sg w centralnych wakuolach komérek mezofilu, gdzie wy-
kryto najwiekszg aktywno$¢ proteolityczng [2, 4]. Przypuszcza sie, ze istnieje dotad
nie opisany mechanizm transportu do wakuoli biatek przeznaczonych do degradacji
w kolejnych etapach starzenia sie oraz ich degradacja w tymze organellum [z,
4, 29]. Udato sie wyodrebnic¢ kilka genow, ktorych ekspresja jest znacznie wzmoc-
niona w czasie starzenia sie. Geny te, wyizolowane z Zea (see-1), Arabidopsis
(klony SAG2, SAG 12) i Brassica napus (klon LSC-7) charakteryzujg sie sekwencjg
zblizong do sekwencji genéw, ktérych produkty sg proteazami z klasy proteaz cy-
sternowych, reprezentowanych przez proteazy specyficzne dla kietkujgcych ziar-
niakdw zb6z, ktére uczestniczg w mobilizacji biatek zapasowych (np. oryzano-y
proteaza wystepujgca w ziarniakach ryzu) [4, 11,21, 37]. Jedna ze znanych proteaz
cysteinowych, ktdérej zawarto$¢ wzrasta w czasie starzenia sie lisci, reprezentowana
przez klon cDNA SAG 12, wykazuje podobienstwo w swej sekwencji aminokwa-
sowej do proteazy papainowej [4, 21]. Inna proteaza cysteinowa pochodzaca z
B. napus, reprezentowana przez klon cDNA LSC790, jest obecna we wszystkich
stadiach rozwoju liscia i wystepuje takze w kwiatach i Kkietkujgcych nasionach
[4]. Poziom transkryptu w tym przypadku jest wysoki w mtodych, zielonych lisciach,
nastepnie spada w lisciach dojrzatych, po czym w starzejgcych sie komérkach po-
nownie znaczgco wzrasta (podobng sekwencje do genu z klonu LSC790 ma gen
zklonu RD 19 kodujacy proteaze cysternowg wyizolowangzArab/r/ops/s, pojawiajaca
sie w komoarkach lisci w czasie deficytu wodnego). Klon LSC760 wyodrebniony
z B. napus, zawiera gen, ktérego produktem jest proteaza asparaginianowa. Gen
ten ulega ekspresji na zblizonym poziomie w lisciach mtodych i dojrzatych jeszcze
zielonych, za$ w starzejgcej sie tkance liscia jego ekspresja znaczaco wzrasta [4].
U Zea wyizolowano gen see-2, ktéry ulega ekspresji w czasie starzenia sie, a
proteaza cysteinowa bedgca jego produktem jest podobna do enzymu biorgcego
udziat w procesie prowadzacym do uaktywnienia enzymow zawartych w wakuoli
w nasionach Ricinus [37]. WzOr ekspresji tego genu sugeruje, ze pewne geny
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kodujgce enzymy uczestniczagce w procesach degradacyjnych zwigzanych ze sta-
rzeniem sie sg transkrybowane w czasie catego rozwoju liscia, a ich produkty po-
zostajg w formie nieaktywnej wewnatrz wakuoli; ich aktywacja zachodzi przy udziale
specyficznych enzyméw w czasie przebiegu starzenia sie. Lokalizacja proteaz syn-
tetyzowanych w kolejnych etapach starzenia sie nie zostata okres$lona. Analiza se-
kwencji dwéch proteaz cysternowych oraz proteazy asparaginianowej, wyizolowa-
nych z B. napus wskazuje, ze wszystkie zawierajg podobny N-region hydrofobowy,
prawdopodobnie odpowiedzialny za kierowanie biatka do siateczki $rodplazmaty-
cznej. Nie wykryto sekwencji, ktéra wskazywataby na transport tych proteaz do
chloroplastow. Jednakze istniejg dane, uzyskane przy zastosowaniu immunodetekcji,
wskazujgce, iz proteaza cysteinowa, kodowana przez genzklonuLSC7 w starzejgcym
sie mezofilu lisci B. napus, zlokalizowana jest w chloroplastach [4].

Istniejg doniesienia dotyczace zaangazowania szlaku ubikwitynowego w procesy
degradacyjne biatek w starzejgcych sie komorkach lisci. Wzmocniong ekspresje
dwéch genéw kodujacych biatka ubiwitynynowe (typu E2) wykazano w starzejacych
sie lisciach Nicotiana silvestris. Podobnie gen ubi-3, kodujacy poliubikwityne u
ziemniaka charakteryzuje sie podwyzszonym poziomem ekspresji w czasie starzenia
sie komorek mezofilu [2, 4, 29]. Wiadomo, iz szlak ubiwitynowy odpowiedzialny
jest w komorce za degradacje np. biatek o nieprawidtowej strukturze lub innych
biatek, ktorych obecno$¢ w cytoplazmie jest zbedna, oraz biatek o krétkim czasie
trwania i funkcjonowania. Dlatego tez przypuszca sie, ze ubiwitynowy system de-
gradacji biatek dotyczy specyficznych biatek cytosolowych [2, 4, 29].

Geny odpowiedzialne za wtérny metabolizm azotu

Bezposrednim produktem proteolizy sa znaczne ilosci aminokwaséw, ktére moga
by¢ toksyczne dla komoérki. Aminokwasy podlegajg deaminacji i sg przetwarzane
w formy mniej toksyczne, oraz tatwiejsze do transportu takie jak: amidy, glutamina
i asparagina [4, 17, 28, 42]. Z komdrek mezofilu wyodrebniono dwie formy syntazy
glutaminowej (GS1 i GS2), enzymu uczestniczagcego w przetwarzaniu azotu za-
wartego w makroczasteczkach w glutamine. GS1 zlokalizowano w cytoplazmie,
za$ GS2 jest formg plastydowa. W czasie starzenia lisci poziom aktywnosci GS1
wzrasta. W mezofilu kilku gatnkéw roslin gtéwnie w komoérkach wokot wiazek
przewodzacych wykazano wzmozong ekspresje genu dla GS1. GS2 wykryto na
terenie tkanki fotosyntetyzujacej. Wiadomo, ze aktywno$¢ GS2 w czasie starzenia
sie maleje [17]. W starzejacej sie tkance mezofilu u Asparagus ujawniono wzmoc-
niong ekspresje genu kodujgcego syntaze asparaginowa (klon pTIP 12) zaangazowang
w synteze asparaginy - dogodnej do transportu formy zwigzanego azotu [4].
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Geny zaangazowane w degradacje RNA

Spadek catkowitej zawartosci RNA jest wiagzany z dziatalno$cig rybonukleaz
(RNaz). Wiadomo, ze w starzejgcych sie lisciach Arabidopsis ekspresji na wysokim
poziomie ulegajg geny kodujace 3 RNazy, o ktérych wiadomo, ze ulegaja rowniez
wzmocnionej ekspresji podczas deficytu fosforu. Przypuszcza sie, iz produkty tych
genow odgrywajg wazng role w degradacji RNA oraz uczestniczg w metabolizmie
grup fosforanowych [4]. Losy puryn i pirymidyn, bedacych produktem degradacji
kwaséw nukleinowych, nie sg jasne. Przypuszcza sie, ze w ich przemiany zaan-
gazowane sgenzymy, takiejak oksydaza moczanowa i oksydaza ksantynowa, ktérych
podwyzszong ilos¢ wykryto w peroksysomach starzejgcych sie lisci [4, 31, 42].

Enzymy wystepujace w peroksysomach starzejgcych sie lisci

Z peroksysomami zwigzany jest szereg enzymow, ktérych podwyzszony poziom
odnotowuje sie w roéznych fazach starzenia sie. Nalezy do nich m.in. katalaza,
enzym typowy dla peroksysoméw [4, 31, 42]. Katalazy sg obecne we wszystkich
stadiach rozwoju liscia. Udato sie wyizolowac trzy geny dla katalaz Nicotiana
plumbaginifolia oraz gen dla katalazy Brassica napus. Wysoki poziom tej ostatniej
zaobserwowano w p6znym stadium starzenia sie, kiedy - jak sie przypuszcza -
system peroksydazy askorbinianowej w chloroplastach traci swa aktywnos$¢. Katalaza
wraz z ze wspomniang peroksydazg, neutralizujg w chloroplastach nadtlenek wodoru,
produkowany w czasie fotoodychania w starzejacym sie mezofilu. Peroksysomy
zawarte w starzejgcych sie komoérkach lisci, ze wzgledu na procesy biochemiczne
w nich przebiegajgce nazywane sg zwykle glioksysomami [4, 23, 31, 42]. Zawieraja
one enzymy (3-oksydacji kwaséw ttuszczowych oraz enzymy cyklu glioksalanowego,
miedzy innymi liaze izocytrynianowg i syntaze jabtczanowa, a takze enzymy glu-
koneogenezy [4, 31, 23, 42]. Vicentini i Matile [42] sugeruja, ze najlepszymi sub-
stratami dla tych enzymdw sa galaktolipidy pochodzace z degradacji bton. Ogdliny
poziom lipidéw podczas starzenia si¢ spada; te, ktére uwalniane sg z bton, podlegajg
przemianom i stanowig zrédto energii potrzebnej do procesu starzenia sie. Poziom
oddychania podczas starzenia sie lisci znaczaco wzrasta, za$ poziom dostarczanych
przez fotosynteze substratéw spada. Wyniki badan potwierdzajg przypuszczenia
dotyczgce mobilizacji lipiddw jako substratow do oddychania. Przemiany lipidow
zachodzg w drodze [3-oksydacji kwasdw ttuszczowych oraz cyklu glioksalanowego
i glukoneogenezy. W peroksysomach/glioksysomach starzejacych sie komoérek me-
zofilu wykazano obecno$¢ enzymow charakterystycznych dla wymienionych po-
wyzej procesow. Wiadomo, ze specyficznej ekspresji zwigzanej z zaawansowanym
starzeniem sie liscieni u ogorka ulegajg geny liazy izocytrynianowej (produkt se-
kwencji z klonu ICL), syntazy jabtczanowej (produkt genu ms) oraz NAD-dehy-
drogenazy jabiczanownowej (klon gMDH) [7, 23]. Inne enzymy zwigzane z
uwalnianiem i mobilizacja lipidow, ktdrych zawarto$¢ w starzejgcych sie komdrkach
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znaczaco wzrasta to: a-galaktolipaza (produkt z klonu pTIPI 1 u Asparagus), wia-
czona w mobilizacje galaktozy uwolnionej podczas degradacji galaktolipidow oraz
fosfolipaza D (sekwencja z klonu PLD u Ricinus) przeprowadzajaca hydrolize fo-
sfolipiddw membranowych [4].

Geny o niewyjasnionej funkcji ulegajace specyficznej ekspresji
podczas starzenia sie lisci

Wyizolowano i scharakteryzowano geny, ktore ulegaja ekspresji w czasie starzenia
sie lisci, a ktorych rola nie jest do koAca zrozumiata. Przyktadem sg dwa geny
Brassica napus, ktorych produktami sg biatka o charakterze metalotioneiny (klon
LSC54) i ferrytyny (klon LSC30) wigzgce jony metali [3, 4, 5]. Ferrytyna wigze
jony zelaza, metalotioneina za$ jony metali dwuwartosciowych uwolnione w czasie
proteolizy. Prawdopodobnie biatka te biorg udziat w magazynowaniu i transporcie
uwolnionych jonéw, jednocze$nie zabezpieczajac komdrke przed ich toksycznym
dziataniem. Wiadomo, ze w komérkach zwierzecych metalotioneiny uczestniczg
w procesach zapobiegajgcych uszkodzeniom DNA wywotanym przez wolne rodniki
[3,4]. Degradacja bton oraz rozktad chlorofilu powoduje wzrost poziomu wolnych
rodnikow. Byé moze w komorkach starzejgcego sie mezofilu metalotioneina réniez
bierze udziat w zapobieganiu uszkodzeniom DNA.

W czasie starzenia sie lisci kukurydzy wykryto wzmocnienie ekspresji genu
z klonu GSTII-27 oraz wzrost aktywnos$ci jego produktu biatkowego, ktérym jest
S-transferaza glutationowa. Enzym ten prawdopodobnie uczestniczy w zabezpie-
czaniu komorki przed nadtlenkiem wodoru [4, 29]. Wiadomo, iz jest on odpo-
wiedzialny za detoksykacje herbicydow przez wigzanie glutationu. Glutation stanowi
jeden z elementow systemu detoksyfikujacego peroksydazy askorbinianowej (szlak
Flalliwella-Asady), dziatajacego na terenie chloroplastéw, eliminujagcego nadtlenek
wodoru [25]. Zwigzek ten uczestniczy w regeneracji askorbinianu z dehydroaskor-
binianu. Zredukowany glutation (G-SH) inaktywuje wolne rodniki (np. hydroksy-
lowe) dzieki obecnos$ci grup SH przy udziale peroksydazy glutationu. Zwigzek
ten wchodzi w reakcje z tlenem singletowym oraz zabezpiecza przed utlenieniem
grupy tiolowe enzyméw [25]. Innym genem, wykazujagcym wzmochiong ekspresje
podczas starzenia sie lisci, jest gen kodujgcy ATP-sulfurylaze u B. napus (z klonu
LSC680) [4]. W pierwszych etapach biosyntezy cysteiny i metioniny enzym ten,
w obecnosci ATP aktywuje reszty siarczanowe. Przypuszcza sig, iz w metabolizmie
siarki bierze takze udziat wspomniana wyzej S-transferaza glutationu [4].

U B. napus zidentyfikowano réwniez trzy geny dla cytochromu P450 (klony
LSC550, LSC260, LSC226), ktoére nie wykazujg aktywnosci w lisciach zielonych,
za$ w starzejacych sie lisciach poziom ich ekspresji znacznie wzrasta [4]. Cytochrom
P450 w komorkach rodlinnych jest kluczowy w szlakach biosyntezy metabolitéw
wtdérnych miedzy innymi: flawonoidow, fitoaleksyn i lignin.
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Podane przyktady wyodrebnionych i scharakteryzowanych genéw oraz ich biat-
kowych produktéw stanowia tylko cze$¢ tych wszystkich, ktére zostaty zidentyfi-
kowane w latach dziewieédziesigtych. ldentyfikacja gendw, ktére ulegajg ekspresji
specyficznie podczas starzenia sie jest najlepszym dowodem na to, ze transkrypcja
de novo jest koniecznym warunkiem dla indukcji oraz prawidtowego przebiegu
procesu starzenia sie liSci. Sklonowanie gendéw zaangazowanych w tym procesie
umozliwito okreslenie czasu i poziomu ich ekspresji, miejsca aktywnosci oraz role
ich produktow.

MUTACJE ZABURZAJACE PRZEBIEG
STARZENIA SIE LISCI

WS$rdd mutacji zwigzanych z procesem starzenia sie wyrézniamy te, ktére wy-
wotujg przedwczesng degeneracje i Smier¢ komadrek oraz mutacje opdzniajgce sta-
rzenie sie lisci [28]. Najliczniej reprezentowane mutacje to tzw.: non-yellowing
lub stay green [9, 28, 29]. Sg to w wiekszosci mutacje recesywne. Dotyczg one
blokowania pojedynczych genéw kodujacych enzymy zaangazowane w procesie
starzenia sie. Wiadomo, ze mutacje cytG oraz d}d2 zapobiegajg z6étknieciu lisci
i innych czesci rosliny podczas starzenia sie lisci soi [28, 29]. Mutacja cytG tylko
czesSciowo uczestniczy w powstrzymywaniu procesu starzenia sig, przez blokowanie
degradacji polipeptydéw gtéwnej anteny energetycznej PS 11-LHCII. CytG jest genem
chloroplastowym. Zaangazowanie tego genu w procesie starzenia sie¢ wskazuje,
iz chloroplasty w pewnym stopniu kontrolujg wasng dezintegracje. Mutacja djd2
wyraza sie szeregiem efektdw, co sugeruje, ze dj i d2 stanowig prawdopodobnie
geny regulatorowe starzenia si¢. Mutacja ta warunkuje zachowanie zdolnosci do
fotosyntezy; wiadomo, ze hamuje degradacje chlorofilu, biatek wigzacych chlorofil
i Rubisco. Powyzej wspomniane mutacje cytG oraz djd2 nie powstrzymujg odpadania
lisci.

Inng mutacja, ktérej poswiecono wiele uwagi, jest Sid (senescence-induced de-
gradation) [22, 28, 41]. Gen sid jest jednym z jadrowych genéw kontrolujgcych
rozpad chloroplastow podczas starzenia sie lisci pastewnej trawy Festuca pratensis.
Mutacja sid zapobiega zétknieciu lisci, jest odpowiedzialna za blokowanie jednego
z etapow rozpadu chlorofilu, prawdopodobnie na poziomie porfiryny [34, 41]. Wia-
domo takze, iz cytochrom f, w przypadku starzejacych sie lisci mutantéw wykazuje
wiekszg stabilno$¢ niz u rosdlin dzikich [22, 28, 41]. Sid nie powstrzymuje spadku
poziomu fotosyntezy i $mierci komérkowej. Inny przyktad mutacji non-yellowing
stanowig mutanty NY Phaseolus vulgaris, u ktérych nie odnotowuje sie spadku
zawartosci chlorofilu a i b podczas starzenia sie lisci [35]. Liscie, todygi oraz
paki zachowuja zielony kolor podczas catego cyklu zyciowego roéliny, wiaczajac
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proces starzenia sie. Analiza ultrastruktury chloroplastdw nie wykazata réznic w
procesie degradacji bton tylakoidow u przedstawicieli obu badanych genotypdéw
tzn. mutantow NY oraz osobnikéw dzikich. Jedyna réznice stanowi brak plastoglobul
w starzejgcych sie chloroplastach lisci mutantéw [35]. Stwierdzono, iz og6lna za-
warto$¢ biatek liscia spada podczas starzenia si¢ zarbwno w przypadku roélin dzikich,
jak tez zmutowanych. SDS-PAGE elektroforeza biatek wykazata, iz w przypadku
mutantéw zawarto$¢ biatek o masach czgsteczkowych 14 kDa i 58 kDa nie zmniejsza
sie, podczas gdy w lisciach rodlin dzikich znaczgco spada. Nie ustalono jednakze
pochodzenia i wiasciwosci tych biatek [35]. Mutacje stay green moga wystepowac
w genach, ktérych produkty zaangazowane sg w szlaku syntezy cytokinin, ktérych
okreslony poziom blokuje proces starzenia sie. Istniejg takze mutanty z defektem
syntezy etylenu, ktére charakteryzujg sie opdznieniem procesu starzenia sie lisci.
Wstrzymanie starzenia sie lisci obserwuje sie w przypadku roslin Arabidopsis obar-
czonych dominujaca mutacjg etrl, ktéra warunkuje niewrazliwo$¢ mutantow na
dziatanie etylenu. Cykl zyciowy mutantéw etrl wydituza sie w stosunku do roslin
dzikich o ok. 30%, jednakze poziom fotosyntezy spada wraz z wiekiem lisci. W
tym przypadku starzenie sie ulega op6znieniu, ale gdy sie rozpocznie, przebiega
tak jak uroslin dzikich [9]. Pewna grupa mutantow wykazuje nieprzerwang ekspresje
genow, ktéra w przypadku roslin dzikich podlega regulacji z udziatem Swiatta nie-
bieskiego lub czerwonego (np. gen kodujagcy matg podjednostke RuDP, gen kom-
pleksu antenowego LHCP). W wyniku mutacji tego typu nastepuje takze op6znienie
procesu starzenia sie [9, 28]. Tabela 2 zawiera przyktady mutacji zwiazanych z
przebiegiem procesu starzenia sie.

ROSLINY TRANSGENICZNE
W BADANIACH PROCESU STARZENIA SIE LISCI

Powszechnie wiadomo, iz cytokininy hamujg rozpoczecie procesu starzenia sie
lisci. Wraz ze zmniejszeniem si¢ ich stezenia w ksylemie, zachodzi inicjacja starzenia
sie. Istniejg sugestie, iz redukcja poziomu cytokinin stanowi sygnat do zapoczat-
kowania procesu starzenia sie¢ lisci [4, 9, 28]. W celu zbadania powyzszego problemu
uzyskano rosliny transgeniczne Nicotiana i Arabidopsis, w ktérych bakteryjny gen
dlaizopentenylo-transferazy (IPT), enzymu katalizujgcego jeden z etapéw biosyntezy
cytokinin, sklonowano z promotorem genu specyficznego dla starzenia sie - sag-12
[4, 6, 9]. Rosliny transgeniczne rozwijaty sie prawidtowo do momentu, w ktérym
winno rozpoczgé sie starzenie. Poczatek procesu starzenia sie liSci zostat wyraznie
wstrzymany. Liscie roslin transgenicznych nie wykazywaty syndromu starzenia sie,
fotosynteza przebiegata na poziomie pordwnywalnym z poziomem fotosyntezy w
przypadku mtodych ros$lin kontrolnych. Zaobserwowano réwniez dodatkowy rozwaj
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TABELA 2. Mutacje zaburzajgce starzenie sie lisci (zmodyfikowana za Nooden i Guiamet [28])

Mutacja Efekt fenotypowy

ND Opoznienie zamierania catej rosliny, przedtuzenie
owocowania, liscie pozostajg zielone az do momentu
pojawienia sie pierwszych owocow

ND Opédznienie zamierania catej roéliny, zachowanie
zielonych lisci, przedtuzenie czasu syntezy cytokinin
w cyklu zyciowym rosliny

dtjdt2 Opdznienie zamierania catej rodliny, nasilenie rozwoju

i e2 pedéw bocznych, spowolnienie spadku poziomu
fotosyntezy oraz wigzania azotu

E Sn Hr OpoézZnienie starzenia wierzchotka wzrostu, op6znienie

zamierania catej rosliny w warunkach fotoperiodu
krotkiego dnia
ih (recesywna), Hamowanie degradacji bton tylakoidéw oraz chlorofilu,
Gr (domimujgca) kompleksu LHC oraz cytochromu f
Dominujaca Hamowanie utraty chlorofilu i wody

Sidg (recesywna) Hamowanie degradacji bton tylakoidéw, barwnikéw,
kompleksu LHC, biatka DI oraz cytochromu f

d\d2 Hamowanie rozpadu chlorofilu, biatek wigzacych
chlorofil, Rubisco oraz innych biatek rozpuszcalnych

G (dominujgca) Hamowanie spadku zawartosci chlorofilu z tupiny
nasiennej

CytG (gen Hamowanie degradacji chlorofilu, LHC 11
chloroplastowy) oraz cytochromu f

gf (recesywna) Hamowanie dezintegracji bton tylakoidoéw i chlorofilu

Sab (recesywna) Opo6znienie opadania lisci, szczeg6lnie
w warunkach stresu

etr (dominujgca) Zmniejszenie wrazliwosci na etylen opé6znia
starzenie sie lisci

Nr Zmniejszenie wrazliwo$ci na etylen opé6znia rozpad
chlorofilu oraz starzenie si¢ kwiatéw

rin Brak wzrostu syntezy etylenu spowalnia degradacje
chlorofilu i rozluznienie $cian komérkowych

Sdet 2 Mutacja $ciezki sygnatowej zwigzanej z dziataniem

(recesywna) Swiatta op6znia utrate chlorofilu

pakéw kwiatowych. Wykorzystanie promotora genu sag-12

Gatunek

Dolichos sinensis

Sorghum sp.

Glycine max

Pisum sp.

Phaseolus vulgaris

Zea mays
Festuca pratensis

Glycine max
Glycine max
Glycine max
Solanum
lycopersicum
Glycine max
Arabidopsis thaliana
Solanum

lycopersicum

Solanum
lycopersicum

Arabidopsis thaliana

ulegajacego specy-

ficznej ekspresji podczas starzenia si¢ miato kluczowe znaczenie dla powodzenia
eksperymentu. Ekspresja sag-12 byta indukowana przez zapoczatkowanie starzenia
sie,jednoczesnie synteza cytokinin natym etapie powodowata wytgczenie promotora.
W wyniku takiego mechanizmu starzenie sie zostato wstrzymane przez wcigz wysoki
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poziom cytokinin. Nie nastapita takze nadprodukcja cytokinin, ktoéra zaburzytaby
prawidtowy rozwdj roslin, jak miato to miejsce w badaniach z zastosowaniem pro-
motora ulegajacego konstytutywnej ekspresji. Powyzsze wynikijednoznacznie wska-
zujg, iz krytycznie niski poziom cytokinin w roslinie stanowi jeden z kluczowych
czynnikow/sygnatéw odpowiedzialnych za zapoczgtkowanie procesu starzenia sie
lisci. Wysoki poziom cytokinin blokuje ekspresje gendw zwiazanych ze starzeniem
sie [4, 6, 9]. Eksperymenty z roslinami transgenicznymi wykorzystano réwniez
w celu okre$lenia roli etylenu podczas starzenia sie lisci. Synteza etylenu z S-
adenozylo-metioniny wymaga miedzy innymi udziatlu enzymu zwanego oksydazg
ACC. Wiadomo, iz ekspresja genu dla oksydazy ACC w starzejacych sie lisciach
pomidora wzrasta w poczatkowych etapach starzenia sie poprzedajacych degradacje
chlorofilu. Rosliny transgeniczne o zredukowanej produkcji etylenu zawierajgce
antysensowng sekwencje genu dla oksydazy ACC charakteryzowaly sie op6Znieniem
starzenia sie lisci w stosunku do roslin kontrolnych. Jednakze, jesli starzenie sie
zostato zapoczatkowane, to jego przebieg nie odbiegalt od wzorca starzenia sie
lisci u ro$lin kontrolnych [4, &, 9].

PROCES STARZENIA SIE LISCI W KONTEKSCIE
PROGRAMOWANEJ $SMIERCI KOMORKOWEJ (PCD)

Opisane w literaturze aspekty starzenia sie liSci obejmujg szereg zmian ultra-
strukturalnych, fizjologicznych i biochemicznych zachodzacych w komérkach me-
zofilu w sposéb $cisle zaprogramowany i kontrolowany genetycznie [12, 13 ,14,
15,22,26,27,31, 33,34]. Zmiany te prowadzg do nieprzypadkowej Smierci wybranej
grupy komorek. Wielu autoréw rozpatruje proces starzenia sie lisci w konteksScie
programowanej smierci komérkowej u roslin (PCD) [2, 8,16, 29,32, 36,45]. Wyniki
badan wskazuja, ze podczas starzenia sie i $mierci zachodzi kondensacja chromatyny
w jadrach komérek mezofilu [13, 14, 18, 36, 45]. Od dawna zjawisko to traktowane
jest jako jeden z wyznacznikéw PCD zaréwno w komorkach zwierzecych, jak
tez roSlinnych [s, 10, 32]. Elektroforeza DNA wyizolowanego ze starzejacych sie
komorek lisci pieciu gatunkdw roslin wykazata nieprzypadkowa, internukleosomalng
fragmentacje jadrowego DNA (nDNA) [45]. Wraz z zaawansowaniem procesu sta-
rzenia sie lisci wyrazajgcym sie zmiang ich barwy na zéta az do brazowej, a
takze catkowitg dezintegracjg chloroplastéw, postepuje rowniez fragmentacja nD-
NA. Powyzsze wyniki potwierdzono analizujagc nDNA tzw. ,testem kometkowym™
ujawniajacym degradacje nDNA [20]. ,, Test kometkowy” wykazat nieprzypadkowg
fragmentacje nDNA w starzejgcych sie komdrkach mezofilu Omithogalum virens
oraz Nicotiana tabacum [36]. Stosunkowo niewiele wiadomo na temat endonukleaz
odpowiedzialnych za fragmentacje nDNA w czasie PCD u roélin. Udato sie wy-
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izolowa¢ endonukleazy dziatajagce w pH 5,5 w obecnosci jonéw cynku w czasie
ksylogenezy w komoérkach Zinnia elegans, a takze zidentyfikowano endonukleazy
zalezne od jonéw wapnia, aktywne podczas superczutej odpowiedzi na patogen
w komorkach lisci tytoniu [24, 40]. Istniejg doniesienia, iz podczas starzenia sie
lisci rzepaku, indukowanego zaciemnieniem, a takze w poczatkowych etapach na-
turalnego starzenia sie lisci zb6z (pszenica, ryz) obserwuje sie wzmozong aktywnos$é
pewnych nukleaz (SSNs) tngcych pojedyncze nici DNA (ssDNA) [44]. Nie udato
siejednak ustali¢, czy nukleazy SSNs odpowiedzialne sg za specyficzng fragmentacje
nDNA w czasie starzenia sie lisci [44]. Wiadomo, iz nukleazy zalezne zaréwno
od jonéw wapnia, jak i cynku zaangazowane sa w degradacje DNA plastydowego,
ktéra w lisciach brzoskwini iryzu poprzedza wszelkie zmiany zwigzane ze starzeniem
sie, takie jak: kondensacja chromatyny na terenie jader, zmniejszenie wielkosci
chloroplastéw czy dezintegracja ultrastruktury chloroplastow. [13, 14, 18, 19, 26,
38, 39].

Wykazanie specyficznej dla PCD fragmentacji nDNA podczas starzenia sie lisci
zapewne sktoni do podjecia dalszych badadn majacych na celu wyodrebnienie i
identyfikacje endonukleaz odpowiedzialnych za degradacje nDNA, jak to miato
miejsce w przypadku programowanej $mierci w komoérkach zwierzecych, a takze
we wspomnianych powyzej procesach zachodzacych u rodlin.

Znaczacym wyznacznikiem PCD (zwanej powszechnie u zwierzat apoptozg) jest
zaangazowanie w tym procesie specyficznych proteaz cysteinowych, kaspaz, ktore
stanowig centralny komponent systemu regulacyjnego apoptozy, a takze biorg udziat
w procesach proteolitycznych prowadzacych do dezintegracji komarki. Powyzej
opisano szereg enzymow o charakterze proteaz cysteinowych, ktérych ilos¢, jak
tez aktywno$¢é znaczaco wzrasta w réznych etapach procesu starzenia sie lisci.
Badacze przypuszczjg, iz obok funkcji proteolitycznej enzymy te moga spetniac
funkcje regulatorowe podczas starzenia sie.

REGULACJA PROCESU STARZENIA SIE LISCI

Nie ulega watpliwosci, iz procesy zachodzace podczas starzenia sie lisci podlegaja
Scistej kontroli genetycznej. Ich koordynacja wymaga dziatania ztozonego, wielo-
stopniowego mechanizmu regulacyjnego, obejmujgcego intereakcje szeregu czyn-
nikdw, przekazywanie oraz percepcje specyficznych sygnatéw, a takze indukcje
ekspresji wielu genéw odowiedzialnych za prawidtowy przebieg catego procesu
prowadzacego do $Smierci okreslonej grupy komoérek [4, 6,9, 29]. Poczatek starzenia
sie lisSci moze by¢ zainicjowany przez rozne czynniki zarbwno wewnetrzne, jak
i zewnetrzne, takie jak: susza, brak $wiatta, niedobory skiadnikéw odzywczych
lub atak patogenu [30,43]. W sprzyjajacych dla rosliny warunkach $rodowiskowych
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starzenie sie lisci zachodzi jako koricowy etap rozwojowy w cyklu zyciowym rosliny.
W warunkach naturalnych proces starzenia sie lisci rozpoczyna sie w $cisle okre-
Slonym czasie, kiedy liscie osiagna odpowiedni wiek lub tez gdy cykl zycia rosliny
osigga faze reprodukcji. Powszechnie wiadomo, ze wraz ze spadkiem intensywnosci
fotosyntezy ponizej okreslonego poziomu zapoczatkowany zostaje proces strarzenia
sie lisci [9]. Nie udato sie ustali¢, co stanowi bezposredni sygnat do rozpoczecia
starzenia sie. Przypuszczalnie obok roslinnych regulatorow wzrostu, takich jak cy-
tokininy ietylen, ktére uczestnicza w regulacji starzenia sig, czynnikiem indukujgcym
ekspresje specyficznych gendw zwigzanych ze starzeniem sie moze by¢ poziom
metabolitdw np. cukrow, ktéry zmienia sie w okreslony sposéb wraz ze spadkiem
poziomu fotosyntezy. Wiadomo np., ze indukcja ekspresji pewnych genéw, ktérych
produkty zaangazowane sg w szlaku glioksalanowym, jest regulowana przez poziom
zwigzkéw wegla [4]. Rola hormonéw roslinnych w regulacji procesu starzenia sie
lisci zostata w pewnym stopniu okreslona dzieki zastosowaniu do badan roslin
transgenicznych, a takze szeregu mutantow. Jak wspomniano powyzej, egzogenne
cytokininy opézniajg inicjacje starzenia sie. Egzogenny etylen indukuje przedwczesne
starzenie sie. Etylen prawdopodobnie nie bierze bezposredniego udziatu w aktywacji
gendéw zwigzanych ze starzeniem sie. Przypuszcza sig, ze moze uczestniczy¢ w
hamowaniu ekspresji gendéw zwigzanych z fotosyntezg. Prawdopodobnie obecnos$é
etylenu zwieksza wrazliwo$¢ na czynniki sygnatowe zwigzane ze starzeniem sig,
badZz przyspiesza lub wzmacnia ich transmisje [4].

Wiadomo, iz w regulacji procesu starzenia sie, gtéwnie indukowanego przez
okre$lone warunki stresu, uczestniczg takze kwas abscysynowy oraz jasmonian
metylu [4, 30, 43]. Ostatnio ukazaty sie informacje na temat zaangazowania w
regulacje starzenia sie pewnej klasy hormonoéw roslinnych zwanych brassinoste-
roidami [e, 9].

Nie ma watpliwosci, ze regulacja procesu starzenia sie lisci obejmuje skom-
plikowany system sygnatow, ktére w wyniku wielu interreakcji indukujg ekspresje
genéw specyficznych dla starzenia sie umozliwiajagc uruchomienie mechanizméw
degradacyjnych prowadzgcych do Smierci komdérek mezofilu.

Wyizolowanie oraz scharakteryzowanie promotoréw kontrolujgcych ekspresje
genow zwigzanych ze starzeniem sie, a takze analiza czynnikow, ktdre wigzg sie
z tymi promotorami regulujgc ekspresje w kolejnych etapach starzenia sie, zapewne
umozliwi zrozumienie catego mechanizmu regulacyjnego starzenia sie lisci w relacji
z innymi procesami rozwojowymi i w kontek$cie programowanej $Smierci komor-
kowej.
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SYGNALOWA FUNKCJA ATP W CENTRALNYM
UKLADZIE NERWOWYM

SIGNAL FUNCTIONS OF ATP
IN THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM

Filip KUKULSKI, Michat KOMOSZYNSKI

Zaklad Biochemii, Instytut Biologii Og6lnej i Molekularnej
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

Streszczenie: ATP wigzac sie z receptorami purynowymi P2 petni funkcje neuroprzekaznika w central-
nym uktadzie nerwowym. Dwa podstawowe typy tych receptoréw - P2X i P2Y zlokalizowano w
komoérkach wszystkich struktur mézgu. Kazdga strukture charakteryzuje specyficzny profil ekspresji
biatek receptorowych. Profil ten w niektérych przypadkach moze zmienia¢ si¢ wraz z dojrzewaniem
struktur. Receptory P2X, z uwagi na szybkos$¢ przekazu stanowia istotny element szlakéw transmisji
sygnatéw w centralnym uktadzie nerwowym. Receptory P2X sa kanatami o niskiej selektywnosci
jonowej. Receptory P2Y dziatajg za posrednictwem biatek G. Ich funkcja wigze sie z aktywacja
wewnatrzkomoérkowych wtérnych przekaznikéw (gtéwnie wapnia i CAMP). Szereg receptorow P2
zostato sklonowanych. Rezultaty tych badan wykazaty wyrazne réznice w sekwencji aminokwaséw nie
tylko miedzy podstawowymi typami receptoréw - P2X i P2Y, ale réwniez miedzy receptorami naleza-
cymi do obu typ6éw. Szczeg6lng funkcje w procesie neurotransmisji z udziatem ATP odgrywaja
hydrolazy z rodziny E-NTPDaz, ktére degradujac ATP i ADP nie tylko uwalniajg receptory P2 od
agonisty, lecz wspétdziatajac z ekto-5’-nukleotydaza produkujg adenozyne - ligand purynoreceptoréw
P 1.0dmienne efekty, jakie wywotuje w komérkach stymulacja purynoreceptoréw przez substraty (ATP)
i produkty tych przemian (ADP i adenozyne), wskazuja, ze iloSciowe relacje miedzy obu grupami
agonistéw ([ATP] : [ADP i/lub adenozyna]) moga regulowac¢ intensywno$¢ metabolizmu komérek.
{Postepy Biologii Komérki 2001; 28: 33-50)

Stowa kluczowe: ATP, ektoenzymy, ektoapiraza, ektoATPaza, E-NTPDazy, purynoreceptory P2, recep-
tor P2X, receptor P2Y.

Summary: ATP cooperating with the P2 purinoceptors plays a role of neurotransmitter in the CNS. Both
types of these purinoceptors (P2X and P2Y) are presentin CNS. These receptors are found in all structures
of the brain, but the P2X to P2Y ratio is characteristic for every structure. This ratio might change during
the development and maturation of the brain structures. The special role in CNS is played by P2X
purinoceptors, which are the ion channels characterized by low selectivity and fast transmission. On the



34 F. KUKULSKI, M. KOMO0SZYNSK1

other hand, the action of P2Y purinoceptors is mediated by the G proteins. The function of P2Y is
connected to the activation of the intracellular second messengers. The sequence comparison of cloned
P2 purinoceptors has revealed the differences not only between P2X and P2Y types, but also between
members of this groups. The enzymes belonging to the E-NTPDase family play the special role in the
ATP mediated neurotransmission. They break the signal and co-operate with 5’-nucleotidase in genera-
tion of other neurotransmitters. The antagonistic action of substrates and products of the chain of these
enzymatic reactions suggests that the cell metabolism would depend on the [ATP] and/or [Ado] ratio.
(Advances in Cell Biology 2001; 28: 33-50)

Key words: ATP, ecto-enzymes, ecto-apyrase, ecto-ATPase, E-NTPDase, purinoceptors P2, P2X recep-
tor, P2Y receptor.

1.WSTEP

Podstawowa funkcjg ATP jest magazynowanie energii, ktérajest wykorzystywana
w wielu procesach metabolicznych, np. transporcie jondw i metabolitow, transporcie
pecherzykowym, regulacji aktywnos$ci enzymoéw, procesach fatdowania biatek. Naj-
mniej eksponowang funkcjg tego nukleotydu jest jego udziat w przenoszeniu in-
formacji. Na poczatku lat siedemdziesigtych G. Bumstock opierajac sie na badaniach
nad przekazywaniem sygnatéw przez komérki nerwowe ukiadu autonomicznego
zasugerowat, iz w pewnych typach synaps ATP moze by¢ gtdéwnym neuro-
przekaznikiem [8]. Ten sam autor zaproponowat istnienie specyficznych receptoréw
dla ATP i produktu jego degradacji - adenozyny, ktére nazwat purynoreceptorami
(purinoceptors) [8]. Wyniki badan z lat dziewiecdziesigtych przyczynity sie do
poznania funkcji ATP jako szybkiego neuroprzekaznika w centralnym uktadzie
nerwowym [17]. Jednocze$nie badania nad enzymami uczestniczacymi w tych pro-
cesach pozwolity na opisanie mechanizméw degradacji pozakomérkowych puryn
(ektopuryn) iokre$lenie miejsca tych enzyméw w metabolizmie komérek oraz opra-
cowanie nowej nomenklatury ektofosfohydrolaz [72]. W prezentowanej pracy prze-
gladowej przedstawiliSmy rezultaty badan oraz poglady ostatniego dziesieciolecia
na metabolizm, funkcje i mechanizm dziataniapozakomérkowego ATP w centralnym
uktadzie nerwowym.

2. ATP JEST NEUROPRZEKAZNIKIEM

ATP ma wszystkie cechy klasycznych neuroprzekaznikow [34]:

1. Jest syntetyzowane i magazynowane w pecherzykach w zakoniczeniach presynap-
tycznych.

2. Stymulacja neuronéw powoduje uwalnianie ATP do szczeliny synaptycznej.
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3. ATP uwolniony z komorki lub podany egzogennie wyzwala odpowiedZ postsynap-
tycznag.

4. Przerwanie stymulacji purynoreceptoréw przez ATP nastepuje z udziatem ektohy-
drolaz.

5. Analogi ATP, ktére nie ulegaja hydrolizie enzymatycznej, wzmacniajg odpowiedz
postsynaptyczna.

W wiekszosci komoérek centralnego uktadu nerwowego ATP jest magazynowany
iuwalniany do szczeliny synaptycznej wspdlnie zacetylocholing [9]. W pecherzykach
synaptycznych wyizolowanych i oczyszczonych z neuronéw cholinergicznych méz-
gu, molekularny stosunek acetylocholiny do ATP wynosi 7:1, podczas gdy w pe-
cherzykach synaptycznych kory mézgu 1:1. W pecherzykach synaptycznych poza
ATP moga wystepowaé¢ réwniez inne nukleotydy, np. GTP, UTP, AP4A (diade-
nozyno-tetra-fosforan), AP5A (diadenozyno-penta-fosforan). Wszystkie nukleotydy
wystepuja w pecherzykach synaptycznych w stezeniu milimolowym, ale w kazdym
z analizowanych przypadkéw stezenie ATP byto wyzsze od stezeri innych nu-
kleotydow [71]. Jak dotad nie zostat doktadnie opisany mechanizm, ktéry uwalnia
z komérki pecherzyki wypetnione ATP. Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja,
izw moOzgu uwalnianie ATP do szczeliny synaptycznej zachodzi dzieki depolaryzacji
wywotanej gwattownym wzrostem przepuszczalnosci btony komoérkowej dlajonéw
K+. Wzrost stezenia jondw K+ w zakoriczeniach synaptycznych uwalnia ATP z
synaptosomow izolowanych z catego mézgu, z hipokampu i z kory moézgowej
[56]. Wtérnym efektem tej depolaryzacjijest wzrost stezeniajonéw Ca2+w komérce.

3. PURYNORECEPTORY P2

Receptory purynowe podzielono na dwie klasy - Pl oraz P2. Receptory PI
wykazujg wysokie powinowactwo do adenozyny i niewielkie do nukleotydéw. ATP,
a takze inne nukleotydy purynowe i pirymidynowe wspoétdziatajg z purynorecepto-
rami P2 [9,55].

3.1. Klasyfikacja receptorow P2

W 1994 roku Abbracchio i Burnstock [2] zaproponowali podziat purynore-
ceptorow na dwa podstawowe typy:

- P2X obejmujacy wszystkie receptory o charakterze kanatow jonowych i

- P2Y, do ktorego zaliczono receptory dziatajgce za posrednictwem biatek G.

Stosujagc do badan metody autoradiograficzne, w mdézgu i rdzeniu kregowym
zidentyfikowano receptory nalezace do obu typéw P2. Jednak w komérkach cen-
tralnego uktadu nerwowego najliczniej wystepujg receptory P2X. W obrebie obu
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typoéw purynoreceptoréw opisano wiele réznych podtypow, z ktérych do roku 1998
sklonowano po siedem receptorow P2X i P2Y [9].

4. PURYNORECEPTORY P2X

4.1. Budowa molekularna receptoréw P2X

W centralnym ukiadzie nerwowym wystepujg wszystkie dotgd poznane podtypy
receptorow P2X ~ X 7~ ) [13]. Na podstawie analizy cDNA stwierdzono, ze re-
ceptory P2X sa zbudowane z 379 do 595 reszt aminokwasowych (tab. 1) [19] i
wykazujg odmienng budowe w poréwnaniu z innymi wczesniej poznanymi i sklo-
nowanymi receptorami o charakterze kanatéw jonowych (receptory nikotynowe
czy NMDA) [58]. Podjednostki receptoréw P2X sg zbudowane z dwéch trans-
membranowych domen potgczonych duzg zewnatrzkomo6rkowa petlg. Koniec ami-
nowy ikarboksylowy fancucha biatkowego znajduje sie po stronie cytoplazmatycznej
(rye. 1A). W czesci zewnatrzkomorkowej znajduje sie dziesie¢ zachowanych ewo-
lucyjnie reszt cysteinowych i czternascie reszt glicyny oraz od 2-6 potencjalnych
miejsc glikozylacji. Konce C biatka réznych podtypdw receptoréw P2X nie wykazuja
zadnego podobienstwa w sekwencji aminokwas6w, podczas gdy sekwencja ami-
nokwasow fragmentu tancucha biatkowego pomiedzy koricem N i koficem drugiej
hydrofobowej domeny kazdego z podtypéw jest identyczna w 37°18% [7]. Po-
réwnujac masy molekularne i wiasciwosci farmakologiczne zrekombinowanych re-
ceptoréw P2Xj, P2X2 i P2X3 z innymi receptorami P2X sadzi sig, ze w niektorych
typach neuronéw moga one tworzy¢ heteromeryczne kompleksy (rye. 1C). Nieznana
jest stechiometria tych komplekséw, lecz sadzi sie, ze receptory skiladajg sie co
najmniej z trzech podjednostek lub wielokrotnosci tej liczby [38,48]. Do tej pory
nieznany jest mechanizm wigzania si¢ ATP z receptorem i otwierania zlokalizowa-
nego w btonie neuronéw kanatu jonowego.

4.2. Podziat i lokalizacja receptorow P2X

ReceptorP2X jmasekwencje TMTTIGSG, ktéra wykazuje wysokie podobieristwo
do regionu tworzacego pore innych kanatéw K+ btony plazmatycznej. Sekwencja
ta nie wystepuje w pozostatych typach receptoréw P2X [7]. W dojrzatym ukladzie
nerwowym receptory P2Xj wystepujg przede wszystkim w duzych neuronach ru-
chowych rdzenia kregowego [13]. Receptor P2X2 wystepuje w neuronach czu-
ciowych, przysadce nerwowej, rogach grzbietowych ibrzusznych rdzenia kregowego,
wzgo6rzu wzrokowym, podwzgolrzu, polu przedwzrokowym, jadrze czerwonym, jg-
drze okoruchowym oraz grzbietowym ruchowym jadrze btednika, autonomicznych
neuronach zwojowych irdzeniu nadnerczy [13,65,66]. Jest aktywowany przez 2Me-
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TABELA 1 Wtasciwos$ci purynoreceptoréw P2 wystepujacych w centralnym uktadzie nerwo-

wym

Rece-
ptor

pP2Xx?

P2X3

P2X4

P2X6

P2X?

P2Y,

P2Y2

Liczba
reszt
amino-
kwa-
sowych
472

397

388

379

595

373

Zrédio
cDNA

komorki
szczurze
PC 12

rdzen
kregowy
cztowieka

mozg cztowieka,

moézg szczura,

hipokamp
szczura

mézg szczura

mozg szczura

mézg cztowieka
mdézg kurczaka

komérki mysie-

neuroblastoma
NG108-15

Szereg
farmakologiczny

2MeSATP>ATP;
niewrazliwy na a, (3-meATP

2MeSATP>ATP > a, (&
meATP

ATP»2MeSATP>CTP>
>3a,(3-meATP;
ATP>2MeSATP>CTP>

>a, (3-meATP;
ATP>2MeSATP>

>a, 3-meATP
ATP>2MeSATP>ADP;
niewrazliwy na a,(3-meATP

BzATP>ATP>2MeSATP>
>ADP; niewrazliwy na UTP

2MeSATP>ATP»UTP;
2MeSATP>ATP=ADP

ATP=UTP>ATPyS>
>2MeSATP

T - wzrost stezenia wtérnego przekaznika

Powinowa-
ctwo ATP

do recepto-
ra EC50

[pPM]

10

10

10

200

50

15

Mechanizm
przekazy-
wania syg-
natu i uktad
wtérnego
przekaznika

kanat
jonowy
T Ca2+

kanat
jonowy
T Ca2+
kanat
jonowy
T Ca2+

kanat
jonowy

T Ca2+
kanat
jonowy

T Ca2+
receptor
wspotdzia-
tajacy z biat-
kiem G
PLC-p/
TIPVtC a2+
receptor
wspétdzia-
tajacy z
biatkiem G
PLC-3/TIP,
TCa2+

SATP oraz ATP (tab. 1) [4]. Receptor P2X3 jest lokalizowany jedynie w grupie
matych komdrek neuronéw czuciowych, biorgcych udziat w przewodzeniu bodzcow
nocyceptywnych [12,38]. Receptor P2X4 jest szeroko rozpowszechniony w cen-
tralnym uktadzie nerwowym [7]. 2MeSATP ma zdecydowanie mniejsze powino-
wactwo do tego receptora niz ATP (tab. 1) [12]. Wystepowanie receptora P2X5,
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RYCINA 1. Struktura purynoreceptoréw P2: A - budowa podjednostki receptora P2X, B - budowa
receptora P2Y - ZI, Z2, Z3 - petle zewnatrzkomoérkowe; Cl, C2, C3 - petle cytoplazmatyczne; A -
reszty cukrowcowe; a, B3, y - podjednostki biatek G, C - struktura kompleksu receptora P2X - 1 -
pentamer; 2 - przekrdj poprzeczny
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0 najwyzszym powinowactwie do ATP, ogranicza sie do ciat komérkowych neuronéw
proprioceptywnych w jadrach tréjdzielnych $srédmozgowia i zwojow czuciowych
[13,31]. Rozmieszczenie receptora P2Xs jest podobne do wystepowania receptora
P2X4 - wyjatkiem komorek wysSciotki, gdzie wystepujg jedynie receptory P2X86,
lkomorek gruczotéw Slinowych, gdzie wystepuja tylko receptory P2X4. Receptory
te charakteryzuje najwyzsze powinowactwo do ATP i nieco mniejsze do 2MeSATP
(tab. 1) [13].

4.3. Mechanizm przekazywania sygnatu
i efekty fizjologiczne wywotane stymulacjg receptoréw P2X

Drogi, jakimi po aktywacji receptorow P2 przez ATP sygnal przenoszony jest
we wnetrzu komérek centralnego uktadu nerwowego, zalezg od typu aktywowanego
receptora. Nasza wiedza o mechanizmie przekazywania sygnatu z udziatem re-
ceptorow P2X jest niewielka. Wszystkie receptory P2X sg kanatami jonowymi
przepuszczalnymi dlajonéw Na+, K+i Ca2+ [4]. Sygnalizacje z udziatem receptorow
P2X cechuje brak wtérnych przekaznikow, wskutek czego czas przekazywania syg-
natu jest niezwykle szybki (10-100 ms) [53]. Ta cecha sygnalizacji wydaje sie
by¢ kluczowa dla szybkiej transmisji informacji w neuronach oraz w potgczeniach
nerwowo-miesniowych. Efektem stymulacji receptoréw P2X jest depolaryzacja btony
komorkowej, otwarcie zaleznych od potencjatu btonowego kanatéw Ca2+ i wzrost
stezenia tego jonu w komorce [42]. Badania prowadzone na komdrkach PC12 (ko-
mérki guza nadnerczy szczura) wykazaty, iz stymulacja receptoréw P2X przez
ATP (0,1-1 mM) powoduje otwarcie nieselektywnych kanatéw wapniowo/sodo-
wo/potasowych, szybki transport tych jonéw do cytoplazmy i depolaryzacje. Po-
wstajacy prad dokomérkowy (20,2-42 A/pF przy -100 mV) wywotuje otwarcie
wewnetrznych kanatow wapniowych komarki i w efekcie szybki wzrost stezenia
tego jonu w cytozolu. Efektem tych procesoéw jest aktywacja pradu odkomorkowego
zwigzanego z kanatami potasowymi typu BK stymulowanymi przez Ca2+ (large
conductans). Autorzy stwierdzili, ze UTP nie wptywatl na zmiane potencjatu ele-
ktrycznego komorek PC 12 [21]. Zmiany potencjatu elektrycznego btony plazma-
tycznej pod wptywem aktywacji kanatéw bramkowanych przez ATP zostaly
szczegbtowo oméwione w pracy przegladowej [59]. Aktywnos¢ receptorow P2X
i zwigzanego z tymi kanatami pradu jest regulowana obecnoscig jonéw dwuwar-
tosciowych. Jony Ca"+i Mg"+ hamujg powstawanie pradu [39], podczas gdy Zn2+
poteguje przewodnictwo jonowe [40]. Wydaje sie, ze ten pierwszy proces jest zwig-
zany z obnizeniem powinowactwa ATP do miejsc wigzacych nukleotydy na re-
ceptorze [39]. Nie mozna jednak wykluczy¢, iz zmiany te sa wynikiem stymulacji
przez jony wapnia i magnezu lub tez hamowania jonami cynku ekto-ATPazy i
ektoapirazy i obnizenia lub wzrostu stezenia agonisty w szczelinie synaptycznej
[73]. Specyficznym typem receptoréw P2X wystepujacych w mozgu jest receptor
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P2Y1
P2Y2

P2Y1
P2Y2

P2Y1
P2Y2
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RYCINA 2. Poréwnanie sekwencji aminokwasowych receptoréw P2Yi i P2Y2 centralnego ukfadu
nerwowego. Podkreslono domeny transmembranowe (T 1-7): * oznaczono sekwencje identyczne [61]

P2X7. Wielkos$¢ i selektywno$¢ powstajgcego z udziatem tego receptora kanatu
zalezy od stezenia ATP oraz obecnosci jondw wapnia. ATP w stezeniach mikro-
molowych, w obecnosci jonéw dwuwartoSciowych (Mg2+, Ca2+) otwiera kanat
dla Na+, K+ oraz Ca2+. Zdecydowanie inny efekt wywotuje obecno$é w przestrzeni
miedzykomorkowej wyzszych, milimolowych stezen ATP4- i brak jonéw Mg +
W tych warunkach receptory P2X7 tworzg w blonie komoérkowej niese-
lektywne pory, przepuszczalne dla czastek o masie do 0,9 kDa. Sadzi sieg, ze receptory
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te aktywujg proces apoptozy [60].

W centralnym uktadzie nerwowym wystepujg cztery sposréd o$miu opisanych
podtypéw receptoréw P2Y ( P2YP? P2Y2, P2Y3, P2Y7) [23]. Z komoérek tego
uktadu sklonowano tylko receptory P2Yj i P2Y2. Sekwencje aminokwasowe tych

5. RECEPTORY P2Y

5.1. Budowa molekularna receptorow P2Y
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receptoréw charakteryzuje 27% stopien identycznosci (ryc. 2). W strukturze mo-
lekularnej tej grupy purynoreceptoréw stwierdzono obecno$¢ siedmiu domen trans-
membranowych o strukturze a-helisy. Takg budowe posiadajg wszystkie dotychczas
poznane receptory wspotdziatajagce z biatkami G. Koniec aminowy polipeptydu
tego receptora zlokalizowany jest po stronie zewngtrzkomoérkowej i ma wiele po-
tencjalnych miejsc glikozylacji. Koniec karboksylowy znajduje sie po stronie cyto-
plazmatycznej btony (ryc. IB). Pierwsza i druga petla zlokalizowana na zewnetrznej
powierzchni btony zawierajg po dwie konserwatywne reszty cysteiny, natomiast
w trzeciej cytoplazmatycznej petli sg liczne miejsca fosforylacji dla kinazy biatkowej
C i kinazy zaleznej od kalmoduliny [53,62]. Wigzanie sie ligandu do receptora
zachodzi wskutek elektrostatycznego oddziatywania pomiedzy resztami fosforano-
wymi ATP i aminokwasami I, VI i VII domeny transmembranowej [62]. W
V1 i VII domenie transmembranowej receptora P2Y2 wystepujg cztery kluczowe
dla tego procesu reszty aminokwasowe - histydyna 262, arginina 265, lizyna 289
i arginina 292. Reszta histydyny i dwie reszty argininy biorg udziat w przytgczaniu
ligandu. Zastapienie lizyny 292 argining zmniejsza powinowactwo receptora dla
trifosfonukleotydéw (ATP, UTP), a zwieksza dla difosfonukleotydéw (ADP,UDP).
Miejsca wigzania ligandu w receptorach P2Y4 i P2Y2 majg identyczny sktad ami-
nokwasowy, podczas gdy UDP-zalezne receptory P2Y3 i P2Ye w miejscu argininy
265 maja lizyne. Wynika z tego, iz zamiana argininy 265 na lizyne decyduje o
powinowactwie do di- lub trifosfonukleotydow [18].

5.2. Mechanizm przekazywania sygnatu i efekty fizjologiczne
wywotane stymulacjg receptoréw P2Y

Przekazywanie sygnatu z udziatem receptora P2Y do wnetrz komdrek odbywa
sie z udziatem réznych biatek G. NajczeSciej wymienianymi biatkami sg Gqi Gn,
ale niektore z uzyskanych rezultatow wskazuja na udziat w tych procesach biatek
Gj/G() oraz Gs[53,68]. Receptor P2Y! zwigzany jest z biatkiem Gj, GO lub G¢/Gj j
[43,68], podczas gdy receptor P2Y2 dziata poprzez biatka G;, Gif0 lub GgGu
[53]. Wyniki badan prowadzonych na astrocytach wykazaty, ze receptory P2Y]j
z udziatem biatek G /Gu aktywujg fosfolipaze C (PLC). Wzrost aktywnosci tego
enzymu jest w czesci namowany przez toksyne krztusca. Sugeruje to istnienie dwdéch
mechanizmdw aktywacji. Pierwszego niezaleznego od tej toksyny, w ktérym udziat
bierze podjednostka a biatka Gg/Gn oraz fosfolipaza C-(3j [36], oraz drugiego
zaleznego od toksyny, zwigzanego z podjednostkami (3y biatka G; i fosfolipaza
C-(32 [10]. Nalezy zaznaczy¢, iz wrazliwosé fosfolipaz C na toksyne krztusca zwia-
zana jest z podjednostkami (3y biatka G. Szlak zalezny od toksyny krztu$ca generuje
w komorkach astrocytdw krélika synteze prostaglandyny E2 [28]. Stymulacja re-
ceptoréw P2Yj z udzialem biatka Gaq aktywuje PLC (tab. 1). PLC hydrolizuje
fosfatydyloinozytolo(4,5)bisfosforan do trisfosfoinozytolu (IP3) i diacyloglicerolu
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(DAG). IP3 uwalnia Ca2+ z wewnatrzkomdrkowych magazynéw komorek PC 12,
Wzrost stezenia tych jondéw oraz stymulowana DAG kinaza biatkowa C (PKC)
aktywuja kinaze tyrozynowg Pyk2. W efekcie nastepuje uruchomienie szlaku syg-
natowego prowadzacego do aktywacji kinaz MAP (MAPK) [37]. Mechanizm trans-
misji sygnatu w komaérkach centralnego uktadu nerwowego z udziatem receptoréw
P2Y opisano na podstawie zmian, jakie sygnat ten wywotuje w komoérkach glejaka
Ces i C6-2B [44] i astrocytach szczurzych [46]. Aktywacja przez ATP i ADP re-
ceptoréw P2Y2 komdérek glejaka Ce-2 B hamuje aktywno$¢ cyklazy adenylanowej.
Toksyna krztusca nie wptywa na ten proces. Sadzi sie, ze inhibicja zwigzana jest
ze wzrostem aktywnosci fosfolipazy C, bowiem wrazliwos$¢ cyklazy na nukleotydy
malata w obecnosci estrow forbolu aktywujgcych PKC. W efekcie ro$nie poziom
IP3 oraz Ca2+ (tab. 1). Powyzsze fakty sugeruja, ze:

1) regulacja aktywnos$ci cyklazy adenylanowej przez ATP odbywa sie z udziatem

enzymow dziatajgcych ponizej fosfolipazy C;

2) stymulacja receptoréw P2 Y2 modyfikuje aktywno$é cyklazy adenylanowej typu
1V;
3) bezposrednig przyczyng obnizenia aktywnosci tego enzymu jest wzrost stezenia

Ca w komarce.

Odmienny szlak przekazywania sygnatu w komoérkach glejaka z udziatem re-
ceptorow P2Y opisuje Boyer i wspotpr. (1995) [5]. Badania te wykazaly, ze w
glejaku Ce w regulacji aktywnosci kinazy adenylanowej nie uczestniczy fosfolipaza
C, a obserwowane obnizenie aktywnosci cyklazy adenylanowej jest wynikiem sty-
mulacji receptora P2Y przez ATP lub ADP. Wptyw obu nukleotydéw na aktywnos$¢
tego enzymu blokuje preinkubacja komérek w roztworze toksyny krztusca. Powyzsze
réznice, w obu opisanych wyzej mechanizmach transmisji sygnatu w komérkach
glejaka moga wynika¢ z odmiennosci linii komdrkowych uzywanych w réznych
laboratoriach.

6. FUNKCJA PURYNORECEPTOROW P2
W CENTRALNYM UKtADZIE NERWOWYM

Jak dotagd mato wiadomo o funkcji purynoreceptorow P2 w centralnym uktadzie
nerwowym. W rdzeniu kregowym ATP uczestniczy w przekazywaniu sygnatéw
czuciowych [12,38]. ATP poprzez receptory P2Xj i P2X2 bierze udziat w gene-
rowaniu sygnatdw bdlowych w komdrkach takich struktur, jak rogi grzbietowe i
rdzen kregowy [30], podczas gdy w czuciowych wtdknach nerwowych C w odbiorze
bodzcéw bélowych uczestniczg tylko receptory P2X3 [14]. AntagoniSci receptora
P2X3 moga sta¢ sie w przysztosci skutecznymi lekami przeciwbdlowymi [12,30,38].
ATP moze regulowa¢ uwalnianie innych neuroprzekaznikéw. Stwierdzono, ze ATP
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ijego analogi hamujg wydzielanie noradrenaliny [63] i serotoniny w korze mézgowej
[64]. Efekt fizjologiczny ATP zalezy od typu aktywowanego receptora, bowiem
ligand ten, z jednej strony stymuluje wydzielanie dopaminy w prgzkowiu [32],
z drugiej za$ hamuje wydzielanie tego neuroprzekaznika w nowym prazkowiu [33].
Wyniki przeprowadzonych badan wskazujg, iz ATP i purynoreceptory P2 biorg
udziat w procesach uczenia sie i zapamietywania zachodzgcych w hipokampie.
Wyniki tych badan nie sa jednak jednoznaczne. Do niedawna sadzono, iz ATP
poprzez stymulacje receptoréw P2 wywotuje egzocytoze glutaminianu, co z kolei
indukuje LTP (dtugotrwate wzmocnienie synaptyczne) [22]. W 1998 roku Inoune
[27] stwierdzit, iz ATP moze réwniez hamowac¢ spontaniczne wydzielanie gluta-
minianu w hipokampie wywotujgc tym samym LTD (dtugotrwate ostabienie sy-
naptyczne). Sadzimy, iz te niejednoznaczne rezultaty sa, nie jak uwazaja autorzy
wynikiem stymulacji przez ATP receptorow P2 zwigzanych z LTD, lecz aktywacjg
receptorow Pl przez powstajagcg w wyniku enzymatycznej degradacji ATP - ade-
nozyne.

7. KOLOKALIZACJA ROZNYCH PODTYPOW
RECEPTOROW PURYNOWYCH

W iele komorek ma wiecej niz jeden typ purynoreceptoréw P2. Biologiczne zna-
czenie tego faktu nie zostato w petni wyjasnione. Najprawdopodobniej kolokalizacja
receptorow P2 umozliwia ich wspétdziatanie, a takze sprawia, iz ten sam agonista
(ATP) moze w komérce aktywowaé rézne systemy efektorowe. W astrocytach
grzbietowej czesci rdzenia kregowego ekspresji ulegajg dwa rézne podtypy re-
ceptorow P2Y (P2Yj i P2Y2) [25]. Mimo iz stymulacja receptoréw P2Yj i P2Y2
dziata na ten sam system efektorowy (PLC), to jednak konnicowe efekty fizjologiczne
sq rozne. Ekspresja receptoréw P2 moze ulega¢ zmianom w warunkach patolo-
gicznych. Z takg sytuacjg mamy do czynienia w przypadku fagocytéw jednojg-
drzastych. Stany zapalne powoduja, iz w komorkach tych gwattownie spada ekspresja
receptorow P2Xt i P2Y2, a wzrasta ekspresja receptorow P2X7 [16]. Ekspresja
réznych podtypow receptoréw P2 moze réwniez zmienia¢ sie wraz z wiekiem ko-
marki. Receptory P2Y j sg obecne jedynie w niedojrzatych komdérkach macierzystych
szpiku. W dojrzatych komorkach macierzystych szpiku wystepujg przede wszystkim
receptory P2Y2 [16,41].

Purynoreceptory Pl i P2 wystepujg obok siebie w wielu r6znych typach komorek.

W komérkach centralnego systemu nerwowego wystepujg wszystkie podtypy
receptoréw P2X, receptory P2Yj, P2Y2, P2Y4, P2Y7, a takze aktywowane przez
adenozyne receptory PI: Al, A2a, A2B i A3 [13,15,23]. W wielu przypadkach
receptory Pl i P2 dziatajg antagonistycznie, a koncowy efekt fizjologiczny jest
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wypadkowag aktywnosci tych receptoréw [70]. Ten rodzaj wspoétdziatania receptoréw
Pl i P2 najlepiej opisano w regulacji ci$nienia krwi [51]. Presynaptyczne receptory
Al i presynaptyczne heteromeryczne receptory P2X2/3, zlokalizowane w zakon-
czeniach uktadu sympatycznego inerwéw czuciowych naczyn krwionosnych, hamuja
lub pobudzajg wydzielanie réznych neuroprzekaznikéw (np. noradrenaliny i ATP).
W wiekszos$ci dotychczas przebadanych struktur moézgu receptory Al i P2X wy-
stepujg razem [13,15]. Ochronna rola adenozyny w przypadku niedotlenienia moézgu
jest powszechnie znana. Obnizenie konsumpcji tlenu przez neurony nastepuje w
wyniku aktywacji presynaptycznych receptorow A 1[49]. Skutkiem jest zahamowanie
wydzielania ATP i obnizenie zwigzanej z receptorami P2X aktywacji komoarek.
Kolokalizacja obu typéw receptoréw w neuronach mézgu zapobiega $mierci tych
komorek wskutek niedotlenienia i niedokrwienia [6,35]. Wzrost stezenia wapnia
w komdrkach PC 12 wywotany ich stymulacja przez ATP, jest hamowany z udziatem
receptorow A2a i adenozyny [50].

8. HYDROLITYCZNA AKTYWNOSC E-NTPDaz
UWALNIA PURYNORECEPTORY P2 OD AGONISTOW

Procesy przekazywania informacji wymagajg istnienia efektywnych mechani-
zmow powodujacych przerwanie sygnatlu. W moézgu, pozakomérkowy ATP jest
degradowany przez grupe ektohydrolaz z rodziny E-NTPDaz (ecto nucleoside trip-
hosphate diphosphohydrolase fantily) [72]. E-NTPDazy wyraZnie réznig sie¢ wia-
Sciwosciami kinetycznymi istrukturg od ATPaz [34,52]. W skiad tej grupy wchodza
ektoenzymy: e-ATPazy [EC 3.6.15] oraz e-difosfohydrolazy ATP-apirazy [EC
3.6.1.5]. Ich centrum Kkatalityczne znajduje sie po zewnatrznej stronie btony pla-
zmatycznej. Do tej pory poznano budowe molekularna trzech réznych E-NTPDaz
pochodzacych z mézgu - E-NTPDazy 1 (CD39, ektoapiraza), E-NTPDazy 2
(CD39L1, ekto-ATPaza) i E-NTPDazy 3 (CD39L3, HBs) [29,57,67]. E-NTPDazal
i 2 hydrolizuja w podobnym stopniu rézne nukleotydy purynowe i pirymidynowe,
takie jak: ATP, GTP, UTP, ITP, CTP, a apiraza dodatkowo ADP, GDP, UDP,
IDP i CDP [73]. Zaden z tych enzyméw nie hydrolizuje AMP. CD39 i CD39L1
réznig sie wrazliwoscig na niektore zwigzki bedgce antagonistami receptorow P2.
Ektoapiraza byta silnie hamowana przez biekit Evansa, suramina efektywniej ha-
mowata aktywnos$¢ ekto-ATPazy [73], a NaN3 w stezeniu 20 mM w 70% hamowat
hydrolize ADP przez enzym HBs [57].

Powszechnie sadzi sie, (lecz brak do tej pory bezposrednich dowoddw), iz ta
grupa enzymow degradujgc ATP i/lub ADP odpowiedzialna jest za uwolnienie
receptorow P2 od agonisty. Powyzsze reakcje stanowig poczatek faricucha przemian
prowadzacego do degradacji tych nukleotydéw do adenozyny (kolejnego neuromo-
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RYCINA 3. Mechanizm degradacji ATP w przestrzeni synaptycznej mézgu: 1- ekto-ATPaza, 2 -
ektoapiraza, 3 - ekto-5’-nukleotydaza, 4 - deaminaza ektoadenozyny

dulatora/neuroprzekaznika). Efektem catego ciggu przemian jest inozyna, ktéra uzu-
petnia pule puryn w komérce (ryc. 3) [34].

Powstawanie z jednego neuroprzekaznika - ATP innych zwigzkéw sygnatowych
- ADP lub adenozyny w jednym ciggu reakcji sugeruje, iz sygnalizacja z udziatem
pozakomaérkowych puryn moze podlegac regulacji podobnej do sprzezenia zwrot-
nego. ATP - substrat tego taincucha przemian aktywuje, podczas gdy produkt -
adenozyna hamuje metabolizm komorek [17,35]. Fakty te wskazujg na istotng role
enzymow w regulacji tych szlakéw sygnatowych. W degradacji ATP uczestniczg
dwa enzymy - e-ATPaza i e-apiraza. Ich produktami sg rézne zwiagzki - ADP
i AMP (ryc. 3). Sugeruje to, ze stezenie tego nukleotydu w przestrzeniach poza-
komoérkowych musi podlegaé szczeg6lnej kontroli. Wynika to prawdopodobnie z
apoptycznego i lizogenicznego dziatania mM stezeA ATP [11,59]. Naszym zdaniem
przeciwstawne dziatanie sygnatdw ATP i ADP oraz ATP iadenozyny [70] wskazuje,
ze w przypadku pozakomérkowych puryn istnieje unikalny mechanizm regulacji
sygnatdw, w ktérym poziom substratéw (ATP) i intensywno$é ich przemian w
produkty (ADP i adenozyne) reguluje metabolizm w komérkach i poza nimi. Tak
wiec, ektoenzymy uczestniczace w tych przemianach wydajg sie by¢ niezwykle
waznym elementem omawianego mechanizmu przekazywania sygnatow.

9. PODSUMOWANIE

ATP jest czasteczka sygnatowa, ktora reguluje roznorodne procesy metaboliczne,
takie jak: funkcjonowanie ukfadu sercowo-naczyniowego, agregacje ptytek krwi,
skurcz i rozkurcz mies$ni gtadkich, wydzielanie hormon6éw, odpowiedZ immunolo-
giczng i wzrost komorek [1,24,70]. W uktadzie nerwowym ATP dziala jako sa-
modzielny neuroprzekaznik badz moduluje uwalnianie i funkcjonowanie innych
neuroprzekaznikow [9,32,33,45,63,64]. Mimo intensywnych badan wiele spraw do-
tyczacych proceséw przekazywania informacji z udziatem pozakomdérkowych puryn
nadal pozostaje niewyjasnionych. Wynika to z braku selektywnych inhibitoréw
obu systemow (enzymatycznego i receptorowego). Wiekszo$¢ agonistow i anta-
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gonistdbw purynoreceptorow jest jednoczes$nie substratami lub inhibitorami ekto-
hydrolaz puryn [73]. Podstawowag trudnoscig jest odréznienie efektow fizjologi-
cznych wywotanych stymulacjgpurynoreceptoréw, od efektow dziatania E-NTPDaz.
Pomimo wielu niewiadomych, juz dzisiaj w medycynie wykorzystuje sie niektore
sterowane przez purynoreceptory mechanizmy do leczenia takich schorzen, jak:
mukowiscydoza, migrena, cukrzyca czy nowotwory [69]. Wyniki badan prowa-
dzonych w drugiej potowie lat dziewiecdziesigtych pokazuja, iz ATP uczestniczy
nie tylko w szybkiej transmisji informacji, ale wspotdziatajac z czynnikami wzro-
stowymi wptywa na dtugoterminowe zmiany trofizmu komoérek i organéw [3,54].
Doniesienia o tej funkcji ATP pochodza z badan nad apoptoza, podziatami, wzrostem
i cytotoksycznos$cig komoérek [3, 20, 47]. Udziat puryn w diugoterminowych re-
gulacjach metabolizmu wykazatly badania nad transplantacjg splotdow nerwowych
z jelita do mozgu. Podczas tych badan prowadzonych na neuronach prazkowia
wykazano, ze w procesach neuroregeneracyjnych wspotdziataja czynniki wzrostowe
komorek glejowych z NO oraz adenozyng (powstajacg w wyniku degradacji ATP)
uwalniang z nerwéw nieadrenergicznych, niecholinergicznych (NANC) [26]. Opi-
sanie roli pozakomérkowych puryn w procesach sygnalizacji wyraznie wskazuje,
ze regulacja metabolizmu w komorkach organizmow zywych jest wynikiem wspot-
dziatania réznych systeméw informacyjnych, ktére wzajemnie sie przenikajg i uzu-
petniaja.
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Streszczenie: Komorki dendrytyczne to komoérki wyspecjalizowane w prezentacji antygenéw. Licznie
wystepujg w skorze, krwi obwodowej, chtonce, weztach chtonnych i innych narzagdach wewnetrznych.
W organizmie obecne sg dwie ich subpopulacje pochodzenia mieloidalnego i limfoidalnego, i jest to
jedyny znany taki przyktad. Komérki dendrytyczne peinig kluczowg role w procesach odpowiedzi
odpornosciowej. Liczne prace kliniczne i doswiadczalne sugerujg mozliwo$¢ wykorzystania ich w
leczeniu nowotworéw, zakazeri wirusowych i choréb autoimmunizacyjnych. W artykule oméwiono
biologie i znaczenie fizjologiczne komérek dendrytycznych, metody ich hodowli w warunkach in vitro
oraz zastosowania kliniczne.

(Postepy Biologii Komérki 2001; 28: 51-68)

Stowa kluczowe: komérki prezentujgce antygeny, komoérki dendrytyczne, immunoterapia

Sumary: Dendritic cells are professional antigen-presenting cells. They are found in the skin, blood,
lymph nodes and other organs. Two their subpopulations are present in an organism - myeloblastic and
lymphoblastic, and this is the only example that we know. Dendritic cells play a key role in immune
response. The clinical and experimental studies suggest their use in tumor treatment, viral infections and
autoimmune disorders. In this review the biology of dendritic cells, their physiology, in vitro culturing
methods and clinical use is described.

(Advances in Cell Biology 2001; 28: 51-68)

Key words: antigen-presenting cells, dendritic cells, immunotherapy

WSTEP

Wyniki najnowszych badan doswiadczalnych wskazujg na mozliwos$¢ zastoso-
wania autologicznych komdrek dendrytycznych do leczenia choréb rozrostowych
i zakazen wirusowych. Zrozumienie reakcji odpornosciowych zaleznych od komérek
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dendrytycznych wymaga poznania ich wytwarzania i funkcjonowania - co zostato
przedstawione w pierwszej czesci pracy. W drugiej, omdéwiono problematyke zwig-
zang ze sposobami hodowli komorek dendrytycznych i prezentacji przez nie $cisle
okreslonych antygenow. Na koniec przytoczono przyktady leczniczego zastosowania
komadrek dendrytycznych.

WYTWARZANIE | FUNKCJONOWANIE
KOMOREK DENDRYCZNYCH

Komérki dendrytyczne (DC) sg jednym z elementéw uktadu odpornosciowego
bioragcym aktywny udziat w zapoczatkowywaniu reakcji odpornos$ciowych. Maja
zdolno$¢ do pochtaniania antygendw i przenoszenia ich do narzadow limfatycznych
oraz odpowiedniej obrébki umozliwiajgcej wydajnajego prezentacje. DC uczestnicza
w aktywacji limfocytéw T oraz procesach negatywnej selekcji limfocytow w grasicy.
Wszystkie te dziatania sa mozliwe dzieki ich podstawowej funkcji - prezentacji
antygenéw [2, 9, 17, 27, 30].

Okreslenie ,komorki prezentujagce antygeny” jest ogdlnie przyjete w stosunku
do tych, ktore robig to za pomocg czgsteczek MHC klasy Il (mogg one prezentowaé
antygeny rownolegle takze przy pomocy czasteczek MHC 1). Trzy gtéwne grupy
takich komdrek to - komérki dendrytyczne, limfocyty B i makrofagi. Te ostatnie
majg znacznie lepiej rozwiniete mechanizmy fagocytozy niz pozostate, ale limfocyty
B i komorki dendrytyczne sg znacznie skuteczniejsze w procesach prezentacji anty-
genow [32, 37].

Nazwa ,komorki dendrytyczne” pochodzi od ich dtugich drzewiasto rozgate-
zionych wypustek przypominajacych wygladem dendryty komérek nerwowych. Do-
datkowo DC majg poréwnywane z welonami wypustki blaszkowate, ktére sg w
ciggtym ruchu [13].

DC to komdrki pochodzenia mieloidalnego albo limfoidalnego (w organizmie
obecne sg dwie subpopulacje) i pod tym wzgledem sg wyjatkowe. Jest to bowiem
jedyna linia r6znicowania w obrebie hematopoezy, ktdra ,,siedzi okrakiem” na pod-
stawowym podziale uktadu krwiotworczego na mielo- i limfopoeze. Wspolnym
prekursorem sg komorki CD34+. Dajg one poczatek dwdm odrebnym subpopulacjom
réznicujgc sie w komorki CD33+ dla linii mieloidalnej lub w komérki CD10+
linii limfoidalnej [9, 32].

Komérki CD33+przeksztatcaja sie w komérki CD 14+majgce mozliwos¢ dalszego
przeksztatcenia sie w komorki réznicujace sie w kierunku makrofagéw lub w obe-
cnosci GM-CSF i TNF ostatecznie w $rodtkankowe DC. CD33+ moga takze prze-
ksztatci¢ sie w komorki CD la+, ktére pod wptywem GM-CSF i TNF przeksztatcaja
sie ostatecznie w komorki Langerhansa [32].
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Krwiotwérczy komérki macierzyste

CD344
mieloidalne limfoidalne
komoérki komorki
macierzyste macierzyste
CD33" CD 10+
granulocyty monocyty komarki

populacja komérek dendrytycznych

RYCINA 1 Schemat réznicowania si¢ komérek w kierunku DC (na podstawie [32])

Drugg podlinig rozwojowg DC jest linia limfoidalna. Ze wspdlnej dla obu sub-
populacji krwiotwdérczej komorki macierzystej, wystepujgcej wsrod komorek CD 34+
wyksztatcajg sie tym razem w komoérki CD10+ . Dalej komérki te réznicujg sie
w CDllc , ktére pod wptywem IL-3 majg zdolno$¢ ostatecznego przeksztatcenia
sie w grasicze DC i DC ukfadu pokarmowego (ryc. 1) [9, 32].

Komérki prekursorowe sg obecne zaréwno w szpiku, jak i krwi obwodowej
[9]. Ta drogg trafiajg do wiekszosci narzgddw (wyjatkiem jest mézg). DC sg ko-
morkami dojrzatymi i nie mnoza sie. Pod wptywem czynnikow zewnetrznych moga
jednak ulega¢ pewnym przemianom morfologicznym [7, 30, 33].

DC sg komorkami ruchliwymi, zdolnymi do przenoszenia sie z miejsca na miejsce
- z tkanek obwodowych do narzgddw limfatycznych, gdzie mogg kontaktowac
sie z niepobudzonymi limfocytami T [7]. Procesy zwigzane z migracja DC i ich
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zdolnos$¢ do przenikania tkanek sg regulowane przez bodZce chemotaktyczne i po-
wierzchniowe czgsteczki adhezyjne. Czynniki pobudzajgce DC, jak np.: TNF-a,
IL-Ip, produkty bakteryjne, wptywajg na cytoszkielet tych komdérek powodujac
zmiany ich ksztattu, co jest podstawowym mechanizmem samodzielnego przemie-
szczania sie tych komorek [9].

W zaleznosci od antygendw i miejsca prezentacji (np. w grasicy) DC reguluja
procesy tolerancji lub indukcji proceséw odpornosciowych. Badania kliniczne do-
wiodty, Ze procesy patologiczne w przebiegu alergii wziewnych i astmy oskrzelowej
bezposrednio zalezg od aktywacji DC. Z drugiej strony komérki te w duzym stopniu
odpowiadajg za zjawiska tolerancji lub odrzucania przeszczepu [5, 30, 33, 44].

DC wystepujace w tkance niezmienionej procesami chorobotwdérczymi majg zdol-
nos¢ do prezentacji antygenow, lecz nie akty wujg limfocytéw T. Dopiero po kontakcie
z obcymi antygenami, w odpowiedzi na: uszkodzenie tkanki, zakazenie, dziatanie
toksyn czy martwice nastepuje raptowne pobudzenie DC i przeksztatcenie w formy
silnie aktywujagce limfocyty T [9]. Droga naczyn limfatycznych przedostajg sie
do weztéw, gdzie kontaktujg sie z limfocytami [7, 12]. Proces przemiany w aktywne
postacie DC jest dwustopniowy i charakteryzuje sie szeregiem zmian zachodzacych
w tych komorkach.

W pierwszej fazie nastepuje zmniejszenie zdolno$ci wychwytu antygenéw z jed-
noczesnym zwiekszeniem ekspresji antygenéw MHC i wspdtdziatajgcych czgsteczek
oraz zwiekszenie wytwarzania i uwalniania TNF-a i IL-1(3. Jednak petna aktywacja
DC mozliwa jest dopiero w drugim etapie - po ich kontakcie z limfocytami T,
po ktérym nastepuje utrata zdolnosci do fagocytowania i dalsze zwiekszenie ekspresji
antygenow oraz produkcji i uwalniania TNF-a, IL-1(3 IL-12. Te zalezne od lim-
focytbw T przemiany uwarunkowane sg oddziatywaniem miedzy czasteczkami
powierzchniowymi limfocytow i komérek dendrytycznych oraz dziataniem na te
ostatnie przede wszystkim INF-y produkowanego przez limfocyty T [7, 9, 12, 15].

Komérki dendrytyczne w poréwnaniu z makrofagami sg mniej sprawne w pro-
cesach endocytozy, co prawdopodobnie zwigzane jest z niewielkg liczbg receptoréw
dla fragmentow Fc I1gG i dla sktadnika C3 dopetniacza na ich powierzchni. Z
drugiej strony wyposazone sg w liczne czasteczki MHC 1 i Il oraz majag zdolno$¢
do dtugotrwatego utrzymywania prezentowanych antygenéw. Przypuszczalnie, za-
chodzi $cista wspdtpraca miedzy obu populacjami komérek polegajgca na prze-
kazywaniu pochtonietych przez makrofagi i poddanych enzymatycznej obrébce
antygenéw komdrkom dendrytycznym (tab. 1) [1, 27, 28].

Komorki dendrytyczne narzaddw nielimfatycznych

Do tej grupy nalezag komorki Langerhansa oraz $rédmigzszowe komorki de-
ndrytyczne tkanki tgcznej wielu narzagddw. Te pierwsze sg zlokalizowane w naskorku,
gdzie stanowig 3-8% komdrek. Licznie wystepujg w nabtonkach wyscietajgcych
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TABELA 1 Miejsce wystepowania komérek dendrytycznych

Miejsce wystepowania
Narzady nielimfatyczne Naskérek, nabtonki, nieliczne w skdorze wtasciwej
Tkanka taczna réznych narzadéw

Krazenie Krew
Chtonka naczyn limfatycznych doprowadzajacych

Narzady limfatyczne Grasica
Strefa grasiczozalezna weztdw i $ledziony
Grudki limfatyczne

drogi oddechowe i moczowe oraz przewdd pokarmowy. Na swojej powierzchni
maja receptory dla fragmentéw Fc 1gG. Prawdopodobnie po zwigzaniu antygenow
przechodza do naczyn limfatycznych, gdzie ulegajg przemianie i jako komérki we-
lonowe docierajg do weztdw chtonnych. Tu ulegajg nastepnemu przeksztatceniu
w komorki dendrytyczne splatajace sie i w tej postaci nawigzujg kontakt z limfocytami
[1, 28, 30, 32, 41].

Komorki dendrytyczne narzadéw limfatycznych

Komérki tej grupy wystepuja w grasicy, weztach igrudkach chtonnych. W grasicy
biorg aktywny udziat w procesach negatywnej selekcji dojrzewajgcych limfocytéw.
DC obecne w weztach chtonnych i Sledzionie to komérki, ktére po zwigzaniu
antygenu na obwodzie przywedrowaty tu i prezentujg te biatka limfocytom T. Po-
chodzenie komdrek dendrytycznych w osrodkach rozmnazania grudek nie jest do
konca wyjasnione [1, 19, 24, 27].

Obserwacje interakcji miedzy limfocytami a DC potwierdzity sugestie, ze DC
pochodzenia szpikowego i limfoidalnego réznig sie miedzy sobg morfologicznie
i funkcjonalnie. Wszystkie wykazuja silne wtasciwosci do prezentacji antygenéw,
ale réznig sie:

a) produkcja cytokin,

b) wptywem na pobudzanie limfocytéw T,

c) pobudzaniem limfocytéw T do apoptozy,

d) witasciwosciami w zaleznosci od organu, z ktérego pochodza.
ad a) i b). Badania nad fizjologig DC sugerujg mozliwos¢ istnienia znacznych réznic

pomiedzy poszczegdlnymi ich populacjami w ilosci uwalnianych cytokin - gtéw-

nie IL-12. Na tej podstawie podzielono DC na dwa typy: | - wytwarzajacy duzo

IL-12 i typ Il produkujacy jej mato. Prace doSwiadczalne wskazujg na mozliwos$¢

az 50-krotnej réznicy w wydzielaniu IL-12 pomiedzy liniami DC CDI Iblow (typ

I o pochodzeniu limfatycznym) i CD Ilbhlg (typ Il o pochodzeniu szpikowym)

[15, 16]. Istniejg dane wskazujgce, ze komorki typu I silnie wptywajg na réznico-
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wanie i pobudzanie limfocytow Thl, a przez to aktywujg odpowiedZz komorkowa,

natomiast DC typu Il - na limfocyty Th2 pobudzajgc odpowiedZz humoralng [15].
ad c). Prace dosSwiadczalne sugerujg wptyw DC pochodzenia limfatycznego - DC

CD8cc+ na apoptoze limfocytow CD4. Procesy apoptozy wydajg sie by¢ urucha-

miane po potgczeniu sie czgsteczek Fas (w duzej iloSci obecnych na DC CD8a+)

z receptorem Fc na limfocycie. Jednocze$nie wykazano, ze populacja DC CD80oT

nie ma takich witasciwosci. Do tej pory nie udato sie wykryé czasteczek Fas na

ludzkich DC [35].
ad d). Doswiadczenia wskazujg takze na mozliwo$¢ istnienia réznic pomiedzy

komérkami dendrytycznymi zwigzanymi z tkankg lub narzagdem, w ktérym one

wystepujg. Na przyktad DC obecne w grasicy biorg udziat nie tyle w prezentacji
obcych antygenow i pobudzaniu limfocytow, co w wychwytywaniu i niszczeniu
limfocytéw autoagresywnych. W procesach tych DC unieszkodliwiajg wszystkie
te limfocyty, ktore sg zdolne rozpozna€ prezentowane przez nie antygeny. Zaska-
kujace jest to, ze DC obecne w grasicy majg niewielkg zdolno$¢ do wywotywania

apoptozy. Dlatego przypuszcza sie, ze procesy niszczenia autoagresywnych lim-

focytow muszg opiera¢ sie na innych jeszcze nie poznanych mechanizmach [22,

26].

Inaczej zachowujg sie DC pobrane z watroby. Wywotujg one anergie limfocytow
na prezentowane antygeny i diugotrwalg ich tolerancje [29]. Przypuszcza sie, ze
wywotywanie tolerancji na antygeny jest zwigzane nie tyle z blizej nieokreslong
cechg DC, co z warunkami, w jakich one dojrzewaja.

PREZENTACJA ANTYGENU

Reakcje odpornosciowe, polegajace na rozpoznaniu i zniszczeniu antygenow,
moga przebiega¢c dwoma drogami - humoralng, zalezng od przeciwciat i komdrkowa,
z komorkami wykonawczymi w postaci cytotoksycznych limfocytow T. Te ostatnie
nie rozpoznajg antygendw rozpuszczalnych, lecz zwigzane z czasteczkami MHC
na powierzchni komérek [12, 20, 28].

Proces prezentacji antygendw sklada sie z trzech zasadniczych etapow:

1) pochtoniecia antygendéw przez komorki lub ich produkcja wewnatrz komorki,

2) przetworzenia enzymatycznego antygenéw wewnatrz komarki i przytgczenie
ich fragmentéw do czasteczki antygenu MHC,

3) egzocytozy kompleksu antygen-MHC i prezentacji limfocytom [12, 38].
ad 1). Komérki prezentujgce antygen mogg pochtania¢ antygeny zaréwno rozpusz-

czalne, jak inierozpuszczalne w procesach [19, 24, 38]:

- pinocytozy fazy ptynnej,
endocytozy adsorpcyjnej,
fagocytozy.
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Mogg tez same produkowaé biatka antygenowe np. komérki zakazone wirusem
czy nowotworowe.
ad 2). Wiekszo$¢ antygendw zbudowana jest z duzej liczby aminokwasow. Muszg

one zosta¢ poddane obrobce polegajacej na enzymatycznej denaturacji, rozwinie-

ciu tancucha biatkowego oraz pocieciu go przez proteazy na fragmenty odpowie-
dnio mate, aby pasowaty do miejsc wigzania antygendéw w czasteczce MHC.

Procesy te zachodza w organellach komérek prezentujacych antygen - endoso-

mach, lizosomach i ostatecznie w proteasomach. Proteasomy zdolne sg do tworze-

nia szerokiego spektrum peptydéw z pojedynczego antygenu ulegajgcego w nich
degradacji. Niektore z powstatych peptydéw sa wybidrczo transportowane do
siateczki Srodplazmatycznej i tam wigzane z fancuchem ciezkim czasteczki MHC.

Tak przygotowane peptydy antygenowe wedrujg na powierzchnie komarek [12,

19, 20, 28,31,38,42].

Obserwacje doswiadczalne sugerujg, ze w warunkach patologicznych, w ktorych
pojawia sie wiele antygenéw np. w transformacji nowotworowej, funkcje prote-
asoméw przejmuja wyspecjalizowane immunoproteasomy (proteasomy z podjed-
nostkami indukowanymi przez INF-y) - wydajniejsze w produkcji odpowiednich
peptydéw antygenowych. Aktywne limfocyty T oraz NK wydzielajg INF-y, ktory
wptywa napodjednostki proteasoméw powodujac przyspieszenie generacji peptydéw
antygenowych. W wyniku jego oddzialywania zmienia sie réwniez repertuar pep-
tydéw produkowanych przez proteasomy, przystosowujac je bardziej do potrzeb
wewnatrzkomoérkowych biatek transportujgcych i czasteczek MHC [42].
ad 3). Prezentacja antygen6éw moze by¢ realizowana przez czasteczki MHC klasy |

lub Il. Pierwszy przypadek dotyczy gtéwnie antygenéw syntetyzowanych w ko-

morce. Moga to by¢ biatka cytoplazmy, biatka wydzielnicze oraz biatka btonowe.

Antygeny w potaczeniu z MHC | sa rozpoznawane przez limfocyty T CD8+, a

komorka prezentujgcajestjednoczesnie dla nich komdrka docelowa, kt6ra atakujg

i niszcza [12, 23, 37].

W odrdznieniu od czasteczek MHC | wystepujacych na prawie wszystkich ko-
morkach organizmu, czasteczki MHC Il sg obecne tylko na niektérych komérkach.
W potgczeniu z nimi prezentowane sg gtdéwnie antygeny pochodzenia bakteryjnego
i wirusowe po ich uprzedniej enzymatycznej obrdébce, ale takze i autoantygeny
pochodzace z r6znych komoérek ustroju. Kompleksy MHC Il z antygenem sg roz-
poznawane przez limfocyty CD4+. Grupa komoérek prezentujgcych antygen tg droga
nie jest jednorodna i obejmuje: komdrki dendrytyczne, limfocyty B, makrofagi
[37].

Do wydajnej stymulacji limfocytéw T niezbedne jest takze wystepowanie na
DC, obok antygenéw MHC 1 i Il, czgsteczek pomocniczych B7-1 lub B7-2. Wigzg
sie one z antygenem CD28 na limfocytach dostarczajgc im dodatkowych sygnatéw
pobudzajagcych [10, 13, 17]. Obserwacje doSwiadczalne sugeruja, ze oddziatywanie
czgsteczek pomocniczych z czgsteczkg CD28 prowadzi do przekazania sygnatu
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do wnetrza komorki i indukuje produkcje réznych limfokin. Skutkiem wigzania
B7-1 do CD28 jest synteza IL-2 i INF-y, natomiast wigzanie z B7-2 warunkuje
produkcje IL-4 i IL-5. Wewnatrzkomo6rkowy sygnat powstajagcy w wyniku pobu-
dzenia CD28 powoduje rowniez wzrost ekspresji receptoréw powierzchniowych
limfocytu [40]. Brak B7-1czy B7-2 ijednoczesna prezentacja antygendw w obecno$ci
czasteczek MHC moze doprowadzi¢ do zjawiska anergii limfocytdw na rozpoznany
w ten sposob antygen. Wykazano doswiadczalnie, ze blokowanie wigzania czasteczek
pomocniczych B7-1 i B7-2 z CD28 jest skutecznym sposobem zapobiegania lub
fagodzenia przebiegu chordb autoagresyjnych i odrzucania przeszczepu [10, 13,
17, 40].

METODY OTRZYMYWANIA
KOMOREK DENDRYTYCZNYCH

Komorki dendrytyczne mozna znalezé w wielu narzgdach wewnetrznych w tym
w weztach chtonnych, szpiku ijako swobodnie krgzgce we krwi obwodowej. Pomimo
tak szerokiego zakresu wystepowania stanowig one zaledwie 0,1% populacji wszy-
stkich komoérek. Gtéwnie dlatego otrzymanie czystych kolonii DC, bez domieszek
innych komoérek, do niedawna nastreczato wiele ktopotéw. Nie udawato sie takze
uzyska¢ odpowiedniej do badan liczby tych komaérek. Ostatnio jednak nastapit zde-
cydowany postep w pokonaniu tych probleméw [9]. Obecnie istnieje kilka metod
otrzymywania komorek dendrytycznych. Zasadniczo polegaja one na pozyskaniu
z krwi obwodowej lub szpiku prekursorowych komoérek DC, a nastepnie ich hodowli
w $cisle okre$lonych warunkach.

Metody oparte o negatywng lub pozytywng selekcje DC z puli PBMC

W celu uzyskania DC pobiera sie z krwi obwodowej zdrowych dawcéw za
pomoca leukoferezy populacje PBMC {peripheral blood mononuclear cells). Otrzy-
mane komorki przenosi sie do kolumn zawierajacych specjalnie przygotowane w
obecnosci neuroamidazy owcze erytrocyty. Obecne w PBMC limfocyty T rozetkuja
z erytrocytami i sg usuwane z prébki. Po 36 godzinach tego procesu pozostalg
frakcje komadrek przenosi sie na podtoze z ludzkimi adhezynami dla monocytow.
W pozostatej prébce pozostajg jedynie DC [43].

Frakcje powstatg z komérek nierozetujgcych z erytrocytami mozna takze hodowaé
w temperaturze 37°C na podtozu RPMI z dodatkiem 10% surowicy cielecej (FCS).
Po 36 godzinach inkubacji komoérki celem oczyszczenia z innych populacji dwu-
krotnie wysiewa sie na nowe podtoza majagce zdolno$¢ adhezji monocytéw. Na-
stepnie oczyszczong w ten spos6b hodowle przenosi sie do kolumn z 14,5%
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metrizamidem rozpuszczonym w RPMI z 10% FCS, gdzie usunigte zostajg limfocyty
B i NK. Pozostata po tym procesie frakcja komorkowa zawiera duzg liczbe DC
[28].

Mozliwa jest takze metoda pozyskiwana z DC krwi obwodowej oparta na me-
chanizmach pozytywnej selekcji. Otrzymane, tak jak poprzednio PBMC, poddane
sg kilkugodzinnej ekspozycji na CMRF-44 MADb, co umozliwia izolowanie aktyw-
nych funkcjonalnie DC [6]. Nastepnie otrzymane komérki mogg zostaé¢ poddane
dziataniu réznych czynnikdw wyzwalajgcych ich dojrzewanie np. LPS czy GM-CSF

[12].

Metody wykorzystujgce komoérki prekursorowe
pochodzgce ze szpiku i krwi obwodowej

W celu otrzymania stabilnych i zdolnych do przeprowadzenia reakcji odporno-
Sciowych DC opracowano kilka nieznacznie réznigcych sie metod. OdmiennoSci
miedzy nimi wynikajg z uzycia réznych czynnikéw wzrostu i ich mieszanin (np.
LPS, TNF-a, GM-CSF), innych komérek wyjsciowych (np. CD14t CDla-, CD34+)
oraz czasu inkubacji z czynnikami wzrostu.

Jedna z opisanych metod opiera sie 0 komorki prekursorowe CD34+.0d zdrowych
dawcéw pobiera sie niewielkie probki szpiku, z ktérych komérki CD34+ izolowane
sg metodg pozytywnej selekcji [43]. Nastepnie tak otrzymane komorki hoduje sie
w obecnosci GM-CSF i TNF-a, otrzymujac zr6znicowane DC. W dalszej kolejnosci
z hodowli usuwa sie cytokiny. Zauwazono jednak, ze po tej czynnosci komorki
natychmiast zwiekszajg swoéj potencjat adhezyjny itracg whasciwosci immunogenne.
Jest to powazna wada tej metody, ktdéra moze skutecznie uniemozliwic jej praktyczne
wykorzystanie [9].

W badaniach laboratoryjnych wykazano, ze po 12 dniach hodowli 106 komarek
krwiotwérczych CD34+ w obecno$ci GM-CSF i TNF-a mozna otrzyma¢ hodowle
10-30 x 10 DC z domieszkami 50-80% innych komorek. Otrzymane DC cha-
rakteryzuja sie [32]:

morfologig komérek dendrytycznych,
- ekspresjg czgsteczek powierzchniowych: MHC II, CDla, CD4, CD40, CD54,
CD58, CD80, CD83, CD86,
brakiem czgsteczek: CD14, CD64/FcyRI, CD35/CR1,
obecnoscig ciatek Birbecka w niektérych komaérkach,
duzg zdolnos$cig do pobudzania limfocytow T.

Inna metoda wykorzystuje komorki CD14+ pochodzace z krwi obwodowej i
przebiega w dwoch etapach. Pierwszy - obejmuje hodowanie CD14+ przez 6-7
dni z GM-CSF i IL-4 w obecnosci surowicy cielecej (FCS). W drugim - kolonie
sg oczyszczane z FCS i wystawiane na podtozu dla makrofagow na dziatanie 1%
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autologicznej surowicy przez 3 dni. W ten sposéb otrzymuje sie stabilne DC bardzo
wydajnie prezentujace antygen [9]. Pozyskanie DC z monocytéw krwi obwodowej
(CD14+) wydaje sie metodg interesujaca i wartg dalszych badan, poniewaz komorki
te wystepujg licznie we krwi i sg tatwe do izolacji i hodowli. W innej odmianie
tej metody komorki prekursorowe CD14+ CDla- poddaje sie dziataniu czynnika
stymulujgcego kolonie granylocytarno-makrofagowe (GM-CSF) i IL-4, co powoduje
réznicowanie sie ich w komorki, ktére pod wptywem mediatoréw zapalnych (LPS,
TNF-a) przeksztatcajg sie w typowe DC [12].

MECHANIZMY DZIALANIA
PRZECIWNOWOTWOROWEGO

Komorki nowotworowe maja na swojej powierzchni peptydy antygenowe, ktore
stanowig cel dla przeciwciat lub komorek biorgcych udziat w reakcjach odporno-
Sciowych [11, 34, 37]. W warunkach naturalnych reakcje te mogajednak przebiegac
w roznych kierunkach - od proceséw odrzucenia komoérek nowotworowych po
zupeing ich tolerancje. To, jak uklad odpornoSciowy zareaguje na patologiczne
zmienione komdrki, zalezy od stopnia ekspresji i sposob6w prezentacji antygendéw
nowotworowych [11, 19].

Gtéwng linie obrony przeciw nowotworom stanowia cytotoksyczne limfocyty
T CD8+. Jednak dziewicze limfocyty T krazg zazwyczaj z krwig i limfg miedzy
narzgdami limfatycznymi i rzadko trafiajg do tkanek zajetych procesem nowotwo-
rowym. Ich aktywacja zachodzi w narzadach limfatycznych drenujgcych chorobowo
zmienione obszary, a w procesie tym posredniczg DC prezentujace antygeny guzowe
[19].

Rozpoznawanie antygendw zwigzanych z nowotworem przez limfocyty T wymaga
ich prezentacji w potgczeniu z czasteczkami MHC. Dos$wiadczalnie wykazano jednak,
ze komorki nowotworowe bardzo czesto cechuje obnizona ekspresja tych antygenow
lub ich zupeiny brak [11]. W rezultacie na takich komodrkach, nawet jesli maja
one typowe dla siebie antygeny nowotworowe, nie ma komplekséw MHC-antygen,
ktére mogtyby pobudzi¢ limfocyty. Dzieki temu nowotwory ,,unikajg” reakcji od-
pornosciowych zaleznych od limfocytow T.

Wskazuje sie na mozliwos$¢ istnienia jeszcze Kilku innych mechanizméw pro-
wadzacych do tolerancji odpornosciowej komérek nowotworu. Produkowany przez
nie czynnik wzrostu $rédbtonka naczyn, w badaniach doswiadczalnych, silnie ha-
mowat dojrzewanie DC z komorek prekursorowych [8]. Réwniez IL-10, czesto
wytwarzana przez nowotwory, wptywa ujemnie na liczbe kostymulujagcych czg-
steczek na powierzchni DC, co zmniejsza skuteczno$¢ prezentowanych przez nie
antygenow [39]. Wreszcie komérki nowotworu mogg produkowac czynniki immu-
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nosupresyjne, np. TFG(3, hamujgce efektywng stymulacje uktadu odpornosciowego
[36].

Opracowywane nowoczesne metody lecznicze choréb nowotworowych oparte
na mechanizmach odpornosSciowych zaktadaja:

wzmocnienie odpowiedzi odpornosciowej organizmu przez aktywacje limfo-
cytow T przeciw komorkom nowotworowym,

- wywotanie i utrzymanie dtugotrwatej i skutecznej odpowiedzi odpornosciowej

w obrebie nowotworu.

Prace doswiadczalne sugerujg, ze zastosowanie specjalnie przygotowanych DC
daje zachecajace wyniki i umozliwia przyblizenie osiggniecia postawionych celéw
[25]. Wstepne wyniki obserwacji histopatologicznych i klinicznych wykazuja Scista,
pozytywng zalezno$¢ miedzy liczbg komérek DC przenikajgcych do tkanek guza,
wzrostem odpowiedzi odpornosciowej a rokowaniem [37]. Dlatego jednym z naj-
wazniejszych celow w badaniach nad DC jest opracowanie metod wzmocnienia
z ich pomocg odpowiedzi odpornosciowej skierowanej przeciwko nowotworom.
W toku prac doswiadczalnych okazato sie, ze sposrdéd wszystkich leukocytéw obe-
cnych w tkance guzowej tylko niewielka cze$¢ to DC, z ktérych tylko niektore
nastepnie aktywnie prezentujg nowotworowe antygeny w weztach chtonnych i to
wiasnie te komorki cechowaty sie silnymi wiasciwosciami pobudzajgcymi limfocyty
T. Obserwacje te sugeruja, ze ,,$rodowisko nowotworowe” hamuje dojrzewanie
i przemiany morfologiczne DC [37]. Na tej podstawie rozwinat sie pomyst wzmoc-
nienia reakcji odpornosciowych poprzez wyhodowanie in vitro duzej liczby komdrek
DC aktywnie prezentujgcych wybrane antygeny i po takim ich przygotowaniu po-
nownie podanych choremu. Dodatkowag zaletg takiej metody jest mozliwos¢ (przy-
najmniej teoretyczna) leczenia zmian rozsianych czy niszczenia nawet pojedynczych
komérek nowotworowych pozostatych po leczeniu zasadniczym [9]. W badaniach
doswiadczalnych udato sie uzyskaé zatrzymanie, a nawet regresje wzrostu guza
po dozylnym podaniu DC, ktére wczesniej poddane zostaty dziataniu in vitro anty-
genéw nowotworowych. Podobne wyniki uzyskano podajac tak przygotowane DC
bezposrednio do tkanki nowotworowej.

By pobudzi¢ i wzmocnié¢ odpowiedZz odpornosciowa, opracowuje sie metody
wykorzystujgce:

1) zmodyfikowane komdrki nowotworowe do wywotania skutecznej odpowiedzi
odpornosciowej,

2) odpowiednie pobudzenie komorek dendrytycznych poddanych dziataniu antyge-
néw nowotworowych.

ad 1). Immunogenno$¢ komorek nowotworowych probuje zwiekszac¢ sie kilkoma
metodami. Jedng z nich jest metoda polegajaca na przeniesieniu genu kodujgcego
biatko B7 do komoérek nowotworowych. W ten sposéb udato sie je zmusi¢ do
ekspresji na swojej powierzchni biatka B7, ktére wspotdziata w prezentacji anty-
genow ipoteguje reakcje odpornosciowe. Biatko to tgczy sie z obecng na limfocy-
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tach czgsteczkg CD28, co w obecnosci kompleksu antygen-MHC | zwigzanym z
odpowiednim receptorem na limfocycie uruchamia reakcje cytolityczne. W ten
sposob udato sie pobudzi¢ cytotoksyczne limfocyty T do reakcji przeciwko komér-
kom, ktdre do tej pory byly przez nie ignorowane [11]. Inna metoda opiera si¢ na
wprowadzeniu do genomu DC fragmentow DNA zmutowanej komoérki koduja-
cych charakterystyczne dla niej antygeny. W ten sposoéb DC bedgje produkowaty
jako wtiasne i prezentowaty w potgczeniu z czgsteczkami MHC [12].

ad 2). Ideg tej metody jest wystawienie komodrek dendrytycznych na duze stezenia

antygenéw nowotworowych, co wywotuje silne pobudzenie tych komaérek, zwie-
kszenie wychwytu i pochtaniania antygenéw, przetworzenie i nastepnie prezento-
wanie ich na powierzchni. Dodatkowo hodowle DC przeprowadza sie w obecnosci
GM-CSF, cojeszcze bardziej poprawia skuteczno$¢ wymienionych reakcji. Anty-
geny nowotworowe otrzymuje sie poprzez lize komérek nowotworowych. Inku-
bowane w ich obecnosci DC ponownie podaje sie dawcy, w ktorego organizmie
wywotuja silng odpowiedz odpornosciowa [11]. Badania na modelach zwierzecych
pokazuja, ze metodg tg mozna osiggnac silng odpowiedz odpornos$ciowg przeciw
komdérkom nowotworowym. Ma jednak wade, ktéra moze uniemozliwi¢ zastoso-
wanie jej dla potrzeb klinicznych. W pracach doSwiadczalnych stosowano antyge-
ny guza nie pasujagce do rozmiar6w miejsca wigzania na czasteczce MHC.
Poniewaz antygeny nowotworowe o odpowiedniej wielkosci (wtasciwej dla miej-
sca wigzania na czasteczce MHC) sa trudne do otrzymania, a istnieje mozliwos¢
wywotania pozadanej odpowiedzi odpornosSciowej nawet przeciwko fragmentom
tych antygendw sugeruje sie uzycie niefrakcjonowanych biatek guza. Alternatywa
jestwystawienie DC nadziatanie RNA pochodzgcego zkomoérek nowotworowych.
W ten spos6b mozna by wytwarza¢ odpowiedz przeciwko wielu r6znym antyge-
nom mimo wykorzystania niewielkiej ilosci materiatu nowotworowego [9].

Ze wzgledu na przemiany morfologiczne i fizjologiczne, jakim podlegajg DC,

sg one w réznym stopniu podatne na opisywane powyzej metody ich pobudzenia
i zwiekszenia ekspresji pozadanych antygenéw (ryc. 2) [12].

WPLYW INFEKCJI WIRUSOWYCH NA DC

Ze wzgledu na swoje witasciwosci (mnogos¢ powierzchniowych receptorow dla

antygenéw, zdolno$é do ich aktywnego pochtaniania, obecno$¢ w tkankach sa-
siadujagcych ze Srodowiskiem zewnetrznym np. w nabtonkach drég oddechowych,
moczopitciowych, skérze) komorki dendrytyczne moga stanowi¢ tatwy cel dla za-
kazeh wirusowych. W wyniku takich infekcji moze dochodzi¢, oprocz spodziewanej
prezentacji antygendw wirusowych, do szeregu niekorzystnych reakcji utatwiajgcych
przetrwanie patogenu i rozprzestrzenienie sie zakazenia na caty organizm. Obser-
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RYCINA 2. Zmienno$¢ skutecznych metod stymulacji komérek dendrytycznych do prezentacji antyge-
néw nowotworowych w trakcie ich dojrzewania (na podstawie [12])

wacje doSwiadczalne DC poddanych dziataniu retrowiruséw sugeruja, ze wywotuja
one w tych komdrkach znaczgce zmniejszenie, anawet zupetny zanik prezentowanych
dotychczas antygendw oraz uniemozliwiajg ekspresje nowych (w tym wypadku
antygenéw wirusa). Jednoczes$nie zmniejsza sie zdolno$¢ DC do aktywacji lim-
focytdw, a w surowicy obserwuje sie zmniejszenie miana przeciwciat. Cze$¢ za-
razonych DC ulega lizie, pozostate (te zainfekowane niewielkg liczbg wiruséw)
przezywajg i utrzymujg zdolno$¢ do wigzania sie¢ z limfocytami [4], stanowiac
rezerwuar wirusa, ktéry moze tatwo infekowaé otaczajagce DC, jak i kontaktujgce
sie z nimi limfocyty. Zaobserwowano, ze wirusy obecne w DC zachowujg duze
zdolnosci zakazne nawet wowczas, gdy nie sg w stanie replikowac sie [3]. Dlatego
bardzo wazne jest poznanie roli, jaka odgrywajg DC w patofizjologii zakazen
wirusem HIV. Badania doSwiadczalne wykazujg, ze komorki te odgrywaja znaczaca
role w rozprzestrzenianiu sie tego zakazenia. Po kontakcie z wirusem HIV, np.
w nabtonku narzadéw piciowych, DC przenoszg go i jego antygeny do wezidéw
chtonnych, gdzie prezentujgje limfocytom. Tu prawdopodobnie zachodza dwa pro-
cesy jednoczes$nie - pobudzone limfocyty zapoczatkowujg reakcje odpornosciowe
skierowane przeciwko patogenowi, ale jednoczes$nie same ulegajag wtérnemu za-
kazeniu wirusem z DC. Nastepuje zmniejszenie liczby zaréwno DC, jak i limfocytéw
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CD4, a w konsekwencji dalszych reakcji odpornosciowych spadek ilosci przeciwciat
przeciwwirusowych. Zaobserwowano, ze zmniejszenie liczby komérek dendryty-
cznych wynika nie tylko z powodu obumierania zainfekowanych komorek, ale takze
z zahamowania ich powstawania i r6znicowania sie z komérek prekursorowych
CD34+ [21].

PRZYKELADY LECZNICZEGO ZASTOSOWANIA DC

Badania na modelach zwierzecych wskazuja, ze DC hodowane in vitro w obecnosci
antygenéw nowotworowych i ponownie podane do organizmu mogg wywotywac
zywe reakcje odpornosciowe pobudzajac limfocyty T cytotoksyczne do odnajdywania
i wybidrczego niszczenia komoérek guzowych. W obserwacjach doswiadczalnych
ta metodg udato sie uzyska¢ zatrzymanie rozwoju choroby, a niejednokrotnie i
jej remisje. Poczyniono tez pierwsze proby klinicznego wykorzystania DC, jako
terapii uzupetniajgcej radio- czy chemioterapie lub zabiegi chirurgiczne. Odpowie-
dnio przygotowane i podane choremu DC mogtyby doprowadzi¢ do zniszczenia
niewielkich zmian przerzutowych oraz pojedynczych komérek nowotworowych roz-
sianych po calym organizmie, a pozostatych po leczeniu zasadniczym, zmniejszajac
prawdopodobienstwo nawrotu choroby i dajac wiekszg szanse na petne wyleczenie
[12, 34].

W badaniach doswiadczalnych DC hodowano in vitro w obecnosci idiotypowych
przeciwciat skierowanych przeciwko komérkom chioniaka (w tym wypadku lim-
focytom B). Tak przygotowane DC zostaly podane dozylnie czterem pacjentom,
u ktérych zaobserwowano nastepnie silng odpowiedZ odporno$ciowa skierowang
przeciwko nowotworowi. U trzech z nich zaobserwowano regresje guza [12].

Podobne préby lecznicze poczyniono u pacjentéw z czerniakiem ztosliwym. Prace
genetyczne i immunologiczne prowadzone od lat osiemdziesigtych umozliwity wy-
krycie kilku charakterystycznych dla tego guza antygendw. Jednym z nich jest
MAGE-1, w ktérego obecnosci hodowano DC podane nastepnie trzem pacjentom.
U wszystkich zaobserwowano wzmozenie reakcji odpornosciowych skierowanych
przeciwko nowotworowi [12]. Inne badania wskazujg na mozliwos¢ transdukcji
do DC genu MUC-1 kodujacego nieprawidtowe biatko mucyny, typowe dla komérek
czerniakowych. W ten sposéb DC uzyskatyby zdolno$¢ do prezentacji tego antygenu
w obecnosci niezbednych czagsteczek wspomagajgcych i antygenow MHC [18].
Przeprowadzono takze préby polegajace na podaniu do weztéw chtonnych pacjentéw
z czerniakiem DC hodowanych wczes$niej w mieszaninie r6znych, charakterysty-
cznych dla tego nowotworu antygenéw. Przeprowadzono podobne badania wy-
korzystujagc DC hodowane w obecnosci syntetycznego antygenu Melan-A/MART-1.
Podanie tak przygotowanych DC pacjentom wywotato u nich, w odpowiedzi na
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prezentowany antygen, proliferacje limfocytéw CD4, CD8 i reakcje cytotoksyczne
skierowane przeciwko komoérkom nowotworu.

Podanie autologicznych DC wydaje sie by¢ takze korzystne u chorych z rakiem
prostaty. W pierwszych klinicznych prébach wykorzystano antygen PSM do po-
budzenia DC, ktore nastepnie podano pacjentom. U kilku z nich zaobserwowano
wyrazng odpowiedZ komorkowa skierowang przeciwko rakowi [37].

Badania nad interakcjami pomiedzy wirusami, zainfekowanymi DC a limfocytami
powinny zaowocowac w przysztosci opracowaniem szczepionek np. przeciwko AIDS
[34]. Wydaje sie prawdopodobne, ze hodowle DC z odpowiednimi, pozbawionymi
zakaznosci antygenami wirusa pozwolityby otrzymac populacje komérek pobudza-
jacych limfocyty do reakcji przeciwko patogenowi, bez obawy o ich zakazenie
aktywnym wirusem. Tak przygotowane DC mogtyby zostaé podane chorym uzu-
petniajac powstate w wyniku infekcji niedobory komérek oraz wzmacniajac reakcje
odpornosciowe. Inna droga jest opracowanie szczepionki z odpowiednio sprepa-
rowanych antygenéw wirusowych, ktéra mogtaby zosta¢ podana osobom zdrowym
§rodskérnie lub do nabtonka np. narzadéw piciowych. Obecne tam komérki Lan-
gerhansa wychwycityby antygeny i przeniosty do weztdw chtonnych powodujgc
pojawienie sie, w toku dalszych reakcji odpornosciowych, dtugotrwatej odpornosci
na zakazenie wirusem HIV [34].

PODSUMOWANIE

Najnowsze badania, polegajgce na zastosowaniu odpowiednio przygotowanych
i aktywowanych komérek dendrytycznych, wskazujg na mozliwo$¢ wzmozenia i
ukierunkowania reakcji odpornosciowych skierowanych przeciwko nowotworom
i zakazeniom wirusowym. Opanowanie umiejetnosci pozyskiwania i hodowli ko-
morek dendrytycznych umozliwito szybki rozw6j prac nad ich Kklinicznymi za-
stosowaniami. Zachecajgce wyniki badan doswiadczalnych sugerujg, ze w niedalekiej
przysztosci komorki dendrytyczne mogtyby zosta¢ zastosowane jako szczepionki
z autologicznych komdérek. Metody lecznicze wykorzystujgce odpowiednio przy-
gotowane DC umozliwityby skuteczna walke z niewielkimi zmianami nowotwo-
rowymi rozsianymi po calym organizmie, pozostatymi po radio- lub chemioterapii.
Zwiekszytoby to szanse na uzyskanie dtugotrwatych remisji choroby, a nawet petne
wyleczenie.
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MECHANIZMY PRZESTRZENNEGO
ROZNICOWANIA ZARODKA*

MECHANISMS OF SPATIAL PATTERNING OF EMBRYOS

Andrzej i Janina KACZANOWSCY

Instytut Zoologii, Uniwersytet Warszawski

Streszczenie: W trakcie oogenezy lub wczesnej embriogenezy tworzy si¢ przestrzenny plan organizacji
zarodka. W pewnych typach jaj specyficzne czynniki (determinanty) sg asymetrycznie rozmieszczane,
co nastepnie powoduje wystepowanie mitoz réznicujacych podczas rozwoju zarodka. Przestrzenny plan
budowy zarodka powstaje w wyniku hierarchicznych i wzajemnie ograniczajacych sie przestrzennie
aktywacji zasadniczo uniwersalnych genéw programu kodujacych czynniki transkrypcyjne kontrolujace
przebieg tworzenia mapy zarodka oraz aktywacji genéw regulujacych geometrie przebiegu proceséw
bruzdkowania. Pojawianie si¢ planu budowy przestrzennej zarodka rozpoczyna sie od wyznaczenia 0si
przednio-tylnej i grzbietowo-brzusznej i ustalenia proporcjonalnej pierwotnej regionalizacji jego czesci
ciata. Dwa typy mechanizmoéw tworzacych informacje pozycyjng komdérek zarodka to: 1) $ciezki
przekaznictwa pomiedzy poszczegélnymi komérkami zarodka oraz wymiana sygnatéw pomiedzy za-
rodkiem i przylegtymi komérkami jajnika oraz 2) mechanizmy kontrolujace orientacje przestrzenng
mitoz w zarodku. Pojawianie sie informacji pozycyjnej w zarodku obejmuje procesy tworzenia gradien-
tow morfogendéw, pierwotnej indukcji embrionalnej, inhibicji bocznej i mechanizméw segmentacji.
Omoéwiony jest takze wspotczesny poglad na ewolucje genéw homeotycznych w drodze ich duplikacji
i roznicowania, co prowadzito do powstawania wzajemnych zalezno$ci miedzy czynnikami transkry-
pcyjnymi kodowanymi prez te geny.

(Postepy Biologii Komérki 2001; 28: 69-98)

Summary: Te overall body plan of the organism is laid down during oogenesis, and in early embryoge-
nesis. In many types of eggs some specific factors (determinants) are symmetrically deposited within
these cells what results thereafter in differential mitoses of embryos. The overall body plan of embryo
results from a hierarchy and spatially self-limiting activations of fairly universal classes of genes coding
some transcription factors essential for pattern formation in different types of embryos, and from
activations of genes controlling the geometry of cleavage. Implementation of instructions concerning the
emergence of the body plan specificies the main anteroposterior and dorso-ventral reference axes and

*Referat wygtoszony podczas 28 Konferencji Biologii Komérki w Warszawie w dn. 4 listopada
2000 r.
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the proportional assessment of the primary regionalization of embryos. Two kinds of mechanisms
creating positional information are presented: 1) based on cross-talks of signalling pathways either among
particular cells within the embryos, or between the embryo and adjacent somatic cells of the ovary, and
2) based on mechanism polarising and orienting mitoses. The emergence of positional information within
the embryos is discussed in terms of appearance of gradients of morphogens, the primary embryonal
induction, lateral inhibition and mechanisms of segmentation. The recent idea of evolution of homeotic
genes by their tandem duplications and diversification is summarized, that results in combinatory
networks of the homeotic genes, monitoring specification of the body parts.

(Advances in Cell Biology 2001; 28: 69-98)

1. Definicja réznicowania i opis wyznaczania miejsc réznicowania zarodka.

Wstep, geny programu rozwoju,

Definicja réznicowania i gtéwne mechanizmy réznicowania,

Informacja przestrzenna rdznicowania; wyznaczanie biegunéw zarodka.

2. Gradienty morfogenéw wewnatrz zarodka i gradient zewnetrzny aktywacji recep-
torow powierzchniowych TOLL zarodka Drosophila.

Tworzenie polarnosci zarodka, morfogeny,

Wytworzenie pierwotnej wstepnej regionalizacji zarodka,

Wzajemne oddziatywanie sygnatdw i ich inhibitorow zarodka i gonady Zrodtem
instrukcji réznicowania, problem twin peaks,

Wytworzenie osi grzbietowo-brzusznej zarodkéw Drosophila melanogaster i
Caenorhabditis elegans.

3. Mechanizm indukcji embrionalnej: przyktad szlaku przewodnictwa sygnatu

WNT/receptor Frizzled, Modele segmentacji.

Indukcja embrionalna, i rola B-kateniny w szlaku przekaznictwa mechanizmem
tworzenia granicy réznych losow przylegtych komoérek w obrebie nabtonka pa-
rasegmentu Drosophila,

Indukcyjna rola B-kateniny w metamerycznym wytwarzaniu polipéw w hydrze.
4. Mechanizm inhibicji bocznej - wyznaczanie losu poszczeg6inej komarki w nabton-

ku neurektodermalnym; szlak przekaznictwa sygnatu DELTA/receptor NOTCH.
5. Ekspresja gendw homeotycznych jako przestrzenna specyfikacja réznicowania

poszczego6lnych metamerdw, lub czesci zarodka,

Definicja i cechy genéw homeotycznych,

Zmiany w funkcjonowaniu genéw homeotycznych w programowaniu rozwoju

réznych typdw Swiata zwierzecego,

Ekspresja genéw homeotycznych zwigzana z polarnoscia indywidualnej komorki,

a nie catego zarodka Caenorhabditis elegans.
6.Podsumowanie: Cechy mechanizméw tworzenia informacji pozycyjnej wyznacza-

jacej mape réznicowania w zarodku.
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1 DEFINICJA ROZNIC_OWANIA I OPIS WYZNACZANIA
MIEJSC ROZNICOWANIA ZARODKA

Wstep: geny programu rozwoju

Rok 2000 przejdzie do historii jako rok, w ktorym poznano petng sekwencje
pierwszorzedowg ludzkiego DNA. Wiadomo jednak, ze tylko niewielka jego cze$é
koduje funkcjonalne geny, a co wazniejsze, ze pojemno$é informatyczna genomu
jest ograniczona w taki sposob, ze genom koduje nieco mniej niz 100 000 wzajemnie
niezastepowalnych biatek (prawdopodobnie okoto 70 000). Ograniczenie liczby ko-
dujgcych gen6w narzuca obcigzenie mutacyjne populacji, ktére wzrasta wraz z
liczba unikalnych genéw. Dwa lata wcze$niej poznano petna sekwencje genomu
nicienia Caenorabditis elegans i okazato sig, ze zawiera on okoto 20 000 genow.
Jednoczes$nie wiadomo, ze ciato tego robaka zbudowane jest zaledwie z 959 komérek,
podczas gdy liczba komérek ludzkich szacowana jest na okoto 1014. Poréwnanie
przytoczonych liczb wskazuje na to, ze w toku ewolucji $wiata zwierzecego na-
stepowat ogromny wzrost wielkosci i stopnia ztozonosci organizmu przy stosunkowo
niewielkim wzro$cie zawartosci informatycznej genomu. Mozna to ttumaczyé tym,
ze informacja genetyczna u wyzszych zwierzat jest zorganizowana w sposob hie-
rarchiczny i zawiera geny, ktorych produkty w sposéb kaskadowy witgczajg wiele
kolejnych genéw. Te hierarchicznie uruchamiane procesy decydujg o réznicowaniu
komorek poszczegdlnych tkanek i narzadow. Geny te czesto okresSlane sg jako
geny programu rozwojowego albo jako geny selektorowe (z ang. selector genes).
Produkty gendéw programu rozwojowego zwykle sg czynnikami transkrypcyjnymi
lub sg to czynniki, ktdre w spos6b posredni aktywujg czynniki transkrypcyjne wia-
czajac lub wytgczajac szlaki przetwarzania sygnatéw w komoérce. W ciggu ostatnich
kilkunastu lat okazato sie, ze istnieje bardzo znaczne podobienstwo molekularne
wielu genéw programu rozwoju w catym Swiecie zwierzecym poczynajac od ja-
mochtondw, a konczac na cztowieku (podobienstwo tak duze, ze geny te sg genami
ortologicznymi) i ze w réznych grupach zwierzat dziatajg one w podobny sposob.
Ewolucja organizmalna zwana takze makroewolucjg jest zwigzana ze zmianami
W programie rozwoju zwierzecia. Pewien zestaw genéw rozwoju, jaki wystepowat
na poczatku ewolucji Swiata zwierzecego byt warunkiem koniecznym dla dalszej
ewolucji planéw budowy, a wiec dla powstania nowych typéw embriogenezy od-
rebnych w grupach o charakterze wyzszych jednostek taksonomicznych, np. typéw,
gromad, rzedow itd.

Ale sg takze i inne geny regulujgce embriogeneze, zwigzane z mitozami réz-
nicujagcymi, ktore regulujg geometrie podziatéw komérek (np. geny par w nicieniu
Caenorhabditis elegans).
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Definicja réznicowania i gtéwne mechanizmy réznicowania

Istotg r6znicowania sg procesy prowadzace do wyznaczania odmiennych loséw
pewnych komoérek (nazwiemy je umownie losem typu A) w stosunku do innych
komdrek tego samego pochodzenia, ktérych wyglad, rola i funkcje sa losami typu
»nie A” lub réznymi rodzajami loséw, np. B, C, D. Przez poszczegdlny los komarki
rozumiemy albo morfologiczng, albo funkcjonalng zmiang komérki w stosunku
do komdrki macierzystej, jak tez brak doraznie takich zmian, ale zmieniong de-
terminacje i przebieg dalszego programu réznicowania. Operacyjnie oznacza to
okre$lony wskaznik lub wskazniki, ktére definiujemy jako ,,los A” pewnych komorek
w klonie w stosunku do odmiennych ,,losow nie A” realizowanym przez komarki
siostrzane. Zadaniem tego artykutu jest usystematyzowanie typéw mechanizmdéw
zwigzanych z tworzeniem zarodka, w ktorym komdrki realizujgce losy A, B, C
czy D wystepujg w okresSlonych czesciach ciata.

Samo roznicowanie loséw komoérek wspolnego pochodzenia moze zachodzic¢
przez dwa uzupetniajagce sie, ale odrebne grupy mechanizméw: zwigzanych z
mitozami r6znicujacymi lub z wymiang sygnatéw pomiedzy komérkami:

Mechanizm réznicowania moze by¢ konsekwencjg nierdbwnego rozdziatu tzw.
determinant (to jest pewnych mRNA czynnikéw transkrypcyjnych, roznych biatek
cytoplazmatycznych i pewnych struktur komérkowych, np. skupien mitochondriéw
lub ziarnisto$ci waznych dla dalszego rozwoju) w trakcie mitozy réznicujagcej. W
wyniku podziatu powstajg dwie rézne komorki realizujgce losy A inie A. Uksztal-
towanie pojedynczej komoérki jajowej jest poprzedzone oogeneza, w ktérej ucze-
stniczg produkty genow programu rozwoju przysztego zarodka. Zatem juz na
poziomie pojedynczej komdrki jajowej uruchamiane sg mechanizmy komoérkowe
powodujace, ze nawet pierwszy podziat mitotyczny zarodka moze by¢ podziatem
réznicujgcym. Zwykle sg to normalne podzialty mitotyczne segregujgce determinanty
w spos6b niejako bierny. Istnieje jednak coraz wiecej danych wskazujacych, ze
polarno$¢ poszczeg6lnej komdrki organizmu czy tez catego zarodka powoduje nie-
przypadkowa lokalizacje wrzeciona mitotycznego, aco za tym idzie nieprzypadkowg
lokalizacje bruzdy cytokinetycznej. Lokalizacja bruzdy przesgdza o rozdziale za-
wartosci (w tym determinant) komérki rodzicielskiej. Ponadto w niektérych typach
komoérek o wyrazonej osi, a wiec spolaryzowanych pojawia sie w trakcie cytokinezy
mechanizm nieprzypadkowej segregacji zawartosci komorki rodzicielskiej do ko-
mérek potomnych. Tak np. u nicienia Caenorhabditis elegans wykazano, ze sam
mechanizm cytokinezy tworzy asymetrie podziatu komérki [20]. Asymetryczna cy-
tokineza pojawia sie rowniez w trakcie rozwoju narzagdéw czuciowych Drosophila
[27]. Podobna asymetryczna cytokineza charakteryzuje réwniez metameryczny po-
dziat jednokomdérkowych orzeskow [25] i paczkowanie drozdzy [4]. Wobec tego
mozna sadzié¢, ze jest to bardzo stary i konserwatywny ewolucyjnie mechanizm
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réznicowania, ktory powstat wczesnie, jeszcze przed wyodrebnieniem sie wielo-
komoérkowych Metazoa.

W drugiej grupie mechanizmoéw poczatkowe powielanie komérek, a nastepnie
réznicowanie odbywa sie przez system czgsteczek sygnatowych, odbieranych przez
kompetentne receptory na innych lub tych samych komérkach. Kilkakrotna syg-
nalizacja albo jednego rodzaju czasteczki sygnatowej, albo kilku réznych czasteczek
uruchamia szlaki przekaZznictwa prowadzace do zréznicowania loséw komérek w
klonie. Wysytanie sygnatdw w postaci uwalnianych ligandéw i ich odbieranie przez
komorki docelowe zawierajace receptory tych czasteczek jest uniwersalnym me-
chanizmem sterujgcym procesami réznicowania. W wyniku odbierania sygnatéw
komorka docelowa odbiera informacje wyznaczajace:

a) jej przezycie i zmiany w niej samej obejmujace reorganizacje jej struktury, np.
reorganizacje cytoszkieletu, jak i uruchamianie pewnych szlakow metabolicznych

i produkcje nowych typow transkryptéw, a nastepnie nowych typow biatek fun-

kcjonujacych w komorce,

b) ta nowa sytuacja moze powodowaé uruchomienie szlakéw sygnalizacji wewnetrz-
nej regulujacej dalsze losy komérki (cykl mitotyczny, apoptoze, lub réznicowanie)

i koordynacje wspdtdziatania pomiedzy przedziatami komdorki, np. pomiedzy

cytoplazma, jadrem i mitochondriami,

c) pobudzenie lub odwrotnie zahamowanie komérki w wysytaniu nowych informacji
do otoczenia.

Jednocze$nie warto zauwazyé, ze reorganizacja cytoszkieletu spowodowana albo
przez zlokalizowany sygnat, albo przez aktywacje osrodkow polimeryzacji w ko-
mdrce, np. mitotyczna aktywacja MTOC (ang. Microtubule Organizing Centers)
moze pociaggaé¢ za soba wtoérne konsekwencje. Otdz powstajacy cytoszkielet staje
sie sam zrodtem dalszych sygnatéw (por. przyktad podany przez Tsukita i innych
[40]), a takze pewne enzymy sg aktywowane przez sam kontakt z cytoszkieletem,
np. grupa kinaz biatkowych aktywowanych kontaktem z cytoszkieletem mikro-
tubularnym [33]. W ten sposéb moze powstawaé okreslona morfologia komoérki.

Obie grupy mechanizmdw tgczg pewne podobienstwa, a mianowicie pewna su-
kcesja zjawisk i kolejnos¢, czyli hierarchia uruchamiania pewnych genéw kon-
trolujgcych rozwdj catego zarodka. A wiec nie tylko rozwdj, ale tez jego sktadowa,
czyli réznicowanie jest wobec tego pod kontrolg gendéw programu rozwoju zarodka.

Informacja przestrzenna réznicowania; wyznaczanie biegundw zarodka

W tym artykule uwage skupimy jedynie na oméwieniu tych mechanizméw, ktére
tworzg informacje przestrzenna, tzn. zwigzang z wyznaczaniem parametrow prze-
strzennych réznicowania. Formutujac bardziej kolokwialnie, zadajemy trzy pytania:
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1. W jaki spos6b zaptodniona komorka jajowa uzyskuje informacje, gdzie bedzie
przod i tyt oraz strona grzbietowa i brzuszna zarodka, a inaczej moéwigc, w jaki
sposéb odbywa sie uzyskanie polarnosci zarodka?

2. W jaki spos6b uzyskana polarno$¢ zarodka wyznacza pozycje komérek podejmu-
jacych okreSlony typ réznicowania, tworzgc regiony zarodka, np. wyznaczajac
cze$¢ przednia, Srodkowg i tylng zarodka (co mozna przyréwnaé do wytworzenia
flagi francuskiej sktadajacej sie z proporcjonalnych trzech odrebnie zréznicowa-
nych kolorystycznie czesci: niebieskiej, biatej i czerwonej zestawionych w odpo-
wiedniej proporcji i kolejnosci - model Wolperta [45].

3. W jakim stopniu mechanizmy regulujace podziaty réznicujace sg uniwersalnymi
mechanizmami genetycznej kontroli rozwoju?

Takie pytania zadawali sobie embriologowie od wielu lat, a zostaly one sfor-
mutowane w 1969 r. przez Lewisa Wolperta jako pytanie o0 mechanizmy tworzgce
informacje pozycyjng, ktérej wynikiem jest odpowiedZ poszczeg6lnej komorki za-
rodka (poprzez jej typ réznicowania nazwany ,interpretacjg uzyskanej informacji
pozycyjnej”) regulowana jej potozeniem w zarodku. O ile pytania sg stare, to
ostatnio co najmniej kilka odkry¢ stanowi zasadniczy postep w rozumieniu me-
chanizméw tworzenia informacji pozycyjnej.

Do geometrycznego opisu poszczegdlnej pozycji w zarodku mozna postuzyé
sie modelem wydtuzonego globusa z systemem koordynat Kartezjusza, a wiec:
z arbitralnie wyznaczonym jego biegunem przednim (A=anterior) i wobec tego
drugim biegunem tylnym (P = posterior). Wtedy okre$lenie dwéch wspdtrzednych
w tym zarodku obejmuje parametry jego diugosci, np. dana pozycja znajduje sie
wjednej trzeciej dtugiej osi ciata oraz parametry osi grzbietowo-brzusznej (D=dorsal
i V = ventral), np. w potowie tej osi, co wyznacza nam az dwie symetryczne
pozycje. Dopiero dodanie informacji lewa (L=left) i prawa (R=right) wyznacza
nam jednoznacznie jedng pozycje w tym modelu. Wzdtuz osi A-P mozna wyznaczy¢
szereg rownoleznikow; postugujac sie odliczaniem réwnoleznikdw wzgledem catej
osi A-P mozna wyznaczy¢ proporcjonalne regiony o odrebnej specyfikacji, np.
jako strefe przednig, $rodkowag i tylng lub jako strefe niebieska, biatg i czerwona
flagi francuskiej postugujgc sie modelem Wolperta (rye. 1).

Jednym z najbardziej zdumiewajgcych odkry¢ jest to, ze istotnie w rozwoju
zarodkéw wielu typéw mozna postuzy¢ sie modelem przedstawionym na rycinie
1 Otdéz w trakcie rozwoju najpierw zostajag wyznaczone bieguny zarodka. Istnieja
bardzo r6znorodne mechanizmy wyznaczania biegunéw zarodka. A oto kilka przy-
ktadow:

Lokalizacja wrzeciona mejotycznego moze by¢ Zrédtem wyznaczania bieguna
oocytu. W wiekszosci typow jaj Metazoa wykryto, ze aktywacja mejozy jest zwigzana
z aktywacjg MAP kinazy. Na przyktad, wchodzenie w mejoze jadra oocytu roz-
gwiazdy powoduje powstanie dwubiegunowego wrzeciona i wytworzenie mitoty-
cznych struktur astrow na obu biegunach. Jednakze tylko jeden biegun trwale
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B

RYCINA 1. Model zarodka z koordynatami Kartezjusza i specyfikacja tlagi francuskiej: P - przdéd; G
- stronagrzbietowa; T - tyk; B - stronabrzuszna; A-G - pozycje gradientu przednio-tylnego; 1-9 - pozycje
gradientu grzbietowo-brzusznego. Wyodrebnione sg trzy strefy: przednia, Srodkowa i tylna

zakotwicza pecherzyk zarodkowy i to jest miejsce przysztego bieguna animalnego
zarodka [31].

Wchodzenie komorek w mejoze i wytworzenie wrzeciona wymaga aktywnego
MPF (ang. Meiosis/mitosis Promoting Factor) sktadajgcego sie z kinazy biatkowej
cdc2 i cykliny BIl. Ostatnio okazalo sie, ze regulacja syntezy biatka cykliny Bl
z nieaktywnego mRNA jest indukowana wchodzeniem oocytu w mejoze [2,38],
a sama cyklina Bl jest zwigzana przestrzennie z wrzecionem [1]. Natomiast w
trakcie oogenezy wielu typdw zwierzat centrosomy nie powielajg sie w trakcie
dwu kolejnych cykli mejotycznych i albo wrecz zanikajg i ostatecznie dojrzate
jajo ma albo tylko jeden centrosom z pojedynczg centriolg, albo jest pozbawione
wiasnej centrioli (ssaki) [28]. W trakcie zaptodnienia plemnik wnosi wiasny cen-
trosom jako centrum organizacji cytoszkieletu determinujgcego wyznaczenie bie-
guna tylnego zarodka (ang. polar organiser), a nastepnie catej osi przednio-tylnej
ciata. Taki biegun nastepnie determinuje powstawanie osi tylno-przedniej, np. w
jaju Caenorhabditis elegans [13].

Polaryzujace oddziatywanie miejsca wnikniecia plemnika wykazano w rozwoju
zarodkdw zwierzecych, a ostatnio doswiadczalnie takze w zaptodnionym jaju glonu
Fucus [21].

Inny mechanizm wyznaczania biegunéw zarodka jest zwigzany z regulacja po-
tozenia oocytu w gonadzie, np. bieguny oocytu Drosophila melanogaster sg wy-
znaczane przez wzajemne oddzialywanie oocytu z otaczajgcymi somatycznymi
komorkami folikularnymi [16,42]. Oddzialywanie komo6rek somatycznych gonady
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RYCINA 2. Determinacjaosi zarodka Drosophila i r6znicowanie komérek folikularnych na: biegunowe,
ptytkowe i kolumnowe (wg [42]): 1,2 - kolejne potozenia jadra oocytu z przylegtym GURKEN; a -
determinacja grzbietowa komoérek folikularnych; b - determinacja tylna komérek folikularnych; a, b -
nabtonki kolumnowe; c - nabtonek ptytkowy; d - nabtonek biegunowy

moze by¢ zaréwno zrédiem polaryzacji jaja Drosophila, jak tez wyznacza typy
réznicowania przylegtych komoérek folikularnych gonady. W czasie oogenezy Dro-
sophila receptory EGFR (receptory nabtonkowego czynnika wzrostu, ang. Epidermal
Growth Factor Receptor) w komdrkach somatycznych sg aktywowane przez co
najmniej trzy odrebne typy ligandéw typu EGF. Sg to biatka: GURKEN, SPITZ
i ARGOS. Proces roznicowania zaréwno komdrek folikularnych, jak i samego
oocytu rozpoczyna sie przez migracje somatycznych komérek folikularnych po-
miedzy grupe komdrek odzywczych (ang. nurse cells) siostrzanych wzgledem oocytu
oraz migracje samego oocytu ku tytowi komory zarodkowej. Cze$¢ tych komorek
folikularnych zatrzymuje sie w kontakcie z oocytem tworzgc skupienie okragtych
komérek (tzw. pierwsza populacja komoérek folikularnych), inne migrujg po po-
wierzchni oocytu i tworzg zamknietg kapsute. W tym stadium samo jagdro oocytu
takze przesuwa sie ku tytowi komérki. W cytoplazmie, w okolicy tego jadra odbywa
sie synteza [39], a nastepnie wydzielanie na zewnatrz biatka GURKEN. Wydzielanie
liganda GURKEN na tylnym koricu oocytu ma cztery skutki:
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a) Aktywuje EGFR komorek folikularnych tylnych powodujac ich nieodwracalng
determinacje; odtad te komorki beda zrédiem sygnatéw wyznaczajgcych tylny
biegun oocytu.

b) Determinacja ta bezposrednio powoduje ich r6znicowanie w tak zwany nabtonek
kolumnowy (ang. columnar epithelium).

c) Determinacja bieguna tylnego wyznacza w oocycie zlokalizowane podczepianie
zaréwno koncow (+) mikrotubuli, jak iinnych specyficznych biatek, np. kinazy A
tylko w tyle oocytu.

d) Natomiast te komorki folikularne, ktore migrujgc otaczajg tylko komaérki odzywcze
(tzw. populacja druga) przeksztatcajg sie w sptaszczone komarki nabtonka ptytko-
wego (ang. epthelium squamosum) [16] (ryc. 2).

2. GRADIENTY MORFOGENOW WEWNATRZ ZARODKA
| GRADIENT ZEWNETRZNY AKTYWACJI RECEPTOROW
POWIERZCHNIOWYCH ZARODKA Drosophila

Tworzenie polarnosci zarodka; morfogeny

Pomiedzy biegunami powstaje o$ przednio-tylna (0$ AP) albo oocytu, albo zygoty
lub ten etap odbywa sie p6zniej juz w wielokomérkowym zarodku. Powstanie osi
AP wyznacza polarno$¢ osi zarodka. Polarno$¢ zarodka wigze sie w tej czy innej
formie z wytworzeniem przednio-tylnych itylno-przednich gradientéw determinant.
Biatka powstajagce z mRNA determinant albo mogg by¢ zakotwiczone w btonie
komérkowej, albo moga swobodnie przemieszczaé sie w cytoplazmie pojedynczej
komérki, albo tez pomiedzy komdrkami zarodka. Jezeli takie biatka przemieszczaja
sie ku przodowi i tytowi komorki, tworzg sie centra ich aktywnosci, a gdy sa
zakotwiczone biegunowo, powstajg jednobiegunowe gradienty stezen wzdiuz osi
AP (ryc. 3). Doswiadczalnie wykazano, ze morfogenami sg takie determinanty,
ktére w zarodku (jednokomorkowym czy tez wielokomoérkowym) tworza gradient
stezen, a nastepnie pewne krytyczne wartosci stezenia tego morfogenu wyznaczaja
kolejne strefy odrebnych loséw komorek [5]. Istniejg rozne mechanizmy tworzenia
spolaryzowanego zarodka. Znowu pare przyktadéw:

Dos$¢ prostym mechanizmem tworzenia osi AP moze by¢ samorzutne powstawanie
gradientéw receptoréw poznane wprawdzie na modelu ro$linnym, ale zapewne re-
alizowane w innych zarodkach zwierzecych. Tworzenie w btonie specyficznego
skupienia receptoréw zawierajagcych motywy EGF iich zwigzanie z cytoszkieletem
btony jest zapewne jednym z pierwszych zrddet polarnosci jaja. Tak np. jajo bru-
natnicy Fucus jest zupetnie apolarne i ma budowe komorki idealnie promienistej;
zrédtem polarnosci nie jest grawitacja, a kierunkowe o$wietlenie wyznaczajace po-
larne potozenie pedu zarodka. Ale nawet w kompletnej ciemnosci powstaje takze



78 A. 1J. KACZANOWSCY

RYCINA 3. Schemat rozmieszczenia gradientéw gtéwnych rodzaj mRNA wzdtuz osi AP oocytu
Drosophila, (wg [26] uproszczony). Przerywang linig zaznaczono stezenia biatek

0$ ciata; w sposob zupetnie przypadkowy najpewniej skutkiem pierwotnej przy-
padkowej kolizji receptoréw w dowolnym miejscu powstanie ich krotkotrwata akty-
wacja i ich zakotwiczenie z cytoszkieletem btonowym w postaci podbtonowego
skupienia aktyny wyznaczajace jeden biegun zarodka [21]. Prawdopodobnie taki
przypadkowy incydent pierwotny jest wzmagany przez pogtebiajgcg sie akumulacje
w plaszczyznie btony receptoréw plywajacych wokoto poczatkowej ,tatki” aktyn.
Wobec tego odbywa sie zlokalizowany wychwyt nastepnych receptorow wokot
tej ,tatki”, a to powoduje postepujace zmniejszanie ich liczby poza tym miejscem.
W ten sposdb moze powstawac pewien gradient gestosci wolnych receptoréw wokoto
aktynowej tatki” [7].

Zr6znicowanie biegunéw oocytu Drosophila prowadzi do zlokalizowanego trans-
portu pewnych transkryptéw w jaju i wytworzenia gradientéw determinant, ktérych
koncentracja wyznacza przyszte losy regionu. Pierwotne wyznaczanie biegunow
oocytu wigze sie z docelowym transportem mRNA pewnych czynnikdw transkry-
pcyjnych lub regulatorowych. Ot6z, nietranskrybowane odcinki tych mRNA tzw.
3’UTR, atakze 5’UTR (ang. 3’, 5 UnlranslatedRegions) mogg zawiera¢ sekwencje
rozpoznawane przez biatka regulacyjne, ktére posredniczg w podczepianiu sie trans-
kryptow do biatek motorycznych przesuwanych wzdiuz mikrotubul. Takie trans-
krypty sa zatem kierunkowo transportowane w komorce. Co wiecej transkrypty
niezwigzane z aparatem motorycznym podlegajg degradacji. Przemieszczane trans-
krypty moga by¢ takze zwiazane z czynnikami translacji. Dopiero ostateczne za-
kotwiczenie transportowanego transkryptu do okreslonego miejsca cytoszkieletu
podbtonowego uwalnia ten transkrypt i pobudza lokalng synteze biatka z matrycy
mRNA [22]. W przypadku oocytu Drosophila na biegunach oocytu jest zlokali-
zowany czynnik transkrypcyjny mRNA torso, a nastepnie tworzy sie przedni gra-
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dient mMRNA bicoid [24] i az trzy tylne gradienty: mRNA nanos (i nieuwzglednione
na rycinie) oskar i caudal (ryc. 3) [18]. Badania genetyczne rozwoju Drosophila
wykazaty, ze prawidtowa lokalizacja determinant polamosci w stadium wielojg-
drowego, jednokomdrkowego zarodka warunkuje jego prawidtowy rozwdj po wy-
odrebnieniu sie poszczeg6lnych komérek blastodermy. Ostatnio Ruden i inni [34]
stwierdzili, ze pewne biatka regulujgce fuzje plemnika z jajem sg takze niezbedne
dla tylnej lokalizacji mRNa oskar i lokalizacji pasma pitciowego na tylnym biegunie
oocytu.

Podobnie jest u kregowcdw; badania Gurdona i wspdtpracownikéw [6] wykazaty
zwigzek powstawania gradientu morfogenu czynnika réznicowania zwanego akty-
wing w zarodku ptaza (Xenopus) z mechanizmem wyznaczania informacji pozycyjnej
réznicowania poszczeg6lnych komoérek zarodka (a takze dziatania tego systemu
in vitro).

Warto jednak zauwazyé¢, ze takie gradienty determinant nie muszg dotyczyc¢
wytacznie cytoplazmatycznych mRNA, czynnikéw transkrypcyjnych lub jej regu-
latoréw, ale moze to byé gradient rozmieszczenie struktur podpowierzchniowych
pod btong stanowigcy tzw. korteks spetniajgcy funkcje determinant w rozwoju.
Takimi determinantami moga by¢ na przykiad niektére kinazy biatkowe w zygocie
Caenorhabditis elegans tworzace gradienty rozmieszczone odpowiednio na prze-
dnim i tylnym biegunie zygoty [12] (por. ryc. 7).

Powstaje jednak nastepne pytanie, w jaki sposéb poczatkowo ciggte gradienty
stezenia morfogendéw warunkujg powstanie regionalizacji, to znaczy powstawania
granic, ktore rozdzielg obszary, w obrebie ktérych komorki sg roznicowane w od-
mienny sposéb (takie jak granice pomiedzy czesciami niebieska, biatg i czerwong
we fladze francuskiej w modelu Wolperta).

Wytworzenie pierwotnej wstepnej regionalizacji ciata zarodka

W zarodku Drosophila wstepna regionalizacja dotyczy wytworzenia regionéw
przysztej gtowy, czeSci srodkowej i tylnej wraz z pasmem piciowym. Bedzie to
wiec praktycznie pierwsza realizacja problemu flagi francuskiej, w ktorym nadrzedng
kontrolna role petnig gradienty wystepowania mRNA czynnikéw regulujacych trans-
krypcje trzech gtownych genow, tzw. gendw przerwy (ang. gap genes) (ryc. 4,
gendw hunchback, Kriippel i knirps). Poczatkowo w jaju wystepuja dwie deter-
minanty: determinanta przednia, ktérg jest mMRNA bicoid i determinanta tylna, ktérg
stanowi mRNA nanos (ryc. 3). Dzieki temu o$ przednio-tylna jaja, a nastepnie
zarodka wyznaczona jest przez dwa gradienty produktow tych genéw, a wiec biatek
BICOID i NANOS dziatajgce w sposob przeciwstawny. Pierwotne dwa gradienty
biatek BICOID i NANOS wyznaczajg obszary ekspresji w zarodku kolejnych trzech
gendw, zwanych genami przerw (ang. gap genes) determinujacymi rozwéj gtowy
i tutowia (gen hunchback), przedniej czesci odwitoka (gen Kriippel) i tylnej czesci
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odwtoka (gen knirps). Delecje
tych genéw powodujg po-
wstanie skrdconych zarod-
kow, w ktérych brakuje od-
powiednio wymienionych

wyzej czesci zarodka (ryc. 4).
Ekspresja genu hunchback za-
lezy bezpos$rednio od gradien-
tu biatka BICOID poniewaz
biatko BICOID stanowi czyn-
nik transkrypcyjny, ktéry
aktywuje w zarodku transkry-
pcje genu hunchback. Gen ten
ma kilka wzmacniaczy poto-
zonych przed miejscem przy-
taczenia kompleksu trans-

krypcyjnego iz ktérymi tgczy
sie biatko BICOID. Badania

RYCINA 4. Ekspresja transkryptow
gendéw przerwy (gap genes) w oocycie
Drosophilajako realizacja modelu flagi
francuskiej (kombinacja réznych ry-
sunkow wg Gilberta [11]); rysunek gor-
ny - schemat regionalizacji aktywnosci
MmRNA: bicoid, Krippel i knirps w sta-
dium wielojadrowego zarodka z wyod-
rebnionymi komoérkami linii piciowej
na biegunie tylnym, ponizej schematy
tej regionalizacji z wyodrebnionymi re-
gionami biegunowymi (puste regiony)
oraz schematy kolejnosci tych regio-
néw: a- w linii dzikiej;b- w przypadku
delecji lub mutacji genu hunchback (za-
znaczony obszar ekspresji) obserwuje
sie ubytek tylnej czesci gtowy i tutowia
(brak segmentu wargowego i trzech
segmentéw tutowia); ¢ - w przypadku
delecji lub mutacji genu Kruppel (za-
znaczony obszar ekspresji w Srodkowej
czesci zarodka) nie tworzasie segmenty
tutowia i pie¢ pierwszych segmentéw
odwitoka; d - w przypadku delecji lub
mutacji genu knirps (zaznaczony tylny
obszar ekspresji) nie powstaja segmen-
ty odwtokowe od drugiego A2 do si6d-
mego A7
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z uzyciem konstruktow genetycznych zawierajgcych rézng liczbe wzmacniaczy tran-
krypcji genu hunchback oraz gen reporterowy wykazaty, ze ostra granica ekspresji
genu reporterowego przebiegajgca w srodkowej czeSci zarodka wymagata pieciu
wzmacniaczy, a przy mniejszej liczbie wzmacniaczy granica stawata sie nieostra.
Biatko HUNCHBACK takze jest czynnikiem transkrypcyjnym i aktywuje kolejne
geny kaskady genow programu. Ponadto HUNCHBACK przytgcza sie do wiasnego
mRNA iblokujejego translacje, co dodatkowo wzmacnia granice pomiedzy przednim
i dalszymi cze$ciami zarodka. Widzimy wiec, ze u Drosophila produkty matczynych
MRNA bicoid i nanos wyznaczajace 0§ A-P (ryc. 2) prowadzg do wstepnej realizacji
modelu flagi francuskiej (ryc. 4, gorna czes¢).

Ale sg i inne mechanizmy regionalizacji: Podziaty r6znicujgce w bruzdkowaniu
zygoty Caenorhabditis elegans prowadzag réwniez do wstepnej regionalizacji [3]
(ryc. 7 A).

Wzajemne oddzialywanie sygnatdéw i ich inhibitoréw zarodka i gonady
Drosophila zrédiem instrukcji réznicowania; problem twin peaks

Jeszcze raz przypomnijmy, ze w oocycie Drosophila po wytworzeniu osi prze-
dnio-tylnej odbywa sie migracjajgdra oocytu z pozycji tylnej do przedniej, a zarazem
grzbietowej (ryc. 2). Jadro oocytu przesuniete na nowe miejsce powoduje, ze sygnat
GURKEN jest wydzielany tylko po grzbietowej stronie zarodka do ptynu peri-
witellarnego pobudzajac przylegte grzbietowe komorki folikularne do wytworzenia

RYCINA 5. A - rozchodzenie sie sygnatéw aktywujgcych MAP Kkinazy i sygnatu hamujacego (ARGOS)
w grzbietowym nabtonku folikularnym wykazujgcym poczatkowo najwyzsza aktywno$¢ MAP kinaz
(srodkowy schemat aktywacji zaznaczony linig kropkowang) i tworzenie gradientu dwuwierzchotkowe-
go tej aktywacji (dwa boczne szczyty) (twin peaks) i B - stadium p6zniejsze rozmieszczenie wyrostkow
oddechowych i symetrycznych gradientéw grzbietowo-brzusznych w zarodku Drosophila: a- komérki
folikularne; b - wyrostki oddechowe; ¢ - chorion; d - gradient biatka DECAPENTAPLEGIC (DPP); e
- gradient DORSAL hamujacy ekspresje DPP; f - brzuszny gradient biatka NUDEL
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szeregu nowych transkryptéw, a nastepnie biatek. Tylko grzbietowo potozone ko-
morki folikularne wydzielajg do przestrzeni periwitelarnej biatko sygnalizacyjne
SPITZ w formie nieaktywnej (pre-SPITZ) i biatko proteolityczne RHOMBOID
aktywujace SPITZ. Oba sygnaty GURKEN i SPITZ odbierane sg przez receptory
btonowe komdrek follikularnych typu EGFR i aktywujg w tych komoérkach kinazy
mitogenne (ang. MAP kinases). Wysoki poziom aktywacji kinaz mitogennych
w komérkach follikularnych grzbietowych hamuje synteze biatka NUDEL, a po-
budza synteze i wydzielanie do przestrzeni periwitelarnej biatka ARGOS. ARGOS
taczy sie z receptorami btonowymi typu EGFR tych samych komdrek folikularnych,
ktére go wydzielaty. Biatko to jednak dziata przeciwstawnie w stosunku do biatek
SPITZ czy GURKEN, bo jest inhibitorem wygaszajgcym aktywno$¢ kinaz mi-
togennych. W rezultacie w nabtonku folikularnym po stronie grzbietowej oocytu
wystepuje nastepujgca sekwencja zdarzen: najpierw silnaaktywacja kinaz, a nastepnie
jej wygaszenie. Zarowno fala aktywacji, jak i nastepnie wygaszania rozchodzg sie
ze strony grzbietowej symetrycznie na boki. W ten spos6b powstajg wkrotce dwa
symetryczne podgrzbietowe szczyty omawianego gradientu aktywacji kinaz mi-
togennych. Sgto dwa miejsca intensywnego powielania sie komorek folikularnych,
ktére nastepnie zwrotnie dziatajg na zarodek i powoduja wyznaczenie miejsc wy-
tworzenia dwoch ptatéw oddechowych. Zjawisko to zostato obrazowo nazwane
mianem tworzenia podwojnych wierzchotkdw (ang. twin peaks [43] (ryc. 5
A i B).

Wytworzenie osi grzbietowo-brzusznej zarodkéw
Drosophila melanogaster i Caenorhabditis elegans

OS$ grzbietowo-brzuszna (0§ DV)jest tworzona przez rézne mechanizmy w réznych
typach Swiata zwierzecego. | znowu repertuar mechanizmow tworzenie tego gradientu
moze opiera¢ sie na procesach wzajemnego przekazywania sygnatéw lub na réz-
nicujacych mitozach.

Dla muszki owocowej Drosophila melanogaster mechanizmy tworzenia tych
osi zostaty odkryte w ostatnim dziesiecioleciu [15,37]. W jednokomérkowy m zarodku
powstaja dwa typy osi; jedna to 0§ AP oraz druga zwigzana z wyznaczeniem strony
grzbietowej (a wiec potudnika zerowego na ryc. 1) i dwubocznych gradientow
grzbietowo-brzusznych. Proces tworzenia tych gradientdw rozpoczyna sie (jak to
opisane jest powyzej) w somatycznych komdrkach folikularnych aktywacjag MAP
kinaz i gradientowga inhibicjg wystepowania biatka NUDEL w ich btonie wy-
Scietajacej przestrzen periwitelarng. Po stronie grzbietowej zarodka brak jest biatka
NUDEL, a wystepuje wobec tego gtéwnie po stronie brzusznej tworzac gradient
brzuszno-grzbietowy NUDEL w btonie komorek folikularnych stanowigcych oston-
ke zottkowa kapsuty jajowej (ryc. 6). W plynie przestrzeni periwitelarnej znajduje
sie szereg nieczynnych zewnetrznych proteaz serynowych (GASTRULATION DE-
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RYCINA 6. Przykitad gradientu aktywacji receptora TOLL przez $rodowisko zewnetrzne tworzace
gradient brzuszno-grzbietowy zarodka Drosophila. Rola biatka NUDEL i kolejnych proteaz w przetwa-

rzaniu prekursora SPATZLE w przestrzeni periwitelamej: a - chorion, b - ostonka zéttkowa kapsuty
jajowej; c - przestrzen periwitelarna; d- btonajaj/komorek zarodka; e - cytoplazma; f- otoczkajgdrowa,

g - regulacja transkrypcji na chromatynie
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RYCINA 7. Przebieg determinacji informacji pozycyjnej w czterech blastomerach Caenorhabditis
elegans: A - wytworzenie przednio-tylnej osi zygoty z przesunietym ku tytowi jadrem (strzatki) i tylng
determinantg bieguna mitotycznego (SP=ang. spindle pole) oraz gradientowe rozmieszczenie biatek
PAR-3 i kinazy PKC-3 od bieguna przedniego (a), biatek PAR-2 i PAR-1Kkinazy serynowo-treoninowej
od bieguna tylnego (b) oraz strefy ziarnistosci (c) (wg [12]); B - drugi podziat postzygotyczny, w ktédrym
odbywa sie rotacja wrzeciona mitotycznego w blastomerze tylnym P 1(schemat) i mitozy réznicujace obu
blastomeréw; biatko PAR-3 przypadnie dwu przednim blastomerom, biatko PAR1 tylnym, a ziarnistosci
bedg zlokalizowane wytgcznie w tylnym biegunowym blastomerze; C - powstate cztery blastomery to:
blastomer tylny wysytajacy sygnat X (DELTA); odbierany przez blastomer grzbietowy (uprzednio
przedni), blastomer przedni niestymulowany sygnatem i blastomer brzuszny nieprodukujacy sygnatu
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FECTIVE, SNAKE i EASTER) oraz nieczynny ligand SPATZLE. Biatko NUDEL
indukuje kaskade aktywacji proteaz serynowych (ktére aktywuja sie kolejno przez
proteolityczne odcinanie fragmentu peptydu, podobnie jak to jest w przypadku akty-
wacji fibrynogenu w krwi) (ryc. 6, nozyce). Dopiero ostatnia proteaza EASTER
aktywuje ostatecznie Uganda SPATZLE. Ta aktywacja zachodzi w przestrzeni peri-
witelarnej gtéwnie po stronie brzusznej zarodka.W ten sposéb SPATZLE aktywuje
tylko po stronie brzusznej receptory TOLL réwnomiernie rozmieszczone w ko-
madrkach blastodermy zarodka. A wiec gradientowy charakter aktywacji receptoréw
TOLL jest zdeterminowany przez gradient zewnetrzny rozmieszczenia biatka NU-
DEL w ostonce. Aktywowane receptory TOLL oddziatujg na cytoplazmatyczne,
nieczynne heterodimery biatek CACTUS i DORSAL (przez fosforylacje biatka
CACTUS prowadzace do uwolnienia i aktywacji DORSAL). Biatko DORSAL jest
czynnikiem transkrypcyjnym wnikajagcym dojadra, aktywujacym transkrypcje genéw
brzusznych (w tym takze transkrypcje genu DORSAL) Wobec tego w blastodermie
brzusznej powstaje dodatkowa porcja biatka DORSAL, ktéry hamuje transkrypcje
genu decapentaplegic. Wobec tego, biatko DECAPENTAPLEGIC jest wydzielane
do ptynu periwitelarnego wytgcznie przez komorki blastodermy po stronie grzbie-
towej zarodka (ryc. 6).

DECAPENTAPLEGIC jest bardzo waznym morfogenem, ktéry jest ligan-
dem aktywujgcym receptory typu TGF-B (ang. Transformation Growth Factor
R), a wiec ligandem receptoréw czynnika transformujgcego. Te ligandy receptora
TGF-B majg swéj odpowiednik u kregowcoéw w postaci biatek BMP (ang. bone
morphogenetic protein). W ten sposdb powstajg w koricu w osi dorso-ventralnej
D-V gradienty grzbietowo-brzuszne aktywacji TGF-B i brzuszno-grzbietowe DO-
RSAL. Od stezenia tych morfogenéw zaleza dalsze losy poszczeg6lnych grup ko-
morek w osi grzbietowo-brzusznej zarodka: np. komorki blastodermy grzbietowej
przeksztatca sie w ektoderme grzbietowg larwy, komérki potozone po stronie brzu-
sznej przeksztatca sie w mezoderme, a komdrki potozone bocznie stang sie neu-
rektoderma przysztej larwy. Mozna zauwazy¢, ze opisany proces jest skomplikowany
i nuzacy dla czytelnika. A jednak taki wieloetapowy proces tworzenia osi DV
jest konserwowany ewolucyjnie w embriogenezie i morfogenezie zarébwno owadow,
jak i kregowcow.

Powstanie osi grzbietowo-brzusznej nicienia Caenorhabditis elegans odbywa sie
jednak przez podziaty r6znicujgce. Osiowe i polarne rozmieszczenie réznych sktad-
nikow korteksu zaptodnionego jaja nicienia (ryc. 7 A) stanowi informacje kon-
trolujagcqg wyznaczanie geometrii potozenia bruzd cytokinetycznych w blastomerze
przednim (AB) i tylnym (PI) (ryc. 7 B). W tym bruzdkowaniu determinacyjnym
prowadzi to do zréznicowania czterech blastomeréw. Mutacje typu par (ang. par-
titioning) C. elegans odnoszg sie wtasnie do czynnikéw kontrolujacych prawidtowg
symetrie podzialdw postzygotycznych. Prawdopodobnie aktywacja cytoplazmaty-
cznej kinazy serynowo-treoninowej PAR 4 kontroluje zakotwiczanie biatek PAR
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6 i pewnej odmiany kinazy biatkowej C (PAR 3) tylko w przedniej czesci jaja,
a ziarnisto$ci (tzw. ziarnistosci P) biatka cytoszkieletalnego PAR 2 i innej kinazy
serynowo-treoninowej PAR 1 - wylgcznie w tyle zarodka. Zaptodnione mutanty
matczyne gendw par szybko ging w stanie homozygotycznosci, a heterozygoty
charakteryzuje rownomierne rozmieszczenie biatek w korteksie zaptodnionego za-
rodka. Wadliwe rozmieszczenie bruzd cytokinetycznych prowadzi do powstania
nieprawidtowych zarodkéw i ich $mierci. Tylko heterozygoty powstate z zaptod-
nienia prawidtowego jaja plemnikiem niosgcym mutacje par sg prawidtowe i zy-
wotne. Z tych danych wynika, ze rozmieszczenie biatek w osi AP ma znaczenie
determinujgce dla wyznaczania potozenia bruzd cytokinetycznych w trakcie bruzd-
kowania determinacyjnego (ryc. 7). W trakcie dwéch kolejnych podziatéw bruzd-
kowania C. elegans [3,44] polaryzacja wrzecion mitotycznych wyznacza deter-
minacje przedniego i tylnego oraz grzbietowego i' brzusznego blastomeru

(ryc. 7 C).

3. MECHANIZM INDUKCJI EMBRIONALNEJ:
PRZYKELAD SZLAKU PRZEWODNICTWA SYGNALU
WINGLESS (WNT)/RECEPTOR FRIZZLED -
MODELE SEGMENTACJI

Indukcja embrionalna i rola R-kateniny w szlaku przekaznictwa
mechanizmem tworzenia granicy roznych losow przyleghych komorek
w obrebie nablonka ektodermy Drosophila

W obrebie dziatania tych samych gradientow morfogenéw moga powstawac
ostre granice pomiedzy losami przylegajacych do siebie komérek. Zrédtem takiego
réznicowania moze byé wzajemne oddziatywanie komérek w strefie ich przylegania
za posrednictwem czasteczek adhezyjnych, takich jak kadheryny. W czasie przy-
legania (adhezji) komorek aktywne sg kadheryny, co ma trojakie skutki; po pierwsze
odbywa sie lokalna polimeryzacja cytoszkieletow pod btong zlepionych komorek,
po drugie zwiekszone wydzielanie czasteczek sygnalizacyjnych z jednej komorki
powoduje inhibicje tego procesu w komaorce przylegtej, ato moze stanowic przyczyne
zréznicowania loséw komorek na te, ktére sg zrédtem sygnatéow i sasiednie, ktére
je odbierajg (ryc. 8 A).

Oddziatywanie jednych komorek, ktore determinuje losy innych komorek, na-
zywamy indukcjg embrionalng. Termin ten zostat wprowadzony przed okoto sie-
demdziesieciu laty przez Spemana i Mangolda, ktérzy wykazali, ze komérki gérnej
wargi blastoporu zarodka ptaza (nazwane przez nich organizatorem) przeszczepione
na brzuszna strone zarodka moga indukowaé powstanie drugiej osi ciata, to znaczy
drugiej cewki nerwowej, drugiej struny grzbietowej i towarzyszacych jej somitow.
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W ciggu ostatnich 10 lat okazato sig, ze podobny rezultat mozna otrzymacé przez
wstrzykniecie do brzusznej czesci zarodka ptaza transkryptu mRNA beta kateniny
oraz mRNA biatek regulujacych poziom biatka cytoplazmatycznej (3-KATENINY
[19]. (3-KATENINA jest biatkiem, ktére w formie spolimeryzowanej wystepuje
powszechnie przy potgczeniach zwierajacych (ang. adherens junctions) bion ko-
mdrkowych zlepionych przy pomocy adhezyjnych biatek przezbtonowych kadheryn
pomiedzy przylegtymi komdrkami nabtonka. Niespolimeryzowana, czyli wolna
(3-KATENINA wystepujaca na terenie cytoplazmy zwykle podlega najpierw fo-
sforylacji, a nastepnie cate biatko degraduje. Jezeli nie nastgpi szybko proces usuniecia
wolnej (3-KATENINY z cytoplazmy, wtedy moze ona wej$¢ do jadra komorki,
gdzie wspétdziata w pobudzeniu nowych typow transkryptéw. Takie zjawisko akty-
wacji nowych typéw transkrypcji przez wolng (3-KATENINE zachodzi tylko w
niektdrych komadrkach w czasie rozwoju zarodkowego. (3-KATENINA jest stale
syntetyzowana (na niskim poziomie) i degradowana w komérkach zarodka, a po-
wstanie wolnej P-KATENINY wymaga wytaczenia procesu fosforylacji (J-KA-
TENINY przez specjalng kinaze nazywang u owadow zeste-white, ajej odpowiednik
u kregowcéw GSK-3. Inaktywacja tej kinazy nastepuje w odpowiedzi na sygnat
WINGLESS (nazwa sygnatu u owaddw) lub WNT (odpowiednik u kregowcow).
W nabtonku przed indukcjg embrionalng stabe sygnaty WINGLESS/WNT wysytane
sa przez sa przez wszystkie komorki zawierajace potgczenia kadherynowe. Wystanie
sygnatu do sasiedniej komorki powoduje wzmocnienie wilasnej aktywnosci syg-
natowej, natomiast w przylegtych komaorkach wygasza te sygnalizacje. W przypadku
ptaza komérki tzw. centrum Nieuwkoopa wysytajg odpowiedni sygnat WNT, ktéry
wigze sie z receptorem serpentynowym FRIZZLED (majacym charakterystyczng
budowe z siedmioma domenami przezbtonowymi). Aktywacja tego receptora pro-
wadzi do aktywacji pewnego inhibitora (biatka DISHEVELLED) inaktywujgcego
kinaze typu zeste-white/GSK-3. Komorki tego centrum stajg sie komérkami indu-
kujacymi przemiany w przylegtym nabtonku. Powstaje granica pomiedzy komoérkami
indukujgcymi i tymi, ktére podlegajg indukcji embrionalnej.

Takie zjawiska obserwuje sie rGwniez w rozwoju zarodkowym Drosophila. Przy-
ktadem jest tu bardzo wczesna segmentacja blastodermy zarodka Drosophila wzdtuz
jego osi przednio-tylnej z udziatem sygnatéow WINGLESS i receptora FRIZZLED,
sprzezonymi z aktywacjg sygnatow HEDGEHOG i receptorami PATCHED na-
wzajem wygaszajacymi swoja aktywnos¢ (ryc. 8 B). Powoduje to powstanie granicy
pomiedzy segmentami z segmentalnie powtarzalnym znacznikiem morfologicznym
w postaci pojawiania sie kutikularnych zgbkéw w komaérkach wydzielajacych ligandy
WINGLESS. Jak sie okazato [35], receptory typu FRIZZLED warunkujg polarnosé
w ptaszczyznie nabtonka podlegajgcego metamerycznej segmentacji (wiecej szcze-
gotow [17] (ryc. 8 B).
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RYCINA 8. Mechanizm indukcji embrionalnej: A - szlak przekaznictwa sygnatu WINGLESSAVNT na
receptorze FRIZZLED i wzajemne réznicujace oddziatywanie dwdch komérek na siebie; lewa komérka
wysyta sygnat odbierany przez komérke prawa i schemat dziatania B-KATENINY (dalsze objasnienia
w tek$cie); B - schemat przekaznictwa sygnatu WINGLESS produkowanego w przedniej komérce
blastodermy zarodka Drosophila na uruchomienie transkrypcji przez 3-KATENINE, a w koricu pobu-
dzajacej wysytanie sygnatu HEDGEHOG w tylnej komorce. Sygnat HEDGEHOG dziatajagc zwrotnie
na komarke przednia pobudza dodatkowg produkcje sygnatu WINGLESS, ato prowadzi do ré6znicowania
loséw przedniej i tylnej komorki tworzac granice parasegmentu; a - zabki kutikularne przedniej komérki,
b - granica parasegmentu (gruba strzatka); P - przéd; T - tyt
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Indukcyjna rola (3-kateniny w metamerycznym wytwarzaniu polipow
w hydrze

Jednym z najwazniejszych proceséw podczas morfogenezy wielu typow zarodkdéw
bezkregowcow i kregowcéw jest kolejne, a nie réwnoczesne powstawanie seg-
mentéw i somitéw w trakcie wczesnej fazy rozwoju. Sg to procesy ztozone i nie
do korica poznane, a wigzg sie hierarchicznym powstawaniem kolejnych szczytéw
aktywnos$ci morfogendw wzdtuz osi AP ipowtarzalnym r6znicowaniem sie komadrek
w trakcie rozwoju. Podajemy tylko jeden z wielu modeli [10].

Ostatnio Hobmayer iinni [23] wykryli wysoki poziom wolnej (cytoplazmatycznej)
(3-KATENINY w paczkach i w regenerujacym zawigzku paczka gtowowego hydry.
W genomie tego jamochtona wykryto istnienie wszystkich ortologicznych gendéw
kodujacych biatka tego szlaku przekaznictwa. A co najwazniejsze okazato sie, ze
(3-KATENINA wyizolowana z hydry i wstrzyknieta po stronie brzusznej zarodka
ptaza indukuje powstanie drugiej osi ciata w zarodku ptaza, podobnie jak miato
to miejsce z implantacjg organizatora w do$wiadczeniach Spemmana i Mangold
i wstrzyknieciem mRNA $-kateniny ptaza w doSwiadczeniach Gugera i Gumbinera
[19].

Hydra jest zwierzeciem o pierwotnej symetrii promienistej; ma oS AP, ale nie
ma osi grzbietowo-brzusznej. Polip (gtowa) hydry nie jest tez catym zarodkiem,
ale ma zdolno$¢ do morfogenezy i regeneracji po amputacji gtowy polipa. Poza
tym wzdtuz osi AP nawet nie uszkodzonych hydr mogg powstawa¢ w pewnych
odstepach paczki boczne tworzace gtowy potomnych polipéw. Paczki potomnych
polipbw mogg powstawac jedynie w pewnej odlegtosci od gtowy macierzystego
polipa. W zawigzkach tych pgczkdéw jest wykrywany bardzo wysokie stezenie wolnej,
cytoplazmatycznej (3-KATENINY i jednorazowo tworzony jest tylko jeden polip
(ryc. 9 A).

Aby wyjasni¢ takie czasowe i przestrzenne zalezno$ci, mozna przyjaé model
teoretyczny Gierera i Meinhardta [10] z zalozeniami a priori zaproponowanymi
przez autoréw, a nastepnie obserwowaé¢ w komputerze zmiany w kolejnych wy-
kresach stezenia hipotetycznego morfogenu wzdtuz osi poziomej AP. Synteza mor-
fogenu (w tym przypadku (3-KATENINY) jest procesem autokatalityczny m. Odciecie
starej gtowy powoduje powstanie tagodnego gradientu morfogenu wzdtuz osi AP
pozostatej czesci polipa (ryc. 9 B, wykres gérny). Wymaga to zatozenia, ze wszystkie
komorki hydry zachowujg zdolno$¢ do produkcji niewielkiego stezenia wolnej
(3-KATENINY, a jednocze$nie z tylnego bieguna rozchodzi sie gradientowo ku
przodowi inhibitor wystepowania (syntezy lub uwalniania) wolnej [3-KATENINY.
Po odcieciu starej gtowy przez eksperymentatora, stymulowana przyranna przednia
cze$¢ polipa wytwarza coraz wiecej morfogenu i staby gradient zamienia sie w
bardzo stromy gradient z wyraznym przednim szczytem (ryc. 9 B drugi wykres).
Po osiggnieciu pewnej wartosci progowej te same komorki strefy przyrannej, ktdre
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RYCINA 9. A - rozmieszczenie osi ciata i organizatora gtowy polipa w hydrze i (3-KATENINY w
regenerujagcym jamochtonie i B - model teoretyczny periodycznego pojawiania sie takich organizatoréw
(wg [10])

wytwarzajg morfogen, zaczynajg produkowac jego inhibitor, ktéry rozchodzi sie
w drodze dyfuzji ku tylowi i to znacznie szybciej niz postepuje aktywacja gradientu
morfogenu. To wyklucza powstanie kolejnej gtowy zbyt blisko starej. Jezeli jednak
zatozymy, ze zasieg dyfuzji inhibitora z bieguna przedniego organizatora gtowy
jest jednak ograniczony, to na osi AP powstaje nowe miejsce, w ktéorym moze
ujawnic sie znowu aktywacja morfogenu. Powstaje miejsce na nowy paczek, skoro
tworzy sie nastepny szczyt gradientu morfogenu (ryc. 9 B, dwa wykresy dolne).Ta
sytuacja moze sie powtarza¢ przy tworzeniu kolejnych paczkéw wzdituz osi AP.
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Model ten zostat zaproponowany okoto 30 lat temu przez Gierera i Mainhardta
[10] i pod nazwag modelu inhibicji bocznej, ktéry dobrze ilustruje obserwacje
nad hierarchicznym pojawianiem sie segmentacji zarodka (metameréw i somitéw)
w trakcie embriogenezy wielu stawonogdéw i kregowcow. Jednakze dopiero obecnie
znaleziono mechanizm molekularny, ktory bytby zgodny z tym modelem.

4. MECHANIZM INHIBICJI BOCZNEJ] -
WYZNACZANIE LOSU POSZCZEGOLNEJ KOMORKI
W NABLONKU NEUREKTODERMALNYM;
SZLAK PRZEKAZNICTWA DELTA/RECEPTOR NOTCH

W trakcie rozwoju zarodkéw bezkregowcow i kregowcdw zaobserwowano, ze
w obrebie jednolitej warstwy neurektodermy zarodka tylko niektére komorki po-
dejmujg los A (w tym przypadku tworzg komarki o charakterze pierwotnych komaérek
neuroblastéw), podczas gdy komorki otaczajgce pozostajg komdrkami nabtonko-
wymi, a wiec podejmuja los nie A. A wiec nie chodzi tu o graniczne stezenia
morfogenu w obrebie osi ciata zarodka, a tylko o warunki rekrutacji niektérych
komérek w zespole tak, aby podjety inng droge réznicowania Jaki jest mechanizm
takiego r6znicowania?

Ot6z jezeli w obrebie warstwy nabtonka przypadkowa jedna komérka zaczyna
nieco wczesniej wydziela¢ czasteczke sygnatowg DELTA, to ten sygnatjest odebrany
przez sasiednie komérki przez ich receptory NOTCH. Odebranie sygnatlu DELTA
w komorkach sagsiadujacych z komorka sygnalizujacg powoduje zahamowanie (in-
hibicje boczng) wydzielania tego sygnatu przez nie. Tak na zasadzie sprzezenia
zwrotnego kilkakrotne powtdrzenie inhibicji autokrynnego wydzielania DELTA
przez komoérki otaczajagce komorke sygnalizacyjng prowadzi do réznicowania ich
loséw [36].

Warto zauwazy¢, ze podobne procesy dyskryminacji loséw poszczegdlnych bla-
stomeréow u C. elegans zalezag w dwublastomerowym zarodku od emisji sygnatu
GLP (typu sygnatu DELTA) odbieranego przez receptory typu NOTCH zlokali-
zowane w grzbietowym blastomerze (ryc. 7 C) [14].

5. EKSPRESJA GENOW HOMEOTYCZNYCH
JAKO PRZESTRZENNA SPECYFIKACJA
ROZNICOWANIA POSZCZEGOLNYCH METAMEROW
LUB CZESCI ZARODKA

Definicja i cechy gendéw homeotycznych
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Od dawna znane sg mutacje, ktére u muchy powodujg zmiany przydatkdw chara-
kterystycznych dla danego segmentu owada na przydatki charakterystyczne dla
innego segmentu. Najbardziej znanymi sg mutacje genu bithorcuc, ktére powoduja
zamiane przezmianek na peine skrzydfa bloniaste, a wiec powstanie much czte-
roskrzydtych i mutacje genu Antennapedia, ktére powodujg, ze na gtowie owada
zamiast czutkéw wyrastaja w petni uksztattowane odn6za kroczne. Mutacje tego
typu zostaty nazwane mutacjami homeotycznymi, a geny, w ktérych one wystepuja,
genami homeotycznymi. Geny te kodujg biatka, ktére sa czynnikami transkrypcyj-
nymi. Zawierajg one bardzo silnie konserwowang domene ztozong z 60 amino-
kwasow o konformacji helisa-skret-helisa, ktéra wigze sie z wzmacniaczami
odpowiednich genéw. Odkrycie tej domeny i kodujacego jg odcinka DNA na-
zwanego ,homeoboksem” pozwolito na otrzymanie odpowiedniej sondy moleku-
larnej i przy jej pomocy na przeszukanie genoméw wielu zwierzat. Okazato sie,
ze geny hox (to znaczy takie geny, ktére zwierajag homeoboks) wystepujg we wszy-
stkich typach Metazoa poczynajgc od jamochtonow i ze geny te podlegajg ekspresji
podczas wczesnego rozwoju zarodkowego. U kregowcow znaleziono cztery zespoty
genéw hox, ktdére znajdujg sie na czterech réznych chromosomach (autosomach).
Zespoty gendw hox u kregowcdw oznaczono przy pomocy liter A, B, C i D, a
poszczeg6lne geny w zespole kolejnymi numerami, np. hox Al, A2... A13, B1...B13,
C1...C13 i DI, .. D13. Geny oznaczone réznymi literami i tym samym numerem
sg w cato$ci homologiczne wzgledem siebie. Natomiast geny oznaczone réznymi
numerami (np. Al, A2,...) wykazuja silng homologie jedynie w obrebie homeoboksu.
Dla poznania funkcji genéw hox w embriogenezie ssakdw wykonano szereg no-
kautéw tych gendw u myszy. Pierwszym znokautowanym genem byt gen hox A3.
Okazato sig, ze w homozygotycznym zarodku z takim nokautem wystepuje nie-
dorozwdéj m.in. zuchwy, grasicy i przedniego tuku aorty. Z kolei nokaut genu hox
D13 spowodowat jedynie skrdcenie palcdw w czesciach dystalnych we wszystkich
czterech koriczynach myszy. Od dawna znane sg wystepujace niekiedy u ludzi
dziedziczne wady dotyczace rozwoju dtoni i stdp. Sa to m.in. przypadki synpoli-
daktylii, w ktérych wystepuje duplikacja palca wskazujgcego, a zarazem dodatkowy
palec jest zro$niety z jednym lub dwoma sasiednimi palcami. Przy pomocy od-
powiednich sond udato sie powieli¢ sekwencje genu hox D13 u ludzi dotknietych
synpolidaktylig oraz u ludzi zdrowych. Okazato sig, ze synpolidaktylia zwigzana
jest z wystepowaniem nieco dtuzszej sekwencji tego genu [29]. Natomiast delecja
genu HOXa 13 jest zwigzana z niedorozwojem powodujacym zmniejszenie liczby
palcéw (hypodaktylig) [32]. A wiec u ludzi odnaleziono odpowiedniki pewnych
mutacji homeotycznych owada.

Najbardziej zdumiewajacg cechg gendw homeotycznych jest to, ze geny te tworza
w genomie poszczegdlnego zwierzecia wyrazne zespoty, a porzadek i wystepowania
poszczegblnych genéw na chromosomie $ci$le koreluje z ich przestrzenng ekspresja
wzdtuz osi przednio-tylnej ciata (obserwacja Lewisa z 1964 r. nagrodzona nagroda
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Nobla w 1995 r.) [30]. Zrozumienie molekularnych uwarunkowan powodujgcych
linearny porzadek powstawania transkryptéw kolejnych genéw homeotycznych w
zespotach genéw homeotycznych ito w pewnym porzadku przestrzennym w zarodku
stato sie podstawg dla rozwazan nad ewolucjg mechanizméw embriogenezy w od-
miennych typach Swiata zwierzecego. Nalezato réwniez rozwazyé, czy ekspresja
gendw homeotycznych wigze sie wylgcznie z polarnosciag catego zarodka, czy tez
przynajmniej w niektérych typach embriogenezy wigze sie z komoérkowymi me-
chanizmami wyznaczajagcymi polarno$¢ indywidualnej komorki.

Zmiany w funkcjonowaniu gendw homeotycznych
W programowaniu rozwoju réznych typdw Swiata zwierzecego

W poszczegblnych typach $wiata zwierzecego zasadniczo odpowiadajgce sobie
zespoty genow homeotycznych sg zwigzane z odmiennymi typami embriogenezy,
prowadzacymi do zupetnie réznych typéw budowy formy dorostej. Przyktadem
mogg by¢ jamochtony, ktére majg budowe ciata spolaryzowang wzdtuz osi prze-
dnio-tylnej i ta polarno$¢ (wyrazona chocby gradientami i rozmieszczeniem (3
KATENINY) niesie informacje morfogenetyczng. Natomiast w tej grupie zwierzat
okreslanych jako Radialia brak jest osi grzbietowo-brzusznej, a wiec jest to cecha
wyrézniajgca je w stosunku do wszystkich zwierzat o symetrii dwubocznej (Bi-
lateralia). Z porownania ekspresji przestrzennej i czasowej genéw homeotycznych
w réznych typach $wiata zwierzecego wynikty trzy wnioski ogoélne:

Po pierwsze mutacje genéw homeotycznych, czyli mutacje homeotyczne sa wy-
razane albo jako brak pewnej okolicy ciata, albo jako btgd w kolejnosci prze-
dnio-tylnej poszczeg6lnych regionow, albo jako rozszerzenie programu poszcze-
gblnego regionu na regiony przylegte, ktére normalnie maja inne losy. A wiec
mutacje homeotyczne powodujg btedy w realizacji programu wyznaczajgcego losy
poszczeg6lnych czesci ciata.

Po drugie istnieje tendencja do pewnej metameryzacji osi ciata, w ktérych zmiany
w przestrzennej i czasowej ekspresji poszczeg6lnych gendw homeotycznych od-
grywajg role instrukcji dotyczacej ostatecznego réznicowania sie poszczegd6lnych
komadrek w danym metamerycznym odcinku ciata. To nadaje specyfike temu wtasnie
odcinkowi ciata i stanowi ostatecznie mechanizm, ktéry pozwala wobec tego roz-
rézni¢ poszczegdlne metamery ciata (i bada¢ zmiane w przypadku pojawienia sie
mutacji homeotycznej prowadzacej do btedéw w determinacji loséw poszczeg6lnych
czesci ciata).

Po trzecie, nadrzedna regulacja catymi zespotami genéw hox w danym organizmie
odgrywa zasadnicza role w morfogenezie. A wiec na przebieg embriogenezy majg
zasadniczy wplyw:

1) czynniki kontrolujgce funkcjonowanie ogélnych czynnikéw transkrypcji (takie jak
czynniki kondensacji lub dekondensacji catego regionu chromosomu regulujace
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RYCINA 10. Gtdwne zmiany w liczbie i kontroli funkcjonowania genéw homeotycznych i zmiany w
planie budowy w niektérych grupach zwierzat bezkregowych (uproszczone wg [8])

albo podjecie transkrypcji w danym zespole gendw, albo wstrzymujace ich ekspre-

sje), oraz
2) bardziej specyficzne systemy kontroli ekspresji genéw homeotycznych przez

wzmacniacze (ang. enhancers) lub wyciszacze (ang. silencers) transkrypcji po-
szczegOlnych genéw homeotycznych.

Z tego typu analiz wynikly wstepne jeszcze przypuszczenia dotyczgce przebiegu
makroewolucji Swiata zwierzecego (ryc. 10). Gellon i McGinnis [8] zestawiajgc
duzg liczbe gendw homeotycznych w jamochtonach z malg liczbg tych gendéw u
nicieni postuluja, zejednym z podstawowych mechanizméw zmian w embriogenezie
mogg by¢ zmiany w liczbie gendw hox w poszczeg6lnych typach (systematycznie:
Phyla) Swiata zwierzecego. Istniejg dane dotyczgce poréwnania funkcjonowania
genéw homeotycznych roznych skorupiakéw i wielu owadéw pozwalajace sadzi¢,
ze zréznicowania typéw embriogenezy na poziomie systematycznym gromad (Clas-
ses) mogg dotyczy¢ zmian witasnie w systemie kontroli ogdlnej transkrypcji genéw
hox. Konsekwentnie zmiany w embriogenezie i ostatecznej morfologii ciata na
poziomie systematycznym rzedéw (Ordo) dotyczytyby zmian w poszczeg6lnych
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wzmacniaczach (ang. enhancers) lub wyciszaczach (ang. silenciers) kontrolujgcych
ekspresje poszczeg6lnego genu homeotycznego lub tez funkcjonowania biatka,po-
szczegb6lnego genu homeotycznego i jego substratow.

Ekspresja gendw homeotycznych zwigzana z polarnoscig
indywidualnej komdrki, a nie catego zarodka Caenorhabditis elegans

W genomie C. elegans wykryto sekwencje zaledwie czterech genéw homeo-
tycznych. Jest to liczba znacznie mniejsza w stosunku do liczby wystepujacej u
jamochtonéw. Zapewne jest to wtérny regres w ewolucji. W kazdym razie jeden
z gendw ortologiczny wzgledem genu homeotycznego labial w genomie stawonogéw
zostat zidentyfikowany w genomie C. elegans i nazwany genem Hox ceh-13 .
Zbadano ekspresje tego genu w trakcie bruzdkowania nicienia [41]. Ot6z okazato
sie, ze na poczatku gastrulacji ceh 13 jest asymetrycznie eksprymowany w ko-
morkach tylnych w trakcie asymetrycznego podzialu w komérce prekursorowej
endodermy jelita oraz w tylnych produktach podziatu czwartej generacji blastomeru
przedniego (AB). Doswiadczalnie wykazano, ze prawidtowa ekspresja genu ceh-13
jest istotna dla prawidtowego rozwoju zarodka, ale nie zalezy od potozenia komorki
prekursorowej endodermy w zarodku ani od wptywu komérek sasiednich. Natomiast
prawidtowy typ ekspresji ceh 13 w tylnych blastomerach ma charakter podziatu
réznicujacego i zalezy od uzyskania prawidtowej polarnosci wszystkich czterech
blastomeréw po drugim podziale bruzdkowania (ryc. 7 C).

6. PODSUMOWANIE: CECHY MECHANIZMOW
TWORZENIA INFORMACJI POZYCYJNEJ
WYZNACZAJACEJ MAPE ROZNICOWANIA ZARODKA

Istniejg rézne mechanizmy wyznaczania polarnosci zarodka i tworzenia gra-
dientéw morfogenetycznych, a nastepnie w ich obrebie wyznaczania podpodziatéw
determinujgcych mape réznicowania.

Tworzenie ostrych granic w obrebie zarodka regionéw podejmujgcych rézne
typy loséw oraz granic wyznaczajacych rézne losy przylegtych komérek sa me-
chanizmami dwéch typéw:

a) podziatéw réznicujacych, wyznaczajacych los A potomnej komorki przedniej, a
los B potomnej komorki tylnej oraz

b) wymiany sygnatdw pomiedzy przylegtymi komdrkami o zblizonej pozycji i
wzajemnie dyskryminujacymi ich losy; a sg to mechanizmy indukcji embrionalnej

i inhibicji boczne;j.

Rozwdj w poszczeg6lnych typach Swiata zwierzecego postuguje sie tym samym,
lub zblizonym repertuarem gendw programu i podobnymi mechanizmami rozni-
cowania, ale réznice w determinacji przestrzennej mapy réznicowania w poszcze-
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gélnych typéw embriogenezy zalezg od réznych zaleznosci kombinatorycznych i
hierarchii ekspresji poszczeg6lnych gendéw programu [9].

Opisane powyzej przyktady mechanizméw réznicowania drogg sygnatow isciezek
przekaznictwa wykazujg niezwykty konserwatyzm ewolucyjny i sg pod kontrola
genetyczng wielu gendéw programu rozwoju.

Ostateczna determinacja loséw poszczeg6lnych czesci zarodka (segmentéw, so-
mitéw lub linii klonalnej poszczegd6lnych blastomeréw) wigze sie z okresowg se-
kwencja aktywacji poszczeg6lnych zespotéw gendw homeotycznych. W poszcze-
golnych typach Swiata zwierzecego zasadniczo ortologiczne zespoty genéw ho-
meotycznych mogg podlegaé:

a) duplikacjom tandemowym catych zespotow,

b) zmianom w systemie kontroli funkcjonowania tych zespotow gendw,

¢) mutacjom i delecjom w systemie kontroli poszczegélnego zespotu i

d) wreszcie mutacjom w regulacji podrzednych genéw [8].

Ostateczne wyznaczenie losu poszczeg6lnej komaorki w zespole komorek w trakcie
embriogenezy podlega korektom zwigzanym albo ze zmiang parametréw przestrzen-
nych zarodka, albo sg modyfikowane przez warunki lokalne. W przypadku zarodk6w
rozwijajacych sie wewnatrz organizmu matki wzajemne kontakty komérek soma-
tycznych z rozwijajagcym sie oocytem Drosophila bezposrednio wyznaczajg réz-
nicowanie komoérek somatycznych nabtonka folikularnego (ryc. 2).
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MECHANIZMY SYGNALIZACJI INTERLEUKINY 1*

MECHANISMS OF INTERLEUKIN 1 SIGNAL TRANSDUCTION

Matgorzata M. DOSZCZAK, Arkadiusz PIERZCHALSKI, Jacek BIGDA

Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii UG-AMG,
Katedra Histologii i Immunologii, Akademia Medyczna w Gdansku

Streszczenie: Interleukina 1 (IL-1) jest jedng z gtéwnych cytokin prozapalnych, odpowiedzialnych za
regulacje odpowiedzi immunologicznej i zapalnej. Przedstawiona praca prezentuje aktualny stan wiedzy
dotyczacej mechanizmow wewnatrzkomorkowej transdukcji sygnatu indukowanego przez te cytoking.
Interleukina 1dziata na komérki docelowe za po$rednictwem receptoréw btonowych, z ktérych jeden
(typ 1) odpowiada za jej sygnalizacje wewnatrzkomérkowa, drugi natomiast (typ Il) stanowi naturalny
regulator aktywnosci cytokiny. Receptory interleukiny 1 nalezg do duzej nadrodziny biatek wykazuja-
cych podobienstwa w cze$ci wewngtrzkomérkowej lub zewngtrzkomérkowej. W nadrodzinie tej wyroz-
niono rodzine silnie konserwowanych ewolucyjnie biatek Toll, majacych istotne funkcje w systemach
odpornosciowych réznych organizméw, poczawszy od roélin, a skonczywszy na cztowieku. Interakcja
interleukiny 1z receptorem typu | prowadzi do asocjacji z receptorem czasteczek adapterowych, a w
konsekwencji do utworzenia kompleksu receptorowego inicjujacego szlaki sygnalizacji wewnatrz-
komérkowej. Jednym z gtéwnych szlakéw wewnatrzkomérkowej transdukcji sygnatu interleukiny 1jest
szlak prowadzacy do mobilizacji czynnika transkrypcyjnego NF-kB. Czynnik ten jest niezbedny do
inicjacji transkrypcji wiekszosci genow, ktorych produkty uczestniczg w reakcji zapalnej. Posrednikami
w aktywacji innych czynnikéw transkrypcyjnych przez interleukine 1sgczesto kinazy biatkowe z rodziny
MAP. Pomimo uzyskanych w ostatnich latach licznych informacji o mechanizmie sygnalizacji IL-1,
zaréwnojego petne poznanie,jak i zrozumienie znaczenia interakcji pomigdzy poszczeg6lnymi szlakami
sygnalizacyjnymi wymaga dalszych badan.

(Postepy Biologii Komorki 2001; 28: 99-127)

Stowa kluczowe: interleukina 1, receptory IL-1, transdukcja sygnatu, czynnik transkrypcyjny NF-kB,
kinazy MAP.

Summary: Interleukin 1 (IL-1) is one of the major proinflammatory cytokines responsible for the
regulation of immune and inflammatory response. In this paper we present up-to date information
concerning the mechanisms of intracellular signal transduction induced by this cytokine. Interleukin 1

*Praca wykonana w ramach tematu finansowanego przez KBN, Nr rej. P0O4A02316.
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effects on target cells are mediated via membrane receptors. One of them (type 1) is responsible for
interleukin 1 intracellular signaling, whereas the other (type Il) is a natural regulator of the cytokine
activity. Interleukin 1 receptors belong to a large superfamily of proteins showing similarities either in
intra- or extracellular domains. A group of highly conserved Toll proteins has been distinguished within
this superfamily; these proteins play important roles inimmune systems of various organisms, from plants
to a man. Interaction of interleukin 1 with its type | receptor leads to the association of adaptor proteins
with the receptor, and in turn to the formation of receptor complex which initiates signaling pathways.
One of the major pathways of intracellular signal transduction of interleukin 1 leads to mobilization of
the transcription factor NF-kB. NF-kB is necessary for transcription initiation of almost all genes, which
products participate in inflammatory response. Activation of other transcription factors by interleukin 1
is often mediated by protein kinases of MAP kinase family. In spite of recent achievements in clarifying
the IL-1 signaling mechanismes, still there is a need for intense research on interactions between distinct
signaling pathways and their significance for different activities of interleukin 1.

(Advances in Cell Biology 2001; 28: 99-127)

Keywords: interleukin 1, IL-1 receptors, signal transduction, transcription factor NF-kB, MAP Kkinases.

Wykaz skrotow. AcPL (ang. accessory protein-like) - biatko spokrewnione z biatkiem pomocniczym
IL- IR; Akt/PKB (ang. protein kinase B) - kinaza biatkowa B; AP-1 (ang. activatorprotein-1) - czynnik
transkrypcyjny-1; ASK-1 (ang. apoptosis signal-regulating kinase) - kinaza regulujaca sygnat apopto-
tyczny; CAK (ang. ceramid-activatedkinase) - kinaza aktywowana przez ceramid; cAMP - cykliczny
AMP; CD (ang. clusterofdifferentiation)-kompleks réznicowania; COX2-cyklooksygenaza2; CREB
(ang. cAMP-response element) - element zalezny od cAMP, czynnik transkrypcyjny; DAG - diacylo-
glicerol; DD (ang. death domain) - domena $mierci; ECSIT (ang. evolutionary conserved signaling
intermediate in Tollpathways) - ewolucyjnie konserwowany posrednik sygnalizacyjny w szlakach Toll;
EGF (ang. epidermal growth factor) - czynnik wzrostu naskérka ; ERK (ang. extracellular signal-re-
gulated kinase) - kinaza regulowana czynnikami zewnetrznymi; FIL (ang. family of interleukin 1) -
rodzina interleukiny 1; GTP - tréjfosforan guanozyny; hsp27 (ang. heat shock protein) - biatko szoku
termicznego o masie 27 kDa; ICAM (ang. intercellular adhesion molecule) - czasteczka adhezji
miedzykomorkowej; IFN - interferon; IKAP (ang. IKK complex-associated protein) - biatko zasocjo-
wane z kompleksem IKK; IkB - inhibitor kB; IKK - kinaza IkB; IKKy/NEMO (ang. NFkB essential
regulator) - kinaza iKBy podstawowy regulator NFKkB; IL - interleukina; IL-1H (ang. interleukin 1
homologue) - homolog interleukiny 1; IL-1R (ang. interleukin 1 receptor) - receptor interleukiny 1,
IL-IRa (ang. interleukin 1 receptor antagonist) - antagonista receptora IL-1; IL-IRACcP (ang. inter-
leukin 1 receptor accessory protein) - biatko pomocnicze receptora IL-1; IL-1IRAPL (ang. IL-1R
accessoryprotein-like) - biatko podobne do IL-IRAcP; IL-IRrp (ang. IL-1 receptor related protein) -
biatko spokrewnione z receptorem interleukiny 1; iNOS (ang. inducible nitric oxide synthase) -
indukowalna syntaza tlenku azotu; IRAK (ang. interleukin 1 receptor-associated kinase) - kinaza
zwigzana z receptorem IL-1;JNK/SAPK (ang. Jun N-terminal kinase/stress-activated protein kinase)
- kinaza fosforylujgca N-terminalng cze$¢ Jun/kinaza biatkowa aktywowana przez czynniki stresowe;
LPS - lipopolisacharyd; MAP (ang. mitogen-activated protein) - biatko aktywowane przez mitogeny;
MAPK (ang. mitogen-activated protein kinase) - Kkinaza biatka aktywowanego przez mitogeny;
MAPKK - kinaza kinazy MAP; MAP3K - kinaza kinazy kinazy MAP; MAPKAPK-2 (ang. MAPK-
associatedprotein kinase-2) - kinaza biatka zasocjowanego z MAPK 2; MEK (ang. MAPK/ERK kinase)
- kinaza MAPK/ERK; MEKK (ang. MAPK/ERK kinase kinase) - kinaza kinazy MAPK/ERK; MKK
(ang. MAP kinase kinase) - kinaza kinazy MAP; MyD88 (ang. myeloid differentiation factor 88) -
mietoidalny czynnik réznicowania 88; NAK/TBK1 (ang. NFKB-activating kinase/TRAF-binding kina-
se) - kinaza aktywujaca NFKB/kinaza wigzagca TRAF; NFkB (ang. nuclearfactor KB)- czynnik jadrowy
kB; NIK (ang. NFKB-inducing kinase) - kinaza indukujagca NFkB; nSMaza (ang. neutral sphingomye-
linase) - obojetna sfingomielinaza; OUN — os$rodkowy uktad nerwowy; PGE2 — prostaglandyna E2;
P1-3K (ang. phosphatidylinositol 3-kinase) - 3-kinaza fosfatydyloinozytolu; PKA (ang. protein kinase
A) - kinaza biatkowa A; PKC (ang. protein kinase C) - kinaza biatkowa C; PLC (ang. phospholipase
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C) - fosfolipaza C ; PP1 (ang. protein phosphatase 1) - fosfataza biatkowa 1; PP2A (ang. protein
phosphatase 2A) - fosfataza biatkowa 2A; SAP-1; SIGIRR (ang. single 1G domain IL-IR-related
protein) - biatko spokrewnione z IL-1R, majace jedng domene IG; TAB-1 (ang. TAKI-binding protein)
- biatko wigzace sie z TAKI; TAKI (ang. TGF(3-activated kinase) - kinaza aktywowana przez TGF(3;
TANK/i-TRAF; TGF(3 (ang. transforming growth factor (3) - transformujacy czynnik wzrostu (3;
TIGIRR (ang. Three IG domain-containing IL-IR-related protein) - biatko spokrewnione z IL-1R
majace trzy domeny IG; TIR (ang. Toll/interleukin-1receptordomain) - domena Toll/IL- IR; TLR (ang.
Toll-like receptor) - receptor podobny do Toll; TNF (ang. tumor necrosis factor) - czynnik martwicy
nowotworu: TRAF (ang. TNF receptor-associated factor) - czynnik zwigzany z receptorem TNF;
VCAM (ang. vascular cell adhesion molecule) - czasteczka adhezji komérkowej naczyn.

1. WSTEP

Interleukina 1 (IL-1) jest plejotropowg cytoking regulujgca przebieg lokalnych
i uktadowych reakcji odpornosciowych i zapalnych. Pierwotnie opisana zostata jako
ko-mitogen dla proliferujgcych in vitro tymocytow; dalsze badania ujawnity rowniez
inne jej efekty na komorki ukfadu immunologicznego, np. stymulacje dojrzewania
tymocytéw, aktywacje limfocytow T cytotoksycznych, proliferacje limfocytow B,
synteze taricucha lekkiego k w komorkach pre-B. IL-1 dziata takze na uktad krwio-
tworczy, stymulujgc synteze i sekrecje hemopoetycznych czynnikow wzrostowych
w roéznych rodzajach komérek. Poza oddziatywaniem na komorki limfoidalne in-
terleukina 1 reguluje szereg proceséw w komdrkach innych tkanek, m.in. w fi-
broblastach, keratynocytach, osteoklastach, hepatocytach, $rédbtonku, komoérkach
miesni gtadkich i OUN [1]. Niektére aktywnosci IL-1 wymieniono w tabeli 1.

Pomimo dobrego udokumentowania efektéw biologicznych interleukiny 1, mo-
lekularne mechanizmy przekazywania sygnatu nie zostaty dotychczas w petni po-
znane. Badania prowadzone na przestrzeni lat 1984-1994 pozwolity na poznanie

TABELA 1. Niektére komérki docelowe i aktywnoéci indukowane w nich przez IL-1

Komérki docelowe
Limfocyty B
Limfocyty T
Tymocyty

Makrofagi

Neutrofile i monocyty
Granulocyty

Plytki krwi
Fibroblasty,synowiocyty
Kom. $érédbtonka
Komoérki OUN

Kom. watroby

Kom. mig$niowe
Osteoklasty

Aktywno$¢ indukowana przez IL-1

Aktywacja, wytwarzanie przeciwciat

Aktywacja, wytwarzanie 1L-2, IFN-y i innych limfokin
Wczesny etap dojrzewania

Sekrecja TNF, IL-1, IL-6

Powstawanie, aktywacja, chemotaksja

Wzmozenie krazenia

Stymulacja tworzenia

Proliferacja, synteza i wydzielanie kolagenazy i prostaglandyn
Aktywacja, przyleganie

Sennos¢, goraczka, jadtowstret, wytwarzanie ACTH
Synteza biatek ostrej fazy

Uwalnianie aminokwasow

Aktywacja prowadzaca do resorpcji i przebudowy kosci
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molekularnej struktury i podstaw funkcjonowania receptoréw IL-1 oraz identyfikacje
szeregu czasteczek zaangazowanych w sygnalizacje IL-1. Niestety wiele publikacji
prezentowato sprzeczne dane, dotyczace elementow szlakow sygnalizacji i ich re-
gulacji, co wynikato z doboru réznych modeli komérkowych oraz niedostepnosci
uniwersalnych metod. Przetom w badaniach nad sygnalizacja interleukiny 1dokonat
sie w roku 1995 za sprawg zastosowania drozdzowego systemu dwuhybrydowego,
umozliwiajgcego badanie bezposrednich interakcji miedzy biatkami. Dzigki tej me-
todzie do dnia dzisiejszego udato sie doktadniej poznaé dziatanie kompleksu re-
ceptorowego i rozpoczeto systematyczne badanie poszczegdlnych drdg transdukcji
sygnatu. Przedstawiona praca prezentuje aktualny stan wiedzy na temat mecha-
nizmow sygnalizacji interleukiny 1

2. INTERLEUKINA 1

Nazwg interleukina-1 okresla sie w zasadzie dwie cytokiny: IL-1a i IL-1J3. Sg
one produktami réznych genéw i wykazuja znaczne réznice w budowie. Pomimo
jedynie 26% homologii sekwencji aminokwasowej maja podobng aktywnos$¢ bio-
logiczng. Geny kodujagce obie formy IL-1 zidentyfikowano u cztowieka na chro-
mosomie 2. Homologia sekwencji DNA na poziomie 45% sugeruje powstanie dwoch
gendéw przez duplikacje. Obie formy interleukiny-1 sg produkowane w postaci pre-
kursorow o masach czgsteczkowych okoto 31 kDa. Nie zawierajg one peptydéw
sygnatowych ani dtuzszych sekwencji o charakterze hydrofobowym, co sugeruje,
ze mechanizm uwalniania interleukiny 1 z komérek rozni sie od tradycyjnego 2.
Po translacji obie formy pro-IL-1 gromadzone sg w cytosolu. Prekursor IL-1la
ma aktywnos$¢ biologiczng i moze dziata¢ jako autokrynny przekaznik wewnatrz-
komoérkowy, zwtaszcza w komorkach nabtonkowych i srédbtonkowych [2]. Stwier-
dzono mozliwo$¢ jego wigzania sie z receptorem IL-1 (prawdopodobnie nowo
syntetyzowanym) i translokacje kompleksu do jadra komérkowego, gdzie dochodzi
do wigzania kompleksow z DNA [1]. In vivo w warunkach fizjologicznych IL-la
nie wystepuje w ptynach ustrojowych. Pojawia sie tam jednie w stanach patolo-
gicznych, prawdopodobnie na skutek lizy komérek, w ktérych zostata zsyntety-
zowana. W pewnych sytuacjach moze ulega¢ proteolizie z udziatem kalpain,
zaleznych od wapnia proteaz btonowych, co prowadzi do powstania dojrzatej formy
IL-la o masie czgsteczkowej 17 kDa. Niewielka frakcja IL -la wystepuje w formie
btonowej: jej transport do btony komdrkowej odbywa sie dzieki mirystylacji reszt
lizyny, natomiast zakotwiczenie w btonie poprzez oddziatywania reszt mannozowych
czasteczki IL-la z lektynami. Prekursor IL-1@3 nie ma aktywnos$ci biologicznej,
w zwigzku z czym wymaga ciecia proteolitycznego przez specyficzng proteaze
cysteinowg zwang enzymem konwertujgcym IL-1@3(ICE - interleukin-7(3 converting
enzyme) [3]. W wyniku proteolizy powstaje aktywna postaé IL-Ip o masie czg-
steczkowej 17 kDa. Jest ona wydzielana i w postaci wolnej moze inicjowa¢ od-
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powiedzi biologiczne parakrynnie. Wérdd mechanizmdw zaangazowanych w se-
krecje IL-1(3 wymienia sie egzocytoze, transport aktywny z udziatem biatek no$-
nikowych opornosci wielolekowej, ,,przeciekanie” i lize komdrek [1].

Do rodziny interleukiny-1 nalezy roéwniez antagonista receptora IL-1 (IL-IRa
- interleukin-1 receptor antagonist) oraz interleukina 18 (IL-18). IL-1Ra jest pro-
dukowany w postaci prekursora, cietego nastepnie proteolitycznie. Zidentyfikowano
trzy formy tej cytokiny: sekrecyjng (22 kDa) i dwie wewnatrzkomo6rkowe (18 kDa,
iclL-IRa - intracellular IL-IRa lub IL-IRa2 i 3), bedgce efektem alternatywnego
sktadania mRNA. W przeciwienstwie do IL-la i Boraz form wewngatrzkomdrkowych
forma sekrecyjng IL-IRa ma peptyd sygnatowy. Sekrecyjny IL-IRa ma zdolno$¢
do wigzania sie z receptorami IL-1, lecz nie do ich aktywacji. Blokujgc receptory
zapobiega wigzaniu sie z nimi IL-1 i tym samym hamuje dziatanie tej cytokiny
4, 5. Formy wewnatrzkomorkowe funkcjonuja w ten sposéb wytgcznie po wy-
dzieleniu z uszkodzonych komdérek [6j.

W ostatnim okresie pojawity sie doniesienia o sklonowaniu genéw kodujacych
nowe biatka nalezgce do rodziny IL-1. Smith i in. oraz Kumar i in. sklonowali
po 4 nowe geny i uzyskali ekspresje biatek oznaczonych przez nich odpowiednio
FIL-10, 8, G r| (ang. Family of IL-1) oraz IL-1H1, 2, 3 i 4 (ang. IL-1 homologue)
[7, 8].

3. RECEPTORY INTERLEUKINY 1

Pierwszym etapem niezbednym do wywotania efektu biologicznego przez in-
terleukine 1 (z wyjatkiem aktywnos$ci wewnatrzkomdrkowej IL-1) jestjej zwigzanie
z receptorem btonowym. Na powierzchni pojedynczej komérki znajduje sie od
kilkudziesieciu do kilkudziesieciu tysiecy czgsteczek receptorow IL-1. Odkryto dwa
typy receptorow: typ | (IL-1RI) o masie czasteczkowej 80 kDa [9], oraz typ Il
(IL-1RII) o masie czasteczkowej 68 kDa [10]. Poczatkowo obecnos$¢ IL-1RI stwier-
dzono na limfocytach T, a IL-1RII na limfocytach B, monocytach i neutrofilach.
Obecnie jednak uwaza sie, ze receptory typu | wystepujg na wiekszosci komarek
organizmu, natomiast receptory typu Il gtéwnie na komoérkach leukocytarnych [11].

Oba receptory kodowane sg przez niezalezne geny. Ich ekspresja na powierzchni
komarek jest Scisle requlowana: zwiekszenie poziomu przez synteze biatka de novo
stymuluja cytokiny przeciwzapalne, np. IL-4, oraz glukokortykoidy, a takze wzrost
ekspresji IL-2R [12]. Obnizenie ekspresji receptorow IL-1 nastepuje w wyniku
proteolizy, prowadzacej do uwalniania rozpuszczalnych form receptorow [13, 14].
Obareceptory IL-1sgbiatkami integralnymi btony komérkowej typu I, zbudowanymi
z domeny wigzacej ligand, fragmentu transbtonowego oraz domeny cytoplazmaty-
cznej. Domene wigzaca ligand stanowi zewngtrzkomaérkowa cze$¢ receptora, skia-
dajaca sie w przypadku obu rodzajow receptorow z okoto 325 aminokwaséw i
zawierajgca trzy domeny immunoglobulinopodobne, o charakterystycznej strukturze
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trzeciorzedowej ztozonej z dwéch struktur beta potgczonych mostkiem dwusiar-
czkowym [15]. Kroétkie segmenty $rodbtonowe, ztozone odpowiednio z 20 i 26
aminokwas6w, wykazujg znaczng homologie sekwencji. Najwieksze r6znice ob-
serwuje sie w strukturze domen cytoplazmatycznych. W przypadku IL-1RIl zbu-
dowana jest ona zaledwie z 29 aminokwas6w, natomiast w IL-1RI z 213. W czeSci
cytoplazmatycznej receptora typu | nie stwierdzono aktywnosci katalitycznej. Nie
znaleziono réwniez miejsc akceptorowych dla kinaz tyrozynowych. Opisano na-
tomiast sekwencje akceptorowg dla kinazy biatkowej C (aa 429-433: KKSRR) oraz
sekwencje homologiczng do GTPazy [15].

Pomimo niewielkiej homologii sekwencji IL-la i 3 obie cytokiny wigzg sie
z tymi samymi receptorami, co wskazuje na znaczne podobienstwo struktury trze-
ciorzedowej cytokin i wyjasnia ich wspdlng aktywno$¢ biologiczng [16]. IL-la
preferuje IL-1RI, podczas gdy interleukina- 13 wigze sie zwiekszym powinowactwem
do IL-1RII. IL-IRa, podobnie jak IL-la wigze preferencyjnie IL-1RI, w wyniku
czego jego antagonistyczny efekt wywotuje powazniejsze konsekwencje [17].

Dziatanie dwéch receptordw IL-1 jest zupetnie odmienne. Podczas gdy receptor
typu | wiazac ligand wywotuje réznorodne odpowiedzi komorkowe, receptor typu
Il stanowi wytgcznie ,,molekularng putapke” dla interleukiny-1. Wigzac ligand blo-
kuje jego aktywnos$¢, nie dopuszczajgc do kontaktu z receptorem typu I. Jest zatem
fizjologicznym regulatorem aktywnosci interleukiny-1 [12]. Nie stwierdzono in-
terakcji obu typow receptoréw prowadzacej do tworzenia heterodimeréw [18]. Fun-
kcja naturalnie wystepujacych form rozpuszczalnych obu typéw receptoréw jest
podobna do roli btonowej formy IL-1RIIl [19].

4. RODZINA RECEPTOROW IL-1

Na podstawie podobienstwa sekwencji aminokwasowej oraz struktury trzecio-
rzedowej wyrdzniono rodzine receptoréw interleukiny 1[19]. Trzon rodziny stanowig
transbtonowe biatka ssakow, charakteryzujgce sie znacznym podobienstwem do
receptorow IL-1zaréwno wczesci zewngtrzkomdrkowej, jak iwewngtrzkomaérkowej.
Do grupy tej nalezg: IL-IRACcP - biatko wspomagajgce receptor IL-1 {IL-1 receptor
accessory protein), ko-receptor dla IL-1R 20; IL-IRrp - biatko spokrewnione z
IL-1R {IL-1 receptor-relatect'protein), stanowigce receptor dla interleukiny 18 [21];
AcPL {accessory protein-like), ko-receptor IL-IRrp w sygnalizacji IL-18, odpo-
wiednik IL-IRAcP [22]; IL-IRrp-2 [23]; biatko T1/ST2, wystepujgce w formie
btonowej i sekrecyjnej [24]; SIGIRR {single IG domain IL-IR-related protein),
biatko o nieznanej funkcji, bardzo zblizone do IL-1R w domenie wewnatrzkomaér-
kowej, natomiast w czesci pozakomdrkowej majace tylko jedng domene immuno-
globulinopodobng [25]; IL-1RAPL/TIGIRR-1, biatko o znaczacej homologii do
IL-IRACcP, ktorego dzialanie moze by¢ zwigzane z procesami pamieci i uczenia
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sie, wykazujace ekspresje w mozgu [26]; TIGIRR-2, nowe biatko o nieznanej funkcji
i sposobie sygnalizacji [26].

Druga wazng gataz rodziny receptoréw IL-1 tworzy grupa biatek wykazujacych
podobienstwo do domeny cytoplazmatycznej IL-IRI, okreslanej jako TIR (Toll/In-
terleukin-1 receptor domain). Ich domeny zewnatrzkomdérkowe wykazujg podo-
bienstwo miedzy sobg, sa jednak odmienne od czesci pozakomorkowej receptora
IL-1. Stanowig one wyrdzniang osobno rodzine receptoréw Toll [27], do ktorej
naleza: Toll, biatko prototypowe rodziny, produkt genu odpowiedzialnego za po-
larno$¢ grzbieto-brzuszng w rozwoju Drosophila melanogaster [28]; 18-wheeler,
biatko Drosophila melanogaster homologiczne do Toll [29]; MstProx, biatko owadzie
[24]; Tehao, biatko owadzie [30]; hToll (TLR1), ludzki homolog biatka Toll Dro-
sophila melanogaster, receptor sierocy 31 oraz TLR2, 3, 4, 5i 6 [27, 32]; RP105,
biatko ulegajgce ekspresji na ludzkich i mysich limfocytach B oraz ludzkich ko-
morkach dendrytycznych [33]; hRSC 786/TIL [19]; MyD88, biatko cytoplazmaty-
czne, pierwotnie opisane jako produkt genu indukowanego w mysich komorkach
biataczkowych MI pod wptywem stymulacji IL-6 (myeloid differentiation protein)
[34, 35]; biatka roslinne: biatko N Nicotiana wywotujgce oporno$¢ na wirus mozaiki
tytoniu [36], RPP5, biatko roslinne zidentyfikowane u Arabidopsis [37], biatko
L6 [38].

Poza wymienionymi, istniejg takze biatka wykazujace podobienstwo do domeny
pozakomérkowej IL-1R, np. B 15R, rozpuszczalny wczesny antygen wirusa vaccinia,
ktéry moze dziata¢ jako rozpuszczalny receptor dla interleukiny 1, hamujac obrone
przeciwwirusowg [39].

Biatka nalezace do rodzin IL-1R i Toll uczestnicza w regulacji odpornosci. Biatka
transbtonowe mogg dziatac jako receptory, ktorych aktywacja przez swoiste ligandy
lub czynniki infekcyjne (np. lipopolisacharyd bakteryjny) prowadzi do aktywacji
mechanizmoéw obronnych. Inne biatka uczestnicza w sygnalizacji jako koreceptory
lub biatka adaptorowe [40]. Wedlug ostatnich doniesien wazng role w odpornosci
petnig ludzkie biatka TLR: TLR4 powoduje wzrost ekspresji cytokin i czasteczek
kostymulujgcych w komorkach prezentujagcych antygen [31], natomiast TLR2 jest
zaangazowany w odpowiedz na LPS [np. 41]. Ostatnio sugeruje sie jednak, ze
to TLR4 jest gtdéwnym receptorem dla LPS, natomiast TLR2 rozpoznaje bakterie
Gram(+) idrozdze [42]. Jednak udziat receptoréw Toll w odpornosci nie jest ogra-
niczony tylko do biatek ssaczych; uDrosophila Toll kontroluje odpowiedZ na infekcje
grzybicze [43], a 18-wheeler na infekcje bakteryjne [44]. Wskazuje sie rodwniez
na zaangazowanie biatek roslinnych z rodziny IL-1R w oporno$¢ na zakazenia
wirusowe. Na przykilad obecno$é biatka N tytoniu wywotuje odpornosé tej rosliny
na wirus mozaiki tytoniu poprzez tzw. odpowiedz nadwrazliwg, ktérej objawy przy-
pominajg lokalng odpowiedz zapalng indukowang przez interleuking 1 u ssakéw
[36].
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5. KOMPLEKS RECEPTOROWY

Konsekwencjg zwigzania interleukiny 1 z receptorem typu I jest inicjacja syg-
nalizacji wewnatrzkomérkowej. Poniewaz w cytoplazmatycznej czesci receptora
nie stwierdzono zadnej aktywnosci enzymatycznej, rozpoczeto poszukiwania molekut
oddziatujagcych z receptorem i tgczacych go z enzymami efektorowymi. Obecnie
przyjmuje sie, ze IL-1RI tworzy multimeryczny kompleks aktywujacy wiele drog
sygnalizacji. Kompleks ten sktada sie z czasteczki receptora zwigzanej z ligandem
oraz biatka btonowego IL-IRACcP (interleukin-1 receptor accessory protein - biatko
wspomagajace IL-1RI), ktdre jest ko-receptorem niezbednym do przekazania sygnatu
[20, 45]. Struktura IL-IRACP jest bardzo zblizona do IL-1RI: ma trzy domeny
immunoglobulinopodobne w czesci zewngtrzkomdérkowej, krétki segment transbto-
nowy idtugg domene cytoplazmatyczng homologiczng do receptora IL-1. IL-1RACcCP
nie wigze samodzielnie IL-1, nie ma tez, podobnie jak IL-1RI, aktywnosci enzy-
matycznej. Rozpoznaje natomiast i wigze kompleks receptor/ligand tworzgc z nim
heterodimer. By¢ moze dochodzi takze, jak sugerujg Guo i in., do agregacji takich
kompleksow [46]. Konsekwencjg utworzenia heterodimeru jest zwiekszenie po-
winowactwa miejsca wigzacego ligand oraz zblizenie czesci cytoplazmatycznych
obu czasteczek receptorowych [17, 47]. Do inicjacji szlakéw transdukcji sygnatu
niezbedna jest obecnos$¢ prawie catej domeny cytoplazmatycznej receptora, a zwia-
szcza dwoch najsilniej konserwowanych krétkich motywéw zlokalizowanych w
pozycjach aal0 (box 1) i aa60 (box 2) [48, 49] oraz IL-IRAcP [47]. Okazato
sie, ze receptor IL-1 typu Il rowniez ma zdolno$¢ oddziatywania z IL-IRACP za
pomocg domeny pozakomdérkowej po zwigzaniu liganda. Jednak brak domeny we-
wnatrzkomorkowej uniemozliwia mu inicjowanie sygnalizacji. Sugeruje sie wiec,
ze IL-1RII i IL-1RI konkurujg ze soba o biatko pomocnicze, ktérego ekspresja
tylko w niewielkim stopniu podlega regulacji [50].

Wzajemne oddziatywanie elementdw kompleksu receptorowego umozliwia in-
terakcje z biatkiem adaptorowym, ktérym okazat sie by¢ kolejny cztonek rodziny
receptoréw Toll: biatko MyD88 [35, 51]. MyD88 ma budowe dwudomenowa, chara-
kterystyczng dla biatek adaptorowych, ktérych podstawowg funkcjg jest tgczenie
ze sobg dwoéch sktadnikéw transdukujgcych. Koniec C-terminalny stanowi domena
homologii do Toll (TIR), za pomocg ktdrej MyD88 (prawdopodobnie w postaci
homodimeru) oddziatuje z domeng TIR biatka pomocniczego IL-IRAcP [52, 53].
Natomiast N-terminalna domena $mierci (DD - death domain), zidentyfikowana
pierwotnie w biatkach zaangazowanych w sygnalizacje receptoréw TNF i Fas jako
odpowiedzialna za indukcje apoptozy [54], umozliwia interakcje z N-terminalnym
koricem biatka zwanego IRAK [51], dzieki czemu MyD88 staje sie posrednikiem
pomiedzy IRAK a IL-IRAcP [53]. IRAK (interleukin-1 receptor-associated kinase)
jest specyficzng dla komplekséw receptorowych typu IL-1RI/Toll kinaza seryno-
wo-treoninowg [55], aktywowang juz po ok. 30 sekundach od zwigzania IL-1 z
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receptorem. Nie jest do korica pewne, jaki jest mechanizm aktywacji kinazy. Pierwsze
badania Cao i in. sugerowaty autofosforylacje. POZniejsze prace postawity jednak
te hipoteze pod znakiem zapytania i obecnie ci sami autorzy uznajg za niewyjasnione,
czy IRAK jest fosforylowana autokatalitycznie, czy tez przez inne Kinazy [56].
Ufosforylowana IRAK dysocjuje od kompleksu receptorowego i oddziatuje z ko-
lejnym biatkiem przekaznikowym, TRAF6. Stwierdzono natomiast, ze aktywnos¢
kinazowa IRAK nie jest krytyczna dla jej udziatu w sygnalizacji interleukiny-1
[56, 57, 58].

Ostatnio zostaly zidentyfikowane nowe elementy kompleksu receptorowego IL-
1RI: IRAK-2 [52] i IRAK-M [59]. IRAK-2 jest biatkiem homologicznym do IRAK
0 niewielkiej aktywnosci kinazowej. Podobnie jak IRAK za pomoca domeny N-
terminalnej oddziatuje z domeng DD biatka MyD88, natomiast po fosforylacji za
pomocg domeny C-terminalnej oddziatluje z TRAF6. Co ciekawe natomiast, w do-
Swiadczeniach immunoprecypitacyjnych IRAK-2 koprecypituje raczej z receptorem
IL-1, a nie z IL-IRAcP [52]. Nie wiadomo jeszcze, jaka jest wzajemna relacja
pomiedzy IRAK a IRAK-2, czy moga one np. dziata¢ alternatywnie. Stwierdzono
jednak, ze utrata funkcji IRAK nie moze by¢ catkowicie skompensowana ani przez
IRAK-2 ,ani przez inne spokrewnione kinazy [60]. IRAK-M ulega ekspresji gtdwnie
w komoérkach linii szpikowych i podobnie jak IRAK-2 ma nieznaczng aktywno$é
autokatalityczng. Odkrycie IRAK-2 oraz IRAK-M znacznie skomplikowato zro-
zumienie mechanizmu regulacji sygnalizacji IL-1.

Na obecnym etapie badan wydaje sie, ze IRAK jest jednym z tych elementow
systemu sygnalizacji interleukiny 1, od ktérego rozchodza sie rozmaite szlaki wiodace
do aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych. Wniosek ten jest potwierdzany przez
analize drog sygnalizacji ludzkich TLR, analogicznych do IL-1R i wykorzystujgcych
takze IRAK [27, 61]. Warto rowniez zauwazy¢, ze IRAK, chociaz dotychczas uwa-
zana za kinaze specyficzng tylko dla transdukcji sygnatu receptoréw z rodziny
IL-IR/Toll, wydaje sie mie¢ znaczenie réwniez w pewnych szlakach sygnalizacji
receptora p55 dla TNF. Udziat IRAK w tych szlakach sygnalizacji wymaga jednak
jej aktywnosci katalitycznej [58].

Z drugiej jednak strony doswiadczenia prowadzone na myszach z nieaktywnym
genem IRAK wskazuja, ze obecnos¢ tej kinazy nie jest niezbedna dla sygnalizacji
IL-1 [62]. Autorzy sugerujg, ze ostatnim elementem niezbednym dla transdukcji
sygnatu od IL-1 jest MyD88, natomiast brak dziatania IRAK moze byé kompen-
sowany przez inne kinazy lub, ze sygnat od receptora IL-1 moze by¢ réwniez
(chociaz w stabszej formie) przekazywany innymi szlakami.

6. SZLAK NFkB

Jednym z najwazniejszych, azarazem najlepiej poznanych szlakéw przekazywania
sygnatu IL-1 jest szlak NFkB. Szlak ten jest réwniez kluczowy w sygnalizacji
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ludzkich receptoréw TLR oraz Toll u Drosophila [27, 41]. Szlak prowadzacy do
mobilizacji czynnika NFkB, a takze inne szlaki transdukcji sygnatu indukowane
przez IL-1 przedstawiono na rycinie 1. NFkB to grupa czynnikéw transkrypcyjnych,
biorgcych udziat w regulacji ekspresji szeregu genéw, przede wszystkim zaanga-

RYCINA 1 Gtéwne szlaki sygnalizacji wewnatrzkomdrkowej interleukiny 1 (opis w tekscie)
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zowanych w odpowiedzi odpornosciowe i zapalne, odpowiedZ stresowgq i ochrone
przed apoptozg. Moga one by¢ aktywowane nie tylko przez IL-1, ale rowniez inne
biatka prozapalne i immunomodulacyjne, np. TNF, limfotoksyne a (LTa) i G(LT(3),
lipopolisacharyd (LPS), ligandy CD30 oraz CD40. NFkB jest dimerem skfadajgcym
sie najczesciej z podjednostek biatkowych p50 i p65/RelA, ktéry w stanie nie-
aktywnym zwigzany jest z inhibitorem 1kB. Aktywacja czynnika transkrypcyjnego
polega na fosforylacji 1kB, co powoduje jego dysocjacje od kompleksu, a nastepnie
degradacje przez proteasom. Wolny dimer NFkB ulega nastepnie translokacji do
jadra komorkowego, gdzie bierze udziat w uruchamianiu transkrypcji [63].

Uruchomienie szlaku sygnalizacji interleukiny 1 prowadzacego do aktywacji
NFkB nastepuje przez oddziatywanie C-terminalnej domeny ufosforylowanej IRAK
[64] z biatkiem nazwanym TRAF6 (TNF receptor-associatedfactor 6) [65]. TRAF6
nalezy do rodziny biatek adaptorowych wspoétdziatajgcych m.in. z receptorem p75
dla TNF, charakteryzujacych sie wystepowaniem konserwowanej C-koncowej do-
meny ztozonej z ok. 170 aminokwas6w, okres$lanej jako TRAF-C, a-helikalnej
domeny TRAF-N oraz N-terminalnego palca RING ipalca cynkowego [66]. Domena
TRAF-C jest zaangazowana w agregacje homo- i heterotypowg oraz w oddziatywania
z receptorami nadrodziny TNF-R [67]. W przypadku TRAF6 nie stwierdzono silnych
asocjacji z innymi czasteczkami z rodziny TRAF, a tylko z czasteczkami tego
samego typu [65]. Ostatnio pojawily sie dane sugerujgce, ze TRAF6 niejestjedynym
przedstawicielem biatek rodziny TRAF, ktory moze by¢é mediatorem sygnalizacji
IL-1. Stwierdzono mianowicie, ze w transdukcji sygnatu interleukiny 1 moze miec
udziat réowniez TRAF2, jeden z mediatorow szlaku inicjowanego przez TNFR1
|68, 69].

TRAF6 aktywuje kinaze NIK (NFKB-inducing kinase - kinaza indukujgca NFKkB)
[70], najprawdopodobniej za posrednictwem kinazy TAKI (ang. TGFft-activated
kinase) [71]. Kinaza TAKI, pierwotnie zidentyfikowana jako mediator sygnalizacji
TGF[3, nalezy do grupy kinaz MAP3K (mitogen-activated kinase kinase). Jest ona
konstytutywnie zasocjowana z biatkiem TAB-1, ktére wydaje sie mie¢ znaczenie
rowniez w sygnalizacji IL-1 [71]. Aktywacja TAKI zachodzi w drodze autofosfo-
rylacji [72]. Nie jest jednak jasne, w jaki sposéb TAKI aktywuje NIK. Prawdo-
podobnie dochodzi do fosforylacji w rejonie N-terminalnym NIK, co doprowadza
do jej czesSciowej aktywacji i umozliwia autofosforylacje kluczowych reszt ami-
nokwasowych. Kinaza NIK jest wsp6élnym mediatorem sygnalizacji szeregu re-
ceptoréw cytokin, oprécz IL-1RI takze p55 TNF-R, Fas/Apo-1, CD 30, CD 40,
IL-17R zachodzacej z udziatem biatek z grupy TRAF [70, 73]. Jest pierwszym
elementem szlaku sygnalizacji catkowicie specyficznym dla NFkB. NIK uczynnia
kompleks IkB-NFkB poprzez aktywacje kinaz IkB, okreslanych jako IKK (ang.
IkB kinase - kinaza IkB). Zidentyfikowano dwie kinazy IkB: IKKa [74] i B [75]
Sg one homologicznymi biatkami, fosforylujgcymi po 2 reszty seryny w N-koA-
cowych fragmentach inhibitoréw IkB-oc i [3 co prowadzi do poliubikwitynacji tych
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czasteczek i degradacji przez proteasom 26S [76]. IKKa i IKK(3 tworzg dimery
potgczone zamkiem leucynowym, ktére wraz z NIK sg elementami makromole-
kularnego kompleksu enzymatycznego o masie czgsteczkowej 800 kDa (ang. sig-
nalosome). NIK preferencyjnie fosforyluje jedng specyficzng reszte seryny w
czasteczce IKKa, moze rowniez fosforylowaé IKK(3 [77]. Jednak nie wiadomo,
czy znajduje to odbicie w biologicznej réznicy w dziataniu obu kinaz. Dla aktywnosci
tego kompleksu, a wiec do mobilizacji NFkB, niezbedna jest zarobwno NIK, jak
i kinazy IkB (IKKa i IKK(3) [75]. Dla aktywnosci kompleksu niezbednajest réwniez
obecnos$¢ biatka IKKYy/NEMO {NFkB essential modulator). Delecje zarbwno w
czesci N-, jak i C-terminalnej tego biatka blokujg aktywacje czynnika NFkB pod
wptywem IL-1 i innych stymulatoréw (LPS, TNF, PMA) [78, 79]. IKKy zawiera
m.in. zamek leucynowy, za ktérego pomocg prawdopodobnie taczy aktywatory z
kompleksem IKK. W sktad kompleksu wchodzg ponadto biatka tworzgce rusztowanie
{scaffold proteins), ktérych zadaniem jest takze regulacja i koordynacja aktywnosci
IKK. Do chwili obecnej sklonowano jedno takie biatko, nazwane IKAP (IKK-
complex-associated protein) [80].

Niedawno odkryto kolejng kinaze serynowo-treoninowg IKK-i zdolng do fo-
sforylacji iKBa. Nie jest ona jednak aktywowana przez znane stymulatory NFkB,
co rodzi watpliwosci co do jej fizjologicznego znaczenia dla aktywacji tego czynnika
transkrypcyjnego [81]. Podobnie bardzo zblizona do niej kinazaN AK/TB KI (NFkB-
activating kinase/TRAF-binding kinase), ktéra tworzy kompleks z TANK (I-TRAF)
i TRAF2 moze byé mediatorem aktywacji NFkB przez TRAF2, 5, 6 oraz TANK.
Pomimo znacznej homologii do IKK wydaje sie ona dziata¢ powyzej, aktywujac
w niewielkim stopniu IKK|3 i uruchamiajgc mechanizm dodatniego sprzezenia
zwrotnego powodujagcego wzmocnienie tej aktywacji. Nie jest jednak niezbedna
dla aktywacji NFkB przez IL-1, TNF i CD40, w zwiazku z czym wydaje sie
by¢ elementem innego szlaku sygnalizacji [82, 83].

W ostatnim czasie pojawito sie kilka publikacji sugerujgcych, ze interleukina
1 aktywuje czynnik transkrypcyjny NFkB réwniez droga niezalezng od IRAK,
TRAF6 i NIK, natomiast zaleznej od 3-kinazy fosfatydyloinozytolu (PI1-3K - phos-
phatidylinositol 3-kinase) [np. 84, 85]. Podjednostka regulatorowa tej kinazy p85
oddziatuje z domeng wewnatrzkomérkowa IL-IRAcP (by¢ moze w interakcje te
zaangazowana jest rowniez czgsteczka IL-1RI) [84, 86], co prowadzi do fosforylacji
p85, a w konsekwencji do aktywacji podjednostki katalitycznej pllO dzieki za-
pewnieniu kontaktu z btonowymi substratami lipidowymi. Powstajgce produkty li-
pidowe petnig role wtornych przekaznikdw aktywujac m.in. kinaze biatkowg
Akt/PKB. W ten sposéb uruchamiany jest szlak prowadzacy do aktywacji NFkB.
Cze$¢ prac wskazuje na niezalezng od NIK aktywacje IKK i za ich posrednictwem
fosforylacje i degradacje IkB oraz uwolnienie aktywnego NFkB [84, 87]. Czes¢
natomiast sugeruje aktywacje NFkB niezalezng od degradacji IkB, translokacji NFB
do jadra i wigzania do DNA. Polegataby ona na fosforylacji w obrebie podjednostki
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p65/RelA NFkB, prowadzacej do wzrostu aktywnosci transaktywacyjnej tego czyn-
nikatranskrypcyjnego [86]. Wydaje sie, ze w przypadku obu przedstawionych $ciezek
dla efektywnej aktywacji NFkB niezbedna jest kooperacja z innymi szlakami trans-
dukcji sygnatu, przede wszystkim z opisang powyzej klasyczng droga mobilizacji
NFkB. lIstniejg rowniez doniesienia, ze w pewnych modelach sygnalizacja IL-1
za posrednictwem PI-3K i Akt, cho¢ ma antyapoptotyczne skutki, jednak w ogdle
nie prowadzi do mobilizacji czynnika transkrypcyjnego NFkB [88].

NFkB moze by¢ aktywowany takze za posrednictwem kinaz z grupy MAPK.
Aktywacja ta moze zachodzi¢ zaréwno zaleznie, jak i niezaleznie od degradacji
IkB. Najczesciej podkreslany jest udziat MEKKI (kinaza kinaz MAP kinaz 1)
[89, 90]. Szlaki mobilizacji NFkB - udziatem kinaz MAPK zostang przedstawione
w kolejnym rozdziale.

Czynnik transkrypcyjny NFkB aktywuje transkrypcje wielu genéw odpowiedzi
wczesnej (ang. immediate-early) indukowanych przez IL-1 iinne czynniki stresowe,
takich jak IL-6, IL-8, selektyna E, czgsteczki adhezyjne ICAM-1 i VCAM-1. Do
grupy tej naleza réwniez geny kodujace biatka protekcyjne, chronigce komorki
przed apoptozg, np. A20. Biatko A20 wydaje sie by¢ waznym negatywnym re-
gulatorem aktywnos$ci NFkB w odpowiedzi na IL-1 [91]. Regulacja ta zachodzi
prawdopodobnie dzieki bezposredniej interakcji pomiedzy C-terminalng domeng
A20 a TRAF6 [92]. Biatko A20 petni wéwczas prawdopodobnie role biatka adap-
torowego faczacego TRAF6 (dotyczy to takze TRAF2) z biatkiem ABIN, ktére
negatywnie reguluje dziatanie domeny transaktywacyjnej NFkB [93]. Sugerowano
réwniez, ze aktywno$¢ NFkB po indukcji przez IL-1 moze by¢ regulowana przez
TRAFI zaréwno negatywnie, jak i pozytywnie. Stwierdzono, ze w komorkach
HEK?293T nadekspresja biatka TRAFI powoduje znaczne obnizenie transkrypcji
zaleznej od NFkB, tymczasem w komorkach HelLa zaobserwowano zjawisko od-
wrotne [94, 95].

7. SZLAKI KINAZ MAP

Kinazy MAP (mitogen-activated protein kinase) stanowig ewolucyjnie konser-
watywng rodzine enzymow ztozong z trzech grup, okreslanych jako MAPK, MAPKK
i MAPKKK. Kinazy MAPK sg kinazami Ser/Thr ukierunkowanymi przez proling.
Sg one aktywowane przez fosforylacje reszt Thr i Tyr w motywie TXY przez
kinazy wyzszego rzedu MAPKK o podwojnej specyficznosci. Kinazy te sg z kolei
aktywowane przez fosforylacje konserwowanych Ser i Thr przez MAPKKK, two-
rzagce zroznicowang grupe kinaz Ser/Thr, aktywowane przez receptory bionowe
za posrednictwem np. innych kinaz, matych biatek wigzacych GTP. Domeny kata-
lityczne kinaz MAP sg ewolucyjnie konserwatywne, natomiast w domenach regu-
latorowych zaobserwowano znaczgce réznice. RAznig sie one takze specyficznoscig
substratowg. W komorkach ssaczych wystepujg trzy typy kinaz MAP: ERK,
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IJNK/SAPK i p38 MAPK [96]. IL-1 aktywuje efektywnie szlaki kinaz INK/SAPK
i p38 MAPK, ktére moga tez by¢ aktywowane przez czynniki stresowe, cytokiny
i czynniki wzrostowe, takich jak EGF, NGF, czy TNF. Natomiast kaskada ERK
uwazana jest za najmniej istotng w sygnalizacji interleukiny 1. Kaskady kinaz MAP
w transdukcji sygnatu IL-1 przedstawiono na rycinie 2.

7.1. Szlak JNK/SAPK

Szlak INK/SAPK jest bardzo silnie indukowany przez IL-1 w szeregu linii ko-
mérkowych [97,98,99, 100, 101,102,103]. Kinazy JNK aktywuja przede wszystkim
czynnik transkrypcyjny c-Jun przez fosforylacje specyficznych miejsc w N-koncowej
czeSci domeny transaktywacyjnej [97]. Moga réwniez aktywowaé inne czynniki
transkrypcyjne, w tym c-Fos i ATF2 (podobnie jak c-Jun sg one sktadnikami kom-
pleksu AP1) [99]. W konsekwencji dochodzi do zwiekszenia transkrypcji genow
kodujgcych cytokiny [103], indukowalng syntaze tlenku azotu (iNOS) [99], indukcji
cyklooksygenazy-2, a w konsekwencji wzrostu syntezy prostaglandyn [104, 105].
Szlak JNK indukowany przez IL-1 uczesthiczy w procesach zapalnych [106]. W
wielu uktadach doswiadczalnych w kaskade sygnalizacyjng sg zaangazowane tylko
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okre$lone typy i izoformy JNK [101, 107]. Rézne izoformy JNK wiazg czynniki
transkrypcyjne c-Jun i ATF-2 z r6znym powinowactwem, co moze decydowaé
0 specyficznej funkcji poszczegdlnych izoform JNK [108]. Konsekwencje funkcjo-
nalne aktywacji pojedynczego typu lub izoformy JNK zostang zapewne poznane
dzieki badaniom prowadzonym na myszach z nieaktywnymi genami JNK [109,
110, 111]. Aktywacja JNK po indukcji za pomocg IL-1 zachodzi niezaleznie od
p21 Ras i Raf-1 [112]. Posrednikami sg dwa biatka wigzace GTP z rodziny Rho,
spokrewnione z p21 Ras: Rac-1 i -2 oraz Cdc42Hs [113, 114]. Aktywuja one
zréznicowang grupe biatek homologicznych do drozdzowego STE20, ktére z kolei
sg zaangazowane w indukcje aktywnoSci MAPKKK. Nalezg do niej m.in. kinazy
Ser/Thr zwane PAK [113, 114] oraz inne biatka np. GCK, HPK, KHS, MLK3,
NIK [wg 96]. Wiekszo$¢ z nich aktywuje przez fosforylacje MAPKKK, ktdrej
role w szlaku JNK peini MEKKI [115, 116], rzadziej MEKK2 i 3 [117], MLK
[118] lub ASK-1 [119]. Nastepnie fosforylowana jest MAPKK, w tym wypadku
MKK4 [104, 120] lub MKK7 [100, 101, 116, 118], ktére podwdjnie fosforyluja
JNK w subdomenie VIII [118].

JNK/SAPK moze réwniez ulega¢ aktywacji na drodze zaleznej od MyD88, IRAK
1 TRAF6. Proces ten zachodzi bez udziatlu aktywnosci katalitycznej IRAK [57,
64, 69]. Jednym z mediatorow jest MEKKI, podobnie jak w klasycznym szlaku
JNK/SAPK [69, 121]. Role mediatora moze réwniez petni¢ kompleks TAK 1/TAB-I,
wspomniany wcze$niej jako aktywator kinazy indukujacej NFkB (NIK) [71]. Efektem
aktywacji tych drog jest aktywacja JNK i w rezultacie mobilizacja czynnika trans-
krypcyjnego AP-1. Jak wspomniano wcze$niej, kinaza MEKKI moze uczestniczy¢
réwniez w aktywacji czynnika NFkB [89, 116; 122]. MEKKI zostata wykryta
w aktywnym kompleksie zawierajgcym kinazy IKK oraz NIK (ang. signalosome).
Stwierdzono, ze preferencyjnie stymuluje aktywno$¢ kinazy IKK [90]. Zidentyfi-
kowano czgsteczke, ktéra moze dziataé jako posrednik pomiedzy TRAF6 a MEKKI.
Biatko to, zwane ECSIT (evolutionary conserved signaling intermediate in Toll
pathways - ewolucyjnie konserwowany posrednik sygnalizacyjny w szlakach Toll),
jest prawdopodobnie specyficzna dla szlakéw sygnalizacji IL-IR/Toll. Peini ono
role biatka adapterowego oddziatujgcego z TRAF6 i MEKKI oraz promuje pro-
teolize diugiej formy MEKKI o masie czasteczkowej 195 kDa (prawdopodobnie
z udziatem kaspazy), w wyniku czego powstaje forma aktywna katalitycznie o
m. cz. 80 kDa [123]. Dowiedziono réwniez udziatu dwoch innych kinaz MEKK2
i MEKK3 w procesie aktywacji kinaz IKK [124].

Pojawito sie rowniez doniesienie, ze Kinazy z rodziny MAP mogg negatywnie
regulowaé szlak aktywacji czynnika transkrypcyjnego NFkB. A mianowicie: wy-
mieniona juz kinaza typu MAPKKK, zwana ASK1 (apoptosis signal-regulating
kinase - kinaza regulujgca sygnat apoptotyczny), funkcjonujgca w szlakach
IJNK/SAPK ip38 MAPK, moze wchodzi¢ w bezposrednig interakcje z kinaza TAKI,
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co uniemozliwia tworzenie kompleksu TAKI z biatkiem adaptorowym TRAF6,
przerywajac tym samym szlak mobilizacji NFkB [125].

7.2. Szlak p38 MAPK

Szlak p38 MAPK jest aktywowany, podobniejak szlak INK/S APK, przez czynniki
stresowe, a wiec réwniez przez interleukine 1. Dowody na udziat kinazy p38 MAPK
w sygnalizacji IL-1 w réznych typach komorek pojawiajg sie w szeregu prac [np.
102, 126, 127, 128, 129, 130, 131]. Znaczenie kaskady p38 w sygnalizacji IL-1
potwierdzity takze doSwiadczenia na myszach z knockoutem genu p38 MAPK 1132].
Efektem dziatania kaskady p38 jest aktywacja czynnika transkrypcyjnego SAP-1
[102], atakze fosforylacja MAPKAP kinazy-2 (MAPK - associatedprotein kinase-2)
[126, 130, 132] oraz hsp 27 [126]. Ostateczng konsekwencjg dziatania kaskady
p38 MAPK jest wzrost ekspresji cytokin, np. IL6 [128, 130], IL-8 [133], IL-2
[103], wzrost ekspresji cyklooksygenazy-2 (COX-2) i zwigzany z tym wzrost pro-
dukcji prostaglandyn [104, 105] oraz wzrost ekspresji indukowalnej syntazy tlenku
azotu (iNOS) [105]. Nalezy zauwazy¢, ze regulacja ekspresji genu przy udziale
p38 MAPK zachodzi¢ moze nie tylko na poziomie transkrypcji, ale takze stabilizacji
mRNA [130], translacji [128] i potranslacyjnie [103, 105]. W literaturze trudno
jednak znalez¢ informacje dotyczgce kinaz aktywujgcych p38 w odpowiedzi na
IL-1. Z badah niezwigzanych bezposrednio z sygnalizacjg interleukiny 1 wiadomo
jednak, ze bezposrednimi aktywatorami p38 sg najczesciej MKK3 i MKK6 [wg
96], ktére z kolei sg uruchamiane dzieki fosforylacji przez kinaze ASK-1 [119].
Guan i in. potwierdzili te dane oraz wykazali, ze p38 MAPK moze réwniez ulegaé
aktywacji pod wptywem MKK4, jednej z podstawowych Kkinaz aktywujgcych
JNK/SAPK [104]. Aktywacja kaskady p38MAPK zachodzi, podobnie jak w przy-
padku JNK/SAPK, za posrednictwem niskoczgsteczkowych biatek wigzacych GTP.

7.3. Szlak ERK

Kinaza ERK jest aktywowana gtéwnie przez mitogeny, np. czynniki wzrostowe,
ktérych receptory majg endogenng aktywnos$¢ kinazy tyrozynowej. Aktywacja ta
zachodzi za posrednictwem p21 Ras (mate biatko wigzace GTP), kinazy Raf-1,
ktora petni tu role MAPKKK oraz MEK1 lub MEK2. Aktywowana kinaza ERK
fosforyluje czynniki transkrypcyjne Elk-1, SAP1, Etsl i 2 oraz CREB [wg 96].
W przeciwienstwie do czynnikdw wzrostowych, cytokiny, takie jak IL-1, nie sg
silnymi aktywatorami ERK [np. 100, 101, 134]. Pojawiajg sie jednak doniesienia
sugerujgce zaangazowanie szlaku ERK w transdukcje sygnatu interleukiny 1 [np.
127, 129, 135, 136, 137]. Jak sugerujg niektorzy autorzy, IL-1 aktywuje ERK
nie bezposrednio, lecz zaleznie od dodatkowych czynnikéw, np. obecnosci jondw
wapnia [129]. Wydaje sie, ze zaangazowanie tego szlaku w sygnalizacje receptora
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IL-1 jest ograniczone do pewnych uktadow doswiadczalnych i tylko niektérych
komorek.

Za posrednictwem kinaz MAP interleukina 1 moze réwniez indukowac aktywacje
czynnika transkrypcyjnego NFkB w sposéb niezalezny od IKK. W procesie tym
bierze udziat mate biatko wigzace GTP Racl, ktére moze asocjowac z kompleksem
receptorowym IL-1 [138] oraz kinaza efektorowa PAKI, ktéra moze regulowac
aktywacje kinaz MAP uaktywniajacych z kolei inne kinazy, np. kinazy biatkowe
PKA i PKCe, oraz kinaze kazeiny Il. Rezultatem jest wzmocnienie zdolnosci trans-
aktywacyjnej podjednostki p65 NFkB juz zwigzanej ze specyficzng sekwencjg pro-
motorowg dzieki fosforylacji reszt seryny [139]. Dowiedziono udziatu atypowych
izoform PKC w aktywacji NFkB w niektérych modelach komérkowych, ale na
razie nie potwierdzono ich bezposredniego zwigzku z opisywanym szlakiem [140].
Wydaje sie, ze opisany szlak jest komplementarny do klasycznego szlaku aktywacji
NFkB : udziatem IKK. Prawdopodobne jest, ze dla efektywnej mobilizacji czynnika
NFkB niezbedne sg oba przedstawione sygnaly. Szlak z udziatem PKC mozna
réwniez powigza¢ z opisanym wczeéniej szlakiem mobilizacji NFKB przy udziale
3-kinazy fosfatydyloinozytolu (P1-3K), kt6rej dziatanie moze prowadzi¢ m.in. do
aktywacji PKA i PKC.

Wi ielo$¢ danych dotyczacych udziatu trzech kaskad kinaz MAP w sygnalizacji
interleukiny 1komplikuje obraz transdukcji sygnatu tej cytokiny. Sprzeczno$é danych
prezentowanych przez réznych autoréw wydaje sie wynika¢ z doboru modelu ko-
morkowego oraz metod badawczych. W wielu przypadkach IL-1 moze jednocze$nie
aktywowac rozne szlaki kinaz MAP [102, 103, 104, 105, 127, 129, 141, 142].
Niekiedy za$ do uzyskania efektu biologicznego cytokiny niezbedny wydaje sie
udziat co najmniej dwoch kaskad kinaz MAP lub ich kooperacja z innymi szlakami
transdukcji [103, 104, 105, 142]. Z drugiej strony kinazy MAP mogga uczestniczy¢
w negatywnej regulacji ekspresji genow [141]. Prawdopodobnie szlaki kinaz MAP
sg dodatkowo regulowane przez biatka nie bedace elementami tych kaskad. Przy-
ktadem moze by¢ kontrola $ciezki INK/SAPK przez oddziatywanie z biatkiem
rusztowania (ang. scaffoldprotein) 1B 1/JIP-1[143]. Za negatywna regulacje szlakéw
kinaz MAP wydaje sie by¢ rowniez odpowiedzialny ukitad PI3K/Akt. Sugeruje
sie, ze regulacja ta moze zachodzi¢ przez oddziatywanie Akt z JNK lub z Raf
albo Rac [88]. Waznymi regulatorami kaskad kinaz MAP wydaja sie by¢ réwniez
fosfatazy biatkowe PP2A i PP1 [144, 145]. Stwierdzono na przykiad, ze PP2A
hamuje dziatanie MAPK i w dalszej kolejnosci MAPKAPK-2. W odpowiedzi na
IL-1 kinaza typu pp60 src fosforyluje PP2A, co powoduje jej inaktywacje i w
konsekwencji umozliwia funkcjonowanie kaskady MAPK [146].

Szlaki sygnalizacji prowadzgce do aktywacji podstawowych dla cytokin pro-
zapalnych czynnikéw transkrypcyjnych, tzn. NFkB i AP1, sg bardzo ztozone i
splecione ze sobg. Przy obecnym stanie wiedzy postuluje sie, ze regulacja odpowiedzi
na IL-1jest wielostopniowa i wymaga udziatu co najmniej dwoch szlakéw. Przy-
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ktadem moze by¢ synteza interleukiny 2 bardzo istotna dla prawidtowego przebiegu
i efektywnosci odpowiedzi odpornosciowej. Wymaga ona nie tylko indukcji ekspresji
genu na poziomie transkrypcji, ktéra zachodzi zaleznie od IRAK, TRAF6, a wiec
szlakiem NFkB, ale réwniez dodatkowych sygnatow stabilizujgcych mRNA i in-
dukujgcych translacje, niezaleznych od tych mediatoréw [147].

8. INNE SZLAKI SYGNALIZACJI IL-1

Wi iele wczesnych prac dotyczacych sygnalizacji wewnatrzkomdrkowej interleu-
kiny 1 wskazywato na oddziatywanie klasycznych biatek G z receptorem IL-1,
co skutkuje aktywacjg cyklazy adenylowej i innych enzymoéw efektorowych i w
konsekwencji wzrostem stezen wtérnych przekaznikéw, takich jak cAMP [148,
149]. Po6Zniejsze badania dowiodty, ze klasyczne biatka G nie sg bezposrednio
zaangazowane w poczatkowe etapy transdukcji sygnatu od receptora IL-1. Stwier-
dzono jednak, ze cAMP jest istotnym wtérnym przekaznikiem w wielu ukadach
doswiadczalnych [136, 150, 151]. Za pos$rednictwem cAMP aktywowana moze
by¢ kinaza biatkowa A (PKA), ktéra z kolei moze przyczynia¢ sie do aktywacji
dwoéch najwazniejszych w sygnalizacji IL-1 czynnikéw transkrypcyjnych, czyli
NFkBiAP1 [150,152]. Wydaje siejednak, ze PKA moze uczestniczy¢ w sygnalizacji
interleukiny 1 niezaleznie od cAMP, o czym wspomniano wczes$niej. By¢ moze
PKA wplywa permisywnie na szlaki aktywacji AP1 dzieki fosforylacji inhibitora
1, ktory blokuje aktywno$¢ fosfatazy biatkowej PP1. Nieaktywna fosfataza PP1
nie moze blokowaé¢ dziatania kaskady prowadzacej do aktywacji czynnika trans-
krypcyjnego [152].

W sygnalizacje interleukiny 1 moga by¢ réwniez zaangazowane mediatory li-
pidowe. Jeden z nich, diacyloglicerol (DAG), moze powstawaé z r6znych lipidéw
btonowych zaréwno zaleznie, jak i niezaleznie od fosfolipazy C (PLC). W tym
drugim przypadku moze on powstawac przez konwersje za posrednictwem fosfo-
hydrolazy fosfatydowej z kwasu fosfatydowego lub z ceramidu. Prawdopodobnie
DAG aktywuje niektére izoformy kinazy biatkowej C (PKC). Ceramid powstaje
z rozpadu sfingomieliny katalizowanego przez btonowg sfingomielinaze obojetng
(nSMaze). Pomimo istnienia doniesien o produkcji ceramidu w odpowiedzi na in-
terleukine 1 [153] nie ma pewnosci, czy jest on przekaznikiem tej cytokiny, czy
tez tylko wspomagajej sygnalizacje wewnatrzkomadrkowag, a powstaje pod wptywem
innych czynnikéw. Ceramid wzmaga aktywno$¢ zaréwno kinazowa, jak i fosfa-
tazowgq. Przy jego udziale moze by¢ aktywowana fosfataza PP2A [154]. Natomiast
aktywowang przez ceramid kinazajestCAK (cercimid-activatedkinase), kt6ra zostata
zidentyfikowana jako kinaza ERK [155]. Ceramid moze by¢ rdwniez przekaznikiem
w szlaku prowadzacym do syntezy cyklooksygenazy Il (COXIIl) w odpowiedzi
na IL-1 iw konsekwencji do powstawania produktéw rozpadu kwasu arachidono-
wego, przede wszystkim prostaglandyny EO (PGE2) [156]. Wskazano réwniez na
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udziat kinazy biatkowej CC, (PKCQ w indukcji ekspresji COXII i produkcji PGE2
[157].

Za wazny wtérny przekaznik w sygnalizacji IL-1 uwaza sie rowniez tlenek azotu
(NO) [np. 158, 159]. NO powstaje dzieki dziataniu syntazy tlenku azotu (NOS
- nitric oxide synthase). IL-1aktywuje przede wszystkim indukowalng forme syntazy
tlenku azotu, tzw. iINOS, stymulujac jej synteze [160]. Prawdopodobnie dochodzi
réwniez do zaleznej od IL-1 fosforylacji NOS przy udziale PKA, PKC lub innych
kinaz. Zjawisko to dotyczy réwniez konstytutywnie produkowanej syntazy tlenku
azotu [161].

W odpowiedzi na stymulacje przez interleukine 1 aktywowane sg rOwniez inne,
poza wymienionymi wcze$niej, kinazy, np. kinaza hsp27 i kinaza [3-kazeiny [162],
oraz kinazy tyrozynowe. Jak wspomniano wczesniej, interleukina laktywuje rowniez
fosfatazy biatkowe PP1 i PP2A. Rola fosfataz nie zostata dotychczas catkowicie
wyjasniona, jednak najprawdopodobniej petnig one bardzo wazng role w regulacji
odpowiedzi na IL-1. Mogg regulowa¢ aktywnos$¢ wielu kinaz, a takze czynnikéw
transkrypcyjnych. Sg odpowiedzialne za powrdt czynnika NFkB do stanu spoczyn-
kowego oraz za peing aktywacje czynnika c-Jun, do ktorej wymagana jest m.in.
defosforylacja specyficznych reszt aminokwasowych. Sposob dziatania regulacyj-
nego fosfataz PP2A i PP1 zostat przedstawiony powyzej.

9. ZAKONCZENIE

W ciggu ostatnich lat badan nad transdukcjg sygnatéw IL-1 udokumentowano
szerokie spektrum aktywnosci tej waznej cytokiny immunomodulacyjnej i proza-
palnej. Zidentyfikowano sktad kompleksu receptorowego i zbadano mechanizm jego
dziatania, zidentyfikowano szereg kinaz, wtérnych przekaznikéw i czynnikow trans-
krypcyjnych zaangazowanych w sygnalizacje wewnatrzkomérkowg. Dotychczas
udato sie dosy¢ doktadnie opisac szlaki prowadzace do aktywacji czynnikéw trans-
krypcyjnych NFkB i API, w ktére zaangazowane sg z jednej strony liczne czasteczki
adaptorowe, nie wykazujgce aktywnos$ci enzymatycznej, a z drugiej strony kinazy
z grupy MAP tworzace charakterystyczne kaskady. Publikowane w ostatnich mie-
sigcach prace komplikujg jednak wydawatoby sie juz w miare przejrzysty obraz,
dokumentujac odkrycia nowych biatek, ktorych rola polega najczesciej na regulacji
i taczeniu ze sobg kilku szlakow. Wiele biatek uczestniczacych w sygnalizacji IL-1
nie zostato jeszcze przypisanych do konkretnych szlakéw. Na skomplikowanej mapie
wzajemnych potaczen i zaleznosci widnieje wcigz wiele znakéw zapytania. lden-
tyfikacja interakcji pomiedzy szlakami sygnalizacji oraz znaczenia poszczeg6lnych
szlakéw i interakcji miedzy nimi w indukcji okreslonych efektéw biologicznych
IL-1 wymagaé bedzie jeszcze intensywnych badan.



118 M.M. DOSZCZAK, A. PIERZCHALSKI, J. B1GDA

PISMIENNICTWO

[1] DINARELLO CA. The biological properties of interleukin-1. Eur Cytokine Netw 1994; 5;
517-531.

[2] MARCH CJ, MOSLEY B. LARSEN A, CERRETTI DP, BRAEDT G, PRICE V, GILLIS S,
HENNEY CS, KRONHEIM SR, GRABSTEIN K, CONLON PJ, HOPP TP, COSMAN D.
Cloning, sequence and expression of two distinct humaninterleukin-1 complementary DNAs.
Nature 1985; 315; 641-647.

[31 THORNBERRY NA, BULL HG, CALAYCAY JR. CHAPMAN KT, HOWARD AD,
KOSTURA MJ, MILLER DK, MOLINEAUX SM, WEIDNER JR, AUNINS J,SCHMIDT JA,
TOCCI M. A novel heterodimeric cysteine protease is required for interleukin-IB processing
in monocytes. Nature 1992; 356: 768-774.

[4] DRIPPS DJ, BRANDHUBER BJ, THOMPSON RC, EISENBERG SP. Interleukin-1 (IL-1)
receptor antagonist binds to the 80 kDa IL-1 receptor but does not initiate IL-1 signal
transduction. J Biol Chem 1991; 266: 10331-10336.

[5] GRANOWITZ EV, CLARK BD, MANCILLA J, DINARELLO CA. Interleukin-1 receptor
antagonist competetively inhibits the binding of interleukin-1 to the type Il interleukin-1
receptor. J Biol Chem 1991; 266: 14147-14150.

[6] MUZIO M, POLENTARUTTI N, FACCHETTI F, PERI G, DONI A, SIRONI M, TRANS-
IDICO P, SALMONA M, INTRONA M, MANTOVANI A. Characterization of type Il
intracellular IL-1 receptor antagonist (IL-lra3): a depot IL-lra. Eur J Immunol 1999; 29:
781-788.

[7] SMITH DE, RENSHAW BR, KETCHEM RR, KUBIN M, GARKA KE, SIMS JE. Four new
members expand the interleukin 1superfamily. J Biol Chem 2000; 275: 1169-1175.

[8] KUMAR S, MCDONNELL PC, LEHR R, TIERNEY L, TZIMAS MN, GRISWOLD DE,
CAPPER EA, TAL-SINGER R, WELLS GI, DOYLE ML, YOUNG PR. ldentification and
initial characterization of four novel members of the interleukin 1 family. J Biol Chem 2000;
275: 10308-10314.

[91 DOWER SK, KROMHE1M SR, MARCH CJ, CONLON PJ, HOPP TP, GILLIS S, URDAL
DL. Detection and characterization of high affinity plasma membrane receptors for human
interleukin 1. J Exp Med 1985; 162: 501.

[10] HORUK R.HUANG JJ,COVINGTON M, NEWTON RC. A biochemical and kinetic analysis
of the interleukin 1 receptor. J Biol Chem 1987; 262: 16275-16278.

[11] DAYER JM, BURGER D. Interleukin-1, tumor necrosis factor and their specific inhibitors.
Eur Cytokine Network 1994; 5: 563-572.

[12] COLOTTA F, RE F, MUZIO M, BERTINI R, POLENTARUTTI N, SIRONI M, SIMS JE,
MANTOVANI A. Interleukin-1 type Il receptor: a decoy target for IL-1 that is regulated by
IL-4. Science 1993; 261: 472-475.

[13] COLOTTA F, SACCANIS, GIRIJG, DOWER SK, SIMS JE, INTRONA M, MANTOVANI
A. Regulated expression and release of the IL-1 decoy receptor in human mononuclear
phagocytes J Immunol 1996; 156: 2534-2541.

[14] ORLANDO S, SIRONI M, BIANCHI G, DRUMMOND AH, BORASCHI D, YABES D,
COLOTTA F, MANTOVANI A. Role of metalloproteinases in the release of the IL-1 type Il
decoy receptor. J Biol Chem 1997; 272: 31763-31769.

[15] SIMS JE, MARCH CJ, COSMAN D, WIDNER MB, MACDONALD HR, MCMAHAN CJ,
GRUBIN CE, JACKSON JL, CALL SM, FRIEND D, ALPERT AR, GILLIS S, URDAL DL,
DOWER SK. cDNA expression cloning of the IL-1 receptor, a member of the immunoglobulin
superfamily. Science 1988; 241: 585-589.



MECHANIZMY SYGNALIZACJI INTERLEUKINY 1 119

[16] DOWER SK, KRONHE1M SR, HOPP TP, CANTRELL M, DEELEY M, GI1LLIS S,
HENNEY CS, URDAL DL. The cell surface receptors for interleukin-la and interleukin-IR
are identical. Nature 1986; 324: 266-268.

[177 MARTIN MU, FALK W. The interleukin-1 receptor complex and interleukin-1 signal
transduction. Eur Cytokine Network 1997; 8:5-17.

[18] SLACK J, MCMAHAN CJ, WAUGH S, SCHOOLEY K, SPRIGGS MK, SIMS JE, DOWER
SK. Independent binding of interleukin-la and interleukin-IR to type I and type Il interleukin-1
receptors. J Biol Chem 1993; 268: 2513-2524.

[19] SIMS JE, DOWER SK. Interleukin-1 receptors. Eur Cytokine Netw 1994; 5: 539-546.

[20] GREENFEDER SA, NUNES P, KWEE L, LABOW M, CHIZZONITE RA, JU G. Molecular
cloning and characterization of a second subunit of the interleukin 1 receptor complex. J Biol
Chem 1995; 270: 13757-13765.

[21] TORIGOE K, USHIO S, OKURA T, KOBAYASHI S, TANIAI M, KUNIKATA T, MURA-
KAMI T, SANOU O, KOJIMA H. FUJII M, OHTA T, IKEDA M, IKEGAMI H, KURIMOTO
M. Purification and characterization of the human interleukin-18 receptor. J Biol Chem 1998;
272: 25737-25742.

[22] BORN TL, THOM ASSEN E, BIRD TA, SIMS JE. Cloning of anovel receptor subunit, AcPL,
required for interleukin-18 signaling. J Biol Chem 1998; 273: 29445-29450.

[23] LOVENBERG TW, CROWE PD, LIUC,CHALMERS DT, LIU XJ. LIAW C,CLEVENGER
W, OLTERSDORF T, DE SOUZA EB, MAKI RA. Cloning of a cDNA encoding a novel
interleukin-1 receptor related protein (IL-Rrp2). J Neuroimmunol 1996; 70: 113-122.

[24] MITCHAM JL, PARNET P, BONNERT TP GARKA KE, GERHART MJ, SLACK JL,
GAYLE MA, DOWER SK, SIMS JE. T1/ST2 signaling establishes it as a member of an
expanding interleukin-1 receptor family. J Biol Chem 1996; 271: 5777-5783.

[25] THOMASSEN E, BLAIR RR, SIMS JE. Identification and characterization of SIGIRR, a
molecule representing a novel subtype of the IL-1R superfamily. Cytokine 1999; 11: 389-399.

[26] BORN TL, SMITH DE, GARKA KE, RENSHAW BR, BERTLES JS, SIMS JE. Identification
and characterization of two members of a novel class of the IL-1R family. J Biol Chem 2000;
275: .

[27] ROCK FL, HARDIMAN G, TIMANS JC, KASTELEIN R, BAZAN FJ. A family of human
receptors structurally related to Drosophila Toll. Proc Natl Acad Sei USA 1998; 95: 588-562.

[28] HASHIMOTO C, HUDSON KL, ANDERSON KV. The Toll gene of Drosophila, required
for dorsal-ventral embryonic polarity, appears to encode a transmembrane protein. Cell 1988;
52:269-279.

[29] WILLIAMS MJ, RODRIGUEZ A, KIMBRELL DA, ELDON ED. The 18-wheeler mutation
reveals complex antibacterial gene regulation in Drosophila host defense. EMBO J 1997; 16:
6120-6130.

[30] LUO C, ZHENG L. Independent evolution of Toll and related genes in insects and mammals.
Immunogenetics 2000; 51: 92-98.

[31] MEDZHITOV R, PRESTON-HURLBURT P, JANEWAY CA. A human homologue of the
Drosophila Toll protein signals activation of adaptive immunity. Nature 1997; 388: 394-397.

[32] TAKEUCHI O, KAWAI T, SANJO H, COPELAND NG, GILBERT DJ, JENKINS NA,
TAKEDA K, AKIRA S. TLR6: a novel member of an expanding Toll-like receptor family.
Gene (Amst) 1999; 231: 59-65.

[33] MIYAKE K, YAMASHITA Y, OGATA M, SUDO T, KIMOTO M. RP105, a novel B Cell
surface molecule implicated in B cell activation, is a member of the leucine-rich repeat protein
family. J Immunol 1995; 154: 3333-3340.

[34] LORD KA, HOFFMAN-LIEBERMANN R, LIEBERMANN DA. Nucleotide sequence and
expression ofacDNA encoding MyD88, anovel myeloid differentiation primary response gene
induced by IL-6. Oncogene 1990; 5: 1095.



120 M.M. DOSZCZAK, A. P1ERZCHALSKI, J. BIGDA

[35] HULTMARK D. Macrophage differentiation marker MyD88 is a member of the Toll/IL-1
receptor family. Biochem Biophys Res Commun 1994; 199: 144-146.

[36] WHITHAM S, DINESH-KUMAR SP, CHOI D, HEHL R, CORR C, BAKER B. The product
of the tobacco mosaic virus resistance gene N: similarity to Toll and the interleukin-1 receptor.
Cell 1994; 78: 1101.

[37] PARKER JE, COLEMAN MJ, SZABO V, FROST LN, SCHMIDT R, VAN DER BIEZEN
EA, MOORES T, DEAN C, DANIELS MJ, JONES JD: The Arabidopsis downy mildew
resistance gene RPP5 shares similarity to the Toll and interleukin-1 receptors with N and L6.
Plant Cell 1997; 9: 879-894.

[38] LAWRENCE GJ, FINNEGAN EJ, AYLIFFE IVIA, ELLIS JG. The L6 gene for flax resistance
is related to the Arabidopsis bacterial resistance gene RPS2 and the tobacco viral resistance
gene N. Plant Cell 1995; 7: 1195-1206.

[39] ALCAMI A, SMITH GL. A soluble receptor for interleukin-1beta encoded by vaccinia virus:
anovel mechanism of virus modulation of the host response to infection. Cell 1992; 71:153-167.

[40] KOPP EB, MEDZHITOV R. The Toll-receptor family and control of innate immunity. Curr
Opinion Immunol 1999; 11: 13-18.

[41]YANG RB, MARK MR, GRAY A, HUANG A, XIE MH, ZHANG M, GODDARD A, WOOD
WI, GURNEY AL, GODOWSKI PJ. Nature 1998; 395: 284-288.

[42] UNDERHILL DM, OZINSKY A, HAJJAR AM, STEVENS A, WILSON CB, BASSETTI M,
ADEREM A. The Toll-like receptor 2 is recruited to macrophage phagosomes and discriminates
between pathogens. Nature 1999; 401: 811-815.

[43] LEMAITRE B, NICOLAS E, MICHAUT L, REICHHART JM, HOFFMANN JA. The
dorsoventral regulatory gene cassette spatzle/Tol 1/cactus controls the potent antifungal response
in Drosophila adults. Cell 1996; 86: 973-983.

[44] ELDON E, KOOYER S, DEVELYN D, DUMAN M, LAWINGER P, BOTAS J, BELLEN
H. The Drosophila 18 wheeler is required for morphogenesis and has striking similarities to
Toll. Development 1994; 120: 885-899.

[45] WESCHE H, KORHERR C, KRACHT M, FALK W, RESCH K, MARTIN MU. The
interleukin-1 receptor accessory protein (IL-IRACcP) is essential for IL-l-induced activation of
interleukin-1 receptor-associated kinase (IRAK) and stress-activated protein kinases (SAP
kinases). J Biol Chem 1997; 272: 7727-7731.

[46] GUO C, DOWER SK, HOLOWKA D, BAIRD B. Fluorescence resonance energy transfer
reveals interleukin (IL)-I-dependent aggregation of IL-1 type | receptors that correlates with
receptor activation J Biol Chem 1995; 270: 27562-27568.

[47] CULLIMAN EB, KWEE L, NUNES P, SHUSTER DJ, JU G, MCINTYRE KW, CHIZZO-
NITE RA, LABOW MA. IL-1receptor accessory protein is an essential component of the IL-1
receptor. J Immunol 1998; 161: 5614-5620.

[48] LEUNG K, BETTS JC, XU L, NABEL GJ. The cytoplasmic domain of the interleukin-1
receptor is required for nuclear factor-KB signal transduction. J Biol Chem 1994; 269:1579-82.

[49] SLACK JL, SCHOOLEY K, BONNERT TP, MITCHAM JL, QWARSTROM EE, SIMS JE,
DOWER SK. lIdentification of two major sites in the type | interleukin-1 receptor cytoplasmic
region responsible for coupling to pro-inflammatory signaling pathways. J Biol Chem 2000;
275: 4670-4678.

[50] LANG D, KNOP J, WESCHE H. RAFFETSEDER U, KURRLE R,BORASCHID, MARTIN
M. The type Il IL-1 receptor interacts with the IL-1 receptor accessory protein: A novel
mechanism of regulation of IL-1 responsiveness. J Immunol 1998; 161: 6871-6877.

[51]WESCHE H, HENZEL WJ, SHILLINGLAW W, LIS, cao Z. MyD88: an adapter that recruits
IRAK to the IL-1receptor complex. Immunity 1997; 7: 837-847.

[52] MUZIO M, N1J, FENG P, DIXIT VM. IRAK (Pelle) family member IRAK-2 and MyD88 as
proximal mediators of IL-1 signaling. Science 1997; 278:1612-1615.



MECHANIZMY SYGNALIZACJI INTERLEUKINY 1 121

[53] HUANG J, GAO X, LI S, CAO Z. Recruitment of IRAK to the IL-1receptor complex requires
IL-1 receptor accessory protein. Proc Natl Acad Sci USA 1997; 94; 12829-12832.

[54] ITOH N, NAGATA S. A novel protein domain required for apoptoses. Mutational analysis of
human Fas antigen. J Biol Chem 1993; 268: 10932-10937.

[55] CAO Z, HENZEL WJ, GAO X. IRAK: a kinase associated with the interleukin-1 receptor.
Science 1996; 271: 1128-1131.

[56] LI X, COMMANE M, BURNS C, VITHALANI K, CAO Z, STARK GR. Mutant cells that
do not respond to interleukin-1 (IL-1) reveal a novel role for IL-1 receptor-associated kinase.
Mol Cell Biol 1999; 19: 4643-4652.

[57] KNOP J, MARTIN M. Effects of IL-1 receptor-associated kinase (IRAK) expression on IL-1
signaling are independent of its kinase activity. FEBS Lett 1999; 448: 81-85.

[58] VIG E, GREEN M, LIU Y, DONNER DB, MUKAIDA N, GOEBL MG, HARRINGTOM
MA. Modulation of tumor necrosis factor and interleukin 1-dependent NFkB activity by
mPLK/IRAK. J Biol Chem 1999; 274:13077-13084.

[59] WESCHE H, gao X, LI X, KIRSCHNING CJ, STARK GR,cao Z. IRAK-M is anovel member
of the Pelle/interleukinl receptor-associated kinase (IRAK) family. J Biol Chem 1999; 274:
19403-19410.

[60] KANAKARAJ P. SCHAFER P, CAVENDER DE, WU Y, NGO K, GREALISH PF,
WADSWORTH SA, PETERSON PA, SIEKIERKA JJ, HARRIS CA, FUNG-LEUNG WP.
Interleukin (IL)-l1 receptor-associated kinase (IRAK) requirement for optimal induction of
multiple IL-1signaling pathways and 1L-6 production. J Exp Med 1998; 187:2073-2079.

[61] MUZIO M, NATOLI G, SACCANI S. LEVRERO M, MANTOVANI A. The human Toll
signaling pathway: divergence of nuclear factor kB and JNK/SAPK activation upstream of
tumor necrosis factor receptor-associated factor 6 (TRAF 6). J Exp Med 1998; 187: 2097-2101.

[62] THOMAS JA, ALLEN JL, TSEN M, DUBNICOFF T, DANAO J, LIAO X C, CAO Z,
WASSERMAN SA. Impaired cytokine signaling in mice lacking the IL-1 receptor-associated
kinase. J Immunol 1999; 163: 978-984.

[63] ROTHWARF DM, KARIN M. The NFkB activation pathway: A paradigm in information
transfer from membrane to nucleus. Science’s STKE 1999; 26.10.1999 Revl.

[64] KNOP J, WESCHE H, LANG D, MARTIN MU. Effects of overexpression if IL-1 receptor-
associated kinase on NFkB activation, IL2 production and stress-activated protein kinases in
the murine T cell line EL4. EurJ Immunol 1998; 28: 3100-31009.

[65] CAO Z, XIONG J, TAKEUCHI M, KURAMA T, GOEDDEL DV. TRAF6 Is a Signal
Transducer for Interleukin-1. Nature 1996; 383: 443-446.

[66] ROTHE M, WONG SC, HENZEL WJ, GOEDDEL DV. A Novel Family of Putative Signal
Transducers Associated with the Cytoplasmic Domain of the 75 kDa Tumor Necrosis Factor
Receptor. Cell 1994; 78: 681-692.

[67] ROTHE M, SARMA V, DIXIT VM, GOEDDEL DV. TRAF-mediated activation of NFkB
by TNF receptor 2 and CD40. Science 1995; 269:1424-1427.

[68] JOBIN C, HOLT L, BRADHAM CA, STREETZ K, BRENNER DA, SARTOR RB. TNF
receptor-associated factor-2 is involved in both IL-1@3and TN Fa signaling cascades leading to
NFkB activation and IL8 expression in human intestinal epithelial cells. J Immunol 1999; 162:
4447~ 454,

[69] BAUD V, LIU ZG, BENNETT B, SUZUKI N, XIA Y, KARIN M. Signaling by proinflam-
matory cytokines: oligomerization of TRAF2 and TRAF6 is sufficient for JNK and IKK
activation and target gene induction via an amino-terminal effector domain. Genes Dev 1999;
13: 1297-1308.

[70] MALININ, NL, BOLDIN, MP, KOVALENKO, AV, WALLACH D. MAP3K-related kinase
involved in NFkB induction by TNF, CD95 and IL-1. Nature 1997; 385: 540-544.



122 M.M. DOSZCZAK, A. PIERZCHALSKI, J. B1GDA

711 NINOMIYA-TSUJ1 J, KISHIMOTO K, HIYAMA A, INOUE J,CAO Z, MATSUMOTO K.
The kinase TAK1 can activate the NIK-IkB as well as the MAP kinase cascade in the IL-1
signalling pathway. Nature 1999; 398: 252-256.

72] KISHIMOTO K, MATSUMOTO K, NINOMIYA-TSUJI J. TAK1 mitogen-activated protein
kinase kinase kinase is activated by autophosphorylation within its activation loop. J Biol Chem
2000; 275: 7359-7364.

73] AWANE M, ANDRES PG. LI DJ, REINECKER HC. NFB-inducing kinase is a common
mediator of IL-17-, TNF- and IL-l-induced chemokine promoter activation in intestinal
epithelial cells. J Immunol 1999; 162: 5337-5344.

74] REGNIER CH, SONG HY, GAO X, GOEDDEL DV, CAO Z, ROTHE M. Identification and
characterization of an IB kinase. Cell 1997; 90: 373-383.

75] WORONICZ JD, GAO X,CAO Z,ROTHE M, GOEDDEL DV. IKkB kinase-: NFkB activation
and complex formation with IkB kinase-a and NIK. Science 1997; 278: 866-869.

76] MERCURIO F, ZHU H, MURRAY BW, SHEVCHENKO A, BENNET BL, LI J, YOUNG
DB, BARBOSA M, MANN M, MANNING A, RAO A. IKK-1 and IKK-2: cytokine-activated
IkB kinases essential for NFkB activation. Science 1997; 278: 860-866.

771 LING L, CAO Z, GOEDDEL DV. NFKB-inducing kinase activates IKK -aby phosphorylation
of Ser-176. Proc Natl Acad Sei USA 1998; 95: 3792-3797.

78] ROTHWARFDM, ZANDIE, NATOLIG, KARIN M. IKK-y is an essential regulatory subunit
if the IkB kinase complex. Nature 1998; 395: 297-300.

79] MERCURIO F, MURRAY BW, SHEVCHENKO A, BENNET BL, YOUNG DB, LI JW.
PASCUAL G, MOTIWALA A, ZHU H, MANN M, MANNING AM. IkB kinase (IKK)-asso-
ciated protein 1, acommon component of the heterogeneous IKK complex. Mol Cell Biol 1999;
19: 1526-1538.

80] COHEN L, HENZEL WJ, BAEUERLE PA. IKAP is a scaffold protein of the IkB kinase
complex. Nature 1998; 395: 292-296.

81] SHIMADA T, KAWAI T, TAKEDA K, MATSUMOTO M, INOUE J-1, TATSUMI Y,
KANAMARU A, AKIRA S. IKK-i, a novel lipopolysaccharide-inducible kinase that is related
to IkB kinases. Inti Immunol 1999; 11: 1357-1362.

82] POMERANTZ JL, BALTIMORE D. NFkB activation by a signaling complex containing
TRAF2, TANK and TBK1, a novel IKK-related kinase. EMBO J 1999; 18: 6694-6704.

83] TOJIMA Y, FUJIMOTO A, DELHASE M, CHEN Y, HATAKEYAMA S, NAKAYAMA K,
KANEKO Y, NIMURA Y, MOTOYAMA N, IKEDA K, KARIN M, NAKANISHI M: NAK
is an 1kB kinase-activating kinase. Nature 2000; 404: 778-782.

84] REDDY SA, HUANG JA, LIAO WS. Phosphatidylinositol 3-kinase in interleukin 1signaling
J Biol Chem 1997; 272: 29167-29173.

85] AURON PE. The interleukin 1receptor: ligand interactions and signal transduction. Cytokine
Growth Factor Rev 1998; 9: 221-237.

86] OZES ON, MAYO LD, GUSTIN JA, PFEFFER SR, PFEFFER LM, DONNER DB. NFkB
activation by tumor necrosis factor requires the Akt serine-threonine kinase. Nature 1999; 401:
82-85.

87] SIZEMORE N, LEUNG S, STARK GR. Activation of phosphatidylinositol 3-kinase in
response to interleukin-1leads to phosphorylation and activation of the NFKB p65/Rel A subunit.
Mol Cell Biol 1999; 19: 4798-4805.

58] MADGE LA, POBER JS. A PI-3 kinase/Akt pathway, activated by TNF or IL-1 inhibits
apoptosis but does not activate NFkB in human endothelial cells. J Biol Chem 2000; 275:
15458-15465.

89] LEE FS, PETERS RT, DANG LC, MANIATIS T. MEKK1 activates both 1kB kinase a and
IkB kinase B. Proc Natl Acad Sei USA 1998; 95: 9319-9324.

90] NAKANO H, SHIND M, SAKON S,NISHINAKA S, MIHARA M, YAGITA H, OKUMURA
K. Differential regulation of IkB kinase a and B by two upstream kinases, NFKB-inducing kinase



MECHANIZMY SYGNALIZACJI INTERLEUKINY 1 123

and mitogen-activated protein kinase/ERK kinase-1. Proc Natl Acad Sci USA 1998; 95:
3537-3542.

[91] JAATTELA M, MOUR1TZEN H, ELLING F, BASTHOLM L. A20 zinc finger protein
inhibits TNF and IL-1 signaling. J Immunol 1996; 156: 1166-1173.

[92] HEYNINCK K, BEYAERT R. The cytokine-inducible zinc finger protein A20 inhibits
IL-l-induced NFKkB activation at the level of TRAF6. FEBS Lett 1999; 442: 147-150.

[93] HEYNINCK K, DE VALCK D. VAN DEN BERGHE W, VAN CRIEKINGE W, CONTRE-
RAS R, FIERS W, HEAGEMAN G, BEYAERT R. The zinc finger protein A20 inhibits
TNF-induced NFKB-dependent gene expression by interfering with an RIP- or TRAF2-media-
ted transactivation signal and directly binds to a novel NFKB-inhibiting protein ABIN. J Cell
Biol 1999; 145: 1471-1482.

[94] CARPENTIER I, BEYAERT R: TRAF1 is a TNF inducible regulator of NFkB activation.
FEBS Lett 1999; 460: 246-250.

[95] SCHWENZER R, SIEMIENSKIK, LIPTAY S, SCHUBERT G, PETERS N, SCHEURICH
P, SCHMID RM, WAJANT H. The human tumor necrosis factor (TNF) receptor-associated
factor 1gene (TRAF1) is up-regulated by cytokines of the TNF ligand family and modulates
TNF-induced activation of NFkB and c-Jun N-terminal kinase. J Biol Chem 1999; 274:
19368-19374.

[96] MINDEN A, KARIN M. Regulation and function of the INK subgroup of MAP kinases.
Biochim Biophys Acta 1997; 1333: F85-F104.

[97] PULVERER BJ, KYR1AKIS JM. AVRUCH J, NIKOLAKAKI E, WOODGETT JR. Pho-
sphorylation of c-jun mediated by MAP kinases. Nature 1991; 353: 670-674.

[98] KRACHT M, TRUONG O, TOTTY NF, SHIROO M, SAKLATVALA J. Interleukin 1a
activates two forms of p54a mitogen-activated protein kinase in rabbit liver. J Exp Med 1994;
180: 2017-2025.

[99] WELSH N. Interleukin-I(3-induced ceramide and diacylglycerol generation may lead to
activation of the c-Jun NH2-terminal kinase and the transcription factor ATF2 in the insulin-
producing cell line RINm5F. J Biol Chem 1996; 271: 8307-8312.

[100] FINCH A, HOLLAND P, COOPER J,SAKLATVALA J, KRACHT M. Selective activation
of INK/SAPK by interleukin 1 in rabbit liver is mediated by MKK7. FEBS-Lett 1997; 418:
144-148.

[101] KRAUSE A, HOLTMANN H, EICKEMEIER S, WINZEN R, SZAMEL M, RESCH K,
SAKLATVALA J, KRACHT M. Stress-activated protein kinase/Jun N-terminal kinase is
required for interleukin (IL)-I-induced IL-6 and IL- gene expression in the human epidermal
carcinoma cell line KB. J Biol Chem 1998; 273: 23681-23689.

[102] WHITMARSH AJ, YANG SH, SU MS, SHARROCKS AD, DAVIS RJ. Role of p38 and
JNK mitogen-activated protein kinases in the activation of ternary complex factors. Mol Cell
Biol 1997; 17: 2360-2371.

[103] MATTHEWS JS, ONEILL LAJ. Distinct roles for p42/p44 and p38 mitogen-activated protein
kinases in the induction of IL-2 by IL-1. Cytokine 1999; 11: 643-655.

[104] GUAN Z, BUCKMAN SY, MILLER BW, SPRINGER LD, MORRISON AR. Interleukin-
1(3-induced cyclooxygenase-2 expression requires activation of both c-Jun NH 2-terminal kinase
and p38 MAPK signal pathways in rat mesangial cells. J Biol Chem 1998; 273: 28670-28676.

[105] LA POINTE MC, ISENOVIC E. Interleukin-1(3regulation of inducible nitric oxide synthase
and cyclooxygenase-2 involves the p42/p44 and p38 MAPK signaling pathways in cardiac
myocytes. Hypertension 1999; 33: 276-282.

[106] LEE JC, LAYDON JT, MCDONNEL PC, GALLAGHER TF, KUMAR S, GREEN D,
MCNULTY D, BLUMENTHAL MJ, HEYS JR, LANDVATTER SW, STRICKLER JE,
MCLAUGHLIN MM, SIEMENS IR, FISHER S, LIVI G, WHITE J, ADAMS JL, YOUNG
PR. A protein kinase involved in the regulation of inflammatory cytokine biosynthesis. Nature
1994; 372: 739-746.



124 M.M. DOSZCZAK, A. PIERZCHALSKI1, J BIGDA

[107] CUENDA A, DOROW DS. Differential activation of stress-activated protein kinase kinases
SKK4/MKK7 and SKK1/MKK4 by the mixed-lineage kinase-2 and mitogen-activated protein
kinase kinase (MKK) kinase-1. Biochem J 1998; 333(Pt 1): 11-15.

[108] GUPTA S, BARRETT T, WH1TMARSH AJ, CAVANAGH J, SLUSS HK, DERIJARD B,
DAVIS RJ. Selective interaction of JNK protein kinase isoforms with transcription factors.
EMBO J 1996; 15: 2760-2770.

[109] YANG DD, KUAN CY, WHITMARSH AJ, RINCON M, ZHENG TS, DAVIS RJ, RAKIC
P. FLAVELL RA. Absence of excitoxicity-induced apoptosis in the hippocampus of mice
lacking the JNK3 gene. Nature 1997; 389: 865-870.

[110] YANG DD, CONZE D, WHITMARSH AJ, BARRETT T, DAVIS RJ, RINCON M.
FLAVELL RA. Differentiation of CD4+ T cells requires MAP kinase INK2. Immunity 1998;
9: 575-585.

[111] DONG C, YANG DD, WYSK M, WHITMARSH AJ, DAVIS RJ, FLAVELL RA. Defective
T cell differentiation in the absence of JINK1. Science 1998; 282: 2092-2095.

[112] BIRD TA, KYRIAKIS JM, TYSHLER L, GAYLE M. MILNE A, VIRCA GD. Interleukin-1
activates p54 mitogen-activated protein (MAP) kinase/stress-activated protein kinase by a
pathway that is independent of p21ras, Raf-1, and MAP kinase kinase. J Biol Chem 1994; 269:
31836-31844.

[113]BAGRODIA S, DERIJARD B, DAVIS RJ, CERIONE RA. Cdc42 and PAK-mediated
signaling leads to Jun kinase and p38 mitogen-activated protein kinase activation. J Biol Chem
1995; 270: 27995-27998.

[114] ZHANG S, HAN J, SELLS MA, CHERNOFF J, KNAUS UG, ULEVITCH RJ, BOKOCH
GM. Rho family GTPases regulate p38 mitogen-activated protein kinase through the downstre-
am mediator Pakl. J Biol Chem 1995; 270: 23934-23936.

[115] YAN M, DAI T, DEAK JC, KYRIAKIS JM, ZON LI, WOODGETT JR. Activation of
stress-activated protein kinase by MEKK1phosphorylation of its activator SEK 1. Nature 1994;
372: 798-800.

[116] HOLTMANN H, WINZEN R, HOLLAND P, EICKEMEIER S, HOFFMANN E, wallach
D, MALININ NL, COOPER JA. RESCH K, kracht M. Induction of interleukin-8 synthesis
integrates effects on transcription and mRNA degradation from at least three different cytokine-
or stress-activated signal transduction pathways. Mol Cell Biol 1999; 19: 6742-6753.

[117] BLANK JL, GERWINS P, ELLIOTT EM, SATHER S, JOHNSON GL. Molecular cloning
of mitogen-activated protein/ERK kinase kinases (MEKK) 2 and 3. J Biol Chem 1996: 271:
5361-5368.

[118] WHITMARSH AJ, CAVANAGH J, TOURNI1ER C, YASUDA J, DAVIS R. A mammalian
scaffold complex that selectively mediates MAP kinase activation. Science 1998; 281: 1671—
1674.

[119] 1CHIJO H, NISHIDA E, IRIE K, TEN DUKE PMS, MORIGUCHI T, TAKAGI M,
MATSUMOTO K, MIYAZONO K, GOTOH Y. Induction of apoptosis by ASK1, amammalian
MAPKKK that activates SAPK/INK and p38 signaling pathways.Science 1997; 275: 90-94.

[120] LIN A, MINDEN A, MARTINETTO H, CLARET FX, LANGE-CARTER C, MERCURIO
F, JOHNSON GL, KARIN M. Identification of a dual specificity kinase that activates the Jun
kinases and p38-Mpk2. Science 1995; 268: 286-290.

[121] NEMOTO S, DIDONATO JA, LIN A. Coordinate regulation of IkB kinases by mitogen-ac-
tivated protein kinase kinase kinase 1 and NFKB-inducing kinase. Mol Cell Biol 1998; 18:
7336-7343.

[122] MERCURIO F, MANNING AM. Multiple signals converging on NFkB. Current Opinion
Cell Biol 1999; 11: 226-232.

[123] KOPP E, MEDZHITOV R, CAROTHERS J, XIAO C, DOUGLAS I, JANEWAY CA,
GHOSH S. ECSIT is an evolutionarily conserved intermediate in the Toll/IL-1 signal transduc-
tion pathway. Genes Dev 1999; 13: 2059-2071.



MECHANIZMY SYGNALIZACJI INTERLEUKINY | 125

[124] ZHAO Q, LEE FS. Mitogen-activated protein kinase/ERK kinase kinases 2 and 3 activate
nuclear factor-KB through IkB kinase-a and IkB kinase-(3. J Biol Chem 1999; 274; 8355-8358.

[125] MOCHIDA Y, TAKEDA K.SAITOHM ., NISHITOH HLAMAGASAT,NINOMIYA-TSU-
J1J, MATSUMOTO K. ICHIJO H. ASK1 inhibits IL-I-induced NF-kappaB activity through
disruption of TRAF6-TAK1 interaction. J Biol Chem 2000; 275: 32747-32752.

[126] CUENDA A, ROUSE J, DOZA YN, MEIER R, COHEN P, GALLAGHER TF. YOUNG
PR, LEE JC. SB 203580 is aspecific inhibitor of a MAP kinase homologue which is stimulated
by cellular stresses and interleukin-1. FEBS Lett. 1995; 364: 229-233.

[127] GENG Y, VALBRACHT J, LOTZM. Selective activation of the mitogen-activated protein
kinase subgroups c-Jun NH2 terminal kinase and p38 by IL-1 and TNF in human articular
chondrocytes. J Clin Invest 1996; 98: 2425-30.

[128] RIDLEY SH, SARSFIELD SJ. LEEJC. BIGG HF, CAWSTON TE. TAYLOR DJ, DEWITT
DL, SAKLATVALA J. Actions of IL-1 are selectively controlled by p38 mitogen-activated
protein kinase: regulation of prostaglandin H synthase-2, metalloproteinases, and IL-6 at
different levels. J Immunol 1997; 158: 3165-3173.

[129] LO YY, LUO L, MCCULLOCH CA, CRUZ TF. Requirements of focal adhesions and
calcium fluxes for interleukin-l-induced ERK kinase activation and c-fos expression in fibrob-
lasts. J Biol Chem 1998; 273: 7059-7065.

[130] MIYAZAWA K, MORI A, MIYATA H, AKAHANE M, AJISAWA Y, OKUDAIRA H.
Regulation of interleukin-1 ~-induced interelukin-6 gene expression in human fibroblast-like
synoviocytes by p38 mitogen-activated protein kinase. J Biol Chem 1998; 273: 24832-24838.

[131] ROVIN BH, WILMER WA, DANNE M,, DICKERSON JA, DIXON CL, LU L. The
mitogen-activated protein kinase p38 is necessary for interleukin 1(3-induced monocyte chemo-
attractant protein 1expression by human mesangial cells. Cytokine 1999; 11; 118-126.

[132] ALLEN M, SVENSON L, ROACH M. HAMBOR J, MCNEISH J, GABEL CA. Deficiency
of the stress kinase p38alpha results in embryonic lethality: characterization of the kinase
dependence of stress responses of enzyme-deficient embryonic stem cells. J Exp Med 2000;
191: 859-870.

[133] MATSUMOTO K, HASHIMOTO S, GON Y, NAKAYAMA T, HORIE T. Proinflammatory
cytokine-induced and chemical mediator-induced IL-8 expression in human bronchial epithelial
cells through p38 mitogen-activated protein kinase-dependent pathway. JAllergy Clin Immunol
1998; 101: 825-831.

[134] UCIECHOWSKI P, SAKLATVALA J, VON DER OHRE J, RESCH K, SZAMEL M,
krachtM . Interleukin lactivates jun N-terminal kinases INK1 andJNK?2 but not extracellular
regulated MAP kinase (ERK) in human glomerular mesangial cells. FEBS-Lett 1996; 394:
273-278.

[135] BIRD TA, SLEATH PR, DEROOS PC. DOWER SK, VIRCA GD. Interleukin-1 represents
a new modality for the activation of extracellular signal-regulated kinases/mitogen-activated
protein-2 kinases. J Biol Chem 1991; 266: 22661-22670.

[136] GUY GR. CHUA SP, WONG NS, NG SB, TAN YH. Interleukin 1and tumor necrosis factor
activate common multiple protein kinases in human fibroblasts. J Biol Chem 1991; 266:
14343-14352.

[137] LARSEN CM, WADT KAW, JUHL LF, ANDERSEN HU, KARLSEN AE, SU MS-S,
SEEDORF K,SHAPIRO L,DINARELLO CA. Interleukin-1(3-induced rat pancreatic islet nitric
oxide synthesis requires both the p38 and extracellular signal-regulated kinase-1/2 mitogen-ac-
tivated protein kinases. J Biol Chem 1998; 273: 15294-15300.

[138] SINGH R, WANG B, SHIRVAIKAR A, KHAN S, KAMAT S, SCHELLING JR, KONIE-
CZKOWSKI M, SEDOR JR. The IL-1 receptor and Rho directly associate to drive Cell
activation in inflammation. J Clin Invest 1999; 103: 1561-1570.



126 M.M. DOSZCZAK, A. P1ERZCHALSK1, J. B1GDA

[139] JEFFERIES CA, ONEILL LA. Racl regulates interleukin 1-induced nuclear factor kB
activation in an inhibitory protein KBa-independent manner by enhancing the ability of the p65
subunit to transactivate gene expression. J Biol Chem 2000; 275: 3114-3120.

[140] BONIZZi G, PIETTE J, SCHOONBROODT S, MERVILLE MP, BOURS V. Role of the
protein kinase C A/t isoform in nuclear factor-kB activation by interleukin-1@83or tumor necrosis
factor-a: cell type specificities. Biochem Pharmacol 1999; 57: 713-720.

[141] KUMAR A, MIDDLETON A. CHAMBERS TC, MEHTA KD. Differential roles of
extracellular signal-regulated kinase-1/2 and p38MAPK in interleukin 1(3- and tumor necrosis
factor a-induced low density lipoprotein receptor expression in HepG2 cells. J Biol Chem 1998:
273:15742-15748.

[142] MENGSHOL JA. VINCETI MP. COON CI, BARCHOWSKY A, BRINCKERHOFF CE.
Interleukin-1 induction of collagenase 3 (matrix metalloproteinase 13) gene expression in
chondrocytes requires p38, c-Jun N-terminal kinase, and nuclear factor kappaB: differential
regulation of collagenase 1 and collagenase 3. Arthritis Rheum 2000; 43: 801-811.

[143] BONNY C, OBERSON A, STEINMANN M, SCHORDERET DF, NICOD P, WAEBER G.
IB1 reduces cytokine-induced apoptosis of insulin-secreting cells. J Biol Chem 2000; 275:
16466-16472.

[144] FRESHNEY NW. RAWLISON L, GUESDON F, JONES E, COWLEY S, HSUAN J,
SAKLATVALA J. Interleukin-1 activates a novel protein kinase cascade that results in the
phosphorylation of Hsp27. Cell 1994; 78: 1039-1049.

[145] APPEL A, KRACHT M, PETERSEN K, RESCH K, SZAMEL M. Interleukin-1 induced
signalling: biphasic activation of mitogen-activated protein kinase kinase and mitogen-activated
protein kinases in HeLa cells Involvement of phosphoprotein phosphatases. Eur Cytokine Netw
1996; 7: 775-784.

[146] GUY GR, PHILP R, TAN YH. Activation of protein kinases and the inactivation of protein
phosphatase 2A in tumor necrosis factor and interleukin 1signal transduction pathways. Eur J
Biochem 1995; 229: 503-511.

[147] GREENE C, O’NEILL L. Interleukin-1receptor-associated kinase and TRAF6 mediate the
transcriptional regulation of interleukin-2 by interleukin-1 via NFKB but unlike interleukin-1
are unable to stabilise interleukin-2 mRNA. Biochim Biophys Acta 1999; 1451: 109-121.

[148] O'NEILL LA, BIRD TA, BEARING AJ, SAKLATVALA J. Interleukin-1 signal transduc-
tion. Increased GTP binding and hydrolysis in membranes of a murine thymoma line (EL4). J
Biol Chem 1990; 265: 3146.

[149] CHEDID M, SHIRAKAWA F, NAYLOR P.. M1ZEL SB. Signal transduction pathway for
IL-1: Involvement of a pertussis toxin-sensitive GTP-binding protein in the activation of
adenylate cyclase. J Immunol 1989; 142: 4301~1306.

[150] ZHANG Y, LIN JX, VILCEK J. Enhancement of cAMP levels and protein kinase activity
by tumor necrosis factor and interleukin-1 in human fibroblasts: Role in the induction of
interleukin-6. Proc Natl Acad Sci USA 1988; 85: 6802-6805.

[151] SHIRAKAWA F, YAMASHITA U,CHEDID M,, MIZEL SB. Cyclic AM P- an intracellular
second messenger for interleukin-1. Proc Natl Acad Sci USA 1988; 85: 8201-8205.

[152] CHEDID M,, YOZA BK, BROOKS J.W., MIZEL SB. Activation of AP-1 by IL-1 and
phorbol esters in T cells. Role of protein kinases and protein phosphatases. J Immunol 1990;
147: 867-873.

[153] MATHIAS S, YOUNES A, KAN CC, ORLOW 1,JOSEPH C, KOLESNICK RN. Activation
of the sphingomyelin signaling pathway in intact EL4 cells and in a cell free system by IL-1
beta. Science 1993; 259: 519-522.

[154] DOBROWSKY RT, KAMIBAYASH1C, MUMBY MC. HANNUN YA. Ceramide activates
heterotrimeric protein phosphatase 2A. J Biol Chem 1993; 268: 15523-15530.

[155] RAINES MA, KOLESNICK RN, GOLDE DW. Sphingomyelinase and ceramide activate
mitogen-activated protein kinase in myeloid HL-60 cells. JBiol Chem 1993; 268: 14572-14575.



MECHANIZMY SYGNALIZACJI INTERLEUKINY 1 127

[156] BALLOU LR, CHAO CP, HOLNESS MA, BARKER SC, RAGHOW R. Interleukin-1-me-
diated PGE2 production and sphingomyelin metabolism. Evidence for the regulation of cyclo-
oxygenase gene expression by sphingosine and ceramide. J Biol Chem 1992; 267:20044-20050.

[157] RZYMKIEWICZ DM, TETSUKA T, IKEN DD, SRIN1IVASTAVA, MORRISON AR.
Interleukin-1(3 activates protein kinase CC in renal mesangial cells. Potential role in prostaglan-
din E2 up-regulation. J Biol Chem 1996; 271: 17241-17246.

[158] SOUTHERN C, SCHUSTER D, GREEN IC. Inhibition of insulin secretion by interleukin-I(3
and tumor necrosis factor-a via an L-arginine-dependent nitric oxide generating mechanism.
FEBS U tt. 1990; 276: 42-44.

[159] BERGMANN L, KRONCKE KD. SUSCHEK C, KOLB H, KOLB-BACHEFERN V.
Cytotoxic action of IL-1(3 against pancreatic islets is mediated via nitric oxide formation and is
inhibited by NG-monomethyl-L-arginine. FEBS Lett. 1992; 299: 103-106.

[160] CETKOVIC-CVRLJE M, SANDLER S, EIZIRIK DL. Nicotinamide and dexamethasone
inhibit interleukin-I(3-induced nitric oxide production by RINm7F cells without decreasing
messenger RNA expression for nitric oxide synthase. Endocrinology 1993; 133: 1739-1743.

[161JBREDT DS, FERRIS SD, SNYDER SH. Nitric oxide synthase regulatory sites. Phosphory-
lation by cyclic AMP-dependent protein kinase, protein kinase C, and calcium/calmodulin
protein kinase; identification of flavin and calmodulin binding sites. J Biol Chem 1992; 267:
10976-10981.

[162] GUESDON F, FRESHNEY N, WALLER RJ, RAWLISON L, SAKLATVALA J. Interleukin
1 and tumor necrosis factor stimulate two novel protein kinases that phosphorylate the heat
shock protein hsp27 and (3-casein. J Biol Chem 1993; 268: 4236-4243.

Redaktor prowadzacy - Bozena Kaminska

Otrzymano: 06.11.2000 r.

Przyjeto: 30.12.2000 .

Adres autora: ul. Debinki 1, 80-211 Gdansk
e-mail: jjbigd@amg.gda.pl.


mailto:jjbigd@amg.gda.pl

http://rcin.org.pl



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 28, 2001 NR 1(129-146)

WYKRYWANIE WEWNATRZKOMORKOWYCH
CYTOKIN METODA CYTOMETRII PRZEPLYWOWEJ
- ZASTOSOWANIE | PROBLEMY

DETECTION OF INTRACELLULAR CYTOKINES
BY FLOW CYTOMETRY: APPLICATION AND PROBLEMS

Nadzieja DRELA

Zaktad Immunologii, Uniwersytet Warszawski

Streszczenie: Cytokiny sg biatkami regulujacymi rozwdj i czas trwania prawidtowej i patologicznej
odpowiedzi immunologicznej. Odpowiedzialne sg za przekazywanie informacji pomiedzy komérkami
uktadu odpornosciowego oraz zapewniajg komunikacje miedzy uktadem odpornosciowym a nerwowym
i hormonalnym. Uczestniczag w odpowiedzi immunologicznej, biorg udziat w hematopoezie, apoptozie,
zapaleniu, utrzymaniu homeostazy organizmu. Okreslone populacje limfocytéw charakteryzuja sie
wiasciwym dla nich spektrum produkowanych cytokin. W stanach chorobowych ich synteza moze by¢
zaburzona. Analiza ekspresji cytokin dostarcza informacji na temat stanu funkcjonalnego uktadu odpo-
rnosciowego. Cytometriaprzeptywowajest metoda z wyboru umozliwiajgca wieloparametrycznganalize
pojedynczych komérek. Antygeny wyznakowane specyficznymi przeciwciatami sprzezonymi z fluoro-
chromami moga by¢ wykrywane na powierzchni oraz wewnatrz komérek po utrwaleniu i permeabilizacji
ich btony. Metoda ta daje duze mozliwos$ci badawcze oraz stwarza szereg problemow.

(Postepy Biologii Komorki 2001; 28: 129-146)

Stowa kluczowe: cytometria przeptywowa, limfocyty, cytokiny wewnatrzkomoérkowe

Summary: Cytokines are proteins regulating the development and duration of normal and pathological
immune response. They are responsible for the transduction of informations among immune system cells
and are involved in the communication between the immune and neuroendocrine systems. Cytokines
play roles in the immune response, hematopoiesis, apoptosis, inflammation and homeostasis. Distinct
lymphocyte populations are characterized by the spectrum of synthesized cytokines and their production
may be altered in diseases. Analysis of cytokines expression may be helpful in the evaluation of functional
status of the immune system. Flow cytometry is the method of choice for the analysis of single cells.
Antigens can be detected with specific fluorochrome-labeled antibodies on the cell surface and within
the cells, after fixation and permeabilization of the cell membrane. This method offers a wide range of
research possibilities, but also creates problems.

(Advances in Cell Biology 2001; 28: 129-146)

Keywords', lymphocyte, intracellular cytokines, flow cytometry
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WPROWADZENIE

Prawidtowe funkcjonowanie uktadu odpornosciowego ijego skuteczno$¢ w walce
z patogenami zalezy od witasciwego rozréznienia czgsteczek obcych od wiasnych
i odpowiedniej komunikacji pomiedzy komorkami odpowiedzialnymi za rozwdj
odpowiedzi immunologicznej. Nosnikami informacji pomiedzy komérkami uktadu
odpornosciowego sa cytokiny, produkowane i wydzielane gtéwnie przez limfocyty
T, limfocyty B, makrofagi, komérki NK, komérki stromalne szpiku kostnego i
grasicy. Cytokiny sg heterogenng grupg biatek, najczesciej glikozylowanych, zwykle
0 masie czasteczkowej ponizej 30 kDa. Produkowane sg gtéwnie lokalnie i przej-
sciowo, dziatajg w spos6b autokrynny i parakrynny, rzadziej endokrynny. Wykazuja
duzg aktywno$¢ biologiczng, dziatajg na komorki docelowe w stezeniach femto-
molarnych (10-15 M) w wyniku interakcji z powierzchniowymi receptorami o wy-
sokim powinowactwie, specyficznymi dla okreslonej cytokiny lub grupy cytokin.
Cytokiny petnig zasadniczg role w rozwoju komérek uktadu odpornosciowego (he-
matopoeza, rozw06j tymocytow w grasicy), w regulacji odpowiedzi immunologicznej
na roznych jej etapach. Regulujg intensywnos$¢ i czas odpowiedzi immunologicznej
poprzez stymulacje lub hamowanie aktywacji, proliferacji i réznicowania oraz funkcji
efektorowych komérek ukitadu odpornosciowego. Zwigzanie okreslonej cytokiny
przez receptor komérkowy, stymuluje ekspresje receptorow dla cytokin oraz synteze
innych cytokin dziatajgcych z kolei na inne komorki docelowe. W konsekwencji
dochodzi do aktywacji sieci wspoOtpracujgcych ze sobg komorek oraz sieci od-
dziatujgcych pomiedzy sobgcytokin (synergizm, antagonizm, redundancja). Cytokiny
regulujarozwdj iprzebieg prawidtowej i patologicznej odpowiedzi immunologicznej.
Wi iele z nich, oprocz funkcji regulacyjnej, petni tez bezposrednig funkcje efektorowa.
Wszystkie znane cytokiny charakteryzuja sie aktywnos$cig plejotropowg. Ta sama
cytokina moze by¢ produkowana przez wiele réznych typéw komorek, a receptory
dla okreslonej cytokiny moga wystepowa¢ na wielu réznych komorkach [27].
Jakie sg gtowne przyczyny, dla ktérych analiza produkowanych przez komorki

cytokin dostarcza informacji na temat funkcjonowania uktadu odporno$ciowego?
Procesy przebiegajgce z udziatem cytokin to miedzy innymi:

aktywacja limfocytow T [1],

aktywacja limfocytow B [28],

aktywacja makrofagow [60],

wytwarzanie i dojrzewanie komorek krwi (hematopoeza) [5, 12, 53],

dojrzewanie komorek w centralnych narzadach limfatycznych poza szpikiem

[3, 13, 34],

bezposrednia i posrednia aktywnos$¢ cytotoksyczna [7],

odpowiedZ zapalna [48, 58].
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Gtownymi komorkami regulujgcymi funkcje efektorowe uktadu odpornosciowego
sg limfocyty pomocnicze Th CD4+. W 1986 roku Mosmann i wsp. [40] wyréznili
umyszy dwie subpopulacje limfocytéw Th CD4+rdznigce sie spektrum wydzielanych
cytokin. Kilka lat pézniej, w 1991 roku, analogicznego rozrdznienia w populacji
limfocytéw Th cztowieka dokonali del Prete i wsp. Wyodrebnione dwie subpopulacje
tych limfocytow: Thl i Th2 r6zniag sie nie tylko zakresem wydzielanych cytokin,
ale réwniez funkcjg [40]. Limfocyty Thl produkujace gtdwnie IL-2 i IFN-y wspo-
magaja odpowiedz typu komoérkowego, biorg udziat w reakcjach nadwrazliwosci
typu péznego, w aktywacji funkcji cytotoksycznych i zapalnych. Limfocyty Th2,
produkujgce gtéwnie IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13, a nie produkujgce IL-2
i IFN-y, wspomagajg odpowiedZ typu humoralnego, w szczeg6lnosci synteze IgE
oraz wzmagaja proliferacje i funkcje eozynofildw. Limfocyty T wytwarzajg cytokiny
w odpowiedzi na obce antygeny. Spektrum produkowanych cytokin decyduje o
sposobie regulacji odpowiedzi immunologicznej, o typie odpowiedzi (komdrkowa,
humoralna) oraz okres$la poziom odpornosci lub wrazliwosci na okreslong chorobe.
Limfocyty Thl i Th2 wzajemnie reguluja swoja aktywno$¢ poprzez wydzielane
cytokiny: IFN-y hamuje proliferacje limfocytow Th2, a IL-10 hamuje synteze cytokin
w limfocytach Thl. Ciggle nie jest jasne, w jaki spos6b ukitad odpornosSciowy
dokonuje wyboru witasciwej odpowiedzi na okreslony patogen lub grupe patogendéw
oraz jakie mechanizmy uczestniczg w ,,odczytaniu” witasciwosci patogenu i ,prze-
ttumaczeniu” tej informacji na jezyk cytokin lub sygnatéw indukujacych aktywacje
funkcji efektorowych okreslonej subpopulacji limfocytow Th. Istniejg dowody, iz
okreslone zestawy cytokin odpowiedzialne sg za rozw6j odpornos$ci na szereg czyn-
nikow zakaznych. Z kolei zaburzenie aktywacji jednej z subpopulacji limfocytow
Th moze stanowi¢ przyczyne zwiekszonej wrazliwos$ci na patogen lub pogorszenia
stanu chorego. Zatem analiza cytokin produkowanych przez limfocyty Th dostarcza
informacji o poziomie aktywacji limfocytow, mozliwosci pobudzania okreslonych
funkcji efektorowych uktadu odpornosciowego w przebiegu choréb infekcyjnych,
nowotworowych, autoimmunizacyjnych i alergicznych.

Oprécz Scisle zdefiniowanych subpopulacji limfocytéw Thl i Th2 istniejg inne
subpopulacje limfocytéw produkujacych okreslone zestawy cytokin: ThO produ-
kujace cytokiny charakterystyczne dlaTh 1iTh2, Th3 produkujgce w duzych ilosciach
TGF-(3. Synteza okreslonych cytokin nie wydaje sie przypadkowa. Zalezy z pew-
noscig od rodzaju antygenu, bgdz ogolnie stymulatora aktywujgcego komorki. Nie-
wielkie jakoSciowe i iloSciowe réznice w ekspresji cytokin mogg by¢ chara-
kterystyczne dla okreSlonego fenotypu komorek produkujgcych, stadium dojrzewania
lub moga wyrazaé przejsciowg odpowiedz na warunki stymulacji. W populacji
limfocytow T CD8+ rdwniez wyrézniono dwie subpopulacje, Tcl i Tc2 (zarébwno
u ludzi, jak i myszy), charakteryzujace sie podobnym spektrum produkowanych
cytokin co Thl i Th2. Badany jest udziat tych limfocytow w przebiegu réznych
choréb, we wspomaganiu odpowiedzi limfocytéw B [40].
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Uktad odpornosciowy oprécz funkcji nadzorczej i obronnej, peini wazng role
w utrzymaniu homeostazy w organizmie. Wspo6tpracuje on z innymi uktadami odpo-
wiedzialnymi za homeostaze: nerwowym i hormonalnym. Uktad odpornosciowy
wysyta informacje do obu uktadéw za posrednictwem cytokin i hormondéw pep-
tydowych [2, 8, 61]. Niektdre cytokiny, IL-1, IL-6, TNF sg aktywnie transportowane
przez bariere krew-mézg. Komoérki mézgu wykazujg ekspresje receptoréw dla tych
cytokin umozliwiajgc modulacje przez cytokiny syntezy ACTH, GH, prolaktyny,
LH, TRH. Modulowanie syntezy ACTH wpiywa na poziom glikokortykosteroidéw,
co w wypadku wzrostu ich syntezy prowadzi do zahamowania reakcji odporno-
sciowych. Zatem badanie produkcji syntezy w uktadach doswiadczalnych badz w
przebiegu chordb dostarcza informacji o wzajemnych oddziatywaniach pomiedzy
uktadem odporno$ciowym, nerwowym ihormonalnym. Umozliwiaocene aktywnosci
uktadu odpornosciowego pod wptywem stresu, w zaleznosci od pici i wieku. Kolejny
obszar aktywnosci biologicznej cytokin to modulacja szeregu funkcji fizjologicznych,
takich jak: ciaza i starzenie sie [11, 17, 44].

Wiegkszos$¢ znanych cytokin produkowana jest przez wiele réznych typow ko-
morek. Ponadto pojedyncza komérka rzadko, o ile w ogéle, produkuje jedng cytokine,
zwykle produkuje okre$lone spektrum cytokin. Wazny jest zatem fenotyp komoérki
produkujacej cytokiny, jak i zakres cytokin produkowanych przez pojedynczg ko-
moérke. Produkcje cytokin mozna oznacza¢ na poziomie mRNA i biatek. Jest oczy-
wiste, iz produkcja cytokin na poziomie populacji nie musi odzwierciedlac jej
produkcji na poziomie pojedynczej komorki. Stosowane od dawna metody, umo-
zliwiajgce wykrywanie komadrek produkujacych cytokiny (ELISPOT, hybrydyzacja
in situ, metoda granicznych rozcieniczen i wykrywanie cytokin produkowanych przez
klon komorek) nie dajg mozliwosci oceny produkcji cytokin przez pojedyncze ko-
marki okreslonego fenotypu. Wykrywanie wewnatrzkomoérkowych cytokin metoda
cytometrii przeptywowej stwarza mozliwosci wieloparametrycznej analizy komorek
zaré6wno w petnej krwi, jak i zawiesinie leukocytéw izolowanych z krwi badz
narzaddéw limfatycznych [24, 45, 46, 52]. Metoda ta jest powszechnie stosowana
w laboratoriach badawczych i ma coraz wiecej zwolennikéw w Klinice.

WYKRYWANIE WEWNATRZKOMORKOWYCH
CYTOKIN W LIMFOCYTACH -
PROTOKOL PODSTAWOWY

1. Przygotowanie komorek do znakowania (limfocyty stymulowane i niestymulowa-
ne)

2. Znakowanie powierzchniowych markeréw badanych komérek,

3. Utrwalanie i permeabilizacja komorek,

4. Znakowanie cytokin znajdujacych sie wewnatrz komérek,
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5. Przygotowanie préb kontrolnych:
kontrole negatywne, izotypowe (komorki stymulowane i niestymulowane)
kontrola permeabilizacji (komérki stymulowane i niestymulowane)
kontrola aktywacji limfocytéw,
6.Analiza znakowanych komorek w cytometrze przeptywowym.
Ogo6lne zasady wykrywania wewnatrzkomdérkowych cytokin odnoszg sie rowniez
do innych niz limfocyty komorek produkujgcych cytokiny (monocyty, komdarki
NK, bazofile itd.). R6zny bedzie schemat aktywacji tych komdrek.

AKTYWACJA LIMFOCYTOW

Ekspresja wielu biatek powierzchniowych czy tez wewngtrzkomaérkowych jest
konsekwencja aktywacji komaérek Witasnie sposdb aktywacji limfocytow jest nie-
zwykle wazny dla pdzniejszego wykrycia wewnatrzkomdrkowych cytokin. Zaréwno
in vitro, jak i in vivo konstytutywna synteza cytokin jest staba lub wrecz nie-
wykrywalna, a ekspresja genow dla cytokin wymaga selektywnej aktywacji réznych
typow komdrek produkujgcych poprzez stymulacje przez rézne powierzchniowe
receptory. Komorki o okre$lonym fenotypie mogg wykazywac ekspresje gendéw
dla cytokin w spos6b skoordynowany lub zréznicowany ijest to zalezne od rodzaju
stymulatora.

Wybér odpowiedniego stymulatora zalezy od typu komérek, w ktérych oznaczane
bedg cytokiny, od samej cytokiny badanej w uktadzie doswiadczalnym badZz materiale
klinicznym oraz od wytyczonego celu badania.

Aby okresli¢ mozliwo$é wiekszosci limfocytdw T do produkcji szerokiego spe-
ktrum cytokin, stosowane sg zazwyczaj stymulatory poliklonalne:

powszechnie uzywane lektyny, ConA i PHA aktywujgce limfocyty poprzez
krzyzowe wigzanie powierzchniowych receptorow glikoproteinowych [9],
czynniki indukujace poliklonalngakty wacje limfocytdw przez indukcje kaska-
dy wewnatrzkomorkowych sygnatéw, niezaleznie od obecnosci powierzchnio-
wych receptoréw, estry forbolu (PMA) ijonomycyna [36,46],

czynniki symulujace zaangazowanie TCR, niezaleznejednakze od ich specyfi-
cznosci: przeciwciata monoklonalne anty-CD3 + anty-CD28 wigzace krzyzo-
wo czasteczki CD3 i CD28 [10, 16, 57],

superantygeny aktywujace duzg liczbe klonéw w wyniku krzyzowego wigza-
nia TCR iczasteczki MHC Kl. 1l [4, 37].

Mozliwe jest uzycie szeregu innych sposobdw aktywacji poliklonalnej z udziatem
przeciwciat monoklonalnych skierowanych przeciwko réznym czgsteczkom kosty-
mulacyjnym (np. anty-CD2) oraz cytokin dodawanych do podtoza hodowlanego
w celu indukcji syntezy grupy cytokin badz jednej okreslonej cytokiny. Mozliwe
jest rowniez wykrywanie wewnatrzkomérkowych cytokin w limfocytach T anty-
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genowo-specyficznych w wyniku aktywacji limfocytow ze specyficznym TCR przez
interakcje TCR-peptyd-MHC [59].

Wazna jest kinetyka syntezy réznych cytokin. Limfocyty produkuja cytokiny
w fazie G j cyklu komérkowego. Rdzny jest czas optymalnej ekspresji poszczegdlnych
cytokin w zalezno$ci od typu komorek produkujacych oraz sposobu stymulacji,
rodzaju uzytego stymulatora lub zestawu stymulatoréw. Przyktady:

- w hodowlach pierwotnych limfocytow CD4+ izolowanych ze $ledziony my-
szy, stymulowanych superantygenern SEB (enterotoksyna B Staphylococcus
aureus), najwcze$niej wykrywana jest IL-2 (okoto 1. dnia), nastepnie IFN-y
(ok. 2. dnia) i IL-10 (okoto 3. dnia hodowli) [4],
analiza ekspresji wewnatrzkomdrkowych cytokin w hodowlach leukocytéw
krwi obwodowej cztowieka, stymulowanych PMA ijonomycyng, wykazata,
iz w populacji limfocytéw zaréwno CD4+, jak i CD8+ najwiecej komérek z
IL-2 i IFN-y wykrywanych jest pomiedzy 10-12 godzing hodowli, a z IL-4 i
IL-5 po 6 godzinach hodowli [46].

Istnieja ciagle klopoty ze standaryzacjg metod. Z prac innych autoréw wynika,
iz limfocyty krwi obwodowej cztowieka stymulowane PMA ijonomycyng juz po
2 godzinach wykazujg ekspresje wewnatrzkomorkowego TNF-a, po czym nastepuje
szybki spadek odsetka komdrek z tg cytokina. Najwiekszy odsetek limfocytow z
wewnatrzkomorkowg IL-2 i IFN-y obserwowany jest po 8 godzinach stymulacji.
Odsetek limfocytéw z IL-2 spada po 8 godzinach, a z IFN-y pozostaje stabilny
do 24 godzin [36]. Na rycinie 1 pokazano obecno$é¢ limfocytow CD3+ i CD3
zawierajacych wewnatrzkomorkowsg IL-2 w hodowli 5- i 20-godzinnej leukocytéw

RYCINA 1 Limfocyty z wewnatrzkomdérkowa IL-2 w hodowlach leukocytéw jednojadrzastych izolo-
wanych z krwi zylnej cztowieka
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RYCINA 2. Wewnatrzkomoérkowe cytokiny w populacji ludzkich limfocytéw CD3+ z 20-godzinnej
hodowli leukocytow jednojadrzastych izolowanych z krwi zylnej

jednojadrzastych izolowanych z krwi zylnej cztowieka (odsetek limfocytow z cy-
toking zalezy rédwniez od stezenia uzytych stymulatoréw). Rycina 2 przedstawia
wybrane histogramy ilustrujgce odsetek limfocytow CD3+z wewnatrzkomorkowymi
cytokinami w 20-godzinnych hodowlach leukocytéw jednojadrzastych izolowanych
z krwi zylnej. Na rycinach 3 i 4 przedstawiono ekspresje wewnatrzkomérkowej
IL-2 w tymocytach i limfocytach $ledziony myszy BALB/c w stymulowanych ho-
dowlach 5-, 20- i 40-godzinnych. Najwiecej komodrek z cytoking wykrywanych
jest po 20 godzinach hodowli. Na rycinie 4 widoczny jest efekt obnizenia ekspresji
CD4 w obecnosci inhibitorow transportu biatek w podtozu (w tym przypadku mo-
nensyny). Podobnie obnizeniu ulega ekspresja CD8. Wiegkszy odsetek limfocytow

RYCINA 3. Ekspresja IL-2 w stymulowanych tymocytach myszy BALB/c po 5, 20 i 40 godzinach
hodowli
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RYCINA 4. Ekspresja IL-2 w stymulowanych limfocytach CD4+i CD4 $ledziony myszy BALB/c po
5, 20 i 40 godzinach hodowli

z wewnatrzkomorkowymi cytokinami wystepuje w populacji limfocytow pamieci
niz naiwnych.

Z danych pochodzacych z réznych zréddet wynika, iz sktad podtoza moze mieé
wplyw na synteze cytokin. W podiozu zawierajgcym surowice obserwowano za-
hamowanie syntezy IFN-y, prawdopodobnie przez czynniki wydzielane przez ptytki
krwi [59].

Przy kazdorazowym oznaczaniu wewnatrzkomdrkowych cytokin wymagane jest
oznaczenie poziomu aktywacji komorek (komorki spoczynkowe nie produkuja cy-
tokin). Dobrym i powszechnie stosowanym znacznikiem aktywacji jest ekspresja
CD69 (wczesny marker aktywacji limfocytow), ktéry ulega ekspresji na powierzchni
komorki juz po 4 godzinach aktywacji. Powszechnie zalecane jest oznaczanie cytokin
wewngatrzkomdrkowych jedynie w hodowlach, w ktérych odsetek aktywowanych
komdrek wynosi 90%. Nalezy podkresli¢, iz jest to poglad prawdziwy tylko w
przypadku stymulacji limfocytow PMA ijonomycyng. Przy innych rodzajach sty-
mulacji ten warunek nie jest spetniony i odsetek aktywowanych komoérek moze
by¢ znacznie nizszy. Warto przy innych sposobach aktywacji nizPMA ijonomycyng
wykonywac tréjkolorowe znakowanie komdérek: marker powierzchniowy wskazujacy
na okreslony fenotyp, wewnatrzkomorkowe CD69 i badana cytokina. Umozliwia
to jednoczesng analize odsetka komoérek aktywowanych przez dany rodzaj sty-
mulatora i okreslenie odsetka komorek z wewnatrzkomaorkowga cytoking w populacji
komérek aktywowanych. W tym miejscu nalezy wspomnieé, iz brefeldyna A, jeden
z inhibitoréw transportu biatek dodawanych do hodowli w celu akumulacji pro-
dukowanych cytokin w komorce (patrz: Blokowanie transportu biatek w komadrkach
- wybdr inhibitora transportu biatek) catkowicie blokuje ekspresje CD69 na po-
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wierzchni komdrki. Zatem obecnos¢ CD69 na powierzchni komoérki aktywowanej
mozna wykry¢ jedynie przy braku brefeldyny A w podiozu [43].

Na potrzeby diagnostyki klinicznej opracowano metode oznaczania wewnatrz-
komorkowych cytokin w komdrkach w petnej krwi [52, 56]. Zalecana jest wowczas
krotka inkubacja, przewaznie 5-godzinna, z PMA ijonomycyng. Ze wzgledu na
krétkg inkubacje ze stymulatorem, mozliwe jest wykrycie takich cytokin, ktére
sg produkowane szybko i w duzej ilosci (IL-2, IFN-y przez limfocyty T) lub IL-1,
IL-6, IL-8 przez monocyty stymulowane LPS. W przypadku oznaczania cytokin
w komoérkach w petnej krwi, wazny jest rodzaj uzywanego antykoagulantu. Krew
pobrana na cytrynian zaktdca stymulacje PMA ijonomycyng. Zaleca sie pobieranie
krwi na heparynian sodu.

BLOKOWANIE TRANSPORTU BIALEK W KOMORKACH
- WYBOR INHIBITORA TRANSPORTU BIALEK

Cytokiny syntetyzowane w komoérkach sa wydzielane na zewnatrz, in vitro -
do podtoza hodowlanego. W celu zwiekszenia wykrywalno$ci cytokin we wnetrzu
komarki stosowane sg inhibitory transportu biatek, ktére powodujg czasowg aku-
mulacje biatek, w tym rowniez cytokin, i zwiekszajg intensywnos$¢ fluorescencji
pochodzacej od fluorochromu sprzezonego z przeciwciatem przeciwko cytokinie.
Inhibitory, zwykle dodawane sg na ostatnie 5 godzin hodowli komérek. Jezeli cy-
tokiny oznaczane sg po aktywacji 5-godzinnej, to inhibitor transportu biatek do-
dawany jest na poczatku inkubacji/hodowli komérek tgcznie ze stymulatorem.

Najczesciej uzywanymi inhibitorami transportu biatek sg brefeldyna A i mo-
nensyna [38, 43]. Monensyna jest jonoforem, niszczy gradient jonowy bton ko-
moérkowych. W komérkach traktowanych monensyng, nowo wytworzone biatko
gromadzi sie w wakuolach pochodzacych z aparatu Golgiego. Dodatkowo, mo-
nensyna blokuje potranslacyjng modyfikacje biatek (glikozylacje, obrobke proteo-
lityczng). Monensyna jest bardziej toksyczna od brefeldyny A, w szczegdlnosci
w stosunku do limfocytow CD4~. Brefeldyna A jest metabolitem grzybow, wy-
kazujacym szereg aktywnosci biologicznych. Hamuje sekrecje biatek réwnie silnie
jak monensyna. Wykazuje inny mechanizm dziatania, lecz z identycznym efektem
koncowym w postaci hamowania sekrecji biatek. Brefeldyna A hamuje transport
biatek z szorstkiej siateczki Srédplazmatycznej do aparatu Golgiego. Zahamowanie
transportu biatek zalezne jest od stezenia inhibitorow. Od stezenia zalezy réwniez
czas dziatania inhibitora. Jezeli stosowany jest w nizszych dawkach, moze wymagac¢
powtérnego dodania do hodowli. Zalecane jest stosowanie brefeldyny A w stezeniach
1-5 jag/ml, a monensyny 1-3 |[Tg/ml. Wyzsze dawki sg toksyczne dla komdrek.
Brefeldyna A w stezeniu 10 pg/ml znacznie obniza zywotno$¢ limfocytéw i mo-
nocytow. Ponadto na monocytach obniza rowniez ekspresje CD 14, a na limfocytach
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blokuje catkowicie powierzchniowg ekspresje CD69. Z praktycznego punktu wi-
dzenia, dodanie do hodowli stymulowanych komdrek inhibitora transportu biatek
umozliwia wyodrebnienie populacji komdérek z wewnatrzkomorkowg cytoking. W
przypadku wykrywania wewnatrzkomdrkowych cytokin, ktére produkowane sg w
duzych ilosciach (np. IL-2), mozliwe jest ich oznaczanie nawet przy braku inhi-
bitorow. Jednakze przy braku inhibitora, wykrywa sie mniej komoérek z cytoking
wewnatrz, nie tworzg one dobrze wyodrebnionej populacji i analiza wynikow jest
mniej wiarygodna. Monensyna powoduje lepszg akumulacje w limfocytach myszy
IL-4, IL-10, brefeldyna A - TNF-a. Oba inhibitory jednakowo skutecznie blokujg
transport IL-2, IFN-y. Nalezy sprawdzi¢ we wiasnym uktadzie badawczym przy-
datnos¢ inhibitorow w zaleznosci od cytokiny ikomarki produkujacej (rodzaj komérki
i jej pochodzenie).

UTRWALANIE | PERMEABILIZACJA BLONY
KOMORKOWEJ

Oznaczanie wewnatrzkomérkowych cytokin, jak rowniez innych wewnatrzkomér-
kowych czasteczek, mozliwe jest po utrwaleniu i permeabilizacji komérek. Zna-
kowanie powierzchniowych markeréw wykonywane jest przed utrwaleniem btony
komérkowej, gdyz dostepne przeciwciata monoklonalne przeciwko markerom po-
wierzchniowym rozpoznajg struktury natywne. Utrwalanie komorek, zwykle roz-
tworem paraformaldehydu w PBS (1-4%) zwieksza przepuszczalno$¢ btony. Do
permeabilizacji komorek powszechnie uzywa sie roztworu saponiny w PBS (0,001-
1%, najczeSciej 0,1%). Roztwor saponiny w tym zakresie zwykle daje podobny
efekt permeabilizacji. 1% roztwor saponiny moze obniza¢ intensywno$¢ fluorescencji
pochodzacej od wyznakowanych markerow powierzchniowych. Poré6wnywano me-
tody permeabilizacji komoérek 0,05% roztworem saponiny, 0,1% roztworem Tritonu
X-100 oraz 70% alkoholu [33]. Jedynie permeabilizacja saponing okazata sie pro-
cedura, ktéra nie narusza morfologii komorek okreslanej przez parametry FSC/SSC,
umozliwia ocene apoptozy limfocytow za pomocg barwienia 7-AAD (7-amino-
aktynomycyna D), najmniej zmienia intensywno$¢ fluorescencji pochodzacej ze
znakowania markerow powierzchniowych i umozliwia jednoczesng detekcje we-
wnatrzkomérkowych cytokin i wewngtrzkomérkowych antygenéw zwigzanych z
btonami.

Zalecane jest wykonanie kontroli permeabilizacji. W tym celu mozna oznaczaé
wewnatrzkomoérkowa ekspresje biatka CD69. Oznaczanie tego markera moze by¢
korzystne z dwoch powodow:

1) informuje o aktywacji, gdyz do syntezy CD69 dochodzi tylko w komérkach
aktywowanych, oraz
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2) informuje o prawidtowo przeprowadzonej permeabilizacji, gdyz przeciwciato
znakujace musiato wnikngé do wnetrza komarki, a obecno$¢ w podtozu hodowlanym
inhibitora transportu biatek, uniemozliwia jego pojawienie sie na powierzchni ko-
morki.

Jezeli jednak wynik takiego znakowania bedzie negatywny, to oznacza to, iz
limfocyty nie ulegty aktywacji lub permeabilizacja komérki nie przebiegta pra-
widtowo. Taki wynik zmuszado oznaczenia obecnosci CD69 napowierzchni komorki
przy braku inhibitora transportu biatek w podtozu. Jezeli wynik znakowania jest
negatywny, to juz wiemy, ze komdrka nie ulegta aktywacji, ale nadal nie mamy
pewnosci co do skuteczno$ci permeabilizacji. Niektdre firmy produkujgce odczynniki
oferujg przeciwciato sprzezone z FITC stosowane do kontroli permeabilizacji, umo-
zliwiajac rozroznienie komorek catkowicie lub czeSciowo spermeabilizowanych.
Komoérki po inkubacji w buforze do permeabilizacji zostajg wyznakowane tym
przeciwciatem. Wnika ono do wnetrza komorki tylko wowczas, gdy permeabilizacja
przebiegta prawidtowo. Na rycinie 5 przedstawiono skutecznie przeprowadzong
permeabilizacje limfocytow krwi obwodowej cztowieka.

Zalecane podstawowe kontrole. Kontrole powinny byé przeprowadzone z uzy-
ciem komorek stymulowanych i niestymulowanych.

1. Kontrole negatywne:

kontrola izotypowa znakowania powierzchniowego,

kontrola izotypowa znakowania wewnatrzkomoérkowego,
. Kontrola permeabilizacji,
. Kontrola aktywacji - ekspresja CD69 wewnatrz komérek lub na ich powierzchni,
. Kontrola lokalizacji cytokiny:

NowN

zewnatrzkomdrkowa, niezalezna od saponiny,
wewnatrzkomadrkowa, zalezna od saponiny.
Mozliwosci oznaczen wieloparametrycznych

1. Jednoczesne oznaczanie komérek proliferujgcych i produkujgcych cytokiny w
populacji limfocytéw stymulowanych. Pomiaru proliferacji dokonujemy poprzez
inkorporacje bromodeoksyurudyny (BrdU) wykrywanej za pomocg przeciwciat
przeciwko BrdU. Mozliwe jest jednoczesne analizowanie komorek proliferuja-
cych, aktywowanych (CD69, CD25) i majacych wewnatrzkomdrkowe cytokiny
[37].

2. Jednoczesne oznaczanie apoptozy i komérek wykazujacych ekspresje wewnatrz-
komorkowych cytokin [62]. Oznaczanie biatek wewngtrz komorek: cytokin oraz
biatek zwigzanych z apoptozg Bcl-2, FADD, aktywne formy kaspazy-3.
Przyktady zastosowania badania wewngtrzkomorkowych cytokin w Klinice.

Wykrywanie cytokin wewnatrzkomdérkowych w pojedynczych komdrkach tgcznie

ze znakowaniem markeréw powierzchniowych jest coraz powszechniej wykorzy-

stywane do $ledzenia zmian zachodzacych w uktadzie odpornosciowym w warunkach



N. DRELA

140

Autaasaaonyy @ [eokzpoyosod 1lousdsasonyy ifsiwa 1osdoyrem - X
150 ® ‘g 1y Aweiboisly saaAm uspsl ®1 auoissiueu - D (9606< YdoAdkdaims  molAoojwil)) suemozijigeswdad Akoojwi - g (950> ‘YdoAokasims gy

-Koojwi >euq) suemozijigqeswdadsiu  AJLoojwil| - 7 ieX8IM04zd [amopomao Imuy  morAdoswl

aueMO [NWALSaIU  AJADOJWIT

fomoxjaowoy Auotg 1loezijigeswaad ejosuoy s WNIDAY



CYTOKINY WEWNATRZKOMORKOWE 141

patologicznych oraz fizjologicznych zwigzanych z rozwojem cztowieka (rozwdj
uktadu odporno$ciowego, procesy starzenia, przebieg ciazy).
1. Wykrywanie wewnatrzkomorkowych cytokin w zakazeniach bakteryjnych, wiru-
sowych ipasozytniczych:
Analizowano ekspresje cytokin w monocytach i limfocytach krwi obwodowej
stymulowanych in vitro zabitymi paciorkowcami grupy B [32]. Autorzy suge-
rujg istotng role TNF-a, IFN-y i IL-12 w patogenezie i odpornosci tych
zakazen.
U pacjentéw zakazonych Helicobacter pylori wykazano ekspresje wewnatrz-
komorkowych cytokin w limfocytach CD4+ (przewodu pokarmowego) chara-
kterystyczna dla populacji Thl [54].
- W zakazeniach wirusem HIV zaobserwowano zmniejszenie odsetka limfocy-
téw CD4+CD8~ produkujgcych IL-2 oraz brak zmian w produkcji IFN-y, IL-4
i IL-5 [55]. Nie oznacza to jeszcze sugerowanej w poprzednich doniesieniach
przewagi udziatu limfocytéw Th2 nad Th 1w zaawansowanym stadium AIDS.
U chorych, praktycznie pozbawionych limfocytéw T CD4+, wykazano produ-
kcje IL-4 przez limfocyty CD3+CD8diMoraz CD3“CD4“CD8“CD56“CD19*
CD 14" [20].
Zakazenie wirusami herpes simplex limfocytow krwi obwodowej ludzi doro-
stych indukuje w tych komdérkach wzrost ekspresji wewngtrzkomoérkowej
IL-2, IFN-y i TNF-a, natomiast w przypadku zakazenia limfocytéw izolowa-
nych z krwi pepowinowej notowany jest wzrost ekspresji jedynie IL-2 i TNF-a
[23].
Wykazano zréznicowang produkcje cytokin typu Thl, Th2 i ThO w populacji
limfocytow CD4+CD27* ludzi zdrowych i pacjentéw z zakazeniami pasozyt-
niczymi [14].
Monitorowanie skutecznos$ci szczepionek jest mozliwe poprzez Sledzenie wy-
twarzania cytokin przez antygenowo-specyficzne limfocyty T. Szczepionki
przeciwko grypie wzmagaja produkcje IFN-y i w matym stopniu IL-4. Cyto-
Kiny te wytwarzane sg gtownie przez limfocyty pamieci CD45 RO+, Wzrost
ekspresji cytokin wewnatrz limfocytow indukuje réwniez szczepienie toksoi-
dem tezca [25].
2. Ekspresja wewnatrzkomorkowych cytokin w chorobach nowotworowych, auto-
immunizacyjnych, alergicznych i w niedoborach odpornosci:

Nowotworowo-specyficzne limfocyty T CD4+CD69+ oraz CD8+CD69+ pa-
cjentéw z adenocarcinoma wykazujg ekspresje wewnatrzkomoérkowych IL-2,
IL-4, IFN-y, TNF-a. Analiza wytwarzania tych cytokin jest pomocna przy
monitorowaniu terapii [26].

Ekspresja cytokin wewnatrz limfocytow stosowana jest do monitorowania
efektdw immunoterapii u pacjentéw z melanoma [35] i rakiem jajnika [47].
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U pacjentow z zaawansowanymi chorobami nowotworowymi obserwuje sie
zaburzenie rownowagi Thl/Th2 oraz wzmozong produkcje cytokin przez
limfocyty Th2 [51].

Wytwarzanie okre$lonego zestawu cytokin moze odpowiada¢ za rozwdj cho-
réb autoimmunizacyjnych [29].

Limfocyty CD4+ u pacjentéw ze stwardnieniem rozsianym wykazujg wzmo-
zong ekspresje IL-2 i TNF-a. Leczenie IFN-y obniza produkcje tych cytokin
[22].

- Limfocyty CD4+ krwi obwodowej i ptynu stawowego pacjentdw z reumatoi-
dalnym zapaleniem staw6w wykazujg zwiekszong produkcje IFN-y i IL-4. W
ptynie stawowym pacjentéw wykazano obecno$é limfocytéw CD8+produku-
jacych tylko IL-4 lub IL-4 i IFN-y. Limfocyty CD4+ptynu stawowego pacjen-
tow wykazujg odmienny profil produkcji cytokin niz limfocyty pamieci CD4+
krwi obwodowej [31, 39].

W populacji limfocytow CD4+ pacjentéw z atopowa alergig skdéry obserwo-
wane jest zmniejszenie odsetka limfocytéw wytwarzajgcych IFN-y oraz obni-
zenie ilosci produkowanego IFN-y. W populacji limfocytéw CD8+ notuje sie
zmniejszenie odsetka limfocytéw z ekspresjg wewngtrzkomdrkowego IFN-y
oraz zwiekszenie odsetka komorek produkujacych IL-4 przez limfocyty
CD3+CD8'[15,41].

U pacjentéw z astmg oskrzelowg zaburzona synteza cytokin przez limfocyty i
biatek zasadowych produkowanych przez eozynofile stanowi jeden z pato-
fizjologicznych mechanizmow rozwoju choroby [30].

U pacjentow z pospolitym zmiennym niedoborem immunologiczny m zaburzo-
najest produkcja cytokin przez limfocyty CD8+CD28_ iCD8+CD28+. Ponad-
to nie dochodzi do rozwoju limfocytéw CD4+ pamieci antygeno-
wo-specyficznych niezbednych do dojrzewania limfocytow B [42].
3. Analiza ekspresji cytokin w chorobach o podtozu neurologicznym oraz w bada-
niach oddziatywania hormon6éw na funkcjonowanie uktadu odpornosciowego:

Syntetyczne glikokortykosteroidy stosowane sg w terapii astmy, choroby GvH
i innych chordb zwigzanych ze stanem zapalnym. Badanie ekspresji wewnatrz-
komorkowych cytokin przez limfocyty, monocyty i komorki NK traktowane
in vitro glikokortykosteroidami wykazato zahamowanie produkcji cytokin
prozapalnych i wzmozong produkcje cytokin przeciwzapalnych [19].

U dzieci autystycznych zaobserwowano zaburzenie réwnowagi produkcji
cytokin przez limfocyty Thl i Th2 [18].

4. Badanie udziatu cytokin w procesie starzenia, w przebiegu ciazy i patologii ciazy:
W procesie starzenia obserwuje sie¢ wzmozong produkcje IFN-y i IL-4. IFN-y
produkowany jest gtéwnie przez limfocyty CD8+higliCD28"CD57+, ktérych
liczebnos¢ z wiekiem zwigksza sie. Niewykluczone, iz ta populacja komérek
petni funkcje limfocytéw Tcl w populacji ludzi starszych [6].
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Analiza ekspresji wewnatrzkomoérkowych cytokin w przebiegu cigzy umozli-
wia przewidywanie ewentualnych patologii. W btonie §luzowej macicy kobiet
nie bedacych w cigzy przewazajg limfocyty Thl, we wczesnym okresie cigzy
- limfocyty Th2 [50]. W tym samym czasie nie obserwowano zmian w
proporcji tych komoérek we krwi obwodowej. Limfocyty Th2 dominujg w
drugim i trzecim trymestrze normalnej cigzy, zas Thl u pacjentek w stanie
przedrzucawkowym [49].

5. zaburzenie funkcjonowania sieci cytokinowej przez czynniki zanieczyszczajace

$rodowisko

Produkcja cytokin zostaje zaburzona przez substancje zanieczyszczajgce $ro-
dowisko. Konsekwencje tych zaburzehA prowadzg do uposledzonego funkcjo-
nowania uktadu odpornosciowego. Analiza ekspresji wewnatrzkomérkowych
cytokin wykorzystywana jest od niedawna w badaniach immunotoksykologi-
cznych [21].

Zamieszczone w publikacji wykresy powstaty na podstawie wynikéw badan pro-
wadzonych w Zaktadzie Immunologii Uniwersytetu Warszawskiego. Badania, w
ktérych oznaczano obecnos$¢ wewnatrzkomdrkowych cytokin w limfocytach myszy
BALB/c finansowano z grantu KBN nr 6P04C 078 14.
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NOBEL PRIZE 2000 IN MEDICINE AND PHYSIOLOGY
FOR THE STUDIES ON THE SIGNAL TRANSDUCTION
IN THE NERVOUS SYSTEM

Katarzyna RADWANSKA, Leszek KACZMAREK

Pracownia Neurobiologii Molekularnej,
Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego, Warszawa

Streszczenie: Tegorocznymi laureatami nagrody Nobla z medycyny i fizjologii zostali Arvid Carlsson,
Paul Greengard oraz Erie Kandel. Dokonali oni przetomowych odkry¢é dotyczacych mechanizméw
przekazywania informacji miedzy komérkami nerwowymi oraz w ich wnetrzu. Carlsson stwierdzit, ze
dopamina petni funkcje aktywnej substancji przekazujacej informacje na synapsach. Pokazat, iz obnize-
nie jej poziomu wywotuje zaburzenia ruchowe przypominajace objawy choroby Parkinsona. Zaburzenia
te mozna odwrdci¢ podajac prekursor dopaminy - L- dopa. Greengard wykazat, ze przytgczenie
neuroprzekaznika do jego specyficznego receptora btonowego wigcza kaskade zjawisk mogacych
prowadzi¢ do trwatych zmian w funkcjonowaniu komérki poprzez fosforylacje biatek. Opisat takze
funkcje biatka DARP-32- inhibitora fosfatazy-1 proponujac, ze DARP-32 posredniczy w modulowaniu
wptywu dopaminy na dziatanie innych neuroprzekaznikéw (np. glutaminianu) w komorce nerwowej.
Na podstawie badan elektrofizjologicznych i eksperymentéw biochemicznych Erie Kandel stworzyt
model molekularnych zmian zachodzgcych w neuronie presynaptycznym i synapsie podczas tworzenia
sie pamieci $rednio- i dtugotrwatej. Wedtug Kandela podstawa pamieci $redniotrwalej sg przejsciowe
zmiany kowalencyjne biatek, za$ pamie¢ dtugotrwata wymaga syntezy biatek de novo oraz zmian w
ekspresji gendw, a takze taczy sie z trwatymi zmianami w morfologii zakoriczen nerwowych.

(Postepy Biologii Komérki 2001; 28; 147-151)

Summary: Nobel laureates 2000 in Physiology and Medicine were Arvid Carlsson, Paul Greengard, and
Eric Kandel. Their discoveries have been crucial for our understanding of the mechanisms of signal
transduction inside and between nerval cells. Carlsson discovered that dopamine is a neurotransmitter-
the substance, which actively takes part in the signal transduction in synapses. He showed that its
depletion results in movement dysfunction similar to one observed in Parkinson’s disease. The symptoms
could be treated with the dopamine precursor: L-dopa. Greengard showed that neurotransmitter, when
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bound to its specific membrane receptor, turns on the cascade of processes which lead to long-lasting
changes in the functioning of the nerve cell. He also provided evidence that phosphorylation of proteins
is an important way to change their function and that this phenomenon is not only common in the cell
but also crucial for its physiology. Describing the function of DARP-32 protein - the phosphatase-1
inhibitor, he proposed the model according to which DARP-32 could serve as a modulator of the
influences of dopamine on other neurotransmitters, i.g., glutamate. Eric Kandel built the molecular model
of the changes, in a presynaptic neuron and synapse, which occur during the formation of short- and
long-term memory traces. According to Kandel during short-term memory formation some proteins are
transiently phosphorylated, wheras the formation of long-term memory demands synthesis of new
proteins, changes in gene expression and is followed by morphological changes of neuronal connections.
(Advances in Cell Biology 2001; 28: 147-151)

Procesy przekazywania informacji od kilkudziesieciu lat stanowig jeden z do-
minujacych kierunkéw badan biomedycznych. Dotychczas nagromadzona wiedza
na temat wplywu substancji sygnatowych na funkcjonowanie komoérek eukario-
tycznych pozwolita na wytonienie sie nowej dyscypliny naukowej - biologii mo-
lekularnej komorki. Powstanie tej dziedziny jest wyrazem akceptacji bardzo wazkiej
syntezy wiedzy biologicznej, ktéra zachodzi na naszych oczach. O ile klasyczna
komorkowa teoria budowy organizmoéw podnosita kwestie strukturalne oraz pod-
kreslata uniwersalne funkcje zyciowe wypetniane przez wszystkie komaorki, to wspot-
czesna biologia molekularna komérki skupia sie¢ witasnie na przekazie informacji.
Waznym osiggnieciem tej nowej dyscypliny jest zwrocenie uwagi na to, ze bardzo
podobny repertuar procesow molekularnych moze by¢ podtozem zupetnie réznych
zjawisk.

Szczeg6lng wiare w odrebno$¢ swojego obiektu poznania przejawiali badacze
mozgu. Do niedawna do$¢ powszechnie uwazano, ze wyjasnienia ztozonoSci tak
skomplikowanych proceséw, jak np. uczenie sie i pamie¢, nie warto poszukiwac
na poziomie molekularno-komérkowym. W tym kontekscie nalezy przyjrzeé sie
dokonaniom tegorocznych laureatéw Nagrody Nobla w dziedzinie medycyny i fi-
zjologii, albowiem potozyli oni wielkie zastugi w przetamaniu wspominanego po-
wyzej pogladu o wyjatkowej specyfice ukladu nerwowego.

Tegorocznymi laureatami nagrody Nobla z medycyny i fizjologii zostali Arvid
Carlsson z Uniwersytetu w Goeteborgu, Paul Greengard z Uniwersytetu Ro-
ckefellera w Nowym Jorku oraz Erie Kandel z Uniwersytetu Columbia réwniez
w Nowym Jorku. Wszyscy trzej nagrodzeni dokonali przetomowych odkryé do-
tyczacych mechanizmow przekazywania sygnatu miedzy komdérkami nerwowymi
oraz w ich wnetrzu.

Badania Arvida Carlssona przeprowadzone w latach pie¢dziesiatych obality ow-
czesne poglady, ze dopamina jest jedynie prekursorem w syntezie noradrenaliny
- uznanego juz wtedy neuroprzekaznika. Carlsson pokazat, ze dopamina petni
funkcje aktywnej substancji przekazujgcej informacje na synapsach. Dzieki stwo-
rzeniu metody pomiaru zawarto$ci dopaminy Carlsson opisatjej lokalizacje w moézgu.
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Stad wiemy, ze wystepuje ona w szczegdlnie wysokim stezeniu w prazkowiu -
strukturze odpowiedzialnej za koordynacje ruchow.

W serii kolejnych eksperymentow pokazat on, ze sztucznie obnizony poziom
dopaminy mozna podwyzszy¢ przez obwodowe podanie substancji prekursorowej
- L-dopa, ktora (w przeciwienstwie do dopaminy) moze przekraczaé bariere krew-
mézg. Przez podanie rezerpiny, zwigzku powodujacego spontaniczne uwolnienie
zpecherzykdw presynaptycznych niektdrych neuroprzekaznikdw, jak np. dopaminy,
Carlsson wywotywat u zwierzat eskperymentalnych drzenie konczyn, sztywno$é
ruchow iakineze - zaburzenia ruchowe przypominajgce objawy choroby Parkinsona.
Tegoroczny laureat pokazat, ze symptomy te mozna cofngé podajgc zwierzetom
L-dopa. Doprowadzito go to do kolejnego odkrycia, ze pacjentéw z chorobg Par-
kinsona rzeczywiscie charakteryzuje obnizony poziom dopaminy w prazkowiu. Po-
ziom ten, jak pokazat Carlsson, mozna podwyzszy¢, a zatem cofng¢ czes¢ objawow
choroby podajac L-dopa, ktora stata sie w ten spos6b pierwszym lekiem zwalczajagcym
objawy choroby Parkinsona.

Carlsson dokonat takze istotnych odkry¢ pozwalajgcych na zrozumienie dziatania
lekdw antypsychotycznych i antydepresyjnych. Jego odkrycia przyczynity sie do
rozwoju produkcji lekéw przeciwdepresyjnych, ktérych dzialanie polega na za-
blokowaniu w synapsie wychwytu zwrotnego, czyli doneuronalnego, monoamin,
w tym dopaminy. Pokazat on takze, ze leki powszechnie stosowane w schizofrenii
sq antagonistami receptoréw dopaminergicznych.

W latach sze$cédziesigtych miedzy innymi dzigki odkryciom Carlssona wiadomo
byto, ze dopamina, serotonina czy noradrenalina sg waznymi neuroprzekaznikami
w osrodkowym uktadzie nerwowym. Paul Greengard odkryt, w jaki sposdb te
neuroprzekazniki dziatajg i wjaki spos6b dopamina moze zmieniaé stan fizjologiczny
komorki nerwowej. Pokazat tez, ze fosforylacja biatek zmienia ich witasciwosci
i zejest to zjawisko czeste oraz krytyczne dla ich funkcji fizjologicznych. Fosforylacja
zazwyczaj, cho¢ nie zawsze, aktywuje biatka. Dzieki jego badaniom wiemy zatem
takze, ze kinazy ifosfatazy moga zmienia¢ aktywnos$¢ komérki nerwowej. Greengard
pokazat, ze dopamina przytgcza sie do receptorow znajdujgcych sie w btonie cyto-
plazmatycznej. Wiacza to calg kaskade zjawisk, ktérych charakter zalezy od typu
receptora komdrkowego, z ktérym fgczy sie dopamina. Na przykiad w wyniku
dziatania dopaminy na receptor DI wzrasta poziom cAMP, a co za tym idzie i
aktywnos$¢ kinazy zaleznej od cAMP. Kinaza ta ma zdolnos$¢ fosforylacji bardzo
wielu biatek petnigcych zasadnicze funkcje w komaérkach nerwowych. Wér6d tych
biatek sg biatka kanatow jonowych ibiatka regulatorowe, jak np. DARPP-32, ktéremu
to Greengard poswiecit calg serie eksperymentéw. Dzieki niemu wiemy, ze DARPP-
32 wystepuje w komorkach nerwowych majacych receptory dopaminowe DI.
DARPP-32, jak wykazat to Greengard, po ufosforylowaniu przez kinaze zalezng
od cAMP ulega aktywacji i zaczyna dziata¢ jako inhibitor fosfatazy pierwszej.
Petni ono zatem istotng funkcje w regulacji poziomu fosforylacji biatek w komorce
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nerwowej. Greengard zaproponowat takze model, wedtug ktérego biatko DARPP-
32 mogtoby posredniczy¢ w modulowaniu wptywu dopaminy na dziatanie innych
neuroprzekaznikéw (np. glutaminianu) w komoérce nerwowej.

Erie Kandel badat tworzenie sie pamieci $rednio- i dlugotrwatej u Slimaka Aplysia
californica. Zastosowanie tego prostego uktadu modelowego (Aplysia ma 20 tys.
neuronéw, a np. w mozgu cztowieka jest ich 100 mld) do badan podstaw mo-
lekularnych pamieci stanowi jedng z najwiekszych zastug Kandela. Badacz ten
skupit sie na komoérkach zwoju brzusznego, opisujagc poczatkowo ich udziat w
prostych sytuacjach uczenia sie (habituacja, sensytyzacja, warunkowanie). Nastepnie
znakomicie uproscit model badawczy, przenoszac najwazniejsze komaérki do hodowli
in vitro i tu analizowat ich wiasnosci metodami elektrofizjologii i biologii mo-
lekularnej. Uktad ten pozwolit mu na precyzyjne pomiary zjawisk fizjologicznych
zachodzgcych najednej okre$lonej synapsie czuciowo-ruchowej. Na podstawie badan
elektrofizjologicznych i eksperymentéow biochemicznych, Kandel stworzyt model
molekularnych zmian zachodzgcych w neuronie presynaptycznym isynapsie podczas
tworzenia sie pamieci $rednio- i diugotrwatej. Wedtug jego modelu powstawaniu
$ladu pamieciowego w synapsie czuciowo-ruchowej towarzyszy wzrost prze-
kaznictwa synaptycznego. Za sprawg serotoniny, uwalnianej przez neuron uta-
twiajacy, nastepuje aktywacja cyklazy adenylanowej w zakohczeniu presynap-
tycznym neuronu czuciowego. To z kolei powoduje wzrost poziomu cAMP w
tych zakonczeniach. cAMP aktywuje kinazy fosforylujagce kanaty potasowe lub
jedno z biatek powigzanych z tym kanatem. Fosforylacja kanatu redukuje prad
jondw K+ przez kanat - istotny sktadnik repolaryzacji potencjatu czynnosciowego.
Ostabienie pradu jondw potasu wydtuza potencjat czynnosciowy - pozwala, aby
wiecej jondw wapnia naptyneto do zakonczen synaptycznych, czego konsekwencja
jest podwyzszony poziom uwalniania neuroprzekaznika do synapsy czuciowo-ru-
chowej. Procesowi temu towarzyszy krétkotrwata fosforylacja istniejgcych juz biatek.

Wedtug Kandela opisane powyzej zdarzenia towarzyszg powstawaniu pamieci
Sredniotrwatej, trwajgcej pare godzin. Pamie¢ dtugotrwata, trwajgca dni, powstaje
w tym samym locus co pamie¢ Sredniotrwata, a przejscie miedzy tymi dwoma
zjawiskami wydaje sie mie¢ charakter ciggty. Pamie¢ dtugotrwata wymaga jednak
syntezy biatek de novo oraz zmian w ekspresji gendw, a takze tgczy sie z trwatymi
zmianami w morfologii zakonczen nerwowych. Pamie¢ dtugotrwalg mierzong jako
dtugotrwate wzmocnienie synaptyczne na synapsie czuciowo-ruchowej u A. ca-
lifomica mozna zablokowa¢ podajac inhibitory syntezy mRNA i biatek. W ostatnim
dziesiecioleciu Kandel ijego wspdtpracownicy poswiecili bardzo wiele uwagi szla-
kom informacji docierajgcym od pobudzonej btony cytoplazmatycznej do jadra
komorkowego i od jadra do zmienionych synaps. Szczeg6lng role przypisujg tu
czynnikowi transkrypcyjnemu CREB.

Oczywiscie nagrodzenie w 2000 r. tréjki wymienionych badaczy jest wyrazem
pewnego, arbitralnego wyboru. Odkrycia wielu przekaznikéw nerwowych nie do-
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czekaly sie uhonorowania nagroda Nobla. Podobnie wielu byto badaczy proceséw
fosforylacji biatek w komdrkach nerwowych, ktérzy dokonywali bardzo znaczacych
odkry¢ w tym samym czasie co Greengard. Niemniej liczne byty isg rzesze uczonych
zgtebiajgcych tajniki molekularnych podstaw pamieci. Za wcze$nie jest nawet na
stwierdzenie, czy mechanizmy, o ktérych uznanie walczy Kandel, sa rzeczywiscie
wazne w tworzeniu $ladéw pamieciowych u ssakéw, w tym i ludzi. Warto tu np.
zwréci¢ uwage, ze Kandel forsuje role proceséw zachodzacych po stronie pre-
synaptycznej, ktére wptywajg na zmienne wydzielanie neuroprzekaznika. Natomiast
z tego, co wiemy dotychczas u ssakéw, zmiany sity potaczen synaptycznych zalezg
raczej od strony postsynaptycznej i jej zmodyfikowanej wrazliwosci. Wyrazone
watpliwosci co do szczegotow rozwigzan molekularnych lezacych u podstaw wy-
branych czynnos$ci o$rodkowego uktadu nerwowego nie umniejszajg jednak prze-
tomowego znaczenia opisanych tu dokonan. Przyczynity sie one bowiem w wielkiej
mierze do przyjecia wsérdd badaczy mézgu pogladu, ze wewnatrzneuronalny przekaz
informacji jest w zasadzie taki sam jak w innych komoérkach i ze jego zrozumienie
moze doprowadzi¢ nas do wyjasnienia najbardziej ztozonych czynnosci ludzkiego
umystu.
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W obecnym okresie sprawozdawczym Zarzad dziatat w niezmienionym skiadzie:
Jerzy Kawiak - prezes, Maciej Natecz - v-prezes, Maciej Zabel - sekretarz, Joanna
Liwska - skarbnik. Réwniez sktad Rady Fundacji nie zmienit sie: Zofia Osuchowska
-przewodniczaca, cztonkowie: Tadeusz Cichocki, Antoni Horst, J6zef Katuza. Ale-
ksander Koj, Wtodzimierz Korohoda, Andrzej tukaszyk, Andrzej MySsliwski, Maria
Olszewska, Aleksandra Stojalowska, Jan Steffen. Zarzad pracowat spotecznie.

W pracy Zarzadu pomagaty panie: Ewa Prochniewicz - ksiegowa oraz Barbara
Miks i Danuta Wasilewska w rozprowadzaniu zeszytoéw ,Postepdéw Biologii Ko-
morki”. Zarzad sktada tym osobom serdeczne podziekowania.

1. Dziatalno$¢ wydawnicza

Jest to gtowny zakres dziatania Zarzadu Fundacji. Fundacja wspiera wydawanie
czasopism ,Folia Histochemica et Cytobiologica” oraz ,,Postepy Biologii Komérki”.

A. Folia Histochemica et Cytobiologica

Czasopismo ukazywato sie regularnie w dotychczasowej formie odpowiadajacej
standardom miedzynarodowym. Koedytorami Redakcji sg: Z. Darzynkiewicz, A.
Hinek, M.Z. Ratajczak, K. Reiss, J.P. Robinson, T. Skérski. Wprowadzono zwyczaj
czestego publikowania artykutdw przeglagdowych pisanych przez wybitnych spe-
cjalistow. Skiad i druk czasopisma odbywa sie w Krakowie.

Merytoryczna piecza i decyzje o skiadzie redaktorow nalezg do do Polskiego
Towarzystwa Histochemikéw i Cytochemikéw. Roéwniez Towarzystwo od 1995
r. jest formalnym wiascicielem czasopisma. Wydawanie czasopisma odbywa sie
z finansowg pomocg Komitetu Badan Naukowych oraz z funduszy zebranych ze
sprzedazy czasopisma.

Artykuty z ,Folia” sg indeksowane w: Medline, Biological Abstracts, Excerpta
Medica, Index Medicus, SciSearch, Research Alert. Impact Factor podnidst sie
z IF = 0,289 w roku 1998 do IF = 0,712 w roku 1999. Informacje na ten temat
mozna uzyskaé np. pod telefonem 022-660-7300 w Politechnice Warszawskiej.

B. Postepy Biologii Komorki

Czasopismo ukazywato sie regularnie w nowej formie. Oktadka czasopisma,
spis artykutéw, informacje o redaktorach i czasopismie sg obecnie w j. polskim
i j. angielskim. Zatozono okno internetowe ,Postepdw”, gdzie oprécz informacji
0 czasopiSmie sg biezaco publikowane tytuty artykutdw i ich streszczenia. Adres
internetowy okna jest: www.mol.uj.edu.pl/pbk.
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W dalszym ciggu wydawano suplementy. Suplementy ukazaly sie pod redakcja:

Ryszarda Stomskiego - supl. 14 - Problemy biologii molekularnej 2,

Matgorzaty Balinskiej iJanusza A. Siedleckiego-supl. 15-Nowotwory: hiologia,
genetyka, immunologia oraz

Zofii Osuchowskiej i Jerzego Kawiaka - 28 Konferencja Biologii Komorki w
Warszawie - Réznicowanie komoérek Eukaryota.

Merytoryczng piecze nad ,,Postepami” ma od 28 lat Polskie Towarzystwo Ana-
tomiczne oraz od 7 lat Polskie Towearzystwo Biologii Komdrki. Tytut wiasnosci
czasopisma ,,Postepy Biologii Komdrki” ma Fundacja Biologii Komorki i Biologii
Molekularnej. Wydawanie czasopisma odbywa sie z finansowg pomocg Komitetu
Badan Naukowych oraz z funduszy zebranych ze sprzedazy czasopisma. Skiad
czasopisma odbywat sie w Spétce z 0.0. ,Wie$ Jutra”, ul. Swietokrzyska 20, pok.
323, Warszawa. Firma ,,Script” wspomagata wspoétprace z drukarniami.

Artykuty z ,,Postepdéw” sg indeksowane w: Ulrich’s International Periodicals
Directory, Biblioteke Narodowg i Biblioteke UJ; sg czynione starania o wigczenie
»Postepdw” do Medline.

2. Fundacja finansuje z wiasnych dochodow 20-40% kosztéw wydawania cza-
sopism. Dochody Fundacji pochodzity ze sprzedazy czasopism, druku reklam, dofi-
nansowania ze zrodet zewnetrznych oraz procentéw bankowych. Fundacja bardzo
oszczednie gospodaruje finansami, na cze$¢ etatu zatrudnia ksiegowa, za niewielka
odptatnoscigorganizuje prenumerate i wysytke ,,Postepéw”.Praca cztonkéw Zarzadu
i Rady Fundacji, redaktoréw oraz recenzentéw wykonywana jest spotecznie. Stan
konta na dzien 12.12.2000 jest dodatni i wynosi 9085,18 zt, fundusz stypendialny
na dzieh 30.11.2000 wynosi 2606,36 zt. Fundusz stypendialny zostat uzupetniony
przekazaniem w dniu 14 lipca 2000 sumy 860,- zt z konta Fundacji celem umo-
zliwienia zatozenia lokaty.

Warszawa, grudzien 2000
Prezes Fundacji Sekretarz

Jerzy Kawiak Maciej Zabel



ERRATA

do pracy: D. Sulejczak: Apoptoza i metody jej identyfikaciji
(Post Biol Kom 2000; 27: 527-568)
na str. 529 tabela 1irys. 1powinny przedstawia¢ si¢ nastepujaco:

TABELA 1. Zmiany rejestrowane w komdérce podczas nekrozy

Zmiany morfologiczne Zmiany biochemiczne Odpowiedz tkankowa
* utrata integralnosci « zaburzenia funkcji transporte- * wywotywana przede wszystkim przez czynniki
btony komérkowej réw, kanatéw jonowych patogenne: wirusy wywotujace lize komorki,
* pecznienie cytoplazmy < ciecie DNA w miejscach hipotermia,
i mitochondriéw przypadkowych hipoksja, ischemia, trucizny metaboliczne
* pecznienie i dezinte- < proces pasywny, niezalezny od e dotyka catych grup komoérek w tkance
gracja organelli ATP, przebiega rowniezw 4°C < fagoeytoza przez makrofagi
komérkowych « odczyn zapalny

« liza komoérki

RYSUNEK 1 Schemat zmian morfologicznych obserwowanych w komérce w przebiegu martwicy: A - komérka prawidtowa: B -
pierwsze stadium nekrozy; pecznienie komdrki; na tym etapie jest to proces odwracalny; w sytuacji, gdy uszkodzenia komoérki
wywotujgce uruchomienie procesu nekrotycznego zostang naprawione, komérka moze powrdci¢ do stanu prawidtowego; C -
nieodwracalne pecznienie komérki iorganelli komérkowych; morfologia jadra komérkowego i chromatyny pozostaje niezmieniona
natym etapie trwania procesu; D-dezintegracja komorki ijej organelli, w tym réwniez losowe ciecie DNA; przez uszkodzong btone
komoérkowg zawarto$¢ komorki wydostaje sie do przestrzeni miedzykomadrkowej wywotujac stan zapalny

na str. 532 podpis pod rys. 3 powinien brzmie¢:

RYSUNEK 3. Schemat elektroforetycznego rozdzialu DNA pozyskanego z komoérek apoptycznych i nekrotycznych: A - DNA
komdrek apoptycznych jest ciete przez specyficzng nukleaze CAD miedzy nukleosomami; miejsca ciecia DNA zaznaczono grotami
strzatek; w celu uzyskania wiekszej przejrzystosci schematu dokonano pewnych uproszczen; czastki rdzeniowe nukleosoméw, ktére
w rzeczywistosci sktadaja sie z 8 czasteczek biatek histonowych owinietych dwukrotnie nicia DNA, przedstawiono jako jednokrotny
splot DNA woko6t 4 czasteczek biatek histonowych; pominieto réwniez pojedyncze czasteczki biatek histonowych zwigzane z DNA
taczacym sasiadujace czastki rdzeniowe; B - w trakcie rozdziatu w zelu elektroforetycznym powstate odcinki DNA formujga prazki
tworzace charakterystyczny obraz drabinki; narysunku przedstawiajacym schematycznie komérke apoptotyczngpokazano dwie frakcje
DNA: czarne koétka obrazuja frakcje znajdujacego sie wewnatrz jadra komérkowego skondensowanego HMW DNA, natomiast mate,
czarne znaczki symbolizuja LMW DNA, ktérego cze$¢ przez pory w blonie jadrowej przemieszcza sie do cytoplazmy komorki
apoptotycznej; C - dostepny na catej dtugosci dla enzyméw nukleolitycznych materiat genetyczny komérek nekrotycznych (prawa
czes$¢ rysunku) ulega catkowitej destrukcji, a powstate fragmenty DNA tworzg ciggta smuge w zelu elektroforetycznym

na str. 540 podpis pod rys. 5 wiersz 3 od gory:

jest - regulujg wyptyw cytochromu do cytozolu znajdujacego sie...

powinno by¢- reguluja wyptyw do cytozolu cytochromu c¢ znajdujacego sie.,

nastr. 548 brak korica podpisu pod rys. 9, ktéry brzmi: Gwiazdki wskazuja ciatka apoptotyczne (pow.
340x)

na str. 556 wiersz 26 od gory: jest - (terminal deoksynukleotydyl transferase mediated d-UTP nick
end-labeling) powinno by¢- (terminal deoksynucleotidyl transferase mediated d- UTPnick end-labeling)
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na str. 560 tab. 7 powinna przedstawia¢ sie nastepujaco:

TABELA 7. Poréwnanie wybranych metod wykrywania komérek apoptotycznych

Technika detekcji ~ Szybkos$¢ Specyficznos¢ Analiza
komarek przepro- wykorzystywanej metody -
apoptotycznych wadzenia rozréznienie miedzy
analizy komérkami
prawidtowymi nekrotycznymi catej popu- konkret-
a apototycznymi aapoptotycznymi lacji komé- nych

rek w bada- komérek
nej prébie z populacji

lub pre-
paracie
Obserwacja ++(szybka, ++ ++ ++ ++
mikroskopowa najdtuzszym (jednoznaczna ocena (jednoznaczna ocena
zmian morfologii  etapem jest zmian morfologii zmian morfologii
komérek przygotowanie komorek) komorek)
materiatu do
ogladania pod
mikroskopem)
Znakowanie ++ ++(dzieki uwidocz -H-(dzieki uwidocz-  ++ ++
komorek barw- (kilka minut) nieniu morfologii nieniu morfologii
nikami (w tym komorki lub jej orga- komérki lub jej orga-
fluorochromami)* nelli, pozwala na nelli, pozwala na
jednoznaczng jednoznaczngoceneg
ocene jej stanu) jej stanu)
Test przepuszczal- ++ ++ +1/- - ++
nosci btony
komarkowej
Rejestracja zmian  ++ +/- (nieswoista, -(-/-(nieswoista, ++
w budowie btony  (kilka godzin) wymaga dodatkowych wymagadodatkowych
komarkowej testow) testow)
(translokacja FS)
Pomiar aktywnosci  + ++ ++ ++ -
kaspazy 3
ISNT +/— +/-(znakujeréwniez +/-(wymaga dodat-  ++ ++
(kilka godzin)  komérki dzielgce sie) kowych testow)
TUNEL +— +(jw., cho¢ metoda +(jw., cho¢ metoda  ++ ++
(kilka godzin)  bardziej specyficzna) bardziej specyficzna,
istnieje mozliwos¢
rozréznienia po wiel-
kosci jader komor-
kowych)
Detekcja LMW ++ ++ +/- ++
i HMW frakcji
DNAw poszcze-
g6lnych komérkach
Rozdziat elektro-  -(kilkanascie ++(wynikjednozna- ++(wynikjednozna- ++ -
foretyczny DNA**  godzin) czny) czny)

+Znakowanie komérek barwnikami fluorescencyjnymi przewyzsza czutoscig znakowanie barwnikami konwencjonalnymi. Daje
réwniez mozliwo$¢ uzyskania wiekszej ilosci danych o kwasach nukleinowych oraz pozwala na jednoczesne znakowanie wielu
markeréw w badanej komoérce. Ze wzgledu na nietrwato$¢ znacznika, tzw. wys$wiecanie sie preparatéw, minusem znakowania
fluorochromami jest czesto konieczno$¢ krotkiego czasu obserwacji materiatu.
+¢Mankamentem tej techniki jest konieczno$¢ dysponowania duza préba materiatu w przypadku heterogennej populacji komérek, z
ktorej tylko pewna ich cze$¢ ulega apoptozie. W sytuacji, gdy komdrki apoptotyczne stanowig tylko niewielki procent badanej populacji
komodrek, typowego dla apoptozy rozdziatu elektroforetycznego nie mozna w ogéle wykryc.
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W skazowki przygotowania rycin i streszczen
do publikacji w PBK

Dostarczane na dyskietkach teksty powinny by¢ napisane w Wordzie, wersja 6,0 lub wcze$niejsza.
Jesli w tekst zostaty wstawione rysunki, powinny one zosta¢é umieszczone osobno na dyskietce. Powinny
to by¢ albo mapy bitowe (.TIF, ,PCX), albo pliki z Corela, wersja 5,0 lub wcze$niejsza. Kazda wersja
Worda lub Corela pozwala na zachowanie pracy w formacie wersji wcze$niejszej. Rysunki, schematy
zdjecia i wykresy w podpisach i w powotaniach w tekscie powinny nosi¢ nazwe rycina (Ryc.) i by¢
numerowane kolejno.

Streszczenie ma mie¢ nastepujaca strukture:

j. polski j. angielski
Podstawy zagadnienia: jedno zdanie Background:
Podtytuty: do kazdego podtytutu 3-5 zdan Subtitles:
Whioski: 2 zdania Conclusions:
Stowa kluczowe: do 8 stow Key words:

Takie streszczenia standardowe moga by¢ wazne, gdyz obecnie czyta si¢ je komputerowo. Tres¢
streszczenia zacheca badz nie zacheca do przeczytania catego artykutu.
Prosimy réwniez Autoréw o podawanie adreséw e-mail, o ile je maja.

Cennik odbitek prac dla Autoréw w 2001 r.

Liczba odbitek 50 100 200 400
Cena zt 40,00 60,00 80,00 100,00

Zamoéwienie na odbitki musi by¢ ztozone wraz z przestang korekta pracy.



http://rcin.org.pl
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INFORMACJE DLA AUTOROW

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI drukuja artykuty przegladowe z zakresu najnowszych osiagnie¢ biologii
komdrki, niepublikowane dotad w innych wydawnictwach. Autorzy odpowiadajg za Scisto$¢ podawanych informacji.
Obowigzuje terminologia zgodna z polskim mianownictwem biochemicznym, histologicznym, anatomicznym i
embriologicznym. Artykuly drukowane w POSTEPACH BIOLOGII KOMORKI nie moga by¢ bez zgody redakcji
publikowane w innych periodykach. Prosimy Autoréw o nadsytanie prac bezposrednio do Redaktoréw odpowiedniej
specjalnosci (adresy na 2 str. oktadki), a do Redakcji w Warszawie tylko te artykuty, ktére nie odpowiadajg zadnej z
wymienionych specjalnosci.

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI zamieszczaja:

1) artykuly przegladowe nie przekraczajace 15 stron maszynopisu ido 100 pozycji bibliograficznych koniecznie z ostatnich 5 lat
(natomiast wczesniejsze prace moga by¢ pracami przeglagdowymi);

2) doniesienia z ostatniej chwili na 3-5 stronach maszynopisu z kilkoma pozycjami bibliograficznymi ostatniego roku (liczac od
daty wystania do redakcji);

3) listy do redakcji (do 1strony maszynopisu).

Tekst pracy i zataczniki nalezy przesyta¢ w dwoch egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ pisany jednostron-
nie na papierze formatu A4 w uktadzie normalnym 1800 znakéw na stronie. Ostateczna wersja tekstu i rysunki
(wskazéwki s. 160) powinna by¢ przystana na dyskietce 3,5" jako plik (file) Windows lub ASCII. Pierwsza strona
nienumerowana przeznaczona dla redakcji winna zawiera¢: imiona, nazwiska, tytuty naukowe autoréw i adresy: w
pracy, domowy wraz z telefonem i e-mail, tytut pracy wjezyku polskim i angielskim oraz liczbe stron maszynopisu,
liczbe tabel i rycin. Na pierwszej (numerowanej) stronie nalezy poda¢ kolejno tytut pracy w jezyku polskim i
angielskim, imiona (w petnym brzmieniu) i nazwiska autoréw, nazwe zaktadu naukowego, nazwisko i adres autora
prowadzacego korespondencje, informacje o dofinansowaniu pracy oraz skrét tytutu (do 40 znakéw). Nastepna strona
powinna zawiera¢ wjezyku polskim iangielskim streszczenie (do 1str.) oraz stowa kluczowe - 3 do 10stéw zgodnych
z terminami w Medical Subject Headings (Index Medicus), o ile sg tam zawarte. W tytule i streszczeniu mozna
stosowac jedynie powszechnie przyjete skréty, np. DNA. Tekst artykutu nalezy rozpocza¢ od nowej strony. W tekscie
nie zamieszczac tabel, schematéw lub rycin, ajedynie zaznaczy¢ otéwkiem na marginesie ich lokalizacje (np. tab. 1,
ryc. | itp.). Dla przejrzystosci tekst mozna podzieli¢ na tytutowane i numerowane rozdziaty oraz podrozdziaty. Od
nowej strony nalezy poda¢ spis literatury. Skréty nazw czasopism podawaé nalezy wedtug Index Medicus (listy
czasopism publikowane sg corocznie w numerze styczniowym). Powotanie w tekscie nastepuje przez podanie
kolejnego numeru pozycji w spisie literatury w nawiasie kwadratowym (np. |5]). Spis literatury nalezy zestawic
alfabetycznie wedtug nastepujacego wzoru:

[1] HNIL1CA LS, McLURE ME, SPELTZBERG TC. Histone biosynthesis and the cell cycle, [w] Philips MP, Schwartz E [red. 1
Histone and Nucleohistones. London, New York: Philips, Plenum Press 1977: 60-64.

[2] SACHSENMAJER W, REMY V. PLATTNER R. Initiation of synchronous mitosis in Physarium polycephalum. Exptl Cell
Res 1980;2:41-48.

Tabele, opisy schematéw i rycin powinny by¢ zataczone na oddzielnych stronach. Schematy i rysunki musza by¢
wykonane w postaci nadajacej sie do reprodukcji. Fotografie powinny by¢ kontrastowe i wykonane na blyszczacym
papierze. Barwne ryciny i zdjecia sa ptatne.Wymiary poszczeg6lnych rycin, schematéw i fotografii nie moga
przekracza¢ 125 x 180 mm lub ich potowy. Jezeli zataczniki sg zapozyczone z innych Zrédet, nalezy podaé, skad
zostaty zaczerpniete i dotgczy¢ zgode autora i wydawnictwa na reprodukcje, jezeli materiaty te zamieszcza sie w
niezmienionej formie. Wszystkie zataczniki, np. wykaz skrétéw, muszg mie¢ na odwrocie nazwisko 1 autora i
oznaczeniem gory i dotu ilustracji. Jednostki miar musza by¢ zgodne z uktadem SI.

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skrétéw uzgodnionych z autorem. Autor zobowigzany jest do wykonania korekty
autorskiej i zwrécenia jej w ciggu doby. Koszty, spowodowane wiekszymi zmianami tekstu wprowadzanymi w korekcie poza
poprawkami btedéw drukarskich, ponosi autor. Autorzy otrzymujg bezptatnie 1egz. zeszytu PBK z opublikowang praca oraz moga
zamoéwi¢ odbitki odptatnie odsytajac korekte. Redakcja prosi o propozycje do 5 oséb (nazwisko, imie, adres, fax), ktére bylyby
odpowiednimi recenzentami maszynopisu, nie powinny jednak by¢ pracownikami instytucji, w ktérej pracuje autor, ani jego
wspoétpracownikami. Poprawionapo recenzji wersje pracy nalezy zwrdci¢ do redakcji koniecznie w ciaggu 30 dni. Redakcja zrezygnuje

z publikacji maszynopisu, ktérego autorzy do 30 dni nie odpowiedza na list redaktora.
Redakcja prosi takze o dotaczenie do maszynopisu tytutu artykutu i podpisanej odpowiedzi na nastepujace pytania:
Dotaczono 2 kopie maszynopisu, . Tres¢ pracy nie byta uprzednio publikowana nie zostata

tabel i rycin. tak Nie wysiana do innej redakcii tak nie

Wszyscy Autorzy znajg i akceptujg prace. tak NIE Dotaczono kopie pracy wraz z rycinami na dyskietce

Jest zgoda oséb, ktérych informacje niepubli- .z podaniem nazwy pliku i uzytego programu edycyjnego X

kowane sg zamieszczone w tekscie artykutu tak NI z komputera IBM tak nie
Odpowiadam za cato$¢ pracy opisanej w zat. maszyn. tak nie

Wyrazam zgode na to, ze artykut po przyjeciu do druku w "Postepach Biologii Komorki" przechodzi na wtasnos¢ Fundaciji Biologii Komorki i
Biologii Molekularnej i jego reprodukcja wymaga zgody redakcji. podplsy WSZystkICh autorow
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