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POSTEPY BOLOGII KOMORKI TOM 20, 1993, suplement nr 1

I. PEPTYDY JAKO NOSNIKI INFORMACJI
BIOLOGICZNEJ

Interakcja miedzykomdrkowa jest procesem niezbednym dla funkcjonalnej integracji
organizméw wielokomérkowych, tak w stadium rozwojowym jak i w trakcie dorostego zycia.
Od czaséw odkrycia pierwszych hormonéw rosnie stale liczba "chemicznych postancow™,
czyli zwigzkéw niosacych okreslong informacije biologiczng od komérek wydzielniczych do
komorek docelowych. Ostatnie 20 lat przyniosto wiele doniesief na temat nieznanych dotad
peptydow o aktywnosci: hormonalnej,neuromodulacyjnej,immunoregulacyjnej i mitogennej.
Wszystkie te peptydy okreslane sg czesto wspdlng nazwa peptyddw regulacyjnych.

Sposéb odbioru informacji biologicznej jest podobny dla wszystkich peptydoéw regulacyj-
nych i odbywa sie poprzez swoiste receptory usytuowane w btonie plazmatycznej komérek
docelowych. Natomiast, réznamoze by¢ droga, na ktérej peptydy przenoszone sg od komérek
wydzielniczych do komoérek docelowych, a takze r6zny moze byé charakter i mechanizm
odpowiedzi komorkowej.

PRZENOSZENIE INFORMACIJI PRZEZ PEPTYDY REGULACYJINE

Przyjmuje sie obecnie trzy podstawowe sposoby przekazywania informacji miedzy-
komérkowej z udziatem peptyddéw regulacyjnych (rys. 1): endokrynny, parakrynny i autokryn-
ny.

(1) Transport endokrynny, w ktédrym peptyd syntetyzowany przez wyspecjalizowane
komorki wydzielany jest do krwioobiegu i przenoszony z krwig do komdrek docelowych. Ten
sposéb transportu jest typowy dla hormonéw dokrewnych. Podobny spos6b przenoszenia
informacji biologicznej przyjmuje sie dla peptydéw regulacyjnych wydzielanych do krwio-
obiegu z zakonczeh komorek nerwowych (tzw. transport neuroendokrynny), charakterystycz-
ny m.in. dla neurohormonéw podwzgérza.

(2) Hipoteza transportu parakrynnego zaktada, ze peptydy regulacyjne przenoszone sg w
drodze dyfuzji miedzykomorkowej. Przypuszczalnie wiele peptyddw dziata lokalnie tg droga.
Podobny spos6b transportu (neuroparakrynny) przyjmuje sie¢ w przypadku przenoszenia
sygnatu przez synapsy chemiczne w obrebie ukfadu nerwowego.

(3) Hipoteza regulacji autokrynnej przyjmuje, ze komoérkami docelowymi sg te same
komarki, ktore syntetyzujg peptyd regulacyjny. Regulacja autokrynna ma przypuszczalnie
istotne znaczenie w kontroli wzrostu komérek neoplastycznych, aczkolwiek autoregulacjajest
zjawiskiem stwierdzonym wielokrotnie w hodowlach komérek nietransformowanych (patrz
rozdziat VIII).

Opisane mozliwosci transportu peptydéw regulacyjnych nie oznaczajg jednak, ze kazdy
peptyd majeden okre$lony sposéb przenoszenia informacji od komérek wydzielniczych do
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Rys. 1 Przekaz informacji droga: a- endokrynng, b - neuroendokrynng, c - parakrynng, d - neuroparakrynna, e -
autokrynng

komorek docelowych. Ten sam peptyd moze by¢ przenoszony réznymi drogami w zaleznosci
od jego funkciji fizjologicznej i rodzaju tkanki docelowej.

ODBIOR INFORMACIJI PRZEZ KOMORKE DOCELOWA, -
RECEPTORY BLONOWE

Mimo ze podstawowg funkcjg blony komorkowej jest stworzenie bariery pomiedzy
Srodowiskiem zewnatrz- i wewnatrzkomorkowym, wyspecjalizowane struktury btonowe pet-
nig role selektywnych przenos$nikow informacji tam i z powrotem. W pewnych przypadkach
informacjajest przenoszona wprost przez wytapywanie okre$lonych jondw lub metabolitéw
i ich transportprzez odpowiednie kanaty transbtonowe. Energiakoniecznado transportu moze
pochodzi¢ z gradientu stezenia czasteczki transportowanej po obu stronach blony lub z
proceséw komaérkowych sprzezonych z transportem. W tym przypadku jon lub metabolitjest
postaniem, ktore przestane do wnetrza komorki skfania sSrodowisko wewnatrzkomaérkowe do
regulacji szybkosci transportu lub ilosci przenoszonej substancji. Sktadniki btony komaérko-
wej, ktore funkcjonujajako selektywne czasteczki transportujace, sa kompleksami biatkowy-
mi, podlegajacymiregulacji allosterycznej. W wielu przypadkach substancije, ktére przenosza
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informacje biologiczng sg zasocjowane z biatkami no$nikowymi, takimijak transkobalamina
dla witaminy B12 lub lipoproteiny o niskiej gestosci dla cholesterolu. Biatka no$nikowe sg
swoiscie rozpoznawane przez transportery btonowe, odpowiedzialne za selektywng adsor-
pcyjna pinocytoze liganddw. Zaréwno biatka wigzace, jak i transportery btonowe same nie
generujg sygnatu i sg zwykle okreslane jako akceptory lub receptory klasy Il. W przeciwien-
stwie do akceptoréw, receptory zlokalizowane w btonie komérkowej majg wiasciwosci nie
tylko selektywnego rozpoznawania liganda, ale takze zdolno$¢ (w potaczeniu z ligandem) do
uczestniczenia w procesie odpowiedzi komérkowej [1].

Jakkolwiek nie zdotano dotychczas wyjasni¢ catkowicie mechanizmu dziatania zadnego
zpeptydow regulacyjnych, wiadomo, ze kazdy z nich wywiera swoj efekt biologiczny poprzez
interakcje ze swoistym receptorem zlokalizowanym w btonie komérek docelowych. Zwigza-
nie liganda z receptorem inicjuje serie zdarzen prowadzacych do okreslonej odpowiedzi
komorkowej.

Ogédlna koncepcja receptora zaktada, ze jest to biatko transbtonowe, zbudowane z czesci
zewnatrzkomérkowej (akceptorowej), fragmentu (lub fragmentéw) penetrujacego btone ko-
morkows i czesci wewnatrzkomdrkowej (efektorowej). Na podstawie analizy strukturalnej
dotychczas zbadanych receptoréw btonowych mozna wyroznic kilka typdw biatek receptoro-
wych réznigcych sie budowa poszczeg6lnych fragmentéw (rys.2).

Rys. 2. Przyktadowe biatka receptorowe réznigce sie strukturg podjednostkowa, forma czesci transbtonowej oraz bu-
dowa i funkcja czesci efektorowej (KT - obszar kinazy tyrozynowej)

Bez wzgledu na réznice strukturalne funkcjabiologiczna poszczeg6lnych czesci receptora
jestpodobnai scisle okreslona. Podstawowa cechg czesci akceptorowej receptorajest wysoka
swoisto$¢ wigzania liganda, natomiast czesci efektorowej jest zdolno$¢ do generowania
sygnatu wewnatrzkomorkowego (aktywacji okreslonych proceséw metabolicznych). Pier-
wszym i przez dtugi czas niewyjasnionym pytaniem byty dalsze losy kompleksu peptyd-re-
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ceptor. Mozliwos¢, ze peptydy moga wnika¢ do wnetrza komorki nie byta powaznie brana
pod uwage do potowy lat siedemdziesigtych. Panowatla bowiem powszechnie opinia, ze
hormony peptydowe w przeciwienstwie do hormonéw sterydowych wigzg si¢ odwracalnie z
receptorami na powierzchni komérki i nie mogg aktywnie lub biernie wnika¢ do wnetrza
komorki. Obecnie wiadomo [2], ze peptydy regulacyjne po zwigzaniu z receptorem ulegaja
internalizacji w drodze endocytozy (rys.3).

Rys. 3. Model internalizacji komplekséw hormon-receptor (H-R): a- przed przytaczeniem hormonu, b - agregacja
komplekséw H-R, ¢ - wpuklenie btony komérkowej, d - tworzenie pecherzykéw optaszczonych klatryng, e - po-
wstawanie receptosomow, f - fuzja z lizosomami i degradacja kompleksow H-R lub g - segregacja kompleksow i
uwalnianie hormondw, h - fuzja z btonami systemu wakuolarnego i whudowywanie receptoréw w btone komérko-
wa

Kompleksy ligand-receptor (2-10 komplekséw) ulegaja procesowi mikroagregacji, co
unieruchamiaje w btonie komdérkowej i prowadzi do dalszego powiekszania agregatow do
skupisk liczacych kilkadziesiat, a nawet kilkaset komplekséw. W miejscu nagromadzenia
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komplekséw ligand-receptor rozpoczyna sie wpuklanie btony komdrkowej i tworzenie opta-
szczonych Klatryna pecherzykdw endocytamych. Po wniknieciu do wnetrza komoérki naste-
puje "rozebranie" ptaszcza klatrynowego i powstajg pecherzyki endocytame, okreslane czesto
mianem receptosomoéw. Receptosomy mogg ulega¢ fuzji z lizosomami, co prowadzi do
degradacji zaréwno liganda, jak i receptora lub procesowi segregacji sktadnikow kompleksu,
po czym ligand jest degradowany, a receptor recyklizuje do btony komoérkowej. Regulacja
procesu internalizacji jest istotna, bowiem decyduje (oprécz syntezy de novo) o liczbie
receptorow napowierzchni komérki. Molekularne podstawy tego zjawiska saj eszcze niejasne,
aczkolwiek pierwsze doniesienia wskazuja, ze wazng role regulacyjng odgrywa fosforylacja
efektorowej czesci receptora (patrz rodziat 111-1).

Podstawowym zagadnieniem jest jednak wyjasnienie mechanizmu przekazania sygnatu
przez btone komorkowa i okre$lenie tafncucha reakcji wewnatrzkomoérkowych prowadzacych
do swoistej odpowiedzi komorki.

MECHANIZM  SYGNALIZACJI TRANSBLONOWEJ

Przyjmuje sie obecnie dwa mechanizmy generowania sygnatu za posrednictwem efekto-
rowej czesci receptora (rys.4):

Rys. 4. Mechanizm generowania sygnatu hormonalnego: a- posredni i b - bezposredni; G - biatka G, E - efektoro-

wy uktad enzymatyczny, K - kanatjonowy
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(a) posredni - stymulowana przytgczeniem liganda aktywacja uniwersalnego posrednika
wewnatrzbtonowego (biatka G),

(b) bezposredni - indukowana przytaczeniem liganda stymulacja aktywnos$ci enzymaty-
cznej efektorowej czesci receptora (tyrozyno-swoista kinaza biatkowa).

W obu przypadkach nastepuje aktywacja kluczowego uktadu enzymatycznego (cyklaza
adenylanowa, cyklaza guanytanowa, fosfolipaza C, fosfolipaza A2) stymulujgcego reakcje
syntezy lub uwalniania tzw. wtérnych przekaznikéw informacji hormonalnej [4-6]. Jest to
stosunkowo nieliczna grupa substancji drobnoczasteczkowych napedzajacych kaskade reakcji
enzymatycznych, ktérych wynikiem jest okre$lona odpowiedzZ biologiczna komorki. Najcze-
Sciej role wtornych przekaznikow petnig jony (Ca2+ Na+), cykliczne nukleotydy (CAMP,
c¢GMP) lub produkty rozpadu fosfatydyloinozytoli (diacyloglicerol, inozytolotréjfosforan,
kwas arachidonowy). Punktem krytycznym w wyjasnieniu mechanizmu sygnalizacji transbto-
nowej jest identyfikacja fizjologicznych substratéw dla wtérnych przekaznikow.

BIALKA G

W roku 1971 Rodbell i wsp. [7] opisali po raz pierwszy wptyw nukleotydéw guanylowych
na przebieg hormonalnej regulacji aktywnosci cyklazy adenytanowej (CA) w komoérkach
watroby. W ciaggu kilku nastepnych lat potwierdzono, ze GTP stymuluje aktywnosé CA w
roznych uktadach komorkowych i posredniczy w hormonalnej stymulacji tego enzymu. Cossel
i Selinger [8] wykazali, ze przeniesieniu sygnatu przez btone komdrkowg towarzyszy hydro-
liza GTP do GDP i Pi oraz ze proces ten wygasza pierwotny sygnat hormonalny (reakcja turn
off). Pod koniec lat siedemdziesigtych wyodrebniono i czesciowo oczyszczono biatka, ktére
miaty zdolno$¢ wiazania nukleotyddw guanylowych oraz aktywno$¢ GTP-azy. Stad nazwa
tej grupy biatek - biatka G (lub N) od ich nazwy wjezyku angielskim - guanine (nucleotide)
binding proteins. Obecnie biatka G majg status uniwersalnych tgcznikéw pomiedzy recepto-
rami btonowymi odbierajgcymi sygnat zewnatrzkomoérkowy a komérkowymi biatkami efe-
ktorowymi [9-11].

Biatka G sg heterotrimerami zbudowanymi z trzech podjednostek: a (m.cz. 39-50 kDa),
R (m.cz.35-36 kDa), y (m.cz. 6-10 kDa) [12]. Podjednostki B sg biatkami hydrofobowymi o
podobnej (niezaleznie odrodzaj ubiatek G) budowie i nieokreslonej roli biologicznej. W sensie
funkcjonalnym polipeptydy B iysa czesto okre$lanejakojedna podjednostka By. Podjednostki
a poszczegdlnych biatek G rdznia sig nie tylko wielkoscia, ale przede wszystkim sekwencja
aminokwasowg. Oprécz regionéw o duzym podobiefstwie sekwencji aminokwasowej
(>90%), reprezentujacych prawdopodobnie czesci tancucha spetniajace identyczng funkcje
(wigzanie GTP, aktywno$¢ GTP-azowa), wystepujaregiony nie wykazujace zadnej homologii
sekwencji, odpowiedzialne prawdopodobnie za oddziatywanie z czasteczkami efektorowymi.
Znamy dzi$ sekwencje aminokwasowg kilkunastu podjednostek a réznigcych sie swoistoscig
wigzaniado okreslonych uktadow efektorowych [12,13]. Rodzaj danej podjednostki a okresla
jej udziat w znanych (lub przewidywanych) efektach biologicznych (ots- stymulacja cyklazy
adenytanowej, oce- inhibicja cyklazy adenytanowej, oog- stymulacja fosfolipazy C itd.) a typ
(aia, a ib>a 2» "ib) réznice w sekwencji podjednostek a tego samego rodzaju.

Wiekszo$¢ informacji na temat funkcjonowania biatek G pochodzi z badarn biatek Gs,
uczestniczacych w hormonalnej stymulacji aktywnosci cyklazy adenytanowej. Przyjmuje sie,
ze 0g6lny schemat dziatania innych biatek G jest identyczny [14]. Proponowany mechanizm
przekazywania sygnatu od receptora do efektora z udziatem biatek G przedstawia rysunek 5.
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W wyniku stymulacji ligandem nastepuje dysocjacjakompleksu biatek G i podjednostka a
przytacza sie do odpowiedniego uktadu efektorowego, stymulujac lub hamujac aktywnos¢

Rys. 5. Hipotetyczny mechanizm regulacji hormonalnej za posrednictwem biatek G: a- stan spoczynkowy, b - pod-

niesienie powinowactwa receptora do liganda przez tworzenie kompleksu receptor- biatko G, ¢ - zwigzanie liganda,

zmiana konformacyjna podjednostki a i zwiazana z tym wymiana GDP na GTP, d- oddysocjowanie aktywnej pod-

jednostki a izwigzanie jej z biatkiem efektorowym (PLC, CA lub biatkami regulujacymi kanaty jonowe), GTP-aza

- hydroliza GTP do GDP przez zaktywowang podjednostke a, jej asocjacja z podjednostkami By i powr6t do stanu
wyjsciowego
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enzymatyczng lub inicjujgc zmiany konformacyjne biatek regulujgcych funkcjonowanie ka-
natow jonowych [15]. Regulacja procesow wewngtrzkomorkowych za posrednictwem biatek
G jest w rzeczywistosci o wiele bardziej skomplikowana, nizby to wynikato ze schematu
przedstawionego na rysunku 5. Stwierdzono bowiem, ze ten sam receptor [np. wazopresyny]
moze modulowaé dwa rézne uktady efektorowe: stymulacje fosfolipazy C (przez biatko GO0)
i inhibicje cyklazy adenylanowej (przez biatko Gj) [16,17]. Z drugiej strony, dwa rozne
receptory (np. somatostatyny i wazoaktywnego peptydu jelitowego) dziatajgce poprzez dwa
rézne biatka G (Gj i Gs) moga hamowac¢ lub stymulowa¢ ten sam uktad efektorowy (cyklaze
adenylanowg) [18]. Jesli uwzglednimy fakt, ze istnieje takze mozliwo$¢ aktywacji uktadu
efektorowego z pominieciem biatek G (patrz rozdziat VII) zrozumiemy, ze wspdtdziatanie
kilku réznych hormon6éw wymaga funkcjonalnej integracji wielu szlakéw przenoszenia syg-
natu [19].

UKLADY EFEKTOROWE

Uktady efektorowe sg to biatka posredniczace w regulacji (syntezie, uwalnianiu lub
regulacji transportu przez btone komoérkowa) wewnatrzkomoérkowego stezenia drobnoczaste-
czkowych zwigzkéw chemicznych, spetniajacych role wtérnych przekaznikéw informacji
hormonalnej. Na podstawie dotychczas uzyskanych informacji mozna wyrdznié nastepujace
uktady efektorowe, posredniczace w przenoszeniu sygnatu hormonalnego za posrednictwem
biatek G:

a) cyklaza adenylanowa i cyklazaguanylanowa, stymulujace powstawanie z odpowiednich
trojfosforanéw cAMPi cGMP jako wtornych przekaznikéw informacji biologicznej,

b) fosfolipaza C, hydrolizujaca fosfatydyloinozytole z uwolnieniem dwéch wtérnych
przekaznikow: diacyloglicerolu (DAG) i trojfosforanu inozytolu (1P3),

c) fosfolipaza A2, uwalniajgca z fosfolipidéw kwas arachidonowy (prekursor: prostaglan-
dyn, leukotrienéw i tromboksanéw),

d) biatka regulujace otwarcie lub zamkniecie kanatéw jonowych, podnoszace lub obniza-
jace wewnatrzkomaérkowy poziom jonéw K+ i Ca2+.

Wtérne przekazniki aktywuja gtéwnie (ale nie wytacznie) enzymy nalezace do grupy kinaz
biatkowych, inicjujacych kaskade reakcji enzymatycznych, ktérych ostatecznym wynikiem
jest okreslona, fizjologiczna odpowiedZ komorki. Biatka nalezace do tej grupy enzymoéw,
liczacej ponad 100 przedstawicieli, podzielono na dwie gtéwne klasy A i B (w zaleznosci od
rodzaju fosforylowanego aminokwasu) i podklasy, uwzgledniajace rodzaj aktywatora (tab.l)

20].
[ T:,I’-\BELA 1 Wstepna klasyfikacja kinaz biatkowych (wg Komisji Stownictwa Biochemicznego PTBiochem)*

A.Kinazy biatkowe serynowo/treoninowe:
I. Zalezne od cyklicznych nukleotydéw
1 Kinazy biatkowe A - zalezne od cAMP
2. Kinazy biatkowe G - zalezne od cGMP
1. Kinazy biatkowe zalezne od Ca2+i kalmoduliny
I11. Kinazy biatkowe zalezne od Ca2+i fosfolipidéw (w tym kinaza biatkowa C)
1V. Kinazy biatkowe o innym (lub nieznanym) sposobie regulacji
B.Kinazy biatkowe tyrozynowe:
I. Kinazy retrowirusow i ich tkankowe homologi (v/c -src, -abl, -fes)
11.Kinazy receptoréw czynnikdw wzrostowych

*- Oméwienie wiasciwosci przedstawicieli poszegélnych klas kinaz biatkowych znajdzie czytelnik w artykutach
przegladowych [21-25].
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Kinazy biatkowe uczestniczag w regulacji ogromnej liczby proceséw metabolicznych,
miedzy innymi posredniczg w stymulacji wzrostu i réznicowaniakomadrkowego [21]. Kluczo-
warolakinazy C w transmisji sygnatu mitogennego oméwiona zostata w rozdziale VII.

Odpowiedz na dwa podstawowe pytania ma decydujgce znaczenie dla zrozumienia me-
chanizmu dziatania peptydéw regulacyjnych. Pierwsze, to jak komdrki rozumiejg i odpo-
wiadajg na olbrzymia liczbe sygnatéw zewnetrznych, a drugie, w jaki sposéb komorki
odpowiadajg swoiscie na kazdy z tych sygnatéw? Zdolnos¢ wielu rodzajéw biatek G do
oddziatywania z bardzo wieloma receptorami btonowymi moze ttumaczy¢, jak komarka
odpowiadana duzg liczbe réznych hormon6w poprzez zaangazowanie wzglednie matej liczby
wtornych przekaznikdw. Odpowiedz na drugie pytanie, jak ograniczona liczba wtérnych
przekaznikOw inicjuje bardzo zréznicowang odpowiedz komorkowa, jest znacznie trudniej-
sza. Wyjasnienie tego problemu wydaje sie jeszcze bardzo odlegte. Obecnie jesteSmy na
etapie okreslania ciggéw reakcji inicjowanych dziataniem poszczeg6lnych wtérnych
przekaznikéw. Dopiero wyjanienie wzajemnych powigzan odrebnych taricuchéw reakcji i
ich funkcjonalnej integracji przyblizy nas do zrozumienia molekularnych podstaw regulacji
hormonalnej. Jest to szczegGlnie istotne przy przenoszeniu sygnatu od receptora btonowego
do jadra komérkowego, w przypadku dlugoczasowej odpowiedzi na dziatanie czynnikéw
wzrostowych.
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1. CZYNNIKI WZROSTOWE -
NOWA RODZINA PEPTYDOW REGULACYJNYCH

Wzrost jest procesem charakterystycznym dla wszystkich organizméw zywych. Jakkol-
wiek cechuje przede wszystkim wczesne etapy rozwoju, pozostaje niekiedy takze wiasciwo-
$cig niektorych tkanek organizméw dorostych (zdolno$¢ do regeneracji, state zastepowanie
komarek obumartych). Proliferacja komorek konieczna dla uzyskania liczby wystarczajacej
do uksztattowania dorostych tkanek jest takze czesto drogg prowadzacg do ich ostatecznego
zr6znicowania. Regulacja proceséw wzrostu i réznicowania in vivo jest zagadnieniem bardzo
skomplikowanym i stabo dotychczas poznanym. Kontrola tych proceséw jest sumg r6znych
oddziatywan, z ktérych najistotniejsze sa: bezposrednie oddziatywania miedzy komaérkami
homo- i heterologicznymi oraz regulacja poprzez zwiazki posredniczace w przekazywaniu
sygnatéw miedzykomorkowych (peptydy, sterydy, prostaglandyny). W celu utatwienia badan
ztozonych mechanizmdw regulacyjnych konieczne byto uproszczenie modelu do$wiadczal-
nego. Modelem takim staty sie hodowle komérkowe (tkankowe) prowadzone w $cisle ok-
reslonych (zdefiniowanych) warunkach, zazwyczaj na ustalonych liniach komérkowych.
Nalezy jednak pamietac, ze chociaz komorki takie wykazujg prawidtowy obraz wzrostu, to
réznig sie zazwyczaj od komérek pierwotnych obrazem chromosomowym i najczesciej nie
uzewnetrzniajg swoistych wiasciwosci, charakterystycznych dla tkanki, z ktérej pochodza.
Alternatywa jest prowadzenie doswiadczen na hodowlach pierwotnych, czyli na hodowlach
komarek uzyskanych bezposrednio z tkanek, ale komorki te przezywajg w hodowli zazwyczaj
kilka lub kilkanascie pasazy i gina.

Posréd zwigzkéw zaangazowanych w regulacje wzrostu i réznicowania komorek szcze-
gdblna role przypisuje sie zwigzkom o budowie peptydowej. Przez analogie do innych pepty-
déw regulacyjnych przyjmuje sig, ze ostateczny efekt moze byé wynikiem dziatania peptydow,
ktore w stezeniu fizjologicznym stymuluja (czynniki wzrostowe - ang. growth factors) lub
hamuja (inhibitory wzrostu - ang. growth inhibitingfactors) wzrostkomérkowy. Aczkolwiek,
nalezy wyraznie podkresli¢, ze ten sam peptyd moze zaréwno stymulowac¢, jak i hamowac
wzrost w zaleznos$ci od rodzaju komérek docelowych i warunkdw hodowli (patrz rozdziat 1V).
Stad podziat na dwie grupy peptydowych regulatordbw wzrostu jest umowny. Najczesciej
przyjmowanym kryterium aktywnosci biologicznej in vitro jest zdolno$¢ do symulacji badz
inhibicji syntezy DNA lub proliferacji komorek. Wykazanie aktywnos$ci danego peptydu w
hodowli tkankowej nie jest wystarczjacym dowodem, ze zwigzek ten jest fizjologicznym
regulatorem wzrostu, chociaz w wielu przypadkach udato sie stwierdzi¢ korelacje pomiedzy
aktywnoscig oznaczang in vitro i in vivo.

Odkrycie czynnikéw wzrostowych zwigzanejest $cisle z doSwiadczeniami prowadzonymi
przez Levi-Montalcini i Cohena w potowie lat piecdziesiatych w Uniwersytecie Washingtona
[1]. Naukowcy ci prébowali okresli¢ charakter chemiczny czynnika obecnego w ekstraktach
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mysiego miesaka 180, wykazujacego aktywno$¢ stymulacji wzrostu neurondw i nazwanego
pozniej czynnikiem wzrostu nerwu (NGF - ang. nerve growthfactor). Poczatkowo podejrze-
wano, ze czynnik aktywujacy wzrost komérek nerwowych jest zwigzkiem o charakterze
polinukleotydu. Za poradg Artura Komberga, Levi-Montalcini i Cohen uzyli do trawienia
ekstraktow komorkowych jadu weza (Agkistrodon piscovorus), jako bogatego Zrddta fosfo-
diesterazy. Niespodziewanie, preparaty traktowane jadem, zamiast obnizonej, wykazywaty
wyraznie zwiekszong aktywno$é NGF. Doswiadczenia kontrolne dowiodty, ze jad weza sam
zawiera zwigzek lub zwigzki o aktywnosci NGF. Sformutowano hipoteze, ze gruczot $linian-
kowy ssakéw moze by¢ dostepniejszym i bezpieczniejszym w uzyciu zrédtem NGF. W roku
1960 Stanley Cohen wyizolowat z $linianki podszczekowej myszy czysty polipeptyd o
aktywnos$ci NGF [2]. Tym razem szczescie dopisato autorom hipotezy. Sposrod wszystkich
dotychczas przebadanych ssakéw jedynie gruczot Sliniankowy myszy i afrykanskiego gryzo-
nia (Praomys natalensis) zawierajg istotne, przydatne dla celéw preparatywnych ilosci NGF.
W dodatku, podczas oczyszczania NGF, ktdrego aktywno$¢ sprawdzano in vivo, Cohen
zauwazyl, ze jedna z frakcji (niewykazujgca aktywnosci NGF) powoduje o 5 dni wczes$niejsze
otwieranie oczu noworodkow mysich. Szczegdtowa analizajakosciowa tej frakcji doprowa-
dzita do wyizolowania peptydu, ktoéry dla podkreslenia jego aktywnosci in vitro, nazwany
zostat epidermalnym czynnikiem wzrostowym (EGF - ang. epidermal growthfactor) [3], Po
trzydziestu latach pracy nad NGF i EGF odkrywcy pierwszych czynnikéw wzrostowych
wyroznieni zostali w roku 1986 nagrodg Nobla w dziedzinie medycyny [4].

TABELA 2. Peptydowe czynniki wzrostowe o znanej sekwencji aminokwasow

Nazwa w jezyku polskim Stosowany skrot Oméwienie*
Czynnik wzrostu nerwu NGF 6-8
Epidermalny czynnik wzrostowy EGF 9-11
Transformujacy czynnik wzrostowy typua TGF a 11-13
Ptytkowy czynnik wzrostowy PDGF 14-17
Insulino-podobne czynniki wzrostowe IGFs 18-20
Fibroblastyczne czynniki wzrostowe FGFs 21,22
Czynnik wzrostu hepatocytow HGF 23,24
Transformujacy czynnik wzrostowy typu B TGF 25-28
Czynnik komérek macierzystych SCF 29-31
Czynniki stymulujace wzrost kolonii CSFs 32-35
Erytropoetyna Epo 36-38
Interleukiny ILs 32-34,39
Czynniki nekrozy nowotworu TNFs 40,41

+Wybrane artykuly przeglagdowe w pismiennictwie anglojezycznym, opublikowane po roku 1985.

Od momentu odkrycia pierwszego peptydowego czynnika wzrostowego do chwili obecnej
wyizolowano i przynajmniej czesciowo scharakteryzowano kilkadziesigt innych. Ze wzgledu
na bardzo zréznicowana ilo$¢ informacji dotyczacych poszczegélnych zwigzkéw rzeczywista
liczba czynnikdw wzrostowych jest trudna do ustalenia. Jeszcze kilka lat temu lista tych
zwigzkdw obejmowata prawie piecdziesiat peptydow wyrdznionych na podstawie ich aktyw-
nosci biologicznej [5]. Obecnie, kiedy znamy juz sekwencje ok. trzydziestu réznych czynni-
kow wzrostowych, mozemy wsrdéd nich wyréznié rodziny czynnikéw (tab. 2) o podobnej
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budowie chemicznej (EGF-, PDGF-, TGFR-, FGF- i insulino-podobnych) lub o okreslonej
aktywnosci biologicznej (hematopoetyczne, limfocytotroficzne).

Trudno podac precyzyjng definicje peptydowych czynnikdw wzrostowych ze wzgledu na
dos¢ szeroki, zalezny od tkanki docelowej zakres ich aktywnosci biologicznej. Zgodnie z
propozycjgJamesai Bradshowa [42] czynnikami wzrostowymi nazywamy peptydy inicjujace
w komorkach docelowych swoistg odpowiedZ hipertroficzng lub hiperplastyczng i dziatajgce
poprzez okre$lony mechanizm receptorowy. Jak tatwo zauwazy¢, definicja ta nie zaweza
pojecia czynnika wzrostowego do peptydéw o aktywnos$ci mitogennej, natomiast nie odzwier-
ciedla faktu, ze ten sam peptyd moze by¢ stymulatorem i inhibitorem wzrostu komérkowego,
jak na przyktad TGF B [27].

Przyjmuje sie powszechnie, ze przej$cie komérek przez petny cykl komérkowy wymaga
wspotdziatania kilku réznych czynnikow wzrostowych. W latach 1977-1978 Pledger i wsp.
[43,44] przedstawili "kompetencyjno-progresywna" hipoteze regulacji cyklu komérkowego,
uwzgledniajgca sekwencje czasowg dziatania czynnikéw wzrostowych na komorki spoczyn-
kowe. Wedtug tej koncepcji zdarzenia regulacyjne powodujgce wyjscie komérek z fazy GO
nastepujg w okreslonej kolejnosci i konczg sie po kilkunastu godzinach (w warunkach
optymalnych) pobudzeniem syntezy DNA. Okres przedreplikacyjny (faza latencji lub faza
opdzniania) obejmuje przedziat czasowy od momentu przytgczenia czynnika wzrostowego
(do receptorow btonowych) do poczatku fazy S. Dtugos¢ fazy op6zniania zalezy od rodzaju
komorek oraz warunkéw hodowli. W optymalnych warunkach okres ten dla fibroblastéw
mysich Balb/c 3T3 wynosi ok. 12 godzin. Dziatanie czynnikéw wzrostowych, takich jak
PDGF czy FGFs, powoduje, ze po okreslonym czasie komorki stajg sie zdolne (kompetentne)
do odpowiedzi na czynniki progresywne, umozliwiajace przejscie komorek z fazy Gj do fazy
S. Jest to prawdopodobnie zwigzane m.in. z syntezg i ekspresjg receptorow dla czynnikow
progresywnych [45]. Wykazano, ze stan kompetencji mozna przenosi¢ w drodze fuzji
komdrkowej z komérek pobudzonych (dziataniem PDGF) na komdrki spoczynkowe [46] oraz
ze kompetencja utrzymuje sie po neutralizacji zewnatrzkomérkowego PDGF przeciwciatami
dla tego czynnika [47]. Stwierdzono takze, ze stan kompetencji jest wzglednie trwaty i w
przypadku dziatania PDGF na komorki 3T3 utrzymuje sie przez 10-12 godzin [48]. W
chemicznie zdefiniowanym ptynie hodowlanym komorki 3T3 wymagajg trzech peptydowych
czynnikéw wzrostowych (rys. 6) do przejscia przez petny cykl komérkowy: PDGF (czynnika
kompetencyjnego) oraz EGF i IGF | (czynnikéw progresywnych) [49]. Spoczynkowe komorki
3T3 staja sie kompetentne po okresie ok. 2 godzin i wymagaja wspétdziatania EGF (na
poczatku fazy Gj) i IGF | (niezbedny do wejscia w faze S) do rozpoczecia po dalszych 10
godzinach syntezy DNA.

Jezeli po czasie ok. 12 godzin od dodania PDGF (i EGF) dodany zostanie IGF I, komorki
prawie natychmiast rozpoczynajg synteze DNA, jesli IGF | nie zostanie dodany, komorki
przechodzg w faze spoczynkowg (GO0).

Kompetencyjno-progresywna hipoteza stymulacji wzrostu komoérkowego obrazuje model
wielostopniowej regulacji cyklu komérkowego, prawdopodobnie prawdziwy dla wielu réz-
nych rodzajéw komérek. Bowiem mimo ze wiele komoérek prawidtowych w hodowli in vitro
wymaga do proliferacji wylgcznie jednego czynnika wzrostowego, potrafig one same synte-
tyzowac (i wydziela¢ do medium) pozostate czynniki niezbedne dla ich wzrostu. Przyktadowo,
fibroblasty skory ludzkiej inicjuja petny cykl komérkowy po dziataniu wytacznie jednego
czynnika (PDGF), ale same produkujg zaréwno czynniki kompetencyjne, jak i progresywne
[50-52]. Mimo ze hipoteza Pledgerajest zapewne uproszczong wizjg wspoétdziatania czynni-
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kéw wzrostowych w warunkach in vivo, idea wielostopniowej regulacji wzrostu i réznicowa-

nia komarek przybliza nas do zrozumienia mechanizmow fizjologiczej kontroli wzrostu.
Czynniki wzrostowe sg grupg peptydéw regulacyjnych o bardzo konserwatywnej struktu-

rze i funkcji. Przyktadowo, krew minoga i cztowieka zawierajg podobne ilosci (15-20 ng/ml)

Rys. 6. Kompetycyjno-progresywny model regulacji cyklu komérkowego: Q - komérki spoczynkowe, Q* - komor-
ki kompetentne

nierozrdznialnego immunologicznie PDGF, co wskazuje, ze pojawienie si¢ tego peptydu w
rozwoju ewolucyjnym kregowcow poprzedza o setki milionéw lat wyksztatcenie ptytek krwi
[53]. Podobnie, praktycznie identyczna (u ssakow) struktura I-rzedowa insulino-podobnych
czynnikéw wzrostowych w zestawieniu ze zmiennoscig gatunkows insuliny [54] sugeruje, ze
czynniki te petnity swojg funkcje na dtugo przed powstaniem wyspecjalizowanych tkanek
(gruczotéw). Plejotropowy efekt dziatania wszystkich znanych czynnikéw wzrostowych, a
takze powszechna zdolno$¢ do syntezy tego typu biatek sekrecyjnych przez wiele typéw
komarek czyni prawdopodobng hipoteze, ze czynniki wzrostowe sg w sensie funkcjonalnym
prekursorami klasycznych hormonow peptydowych.

Ostatnie dziesieciolecie zaowocowato prawdziwg lawing prac na temat czynnikdéw wzro-
stowych. W roku 1985 opublikowano ponad 400 artykutdw dotyczacych jednego tylko
czynnika wzrostowego (EGF), a obecnie ukazuje sie kilka tysiecy prac rocznie na temat
peptydowych czynnikéw wzrostowych. Gwattowny rozw6j badan tej grupy zwigzkow przy-
niéstrozwiazanie wielu probleméw majacych kluczowe znaczenie w rozumieniu mechanizmu
dziatania innych peptydéw regulacyjnych (internalizacja komplekséw peptyd-receptor, rola
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fosforylacji receptorow w modulacji ich funkcji efektorowej, udziat fosfatydyloinozytoli w
sygnalizacji transbtonowej, mechanizm regulacji autokrynnej i inne). Wyniki badan podsta-
wowych tej grupy zwigzkow stwarzajg réwniez nadzieje na postep w leczeniu schorzen
wynikajacych z zaburzenia prawidtowego wzrostu komaérkowego, przede wszystkim w terapii
nowotworow.
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I1l. CZYNNIKI WZROSTOWE KOMOREK
SOMATYCZNYCH

1 PLYTKOWY CZYNNIK WZROSTOWY (PDGF)

Zainteresowanie PDGF zwiazane jest bezposrednio z obserwacjg Sama Balka [1], ktéry
na poczatku lat siedemdziesigtych zauwazyt, ze surowica krwi jest bardziej efektywna niz
osocze w stymulacji wzrostu prawidtowych fibroblastow in vitro. W roku 1974 Russell Ross
i wsp. [2] i niezaleznie Kohler i Lipton [3] wykazali, ze jeden z kluczowych mitogenéw
surowicy zawarty jest w ptytkach krwi. Co wiecej, grupa z Seatlle wykazata, ze PDGF moze
odgrywaé istotng role w patogenezie arteriosklerozy [4]. Praca ta zwrocita powszechng
uwage na PDGF i wprowadzita na state do pi$miennictwa naukowego. Dalsze prace prowa-
dzone byly gtéwnie przez dwie grupy naukowcéw: amerykanska (Antoniades, Scher i Stiles)
oraz szwedzka (Heldin, Westermark i Wasteson). W roku 1979 uzyskali oni pierwsze czyste
preparaty PDGF z ptytek krwi ludzkiej [5,6]. Takze w Instytucie Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu opracowano pomystowg i prostg metode oczyszczania
PDGF [7], stosowang dzi$ na skale laboratoryjna.

IZOFORMY PDGF | ICH RECEPTORY

Na poczatku lat osiemdziesigtych z ludzkich ptytek krwi wyizolowano dwa biatka o
aktywnos$ci PDGF: PDGF | o m.cz. 31 kDa i PDGF Il o m.cz. 28 kDa, majace identyczng
aktywnos$¢ mitogennag, taki sam sktad aminokwasowy, reaktywno$¢ immunologiczng i powi-
nowactwo do receptoréw nakomorkach 3T3 [8,9]. Okazato sig, ze r6znig siejedynie stopniem
glikozylacji; 1-7% weglowodandw, Il - 4% weglowodanéw. PDGF izolowany z ludzkich
ptytek krwi okazat sie biatkiem zasadowym (pi = 10,2), majgcym 16 reszt cysternowych
(wszystkie potgczone mostkami dwusiarczkowymi). Redukcja mostkéw dwusiarczkowych
znosita aktywno$¢ biologiczng i powodowata rozpad czasteczki na dwie podjednostki: A i B
0 podobnej masie czgsteczkowej [14 i 17 kDa] i r6znym stopniu glikozylacji [10,11]. WyniKi
te wskazywaty, ze ludzki PDGF jest heterodimerem podjednostek A i B powigzanych
mostkami -S-S-. Dojrzate tancuchy A i B wykazujg ok. 60% podobienstwa w sekwencji
aminokwasowej [12].

Nowy punktwidzeniana strukture PDGF przyniosty badania genéw kodujacych farncuchy
A i B tego czynnika. Istotnym elementem w identyfikacji genu kodujagcego B-PDGF byta
obserwacja, ze czeSciowo poznana sekwencja tego peptydu wykazuje ponad 90% homologii
z sekwencjg produktu biatkowego (p28M) genu v-sis wirusa SSV [13]. Naturalnym naste-
pstwem tego byto ustalenie, ze przewidywana sekwencja aminokwasowa, wydedukowana z
sekwencji DNA ludzkiego genu c-sisodpowiada sekwencjitancucha B-PDGF [14,15]. Ludzki
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gen c-sis zlokalizowany jest na dtuzszym ramieniu chromosomu 22 [16]. Natomiast catkowita
sekwencja aminokwasowa A-PDGF zostata okre$lona na podstawie sekwencji odpowiednie-
go cDNA, a gen kodujacy taficuch A zostat zlokalizowany w chromosomie 7 [17]. Oczy-
szczenie i charakterystyka strukturalna czynnikéw PDGF-podobnych, wyizolowanych z
réznych komérek prawidtowych i nowotworowych dowiodty, ze heterodimer AB nie jest
jedyna formg PDGF syntetyzowang przez komorki ssakéw. Wykazano m.in., ze: komarki
miesni gtadkich szczura oraz niektére komérki nowotworowe (miesakow i glejakéw) synte-
tyzujghomodimer AA [18-20], a komdrki transformowane wirusem SSV syntetyzujg homo-
dimer BB [21-23].

Obecnie wiadomo, ze w ludzkich ptytkach krwi gromadzone sg wszystkie trzy formy
dimeryczne, a homodimery AA i BB stanowig odpowiednio do 27% i 41% catkowitej iloSci
tego czynnika [24]. Natomiast, PDGF-BB dominuje w surowicy krwi wigkszosci gatunkéw
zwierzat poza naczelnymi [25]. tancuchy A i B sg sytetyzowane w postaci wiekszych
czasteczek prekursorowych, ktére dimeryzujg i podlegajg obrdbce proteolitycznej w trakcie
procesu dojrzewania. Badania nad PDGF syntetyzowanym przez komorki nowotworowe lub
przez komorki transfekowane cDNA dla tego czynnika wzrostowego wykazaty istotne réznice
w obrazie sekrecji poszczeg6lnych izoform PDGF. Podczs gdy PDGF-AA i PDGF-AB sg
wydzielane z komorki natychmiast po ich syntezie i obrébce, PDGF-BB pozostaje zasocjo-
wany przez dtuzszy czas z komérkami macierzystymi [26,27]. Fakt ten sugeruje, ze dziatanie
PDGF-BB jest gtéwnie autokrynne, a PDGF-AA i PDGF-AB przede wszystkim parakrynne
lub endokrynne. Hipoteza taka mogtaby wyjasnic, dlaczego taricuch B ma znacznie silniejszg
aktywnos¢ transformujaca niz tancuch A, co stwierdzono w doswiadczeniach nad transfekcjg
odpowiednich cDNA do komérek ssakéw [28,29].

Poszczeg6lne izoformy PDGF majg rowniez odmienng aktywnos$¢ biologiczng. Miedzy
innymi wykazano, ze homodimer AA w przeciwienstwie do heterodimeru AB przejawia
niewielka aktywno$¢ mitogenng w stosunku do fibroblastow skéry ludzkiej oraz nie ma
aktywnosci chemotaktycznej lub zdolnosci stymulowania reorganizacji filamentéw aktyno-
wych [30]. Przyczyna tych réznic okazato sie istnienie dwoch réznych typédw receptorow [A
i B] o réznym powinowactwie do poszczego6lnych izoform PDGF [31,32]. Receptory typu A
wigzg wszystkie rodzaje PDGF z podobnym powinowactwem (Kd = 0,2-0,5 nM) [33],
Receptory typu B wigzg PDGF-BB z wysokim powinowactwem, PDGF-AB z powinowac-
twem ok. 10-krotnie mniejszym oraz nie wigzg PDGF-A A [31,32,34], Zar6znice w zdolnosci
wiazania liganda z receptorami A i B odpowiedzialne sg prawdopodobnie swoiste sekwencje
wigzace, rézne dla tancuchéw A i B PDGF [35].

Schemat oddziatywania izoform PDGF z receptorami typu A i B ilustruje rysunek 7.

Pojedynczy fibroblast skéry ludzkiej ma 20-30x103 receptoréw typu A i ok. 100x103
receptorow typu B [36]. Tak wiec, odpowiedZ komdrkowa na dziatanie roznych form PDGF
moze zaleze¢ od obecnosci lub liczby receptorow poszczegélnych typéw. Przykiadowo,
komorki fibroblastow mysich Swiss 3T3 (w odr6znieniu od fibroblastéw skéry ludzkiej) maja
podobng liczbe receptoréw obu typdw i odpowiadajg podobnie na mitogenne dziatanie
PDGF-AA, jak i PDGF-BB [37].

Poréwnanie struktury odpowiednich cDNA dla receptoréw typu A i B [33,38-40]
wskazuje, ze sa to podobne czasteczki. W czesci zewnatrzkomaérkowej (akceptorowej) kaz-
dego z typdw mozna wyr6zni¢ pie¢ domen immunoglobulino-podobnych, a homologia
sekwencji aminokwasowej siega 30%. Czes¢ wewnatrzkomodrkowa (efektorowa) zawiera
sekwencje tyrozyno-swoistej kinazy biatkowej, rozdzielonej insercjg ok. 100reszt aminokwa-
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sowych. Podobienstwo struktury I-rzedowej w obszarze kinazowym wynosi ok. 80%, a w
czesci C-koncowej ok. 30%. Receptor typu Bjest syntetyzowany w postaci 160 kDa prekur-
sora, ktéry w procesie dojrzewania tworzy glikoproteing o masie czgsteczkowej 180 kDa
[41-43]. Dojrzaty receptor typu A (170 kDa) powstaje z mniejszej czasteczki prekursorowej

Rys. 7. Mozliwosci oddziatywan trzech izoform PDGF (AA, AB, BB) z dwoma typami receptora PDGF (A i B)

0 masie czasteczkowej 140 kDa [44]. Badania prowadzone na ustalonych liniach komérek
nowotworowych wykazujg, ze synteza mRNA dla receptorow A i B moze by¢ bardzo
zrdznicowana [38], Niektdre z badanych linii komaérkowych wykazywaty wytgcznie ekspresje
receptorow typu A [44] inne tylko typu B [46]. Przypuszczasie, ze poszczeg6lne formy PDGF
oddziatujac z receptorami r6znych typéw moga inicjowac niezalezne drogi przekazywania
sygnatu w komorce docelowej. Niestety, nasze wiadomosci o funkcjonowaniu receptorow
PDGF sg niekompletne i uniemozliwiajg ocene réznic w ich funkcjonowaniu na poziomie
molekularnym.
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WYSTEPOWANIE | KOMORKI DOCELOWE

Wiele réznych rodzajow komdrek prawidtowych (monocyty/makrofagi, komérki endo-
telialne i epitelialne, fibroblasty, mioblasty, astrocyty, komorki miesni gtadkich) in vitro
syntetyzuje i wydziela do ptynu hodowlanego, jedng lub wiecej izoform PDGF [46-50].
Natomiast, in vivo komorki prawidtowe syntetyzujg bardzo mate lub niewykrywalne ilosci
PDGF, a sekrecja tego czynnika jest precyzyjnie regulowana [51]. U ssakéw swoistym
magazynem PDGF sg phytki krwi [51], PDGF jest syntetyzowany w megakariocytach,
pakowany do a-granuli ptytek krwi i uwalniany z nich dziataniem trombiny, kwasu arachi-
donowego czy kolagenu lub w drodze aktywacji mechanicznej, w miejscach uszkodzenia
naczyn krwionosnych [52,53]. Przez analogie do ptytkowego czynnika 4 (takze zlokalizowa-
nego w granulach) przyjmuje sie, ze PDGF dyfunduje z a-granuli do powierzchni komérki i
jest wydzielany na zewnatrz po ok. 10 minutach od przyfaczenia ptytek do obnazonego
endotelium naczyniowego. Stezenie PDGF w surowicy ludzkiej wynosi w zaleznosci od
metody oznaczania: 50 ng/ml (immunologicznie) lub 15 ng/ml (metodg radioreceptorows)
[25,54]. Natomiast stezenie PDGF w osoczu wynosi mniej niz 1ng/ml. Precyzyjne okre$lenie
poziomu PDGF w tych ptynach fizjologicznych jest trudne, poniewaz czynnik ten wigze sie
nieodwracalnie z a 2-makroglobuling [55], co ma istotne znaczenie fizjologiczne. Lokalnie
uwalniany PDGF moze przedostawa¢ sie do krazenia i wywiera¢ niepozadane efekty w
tkankach odlegtych od miejsca uwalniania. Wage tego zjawiska podkreslaja oznaczenia
szybkosci usuwania egzogennego PDGF z krwi ssakdw. Przyktadowo, PDGF podany dozylnie
pawianowi byt usuwany z krwi zT 22 2 minuty [54].

Plytkowy czynnik wzrostowy jest bardzo silnym mitogenem dla wiekszosci komorek
tkanki tacznej pochodzenia mezodermalnego. W hodowli in vitro PDGF stymuluje prolifera-
cje komarek glejowych, komoérek miesni gtadkich i fibroblastéw [56]. Ponadto, dla komorek
miesni gtadkich i fibroblastow, a takze dla neutrofili jest silnym chemoatraktantem, co
sugeruje jego udziat w procesie gojeniaran i regeneracji tkanki tgcznej [57,58]. PDGF niejest
czynnikiem wzrostowym dla komorek nabtonka, $rodbtonka, komérek limfoidalnych i hemo-
poetycznych [59-61], aczkolwiek moze posrednio stymulowaé erytropoeze in vitro [62].
Aktywnos¢ biologiczna PDGF sugeruje udziat tego czynnika w stanach zwigzanych z patolo-
giczna proliferacjg komérek tkanki tacznej, takich jak arteroskleroza, fibroza czy choroby
nowotworowe [63,64].

PLEJOTROPOWY EFEKT DZIALANIA PDGF

Zwigzanie PDGF zjego receptorem btonowym wywotuje (podobnie jak ma to miejsce w
przypadku innych czynnikéw wzrostowych) kaskade reakcji chemicznych, ktérych ostatecz-
nym wynikiem jest wzrost komérkowy. OdpowiedZ anaboliczna komorki obejmuje szereg
réznych zdarzen wewnatrzkomorkowych, przebiegajgcych naroznych poziomach subkomér-
kowych i w réznym czasie od zwigzania czynnika z receptorem. Plejotropowa odpowiedz
réznych rodzajow komérek na dziatanie PDGF jest podobna. W uproszczeniu mozna jg
przedstawi¢ w postaci nastepujacej sekwencji zdarzen (tab. 3), przyjmujac jako czas zero
moment przytaczenia czynnika do receptora komérkowego. W$réd nich wyr6zni¢ mozna
reakcje zwigzane z przeniesieniem sygnatu mitogennego (fosforylacjareceptora, podniesienie
poziomu wapnia, stymulacja obrotu fosfatydyloinozytoli i antyportu Na+/H+, ekspresja genow
cyklu komérkowego), ogdlne efekty anaboliczne towarzyszace procesowi wzrostu (transport
jonow, cukréw i aminokwasOw, synteza biatek, polisacharydéw i lipidow) oraz reakcje
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TABELA 3. Plejotropowa odpowiedz komérkowa na dziatanie PDGF na podstawie do$wiadczen in vitro,
prowadzonych na réznych rodzajach komérek

Czas od przytaczenia Efekt biologiczny
PDGF do receptora
1-2 min >fosforylacji receptora [65,66]

> fosf.biatek cytoplazmat. [66]

> poziomu komérkowego Ca2+ [67]
> antyportu Na+/H+ [68]

> transportu aminokwasow [69]

> obrotu fosfatydyloinozytoli [70,71]

2-5 min > uwalniania kwasu arachidonowego i PGE2 [72,73]
10-20 min internalizacja kompleksu PDGF-receptor [74]
15 min > syntezy biatek (maks. po 4-5 godz.) [69,75]
2 godz. > syntezy RNA (maks. po 3 godz.) [76]
2-6 godz. > metabolizmu cholesterolu [77]
odpowiedZ chemotaktyczna [78]
10-16 godz. > syntezy DNA [79,80]

zwigzane z okreslong istotng fizjologicznie odpowiedzig komorki, np. z chemotaksjg (reorga-
nizacja biatek cytoszkieletu, aktywacja metabolizmu energetycznego). Ogromna liczba re-
akcji czesto wzajemnie ze sobg sprzezonych powoduje, ze wyjasnienie catosci zmian
metabolicznych stymulowanych czynnikiem wzrostowym jest jeszcze bardzo odlegte. Jed-
nym z najwazniejszych zagadnien, takze z praktycznego punktu widzenia jest poznanie
fancucha reakcji przenoszacych sygnat mitogenny od receptora btonowego do jadra komorki,
okreslane czesto skrotowo “sygnalizacjg mitogenng"”. Problemowi temu poswiecony jest
odrebny rozdziat tej monografii.

PRZYPUSZCZALNA ROLA PDGF W TRANSFORMACIJI NOWOTWOROWEJ

Strukturalne podobiefistwo pomiedzy PDGF a biatkiem transformujacym wirusa SSV
legto u podstaw hipotezy o udziale czynnikéw PDGF-podobnych w transformacji nowotwo-
rowej. Analiza strukturalna genu c-sis (koduje taicuch B-PDGF) i genomu wirusa SSV
wykazala, ze gen v-sis zawiera prawie catg sekwencje odpowiadajacg B-PDGF za wyjatkiem
pierwszego eksonu, kodujacego peptyd sygnatowy [81,82], Przypuszczalnie delecjataw genie
v-sis jest kompensowana przez hydrofobowy odcinek genu env. Mutanty wirusa SSV, ktore
nie maja odpowiednika sekwencji sygnatowej B-PDGF nie maja zdolnosci do transformacji,
co wskazuje na zwigzek pomiedzy transformacjq a sekrecjg biatka p28v”y[83,84]. Utrata
sekwencji sygnatowej uniemozliwia bowiem jego przerzut do retikulum endoplazmatyczne-
go, dalszgjego obrébke i wydzielanie na zewnatrz komérki. Ponadto wykazano, ze komorki,
ktdre nie majg receptoréw dla PDGF, nie ulegajg transformacji wirusem SSV [85]. Co wiecej,
transformacja tym wirusem moze by¢ zahamowana przez przeciwciata swoiste dla PDGF
[23,86]. Wszystkie te informacje wskazuja, ze transformacjawirusem SSVjest $cisle zwigzana
z synteza i wydzielaniem PDGF-BB, co umozliwia jego dziatanie w drodze auto- lub
parakrynnej. Wiele linii komérkowych wyprowadzonych z guzéw nowotworowych produku-
je PDGF-podobne czynniki wzrostu i ma dla nich receptory (gtéwnie miesaki i glejaki), co
wskazuje, ze wzrost ich moze by¢ regulowany w drodze autokrynnej [85,87]. Fakty te legty
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u podstaw zaproponowanej przez Betsholtza [88] hipotezy tzw. zewnatrzkomérkowej trans-
formacji autokrynnej. Istnieje jednak wiele przestanek Swiadczacych przeciwko tej hipotezie:

a. Komorki Swiss 3T3 i NIH 3T3 nie przejawiaty fenotypu charakterystycznego dla
komarek transformowanych, mimo ich dwumiesiecznej inkubacji w obecnosci biatka p28vim
[90].

b. Nie donoszono o permanentnej aktywnosci transformujacej surowicy, chociaz PDGF
jestjej podstawowym mitogenem.

c. Przeciwciata dla PDGF hamuja wzrost tylko niektérych rodzajéw komdrek transfor-
mowanych SSV [86].

d. Synteze PDGF wykazano w wielu liniach komoérek wyprowadzonych z ludzkiego
czerniaka, ale w tym przypadku autokrynna regulacja wzrostu jest mato prawdopodobna,
poniewaz komarki te nie majg receptoréw btonowych dla PDGF [89].

e. Niektére komérki transformowane SSV nie wydzielajg PDGF do otoczenia, amimo to
obserwowano efekt autostymulacji wzrostu [86].

Najbardziej prawdopodobnym wyttumaczeniem tych obserwacji byta wewnatrzkomérko-
wa interakcja produktu genu v-sis z nowosyntetyzowanymi receptorami PDGF zachodzgca w
Swietle wakuoli retikulum endoplazmatycznego lub aparatu Golgiego [86]. Prowadzitoby to
do aktywacji kinazy tyrozynowej, zlokalizowanej w cytoplazmatycznej czesci receptora
inicjujgc sygnat mitogenny i stan transformacji w komaérkach infekowanych wirusem SSV.
Szereg dowoddw doswiadczalnych potwierdzahipoteze "wewnatrzkomaérkowej transformacji
autokrynnej", wynikajacej z permanentnej sygnalizacji mitogennej, indukowanej w wymie-
nionych wyzej organellach komoérkowych [90,91].
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2. EPIDERMALNY CZYNNIK WZROSTOWY (EGF)

Od roku 1940, w ktérym Lacassagne wykazat wyrazny dimorfizm piciowy Slinianki
podzuchwowej gryzoni, gruczot ten stat sie obiektem intensywnych badan. Na poczatku lat
sze$édziesigtych wykazano, ze komdrki przykanalikowe Slinianki myszy syntetyzuja m. in.
dwa peptydowe czynniki wzrostowe: NGF i EGF. Oba wystepujg w postaci wysokoczastecz-
kowych komplekséw o m.cz. odpowiednio: 140 i 74 kDa z biatkiem o aktywnosci esteropep-
tydazy argininy [1,2]. Pierwszy z wymienionych czynnikéw jest czynnikiem przezyciowym
dlakomarek nerwowych (nie jest mitogenem) stymuluje synteze swoistych dla tych komérek
enzymoéw (B-hydroksylaza dopaminy, hydroksylaza tyrozyny) i wydtuzanie neurytéw. Drugi
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stymuluje zaréwno in vitro, jak i in vivo proliferacje komorek nabtonka i naskérka, dlatego
zostat nazwany epidermalnym czynnikiem wzrostowym. Slinianka podzuchwowa nie jest
jedynym miejscem syntezy EGF. Usuniecie gruczotéw $liniankowych nie obniza poziomu
EGF w osoczu [3]. W krwi gtdwnym magazynem EGF sa ptytki krwi (a-granule), skad
wydzielany jest tgcznie z innymi gromadzonymi tam czynnikami wzrostowymi (PDGF,
TGF-R) [4,5]. Obecnos¢ EGF wykazano takze w: skdrze, nerkach, mozgu, jelitach i prostacie
[6- 8]. Szereg ustalonych linii komoérkowych syntetyzuje i wydziela do medium hodowlanego
EGF-podobne czynniki wzrostowe [9].

STRUKTURA | BIOSYNTEZA

Dojrzaly mysi EGF jest kwasnym polipeptydem o m.cz. 6045 zbudowanym z 53 reszt
aminokwasowych, z trzema wewnetrznymi mostkami dwusiarczkowymi [10]. Odpowiedni-
kiem mEGF jest R-urogastron (hEGF), wyizolowany z moczu ludzkiego w roku 1975 [11],
ktérego sekwencja aminokwasowa wykazuje 70% identycznosci z mEGF [12]. Z ludzkich i
szczurzych komorek nowotworowych wyizolowano peptydy strukturalnie i funkcjonalnie
podobne do EGF, nazwane TGF-a (51 reszt aa) - od ich zdolnosci do fenotypowej transfor-
macji komorek prawidtowych w warunkach in vitro (patrz rozdziat IV). Obecnie rodzina
peptydow EGF-podobnych liczy 5 przedstawicieli (mMEGF, hEGF, rTGF-a, hTGF-ai VVGF),
a ich strukturalne podobieristwo do mEGF przedstawia rysunek 8. Wszystkie peptydy majg
trzy mostki dwusiarczkowe, decydujgce o podobienstwie ich struktury przestrzennej i mozli-
wosci dziatania przez ten sam receptor komérkowy, natomiast podobienstwo sekwencji
aminokwasowej jest ograniczone i zalezy bardziej od typu czynnika (EGF czy TGF-a) niz od
réznic gatunkowych. Przyktadowo hTGF-a wykazuje tylko 40% homologii sekwencji ami-
nokwasowej z hEGF, natomiast az 92% homologii z rTGF-a [12]. Ekspresje genu TGF-a
wykazano wytacznie w epitelialnych komdrkach prawidtowych osobnikdw dojrzatych
[12,13]. Natomiast, aktywno$¢ TGF-a stwierdzono w wielu typach komérek embrionalnych,
co wskazuje, ze czynnik ten moze zastepowaé EGF w zyciu ptodowym [14-17]. Czynnik
wzrostu okreslany skrétem VVGF jest peptydem kodowanym przez DNA wirusa ospy
krowiej, ktérego rola w replikacji wirusowej czy efektach wywieranych w komérkach zaka-
zonych jest nieznana [18]. Zastanawiajace jest jednak, ze jego powinowactwo do receptora
MEGF jest wieksze niz naturalnego liganda, mimo ze VVGF ma w poréwnaniu z EGF
dodatkowo 18 aminokwaséw od N-korica i 9 od C-korca.

Szczegoly biosyntezy EGF nie sg jeszcze poznane. Poszczegdlne zdarzenia mogg hy¢
obecnie przewidywane napodstawie znajomosci sekwencji mMRNA kodujgcego prekursorowy
EGF. Dojrzaty EGF powstaje z duzej czasteczki prekursorawej, zbudowanej z 1217 amino-
kwasow [19]. Reszty 7-19 stanowig hydrofobowa sekwencje sygnatowa. Przypuszcza sie, ze
prekursor EGF moze by¢ biatkiem transmembranowym, zakotwiczonym w btonie sekwencjg
1039-1059, w ktdrym cze$¢ zewnatrzkomérkowa zawiera m.in. sekwencje EGF. Dojrzaty
EGF jest prawdopodobnie wycinany z prekursora dziataniem esteropeptydazy argininowej, z
ktoéra jak wiadomo tworzy in vivo wysokoczasteczkowy kompleks 74 kDa w gruczole
$liniankowym. Prekursor EGF zawiera dodatkowo 9 sekwencji homologicznych do EGF, ale
zadna z nich nie jest zakonczona Arg lub Lys, co wyklucza réwnoczesne uwalnianie form
EGF-podobnych dziataniem omawianej wczes$niej esteropeptydazy [20]. Pytanie, czy prekur-
sor EGF podobnie jak np. proopiokortyna zawiera inne peptydy o znaczeniu fizjologicznym,
pozostaje narazie bez odpowiedzi.
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Rys. 8. Strukturalne podobieristwo czynnikéw wzrostowych zaliczanych do rodziny EGF/TGF-a (wg [12] za zgoda
autora); wyrdzniono konserwatywne ewolucyjnie aminokwasy oraz usytuowanie mostkéw dwusiarczkowych warun-
kujacych podobna strukture przestrzenng wszystkich peptydéw EGF-podobnych
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RECEPTOR EGF

Obecno$¢ receptora EGF wykazano praktycznie u wszystkich gatunkow ssakow i w
btonach bardzo wielu réznych rodzajéw komoérek. Jednym z niewielu typéw komoérek, w
ktorych nie stwierdzono obecnosci receptorow EGF sa komorki hemopoetyczne. Przetomo-
wym momentem w badaniach R-EGF byto odkrycie, ze linia komérkowa A-431 wyprowa-
dzona z ludzkiego raka skéry ma niespotykang ilos¢ czasteczek receptora EGF = 2.5x106/
komorke, to jest 20-100-krotnie wiecej niz inne typy komdrek [21,22]. Pozwolito to na
izolacje, oczyszczenie i charakterystyke tego biatka. Wiadomo dzi$, ze R-EGF (niezaleznie
od Zrédfa izolowania) jest jednotaicuchowym biatkiem o m.cz. 170 kDa [23]. Receptor ten
jest zglikozylowany w czesci zewnatrzkomoérkowej i ufosforylowany w cze$ci cytoplazmaty-
cznej. Glikozylacja zabezpiecza go przed niepozgdang degradacjg enzymatyczng (odporny na
dziatanie trypsyny, papainy i chymotrypsyny) - co jest szczegdlnie istotne w przypadku
komérek przewodu pokarmowego. Fosforylacja, podobnie jak w przypadku receptorow
innych czynnikéw wzrostowych ma znaczenie regulacyjne. Efektorowa czesé R-EGF wyka-
zuje podobnie jak R-PDGF, R-IGF | aktywnos$¢ tyrozyno-swoistej kinazy biatkowej, sty-
mulowanej przytaczeniem liganda [24]. Budowe R-EGF przedstawiono schematycznie na
rysunku 9. N-koricowa cze$¢ zewnatrzkomdrkowa (621 reszt aminokwasowych) zawiera
domene wigzacg ligand. Sekwencja aminokwasow 622-644 reprezentuje pojedynczy, hydro-
fobowy region transmembranowy, a sekwencja 645-1186 cze$¢ efektorowa zawierajgcq
domene kinazowg (reszty 694-937).

Przytaczenie EGF do czesci akceptorowej receptora inicjuje w jego czesci efektorowej
aktywacje tyrozyno-swoistej kinazy fosforylujacej rézne substraty komoérkowe, w tym takze
sam receptor. W nienaruszonych komoérkach autofosforylacja zachodzi na tyrozynach: 992,
1068, 1086, 1148, 1173 [25]. Bertics i Gili [26] sugerowali, ze proces ten "odblokowuje"
aktywnos$é kinazowag receptora i umozliwia fosforylacje substratow komérkowych. Stymulo-
wana przytaczeniem liganda autofosforylacja receptora jest cechg charakterystyczng tych
receptoréw czynnikow wzrostowych, ktére majg aktywnos¢ kinazy tyrozynowej. Stad szeroko
zakrojone badania mechanizmu i roli procesu autofosforylacji, szczeg6lnie zaawansowane w
przypadku receptora EGF. Metoda, ktéra przyniosta najlepsze rezultaty w tej dziedzinie,
okazata sie transfekcja zmodyfikowanego (mutacje punktowe, czeSciowa degradacja enzyma-
tyczna, konstrukcja receptorow chimerycznych) receptora EGF do komorek nie majgcych
tego receptora (najczesciej do komoérek NIH 3T3). Wykazano, ze receptory EGF, ktére w
miejsce tyrozyn 1068,1148 lub 1173 zawieraty fenyloalaning, miaty ograniczong aktywnos$¢
kinazowag [27,28]. Komdrki transfekowane tak zmodyfikowanymi receptorami odpowiadaty
na dziatanie EGF podobnie jak komérki transfekowane receptorem prawidtowym [29,30].
Receptor EGF pozbawiony 63 aminokwasdéw od C-korica (obszar obejmujacy Tyr1148 i
Tyr ) byknierozréznialny od receptora prawidtowego w stymulacji: obrotu fosfatydyloino-
zytoli, otwierania badZ zamykania kanatow jonowych i syntezy DNA [31]. Dane te sugero-
waty, ze autofosforylacja R-EGF nie jest procesem koniecznym do przeniesienia sygnatu
mitogennego stymulowanego EGF. Rzeczywista rola autofosforylacji jest dyskusyjna, acz-
kolwiek proces ten jest konieczny dla asocjacji receptora z okreslonymi substratami komar-
kowymi (patrz rozdziat V1I1), np. fosforylacja tyrozyn: 992,1068 i 1173 jest odpowiedzialna
za asocjacje R-EGF z fosfolipazg C-y [25]. Niejasny jest rGwniez mechanizm tego procesu,
chociaz badania z uzyciem mieszaniny receptoréw prawidtowych i pozbawionych aktywnosci
kinazowej (mutacja punktowa Lys721- Ala) wskazuja, ze autofosforylacja zachodzi w drodze
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krzyzowej fosforylacji dwoch czasteczek receptora, bedacej wynikiem stymulowanej ligan-
dem dimeryzacji receptora EGF [32].

Domena Funkcja
EGF

Wiazanie liganda

Zewnagtrzkomorkowa . .
Dimeryzacja

Transbfonowa VYT Zakotwiczenie w bfonie
tacznik

R Obszar regulacyjny (Tyr&ti Tyr“9

H Wigzanie ATP (Lys7)

Wiazanie substratu

Wewnatrz-

komdrkowa .
Aktywnos¢ katalityczna

Tyr®
Sertq Obszar autofosforylacji

TyrlB
— C-koniec

Rys. 9. Schemat budowy receptora EGF z uwzglednieniem obszaréw odpowiedzialnych za okreslong funkcje biolo-
giczna

Model allosterycznej oligomeryzacji R-EGF zostat zaproponowany przez Schlessingera i
wsp. [33-35] w celu wyjasnienia mechanizmu aktywacji kinazy tyrozynowej przytaczeniem
EGF do zewnatrzkomérkowej czesci receptora. Zgodnie z tym modelem, monomeryczne
receptory EGF sg w stanie rGwnowagi dynamicznej z receptorami dimerycznymi. Forma
dimeryczna ma wieksze powininowactwo do liganda, a zwigzanie liganda stabilizuje stan
dimeryzacji. Prowadzi to do aktywacji katalitycznych wiasciwosci domeny kinazowej poprzez
bezposrednig interakcje cytoplazmatycznych czesci dimeru. Wiele danych wskazuje, ze
mechanizm dimeryzacji zalezy zaréwno od struktury liganda, jak i receptora [25]. W przypad-
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ku R-EGF przyjmuje sig, ze zwigzanie liganda inicjuje zmiany konformacyjne w zewnatrzko-
morkowej czesci receptora, ktére stabilizujg wigzanie dwdch komplekséw ligand-receptor
[36].

SzczegOlnie interesujace sg wyniki badan aktywnosci receptorowej mutantéw R-EGF z
uposledzong funkcja efektorowa. Wykazano, ze Lys721 usytuowana w miejscu wigzania ATP
do domeny kinazowej jest niezbedna dla aktywnosci enzymatycznej receptora [37]. Mutacja
punktowa, polegajaca na zastapieniu Lys721 alaning hamuje catkowicie aktywno$é tyrozyno-
swoistej kinazy R-EGF. Znaczenie modulacji aktywnosci kinazowej w regulacji efektorowej
funkcji R-EGF ilustruje poréwnanie stymulowanych EGF efektéw biologicznych w komér-
kach transfekowanych prawidtowym (A) i zmutowanym (B) receptorem EGF (tab. 4). Zamie-
szczone wyniki wskazujg, ze aktywnos¢ kinazowa jest niezbedna w reakcjach zwigzanych z
transdukcjg sygnatu indukowanego przytgczeniem liganda, a w konsekwencji w odpowiedzi
mitogennej komérki. Natomiast aktywnos¢ ta nie jest konieczna dla proceséw zwigzanych z
internalizacja i recyklizacja receptorow EGF.

TABELA 4. Odpowiedz komorek NIH 3T3 transfekowanych prawidtowym (A) i zmutowanym (B) receptorem
EGF na dziatanie EGF [wg 30]

Odpowiedz komorkowa A B

Aktywnos¢ swoistej kinazy tyrozynowej — +
Ekspresja receptorow na pow. komarki +
Transmodulacja receptora przez TPA +
Internalizacja liganda +
Degradacja liganda +
Efekt "down regulation™ +
Degradacja receptora +
+
+
+
+
+
+

4+ o+ o+

Stymulacja antyportu Na+/H+
Naptyw jondw Ca2+

Hydroliza fosfatydyloinozytoli
Fosforylacja biatka S6

Ekspresja genéw c-fos i c-myc
Synteza DNA i proliferacja komérek

Fosforylacjareszt tyrozynowych receptora EGF niejestjedynym miejscem kowalencyjnej
modyfikacji tego biatka. Wiele danych wskazywato, ze istotng role w funkcjonowaniu R-EGF
odgrywa fosforylacja reszt treoninowych i serynowych [30,38], zlokalizowanych w cytopla-
zmatycznej czesci receptora. Role krytyczng w regulacji aktywnosci R-EGF przypisuje sie
resztom treoniny (Thr 54 i Thr 9) oraz seryny (Serl046 i Serl047). Fosforylacja Threb
receptora EGF powoduje obnizenie aktywnosci kinazowej receptora [39-43], Fosforylacja
Thr  katalizowana kinaza biatkowa C jest przypuszczalnie odpowiedzialna za regulowane
ligandami homologicznymi (agoniéci EGF) obnizenie aktywnosci receptorowej poprzez u-
jemne sprzezenie zwrotne. Natomiast, fosforylacja Thré6 katalizowana enzymami MAP2
(ang.- microtubule-associated protein 2) oraz ERT (ang - EGF receptor Thr669 protein
kinase) reguluje procesy internalizacji receptora i podniesienia jego aktywnosci kinazowej
[38,44-46], Poniewaz PDGF, insulina, bombezyna i PM A stymulujg fosforylacje Thr669 nie
mozna wykluczy¢ udziatu kowalencyjnej modyfikacji tego aminokwasu w procesie transmo-
dulacji receptora EGF dziataniem ligandéw heterologicznych [45]. Kluczowe w procesie
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regulacji aktywnosci receptorowej miejscafosforylacjiefektorowej czeSci R-EGF zaznaczono
na rysunku 9.

ROLA R-EGF W PROCESIE TRANSFORMACJI NOWOTWOROWE]J]

Szczegolnie interesujacg koncepcje udzialu R-EGF w procesach onkogenezy nasuneto
poréwnanie struktury tego biatka ze strukturg produktu biatkowego onkogenu erb B wirusa
erytroblastomy ptasiej (AEV) - gp!4erb B. Okazato sie, ze biatko to, odpowiedzialne za jego
aktywno$¢ tumorogenng (biataczki, wtokniakomiesaki), jest bardzo podobne do okrojonego
0 czes$¢ akceptorowa receptora EGF (95% homologii sekwencji aminokwasowej) [47,48].
Wydawato sie prawdopodobne [49-51], ze brak odcinka regulujacego aktywno$¢ powodowaé
moze stata, niezalezng od wiazania liganda aktywacje czesci efektorowej (ciggta aktywacja
kinazy tyrozynowej). Szybko jednak wykazano, ze chimeryczna czasteczka zbudowana z
efektorowej i transbtonowej czeéci R-EGF oraz cytoplazmatycznej czesci produktu genu v-erb
B nadal miata aktywnos¢ transformujgca [52]. Sugerowano takze, ze czynnikiem warunkuja-
cym statg aktywnos¢ biatka wirusowego jest brak w poréwnaniu z R-EGF 34 aminokwasow
C-koncowych [49-51]. Szereg réznych danych wskazywato, ze odcinek C-kofcowy biatka
prawidtowego moze petnic istotng role w negatywnej regulacji funkcji kinazowej [53]. Po
pierwsze, onkogeny wirusowe v-src, v-Bns i v-erb B, kodujace biatka o aktywnosci kinaz
tyrozynowych nie zawierajg sekwencji kodujacych odcinki C-koncowe ich komérkowych
odpowiednikdw, obejmujgcych takze C- terminalne reszty tyrozynowe. Po drugie wykazano,
ze odcinki C-koncowe produktéw protoonkogendéw c-src i c-fms uczestnicza w negatywnej
regulacji ich funkcji kinazowej. Badania aktywnosci biologicznej zaréwno zmutowanych (Tyr
-Phe) w czesci C-koricowej receptoréw R-EGF wykazaty, ze modyfikacja tanie ma znaczenia
w netat*wnej regulacji funkcji kinazowej R-EGF [54], w przeciwienstwie do mutacji
Ser -Ala [43]. Wydaje sie prawdopodobne, ze utrata tych reszt serynowych jest
odpowiedzialna za potencjat onkogenny produktu genu erbB [55]. Sg dane wskazujace, ze
biologiczne konsekwencje delecji C-koricowego odcinka R-EGF moga zaleze¢ od obecnosci
badZ nieobecnosci czesci N-terminalnej receptora [56-58]. Brak odcinka C-koncowego
obniza aktywno$¢ biologiczna receptora, jesli receptor zawiera cze$¢ akceptorowg, natomiast
podwyzszajego aktywnos¢ przy braku czesci N-koncowe;j.

Istotng role w procesie onkogenezy wiaze sie z podwyzszong ekspresja genu receptora
EGF, poniewaz amplifikacje tego genu powigzang zjego hiperekspresjg wykazano doswiad-
czalnie w wielu typach ludzkich nowotworéw, gtéwnie w glejakach i rakach naskérka [59-611].
Wykazano réwniez, ze EGF jest zdolny do transformacji in vitro transfekowanych komérek
NIH 3T3 z hiperekspresjg genu R-EGF [62,63]. R-EGF moze odgrywaé istotng role w
procesach transformacji nowotworowej takze dlatego, ze rézne nowotwory zwierzece i
ludzkie, majgce podwyzszony poziom R-EGF produkujg TGF-a lub EGF i mogg na nie
odpowiada¢ w drodze autokrynnej [53].

PRAWDOPODOBNA ROLA FIZJOLOGICZNA EGF

Mimo wielu informacji uzyskanych dotychczas w doswiadczeniach in vitro rola fizjologi-
czna EGF nie jest ustalona. Wydaje sie prawdopodobne, ze EGF moze petni¢ odmienng
funkcje w zaleznosci od stadium rozwoju organizmu. Wstrzykniety ptodom zwierzecym
przyspiesza szereg proceséw rozwojowych, takichjak: formowanie podniebienia, wyrzynanie
sie siekaczy, otwieranie oczu i dojrzewanie ptuc [9,64,65]. Stymuluje wzrost wielu tkanek
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ptodowych wigcznie ze $luzéwka jelitowo-zotgdkowg [66,67] i jest obecny w wysokim
stezeniu w mleku karmigcych matek [68,69]. Moduluje aktywno$¢ disacharydaz $luzowki
jelita matego i amylazy trzustkowej [70, 71]. Dane te sugerujg udziat EGF w réznicowaniu
komorek przewodu pokarmowego u noworodkéw i w ontogenezie egzokrynnej funkcji
trzustki i jelita matego [67]. Z drugiej strony wiadomo, ze u organizméw dorostych EGF
wydzielany jest przez Slinianke i trzustke do przewodu pokarmowego, gdzie reguluje wydzie-
lanie kwasu zotgdkowego [72]. W doswiadczeniach in vitro i in vivo wykazano takze jego
pozytywny wptyw na proces gojenia ran [73,74]. Wszechobecno$¢ receptora EGF w organi-
zmach ssakdw wskazuje, ze fizjologiczny efekt dziatania EGF moze zaleze¢ przede wszystkim
od rodzaju tkanki docelowej.
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3. INSULINO-PODOBNE CZYNNIKI WZROSTOWE (IGFs)

Trzy odmienne drogi poszukiwan i trzy r6zne obserwacje doprowadzity do odkrycia
polipeptydow okreslanych dzi$ nazwa insulino-podobne czynniki wzrostowe (IGFs). W roku
1957 Salmon, Daughaday [1] i wsp. wykazali, ze prawidtowa surowica ludzka stymuluje
wbudowywanie 35S w tkanke chrzestng in vitro. Autorzy zaproponowali, aby czynnik su-
rowiczy odpowiedzialny za sulfonowanie proteoglikanéw tkanki chrzestnej nazwac "czynni-
kiem sulfatacyjnym". Dalsze doswiadczenia wykazaty, ze czynnik ten ma znacznie szerszy
zakres aktywnosci biologicznej i m.in. stymuluje synteze: DNA, RNA i biatek w hodowlach
tkankowych [2]. Ponadto stwierdzono, ze surowica zwierzat z usunietg przysadka mézgowa
nie ma zdolnosci sulfatacyjnej, co sugerowato, ze czynnik sulfatacyjny jest powigzany z
dziataniem hormonow przysadki. Gtéwnym "podejrzanym" zostat hormon wzrostu, ktéry sam
nie ma wiasciwosci sulfatacyjnych, ale podany dozylnie szczurom pozbawionym przysadki
przywracat czesciowo sulfatacje tkanki chrzestnej. Na tej podstawie Daughaday postawit
hipoteze, ze GH nie stymuluje samodzielnie proceséw wzrostu in vivo, lecz indukuje synteze
zwigzkow, ktdére posrednicza w jego dziataniu. Aby podkresli¢ szeroki zakres aktywnosci
biologicznej czynnika sulfatacyjnego ijego posrednictwo w dziataniu GH, nazwat go soma-
tomedyng [3]. W wyniku dalszych badan wykazano obecnos¢ trzech réznych somatomedyn:
A, B i C [4,5]. Niezaleznie od prac Daughadaya, Froesch i wsp.[6] wykazali, ze surowica
wywiera podobny do insuliny wptyw na adipocyty i komorki miesniowe i ze wywierany efekt
jest znacznie wiekszy, niz nalezatoby oczekiwac na podstawie poziomu insuliny w surowicy.
Co wiecej okazato sig, ze stwierdzona aktywnos¢ surowicy nie byta catkowicie hamowana
przez przeciwciata dla insuliny. Na tej wiasnie podstawie badana frakcja zwigzkow nazwana
zostata frakcjg NSILA (ang. - non-suppresible insulin activity). W latach 1976-1978 z frakcji
tej wyizolowano i scharakteryzowano strukturalnie dwa bardzo podobne polipeptydy o m.cz.
7500 [7-9]. Ze wzgledu na podobienstwo strukturalne i zdolno$é do nasladowania niektérych
efektow biologicznych insuliny (stymulacja utleniania glukozy i lipogenezy, hamowanie
lipolizy) nazwanoje insulino-podobnymi czynnikami wzrostu: IGF 11 IGF Il [7-9]. Pietnascie
lat po pierwszych doswiadczeniach Daughadaya, Temin i wsp. [10] wyosobnili z surowicy
cielecej frakcje zwigzkdw stymulujagcg namnazanie wielu rodzajéw komérek in vitro, ktérg
nazwali MSA (ang. - multiplication-stimulating activity). Frakcja ta syntetyzowana takze in
vitro przez ustalong linie komorek watroby szczurzej BRL-3A [11] stymulowata szereg
proceséw anabolicznych (synteza DNA, RNA, proteoglikandw) i miata aktywno$¢ insulino-
podobna. Pod koniec lat siedemdziesigtych somatomedyny, IGF Ii IGF Il oraz MSA zaliczono
do insulino-podobnych czynnikéw wzrostowych.

Dlaczego ponad 20 lat potrzebne byto do rozwigzania zagadki IGFs? Zawinit nie tyle
poziom tych czynnikéw we krwi, ile metody stosowane do ich izolacji i kompleksowanie
badanych czynnikéw przez swoiste biatka nosnikowe. Rinderknecht i Humbel potrzebowali
az 3 ton biatek surowicy ludzkiej dla uzyskania czystych preparatéw IGF | i IGF Il w ilosci
wystarczajacej do analizy sekwencji aminokwasowej [8,9]. Trudno nawet dzi$ autorytatywnie
rozstrzygna¢ liczebnos$¢ rodziny IGFs. Wiadomo, ze IGF | i IGF Il stanowig ponad 90%
insulino-podobnej aktywnosci surowicy, a poznanie sekwencji aminokwasowej somatomedyn
i MSA pozwolito ustali¢, ze:

« somatomedyna C jest strukturalnie identyczna z IGF | [12],

« sometomedyna A to dezamidowana forma IGF | [13],
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 natomiast MSA jest szczurzym odpowiednikiem ludzkiego IGF I, réznigcym sie tylko 5
resztami aminokwasowymi [14],

Somatomedyna B okazata sie artefaktem, ktdrego aktywno$¢ mitogenna spowodowana
byta domieszka epidermalnego czynnika wzrostowego [15], Zgodnie z intencja najwiekszych
autorytetow w tej dziedzinie [16] w niniejszej pracy przyjeto dla tej rodziny czynnikow nazwe
"insulino-podobne czynniki wzrostowe™ i ograniczono sie do oméwienia dwdéch, najlepiej
scharakteryzowanych peptydéw: IGF i IGF II.

STRUKTURA, SYNTEZA | SEKRECJA IGFs

Ludzkie IGF I, jak i IGF Il sajednotancuchowymi peptydami zbudowanymi odpowiednio
z 70 i 67 reszt aminokwasowych z trzema wewnatrzczasteczkowymi mostkami -S-S- [8,9].
Wykazujg one wzajemnie 62% homologii sekwencji amimokwasowej, a takze 43% (IGF I) i
41% (IGF I1) homologii z czasteczky ludzkiej proinsuliny [17]. Podobienstwo strukturalne
IGFs i insuliny przedstawiono na rysunku 10.

Rys. 10. Sekwencja aminokwasowa ludzkiego IGF I. Ciemniejszym kolorem zaznaczono aminokwasy identycznie
usytuowane w czasteczce ludzkiej insuliny; numeracja B2 - B30, Cl - C12 i Al - A21 odpowiada oznaczeniu
reszt aminokwasowych w ludzkiej proinsulinie (wg [71] za zgoda autora)

Natywne czasteczki IGF 1i IGF Il zawierajg w przeciwienstwie do insuliny zachowany
fancuch C, zbudowany odpowiednio z 12 i 8 reszt oraz dotgczong do taricucha A dodatkowg
sekwencje odpowiednio 8 i 6 reszt aminokwasowych (fragment D). W procesie ewolucji
ssakow IGFs zachowaty praktycznie niezmienng strukture. U dotychczas zbadanych gatun-
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kow wszystkie peptydy IGF | zbudowane sg z 70 aminokwasow, a IGF 1l z66-67 aminokwa-
sow. Ludzkie IGF I i IGF Il r6znig sie od bydlecych (0 i 3), $winskich (0 i ?), owczych (1 i 4),
szczurzych (3 i 5) oraz mysich (4 i 6) resztami aminokwasowymi [18]. Konserwatywna
ewolucyjnie struktura IGFs sugeruje, ze geny tych peptydéw powstaly z jednego pragenu w
okresie pojawienia sie na Ziemi ssakow, ok. 300 milionow lat temu.

Roznice strukturalne pomiedzy IGFs a insuling, dotyczace zwiaszcza tarcucha C, wska-
zujg na odmienny sposo6b obrébki potranslacyjnej insuliny i IGFs. W rzeczywisto$ci zaréwno
dojrzewanie, jak i sekrecja insuliny i IGFs przebiegaja w spos6b odmienny. Synteza insuliny
zachodzi w komdrkach B trzustki w drodze wyciecia peptydu C z czasteczki proinsuliny i
utworzeniu czasteczki dwutafncuchowej. Zaréwno natywna insulina, jak i peptyd C zlokalizo-
wane sg w granulach wydzielniczych i wydzielane do krwi przez aktywny mechanizm
endocytamy. IGFs sg syntetyzowane przede wszystkim w komorkach watroby, ale odmiennie
od insuliny wwyniku obrébki potranslacyjnej zachowany zostaje faricuch C. Wykazano takze,
ze sekrecja IGFs jest procesem ciggtym (podobnie jak albuminy), a wbudowywanie 35S-cy-
steiny w wydzielane IGFs osigga warto$¢ statlg po 1 godzinie od dodania znakowanego
aminokwasu [19]. Te réznice w sposobie sekrecji IGFs i insuliny majg okreslone konsekwen-
cje zaréwno w sposobie ich transportu do tkanek docelowych, jak i w odmiennej funkcji
fizjologicznej tych tak podobnych strukturalnie peptydow (tab. 5).

TABELA 5. Wazniejsze réznice pomiedzy IGFs ainsuling

Insulina IGFs
Miejsce syntezy trzustka watroba
Struktura peptydu 2-tancuchowy 1-tancuchowy
Okres péttrwania 10 min 16 godzin
Biatka no$nikowe brak 3rodzaje
Poziom w osoczu krwi  0,5-5,0 ng/ml 200-600 ng/ml
Receptory swoisty dla insuliny swoiste dla IGFs

BIALKA WIAZACE INSULINO-PODOBNE CZYNNIKI WZROSTU

Jedng z cech odrézniajacych IGFs od insuliny jest wystepowanie swoistych biatek
no$nikowych (IGFBP) dla tych czynnikdw wzrostowych. Obecno$é IGFBP dla IGFs zostata
opisana po raz pierwszy przez Hintza i Liu [20] w roku 1977. Poczatkowo sgdzono, ze biatka
te petnigjedynie funkcje transportowg i ochronng, tj. umozliwiajg dotarcie aktywnych biolo-
gicznie czynnikéw do komorek docelowych. Podstawg tej hipotezy byto zatozenie, ze jedy-
nym miejscem ich syntezy jest watroba i taki sposob transportu wydawat sie nieodzowny.
Obecnie, kiedy wiadomao, ze zarowno IGFs, jak i ich biatka nosnikowe syntetyzowane sa przez
wiele réznych tkanek, przyjmuje sig, ze podstawowa rolg biatek nosnikowych jest lokalna
modulacja dziatania IGFs. Tylko takie zatozenie moze wyjasnié, dlaczego IGFs obecne w
surowicy w stezeniu 1000 razy wiekszym od insuliny i majgce 5% aktywnosci insulino-podo-
bnej nie wywotujg symptomow hyperinsulinemii in vivo.

Z ptynéw ustrojowych oraz z kondycjonowanych ptynédw hodowlanych komérek ssakéw
wyizolowano wiele biatek wigzacych IGFs r6zniacych sie masg czasteczkowa, zdolnoscig
wigzania IGFs oraz zaleznoscig od hormonu wzrostu. Ostatnio sklonowano trzy rézne biatka
nosnikowe i 0znaczonoje symbolami: IGFBP-1, IGFBP-2ilGFBP-3 [21]. W celu klasyfikacji
opisanych dotychczas biatek no$nikowych o nieznanej sekwencji aminokwasowej, poszcze-
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g6lne biatka zaszeregowano do w petni scharakteryzowanych IGFBP na podstawie wielkosci
czasteczki i zdolnosci do wigzania IGFs (tab. 6).

TABELA 6. Podziat biatek no$nikowych dla IGFs zgodnie z zaleceniami "International Workshop on IGF Binding
Proteins”, Vancouver, 17-19 czerwiec, 1989

Klasa biatek Masa Dotychczas poznane biatka nosnikowe
czasteczkowa  dla IGFs

IGFBP-1 28-35 kDa biatko wigzace z ptynu owodniowego [22]
tozyskowe biatko 12 (PP12) [23]
cigzowa aiglobulina (aiPEG) [24]
biatko wiazace 25 (BP-25) [25]
biatko wiazace 28 (BP-28) [26]
biatko wiazace IBP-1 [27]

IGFBP-2 31-40 kDa biatko wigzace 1BP-2 [28]
biatko wigzace izolowane z ptynu hodowlanego komérek:
MDBK [29]
BRL-3A [30]

IGFBP-3 47-53 kDa biatko wigzace zalezne od GH [31]

kwasostabilna podjednostka kompleksu 140 kDa [32]
biatko wigzace 53 (BP-53) [33]

IGFBP-1 - Biatko tojest glikoproteing o m. cz. 28-35 kDa, ktérego czes¢ peptydowa (m.
cz. 25,3 kDa) zbudowana jest z 234 reszt aminokwasowych [25]. W cze$ci C-koricowej
zawiera sekwencje -Arg-Gly-Asp- odpowiedzialng przypuszczalnie za jego wigzanie z ko-
morka docelowa. IGFBP-1 wigze oba insulino-podobne czynniki wzrostowe z podobnym
powinowactwem. Wykazano, ze $luzéwka macicy [34], komorki warstwy ziarnistej peche-
rzyka Graafa [35], skrawki watroby ptodowej [36] i komorki watrobiaka HEP G2 [25]
syntetyzuja IGFBP-1. Synteza tego biatka w $§luzéwce macicy jest regulowana przez proge-
steron [34], natomiast w watrobie przez insuling [36]. Stezenie IGFBP-1 w krwi zalezy od
poziomu insuliny [37], wykazuje znaczne wahania dobowe i jest najwyzsze we wczesnych
godzinach rannych [38]. Poziom tego biatka w krwi wzrasta w okresie cigzy do kilkuset mg/I,
ajego stezenie w ptynie owodniowym jest ok. 1000 razy wyzsze niz we krwi [38].

IGFBP-2 - Biatka wigzace nalezace do grupy IGFBP-2 zostaly wyizolowane z ludzkiej
watroby ptodowej oraz z ptyndéw hodowlanych ustalonych linii komdrek watroby szczurzej
(BRL 3A) i nerki bydlecej (MDBK) [28,29,30]. Sklonowanie odpowiednich cDNA dla
szczurzego i ludzkiego IGFBP-2 pozwolito na okreslenie ich przewidywanej sekwencji
aminokwasowej [39,40]. Wyliczonana tej podstawie wielkos¢ czasteczki peptydu szczurzego
i ludzkiego wynosi odpowiednio 29,5 kDa (270 reszt aminokwasowych) i 31,3 kDa (289 reszt
aminokwasowych). IGFBP-2 (podobnie jak IGFBP-1) zawiera sekwecje wigzacg -Arg-Gly-
Asp-. Biatko to wigze IGF Il ze znacznie wigkszym powinowactwem niz IGF | [29]. Wystepuje
W znacznie wyzszym stezeniu w tkankach ptodowych, co wskazuje na potencjalng role tego
biatka w ontogenezie [41].

IGFBP-3 - Wiekszos¢ IGFs obecnych we krwi wystepuje w postaci duzych komplekséw
(125-150 kDa), ktérych poziom zalezny jest od poziomu hormonu wzrostu. IGFBP-3 spetnia
w tych kompleksach role podjednostki wigzacej IGFs (podjednostka R) [42]. Jest kwasosta-
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bilnym glikopeptydem, ktéry w trakcie rozdziatu na zelu poliakrylamidowym rozdziela sie na
dwa pasma elektroforetyczne: dominujgce (m. cz. 53 kDa) i dodatkowe (m. cz. 47 kDa) .
Dlatego biatko to okreslane jest czesto jako biatko wigzace BP-53 [42]. Pozostatymi sktadni-
kami komplekséw 125-150 kDa sa: kwasolabilna podjednostka o m. cz. 84-86 kDa (podje-
dnostka a) i jeden z insulino-podobnych
czynnikéw wzrostowych (podjednostka y). Za-
kwaszenie Srodowiska powoduje nieodwracalny
rozpad komplekséw do biatka BP-53 i wolnych
IGFs [32], Schemat ideowy kompleksu 125-150
kDa przedstawiono na rysunku 11.
Sekwencja sklonowanego cDNA dla IGFBP-
3 wskazuje, ze masa czasteczkowa nieglikozylo-
wanego biatka wynosi 28,7 kDa [43]. IGFBP-3
wykazuje zaledwie 33% homologii sekwencji a-
minokwasowej z IGFBP-1 oraz nie ma sekwencji
-Arg-Gly-Asp- obecnej w IGFBP-1 i IGFBP-2
[43].
Nie wyjasniono dotad ani potrzeby istnienia
roznych biatek nosnikowych, ani mechanizmu
Rys. 11. Schemat budowy kompleksu (125-150  regulujacego dysocjacje kompleksu czynnik
kDa) wiazacego insulino-podobne czynniki wzrosto- Wzrostu-nosnik. Ostatnie doniesienia wskazuja,
we: a - kwasolabilna podjednostka a, 8- biatko ~ ze powinowactwo IGFs do IGFBP-1jest regulo-
wiazace IGFPB-3, ¥ - IGF i lub IGF II wane w drodze fosforylacji lub defosforylacji no-
$nika (gtdwnie na Serl0l) [44]. Faktem
bezspornym jest, ze krgzace kompleksy IGFs-no$nik stanowig swoisty magazyn czynnikéw
insulino-podobnych, co ma daleko idgce konsekwencje biologiczne:

a) dhugi czas potrwania, rzedu 4 godzin (szczur) lub 16 godzin (cztowiek) dla IGFs
zwigzanych z nosnikiem, a tylko 10 min bez nosnika,

b) ograniczone wahania dobowe stezenia wolnych IGFs we krwi,

c) zapewnienie niezbednych ilosci IGFs, ktdre lokalnie oddysocjowane od nosnika moga
oddziatywaé na komérki docelowe.

Wiele opisanych efektéw biologicznych IGFBPs in vitro, takich jak: hamowanie syntezy
proteoglikan6w w chondrocytach, hamowanie lipolizy w komérkach ttuszczowych czy hamo-
wanie proliferacji fibroblastow, wskazuje, ze biatka wigzace moga petnié¢ role lokalnych
regulatoréw dziatania IGFs. Zdecydowana wiekszo$¢ wynikow wskazuje, ze IGFBP-1 i
IGFBP-2 hamujg dziatanie IGFs [45"48]. Natomiast wptyw IGFBP-3 zalezny jest od warun-
kow doswiadczalnych [49]. Biatko to dodane réwnocze$nie z czynnikiem wzrostowym
hamuje stymulowana IGF I proliferacje fibroblastow skéry ludzkiej. Wzmaga za$ stymulujacy
efekt IGF I, jesli badane komdrki byly preinkubowane z biatkiem no$nikowym. Mimo stale
rosngcej liczby danych na temat struktury i aktywnosci biologicznej biatek wigzacych IGFs,
okreslenie funkcji biologicznej IGFBPs dalekie jest od wyjasnienia.

RECEPTORY IGFs

Zaréwno insulina, jak i IGFs maja wiasne receptory btonowe. Receptory insuliny i IGF |
wykazujg wiele whasciwosci podobnych. Oba zbudowane sg z dwéch réznych podjednostek
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a (130 kDa) i R (90 kDa) tworzacych aktywne czasteczki typu (B-S-S-oc)-S-S-(0t-S-S-R), o
m. cz. ok. 400 kDa [50-52]. Podjednostki a zawierajg miejsca wigzgce ligand, podjednostki
B domene transblonowg oraz czes¢ efektorowa majgca aktywnos$é tyrozyno-swoistej kinazy
biatkowej [53-55]. Sekwencja aminokwasowa domeny kinazowej IGF I i insuliny wykazuje
84% homologii [56]. Kazdy z tych receptorow moze wiaza¢ ligand homologiczny, ale z
powinowactwem mniejszym od wigzania naturalnego liganda. Receptor dla IGF Il r6zni sie
catkowicie od receptorow dla insuliny i IGF I. Jest zbudowany z pojedynczego faricucha o m.
cz. 250kDa,nie wykazuje aktywnosci kinazowej i nie wigze insuliny [50,52,57]. Zewnatrzko-
morkowa cze$¢ R-IGFI1 reprezentuje az 92% calej czasteczki, a czes¢ cytoplazmatycznajest
relatywnie mata (18 kDa). Przyjmujac powinowactwo receptora do jego naturalnego Uganda
jako rowne jeden, zdolno$¢ wigzania ligandéw homologicznych mozna w przybUzeniu
przedstawi¢ w postaci nastepujacych proporcji:

a. R-IGF I : IGF I > IGF Il > insulina= 1:1/4: 1/800,

b. R-IGF I1:IGF Il > IGF I > insulina=1:13:0

W 1987 roku [58] wykazano, ze ludzki R-IGF Il jest bardzo podobny (ponad 80%
homologii w sekwencji aminokwasowej) do bydlecego, niezaleznego od stezenia kationéw
receptora mannozo-6-fosforanu (R-Man-6-P) . Nastepnie ustalono, ze R-IGF Il fgczy sie z
przeciwciatami dla R-Man-6-P oraz ze IGF Il i Man-6-P wigzg sie z tym samym wysokim
powinowactwem (Kd= 0,2 nM) z receptorem dla Man-6-P [59-61]. W koncu stwierdzono
[62], ze receptory dla IGF Il i dla Man-6-P izolowane z komorek ludzkich majg identyczng
strukture | rzedowa (99,8% homologii sekwencji). Aczkolwiek, funkcja R-Man-6-P nie jest
doktadnie poznana, szereg wynikow [63-65] wskazuje, ze petni on role transportera szeregu
nowosyntetyzowanych biatek (zwtaszcza hydrolaz) do lizosomow:

1) wewnatrzkomdrkowa lokalizacja i zdoIno$¢ do translokacji,

2) przeciwciata dla Man-6-P zaburzajg trasport hydrolaz do lizosomdw,

3) komorki nie majace R-Man-6-P wykazujg zwiekszong sekrecje enzymow lizosomal-
nych.

Szereg zwigzkow stymuluje translokacje R-Man-6-P z lizosoméw do btony komérkowe;j.
Najbardziej interesujagcym przyktadem jest insulina, ktora stymuluje w ciagu 10 min translo-
kacje 50% receptoréw Man-6-P [66]. Jest to o tyle ciekawe, Ze taka translokacja moze obnizac¢
transport nowosyntetyzowanych enzymoéw proteolitycznych z aparatu Golgiego do lizoso-
mow, co z kolei ttumaczytoby zdolno$¢ insuliny do hamowania wewnatrzkomaérkowego
katabolizmu biatek [67].

Przyjmujac, ze R-IGF Il i R-Man-6-P to jedno biatko, nasuwa sie pytanie, czy biatko to
moze petni¢ dwie tak rézne funkcje jak receptor dla czynnika wzrostu i posrednictwo w
wewnatrzkomdrkowym transporcie biatek? Odpowiedz na to pytanie jest obecnie trudna,
chociaz istnieja receptory posredniczace w dziataniu dwdch réznych funkcjonalnie ligandéw
(np. receptor dla acetylocholiny posredniczy takze w dziataniu tymopoetyny) [68]. W przy-
padku R-IGF Il/Man-6-P taka wiasciwo$¢ receptora moze integrowa¢ dwa rézne sygnaty.
Wykazano, ze Man-6-P podnosi powinowactwo IGF Il do receptora [59,60], co wskazuje, ze
oba ligandy moga dziata¢ synergistycznie. Zaproponowano [69], ze receptor IGF I11/Man-6-P
ma dwa rézne miejsca wigzace IGF Il i Man-6-P. Wyjasnienie rzeczywistej roli biologicznej
receptora IGF IlI/Man-6-P nie jest mozliwe na podstawie dotychczasowych informacji,
chociaz wiadomo, ze IGF Il odgrywa istotng role w rozwoju wielu tkanek ptodowych [70].
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AKTYWNOSC BIOLOGICZNA IGFs W HODOWLACH IN VITRO

Podobnie jak w przypadku innych czynnikéw wzrostowych takze insulino-podobne czyn-
niki indukujg w komdrkach docelowych odpowiedzZ plejotropowa. Wyrdznia sie dwa rodzaje
odpowiedzi biologicznej komdrek na dziatanie IGFs [15,71]:

a) szybka (krétkotrwatg) stymulacje proceséw metabolicznych (transport kationéw, cu-
kréw i aminokwasow oraz efekty insulino-podobne),

b) wolng (dtugotrwata) stymulacje mitogenng (synteza biatek i kwasdéw nukleinowych).

Generalnie, insulina, IGF 11 I1GF 1l moga zastepowac si¢ wzajemnie w regulacji wiekszosci
proceséw szybkich i wolnych, aczkolwiek ich efektywnos¢ zalezy od rodzaju tkanki docelo-
wej. Insulinajest od 5-10-krotnie (mig$nie) do 100-krotnie (tkanka ttuszczowa) aktywniejsza
od IGFs w stymulacji szybkich efektdw metabolicznych. Natomiast, IGFs sg ok. 100-krotnie
bardziej aktywne od insuliny w stymulacji mitogennej [72,73]. Insulino-podobne czynniki
wzrostowe sg raczej stabymi mitogenami w poréwnaniu do takich czynnikéw, jak PDGF czy
FGFs, majgnatomiast istotny wptyw nardznicowanie komoérek pochodzeniamezodermalnego
[74]. Wykazano m. in., ze komdrki erytroidalne (prekursorowe dla komdrek miesniowych i
osteoblastéw) podejmuja réznicowanie w obecnosci nanogramowych ilosci IGFs [74—76].
Insulino-podobne czynniki wzrostowe moga takze odgrywac waznarole w rozwoju i funkcjo-
nowaniu komorek nerwowych [77]. Sa niezbednymi sktadnikami przezyciowymi komérek
nerwowych izolowanych z ptodowych mézgoéw szczurzych i ludzkich hodowanych w ptynach
bezsurowiczych [78,79]. Wykazano, ze IGF | stymuluje (ok. 100-krotnie) wzrost liczby
oligodendrocytow w komérkach mézgowych [80], a IGF Il stymuluje wzrost neurondéw
czuciowych i wspdtczulnych [81,82]. IGFs stymulujg takze uwalnianie acetylocholiny [83],
katecholoaminy [84] i neuropeptydéw [79] z bton presynaptycznych komérek nerwowych.

IGFs stymuluja wzrost i r6znicowanie wielu réznych typéw komorek prawidtowych i
nowotworowych [15,76,85-90]. Dzialajg synergistycznie z innymi czynnikami wzrostu
(PDGF, EGF i FGF) czy hormonami, takimi jak: trojjodotyronina, glukokortykoidy iglukagon
[15].

PRAWDOPODOBNA ROLA FIZJOLOGICZNA IGFs

Prawidtowe stezenie IGFs we krwi zalezy gtdwnie od wiasciwie funkcjonujacej watroby,
ktdra jest miejscem syntezy tych czynnikéw i od prawidtowo funkcjonujacej przysadki
mozgowej, ktdrajest zrédlem hormonu wzrostu regulujgcego poziom IGFs we krwi [91-94].
Wykazano, ze kragzeniowy poziom GH moze by¢ regulowany IGFs przez ujemne sprzezenie
zwrotne i to na dwdch drogach: posrednio przez stymulacje sekrecji somatostatyny z pod-
wzgorza lub poprzez bezposrednie obnizenie sekrecji GH z przysadki [95]. Poziom krgzenio-
wy IGFs zmienia sie drastycznie w chorobach zwigzanych z uposledzeniem funkcji przysadki
i watroby. Przyktadowo, stezenie IGF | w krwi ludzi zdrowych (ok. 200 ng/ml) ulega
obnizeniu: w marskosci watroby (do 17 ng/ml) i w kartowato$ci przysadki (do 34 ng/ml),
natomiast ulega podwyzszeniu w akromegalii (do 801 ng/ml) [96]. O ile jednak krgzeniowy
poziom IGF | jest bezwzglednie zalezny od poziomu GH, o tyle analogiczna zalezno$¢ dla
IGF Iljest kwestionowana [97,98].

Zaleznos$¢ pomiedzy poziomem IGFs apoziomem insuliny jest ztozona. Obnizone stezenie
IGF I koreluje zpoziomem insuliny w krwi pacjentéw cukrzycowych [99] i powraca do iiormy
po intensywnej terapii insulinowej [100,101]. Natomiast, nie obserwowano podniesionego
poziomu IGF I i IGF Il w hiperinsulinemii [102]. IGFs posSredniczg takze w dziataniu innych
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hormonow, takich jak prolaktyna, estrogeny czy testosteron [103]. Trudno jednak rozstrzyg-
nac, jakajestrola fizjologiczna IGFs w regulacji metabolicznej, kontrolowanej przez wymie-
nione hormony dokrewne.

Wiele danych wskazuje, ze IGF | jest gtdbwnym regulatorem wzrostu somatycznego.
Pigmeje majacy normalnie funkcjonujaca przysadke mézgowa oraz prawidtowy poziom
krazeniowy hormonu wzrostu (i IGF Il) wykazuja znacznie nizsze od normy stezenie IGF |
we krwi [104]. Ciekawe, ze poziom IGF Ii IGF Il w surowicy dzieci Pigmejow nie odbiega
od normy, natomiast poziom IGF | w wieku dojrzewania stanowi zaledwie jedng trzecia
prawidtowego poziomu tego czynnika [105]. Przypuszcza si¢, ze obnizenie krgzeniowego
poziomu IGF | w okresie dojrzewania jest odpowiedzialne za charakterystyczny, niewielki
wzrost populacji Pigmejoéw. W kartowatosci Larona obserwuje sie podwyzszony poziom GH
ale bardzo niski poziom IGF 1i IGF Il [106,107]. Przyczyna tej choroby jest prawdopodobnie
obnizona liczba receptorow GH w komdrkach watroby [108,109], a co za tym idzie zmniej-
szona synteza i sekrecja IGF I. Obnizony poziom IGF | obserwuje sie takze w przypadkach:
niedozywienia, hipoinsulinemii, schorzeniach watroby i pierwotnym hipotyroidyzmie [110].
Nalezy jednak pamieta¢, ze nie tylko poziom krazeniowy (endokrynny), ale takze lokalne
stezenie (para- lub autokrynne) IGFs moze odgrywac istotng role w fizjologiczej kontroli jak
i w patologicznych zaburzeniach wzrostu poszczegdlnych tkanek.
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4. FIBROBLASTYCZNE CZYNNIKI WZROSTOWE (FGFs)

Historia badan fibroblastycznych czynnikéw wzrostowych liczy juz ponad 50 lat. W latach
1939-1940 wykazano, ze nieoczyszczonehomogenaty tkanki mézgowej zawierajg substancje
stymulujace wzrostpierwotnych hodowli fibroblastéw [1,2]. Pod koniec lat siedemdziesigtych
Gospodarowicz i wsp. [3] wyizolowali i czesciowo oczyscili peptyd o aktywnosci czynnika
wzrostowego fibroblastéw (FGF). Rozdziat wstepnie oczyszczonego preparatu metodg ogni-
skowania izoelektrycznego wykazat obecno$¢ dwoch peptydéw o aktywnosci FGF: jednego
kwasnego (pi < 6) a drugiego zasadowego (pi >9) [4,5]. Metoda ta pozwolita na catkowite
oczyszczenie i charakterystyke chemiczng dwoch podobnych peptydéw, okreslanych dzisiaj
jako kwasny, fibroblastyczny czynnik wzrostowy (aFGF) i zasadowy, fibroblastyczny czynnik
wzrostowy (bFGF).

Na podstawie badan sekwencji aminokwasowej ustalono, ze wiele peptydéw uwazanych
dotychczas za r6zne czynniki wzrostowe jest identycznych z aFGF lub bFGF [6- 8]. | tak
czynnik wzrostowy komadrek endotelialnych (ECGF), czynnik wzrostowy Il wyizolowany z
oka (EDGFII), czynnik wzrostowy wiazacy heparyne typu a (HBGFa), czynnik wzrostowy
pochodzacy z rogéwki (RDGF) i czynnik wzrostowy 1 astrocytéw (AGF1) s identyczne za
FGF. Natomiast, czynnik wzrostowy wyizolowany z watrobiaka (HDGF), czynnik wzrostowy
wyizolowany z chrzastki (CDGF) oraz EDGF |, EBGF B i AGF 2 sg homologiczne z bFGF.

Wspdlng wiasciwoscig wszystkich FGFs byta zdolno$¢ do wigzania sie z heparyng [9], co
znalazto praktyczne zastosowanie w metodzie izolowania tych czynnikéw wzrostowych
(chromatografia powinowactwa na zelu Sefaroza-heparyna), a takze w czesto spotykanym
nazewnictwie tej grupy zwiazkéw - czynniki wigzace sie z heparyna (ang. - heparin binding
growthfactors - HBGF).

RODZINA FIBROBLASTYCZNYCH CZYNNIKOW WZROSTOWYCH

Obecnie do rodziny FGFs (poza a i b FGF) zalicza sie takze produkty biatkowe genéw
INT 2, HST, FGF5, FGF6, KGF (tab. 7). Geny te zakwalifikowano do rodziny FGFs na
podstawie podobieristwa ich sekwencji nukleotydowych z genami FGFs. Gen INT2 (ang-
INTegration region) zidentyfikowano po raz pierwszy w trakcie wirusowo indukowanej
karcinogenezy gruczotéw mlecznych myszy BR6 [10]. W 17 z 40 indukowanych wirusowo
guzoéw piersi prowirusowy DNA byt zintegrowany z tym samym regionem chromosomowym
gospodarza o dtugosci 24 kb nazwanym INT2 (wystepuje takze co najmniej jeszcze jeden
podobny region nazwany INT1). Ustalono, ze onkogen ten zwigzany jest z wirusowo induko-
wang deregulacja wzrostu komorek infekowanych. Ludzki homolog produktu mysiego genu
INT2 [11] jest typowym biatkiem karcinoembrionalnym, ktérego gen nie ulega ekspresji w
tkankach osobnikéw dorostych, natomiast jest syntetyzowany w tkankach embrionalnych
oraz w wirusowo indukowanych nowotworach piersi [12,13,14]. W roku 1986 Sakamoto i
wsp. [15] opisali nowy onkogen. W przypadku 3z 21 préb transfekcji komérek NIH 3T3 DNA
otrzymanym z ludzkiego raka zotgdka przeniesiona zostata sekwencja o aktywnosci transfor-
mujgcej, nazwana HST (ang - Human STomach cancer). Inni autorzy wykazali sekwencje
HST po transfekcji do komorek zwierzecych DNA uzyskanym z ludzkich nowotwor6w, takich
jak: miesak Kaposiego, rak okreznicy czy czerniaki [16]. Ustalono, ze protoonkogen HST u
ludzi zlokalizowany jest w pasmie chromosomowym 1lql3 [17] oddalonym od genu INT2 o
niecate 40 kb [18,19]. Nie wykazano obecnosci mMRNA dla HST w tkankach prawidtowych
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osobnikéw dorostych. Podobniejak ENT2 gen HST ulega ekspresji w tkankach embrionalnych
i nowotworowych [20]. Rok péZniej Zhan i wsp. [21] zidentyfikowali onkogen kodujacy
biatko zaliczane do rodziny FGF po transfekcji DNA ekstrahowanego z linii komorkowej raka
pecherza do komorek NIH 3T3 [22]. Gen ten (FGF5) zostat nastepnie sklonowany z wyko-
rzystaniem RNA uzyskanego z jednodniowego mozgu ludzkiego. Gen FGF5 jest zlokalizo-
wany w pasmie chromosomowym 4qg21 [18]. W roku 1989 wyizolowano dwa dalsze czynniki
wzrostowe zaliczane do rodziny FGF: biatko kodowane przez gen FGF6 (zlokalizowany w
chromosomie 12) oraz biatko kodowane przez gen KGF, wyizolowane z ptynu hodowlanego
linii komérkowej embrionalnych fibroblastéw ludzkich [23,24].

TABELA 7. Rodzina genow kodujacych peptydy zaliczane do fibroblastycznych czynnikéw wzrostowych

Pierwotny produkt % homologii*
translacji (liczba aa) zZ bFGF

bFGF 155

aFGF 140 55

INT2 239 40

HST 206 42

FGF5 267 43

FGF6 207 43

KGF 194 39

* - Procent homologii sekwencji aminokwasowej wyliczony dla $rodkowej czesci genéw z pominieciem czesci
N-koricowych (niehomologicznych) i dodatkowych odcinkéw C-koricowych obecnych w FGF5 i INT2.

Wspdlng cecha odrozniajacq FGFs kodowane przez geny INT2, HST, FGF5, FGF6, KGF
od aFGF i bFGF jest obecnos¢ w ich czasteczkach prekursorawych sekwencji sygnatowej
(odpowiedzialnej za sekrecje). Jest to prawdopodobnie zwigzane z odmienng funkcjg fizjo-
logiczng tych biatek, z ktorych pierwsze sg istotne w procesie embriogenezy (a w warunkach
patologicznych we wzro$cie nowotworowym), natomiast, drugie regulujgwzrostirdznicowa-
nie dorostych tkanek.

Fibroblastyczne czynniki wzrostowe sg, podobnie jak inni przedstawiciele tej grupy
zwigzkow, peptydami o konserwatywnej ewolucyjnie stukturze. FGFs wyizolowane z m6zgu
bydlecego sg prawie identyczne z ludzkimi i réznig sie 12 resztami aminokwasowymi w
przypadku aFGF i dwoma w przypadku bFGF [5,25]. bFGF wykazuje niewielkg identyczno$é
sekwencji (10%) z interleuking Ib, a mimo to podobienstwo struktury przestrzennej tych
dwoch biatek jest zaskakujgco duze [26]. Ponadto, te dwa r6zne funkcjonalnie biatka majg
jeszcze jedng wspolng ceche strukturalng - brak sekwencji sygnatowej w prekursorowej
czasteczce obu polipeptydéw [27].

RECEPTORY FGFs

Receptory FGFs sa glikoproteinami o m. cz. 130-135 kDa, w ktorych czes$¢ akceptorowa
zawieratrzy domeny Ig-podobne, a cze$¢ efektorowa ma aktywnos$¢ tyrozyno-swoistej kinazy
biatkowej [28,29]. Zidentyfikowano cztery geny kodujace biatka receptorowe dla FGFs [30].
Wszystkie wigzg poszczegdlne FGFs z podobnym powinowactwem, a wigzanie czynnikow
wzrostowych do ich receptoréw jest zalezne od interakcji FGFs z proteoglikanami btony
komérkowej, zawierajacymi siarczan heparyny [30]. Komérki docelowe majg na swojej
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powierzchni 10° do 10° receptoréw dla FGFs [31-33] o wysokim powinowactwie do liganda
(Kd= 10-200 pM).

AKTYWNOSC BIOLOGICZNA

Chociaz FGFs zostaty wyizolowane i scharakteryzowane na podstawie ich zdolnosci do
stymulacji proliferacji fibroblastéw, szybko ustalono, ze czynniki te sg takze mitogenami dla
komorek pochodzenia mezodermalnego i neuroektodermalnego. Stymulujg m.in. wzrost i
réznicowanie: naczyniowych komdrek srddbtonka, komoérek miesni gtadkich, komorek gle-
jowych, chondrocytéw, osteoblastéw i komorek nabtonka [9, 34-37]. Udowodnio takze, ze
FGFs sg chemoatraktantami dla: komorek endotelialnych, glejowych i fibroblastow [38,39].
Aktywno$¢ biologiczna tych biatek wskazuje na ich prawdopodobny udziat w: procesie
gojenia ran [40,41], rozwoju embrionalnym [42,43], formowaniu kosSci [44], angiogenezie
[45,46] oraz przezyciu i wzroscie neuronéw [47,48].

Aczkolwiek, nie stwiedzono, aby czynniki wzrostowe indukowaty genotypowsg transfor-
macje nowotworowa, ich niekontrolowana, stata produkcja w tkance nowotworowej moze
powodowac generowanie i podtrzymywanie fenotypu stransformowanego. Wykazano, ze
liczne komérki nowotworowe produkujg czynniki z rodziny FGFs i moga na nie odpowiadac
[49-51]. Z drugiej strony stwierdzono, ze syntetyzujace bFGF komorki ludzkiego watrobiaka
SK-HEP-1 oraz szczurzego glejaka C6 wydzielajg ten czynnik do ptynu hodowlanego w
znikomych ilosciach [51,52]. Tak wiec znaczenie a i b FGFsjako autokrynnych stymulatoréw
wzrostu komdrek nowotworowych pozostaje niejasne. Natomiast, nie ulega watpliwosci, ze
FGFs produkowane przez komérki nowotworowe majace sekwencje sygnatowa (np. produkty
gendw IN2, HST) moga regulowac wzrostkomérek macierzystych w drodze autokrynnej [53].
Wydawato sie prawdopodobne, ze FGFs produkowane przez komérki nowotworowe moga
takze stymulowaé wzrost sgsiednich komoérek prawidtowych w drodze parakrynnej [54].
Warunkiem auto- lub parakrynnego dziatania FGFs byfa problematyczna zdolno$¢ komérek
produkujacych te czynniki do ich sekrecji poza komdrke macierzysta.

SEKRECJA FGFs

Okreslenie struktury | rzedowej a i b FGFs ujawnito, ze zaden z tych czynnikéw nie ma
typowej sekwencji sygnatowej [8,55]. Podstawowe pytanie, jakie nasuwato sie w tej sytuacji
brzmiato: czy FGFs nie sg wydzielane na zewnatrz komorki, czy tez sg wydzielane w sposéb
niekonwencjonalny? Pierwsze proby wyjasnienia tego problemu [56,57] nie przyniosty zde-
cydowanej odpowiedzi. Stwierdzono bardzo mate (chociaz mierzalne) stezenie bFGF w
ptynach hodowlanych komérek syntetyzujacych ten czynnik. Dodanie do hodowli przeciwciat
dla bFGF obnizato (20-35%) szybkos$¢ proliferacji badanych komorek, ale nie hamowato jej
catkowicie. Szereg dowodéw posrednich, wskazujacych na sekrecje FGFs zostato przedsta-
wionych w latach 1989-1990. Po pierwsze wykazano, ze poziom bFGF w ptynie hodowlanym
obniza sie gwattownie wraz ze wzrostem gestosci badanych komdrek, co wskazywato, ze
wydzielany czynnik jest wigzany przez skfadniki matriks pozakomérkowej lub zewnetrznej
powierzchni komorki [58]. Po drugie, transfekcja komorek prawidtowych cDNA zawierajg-
cym sekwencje kodujacg bFGF potgczong z sekwencjg sygnatowg 1gG powodowata zmiany
charakterystyczne dla komorek transformowanych (utrata zahamowania kontaktowego,
wzrost w ptynach bezsurowiczych), a mimo to nie stwierdzono obecnosci bFGF w plynie
hodowlanym [59,60]. Wyjasnienie tej zagadki nasunety zaréwno charakterystyczna dla FGFs
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zdolno$¢ wigzania sie zheparynag, jak i fakt, ze istotnym sktadnikiem matriks pozakomorkowej
oraz powierzchni zewnatrzkomoérkowej jest siarczan heparanu (proteoglikan zawierajacy
zwigzang heparyne). Zaproponowano, ze FGFs sg wydzielane na zewnatrz komarki i wigzane
z siarczanem heparanu z szybkos$cig uniemozliwiajacg ich oznaczenie metodami immunolo-
gicznymi [59,60].

Przyjmujac poprawno$¢ powyzszej hipotezy nalezato udowodni¢ obecnos¢ zwigzanych
form FGFs w matriks pozakomérkowej i/lub w zewnetrznej powierzchni btony komérkowe;.
Istnienie tych ostatnich synalizowaty doswiadczenia Moscatelliego [61] nad liczbgreceptoréw
bFGF w komérkach $rédbtonka naczyh wioskowatych. Okreslit on liczbe miejsc wigzacych
bFGF na 106/komorke, przy czym tylko 1% tej liczby stanowity receptory o statej dysocjacji
Kd= 20 pM. Pozostate 99% miejsc wigzato bFGF z duzo mniejszym powinowactwem (Kd =
2 nM). Co wiecej FGF byt tatwo uwalniany z tych miejsc dziataniem heparyny. Dziatanie
heparynazy powodowato takze dysocjacje FGFs z komplekséw wiazacych o wysokim powi-
nowactwie (receptorow FGFs), ale proces ten przebiegat znacznie wolniej (potowiczny czas
dysocjacji kompleksu T50 = 46 min) niz komplekséw o niskim powinowactwie (T50= 6 min)
[62].0becnos¢ miejsc wigzacych bFGF o niskim powinowactwie do czynnika wzrostowego
wykazano takze (in vitro i in vivo) w matriks pozakomdrkowej endotelialnych komérek
rogowki [63,64]. Podobnie jak w doswiadczeniach Moscatelliego FGF byt uwalniany dziata-
niem substancji heparyno-podobnych oraz dziataniem heparynazy [65]. Na podstawie u-
zyskanych wynikow autorzy sugerowali, ze matriks pozakomoérkowa jest rezerwuarem
aktywnych FGFs, a lokalne uwalnianie tych czynnikéw moze regulowaé r6znicowanie neu-
ronéw lub miocytdéw oraz angiogeneze [66]. Ostatecznym dowodem na wydzielanie i groma-
dzenie FGFs w obszarach zewnatrzkomaérkowych byty doswiadczenia Thompsona i wsp. [67]
nad desorpcjg bFGF z endotelium naczyniowego przez dozylne podawanie heparyny.
Wstrzyknigtadozylnie heparynapowodowata gwattowne podniesienie poziomu wolnego FGF
w osoczu krwi krélika, a podany w chwile p6zniej bFGF znakowany  J byt réwnie szybko
usuwany z krgzenia. Ponowne podanie heparyny pozwalato na ilosciowe okreslenie uwalnia-
nego FGF przez oznaczenie pietna izotopowego w osoczu krwi.

Obecnie przyjmuje sie, ze proteoglikany zawierajgce siarczan heparyny maja kluczowe
znaczenie w regulacji aktywnosci FGFs in vivo [68], Spekuluje sie, ze uwalnianie FGFs z
zapasow zewnatrzkomoérkowych moze by¢ odpowiedzialne za proces waskularyzacji nowo-
tworow, gdzie lokalnym zrédtem heparyny moga by¢ komorki tuczne [69].

O ile sama sekrecja i proponowany sposéb magazynowania FGFs majg spore uzasadnienie
doswiadczalne, o tyle mechanizm transportu FGFs z cytoplazmy na zewnatrz komérki jest
niejasny. Zaproponowano dwie rézne mozliwosci uwalniania FGFs, gtéwnie na podstawie
badania innych biatek, pozbawionych sekwencji sygnatowej (rys. 12):

a) uwalnianie FGFs spowodowane uszkodzeniem lub $miercig komérki [62],

b) gromadzenie FGFs w pecherzykach zewnatrzkomérkowych powstatych przez wynico-
wanie btony komérkowej [22,62],

Trudno ocenic, ktory lub ktdre z przedstawionych modeli majg znaczenie w fizjologicznej
regulacji wzrostu i réznicowania tkanek, stymulowanej dziataniem fibroblastycznych czynni-
kéw wzrostowych.
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Rys. 12. Hipotetyczne mozliwosci uwalniania FGFs przez uszkodzenie komorki (a) lub wynicowanie btony pla-
zmatycznej (b); syntetyzowane na rybosomach FGFs (0) moga by¢ wydzielane na zewnatrz komérki po uszkodze-
niu btony plazmatycznej (1, 2) lub pakowane do pecherzykéw zbiorczych, ktére asocjujg z wewnetrzng
powierzchnig btony komérkowej (3) i po jej wynicowaniu (4) uwalniane s do otoczenia
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5. CZYNNIK WZROSTOWY HEPATOCYTOW (HGF)

Mija ponad czterdziesci lat od czasu, kiedy Christensen i Jacobsen [1] oraz Bucher [2]
wykazali, ze aktywno$¢ mitotyczna nienaruszonej watroby wparze parabiotycznych szczuréw
wzrastapo czesciowej hepatotektomii, dokonanej u partnera. Wyniki prac eksperymentalnych,
prowadzonych naprzetomie lat sze$¢dziesigtych i siedemdziesigtych obecnego stulecia wska-
zywalty, ze krew szczurow poddanych czesciowej resekcji watroby zawiera czynnik stymulu-
jacy proliferacje hepatocytéw w watrobach parabiotycznych partnerow [3,4], skrawkach
tkanki watrobowej [5] lub w transplantowanych hepatocytach [6]. W latach osiemdziesigtych
okazato sie, ze czynnik ten jest biatkiem stymulujacym wzrost hepatocytéw w hodowli
pierwotnej, okreslanym jako hepatopoetyna A [7,8] lub hepatotropina [8]. Po uzyskaniu
homogennych preparatéw stwiedzono, ze HGF (ang. - hepatocyte growth factor) jest dwu-
taricuchowym polipeptydem o m. cz. 82 kDa [10] i sekwencji aminokwaséw identycznej z
biatkami okreslanymi w pismiennictwie anglojezycznym jako scatterfactor [11] lub tumor
cytotoxicfactor [12].

WLASCIWOSCI HGF

Dojrzaty HGF zbudowany jest z dwoch taricuchow: ciezkiego (podjednostka a) om.cz. 69
kDa i lekkiego (podjednostka ) o m.cz. 34 kDa [13-15]. tancuch ciezki zawiera 4 domeny
o strukturze podobnej do precla, z ktérych mniejsza petla potaczonajest z wiekszg wigzaniem
dwusiarczkowym [16,17]. Domeny te cechuje zdolno$¢ do wigzania z innymi biatkami i
obecnos$¢ charakterystycznej sekwencji aminokwasowej -Asn-Tyr-Cys-Arg-Pro-Asp-. Obe-
cnos$¢ podobnych struktur o zblizonej sekwencji aminokwaséw wykazano w plazminogenie
(domeny 1,4, 5) i protrombinie (domena 1) [18-20]. Lancuch lekki ma strukture pseudopro-
teazy, w ktorej dwa z trzech aminokwaséw centrum aktywnego (Ser, His, Asp) zostaty
zastgpione innym: Ser - Tyr a His - Gin [16]. Dlatego HGF nie ma aktywnosci proteolitycznej.
Czynnik wzrostowy hepatocytow, podobnie jak FGFs jest biatkiem termo- i kwasolabilnym,
podatnym na traktowanie ditiotreitolem i trypsyng [13,21].
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HGF jest sytetyzowany w formie jednotafncuchowej czasteczki prekursorowej, zbudowa-
nej z 728 aminokwasow [16]. Posta¢ dimeryczna tworzonajest z prekursora w wyniku ciecia
enzymatycznego pomiedzy Arg494 a Val4 5 Sekwencja aminokwasOw w miejscu rozciecia
fancuchajest identycznajak w plazminogenie [22], Dlatego uwaza sie, ze aktywator plazmi-
nogenu jest enzymem katalizujgcym tworzenie dojrzatej czasteczki czynnika wzrostowego
hepatocytow.

Receptorem HGF jest produkt onkogenu c-met [23], biatko 0 m.cz. ok. 190 kDa, zbudo-
wane z dwoch podjednostek: ot (50 kDa) i R (145 kDa) [24,25]. Cze$¢ cytoplazmatyczna
podjednostki B receptora HGF ma aktywno$¢ kinazy tyrozynowej, stymulowanej przytacze-
niem liganda [26-28]. Szczurze hepatocyty majg 500-600 receptoréw o wysokim powino-
wactwie do HGF (Kd= 20 pM) w przeliczeniu najedng komorke [29], Obecnos¢ receptoréw
HGF wykazano w wielu tkankach, m.in. w watrobie, $ledzionie, nerkach, ptucach i skdrze
[28.30].

Magazynem HGF podobnie jak wielu innych czynnikéw wzrostowych sg ptytki krwi
[13.31]. HGF jest mitogenem i chemoatraktantem gtdéwnie dla komorek epitelialnych i
epidermalnych oraz inhibitorem wzrostu dla niektérych komérek transformowanych (czerniak
B6/F1, watrobiak HepG2) [32,33]. Dane te wskazujg, ze aktywnos$¢ biologiczna HGF nie
ogranicza sie¢ do hepatocytéw i czynnik ten, podobnie jak inne czynniki wzrostowe, jest
biatkiem wielofunkcyjnym. Wybrane wiasciwosci czynnikawzrostowego hepatocytéw zebra-
no w tabeli 8.

TABELA 8. Wybrane wtasciwosci czynnika wzrostowego hepatocytéw (HGF)

Wihasciwose Warto$¢

Masa czasteczkowa 82 kDa

Podjednostki a-69 kDA, B —34 kDa

Inaktywacja ogrzewanie (110°C przez 3 min) 1 M kwas octowy, ditiotreitol, trypsyna

Maksimum aktywnosci ~ 60-90 pM
Addytywnos$¢ dziatania  z EGF i insuling
Swoisto$¢ gatunkowa nieswoisty
Komérki produkujace gtdwnie komdrki mezenchymalne
Komérki docelowe:
stymulator wzrostu  hepatocyty, fibroblasty, melanocyty, keratynocyty, komorki epitelialne
kanalikéw nerkowych

inhibitor czerniak B6/F1, watrobiak Hep G2
chemoatraktant pitelialne komdrki nerki, epidermalne keratynocyty, watrobiak Hep G2
Receptor produkt onkogenu c-met (m.cz. 190 kDa, aktywnos$¢ kinazy tyrozynowej)

ROLA HGF W REGENERACJI WATROBY

Zdolnos$¢ watroby do regeneracji byta znanajuz w starozytnosci, a eksperymentalny model
regeneracji watroby zostat opisany po raz pierwszy w roku 1931 [34]. Usuniecie 70% watroby
szczurzej powoduje, ze pozostate komoérki watroby podejmuja proliferacje i po ok. 10 dniach
narzad ten powraca do swojej poczatkowej wielkosci i aktywnosci metabolicznej. Funkcjo-
nalne jednostki watroby ssakdw zbudowane sg z kilku rodzajow komdrek: migzszowych,
odpowiedzialnych za swoiste funkcje metaboliczne (hepatocyty) i nieparenchymalnych (si-
nusoidalne komdrki epitelialne, komérki Browicza-Kupffera, komorki Ito, fibroblasty), sta-
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nowiacych 30-40% catkowitej liczby komorek watroby. Regeneracja hepatocytéw rozpoczy-
na sie juz 30 minut po hepatotektomii (dyspersja ciatek zasadowych, pecznienie mitochon-
driéw). Synteza DNA wzrasta gwattownie po 16-18 godzinach, osigga maksimum miedzy 20
a 24 godzing, po czym szybko spada. Maksimum aktywnosci mitotycznej wystepuje w 6 do
8 godzin po maksimum syntezy DNA. Mniej wiecej w tym samym czasie (29-35 godzin po
resekcji) obserwuje sie ok. 100-krotny spadek potaczerh miedzykomérkowych (gupjunctions)
[35,36]. Jest to istotne, poniewaz z do$wiadczen in vitro wynika, ze geste hodowle pierwotnych
hepatocytdw saniewrazliwe na dziatanie mitogenow, w przeciwieristwie do hodowli rzadkich.
Udowodniono, ze wrazliwo$¢ hepatocytow na stymulacje mitogenng jest regulowana przez
kontakt miedzykomdrkowy i zalezna od obecnosci zlokalizowanych na powierzchni btony
czasteczek biatka CSM (‘ang. - Cell Surface Modulator) [37,38]. Tak wiec, uszkodzenie
watroby i spowodowany tym spadek potaczeri miedzykomaérkowych moga czyni¢ hepatocyty
zdolnymi do odpowiedzi na HGF .

Zrodtem HGF w watrobie s komarki nieparenchymalne, gtownie komérki Browicza-
Kupffera i sinusoidalne komorki epitelialne [39]. Ale maksimum ekspresji genu HGF w tych
komorkach obserwowano po ok. 30 godzinach, podczas gdy poziom HGF w ptucach, nerkach
i Sledzionie wzrastat gwattownie po 6 godzinach, a w krwi juz po 3 godzinach po hepatote-
ktomii [40,41]. Prawdopodobnie wiec dziatanie HGF przebiega dwoma drogami: endokrynng
(HGF uwalniany z ptytek krwi, $ledziony, ptuc i nerek) oraz parakrynng (HGF syntetyzowany
przez komorki watroby). Nie wiadomo natomiast, jaki sygnat powoduje wzmozong synteze i
sekrecje HGF w omawianych tkankach. Trudno réwniez powiedzieé, jaki sygnat koiczy
proces regeneracji watroby, chociaz problem ten legt u podstaw hipotezy naturalnych inhibi-
toréw wzrostu, okreslanych nazwa chalony [42,43]. Wydaje sie jednak, ze w proces hamowa-
nia proliferacji hepatocytdw zaangazowane sg inne polipeptydy. Podczas izolacji HGF z
phytek krwi uzyskano dwa inhibitory wzrostu hepatocytéw: PDGI-a iPDGI-R (ang. —platelet
derived growth inhibitor) [44], PDGI-R okazat sie identyczny z TGFRI, a PDGFIl-a - z
peptydem o zblizonej do TGFR sekwencji aminokwasow. Dozylne podanie TGFRI hamuje
wczesng faze regeneracji watroby (67% redukcji frakcji hepatocytow zaangazowanych w
synteze DNA po 22 godzinach), aczkolwiek nawet ciggte podawanie TGFRI nie hamuje
catkowicie procesu regeneracji [45]. Silnym inhibitorem wzrostu hepatocytdw jest takze
interleukina IR [46]. W odrdznieniu od transformujgcego czynnika wzrostowego IL-IR
hamuje wzrost gestych hodowli hepatocytéw ijest produkowana m.in. przez komorki Browi-
cza-Kupffera. Mozliwe wiec, ze regeneracja watroby jest hamowana dwutorowo w drodze
endo- (TGFRI) i parakrynnej (IL-1). Nie nalezy zapomina¢, ze naturalnym procesem hamo-
wania proliferacji hepatocytéw w regenerujacej watrobie bedzie wzrost potaczen miedzyko-
morkowych i spadek wrazliwosci na mitogeny. Mimo ze przedstawiony powyzej zarys
procesu regeneracji watroby jest obrazem bardzo uproszczonym i niekompletnym, nie ulega
dzi$ watpliwosci, ze kluczowgrole w naprawie omawianej tkanki odgrywaczynnik wzrostowy
hepatocytow.
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Y. TRANSFORMUJACE CZYNNIKI WZROSTOWE
TYPU R (TGFRs)

Transformujace czynniki wzrostu (TGFs) zostaty odkryte w roku 1978 przez Delarco i
Todaro [1] w ptynie hodowlanym fibroblastéw mysich transformowanych wirusem Mo-RSV.
Nazwa "czynnik transformujacy" zostata zaproponowana ze wzgledu na zdolnos¢ tych zwigz-
kéw do odwracalnej, fenotypowej transformacji prawidtowych fibroblastow [2]. Niektdre,
ustalone linie komdrek prawidtowych (gtéwnie pochodzenia mezenchymalnego), poddane
dziataniu TGFs wykazywaty:

a) utrate zahamowania kontaktowego i wzrost wielowarstwowy,

b) zmiane morfologii na typowa dla komérek transformowanych,

c) zdolno$¢ do wzrostu niezaleznego od przyczepienia do podtoza, charakterystyczna dla
wiekszosci komérek nowotworowych.

TGFs wyizolowano z ptynéw hodowlanych réznych komorek transformowanych wiruso-
wo i chemicznie, nowotworowych linii komdrkowych oraz prawidtowych komérek emb-
rionalnych i dorostych réznych gatunkéw ssakéw [3,4,5]. Réznice w wiasciwosciach
chemicznych i aktywnosci biologicznej wskazywaty, ze istniejg rozne typy TGFs. Podstawo-
wym kryterium, ktore postuzyto do klasyfikacji TGFs byto podobienstwo strukturalne i
wspoétdziatanie z EGF. A. Roberts i wsp. [3] zaproponowali podziat TGFs na trzy typy
czynnikéw: a, B iy. TGFa sa homologiczne do
EGF i dziatajg poprzez receptor tego czynnika
wzrostu. TGFR nie dziatajg poprzez receptor
EGF, ale wymagaja obecnosci EGF dla optyma-

Inej stymulacji wzrostu klonalnego. Natomiast

TGFy nie dziatajg poprzez receptor EGF i nie

wymagajg obecnosci EGF do stymulacji wzrostu

niezaleznego od przyczepienia do podfoza. Istot-

ng cechg TGFsjest ich synergistyczne dziatanie.

Maksymalna odpowiedZz komdrek NRK-49F

(maksymalna liczba duzych kolonii rosngcych w

potptynnym $rodowisku) wymaga obecnosci za-

rowno TGFa, jak i TGFR. Przyjmuje sie, ze w

zaleznosci od rodzaju komorek docelowych sty-

mulacja wzrostu klonalnego moze by¢ uzaleznio-

naod WSPO*dZIa*amaZ innymt Czyr]nlkgrnl feg?.o' "Rys. 13. Wspottdziatanie czynnikéw wzrostowych
lub ednogennymi) wzrostowymi, takimi jak  (pdgf, EGF/TGFa, IGF I'i TGFR) w stymulacji
PDGF czy IGFs. Hipotetyczny model takiego niezaleznego od przyczepiania do podtoza wzrostu
wspotdziatania przedstawiono na rysunku 13. komérek prawidtowych
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Mechanizm stymulacji wzrostu niezaleznego od przyczepienia do podioza jest nieznany.
Transformujacy czynnik wzrostu typu a zostat omoéwiony w rozdziale 11.1., natomiast czyn-
niki zaliczane do typu y sg dotychczas stabo scharakteryzowane strukturalnie i nie beda
omawiane w niniejszej monografii. Niewatpliwie najciekawszg grupa transformujgcych czyn-
nikbw wzrostowych sg peptydy zaliczane do typu R, przede wszystkim ze wzgledu na
niespotykana, wielokierunkowa aktywno$¢ biologiczna.

SYNTEZA | SEKRECJA TGFRs

Dotychczas ustalono strukture trzech homodimerycznych (TGFRI, TGFR2 i TGFR3) oraz
jednego heterodimerycznego (TGFRI,2) czynnika o aktywnosci TGFR. Wszystkie sg pepty-
dami o m.cz. 25 kDa zbudowanymi z dwdéch podjednostek o0 m.cz. 12,5 kDa (112 amino-
kwaséw), potaczonych mostkami dwusiarczkowymi [6-8]. TGFRI zostat pierwotnie
wyizolowany z ludzkich phytek krwi, ktére petnig role swoistego magazynu tego czynnika,
podobnie jak to ma miejsce w przypadku PDGF [9]. Z ptytek krwi $winskiej zostat wyosob-
niony TGFR2, identyczny z inhibitorem wzrostu BSC-1 wyizolowanym z nerki zielonej matpy
afrykanskiej [10]. Ten sam peptyd wyizolowano z komérek adenokarcinomy [11] i gliobla-
stomy [12]. Wykazano, ze TGFRI i TGFR2 sg identyczne z czynnikami indukujagcymi wzrost
chrzastki, okreslanymi pierwotnie jako CIF A i CIF B (ang. - cartilage-inducing factors)
[13,14]. TGFR3 wyizolowano z komérek chondrocytow kurzych [6],Wszystkie TGFR wyka-
zuja ok. 70% podobienistwa w sekwencji aminokwasowej oraz bardzo podobng aktywno$é
biologiczng. TGFRs wykazuja ponadto pewne podobieAstwo strukturalne (28-38% homolo-
gii) do C-koricowego fragmentu inhibitora Mulleriana (substancji powodujacej regresje kana-
likaMulleriana w trakcie rozwoju uktadu reprodukcyjnego samcéw) oraz do aktywin i inhibin,
ktore regulujg sekrecje hormonu FSH [15,16].

TGFR sg syntetyzowane w formie nieaktywnej czasteczki prekursorowej zbudowanej z
391 reszt aminokwasowych. Peptyd sygnatowy (29 reszt aminokwasowych) jest odcinany
podczas przejscia prekursora przez btony szorstkiej siateczki endoplazmatycznej. Inne po-
translacyjne modyfikacje (glikozylacja, fosforylacja i dimeryzacja) majgmiejsce przed sekre-
cja peptydu w btonach aparatu Golgiego [17,18]. Dojrzaty, aktywny dimer TGFR (m.cz. 25
kDa) jest w ptytkach krwi niekowalencyjnie zwigzany z pozostata czescig prekursora (m.cz.
75-85 kDa), a cato$¢ kowalencyjnie zwigzana z biatkiem nos$nikowym o m.cz. 135 kDa
[19,20] i uwalniana do krazenia w formie nieaktywnego kompleksu. Wiele komorek syntety-
zuje i wydziela TGFR w formie latentnego kompleksu o m.cz. 110 kDa [21,22]. Kompleks ten
moze by¢ aktywowany in vitro przez zakwaszenie (pH <4), traktowanie czynnikami chaotro-
powymi (SDS, mocznik), proteazami lub glikozydazami [22-25]. Na podstawie doswiadczen
prowadzonych na komérkach CHO Lyons i wsp. [26] zaproponowali model aktywacji
latentnej formy TGFR dziataniem plazminy (rys.14). Wydaje sie prawdopodobne, ze fizjo-
logiczna aktywacja TGFR uwalnianego z ptytek krwi przebiega podobnie, bowiem obecno$é
biatka nosnikowego nie ma wptywu na uwalnianie dojrzatego TGFR dziataniem plazminy.
Poniewaz TGFR stymuluje w komdrkach tkanki tacznej produkcje inhibitora aktywatora
plazminogenu oraz obniza aktywnos$¢ aktywatora plazminogenu [27-29], mechanizm ten
magtby kontrolowac poziom TGFR na zasadzie sprzezenia zwrotnego [20].

Aktywna czasteczka TGFR moze wigzac sie do swoistych receptorow komdrkowych lub
do rozpuszczalnych biatek, takich jak: fibronektyna [30] lub o”-makroglobulina [31,32].
Wykazano, ze gtébwnym biatkiem wigzacym osocza krwi dla TGFR jest o*-makroglobulina
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[31]. Poniewaz kompleks TGFR-a2Mjest biologicznie nieaktywny [31,32], o*-makroglobuli-
na moze przenosi¢ TGFR do komdrek docelowych, gdzie uwolniony czynnik wywiera swoj
efekt biologiczny. Prawdopodobne jest takze, ze kompleks TGFR-0"M kierowany jest do
komorek majacych receptory dla o”-makroglobuliny (makrofagi, hepatocyty) i w ten sposéb
nadmiar TGFR jest usuwany z krazenia [33].

Rys. 14. Schemat niefizjologicznej (zakwaszenie $rodowiska) i fizjologicznej (dziatanie plazminy) aktywacji laten-
tnej formy TGFR (wg [26 ] za zgoda autora)

RECEPTORY TGFR

Obecnosc receptorow dla TGFR stwierdzono w btonach cytoplazmatycznych bardzo wielu
roznych typéw komorek [34,35]. Wykazano istnienie trzech klas receptoréw dla transformu-
jacych czynnikéw typu B, réznigcych sie strukturg i powinowactwem do liganda [6,36].
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Receptory klasy | (m.cz. 65 kDa) i Il (m.cz. 85-110 kDa) wigzg TGFRI z wyzszym powino-
wactwem niz TGFR2. Natomiast, receptor klasy 111 jest proteoglikanem o m.cz. ok. 600 kDa,
zbudowanym z dwdch podjednostek (280-330 kDa) powigzanych mostkami dwusiarczkowy-
mi. Receptory tej klasy wigzg TGFRI i TGFR2 z podobnym powinowactwem. Mechanizm
przeniesienia sygnatu z udziatem receptoréw dla TGFR jest niejasny. Sugerowano istnienie
wielu uktaddw efektorowych, stymulowanych dziataniem TGFR, takich jak: cyklaza adeny-
lanowa, fosfolipaza C czy biatka regulujgce funkcjonowanie kanatéw jonowych [37]. Przy-
puszczalnie, czynniki wzrostowe nalezace do rodziny TGFR moga uruchamiaé zalezng badz
niezalezng od biatek G droge przekazywania sygnatu [38], a efekt ostateczny zalezny jest od
typu komérek docelowych.

AKTYWNOSC BIOLOGICZNA TGFR

Badaniaprowadzone whodowlach tkankowych wskazuja, ze peptydy zaliczane do rodziny
TGFR majg bardzo szeroki zakres dziatania. Efekt koricowy zalezy od rodzaju komérek
docelowych i obecnosci innych czynnikéw regulacyjnych w medium hodowlanym. Podsta-
wowe kierunki dziatania TGFR mozna w uproszczeniu sprowadzié do nastepujacych efektow:

(a) stymulacja niezaleznego od przyczepienia do podtoza wzrostu prawidtowych fibrobla-
stow,

(b) stymulacja wzrostu komérek mezenchymalnych,

(c) inhibicja wzrostu wiekszosci komorek epitelialnych i prekursorowych komorek krwi,

(d) regulacja réznicowania wielu réznych rodzajow komorek,

(e) modulacja odpowiedzi immunologicznej.

Poczatkowo sadzono, ze TGFR jest typowym mitogenem, majagcym ponadto zdolnos¢ do
fenotypowej transformacji komérek prawidtowych. Pézniej wykazano, ze aktywnos¢ trans-
formujaca ograniczona jest do linii komérkowych pochodzenia mezenchymalnego [39,40].
Badania prowadzone na prawidtowych komdrkach epitelialnych i epidermalnych dowiodty,
ze TGFR jest efektywnym inhibitorem ich wzrostu [41-43]. Réwniez dla wiekszosci komaorek
nowotworowych TGFR jest inhibitorem wzrostu [44 46], Trudno odpowiedzie¢ na pytanie,
jaki jest mechanizm hamowania wzrostu komérkowego. Istnieje wiele hipotez, z ktérych co
najmniej kilka ma uzasadnienie doswiadczalne. Jedng z najlepiej udokumentowanych jest
indukowana TGFR transmodulacja receptoréw innych czynnikdéw wzrostowych, obnizajaca
odpowiedz komorki na fizjologiczng stymulacje wzrostu [47,48]. Wykazano réwniez, ze
odpowiedz progenitorowych komérek krwi na hamujace wzrost dziatanie TGFR zalezy od
stopnia ich zréznicowania i zwigzana jest z liczbg receptorow TGFR na ich powierzchni
[49,50]. Przypuszcza sie, ze transformacja nowotworowa moze obniza¢ liczbe receptorow
btonowych dla TGFR i w ten sposob uwalnia¢ komorki nowotworowe spod fizjologicznej
kontroli wzrostu, ktérej podlegajg komorki prawidtowe [51].

Mechanizm stymulacji wzrostu komérek mezenchymalnych dziataniem TGFR jest pra-
wdopodobnie unikalny posrdd wszystkich znanych czynnikéw wzrostowych. Wykazano, ze
kinetyka wzrostu komérek mysich AKR-2B stymulowanych TGFR jest rézna od obserwowa-
nej dla klasycznych czynnikéw wzrostowych [52]. W przypadku dziatania PDGF, EGF, FGF
lub insuling synteza DNA w komorkach AKR-2B rozpoczynata sie po ok. 12 godzinach i
osiggatamaksimum miedzy 20 a 25 godzing inkubacji. Natomiast w przypadku TGFR synteza
DNA rozpoczynata sie po 20-24 godzinach i osiggata maksimum miedzy 30 a 35 godzing
inkubacji. Obserwowane opéznienie w stymulacji syntezy DNA sugerowato, ze TGFR nie jest
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czynnikiem wzrostu dla badanych komérek, a stymuluje ich wzrost posrednio. Hipoteze taka
potwierdzity doswiadczenia o indukowanej TGFR ekspresji protoonkogenu c-sis, kodujacego
tancuch B ptytkowego czynnika wzrostowego [53]. Pierwsze peptydy PDGF-podobne poja-
wiaty sie w ptynie hodowlanym po 8 godzinach osiggajac najwyzszy poziom po 16 godzinach
od momentu dodania TGFR. Uzyskane wyniki wykazaty, ze wiasciwym mitogenem dla
komadrek AKR-2B jest produkt genu c-sis a nie TGFR.

Zainteresowanie TGFR wzrosto znacznie po obserwacji, ze ma on in vitro silng aktywnos$¢
immunoregulatorowg. Dane uzyskane dotychczas wskazuja, ze jest on zwigzkiem oddzia-
tywujacym z r6znymi uczestnikami uktadu immunologicznego (tab. 9).

TABELA 9. Aktywno$¢ immunoregulacyjna transformujacego czynnika wzrostowego typu

Efekt biologiczny Pismiennictwo
Inhibicja proliferacji tymocytéw 54-56
Inhibicja proliferacji limfocytow T i B 57,58
Inhibicja produkcji IgM i 1gG 59,60
Stymulacja produkcji IgA 23,61
Inhibicja produkcji cytokin 62

Inhibicja aktywnosci komérek NK 63

Inhibicja rozwoju cytotoksycznych komérek T 64-66
Inhibicja aktywnosci LAK 65,67
Inhibicja chemotaksji monocytow 68

Obnizenie zdolnosci makrofagéw do uwalniania HA02
aktywnosci cytotoksycznej, ekspresji antygenow klasy Il 69,70

Zaroéwno szeroki zakres aktywnosci immunoregulacyjnej, jak i wysoka aktywno$¢ biolo-
giczna TGFR (rzedu 10 M) sprawiaja, ze peptyd ten jest uwazany powszechnie zajeden z
najsilniejszych fizjologicznych czynnikéw immunosupresyjnych [71-73]. Jesli do tego doda-
my zdolno$¢ TGFR do selektywnej inhibicji wzrostu i r6znicowania komdrek hematopoety-
cznych [74], tatwo zrozumie¢, dlaczego wielu autoréw uwaza ten czynnik za jedng z
wazniejszych cytokin. Zwilaszcza ze wiele komoérek obrony immunologicznej (monocyty,
makrofagi, limfocyty T) syntetyzuje i uwalnia do otoczenia TGFR w formie aktywnej [57,75,
76]. Zwraca uwage takze fakt, ze dziatanie TGFR jest doktadnie przeciwstawne do wpltywu
czynnika nekrozy nowotworu (TNFa) na komorki uktadu immunologicznego [67]. Poniewaz
wiele r6znych komoérek nowotworowych wydziela TGF B (patrz rozdziat V111), podniesiony
poziom tego biatka moze by¢ odpowiedzialny za obnizenie odpornosci immunologicznej,
obserwowane w niektdrych chorobach nowotworowych [77].

W trakcie ostatnich kilku lat nagromadzono szereg dowodéw doswiadczalnych potwier-
dzajacych wptyw TGFR na roznicowanie komorek ssakéw (tab. 10). Mnogos¢é efektow
obserwowanych w doswiadczeniach in vitro wskazywata, ze podstawowg funkcjg TGFR moze
by¢ regulacja r6znicowania komdrkowego. Przyjecie takiej hipotezy wymagato odpowiedzi
na dwa podstawowe pytania: czy dziatanie in vitro znajduje potwierdzenie w warunkach in
vivo oraz jaki jest mechanizm stymulacji badz inhibicji réznicowania?

Chociaz udowodniono, ze TGFR reguluje in vitro réznicowanie ponad 20 réznych
rodzajow komorek, przeniesienie wynikoéw uzyskanych w hodowlach tkankowych na caty
organizm wymaga ostroznosci. Przyktadowo, w warunkach in vitro TGFR hamuje réznico-
wanie komorek endotelialnych i wydawatoby sig, ze powinien on réwniez hamowac angioge-
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neze in vivo. Tymczasem, Roberts i wsp. [90] wykazali, ze czynnik ten wstrzykniety podskér-
nie noworodkom mysim stymuluje wzrost tkanki naczyniowej. Wydaje sie prawdopodobne,
ze obserwowane réznice w aktywnosci in vitro i in vivo sg miedzy innymi spowodowane
oddziatywaniem TGFR z innymi komérkami tkanki naczyniowej lub z innymi czynnikami
regulujgcymi angiogeneze. | tak, TGFR moze oddziatywaé zaréwno bezposrednio z komor-
kami endotelialnymi, modulujgc dziatanie innych czynnikdw wzrostowych (np. hamujac
dziatanie typowych czynnikéw angiogennych, takichjak FGFs) [91,92] lub posrednio, stymu-
lujgc synteze i uwalnianie czynnikdw wzrostowych, takich jak TNFa czy PDGF przez inne
rodzaje komérek [93,94].

TABELA 10. Wptyw TGFR na réznicowanie komorek ssakéw in vitro

Komérki Efekt Pismiennictwo
lub proces dziatania
Keratynocyty stymulacja 78
Komorki epitelialne:

oskrzeli tymulacja 79

jelita stymulacja 80
Komorki Leydiga hamowanie sterydogenezy 81,82
Komoérki kory nadnerczy hamowanie sterydogenezy 83,84
Komorki migéni

szkieletowych hamowanie 85
Adipogeneza hamowanie 86
Miogeneza hamowanie 87,88
Chondrogeneza stymulacja/hamowanie 89

Pytaniem obecnie najwazniejszym jest nie czy, ale jak TGFR reguluje r6znicowanie
komorek. Wiele réznych mechanizméw jest prawdopodobnie zaangazowanych w ten proces.
Jednym z nich jest supresja lub promocja réznicowania poprzez wptyw na matriks pozako-
morkowg. TGFR stymuluje synteze licznych biatek matriks pozakomorkowej (kolagen, fibro-
nektyna, proteoglikany), a takze obniza aktywno$¢ proteinaz tkanki tgcznej, takich jak:
kolagenaza, stromelizyna czy aktywator plazminogenu [95-100].

Wykazano m.in., ze dodatek TGFR do hodowli mioblastéw, preadipocytéw i chondrocy-
tow stymuluje produkcje fibronektyny [101-103], za$ sama fibronektyna hamuje r6znicowa-
nie badanych komérek [103-105]. Podobnie, TGFR stymuluje synteze i sekrecje fibronektyny
w komdrkach endotelialnych, natomiast zardbwno TGFR, jak i fibronektyna hamuja wzrost
tych komérek in vitro [106]. Kolejnym pytaniemjest: wjaki spos6b matriks pozakomérkowa
moze wptywac na proces roznicowaniakomoérkowego. Wiadomo, ze matriks pozakomérkowa
oddziatuje na powierzchnie komorki, co z kolei wptywa na synteze RNA i biatek. W
klasycznych juz dzi$ doswiadczeniach wykazano, ze komérki prawidtowe, hodowane w
zawiesinie drastycznie obnizajg synteze RNA, a synteza biatek spada, nawet o 80% [107].
Udowodniono takze, ze powierzchnia komorki wptywa na proliferacje komorek i na ich
odpowiedz na czynniki wzrostowe [108]. Przyktadowo, Madri i wsp. [106] wykazali, ze TGFR
nie hamuje wzrostu komérek endotelialnych rosnacych tréjwymiarowo na podtozu kolageno-
wym, natomiast hamuje wzrost tych komorek w monowarstwie. Tak wiec, czynniki wzrostowe
i matriks pozakomoérkowa moga tworzy¢ uktad naczyn potaczonych, w ktérych czynniki
wzrostowe regulujg produkcje biatek matriks pozakomorkowej, a ta z kolei wplywa na
odpowiedZ komérki na dziatanie czynnikéw wzrostowych.
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Okre$lenie "TGFRs" obejmuje stale rosngcg liczbe peptyddw, ktdére tgcznie tworzg
superrodzine czynnikdw wzrostowych o niezwyktych wiasciwosciach [109,110]. Zakres
aktywnosci roznych cztonkéw tej rodziny jest bardzo szeroki, a wszechstronnos$¢ ich dziatania
przewyzszajakakolwiek inng, znang grupe hormondéw. Peptydy te moga regulowac tak rozne
procesy, jak: wzrost tkanek, fibroza, gojenie ran, angiogeneza, odpowiedZ immunologiczna,
formowanie kosci, hematopoeza, rozw6j embrionalny czy morfogeneza [109]. Jednym z
najbardziej fascynujacych aspektéw dziatania TGFRsjest fakt, ze moga one réznie czy wrecz
przeciwnie wptywac na ten sam proces biologiczny, zaleznie od rodzaju komérek docelowych.
Co wiecej, efekt dziatania tych czynnikéw na ten sam typ komérek zalezy od ich stopnia
zrdznicowania, kondycji metabolicznej i interakcji z innymi czynnikami regulacyjnymi. W
koncu, TGFRs moga rownoczesnie regulowac wiele procesow biochemicznych w tej samej
komorce docelowej. Dlatego tak trudno okresli¢ funkcje fizjologiczng tej grupy czynnikéw i
dlatego zwigzki te okreslane sg czesto jako czynniki "warunkowe"[110].

Z uwagi na wszechstronno$¢ dziatania i powszechnos¢ wystepowania TGFRs jest zrozu-
miate, ze ich aktywnos¢ musi by¢ regulowana bardzo precyzyjnie. To prawdopodobnie jest
przyczynarzadko spotykanej, wielostopniowej regulacji aktywnosci biologicznej napoziomie
syntezy, sekrecji, uwalniania z nieaktywnego kompleksu oraz wigzania TGFRs ze swoistymi
biatkami no$nikowymi.
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V. CZYNNIKI WZROSTU | ROZNICOWANIA
KOMOREK KRWI

Komdrki krwi sg produkowane w szpiku kostnym, $ledzionie oraz w weztach limfatycz-
nych i wydzielane do krazeniajako dojrzate erytrocyty, megakariocyty, granulocyty, makro-
fagi i limfocyty. Wiekszo$¢ dojrzatych komoérek krwi raz wydzielonych do krazenia ma
zréznicowany, ale zazwyczaj krotki czas zycia (od 120 dni dla erytrocytéw do 6-12 godzin
dla neutrofili). Dlatego organizm musi produkowaé olbrzymig liczbe tych komérek, np.
cztowiek produkuje przecietnie ok. 3,5 x 1011komorek czerwonych, 1x 10 1ptytek krwi oraz
tyle samo neutrofili na dobe. Biologia wzrostu i r6znicowaniakomérek aktywnych immunolo-
gicznie jestnadzorowanabezposrednio lub posrednio przez peptydy okreslane wspdlng nazwa
cytokin (limfokin lub monokin). Zjawiskaimmunologiczne przypisywane obecnie cytokinom
byly przedmiotem obserwacji naukowych juz w latach osiemdziesigtych ubiegtego stulecia.
Wiekszo$¢ doswiadczen prowadzonych w latach 1950-1970 koncentrowata sie na wplywie
antygendw i genéw immunoregulatorowych (Ir) na nabywanie lub wzmacnianie odpornosci
immunologicznej. Pézniej, wykazano udziat rozpuszczalnych mediatoréw w regulacji odpo-
wiedzi immunologicznej. Ustalono m.in., ze ekspozycja uczulonych limfocytow na swoiste
antygeny stymuluje uwalnianie przez te komérki czynnika, ktéry hamowat migracje makro-
fagow, nazwanego pozniej "czynnikiem hamowania migracji" (MIF). Obserwacje te sugero-
waly, ze rozpuszczalne mediatory rézne od immunoglobulin sg zdolne do modulowania
odpowiedzi biologicznej komérek immunologicznych. Odkrycie MIF zainicjowato badania
innych czynnikow, ktére modyfikowaty odpowiedZ immunologiczng. Szybko wykazano, ze
supematanty otrzymane z hodowli limfocytéw stymulowanych antygenami lub lektynami
roslinnymi, zawieraja zwigzki wywotujace zmiany komdrkowe typowe dla opdZnionego
hiperuczulenia in vivo. Dla opisania tych czynnikéw rozwinat sie system akroniméw o
nazewnictwie opartym na obserwowanej aktywnosci biologicznej. Przyktadowo, wedréwka
komorek mononukleamych do miejsca zakazenia przypisana zostata dziataniu "czynnika
chemotaktycznego" - CF, akumulacje makrofagdw w tym miejscu powigzano z dziataniem
MIF lub "czynnika agregacji makrofagéw" - MAGgF, centra nekrotyczne z aktywnoscig
"limfotoksyny" - LF, a obecno$¢ limfoblastéw i figur mitotycznych z "czynnikami mitogen-
nymi, pochodzacymi z limfocytow" - LMFs.

Mimo rozwoju biologicznych metod oznaczania aktywnosci, postep w dziedzinie oczysz-
czania cytokin byt w latach siedemdziesiatych stosunkowo niewielki. Czyniono natomiast
intensywne wysitki w kierunku odkrywania coraz to nowych czynnikéw o réznej aktywnosci
immunologicznej, co doprowadzito do opisania ponad stu réznych cytokin. Istotny postep w
oczyszczaniu i charakterystyce chemicznej cytokin zawdzieczamy pracom naukowcéw, ta-
kich jak: J.J.Oppenheim, S.Mizel i J.Farrar z National Institute of Health, K.Smith i S.Gillis
z Dartmouth University, L. Lachman z Duke University oraz J. Watson z University of
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California. Oczyszczenie szeregu cytokin, okreslenie ich komorek docelowych irozwdj linii
komaérkowych produkujacych cytokiny umozliwity rozwéj koncepcji, ktore sg obecnie pod-
stawg dla zrozumienia mechanizmdw regulacji uktadu immunologicznego. Co wiecej, dtuga
lista opisanych czynnikdw skrdcita sie gwattownie, kiedy wykazano, ze pojedynczy peptyd
wykazuje wiecej niz jedng aktywnos$¢ biologiczng. Przyktadowo, wykazano, ze czynnik
aktywacji limfocytow (LAF) przejawia takze aktywno$¢: czynnika aktywujacego komorki B
(BAF), czynnika zastepujacego limfocyty T (TRF), biatka mitogennego (MP) oraz endogen-
nego pyrogenu (EP). Dla odzwierciedlenia zdolnosSci tego biatka do przenoszenia informacji
pomiedzy roznymi komaérkami krwi nadano mu nazwe interleukina 1 [1]. Wykazano ponadto,
ze dla wiekszosci limfokin wystepuje okreslona sekwencja ich produkcji i dziatania. Podczas
rozwoju immunoodpomosci humoralnej i komdrkowej jedne cytokiny sg zalezne od innych,
ktdre poprzedzajg je w trakcie rozwoju wydarzeh prowadzacych do réznicowania komaérko-
wego. Naprzyktad IL-1 stymuluje wydzielanie z limfocytéw T - IL-2, kt6ra z kolei stymuluje
wydzielanie INF-y. Tak wiec cytokiny nie tylko regulujg biologiczng odpowiedz komorki, ale
takze kontrolujg wydzielanie dodatkowych limfokin, koniecznych do r6znicowaniakomaorko-
wego. Kaskada dziatania cytokin w rozwoju odpornosci zostata po raz pierwszy zapropono-
wana przez Farrara i wsp. [2] na poczatku lat osiemdziesigtych.

Rozw6j metod inzynierii genetycznej pozwolit na uzyskanie czystych peptydéw o aktyw-
nos$ci immunoregulacyjnej technikg klonowania molekularnego i zwigzane z tym znaczne
przyspieszenie badan. Tabela 11 przedstawia cytokiny, ktérych strukture chemiczng poznano
w petni.

TABELA 11. Wybrane wiasciwosci czynnikéw wzrostu i réznicowania komaérek krwi ludzkiej

Czynnik Masa czasteczkowa (kDa) Lokalizacja Komorki
F.N. C.P. chromosomalna Zrédtowe™

Interleukiny

IL-la 17 17 2 T,B,M,F,inne

IL-IR 17 17 2 T,B,M,F,inne

IL-2 23 15 4 T

IL-3 25 15 5 TkT

IL-4 20%* g 5 TKkT,S

IL-5 23 13 5 TkT

IL-6 26 21 7 T,M,F KT,inne

IL-7 25%* 15%* ? S

Czynniki hematopoetyczne

M-CSF (35), 21 5 T,M,F.E

G-CSF 22 18 17 M,F.E

GM-CSF 23 14 5 T,M,F.EKT

EPO 30 18 ? N,W

SCF 30** 25%* ? T,S,F,W

*T-limfocyty T, B - limfocyty B, E-komorki endotelialne, F-fibroblasty, kT-komorki tuczne, M-makrofagi,
N - komorki nerki, S - stromalne komérki szpiku, W - komdrki watroby; F. N. - forma natywna; C. P. - cze$¢
peptydowa; ** - dane dotycza peptydéw mysich

Doswiadczenia prowadzone na homogennych cytokinach udowodnity, ze pojedyncze
peptydy maja bardzo zr6znicowany, zalezny od tkanki docelowej zakres dziatania. Wszech-
stronne omowienie wiasciwos$ci chemicznych i aktywnosci biologicznej calej grupy zwigzkow
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przekracza ramy tego opracowania. Ograniczono sie do krotkiej charakterystyki poszczegél-
nych cytokin i przedstawienia ogdlnej koncepcji udziatu tych zwiazkéw w hematopoezie.

Zgodnie z przyjetym powszechnie podziatem wyrdznia sie tradycyjnie dwie grupy
peptydow regulujgcych wzrost i réznicowanie komadrek krwi: interleukiny (ILs) i czynniki
hematopoetyczne (CSF, SCF i Epo).

1. INTERLEUKINY (ILs)

Wzrost i réznicowanie limfocytdw T i B jest kontrolowane przez grupe polipeptydow
nazwanych interleukinami. Sg one grupg czynnikow wzrostowych produkowanych przez
wiele réznych rodzajow komdérek i dziatajacych takze na komérki nielimfoidalne. Dotad
scharakteryzowano catkowicie siedem biatek tej klasy (patrz tab. 1), ale co najmniej piec
dalszych interleukin (IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12) zostatojuz opisanych [3-10]. Wszystkie
interleukiny sg jednotancuchowymi polipeptydami, nie wykazujgcymi homologii struktural-
nej i dziatajagcymi poprzez swoiste receptory btonowe. Wspdlna nazwa odzwierciedla ich
posrednictwo w dziataniu na limfocyty, anumeracja- kolejno$¢ odkrywania poszczegdlnych
przedstawicieli tej grupy cytokin.

INTERLEUKINA 1 (EL-1)

Czynnik ten zostat odkryty przez Gary’ego i wsp. [11] w roku 1972 jako mitogen dla
tymocytéw i limfocytow. IL-1 jest waznym regulatorem odpowiedzi ostrej fazy na infekcje
bakteryjng, stan zapalny czy uszkodzenie tkanki oraz uczestnikiem obrony immunologicznej
organizmu [12,13]. Wzmaga odpowiedz limfocytdw T na dziatanie antygenow lub mitoge-
now, dziata jako kofaktor podczas aktywacji limfocytow B, indukuje uwalnianie histaminy
przez eozynofile, ich degranulacje oraz produkcje lipooksygenazy przez limfocyty T [13-16].
Stymuluje aktywno$¢ komorek NK ijest chemoatraktantem dlamonocytéw i limfocytéw [17].
Dziata synergistycznie z IL-6, GM-CSF i G-CSF w pobudzaniu wzrostu kolonii komorek
szpiku kostnego [18]. IL-1 indukuje synteze IL-2 ijej receptora przez limfocyty T oraz synteze
IL-3 i IL-6 przez monocyty [19,20]. Dziata na wiele rodzajow komoérek, m.in. na fibroblasty
i hepatocyty. Stymuluje synteze i sekrecje GM-CSF, interferonu B i kolagenazy przez komorki
fibroblastéw oraz synteze biatek ostrej fazy przez hepatocyty [21-23].

Zidentyfikowano dwa rézne geny kodujace polipeptydy okreslane jako IL-la i IL-10,
wykazujace tylko 26% homologii sekwencji aminokwasowej [24-26]. Mimo rdznic struktu-
ralnych IL-la i IL-1R wykazuja takg sama aktywno$¢ biologiczng i wiaza sie z tym samym
receptorem btonowym [27].

INTERLEUKINA 2 (£-2)

Proliferacja i wzrost klonalny limfocytéw T sg stymulowane przez IL-2, poczatkowo
okreslangjako czynnik wzrostowy limfocytéw T (TCGF) [28]. IL-2 jest produkowana przez
aktywowane limfocyty pomocnicze T, natomiast spoczynkowe limfocyty T ani nie syntetyzuja
IL-2, ani nie sg zdolne do odpowiedzi na jej dziatanie [29]. IL-2 stymuluje tworzenie
cytotoksycznych komorek T oraz komoérek NK [2,30]. Ponadto, stymuluje proliferacje i
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réznicowanie aktywowanych antygenami limfocytdéw B [31], a takze efektorowg i sekrecyjng
aktywno$¢ monocytow [32].

Receptor IL-2 jest zbudowany z dwoch réznych polipeptydéw o masach czasteczkowych
70 kDa (a) i 55 (b) [33-35]. Oba biatka majg miejsca wigzace IL-2 i tworzg niekowalencyjnie
zwigzany heterodimer o wysokim powinowactwie do liganda. Z podjednostkg 3 zasocjowane
jest biatko (Lek) o aktywnosci kinazy tyrozynowej, stymulowanej wigzaniem IL-2 do recep-
tora [36]. Poniewaz wiekszo$¢ receptoréw cytokin nie ma domeny kinazowej (w przeciwien-
stwie do wigkszoscireceptoréw czynnikéw wzrostowych komorek somatycznych), wymagajg
one asocjacji z biatkami o aktywnosci enzymatycznej dla transmisji sygnatu. Cecha tajest
charakterystyczna dla interleukin [37].

INTERLEUKINA 3 (IL-3)

Interleukina 3 ma bardzo szeroki zakres dziatania, zwtaszcza w obrebie uktadu hematopoe-
tycznego. Z uwagi na zréznicowang aktywnos¢ biologiczng byta wczesniej okreslana jako:
czynnik stymulujacy komérki P (PSF), aktywno$é promujaca wybuch oddechowy (BPA),
czynnik wzrostowy komdrek tucznych (MCGF), czynnik wzrostowy komoérek hematopoety-
cznych (HCGF) lub multi-CSF [38-40]. Jest jednym z dwoch (oprdcz SCF) hematopoetycz-
nych czynnikow wzrostowych podtrzymujgcych zaréwno odnowe, jak i przezycie oraz
réznicowanie pluripotentnych komdérek macierzystych [40,41]. Stymuluje tworzenie czystych
i mieszanych populacji granulocytéw oraz makrofagéw, megakariocytéw, eozynofili, komo-
rek tucznych i erytroidalnych [40,41].

Geny ludzkiej i mysiej 1L-3 r6znig sie znacznie sekwencjg nukleotydows (48% podobien-
stwa), co implikuje rézng droge ewolucyjng i prawdopodobnie odmienng role w regulacji
hematopoezy u tych dwdch gatunkéw [42].

Nie sklonowano dotychczas receptora dla tej cytokiny. Wykazano natomiast, ze IL-3 wigze
sie z biatkiem receptorowym (m.cz. 140 kDa) majgcym stymulowang przytgczeniem liganda
aktywnos$¢ kinazy tyrozynowej [43]. Zwigzanie IL-3 z receptorem komoérkowym stymuluje
uwalnianie diacyloglicerolu (DAG), chociaz nie stymuluje metabolizmu fosfatydyloinozytoli
[44]. Mechanizm uwalniania DAG w tym przypadku jest niewiadomy.

INTERLEUKINA 4 (£-4)

Interleukina 4 byta poczatkowo opisana jako limfokina, ktéra stymuluje proliferacje
komérek B i nazwana czynnikiem wzrostowym komoérek B (BCGF) [45—47]. Poniewaz
czynnik ten stymulowat takze ekspresje antygendw zgodnosci tkankowej klasy 1l oraz produ-
kcje przeciwciat IgG i IgE przez limfocyty B [48,49], zostat nazwany czynnikiem 1 stymulu-
jacym komdrki B (BSF-1) [50]. Po stwierdzeniu, ze BSF-1 dziata takze na inne komérki krwi,
zaproponowano obecnie powszechnie stosowang nazwe - interleukina 4. 1L 4 stymuluje
proliferacje tymocytoéw, limfocytow T oraz fibroblastow i jest autokrynnym czynnikiem
wzrostowym dla komérek TH2 [51]. Przypuszcza sig, ze stymulowana IL-4 produkcja IgE
moze by¢ odpowiedzialna za degranulacje komoérek tucznych. Degranulacja tych komoérek
powoduje uwalnianie wielu substancji aktywnych biologicznie, takich jak: histamina, seroto-
nina czy leukotrieny. Dlatego cytokinie tej przypisuje sie istotng role w inicjacji odpowiedzi
alergicznej organizmu [52]. Wykazano takze, ze hydrokortyzon hamuje stymulowang mito-
genami synteze i sekrecje IL-4 przez limfocyty T [53]. Efekt ten moze, przynajmniej czescio-
wo wyjasni¢ immunosupresyjny wptyw glukokortykoidéw, obserwowany w terapii chordb
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alergicznych. Receptor IL-4 jest glikoproteing o masie czgsteczkowej ok. 130 kDa wystepu-
jaca w niewielkich ilosciach (100-1000 receptoréw na komorke) w btonach komdrkowych,
praktycznie wszystkich dotad przebadanych rodzajéw komérek [51].

INTERLEUKINA 5 (IL-5)

Interleukina tajest odpowiedzialna za wiele efektéw przypisywanych uprzednio: czynni-
kowi wzrostowemu (Il) komérek B (BCGF Il), czynnikowi réznicowania eozynofili (EDF)
oraz czynnikowi zastepujacemu limfocyty T (TRF) [46,47,54,55]. IL-5 stymuluje proliferacje
i konicowy etap réznicowania komdrek prekursorowych eozynofili [55]. Jednoczesnie, jej
dziatanie na eozynofile powoduje produkcje anionu ponadtlenkowego oraz chemotaksje [56].
Wiasciwosci te wskazuja, ze IL-5 moze posredniczy¢ w odpowiedzi tych komérek na alergeny
i pasozyty. Ponadto IL-5 stymuluje sekrecje 1gG, IgM i IgA przez aktywowane antygenami
limfocyty B [54,57-59] i uczestniczy w indukowanej IL-2 aktywnos$ci komérek NK [60].

Mysi i ludzki cDNA dla tej interleukiny wykazujg 77% podobienstwa w sekwencji
nukleotydowej [61,62], a dziatanie IL- 5jest nieswoiste gatunkowo [63].

INTERLEUKINA 6 (IL-6)

Interleukina 6 jest wielofunkcyjnym biatkiem dziatajgcym na komdrki hematopoetyczne,
limfoidalne, somatyczne i nerwowe [64-66]. Zakres jej dziatania usprawiedliwia mnogosé
akroniméw (czynnik stymulujacy hepatocyty - HSF, czynnik (2) stymulujagcy komérki B -
BSF-2, interferon 32, biatko 26 kDa, czynnik wzrostowy komérek szpiczaka - HPGF, biatko
réznicowania komaérek mieloidalnych krwi - MGI-2A), ktérymi okreslano to biatko [67-72].
EL-6 jest zaangazowana w regulacje odpowiedzi immunologicznej, zaréwno humoralnej
(stymuluje koncowy etap réznicowania limfocytéw B) jak i komorkowej (czynnik pomocni-
czy w aktywacji limfocytow T) [68,73-75]. IL-6 stymuluje proliferacje pluripotentnych
hematopoetycznych komérek progenitorowych [76-80], a efekt ten jest synergistyczny z
dziataniem IL-3 [78,81,82], IL-4 [79], GM-CSF [77] i M-CSF [76]. Cytokina tajest ponadto
silnym inhibitorem wzrostu dla ludzkich fibroblastow [83] oraz komérek endotelialnych [84],
Poniewaz zaréwno fibroblasty, jak i komérki endotelialne syntetyzuja IL-6, dziatanie to moze
odzwierciedla¢ mechanizm kontroli wzrostu przez ujemne sprzezenie zwrotne.

Wykazano takze, ze IL-6 jest zaangazowana w regulacje réznicowania komdrek nerwo-
wych [85] i uwalnianie ACTH przez komérki przysadki in vitro i in vivo [86,87]. ACTH
stymuluje z kolei synteze glukokortykoidéw w komorkach kory nadnercza, a te hamuja
synteze IL-6 w monocytach. Postuluje sie, ze jest to mechanizm regulujacy poziom IL-6,
faczacy dwa rézne uktady kontrolne: immunologiczny i neuroendokrynny.

Obecnie uwaza sie, ze IL-6 jest gtownym mediatorem odpowiedzi ostrej fazy na infekcje
bakteryjng i wirusowa lub indukowang chemicznie. Dziatanie IL-6 na komorki Hep G2
wzmaga synteze fibrynogenu, og-antychymotrypsyny, ceruloplazminy, haptoglobiny, ar
kwasnej glikoproteiny i komponentu B, chociaz nie stymuluje syntezy reaktywnego biatka C
i amyloidowego biatka A [88]. Ten ostatni efekt okazat sie swoisty komorkowo i udowodnio-
no, ze IL-6 inicjuje petng odpowiedz ostrej fazy w hepatocytach, wiacznie z synteza reaktyw-
nego biatka C i amyloidowego biatka A [89,90]. Poréwnanie aktywnosci i IL-1 i TNFa z
dziataniem IL-6 na prawidtowe hepatocyty wskazuje, ze jedynie ta ostatnia jest zdolna do
regulacji syntezy peinego spektrum biatek ostrej fazy [91].
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Dojrzata czasteczka IL-6 jest glikoproteing, ktorej cze$¢ peptydowa zbudowanajest z 184
(ludzka) i 187 (mysia) reszt aminokwasowych [92,93]. Podobienstwo struktury I-rzedowej
genow ludzkiej i mysiej IL-6 wynosi 65%, a ich produktow 42% [93,94]. Receptor ludzkiej
IL-6jest polipeptydem zbudowanym z 449 reszt aminokwasowych, ktérego czes¢ efektorowa
nie wykazuje aktywnosci kinazy tyrozynowej [95].

INTERLEUKINA 7 (£-7)

Interleukina ta zostata pierwotnie opisanajako unikalny czynnik, pochodzacy z komérek
stromalnych, niezbedny we wczesnych etapach réznicowania limfocytéw B [96]. Zakres
dziatania IL-7 jest jeszcze trudny do okreslenia, ze wzgledu na niezbyt obfity materiat
doswiadczalny. Wiadomo jednak, ze cytokina ta stymuluje takze wzrost niedojrzatych i
dojrzatych limfocytéw T [97,98]. Badano m.in. role IL-2 i IL-4 w odpowiedzi komorek T na
dziatanie IL-7. Wykazano, ze odpowiedZ mitogenna dwoch réznych klonéw limfocytéw T
byta niezalezna od obecnosci przeciwciat dla IL-2 i IL-4, co wskazuje, iz IL-7 wywiera
besposredni, mitogenny wptyw na limfocyty T [99]. In vivo interleukina 7 stymuluje wzrost
liczby peryferyjnych komorek limfoidalnych, przede wszystkim limfocytéw B, aw mniejszym
stopniu limfocytéw T. Dane te pozwalajg przypuszczaé, ze IL-7 uczestniczy zarbwno w
odpowiedzi immunologicznej organizmu, jak i w limfopoezie [100]. Receptor IL-7, podobnie
jak innych interleukin, nie ma aktywnosci kinazy tyrozynowej, a przekazanie sygnatu naste-
puje przez asocjacje jego czesci cytoplazmatycznej z biatkiem p59fyn, kinaza tyrozynowa z
rodziny src [101].

2. CZYNNIKI HEMATOPOETYCZNE

W roku 1961 Till i McCulloch [102] ustalili eksperymentalnie model hematopoezy, ktéry
w ogo6lInych zarysach obowigzuje do dzis. Wykazali m.in. tworzenie makroskopowych kolonii
komadrek hematopoetycznych w $ledzionie napromieniowanych myszy, ktérym przeszczepio-
no prawidtowe, syngeniczne komorki szpiku kostnego. Kazda z tych kolonii pochodzita z
pojedynczej, multipotentnej komorki macierzystej nazwanej komoérka tworzaca kolonie w
$ledzionie (CFU-s - ang. Colony Forming Unit in the Spleen) [103]. Te wi#asnie komarki
macierzyste okazaty sie komaérkami prekursorowymi dla dojrzatych: granulocytow, erytro-
cytéw, monocytdw i megakariocytow [104]. Odnowa (odtwarzanie populacji pluripotentnych
komadrek macierzystych), ich proliferacja i ostateczne zréznicowanie sa absolutnie zalezne od
grupy czynnikéw wzrostowych, okreslanych jako hematopoetyczne czynniki wzrostowe
[105]. Do grupy tej zalicza sig: czynniki stymulujgce wzrost kolonii (CSFs), erytropoetyne
(EPO) i czynnik stymulujacy komoérki macierzyste (SCF).

CZYNNIKI STYMULUJACE WZROST KOLONII (CSFs)

Produkcja komérek mieloidalnych (granulocyty, makrofagi, erytrocyty i megakariocyty)
odbywa sie w szpiku kostnym, gdzie z pluripotentnych komérek prekursorowych (komérek
macierzystych) powstajg komarki dojrzate. Przezycie i réznicowanie zaréwno mieloidalnych
komorek prekursorowych, jak i funkcjonalna aktywacja dojrzatych granulocytéw i makrofa-
gow kontrolowane sg przez rodzine hematopoetycznych czynnikdw wzrostowych nazwanych
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CSFs (od ich zdolnosci do stymulacji wzrostu klonalnego komdrek prekursorowych w agarze)
[106-108]. Cztery rézne CSFs zostaly wyizolowane i oczyszczone do homogennosci z
materiatu ludzkiego [tab. 11]. Wszystkie saglikoproteinami o stosunkowo niewielkich masach
czasteczkowych. Cze$¢ cukrowa nie jest konieczna dla ich aktywnosci biologicznej, ale
zabezpiecza te czasteczki przed dziataniem czynnikéw denaturujgcych i proteaz. Nazwy
poszczegblnych CSFs zostaty przyjete napodstawie ich zdolnosci do stymulacji réznicowania
komorek prekursorowych do okre$lonych typéw komorek dojrzatych: G-CSF (granulocytar-
ny-CSF), M-CSF (makrofagowy- CSF), MG-CSF (makrofagowo-granulocytamy-CSF) i opi-
sany wczesniej jako IL-3 multi-CSF.

G-CSF i M-CSF (CSF-1) sg gtéwnie zwiazane z r6znicowaniem komorek macierzystych
odpowiednio do neutrofili i makrofagéw [109,110]. GM-CSF (CSF-2) stymuluje przy niskim
stezeniu wzrost neutrofili i mieszanych kolonii granulocytéw i makrofagéw [111]. Natomiast,
multi-CSF (EL-3) stymuluje wzrost i roznicowanie komérek prekursorowych dla wszystkich
typéw komérek krwi, aczkolwiek w przypadku erytrocytow i ptytek krwi niezbedne jest
wspotdziatanie innych czynnikow wzrostowych: erytropoetyny i megakariotycznego-CSF.
Wstepna charakterystyka megakariotycznego-CSF (Meg-CSF) wskazuje, ze jest to glikopro-
teina o0 masie czgsteczkowej 29-34 kDa, stymulujaca in vitro i in vivo tworzenie ptytek krwi
[112]. CSFs dziataja poprzez swoiste receptory btonowe i sa niezbedne dla przezycia prekur-
sorowych komorek krwi. In vitro w nieobecnosci CSFs komérki macierzysteobumierajg z
szybkoscig 5% na godzine. CSFs sg syntetyzowane przez rézne rodzaje komorek (monocyty,
limfocyty T, fibroblasty, komarki endotelialne), ale w warunkach fizjologicznych najistotniej-
sze sg prawdopodobnie komorki stromalne szpiku kostnego [105]. Wykazanie obecnosci
receptorow dla CSFs w dojrzatych komorkach granulocytow i makrofagéw (i to w ilosci
wiekszej niz w komoérkach prekursorowych) sugerowato, ze CSFs mogg mie¢ okreslone
znaczenie biologiczne w regulacji funkcjonalnej dojrzatych komoérek [52,105,113].
OdpowiedZ komdrkowa dojrzatych granulocytéw i makrofagéw na dziatanie CSFs jest
réznorodna.

Przyktadowo, jeden tylko czynnik GM-CSF stymuluje w komdrkach neutrofilii i makro-
fagow takie efekty, jak: regulacja migracji, produkcja nadtlenku, fagocytoza, sekrecja lizozy-
mu czy zalezna od przeciwciat cytotoksyczno$¢ komérkowa [114]. Mozliwo$¢ uzyskiwania
duzych ilosci rekombinantowych CSFs pozwala obecnie na kliniczne zastosowanie tych
peptydéw w odnowie i uaktywnianiu biatych komérek krwi w trakcie terapii przeciwno-
wotworowej lub po transplantacji szpiku kostnego [114-118].

ERYTROPOETYNA (EPO)

W roku 1977 Miyake i wsp. [119] okreslili czeSciowa sekwencje aminokwasowg erytro-
poetyny wyizolowanej z moczu ludzkiego, a osiem lat p6zniej Lin i wsp. [120] oraz Jacobs i
wsp. [121] sklonowali gen tego biatka. Ludzka erytropoetynajest glikoproteing o m. cz. 30,4
kDa [122]. Okoto 40% masy tego czynnika stanowig cukry. EPO dziata przez receptor
komérkowy (m.cz. 62-66 kDa) o nieustalonym dotad sposobie transmisji sygnatu [122].
Przynajmniej 90% EPO jest produkowane w nerkach, amniej niz 10% w watrobie [123,124].
Erytropoetyna dziata w koricowej fazie réznicowania komérek erytroidalnych [125]. Co
prawda, erytroidalne komoérki prekursorowe odpowiadajg na szereg innych czynnikéw wzro-
stowych, takichjak GM-CSF czy IL-3, ale tylko erytropoetyna stymuluje tworzenie dojrzatych
erytrocytow [125]. Struktura EPO jest konserwatywna ewolucyjnie, a podobienstwo sekwen-



70 V. CZYNNIKI WZROSTU | ROZNICOWANIA KOMOREK KRWI

cji aminokwasowej mysiej i ludzkiej erytropoetyny wynosi 81%. Ludzka rekombinantowa
erytropoetyna znalazta juz zastosowanie kliniczne w leczeniu niedokrwistosci zwigzanej ze
schytkowa niewydolnoscig nerek [126,127].

CZYNNIK (WZROSTOWY) KOMOREK MACIERZYSTYCH (SCF)

Najmtodszym cztonkiem rodziny czynnikéw hematopoetycznych jest SCF (ang. - Stem
Celi Factor) odkryty w roku 1990. Zostat on wyizolowany z ustalonej linii komoérek watroby
szczurzej (BRL-3A), ajego gen sklonowany [128,129]. SCF jest czynnikiem wzrostowym i
przezyciowym dla komérek tucznych [128,129]. Dziata synergistycznie: z EPO stymulujac
tworzenie kolonii erytroblastéw, z G-CSF stymulujac tworzenie kolonii neutrofili oraz z
GM-CSF lub z LL-3 stymulujac powstawanie kolonii mieszanych z wczesnych komoérek
progenitorowych [130]. Natomiast, w potgczeniu z IL-7 stymuluje wczesne stadiardznicowa-
nia limfocytow B [131]. Szczurzy SCF jest glikoproteing o masie czasteczkowej 28-30 kDa
[128]. Natywny SCFjest dimerem, ale w odréznieniu od PDGF podjednostki nie sg zwigzane
kowalencyjnie [129]. Receptorem btonowym dla SCF jest przypuszczalnie produkt protoon-
kogenu c-kit o aktywnosci tyrozyno-swoistej kinazy biatkowej [132]. Wydaje sie prawdopo-
dobne, ze forma dimeryczna czynnikow wzrostowych jest istotna w transdukcji sygnatu przez
niektdre receptory o aktywnosci kinazy biatkowej (R-PDGF, R-M-CSF).

HEMATOPOEZA

Krew jest ptynem fizjologicznym, w ktorym ilos¢ i sktad elementéw morfotycznych jest
pod Scistg kontrolg homeostatyczng. Liczba komorek poszczegélnych typéw utrzymywana
jestnawzglednie statym poziomie mimo szybkiego i zréznicowanego ich obrotu (obumierania
starych i powstawania nowych komérek). Co wiecej, liczba tajestniezmienna w trakcie zycia
organizmu dzieki statej produkcji komorek krwi w szpiku kostnym. Mimo ze hematopoeza
jest procesem bardzo skomplikowanym, wielu autoréw proponuje coraz to nowsze, hipotety-
czne modele regulacji wzrostu i roznicowania komorek krwi [52,106,109]. Schemat dziatania
interleukin i czynnikéw hematopoetycznych na podstawie najnowszych doniesien o aktyw-
nosci biologicznej tych zwigzkdw ilustruje rysunek 15.

Przedstawiony model hematopoezy uwzglednia przede wszystkim udziat poszczegdlnych
czynnikow wzrostowych w odnowie multipotentnych komérek macierzystych oraz sekwencje
i wspotdziatanie tych zwigzkéw w ostatecznym réznicowaniu komaérek krwi. Nie uwzglednia
natomiast regulacji syntezy i sekrecji poszczeg6lnych czynnikéw ani dziatania inhibitoréw
wzrostu iréznicowania komorek krwi, ktorych klasycznym przedstawicielem jest TGF R. Jak
kazdy schemat procesu fizjologicznego jest przyblizeniem, opartym gtéwnie na doswiadcze-
niach in vitro. Tym niemniej, nawet tak uproszczona wizja procesu hematopoezy ilustruje
stopien komplikacji uktadu odpowiedzialnego za regulacje wzrostu i roznicowania komadrek
krwi.
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Rys. 15. Prawdopodobny udziat interleukin i czynnikéw hematopoetycznychw regulacji wzrostu i réznicowania ko-
mérek krwi: KM - komérka macierzysta, MKM - komérka macierzysta mieloidalna, LKM - komérka macierzysta
limfoidalna
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VI.CZYNNIKI NEKROZY NOWOTWORU (TNFs)

Nazwa czynnik nekrozy nowotworu zostata wprowadzona przez klinicystow ze wzgledu
na obserwowanie nielicznych przypadkdw regresji nowotwordw u pacjentow poddanych jego
dziataniu. Na przetomie XI1X i XX stulecia, amerykanski chirurg Wiliam Coley wprowadzit
do terapii nowotworowej nieoczyszczong mieszanine toksyn bakteryjnych u niektérych pa-
cjentdw z nieoperowalnymi i metastatycznymi rakami i migesakami [1]. "Rosét" bakteryjny
byt stosowany w leczeniu nowotwordw do roku 1930, kiedy to zostat zastapiony przez bardziej
skuteczne i sprawdzalne metody chemio- i radioterapii.

Zdolnos$¢ toksyn bakteryjnych do indukcji nekrozy nowotworu zostata potwierdzona na
modelach zwierzecych [2]. W roku 1962 0 ‘Malley i wsp. [3] wykazali, ze "aktywno$¢ nekrozy
nowotworu" moze by¢ przenoszona przez surowice zwierzat traktowanych endotoksynami, a
wroku 1975 stwierdzono, ze czynnik surowiczy odpowiedzialny zanekrozejest produkowany
przez komorki gospodarza (prawdopodobnie monocyty) w odpowiedzi na dziatanie toksyn
bakteryjnych [4]. DziewieC lat pozniej gen dla TN F-a zostat sklonowany, ajego ekspresja w
E. coli pozwolita na uzyskanie ilosci wystarczajacych dla prowadzenia szeroko zakrojonych
badan jego wiasciwosci [5].

STRUKTURA | SEKRECJA TNFs

Na krétszym ramieniu ludzkiego chromosomu 6 znajduja sie dwa geny kodujace cytokiny
0 bardzo podobnych wiasciwosciach chemicznych i biologicznych: kachektyne i limfotoksyne
[6]. Obie cytokiny sg indukowane przez endotoksyny, promotory wirusowe, mitogeny oraz
inne cytokiny, takie jak: IFN-y, IL-1 czy CSFs [7]. Obie wykazujg podobne dziatanie
cytotoksyczne, ograniczong homologie sekwencji aminokwasowej (ok. 30%) i dziatajg przez
ten sam receptor komérkowy [5,8,9]. Na tej podstawie zaproponowano, aby te dwa podobne
peptydy zaliczyé do jednej grupy "czynnikow nekrozy nowotworu™ (ang. - Tumor Necrosis
Factors) i nazwac odpowiednio: TNF-a (kachektyna) i TNF- (limfotoksyna).

ROznice pomiedzy czynnikami nekrozy nowotworu typu a i B dotyczg gtdwnie odmiennej
regulacji ekspresji ich genéw oraz sposobu obrébki proteolitycznej biatek prekursorowych.
Dojrzaty ludzki TNF-a jest zbudowany ze 157, a TNF- ze 171 reszt aminokwasowych [10],
Po denaturacji, masy czasteczkowe tych peptydéw wynosza odpowiednio 1725 kDa [11,12].
Ro6znica w masie czasteczkowej dojrzatych TNFs wynika nie tylko z obecnosci w TNF-3
dodatkowych 14 aminokwasow, ale takze z odmiennego stopnia glikozylacji obu peptydéw.
Aktywne biologicznie czynniki nekrozy nowotworu wystepujg w postaci trimeréw o masach
czasteczkowych 45 kDa (TNF-a) i 65 kDa (TNF-R) [13,14].

TNF-ai TNF-B roznig sie takze sposobem sekrecji. Czasteczka prekursorowa TNF-B ma
34-aminokwasowg sekwencje hydrofobowa, podobng do sekwencji sygnatowej innych biatek
sekrecyjnych [15]. Natomiast, prekursor TNF-a ma dtugg (76 reszt aminokwasowych) se-
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kwencje zawierajgcg zaréwno region hydrofilowy, jak i hydrofobowy, ktéry umozliwia
zakotwiczenie biatka w btonie cytoplazmatycznej [16]. Z czeSci zewngtrzkomorkowej (po
whbudowaniu prekursora w btone) odcinany jest proteolitycznie dojrzaty TNF-a, prawdopo-
dobnie dziataniem proteinazy serynowej [17].

Wiele roznych rodzajéw komdrek, takich jak: monocyty/makrofagi, limfocyty T i B,
komorki NK, neutrofile, astrocyty, komérki endotelialne i komorki miesni gtadkich sg zdolne
do syntezy TNFs [18,19].

RECEPTORY TNFs

W roku 1990 okreslono strukture I-rzedowa dwéch réznych receptoréw czynnikéw nekro-
zy nowotworu o masach czagsteczkowych 55 i 75 kDa [20,21]. Akceptorowa cze$¢ tych biatek
jest bardzo podobna, natomiast nie znaleziono homologii w czesci efektorowej obu recepto-
réw, co wskazuje, ze moga sie rézni¢ mechanizmem sygnalizacji transbtonowej. Kazdy z tych
receptorow wigze TNF-a i TNF-B z podobnym, wysokim powinowactwem [20]. Liczba
poszczegdlnych typédw receptoréw dla TNFs w btonach komérkowych moze sie znacznie
roznié. Niektore linie komoérkowe majg tylko jeden typ receptora (np. HepG2 tylko receptor
0 m.cz. 55 kDa), podczas gdy wiekszo$¢ komdrek wykazuje obecno$é obu typéw, chociaz w
réznych proporcjach [20,21]. Synteza omawianych receptoréw jest regulowana niezaleznie
[20,22], aczkolwiek nie wykazano dotychczas réznic w mechanizmie ich funkcjonowania. Nie
wykazano takze, aby efektorowa czes$¢ receptorow TNFs miata aktywnos$¢ stymulowanej
ligandem kinazy tyrozynowej. Wielokierunkowos¢ dziatania TNFs wskazuje, ze wiele alter-
natywnych drég przenoszenia sygnatu moze posredniczy¢ w odpowiedzi biologicznej komé-
rek indukowanej tymi czynnikami [23].

AKTYWNOSC BIOLOGICZNA TNF-a

TNF-a ma wihasciwosci typowe dla cytokin, bedac plejotropowym biatkiem regulatoro-
wym, ktorego aktywno$¢ zalezy od rodzaju komdrek docelowych i obecnosci innych czynni-
kow regulacyjnych. Tak wiec, TNF-a moze petni¢ role czynnika wzrostu, cytotoksyny,
czynnika cytostatycznego lub stymulatoraréznicowania [7,18]. Cytokina tajest takze waznym
mediatorem stanu zapalnego, regulujacym aktywnos$¢ neutrofili, eozynofiti i limfocytow T i
B oraz czynnikiem modulujagcym wiasciwosci endotelium naczyniowego [7]. Wszystkie te
wiasciwosci moga odgrywac role w zdolnosci TNF-a do indukowania nekrozy zwierzecych
nowotworéw doswiadczalnych. Natomiast, potencjalna rola TNF-a w terapii nowotworow
ludzkich jestjak narazie dyskusyjna.

Znaczng czg$¢ plejotropowego dziatania TNF-a mozna ttumaczy¢ jego zdolnoSciag do
aktywacji ogromnej liczby gendéw w komorkach docelowych. Niekompletng liczbe tych
gendw przedstawiatabela 12. Nawet tak ograniczona listauswiadamia obszar dziatania TNF-a
1trudne do przewidzenia efekty dziatania tego czynnika w warunkach in vivo.

W warunkach in vitro TNF-a stymuluje wzrost prawidtowych fibroblastéw ludzkich
(diploidalnych) i niektérych linii komérek nowotworowych [41,42]. Jest to dziatanie synergi-
styczne z innymi mitogenami, takimi jak: EGF, PDGF czy insulina [42]. Wspétdziatanie z
EGF moze byé thumaczone, przynajmniej czeSciowo indukowangprzez TNF-a ekspresja genu
receptora EGF. TNF-a jest takze zdolny do indukcji niektérych genéw kompetencyjnych i
czynnikéw transkrypcyjnych (patrz tab. 12), co potwierdza mozliwos$¢ bezposredniej inicjacji
proceséw wzrostu. Z drugiej strony, udziat TNF-a w regulacji ekspresji gendw innych
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peptydow regulacyjnych wskazuje na mozliwos¢ posredniej stymulacji (synteza czynnikéw
wzrostowych) badz inhibicji (synteza interferondw) wzrostu komoérkowego. Wykazano m. in.,
ze TNF-a stymuluje komérki endotelialne do produkcji PDGF i IL-1 [43,44], ktére z kolei
moga dziata¢ na inne komorki lub modulowac¢ funkcje komérek macierzystych. Przyktadowo,
IL-1 oddziatuje na komérki endotelialne w drodze autokrynnej, zmieniajac ich witasciwosci
prokoagulacyjne [45] i stymulujgc synteze inhibitora aktywatora plazminogenu [46].

TABELA 12. Wybrane geny aktywowane dziataniem TNFa

Rodzaj czynnika Aktywowany gen Pismiennictwo
Czynniki wzrostowe PDGF 24
GM-CSF 25
M-CSF 26
IL-1 (ai B) 27,28
IL-6 29
IL-8 30
TNFa 3
Interferony INF-B 32
Receptory czynnikéw
wzrostowych R-EGF 3
R-IL-2 34
Protoonkogeny c-fos 35
c-myc 36
c-jun 37
Czynniki transkrypcyjne  IRF 1 35
IRF 2 38
Mediatory stanu kolagenaza 37
zapalnego stromielizyna 39
Biatka ostrej fazy ai-kwasny glikoproteid 40
komplement C3 40
haptoglobina 40

TNF-ajest aktywatorem neutrofili, stymulujgcym ich adhezje do komdrek endotelialnych,
fagocytoze, wybuch oddechowy i degranulacje [47-49]. TNF-a ma takze wptyw immunore-
gulacyjny na aktywowane limfocyty T. W do$wiadczeniach in vitro wykazano, ze czynnik ten
stymuluje ekspresje antygendw MHC klasy 1, zalezng od IL-2 proliferacje limfocytéw T i
produkcje interferonu y [50]. TNF-ajest prawdopodobnie zaangazowany w funkcjonalng
regulacje limfocytéw B jako kostymulator ich proliferacji i sekrecji immunoglobulin [51].
TNF-ajest silng cytotoksyng dla niektorych rodzajow komorek prawidtowych i nowotworo-
wych, szczegdlnie jesli sa one zahamowane metabolicznie przez inhibicje syntezy RNA lub
biatka [7]. Dziatanie cytotoksyczne TNF-a moze przebiegac¢ réznymi sposobami i zalezy od
rodzaju komorek docelowych i wspoétdziatania z innymi cytokinami. Przypuszczalnie TNF-a
jest takze, przynajmniej w czesci odpowiedzialny za aktywno$¢ cytotoksyczng makrofagow.
Trzy rozne przestanki wskazuja, ze TNF-a jest bezposrednio zaangazowany w niszczenie
komorek nowotworowych przez aktywowane makrofagi [52]:
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(@) wyrazna korelacja pomiedzy podatnoscig badanych linii komérkowych na dziatanie
aktywowanych makrofagéw a ilo$cig wydzielanego TNF-a,

(b) zalezno$¢ pomiedzy efektem cytotoksycznym dziatania makrofagéw a wstepng inhi-
bicjg syntezy RNA w komérkach docelowych,

(c) inhibicja cytotoksycznej aktywno$ci makrofagéw dziataniem przeciwciat monoklonal -
nych dla TNF-a.

Doswiadczenia in vivo prowadzone w drugiej potowie lat osiemdziesigtych wykazaty,
ograniczong aktywnos$¢é przeciwnowotworowg TNF-a [7,52,53,54]. Nie umniejszajac warto-
$ci dotychczas uzyskanych wynikéw i nadziei zawartej w nazwie tej cytokiny zastosowanie
TNF-a (lubjego agonistdw) w terapii przeciwnowotworowej wymagajeszcze wielu badan.
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VILMECHANIZM DZIALANIA CZYNNIKOW
WZROSTOWYCH

Jednym z najbardziej intrygujacych zagadnien zwigzanych z dziataniem czynnikéw wzro-
stowych jest sposob przenoszenia sygnatu mitogennego od receptora btonowego do jadra
komorki. Mimo ze wszystkie peptydy regulacyjne inicjujg odpowiedz komorkowgq przez
podobny mechanizm receptorowy (patrz rodziat I ), to wewnatrzkomaérkowe drogi przenosze-
nia sygnatu moga by¢ rézne. Zasadnicza r6znica miedzy hormonami (neurohormonami) a
wewnatrzkomaérkowych, ktérych ostateczny wynik (synteza DNA) jest bardzo odlegly w
czasie (kilkanascie godzin od zwiazania czynnika z receptorem). Jest zrozumiate, ze liczba
reakcji chemicznych prowadzacych do odpowiedzi mitogennej jest olbrzymia i nieporéwny-
walna z szybka odpowiedzig komoérki na stymulacje hormonalng. Najtrudniejsze jest okre$le-
nie sekwencji reakcji inicjowanych przytgczeniem czynnika wzrostowego i wyjasnienie
funkcjonalnej integracji szlakéw przenoszenia informacji wewnatrz komérki, sktadajacych
sie na efekt koAcowy.

Poréwnanie wiasciwosci receptoréw réznych czynnikéw wzrostowych wskazuje, ze nie
istnieje jeden, wspolny mechanizm sygnalizacji mitogennej, ardznice rozpoczynajg sie juz na
poziomie aktywacji uktadu efektorowego. Przyjmijmy dla uproszczenia, ze dwa receptory
roznigce sie wkasciwosciami czesci efektorowej (jeden ma, a drugi nie ma aktywnosci kinazy
tyrozynowej) stymulujg ten sam uktad efektorowy - fosfolipaze C. Mozna z gory zatozy¢, ze
sposob aktywacji tego enzymu bedzie odmienny i prawdopodobnie rézne izoformy tego biatka
beda odpowiada¢ na rézne drogi jego aktywacji. Jesli ponadto przyjmiemy, ze jeden enzym
efektorowy moze stymulowac tworzenie kilku wtérnych przekaznikéw informacji (np. IP3,
DAG, kwasu arachidonowego), to pojawi sie wiele niezaleznych sygnatéw wewnatrzkomar-
kowych, ktérych funkcjonalna integracja bedzie decydowa¢ o biologicznej odpowiedzi ko-
morki. Stopien komplikacji uktadu wzros$nie niepomiernie, jesli ten sam receptor bedzie
stymulowat wiecej niz jeden uktad efektorowy. Dlatego, w niniejszym opracowaniu ograni-
czono sie do oméwieniajednej drogi inicjowania sygnatu mitogennego z udziatem fosfatydy-
loinozytoli.

Hipotetyczny model sygnalizacji mitogennej przedstawia rysunek 16. Schemat uwzgled-
nia alternatywny (posredni i bezposredni) mechanizm aktywacji fosfolipazy C i dwojaki
sposéb regulacji cytoplazmatycznego poziomu wapnia (zewnatrz- i wewnatrzkomadrkowy)
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Rys. 16. Wewnatrzkomorkowy uktad przenoszenia sygnatu mitogennego indukowany dziataniem czynnikéw wzro-
stowych: GF - czynnik wzrostowy, R - receptor GF, G - biatko G, PLC - fosfolipaza C, PKC - kinaza biatkowa
C, A - antyport Na+/H+ PIP - fosfatydyloinozytolo-4,5-difosforan, IP3- 1,4,5-trifosforan inozytolu, DAG - 1,2-

diacyloglicerol, RE-retikulum endoplazmatyczne, JK-jagdro komérkowe

TYROZYNO-SWOISTE KINAZY BIALKOWE RECEPTOROW CZYNNIKOW
WZROSTOWYCH

Mechanizm bezposredniej aktywacji uktadéw efektorowych w przeciwienstwie do omé-
wionej wrozdziale | aktywacji biatek G zwigzany jest ze stymulowang przytgczeniem liganda
aktywacjg kinazy tyrozynowej zlokalizowanej w wewnatrzkomdrkowej czesci receptora.
Wiekszo$¢ z poznanych dotychczas receptoréw czynnikdéw wzrostowych ma domene kinazo-
w3 0 charakterystycznej sekwencji aminokwasowej. Jednakze, mimo wielu lat badan, sposéb
przeniesienia sygnatu z udziatem tego typu receptoréw jest nadal dyskusyjny. Powodem sg
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trudnosci z ustaleniem fizjologicznych substratéw dla kinaz receptorowych. Tym niemniej,
stale rosnie liczba biatek fosforylowanych na tyrozynie, ktdre moga posredniczy¢ w sygnali-
zacji mitogennej. Przyktadowo, fosforylacja tyrozyny w biatkach okreslanych skrotem MAP
(ang. - mitogen-activatedproteins lub microtubule-associatedproteins) jest charakterystycz-
na dla stymulowanych EGF, PDGF, NGF i insuling [1-6] komd&rek spoczynkowych iniezbed-
na dla ich ponownego wejscia w cykl komérkowy. Co wiecej, biatka te podlegajg takze
stymulacji Ugandami, ktérych receptory majg aktywno$¢ kinazy serynowo/treoninowej, np.
PMA [7], lub nie majg aktywno$ci enzymatycznej, np. trombina [8], i sa przyktadem ukfadu
efektorowego integrujacego rézne sygnaty zewnatrzkomorkowe.

Podobna sytuacjama miejsce takze w przypadku fosfolipazy C (PLC) enzymu, ktory jak
dotychczas powszechnie uwazano jest uktadem efektorowym wielu hormonéw dziatajacych
poprzez biatka G [9]. W rzeczywistosci, sposob aktywacji fosfolipazy C zalezy od formy
czasteczkowej tego enzymu (poznano dotad osiem izozyméw PLC) [10]. I tak, wykazano, ze
izozymy a i 8 sgaktywowane posrednio poprzez biatka Gq [11,12,13]. PLC y ulega aktywacji
w drodze fosforylacji reszt tyrozynowych w odpowiedzi na stymulacje mitogenng [14-18].
PLC-ynalezy do biatek zawierajacych tzw. domeny SH 2 (sekwencje aminokwasowe homo-
logiczne do domen kodowanych przez region 2 genu src) [19]. Charakterystyczng cechg tych
biatek jest zdolno$¢ do tworzenia trwatych asocjatdw z biatkami fosforylowanymi na tyrozy-
nie, m.in. zreceptorami wielu czynnikéw wzrostowych [19,20,21]. Domeny SH 2 uczestnicza
w interakcji tych biatek z fosfotyrozyng z pewng swoistoscig, zalezng od rodzaju reszt
aminokwasowych otaczajacych fosfo-Tyr. Przyktadowo, trzy r6zne biatka tego typu: fosfoli-
paza Cy (PLC-y), biatko aktywujgce GTP-aze (GAP) i fosfatydyloinozytolo-3-kinaza (P13)
wigzg sie z odmiennymi regionami fosforylowanego receptora PDGF [20].

Zdolno$¢ biatek zawierajagcych domeny SH 2 do asocjacji z cze$cig efektorowa receptorow
czynnikéw wzrostowych oraz wynikajgca z tego stymulacja ich aktywnosci enzymatycznej
w drodze fosforylacji stworzyty podstawy nowej hipotezy transdukcji sygnatu mitogennego
indukowanego czynnikami wzrostowymi (PDGF, EGF, IGF I, FGFs, HGF, CSF-1). Hipote-
tyczny mechanizm dziatania tych czynnikéw (rys. 17) zaktada, ze po zwigzaniu Uganda z
receptorem btonowym nastepuje dimeryzacja kompleksow ligand-receptor, aktywacja kinazy
tyrozynowej, transautofosforylacja receptoréw, a w jej wyniku asocjacja z biatkami zawie-
rajagcymi domeny SH 2. Te ostatnie sg z kolei fosforylowane na tyrozynie, co inicjuje dalsze
etapy przenoszenia sygnatlu mitogennego. Ten model sygnalizacji jest zupetnie rézny od
klasycznego mechanizmu aktywacji kinaz serynowo/treoninowych i ttumaczy jednoczesnie
niezrozumiaty dotad fakt autofosforylacji receptoréw czynnikdw wzrostowych (patrz rozdziat
1.2). Fosfolipaza C-y zawiera dwie sekwencje SH 2 [22,23] wigzace sie zregionem fosfotyro-
zynowym autofosforylowanego receptora czynnika wzrostowego [19, 24]. W przypadku
R-EGF sg to tyrozyny 992,1069 i 1073, R-PDGF - tyrozyny 1009 i 1021, a R-FGF - tyrozyna
766 [26]. Zachodzaca w nastepstwie tego fosforylacja PLC-y powoduje aktywacje tego
enzymu i wzrost wewnatrzkomérkowego poziomu wtdrnych przekaznikéw sygnatu diacy-
loglicerolu (DAG) i inozytolotrojfosforanu (1P3). Wysoki poziom fosforylacji PLC-y, rzedu
1 mol fosfo-Tyr/1 mol biatka [14-17] oraz doskonata korelacja fosforylacji z obrotem
fosfatydyloinozytoli in vivo [18,25,27] wskazuja, ze enzym tenjest fizjologicznym substratem
kinaz biatkowych wielu receptoréw czynnikdw wzrostowych.
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Rys. 17. Mechanizm przenoszenia sygnatu mitogennego z udziatem receptoréw czynnikéw wzrostowych o aktyw-
nosci kinazy tyrozynowej: a- zwigzanie czynnika z receptorem i aktywacja kinazy tyrozynowej, b - dimeryzacja re-
ceptoréw, c - transfosforylacja receptoréw, d - asocjacja ufosforylowanych receptoréw z biatkami majacymi
domeny SH2 i ich fosforylacja

UDZIAL FOSFOINOZYTYDOW W SYGNALIZACJI MITOGENNEJ

Juz 40 lat temu Hokinowie [28] zwrdcili uwage na fakt, ze aktywacja receptoréw
cholinoergicznych stymuluje metabolizm fosfolipidow w komdrkach trzustki. Jednak brak
odpowiednich metod ekstrakcji i rozdziatu fosforanow fosfatydyloinozytoli op6znit znacznie
wyjasnienie tego problemu. Dopiero Durell i wsp. [29] wskazali na potencjalng role metabo-
lizmu fosfoinozytydéw w przenoszeniu sygnatu zewnatrzkomérkowego, a Michell [30]
powigzat ten efekt z mobilizacjg wewnatrzkomérkowego poziomu wapnia.

Fosfatydyloinozytol, fosfatydyloinozytolo-4-monofosforan i fosfatydylo-inozytolo-4,5-
difosforan sa obecne we wszystkich komorkach eukariotycznych i stanowig 2- 8% lipidow ich
bton komérkowych. Polarng czescig tych lipidéw jest mioinozytol, a przy weglu B glicerolu
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zwigzany jest estrowo kwas arachidonowy (80% fosfoinozytydéw). Fosfoinozytydy ulegaja
hydrolizie dol,2-diacyloglicerolu i odpowiednich fosfoinozytoli pod dziataniem swoistej,
zaleznej od jondw wapnia fosfolipazy - fosfolipazy C (PLC). Pierwotnym substratem dla
aktywowanej wigzaniem liganda fosfolipazy C jest fosfatydylo-inozytolo-4,5-difosforan
(PIP2). W wyniku hydrolizy PIP2powstaja 1,2-diacyloglicerol (DAG) i inozytolo-1,4,5-trifo-
sforan (IP3), z ktérych kazdy moze petni¢ role "drugiego postainca”, przekazujac sygnat
dwoma odrebnymi drogami. DAG aktywuje kinaze biatkowag C, natomiast IP3 stymuluje
wzrost wewnatrzkomérkowego poziomu wapnia. Hydroliza enzymatyczna fosfoinozytydéw
prowadzi takze do powstania innych niecyklicznych (np. inozytolo-l,3,4,5-tetrafosforan,
ktory przechodzi szybko w inozytolo-I,3,4-trifosforan) i cyklicznych (np. inozytolo 1°-cy-
kliczny”, 5-trifosforan) fosforanéw inozytoli, ktérym przypisuje sie rowniez role czasteczek
informacyjnych [31]. Jednym z produktéw degradacji fosfoinozytydéw jest kwas arachido-
nowy, ktéry moze powstawac¢ w wyniku dziatania lipazy diacyloglicerolowej na DAG oraz w
wyniku dziatania fosfolipazy A2na kwas fosfatydowy (PA) lub na fosfoinozytol (PI). Kwas
arachidonowy jest substratem w syntezie zwigzkéw o funkcji regulacyjnej, takich jak prosta-
glandyny czy leukotrieny, a te z kolei mogg modulowa¢ aktywno$¢ PLC na zasadzie dodat-
niego (leukotrieny) lub ujemnego (prostaglandyny) sprzezenia zwrotnego [32]. Metabolizm
fosfoinozytydow oraz tworzenie wtdrnych przekaznikow informacji w wyniku dziatania
fosfolipazy C (a takze fosfolipazy A2i lipazy DAG) ilustruje rysunek 18.

Stymulacja obrotu fosfatydyloinozytoli i uwalnianie DAG i IP3jest uktadem zaangazo-
wanym w przenoszenie sygnatu inicjowanego wieloma réznymi ligandami [33-35], co
wskazuje na funkcjonalng uniwersalnos¢ tego ukfadu (tab. 13).

TABELA 13. Czynniki stymulujgce powstawanie inozytolo-1,4,5-trifosforanu (IP3 i 1,2-diacyloglicerolu (DAG) z
fosfatydyloinozytolo-4,5-difosforanu (P1IP2)

Typ czynnika Przyktady
Neurohormony gonadoliberyna, tyreoliberyna, kortykoliberyna, somatoliberyna
Hormony parathormon, tyrotropina, neurotensyna, cholecystokinina, serotonina,

epinefryna, angiotensyna, wazopresyna
Neurotransmitery acetylocholina, dopamina, substancja P

Czynniki wzrostowe PDGF, FGF, IL-2, IL-3

Prostaglandyny pgh2pgf2

Lektyny fitohemaglutynina, konkanawalina A

Rézne peptyd chemotaktyczny, ATP, antygeny, toksyny bakteryjne, stymulacja elektryczna,
szok cieplny

MECHANIZM AKTYWACIJI KINAZY BIALKOWEJ C

Kinaza biatkowa C (PKC) jest zalezng od fosfolipidéw i jonéw wapnia, treonino- i
seryno-swoistg kinaza, szeroko rozpowszechniong w tkankach ssakéw [36]. Przynajmniej 7
rodzajow PKC [14] zostato dotychczas zidentyfikowanych (a, BI, Bll, y, 8, £, ) Wiekszos¢
komdrek zawiera wiecej niz jeden rodzaj PKC, np. limfocyty syntetyzuja trzy rodzaje PKC:
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Rys. 18. Schemat metabolizmu fosfatydyloinozytoli i tworzenia wtornych przekaznikow informacji biologicznej:
1,4,5-trifosfoinozytolu (IP3), 1,2-diacyloglicerolu (DAG) i kwasu arachidowego (AA)

a, Bli Bll. W tkance mézgowej duza czes¢ PKC jest zasocjowana z btonami synaptycznymi,
w innych tkankach enzym ten jest obecny gtéwnie w cytozolu. Kinazy biatkowe C sa trudno
rozroznialne w sensie wiasciwosci katalitycznych, dlatego przyjmuje sie narazie wspdlny
model dziatania tych kinaz. Fizjologicznym regulatorem aktywnosci PKC jest DAG, powsta-
jacy wwyniku stymulowanej fosfolipazaC hydrolizy PIP2[35-38]. Badaniain vitro wskazuja,
ze aktywacja kinazy C nastepuje po translokacji nieaktywnego enzymu z cytozolu do wewne-
trznej powierzchni btony komérkowej. PKC wigze si¢ z fosfolipidami btony komérkoweyj,
prawdopodobnie nie penetrujgc hydrofobowej warstwy btony. Wiazanie enzymu z fosfolipi-
dami btony zalezy od obecnosci jondw wapnia, a skiad fosfolipidéw decyduje o poziomie
aktywacji PKC. Prawdopodobny mechanizm aktywacji PKC przedstawiarysunek 19. Zgodnie
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z tym schematem, cztery czasteczki fosfatydyloseryny (PS) tworzg odpowiedni uktad prze-
strzenny na wewnetrznej powierzchni btony i wigzajeden jon Ca2+poprzez grupy karboksy-
lowe seryny [39]. Nastepnie przyfgcza sie kinaza C tworzac nieaktywny enzymatycznie
kompleks PKC-4PS-Ca2+, fatwy do rozbicia dziataniem EDTA lub EGTA. Zwigzanie jednej
czasteczki DAG z tym kompleksem inicjuje zmiany konformacyjne w czasteczce enzymu i
jego aktywacje. Kompleks DAG-PKC-4PS-Ca2+ jest niewrazliwy na dziatanie zwigzkow
chelatujgcych jony wapnia, co wskazuje na bezpos$redni udziat tych jondw w wigzaniu
DAG-PKC. Stechiometria i swoisto$¢ aktywacji kinazy C przez DAG, podobnie jak w
przypadku oddziatywan cAMP-kinaza biatkowa A sg cechami charakterystycznymi dla "dru-
gich postancow".

Rys. 19. Schemat aktywacji kinazy biatkowej C: DAG - diacyloglicerol, PKC - kinaza biatkowa C, PS - fosfa-
tydyloseryna

Postulowano udziat PKC w kontroli wielu procesow metabolicznych. W doswiadczeniach
in vitro ustalono, ze substratami dla tego enzymu jest bardzo wiele r6znych biatek komérko-
wych zaangazowanych w: regulacje aktywnosci receptorowej, transportjonéw i metabolitow
przez btone komodrkowa, reorganizacje cytoszkieletu, regulacje aktywnos$ci enzymatycznej i
innych [40,41].

AKTYWACJA ANTYPORTU Na+H+

Kinaza biatkowa C stymuluje takze m.in. usytuowany w bionie komoérkowej uktad
wymiany jonéw Na+/H+ [35]. Uktad ten wykorzystuje skierowany do wnetrza komorki
gradient jonéw sodowych do aktywnego wypychania protondw na zewnatrz komarki i
odgrywa podstawowag role w homeostazie wewngtrzkomoérkowego pH [42,43]. Wynikiem
dziatania czynnikow wzrostowych jest m.in. przejsciowy wzrost cytoplazmatycznego pH o
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0,2-0,3 jednostki [44,45]. Doswiadczenia prowadzone na mutantach z upo$ledzonym antypo-
rtem Na+/H+oraz eksperymenty z zastosowaniem swoistego inhibitora tego uktadu amiloridu
nie pozostawiajg watpliwosci co do bezposredniego wptywu podniesienia pH na wzrost i
proliferacje komérkowa [46]. Wiele proceséw wewnatrzkomorkowych zaleznych jest od pH,
wydaje sie prawdopodobne, ze istotng role w sygnalizacji mitogennej odgrywa stymulowana
podniesieniem pH inicjacja syntezy biatek [47,48], zaangazowanych w regulacje cyklu
komorkowego.

STYMULOWANE IP3 PODNIESIENIE
WEWNATRZKOMORKOWEGO POZIOMU WAPNIA

Kluczowym procesem, w ktorego regulacje zaangazowany jest IP3 jest podniesienie
cytoplazmatycznego poziomu jondw wapnia, poprzez uwalnianie go z zapaséw wewnatrz-
komérkowych [49]. Poczatkowo sadzono, ze waph jest uwalniany z mitochondriéw lub granul
sekrecyjnych. Obecnie wiadomo, ze wzrost cytoplazmatycznego poziomu wapnia w wyniku
stymulacji hormonalnej spowodowany jest uwalnianiem wapnia z retikulum endoplazmaty-
cznego [50]. Hlo$¢ wapnia wewnatrz retikulum, w komoérkach spoczynkowych odzwierciedla
réwnowage pomiedzy biernym wyptywem a aktywnym doptywem jonéw Ca2+ regulowanym
zalezng od ATP pompg wapniowg Ca2+K+. Wzrost cytoplazmatycznego poziomu wapnia
moze wynikaé zaréwno z podniesienia wyptywu wapnia z retikulum, dziataniem na odpo-
wiednie kanaty jonowe, jak i z zahamowania dziatania pompy wapniowej. Stwierdzono, ze
zaréwno zablokowanie pompy wapniowej wanadanem, jak i usunigcie ATP nie wpltywa na
uwalnianie jonéw wapnia z retikulum endoplazmatycznego [51]. Dane te sugeruja, ze IP3
dziataraczej na kanatjonowy niz na pompe wapniowa. Prawdopodobnie, istnieje specyficzne
biatko G (Gs) regulujace funkcjonowanie kanatu wapniowego w btonach retikulum endopla-
zmatycznego [52], Aktywacja tego biatka zachodzi poprzez receptor swoisty dla IP3, zlokali-
zowany w btonie retikulum [53]. Wykazano, ze zwiazki pokrewne do IP3, takie jak: inozytol,
inozytolo-lI-monofosforan, inozytolo-2-monofosforan, inozytolo-1,4-difosforan (produkt de-
fosforylacji IP3), czy inozytolo-1,3,4,5-tetrafosforan (produkt fosforylacji IP3) sg biologicznie
nieaktywne. Warunkiem koniecznym aktywnosci pochodnych inozytolu jest obecnos¢ reszt
fosforanowych w pozycjach 4 i 5, a obecnos$¢ reszty fosforanowej w pozycji 1 wzmaga
aktywnosc¢ trifosforanu [54], W ciggu kilkudziesieciu sekund po stymulacji inozytolo-1,4,
5-trifosforanem ok. 50% zapasow wapnia zgromadzonych wretikulum zostaje wyrzucone do
cytoplazmy. Podniesienie cytoplazmatycznego poziomu wapnia aktywuje szereg enzymow
zaleznych od Ca2+, ktérych spektrum dziataniajest bardzo szerokie [55-58].

Pozytywne wspotdziatanie szlakow metabolicznych angazujacych kinaze biatkowg C i
jony wapnia wydaje sie istotne w indukowanej czynnikami wzrostowymi kontroli ekspresji
gendw [59,60].

STYMULACJA EKSPRESJI GENOW

Przejsciu komdrek spoczynkowych w faze Gj towarzyszy synteza wielu biatek, w tym
takze biatek zaangazowanych w regulacje cyklu komérkowego. Dziatanie czynnikéw wzro-
stowych powoduje drastyczne podniesienie poziomu informacyjnych kwaséw rybonuklei-
nowych, nawet stukrotnie przewyzszajagce poziom mRNA w komérkach spoczynkowych
[61,62]. Mimo stale rosnacej liczby informacji na temat gendéw posredniczacych w przenie-
sieniu sygnatu mitogennego, wyjasnienie catosci problemujestjeszcze odlegte. Wsréd gendw,
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ktorych ekspresja nastepuje w okresie przedreplikacyjnym wyr6znia sie zazwyczaj geny
kompetencyjne (lub geny wczesnej odpowiedzi) i geny progresywne (lub geny péznej odpo-
wiedzi komérkowej). Przypuszczalnie, kazda z tych grup obejmuje kilkadziesigt r6znych
gendw, aktywowanych kolejno w trakcie mitogenezy. Typowymi genami wczesnej odpowie-
dzi komorkowej sg geny c-fos, JE i Krox-20 [63-66]. Podniesienie poziomu ekspresji tych
genéw na dziatanie czynnikéw wzrostowych nie wymaga wcze$niejszej syntezy biatka i
wynika z gwattownego wzrostu szybkosci transkrypcji. Ekspresja genu c-fos jest niewykry-
walna w komorkach proliferujgcych, co wskazuje, ze produkt tego genu jest niezbedny do
wyjscia komérek z fazy GO [67,68]. W przeciwienstwie do genu c-fos, gen c-myc jest
transkrybowany ciagle, chociaz poziom jego ekspresji zalezy od obecnosci egzogennych
czynnikow wzrostowych [67,69,70]. Wyniki te wskazuja, ze produkt genu c-myc jest raczej
zaangazowany w przejscie komdrek przez faze Gj i ich wejscie w faze S [71,72] niz wyjscie
z fazy GO. Synteza szeregu innych biatek (p53, p21, cyliny, dywidyny, progesyny) wzrasta
gwattownie w fazach Gj/S cyklu komorkowego [73-75], ale ich udziat w przeniesieniu
sygnatu mitogennego jest jeszcze nie w petni wyjasniony.
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VIII. AUTOKRYNNA REGULACJA WZROSTU

Mozliwos¢ autoregulacji wzrostu komoérkowego zostata zaproponowana na podstawie
réznic obserwowanych we wzroscie komérek prawidtowych i nowotworowych w hodowlach
in vitro. Uniezaleznianie sie komdrek nowotworowych od fizjologicznej kontroli wzrostu byto
teoretycznie mozliwe wskutek "fatszywej" aktywacji réznych etapdw przenoszenia sygnatu
mitogennego bedacej nastepstwem transformacji nowotworowej. Na podstawie dotychczas
uzyskanych wynikéw mozna wyrézni¢ trzy grupy czynnikéw wplywajace na zaburzenia
fizjologicznej kontroli wzrostu przez:

(a) produkcje wiasnych czynnikow wzrostowych, zastepujacych czynniki egzogenne,

(b) synteze receptoréw czynnikéw wzrostowych o zmienionych wiasciwosciach i/lub
funkcji efektorowej,

(c) aktywacje postreceptorowej drogi przenoszenia sygnatu mitogennego (synteza poli-
peptydow o aktywnosci biatek G, stymulacja syntezy lub uwalniania tzw. drugich prze-
kaZznikow, hiperekspresja gendw cyklu komdérkowego itp..).

Produkty biatkowe wielu onkogenéw i protoonkogenéw majg aktywnos$¢ sugerujaca ich
ingerencje w szlak przenoszenia sygnatu mitogennego. Przykiadowo, protoonkogen c-sis
(odpowiednik onkogenu matpiego wirusa migsaka - SSV) koduje tancuch B plytkowego
czynnika wzrostowego [1]. Biatko transformujgce kodowane przez onkogen erb-B jest zmie-
niong forma receptora EGF, a produkt onkogenu fins jest odpowiednikiem receptora CSF-1
[2,3]. Biatka p21 kodowane przez onkogeny z rodziny ras sg strukturalnie i funkcjonalnie
podobne do biatek G [4,5], natomiast biatko p60m stymuluje fosforylacje fosfatydyloinozyto-
lu do fosfatydylo-inozytolo-4- fosforanu [6]. Podwyzszong ekspresje protoonkogenéw c-myc
i c-fos stwierdzono w wielu typach komérek transformowanych nowotworowo [7-9].

Jednym z szeroko badanych rodzajéw autostymulacji wzrostu jest stymulacja autokrynna.
Wiele typéw komérek nowotworowych hodowanych in vitro wykazuje znacznie mniejsze
zapotrzebowanie na egzogenne czynniki wzrostowe zawarte w surowicy w poréwnaniu do
komorek prawidtowych [10-12]. Wytlumaczeniem tego zjawiska mogta by¢ synteza wias-
nych czynnikéw wzrostowych przez komarki transformowane nowotworowo. Doswiadczenia
przeprowadzone na komérkach fibroblastow transformowanych wirusem miesaka myszy
(MSV) pozwolity DeLarco i Todaro [13] na sformutowanie hipotezy autokrynnej regulacji
wzrostu komoérkowego. Opierata sie ona na zatozeniu, ze komérki nowotworowe syntetyzuja
i wydzielajg do otoczenia czynniki wzrostowe, na ktdrych dziatanie odpowiadajg za pomocg
swoistych dla tych czynnikow receptoréw btonowych (rys. 20a). Produkcja wiasnych czynni-
kéw wzrostowych prowadzitaby do uniezaleznienia sie komorek neoplastycznych od fizjo-
logicznej kontroli proliferacji, a w nastepstwie tego do nowotworowego wzrostu tkanki
[14,15]. Poczatkowo sadzono, ze komérki nowotworowe produkujg swoiste, charakterystycz-
ne dla danego typu nowotworu czynniki wzrostowe. Dlatego, pierwsze scharakteryzowane
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przez Todaro i DeLarco czynniki autokrynne nazwane zostaty czynnikami wzrostu migsaka
SGFs (ang. - Sarcoma Growth Factors). PéZniej wykazano, ze wiekszo$¢ komorek syntety-
zuje i wydziela peptydy nalezace do znanych rodzin czynnikéw wzrostu (EGF/TGFa, PDGF,
IGFs, FGFs, TGF R). Na podstawie doniesief z ostatnich 3-4 lat, mozna $miato stwierdzic,
ze komdrki transformowane nowotworowo syntetyzujg i wydzielaja wszystkie znane typy
czynnikéw wzrostowych (tab. 14).

Rys. 20. Mozliwe mechanizmy autokrynnej regulacji wzrostu: a- bezpo$rednia stymulacja autokrynna, b - utrata
zdolnosci do odpowiedzi na autokrynne inhibitory wzrostu, ¢ - po$rednia stymulacja autokrynna, d - amplifikacja
stymulacji autokrynnej przez dodatnie sprzezenie zwrotne

Synteza i sekrecja okre$lonych czynnikéw wzrostowych nie jest réwnoznaczna z ich
udziatem w autokrynnej regulacji wzrostu komdrek macierzystych. Wiele z tych czynnikow
moze regulowaé wzrost innych komérek w drodze para- lub endokrynnej. O tym, ktory z
czynnikéw syntetyzowanych przez dany rodzaj komérek jest dla nich autokrynnym czynni-
kiem wzrostowym, decyduje obecno$¢ swoistych dla tego czynnika receptoréw w btonie
komadrek macierzystych. Jednym z najlepiej udokumentowanych przyktadéw udziatu pepty-
dowych czynnikéw wzrostowych w autokrynnej regulacji wzrostu jest TGFa. Wykazano, ze
produkcja tego peptydu zwigzanajest z wieloma rodzajami ludzkich nowotworow (rak piersi,
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rak ptuc, rak zotgdka, rak trzuski). Ponadto, komérki transformowane temperaturo-wrazliwy-
mi mutantami mysiego wirusa miesaka Kirstena [Ki-MSV] lub Moloneya (Mo-MSV) produ-
kujag TGFa tylko w temperaturze permisywnej dla transformacji [33]. Wreszcie, uzycie
przeciwciat monoklonalnych przeciwko TGFa powoduje zahamowanie wzrostu nowotworo-
wych linii komérkowych produkujacych ten czynnik [18,21]. Transformacjakomoérek gryzoni
wirusami Moloneya, Harveya lub Kirstena powoduje dodatkowo uwalnianie innych (poza
TGFa) czynnikow wzrostowych, gtdwnie z rodzin: TGFR i PDGF [34,35]. Powigzanie
transformacji wirusowej z wydzielaniem tych peptyddéw jest trudne, chociaz wiadomo, ze
fenotypowa transformacja prawidtowych komdrek nerki szczurzej (NRK) wymaga wspot-
dziatania TGFa, TGFR i PDGF [36].

TABELA 14. Wybrane czynniki wzrostowe syntetyzowane przez komorki transformowane nowotworowo oraz
przez komorki prawidtowe

Rodzaj komdrek Typ czynnika PiSmiennictwo
Transformowane:

rak piersi IGF ILIGF 11,PDGF, TGFR 16
drobnokomérkowy rak ptuc IGF LIGF II,TGFa 17,18
rak trzustki IGF I, TGFa 19
rak prostaty TGFR 20
rak przewodu pokarmowego EGF (TGFa) 21
neuroblastoma 2A PDGF, TGFR 22
czerniaki TGFa, TGFR, PDGF-AA 23
glejaki aFGF, bFGF, TGFR 24
Hep G2 IGFI, IGF II, TGFR 25
Prawidtowe:

embrionalne blastocyty PDGF, TGFa, TGFR 26
embrionalne komorki macierzyste PDGF, IGF II, TGFR 27
aktywowane makrofagi TGFa, TGFR, bFGF, PDGF.TNFa 28,29
naczyniowe komorki endotelialne bFGF 30
eozynofile TGFa 31
keratynocyty TGFa, TGFR, bFGF 32

Dalsze fakty doswiadczalne potwierdzajgce hipoteze autokrynnej stymulacji wzrostu ko-
morek nowotworowych przynosi opisane wczesniej (rozdziat I11.1) poréwnanie struktury
PDGF i biatka transformujgcego p28"ywirusa miesaka matpiego SSV. Synteze PDGF-podo-
bnych peptydéw wykazano w komoérkach ludzkiego raka kosci [37], w ludzkich glejakach
[38], a takze w roznych ustalonych liniach komérek transformowanych wirusem SV40
[35,39]. Wiele sposrod komérek produkujacych te peptydy ma takze receptory dla PDGF
[35,40,41], aprzeciwciata dla tego czynnikahamujg synteze DNA w komorkach 3T3 lub NRK
transformowanych SSV [39]. Co wiecej, komérki transformowane SSV wszczepione myszom
transgenicznymrdznia si¢ tumorogennoscia, ktérakoreluje z iloscig wydzielanego PDGF [39].

Nowe spojrzenie na autokrynng regulacje wzrostu przyniosty informacje o pierwszym,
dobrze scharakteryzowanym peptydowym inhibitorze wzrostu, jakim jest dla wiekszosci
komoérek TGFR. Wiasciwosci tego czynnika (omdwione wrozdziale IV) wskazywaty, ze moze
on reprezentowac nowa klase czynnikdw autokrynnych, hamujacych wzrost komorek macie-
rzystych. Byto to zgodne z wczesniejszymi sugestiami [42,43] o syntezie swoistych, endogen-
nych inhibitoréw wzrostu przez komérki prawidtowe. Ostatecznym dowodem na istnienie
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takich zwigzkéw byto stwierdzenie, ze komarki nerki matpiej produkujg TGFR, ktdry z kolei
moze hamowac ich wzrost w hodowli tkankowej [44,45]. Byto prawdopodobne, ze transfor-
macja nowotworowa prowadzi nie tylko do syntezy autokrynnych stymulatoréw wzrostu, ale
takze moze powodowac utrate zdolnosci komérek transformowanych do syntezy, sekrecji lub
odpowiedzi na autokrynne inhibitory wzrostu (rys.20b). Taka wtasnie, rozszerzona hipoteza
autokrynnej regulacji wzrostu komdérek nowotworowych, zaproponowana przez Sporna i
Roberts [46] jest szczegdlnie interesujgca zaréwno dla zrozumienia mechanizmu deregulacji
wzrostu neoplastycznego, jak i w kontekscie terapii przeciwnowotworowej. Ostatnie donie-
sienia [47] o wptywie TGFR na wzrost r6znych klonéw linii komérkowej HT29 ludzkiego
raka okreznicy wykazaty, ze ten sam czynnik moze dziata¢ jako: autokrynny stymulator lub
autokrynny inhibitor wzrostu w zaleznosci od stopnia zréznicowania badanych komérek. W
tym miejscu nalezy przypomnie¢ (patrz rozdziat 1V), ze TGFR moze takze stymulowaé wzrost
niektorych rodzajow komérek w drodze posredniej, poprzez indukcje ekspresji genu PDGF.
Prawdopodobna jest wiec autokrynna stymulacja wzrostu przez TGFR pod warunkiem, ze
komorki macierzyste maja receptory zardwno dla TGFR, jak i dla PDGF (rys.20c).

Podobnie jak to ma miejsce w przypadku nowotworéw komaérek somatycznych proponuje
sie rowniez autokrynng regulacje wzrostu nowotworowych komoérek krwi [48]. W doswiad-
czeniach in vitro wykazano udziat IL-la, IL-IB, G-CSF, GM-CSF i IL-6 w autokrynnej
stymulacji wzrostu komérkowego wielu typow biataczek ostrych [49-53]. W odr6znieniu od
postaci ostrej, komorki chronicznej biataczkimieloidalnej syntetyzuja i wydzielajg do medium
TNFa, ktéry hamuje wzrost tych komorek [54]. Przypuszcza sie, ze autokrynna inhibicja
wzrostu moze by¢ odpowiedzialna za obserwowang w chronicznej formie nowotworu, faze
stacjonarng, trwajgca $rednio 3,5 roku (od kilku miesiecy do 20 lat). Jesli tak, to interakcja
autokrynnych stymulatoréw i inhibitoréw wzrostu komérkowego moze leze¢ u podstaw réznic
obserwowanych pomiedzy ostrg i chroniczng forma nowotworu.

Nalezy jednak podkresli¢, ze produkcja autokrynnych czynnikéw wzrostowych nie jest
wytaczng domeng komoérek nowotworowych. Pierwsze wskazéwki o autokrynnej regulacji
wzrostu komaérkowego in vitro zwigzane sg z wyprowadzaniem tzw "nie$miertelnych" linii
komorkowych. W roku 1968 H.Coon wyprowadzit poprzez klonowanie komérek szczurzej
watroby linie komérek BRL3A zdolnhg do wzrostu i namnazania w ptynach hodowlanych
pozbawionych biatek i hormonéw [55]. Pie¢ lat p6zniej Dulak i Temin [56] wyizolowali z
srodowiska hodowlanego komdrek BRL 3A frakcje stymulujgcg wzrost tych komoérek nazwa-
ng MSA (ang - multiplication stimulating activity). W latach osiemdziesigtych udowodniono,
ze frakcja ta zawiera autokrynny czynnik wzrostu, réznigcy sie od ludzkiego IGF Il tylko
piecioma resztami aminokwasowymi [57]. Ostatecznym dowodem na autokrynng regulacje
wzrostu dorostych komorek prawidtowych sg dosSwiadczenia nad syntezg i sekrecjg TGFa
przez keratynocyty ludzkie [58]. Przede wszystkim dlatego, ze czynnik ten byt powszechnie
uwazany za typowy autokrynny stymulator wzrostu komérek nowotworowych. Co wigcej
wykazano [58], ze dodatek egzogennego TG Fa do hodowli keratynocytdw stymuluje sekrecje
endogennego TGFa, sugerujgc nowy mechanizm autostymulacji wzrostu w drodze dodatnie-
go sprzezenia zwrotnego (rys.20d). Okazato sie takze, ze mechanizm autostymulacji wzrostu
prawidtowych komérek epitelialnych jest rézny od obserwowanego w komoérkach transfor-
mowanych [59]. Zaburzenia tego typu autoregulacji wzrostu moga by¢ szczegélnie niebez-
pieczne i przypuszcza sie, ze patologiczna nadprodukcja TGFa przez keratynocyty jest
przyczyng podwyzszonej proliferacji tych komérek, obserwowanej w tuszczycy [60].
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Prowadzone w Instytucie Biologii Molekularnej UJ badania autoregulacji wzrostu takze
wskazuja, ze wzrost wielu transformowanych komarek zwierzecych regulowany jest w drodze
autokrynnej [61-63]. Zaréwno komorki transformowane chemicznie, jak i wirusowo syntety-
zujg i wydzielajg do ptynu hodowlanego peptydy o wiasciwosciach typowych dla autokryn-
nych czynnikéw wzrostowych [64,65].

Podsumowujac, przyjmuje sie obecnie, ze regulacja autokrynna komérek prawidtowych
obejmuje dwa istotne fizjologicznie procesy: kontrole wzrostu i réznicowania komorek
embrionalnych oraz statg odnowe tkanek dojrzatych. Nieprawidtowa synteza i/lub sekrecja
autokrynnych czynnikéw wzrostowych moga by¢ przyczyng wielu chordb wynikajacych z
patologicznej proliferacji komorek.
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