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W tym Zeszycie Postepdw Biologii Komorki

System naprawy DNA bierze udziat w utrzymaniu integralno$ci genomu pod-
legajacego zmianom pod wplywem czynnikbw zewnetrznych i wewnatrz-
komorkowych. U cztowieka bezposrednio w proces naprawy zaangazowane
sg produkty biatkowe ponad 70 gendéw. Omowienie tego problemu znajdzie
Czytelnik na stronie 707.

Badania doswiadczalne i obserwacje kliniczne dostrczajg wielu dowodéw
Swiadczgcych o roli neutrofiliw patogenezie procesu zapalnego rozwijajgcego
sie w obszarze niedokrwionym ireperfundowanym serca. W artykule na stronie
731 przedstawiono aktualne informacje na temat udzialu w opisywanym
zjawisku selektyn, integryn i adhezyn oraz mediatorow uwalnianych w czasie
niedokrwienia i reperfuzji serca.

W ostatnich latach zostaly opracowane nowe lub udoskonalone systemy
eksperymentalne zaptodnienia in vitro z uzyciem izolowanych gamet roslin
okrytonasiennych. Obecnie mogg byé otrzymywane w warunkach in vitro
zygoty, a w przypadku kukurydzy takze ptodne rosliny. Techniki te zostaty
opisane w dwu kolejnych artykutach na stronach 793 i 809.

Luliberyna, hormon uwalniajgcy lutropine, jest dekapeptydem syntetyzowa-
nym w podwzgérzu. W artykule na stronie 827 przedstawiono budowe i role
fizjologiczng receptora luliberyny. Opisano réwniez mutanty tego receptora
wystepujagce w niektérych stanach chorobowych. Omodwiono tez znaczenie
analogow luliberyny w terapii.

Interleukina-15 (IL-15) jest niedawno odkrytgcytoking przypominajaca struktu-
ralnie, ale niefunkcjonalnie interleukine-2. IL-15 jest produkowana przez rézne
komorki organizmu, a indukuje proliferacje komérek NK, limfocytéw T i B oraz
monocytow. W artykule na stronie 863 opisano organizacje genowa IL-15,
budowe jej receptora oraz dziatanie tej cytokiny.
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WSPOMNIENIE O PROFESORZE
DR HAB. JANIE MICHEJDZIE

Profesor dr hab. Jan Michejda urodzit sie 28 maja 1927 r. w Poznaniu. W
latach wojny ukoniczyt $rednig szkote handlowg oraz uczeszczal do tajnego Gi-
mnazjum i Liceum w Krakowie. Egzamin maturalny zdat w 1945 r. W tym samym
roku podjat studia na Uniwersytecie Poznanskim, gdzie w 1949 r. uzyskat stopien
magistra filozofii w zakresie zoologii. Prace zawodowg podjat jeszcze przed za-

koriczeniem studidéw jako
mtodszy asystent Pracowni
Farmakodynamiki na Wy-
dziale Farmaceutycznym Uni-
wersytetu Poznanskiego. Od
1949 r. byt kierownikiem tej
Pracowni, przeniesionej w na-
stepnych latach do Akademii
Medycznej pojej wydzieleniu
z U.P. Rdwnoczes$nie od 1949
r. podjat prace w Zakladzie
Biologii Ogo6lnej, przeksztat-
conym nastepnie w Katedre
Zoologii Ogo6lnej Uniwersy-
tetu im. A. Mickiewicza. Kon-
sekwentna i energiczna dzia-
talno$¢ organizacyjna Prof.
Jana Michejdy doprowadzita
do powstania w 1963 r. Za-
ktadu Fizjologii Zwierzat oraz
w 1965 r. do uruchomienia
Pracowni Mikroskopii Ele-
ktronowej. W 1969 r. prof.
Michejda zostat przeniesiony
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do Zaktadu Biochemii, w ktérym zorganizowat Zesp6t Bioenergetyki, przeksztatcony
w nastepnych latach w Zaktad Bioenergetyki UAM. Zaktadem tym kierowat do
czasu przejScia na emeryture, a pracowat w nim do ostatnich swoich dni.

Swa niezwykle aktywng i bogatg dziatalno$¢ naukowga Profesor Jan Michejda
rozpoczat jeszcze przed zakornczeniem studidw, podejmujac w 1947 r. prace jako
miodszy asystent w Pracowni Farmakodynamiki. Jego praca magisterska (1949
r.) dotyczyta zmian zabarwienia Crangon crangon (krewetka) pod wptywem hor-
monoéw ijonéw wapnia. Uzyskane wyniki opublikowat w 1950 r - byta to pierwsza
praca z fizjologii zwierzat wykonana w Uniwersytecie Poznanskim. Zaintereso-
waniom procesami metabolicznymi pozostat wiemy przez cate swe tworcze zycie,
a pewnym wyjatkiem byta tylko jego praca doktorska pt. Stratyfikacja chemiczna
1faunistyczna zrédet i potokéw gorskich. Ten epizod, nieco odhiegajacy od Jego
podstawowych zainteresowan, zaznaczyt sie jednak obszerng i wartoSciowg pub-
likacjg pt. An analysis of the ecological conditions in springs and streams of the
Gory Stotowe. Na podstawie tej rozprawy w 1951 r., a wiec w ciggu zaledwie
2 lat od zakonczenia studidw, uzyskat stopien naukowy doktora.

Po uzyskaniu doktoratu powr6cit do zagadnien zwigzanych z fizjologiag zwierzat.
W latach piecdziesiagtych do badan taksonomicznych niektdrych grup zwierzat wpro-
wadzit analizy biochemiczne, dokonywane w oparciu o bardzo nowoczesne woéwczas
metody chromatograficzne. Obszarem Jego szczegOlnie intensywnych i owocnych
badan stata sie jednak bioenergetyka. W 1957 odbyt staz naukowy w Laboratorium
Carlsberg w Danii, a opanowane tam metody natychmiast przeniést do swego ma-
cierzystego laboratorium. W krotkim czasie powstat wartosciowy cykl publikacji
dotyczacych charakterystyki enzyméw tafncucha oddechowego ameby Chaos chaos,
§limakow i niektdrych roslin. W 1959 r. prof. Jan Michejda - jako pierwszy polski
stypendysta Fundacji Rockefellera w tym os$rodku- odbyt staz naukowy w Uni-
wersytecie Harvarda, podczas ktérego zajmowat sie energetyka mitochondriow
owad6éw. Wykazat tu m.in. dojrzewanie energetyczne towarzyszace biogenezie mi-
tochondriow. Osiaggniecia w tej dziedzinie zebral w rozprawie habilitacyjnej pt.
Zagadnieniafizjologii sarkosoméw miesni skrzydtowych ¢my Hyalophora cecropia,
na podstawie ktérej w 1962 r. uzyskat stopien doktora habilitowanego nauk przy-
rodniczych w zakresie fizjologii zwierzat.

W nastepnych latach problemy bioenergetyczne zwigzane z molekularnymi aspe-
ktami funkcjonowania mitochondriéow staty sie gtownym nurtem dziatalnosci na-
ukowej Profesora Jana Michejdy. Ich konsekwentny rozwdj, prowadzony przy Scistej
wspotpracy z wieloma osrodkami zagranicznymi zdecydowat, ze Prof. Jan Michejda
stat sie jednym z czotowych polskich biochemikéw zajmujgcych sie bioenergetyka
i regulacjg metabolizmu mitochondridw i twércg swej wiasnej szkoty o wyraznie
skrystalizowanym profilu badawczym.

Duzym osiggnieciem naukowym Prof. Michejdy byto odkrycie u ameb i slimakow
dehydrogenazy mleczanowej specyficznej wobec D(-)mleczanu oraz odkrycie i cha-
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rakterystyka molekularnych izoform dehydrogenazy jabtczanowej. Wyniki badan
dotyczacych tych zagadnieh zostaly opublikowane w czotowych Swiatowych cza-
sopismach biochemicznych. Dalszym waznym naukowym stwierdzeniem byto wy-
krycie tlenowego metabolizmu energetycznego u organizmu zyjacego w zasadzie
w warunkach beztlenowych - u Trichinella spiralis.

Duze uznanie w skali $wiatowej przyniosty badania transportu przez btony mi-
tochondrialne. Szczegdlnie duze osiggniecia prof. Michejdy dotyczg transportu nu-
kleotydow adenylowych do i z mitochondriow. Stosujgc do tych badan fragmenty
bton sonikowanych mitochondriéw, Prof. Michejda wykazat asymetrie przenosnika
ADP/ATP, manifestujgcq sie m.in. asymetrig miejsc wigzania atraktylozydu, karbo-
ksyatraktylozydu ikwasu bongkrekowego. Wyniki tych badan wniosty wiele nowych
informacji dotyczacych molekularnych mechanizmow transportu i ustalania sie sto-
sunku ATP do ADP po obu stronach btony mitochondrialnej i jego zaleznosci
od potencjatu btonowego. W dalszych badaniach prof. Michejda wykazat, ze dziatanie
przenosnika ADP/ATP wymaga ekspozycji grup -SH i jest hamowane przez ni-
gerycyne. Transport nukleotyddw adenylowych prof. Michejda badat podczas li-
cznych naukowych wyjazdéw do Centrum Badan Nuklearnych w Grenoble. Wyniki
publikowat w Biochimica et Biophysica Acta, FEBS Letters oraz w wydawnictwach
zwartych, m.in. w ksigzce Proton and Calcium Pumps, wydanej przez Elsevier
w 1978 r.

Kolejnym waznym osiagnieciem Profesora i Jego wspotpracownikéw byto od-
krycie u pierwotniakow alternatywnego toru oddechowego. Do czasu tego odkrycia
przyjmowano poglad, ze tor taki i odpowiednia alternatywna oksydaza dziatajg
tylko w mitochondriach roslin i grzybéw. Alternatywny tor oddechowy rozgatezia
sie na poziomie ubichinonu, a przeptyw elektronéw nie jest sprzezony z wytwa-
rzaniem sity protonomotorycznej i fosforylacja ADP. W pracy, zamieszczonej w
jednym z najlepszych na Swiecie czasopism - Journal of Biological Chemistry
- ktorej jednym z autorow jest Prof. Michejda, wykazano jak dochodzi do rozdziatu
strumienia elektronéw miedzy cytochromowy i alternatywny tor w mitochondriach
ameby.

W ostatnim okresie zycia Prof. Michejda znakomicie rozszerzyt zakres metod
stosowanych w swoim Zaktadzie do wyjasniania molekularnych mechanizméw trans-
portu rozmaitych zwigzkow przez btony mitochondrialne o metody oparte na analizie
gendw iukierunkowanej mutagenezie. Pasjonowat si¢ molekularnymi mechanizmami
dziatania kanatéw btonowych iporyn, do badania ktérych w coraz szerszym zakresie
wykorzystywat bezporynowe mutanty Saccharomyces cerevisiae. Wprowadzenie
metod rekombinacyjnej technologii DNA i ich tgczenie z juz klasycznymi - ale
wciagz bardzo nowoczesnymi metodami analizy réznych aspektéw funkcjonowania
mitochondriow, zaczeto dopiero owocowac¢ kolejnymi publikacjami i na pewno
bedzie dalej owocowac w postaci prac Zespotu, ktérego tworcg byt Prof. Michejda.
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Naukowy dorobek Prof. Michejdy jest niezwykle bogaty: ogotem obejmuje 191
oryginalnych prac badawczych, monografii i komunikatéw naukowych. Znaczny
odsetek tych prac byt zamieszczony w prestizowych czasopismach o miedzynaro-
dowym obiegu. Prof. Michejda wielokrotnie bardzo aktywnie uczestniczyt w mie-
dzynarodowych (ponad 50) i krajowych (ponad 40) konferencjach i sympozjach
i byt organizatorem niektérych z nich.

Osobny rozdziat w twdérczosci Prof. Michejdy stanowia opracowania akademic-
kich podrecznikéw - byt autorem 3 skryptow, wspdtautorem Biologii XX wieku,
Podstaw cytofizjologii i Cytofizjologii. Ponadto byt ttumaczem lub wspétttumaczem
i redaktorem naukowym 11 obszernych podrecznikow akademickich. Korekty 4
ostatnich podrecznikéw (Alberts i in. Podstawy biologii komdérki. Wprowadzenie
do biologii molekularnej oraz 3 podreczniki z serii Krétkie wyktady (Biochemia,
Biologia molekularna, Biologia zwierzat) wydane przez PWN) dokonat w ostatnich
miesigcach swego zycia, pracujgc nawet podczas krdtkiego pobytu w szpitalu.

Prof. Michejda byt tez doskonatym i niestrudzonym popularyzatorem wiedzy:
przez wiele lat prowadzit wyktady w ramach Towarzystwa Wiedzy Powszechnej,
wielokrotnie uczestniczyt w wyktadach otwartych organizowanych przez UAM.
Byt wspaniatym wyktadowcg. Jego wyktady porywaty stuchaczy zaréwno bogac-
twem tresci, zywoscig formy jak i naukowa aktualnoscig. Prowadzit takze wiele
kursowych wyktadow dla studentéw wszystkich lat studiow i to nie tylko studiow
biologicznych. Swa twoérczo$¢ naukowsq Scisle wigzat z dziatalnos$cia dydaktyczng
a najnowsze zdobycze wiedzy praktyczne natychmiast wprowadzat do swych wy-
ktadow akademickich. Prace dydaktyczng traktowat bardzo odpowiedzialnie, nie-
zaleznie od form jej realizacji. Jednakowo powaznie traktowat prace polegajace
na przygotowaniu programow studiéw, bezposrednich informatoréw dla kandydatow
na studia, czy powaznych i trudnych wyktadéw monograficznych lub kierowaniu
pracami magisterskimi. Byt promotorem wielu magistrantéw i doktorantow, wie-
lokrotnie recenzowat prace doktorskie i habilitacyjne. Byt krytykiem wymagajacym,
ale rownoczes$nie bardzo zyczliwym, chetnie udzielat pomocy i porad autorom
ocenianych prac. Byt cztonkiem Redakcji kilku czasopism naukowych, w tym takze
jednym z redaktoréw Postepow Biologii Komarki.

Prof. Michejda stworzyt prawdziwg naukowg szkote bioenergetyki. Ma ogromne
zastugi w rozwoju badan naukowych, takze poprzez formutowanie tematow pro-
jektéw badawczych ikierowanie ich realizacja, niestrudzone zabiegi o nowoczesno$¢
warsztatu pracy i wyposazenie pracowni w niezbedny sprzet i aparature.

Byt wielkg indywidualnoscig o ogromnym czarze osobistym, wspaniatym bio-
logiem, wielkim przyjacielem mtodziezy akademickiej. Zmart w dniu 25 maja 1999r.
Jego odejscie pozostawia bolesng luke.

Redakcja Postepow Biologii Komarki Pracownicy Wydziatu Biologii
UAM w Poznaniu
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NAPRAWA DNA W KOMORKACH SSAKOW

DNA REPAIR IN MAMMALIAN CELLS

Andrzej TRZECIAK, Janusz BLASIAK

Katedra Genetyki Molekularnej, Uniwersytet £ 6dzki w todzi

Streszczenie: System naprawy DNA bierze udziat w utrzymaniu integralnosci genomu, ulegajgcego
zmianom pod wptywem czynnikdw egzo- i endogennych. U cztowieka bezposrednio w proces naprawy
zaangazowane sg produkty biatkowe ponad 70 genéw, ktére biorg udziat w kilku systemach napra-
wczych. Proces naprawy zazwyczaj obejmuje dwa etapy: wyciecie uszkodzenia i synteze naprawcza.
Tak dziataja systemy naprawy przez wycinanie zasad, naprawy przez wycinanie nukleotydow, naprawy
btednie sparowanych zasad. Odmiennie przedstawia si¢ dziatanie systemu naprawy przez bezposrednig
rewersje uszkodzenia, w przypadku ktérego mamy do czynienia jedynie z jednoetapowym procesem,
podczas ktérego zostaje zachowana integralno$¢ tancucha fosfodiestrowego DNA oraz systemu naprawy
rekombinacyjnej. Procesy naprawy DNA obserwuje sie takze w mitochondriach, jednakze z uwagi na
fragmentaryczne dane nie zostaty one szerzej opisane. Defekty biatek uczestniczacych bezposrednio w
naprawie DNA i jej regulacji zwigzane sg ze zwiekszong podatnoscia na nowotwory oraz takimi
zaburzeniami, jak: zahamowanie wzrostu, postepujace zwyrodnienie uktadu nerwowego, opéznienie
umystowe, obnizenie odpornosci czy przyspieszenie procesu starzenia.

(Postepy Biologii Komorki 1999; 26:707-729.)

Stowa kluczowe: naprawa DNA, uszkodzenia DNA, enzymy naprawcze

Summary. DNA repair system plays an important role in keeping the integrity of genome which undergoes
changes caused by exo- and endogenous factors. Protein products of over 70 genes, involving directly
in repair, take part in some repair systems in humans. Repair process usually consists of two steps:
excision of DNA damage and repair synthesis. On the contrary, direct repair and recombination repair
differ from excision repair systems: base excision repair, nucleotide excision repair and mismatch repair.
Direct repairis one-step process which maintains the integrity of DNA phosphodiester bonds. DNA repair
proceeds also in the mitochondrion, but there is very little information about it. Defects of proteins, which
directly participate in the DNA repair and its regulation are linked with cancer predisposition and other
diseases like growth retardation, progressive neurological degeneration, mental retardation, immunode-
ficiency or prematurely aged facies.

(Advances in Cell Biology 1999; 26: 707-729.

Key words: DNA repair, DNA damage, repair enzymes
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Uszkodzenia DNA cztowieka mogg by¢ skutkiem ekspozycji na r6znorodne sub-
stancje wystepujace w Srodowisku zewnetrznym lub wewnatrz komérki. Najwiecej
uszkodzen powstaje w procesach endogennych, przede wszystkim jako konsekwencje
bteddw w replikacji DNA. W czasie $redniego zycia cztowieka ma miejsce okoto
10 17 podziatow komorkowych, z ktérych kazdy wymaga wprowadzenia we wiasciwe
miejsce 6 x 109 nukleotydow. W ciggu catego zycia jest zatem do 6 x 10“1okazji
do powstania btedu, mogacego da¢ poczatek mutacjom, wynikajacych jedynie z
procesu replikacji. Zrodtem uszkodzen moze by¢ takze szereg innych proceséw
endogennych, jak i wiele czynnikéw fizycznych, chemicznych i biologicznych w
srodowisku zewnetrznym. Wysoka czesto$¢ zmian DNA mogtaby mieé Smiertelne
konsekwencje dla organizmu, gdyby nie byta kontrolowana przez systemy naprawy
DNA.

Naprawa DNA jest jednym z podstawowych mechanizméw ochrony przed mu-
tagennym dziataniem zwigzkéw chemicznych. Proces naprawy sktada sie przy-
najmniej z dwéch etapéw: wyciecia uszkodzenia i syntezy naprawczej. Wyjatek
stanowia jednoetapowy proces naprawy przez bezposrednig rewersje uszkodzenia
oraz system naprawy przez rekombinacje.

W tabeli 1przedstawione sg gtdwne substraty systeméw naprawy DNA cztowieka,
czesto jednak jedno uszkodzenie moze by¢ naprawiane przez kilka systeméw. Na
przykiad heterodimer hMutSa uczestniczagcy w naprawie btednie sparowanych zasad
azotowych, wigze sie z O"-metyloguaning oraz adduktami powstatymi w wyniku
oddziatywania pochodnych leku przeciwnowotworowego cisplatyny z sekwencjg
d(GpG) - uszkodzeniami, ktdre sg rozpoznawane przez metylotransferaze O -mety-
loguanina-DNA i system naprawy przez wycinanie nukleotydéw [10].

W pracy przedstawiono jedynie systemy naprawcze cztowieka i innych ssakéw
biorgce udziat w usuwaniu uszkodzen jagdrowego DNA. Naprawe DNA obserwuje
sie rdwniez w mitochondriach, jednakze jest ona znacznie mniej wydajna niz w
jadrze i dotychczas zostata stabo poznana. mtDNA nie koduje zadnego biatka zaan-
gazowanego w jego naprawe - wszystkie biatka sg kodowane w jagdrowym DNA,
syntetyzowane w cytoplazmie i transportowane do mitochondriéw. Najlepiej scha-
rakteryzowanym biatkiem mitochondrialnym, ktére moze uczestniczy¢ w naprawie
mtDNA jest endonukleaza G kodowana przez gen ENDOG znajdujacy sie w genomie
jadrowym w chromosomie 9934.1. Ten skfadajacy sie z 297 aminokwaséw enzym
preferencyjnie trawi odcinki DNA bogate w cytozyny i guaniny [47]. Wyniki badan
przeprowadzonych na oocytach zaby Xenopus laevis wskazuja na obecno$¢ w mi-
tochondriach fotoliazy oraz systemu naprawy przez wycinanie nukleotydéw [40].
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TABELA 1 Systemy naprawy DNA u ssakéw

System naprawy Substrat

przez bezposrednia rewersje alkilowane zasady azotowe, gtéwnie 0 6-metylo-dGua;
uszkodzenia u niektérych ssakéw réwniez fotoprodukty pirymidynowe
przez wycinanie zasad utlenione zasady azotowe, N-alkilowane puryny, uracyl,
azotowych hipoksantyna, miejsca AP, pekniecia jednoniciowe DNA

przez wycinanie nukleotydéw objeto$ciowe addukty, fotoprodukty, uszkodzenia wewnatrz-
i miedzyniciowe zaburzajace konformacje DNA

btednie sparowanych zasad btedy powstate podczas replikacji, alkilowane zasady azotowe,
azotowych miejsca btednego parowania po rekombinacji
przez rekombinacje pekniecia dwuniciowe

1. NAPRAWA PRZEZ BEZPOSREDNIA REWERSJE
USZKODZENIA

W bezposredniej naprawie DNA biorg udzial metylotransferaza 0 6-metylogu-
anina-DNA (MGMT) oraz fotoliazy DNA. MGMT jest kodowana przez gen znaj-
dujacy sie w chromosomie 10g26. U cztowieka MGTM jest monomerem 0 masie
21,7 kDa katalizujgcym przeniesienie grupy alkilowej z atomu O6 guaniny DNA
na cysteine znajdujacq sie w pozycji 145 [53], w wyniku czego ulega ona nie-
odwracalnej dezaktywacji (rys. 1). Reakcja ta jest stechiometryczna - jedna czg-
steczka metylotransferazy usuwa jedng grupe alkilowg z DNA. W zwigzku z
charakterem przeprowadzanej reakcji biatko MGMT jest raczej swoistym akceptorem
niz enzymem. Metylotransferaza prokariontéw, w przeciwieristwie do ssakéw, do-
konuje przemieszczenia grup alkilowych z O4 tyminy oraz z tlenu grupy fosfo-
ranowej. Transferaza bakteryjna ma dwie domeny funkcjonalne, C-koricowg o masie
19 kDa, ktéra odpowiada biatku ssakéw i katalizuje reakcje przeniesienia grup
z zasad azotowych, oraz druga - N-koncowg (20 kDa), nie majacg odpowiednika
u ssakow i odpowiedzialng za reakcje przeniesienia podstawnikéw alkilowych z
grup fosforanowych DNA [42].

Ekspresje metylotransferazy 0 6-metyloguanina-DNA w r6znych tkankach pra-
widtowych i nowotworowych cechuje zréznicowany poziom. U ludzi, najwyzszy
poziom aktywnos$ci obserwuje sie w watrobie, natomiast najnizszy w komérkach
prekursorowych szpiku kostnego [16]. Podawanie zwierzetom zwigzkow alkilujacych
zwiekszato czesto$¢ wystepowania nowotworéw w obszarach charakteryzujacych
sie mniejszg ekspresjg metylotransferazy. Myszy pozbawione aktywnej transferazy
sg wrazliwe na toksyczne dzialanie zwigzkéw alkilujgcych [22, 46, 49], chociaz
cechujg sie podobnym okresem zycia jak inne osobniki tego samego gatunku. Eks-
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RYSUNEK 1 Reakcja przeniesienia grupy metylowej z 0 6-metyloguaniny na wewnetrzny akceptor
katalizowana przez metylotransferaze ¢/;-metyloguanina-DNA (MGMT)

presja genu MGMT w ludzkich komdrkach nowotworowych ulega zmniejszeniu
0 20-30%. Jak wiadomo, szereg nowotworéw wykazuje oporno$¢ na dziatanie
czynnikow alkilujgcych stosowanych w chemoterapii. W takich przypadkach mozna
czesto obserwowac zwielokrotnienie kopii genu MG M T[46]. Aktywnos$¢ transferazy
w komorkach zaréwno prawidtowych jak i nowotworowych zalezy od ekspozycji
na zwigzki wprowadzajgce grupy alkilowe do DNA.

Fotoliazy DNA usuwajg dimery pirymidynowe oraz (6-4)fotoprodukty w wyniku
reakcji dwuetapowej. W pierwszym etapie nastepuje pochtoniecie kwantu Swiatta
przez chromofor i przekazanie energii promieniowania grupie prostetycznej enzymu,
ktora inicjuje rozczepienie fotoproduktdw pirymidynowych przez przeniesienie ele-
ktronu. Produktami dziatania fotoliaz sg zasady, ktore tworzyty elementy skfadowe
fotoproduktow. Réwniez u ssakéw stwierdzono obecnos$é fotoliaz DNA - u cztowieka
[52] oraz torbaczy: dydelfa Monodelphis domestica i poturu Potorous tridactylus
[25]. Substratami enzymu wystepujacego u torbaczy sg dimery pirymidynowe. U
cztowieka stwierdzono istnienie homologicznego 586-aminokwasowego biatka, ko-
dowanego przez gen CRYJ (PHLL1) znajdujacy sie w chromosomie 12¢23-24.1,
jednakze nie udato sie dotychczas wykryé jego aktywnos$ci typowej dla fotoliaz
[48].
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2. NAPRAWA PRZEZ WYCINANIE ZASAD AZOTOWYCH

Naprawa przez wycinanie zasad azotowych rozpoczyna sie hydrolizg wigzania
A-glikozydowego pomiedzy zmodyfikowang zasada i pierécieniem cukrowym przez
glikozylazy DNA, w wyniku czego pozostaje wolne miejsce w taricuchu, okreslane
jako miejsce AP. Miejsca pozbawione zasad rozpoznawane sg przez endonukleazy
AP, ktére przecinajg w tym miejscach tancuch fosfodiestrowy. Po usunieciu po-
zostatosci uszkodzonego nukleotydu przez biatka wykazujace aktywnos¢ deoksy-
rybofosfodiesterazy nastepuje wypetnienie luki przez polimerazy DNA i potagczenie
fragmentoéw nici DNA przez ligazy (rys. 2).

2.1. Glikozylazy DNA

Niektére glikozylazy DNA, jak na przyktad glikozylaza NTHL1 (tab. 2) [2],
wykazuja takze aktywno$é liazy AP zwigzanej ze zdolno$cig do B-eliminacji, czyli
réwnoczesnego przeciecia wigzania fosfodiestrowego 3’ tworzonego przez deoksy-
ryboze wystepujacg w miejscu AP i utworzenia wigzania podwdjnego pomiedzy
atomami C2 i C3 w obrebie cukru. Glikozylazy sa wzglednie matymi biatkami
monomerycznymi, ktére nie wymagaja kofaktoréw. W tabeli 2 przedstawiono typowe
uszkodzenia DNA i glikozylazy cztowieka uczestniczace w ich usuwaniu. Poszcze-
gblne enzymy réznig sie miedzy sobg specyficznoscia substratowag. DNA-glikozylaza
uracylowa rozpoznaje i usuwa uracyl ijego analogi: 5-hydroksyuracyl, kwas izo-
dialurowy (5-okso-6-hydroksyuracyl), alloksan (5,6-dioksouracyl) [43]; natomiast
glikozylaza 3-metyloadeninowa charakteryzuje sie mniejsza specyficznoscia sub-
stratowg wycinajgc 3-alkilopuryny, 7-alkilopuryny, cykliczne addukty etenowe pu-
ryn, 8-oksoguanine, hypoksantyne [29].

2.2. Endonukleazy apurynowe/apirymidynowe

Endonukleazy apurynowe/apirymidynowe sg zréznicowang grupg enzymow, w
obrebie ktérej mozna wyrdzni¢ endonukleazy 5°-AP (klasa Il) oraz endonukleazy
3’-AP (klasa 1) dzialajgce jako liazy AP. Wszystkie dotychczas poznane enzymy
nalezace do klasy | sg potgczone z niektorymi glikozylazami DNA (tab. 2). W
komdrkach ssakéw jedyng znang endonukleazg 5’-AP jest biatko HAP1. Katalizuje
ono reakcje hydrolizy wigzania 5’-fosfodiestrowego miedzy nukleotydem po stronie
5’ uszkodzenia oraz deoksyrybozg pozbawiong zasady azotowej, grupami bloku-
jacymi pozycje C3 sgsiedniego nukleotydu, takimi jak: grupa 3’-fosforanowa, 3’-
deoksyrybo-5’-fosforanowa czy 3’-fosfoglikoloaldehydowa i nukleotydami ze
zmodyfikowang zasadg azotowa, np. p-BQ-dG [17]. Podobne wiasciwosci w stosunku
do ludzkiej endonukleazy 5’-AP stwierdzono réwniez w przypadku biatek Esche-
richia coli: egzonukleazy Il wykazujacej czeSciowg homologie do HAP-1 oraz
endonukleazy IV [44]. HAP-1 znane jest takze pod synonimem Ref-1, pod ktorym
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RYSUNEK 2. Przebieg naprawy przez wycinanie zasad azotowych; A - szlak podstawowy, B - szlak
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opisano inne witasciwosci tego biatka. Endonukleaza HAP-1 redukuje specyficzne
pozycje cysteinowe czynnika transkrypcyjnego AP-1 [55], dzieki czemu aktywuje
wigzanie kompleksu Fos-Jun do DNA i uczestniczy w przeksztatcaniu sygnatu
komdrkowego zwigzanego ze stresem oksydacyjnym.

2.3. Koncowe etapy naprawy przez wycinanie zasad azotowych

Koncowe etapy naprawy uszkodzen obejmujg usuniecie grupy 5-deoksyfosfo-
ranowej (dRp) utworzonej przez endonukleaze 5°-AP oraz uzupetnienie powstatej
luki w nici DNA brakujagcym nukleotydem. Wyciecia pozostatej grupy dokonujg
enzymy wykazujace aktywno$¢ deoksyrybofosfodiesterazy: polimeraza DNA
deoksyrybofosfodiestscig transferazy nukleotydowej, wykazuje rowniez wtasciwosci
liazy dRp zlokalizowane w matej N-terminalnej domenie enzymu odpowiedzialnego
za usuwanie dRp [31] oraz najprawdopodobniej glikozylaza DNA FaPy (OGG1)
[37, 39, 41]. Polimeraza DNA moze takze oddziatywa¢ z endonukleaza AP [4].

Szlak podstawowy. Proces naprawy przez wycinanie obejmuje zwykle zastgpienie
pojedynczego uszkodzonego nukleotydu jego prawidtowym odpowiednikiem, jed-
nakze istnieje drugi szlak naprawy, w ktérym nastepuje wprowadzenie w miejscu
uszkodzenia 2-10 nukleotyddw (rys. 2). Jednonukleotydowa przerwa w nici DNA
utworzona przez biatka majgce wiasciwosci dRpazy lub liazy dRp zostaje wypetniona
przez polimeraze DNA [3i ligaze DNA Ilia. W procesie tym bierze udziat biatko
XRCC1. Oddziatuje ono za posrednictwem czesci N-koricowej z polimerazg DNA
(3 natomiast czes¢ C-koncowa oddziatuje z ligaza DNA Ilia [28]. Polimeraza DNA
(3 moze takze oddziatywaé z ligaza DNA | [36].

Szlak alternatywny. Koncowe etapy naprawy DNA przez wycinanie zasad
azotowych moga sie takze odbywac zgodnie z alternatywnym mechanizmem. W
szlaku tym polimerazy DNA (3 8 lub £ podczas wypetniania luki poruszajg sie
w kierunku 5’—3’ w stosunku do wczesniej usunietego nukleotydu, w wyniku
czego powstaje zewnetrzny jednoniciowy DNA, ktéry nastepnie zostaje usunieta
przez enzym DNaze IV (endonukleaze FEN-1) [12]. Biatko FEN-1 wykazuje po-
dobienstwo sekwencji aminokwasowej do domeny egzonukleolitycznej 5’—3’ po-
limeraz prokariotycznych i poza uczestnictwem w naprawie DNA peini réwniez
funkcje w syntezie nici opdznionej DNA podczas replikacji. Alternatywny szlak
naprawy wymaga antygenu jadrowego komarek proliferujgcych (PCNA), co sugeruje
udziat polimeraz DNA 5 i £ [14], jednakze ich uczestnictwo w tym rodzaju naprawy
budzi watpliwos$ci, poniewaz PCNA stymuluje takze DNaze IV [20].

3. NAPRAWA PRZEZ WYCINANIE NUKLEOTYDOW

Naprawa DNA przez wycinanie nukleotydéw przebiega w dwé6ch gtéwnych eta-
pach: (i) rozpoznanie i wyciecie uszkodzonego nukleotydu oraz (ii) synteza na-
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prawcza nowej nici DNA na matrycy nici komplementarnej i potagczenie fragmentow
naprawianej nici w wyniku reakcji ligacji. Wyréznia sie dwa szlaki naprawy: pod-
stawowy, w ktérym uszkodzenia sg rozpoznawane przez sktadniki systemu naprawy,
a nastepnie przez niego naprawiane, a takze alternatywny, ktory zachodzi jako
konsekwencja zablokowania transkrypcji.

System naprawy przez wycinanie bierze udziat w usuwaniu wiekszosci uszkodzen
DNA. Poza fotoproduktami moze on usuwac takze addukty powstate po przytaczeniu
pochodnych psoralenu do pirymidyn, pochodnych policyklicznych weglowodoréw
aromatycznych, zwigzkéw platyny oraz produkty oddziatywania acetyloaminofluo-
renu z guaning. In vitro substratami sg takze miejsca AP, Od-metyloguanina, N6-
metyloadenina i btednie sparowane zasady azotowe [21]. Szybko$¢ usuwania
poszczegoOlnych rodzajow uszkodzen DNA zalezy od wywotywanych przez nie
zmian w drugorzedowej strukturze DNA. Gtéwny rodzaj uszkodzenia powodo-
wanego przez promieniowanie ultrafioletowe, cyklobutanowe dimery pirymidynowe
sg usuwane 5-10 razy wolniej w poréwnaniu z rzadziej wystepujagcymi (6-4) foto-
produktami [50], wywotujagcymi wieksze znieksztatcenia podwdjnej helisy DNA
[26].

W przypadku wielu defektow naprawy przez wycinanie obserwuje sie zwiekszong
zachorowalno$¢ na nowotwory oraz liczne inne zaburzenia, takie jak: zahamowanie
wzrostu i kartowato$¢, postepujace zwyrodnienie uktadu nerwowego, opéznienie
umystowe, zanik wzroku, zmiany skérne. U pacjentéw chorych na xeroderma pig-
mentosum (XP) stwierdzono, ze czesto$¢ wystepowania raka skoéry jest okoto 1000-
krotnie wieksza niz w pozostatej czesci populacji [27]. Defekty tego systemu naprawy
u ludzi zwigzane sg takze z innymi zaburzeniami chorobowymi, takimi jak tri-
chotiodystrofia (TTD), syndrom Cockayne’a (CS). W obrebie kazdej z jednostek
chorobowych wyrézni¢ mozna grupy komplementacyjne: od XPA do XPG, od
TTD1 do TTD3 i od CSA do CSB. Ponadto u gryzoni zidentyfikowano kilka
genow, ktérych mutacje sg przyczyng niedoboru naprawy, miedzy innymi geny
ERCC1-6.

Eukariotyczne biatka systemu naprawy przez wycinanie wykazujg duzy stopien
homologii miedzygatunkowej. W tabeli 3 przedstawiono biatka wystepujgce u czto-
wieka i innych ssakow oraz ich odpowiedniki u drozdzy Saccharomyces cerevisiae.
U prokariontéw \Archea réwniez istniejg systemy naprawy przez wycinanie, jednakze
réznig sie one od tych wystepujacych u eukariontéw. U Escherichia coli funkcje
tego sytemu peinig biatka uvrA, uvrB i uvrC.

3.1. Szlak podstawowy naprawy przez wycinanie nukleotydow

Szlak podstawowy naprawy przez wycinanie nukleotydéw rozpoczyna sie od
zwigzania sie z miejscem uszkodzenia w DNA biatka XPA, a czesto takze
XPC/hHR23B (rys. 3). XPA jest biatkiem, ktoére wigze sie z DNA przez 122-
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aminokwasowa domene rdzeniowg zawierajaca motyw palca cynkowego C4-Zn
[7]. XPC wigze sie po stronie 3’ w stosunku do uszkodzenia i nie jest wymagane
w przypadkach, kiedy struktura podwdjnej helisy DNA ulegta powaznemu zabu-
rzeniu, np. w wyniku powstania adduktu. Obecno$¢ XPC aktywuje naprawe cy-
klobutanowych dimeréw pirymidynowych powodujgcych stosunkowo mate zmiany
w drugorzedowej strukturze DNA [38]. Innym biatkiem pomocniczym odpowie-
dzialnym za ten etap jest XPE. Zwigzanie sie¢ XPA do uszkodzenia utatwia przy-
taczenie sie biatku replikacyjnemu A (RPA), w wyniku czego powstaje kompleks
XPA-RPA-DNA. Miejsce przylegania heterotrimerycznego biatka RPA do DNA
wyznacza zawierajaca uszkodzenie sekwencje 30-nukleotydowg, obejmujaca 3-9
nukleotydéw potozonych w kierunku 3’ w stosunku do miejsca modyfikacji DNA
i 16-25 nukleotydéw w kierunku 57, ktéra nastepnie zostanie wycieta i zastagpiona
nowg [32].

Kompleks XPA-RPA-DNA wigze czynnik transkrypcyjny TFIIH, a nastepnie
przytagcza XPG i ERCC1/XPF. Helikazy XPB i XPD, bedace sktadnikami TFIIH,
dokonujg lokalnego rozwinigecia helisy DNA przy udziale ATP [8]. Taka modyfikacja
drugorzedowej struktury DNA utatwia przecigcie nici zarbwno po stronie 3’ usz-
kodzenia przez XPG, jak i po przeciwlegtej stronie przez kompleks ERCC1/XPF
ze wzgledu na to, ze obydwie endonukleazy trawiag DNA w miejscach zetkniecia
sie¢ pojedynczej nici z podwoOjng helisa. W pierwszej kolejnoSci przecinana jest
ni¢ DNA po stronie 3’ uszkodzenia, przy czym do aktywnosci XPG niejest wymagany
kompleks ERCC1/XPF [33]. Wyniki niektdrych badan wskazujg na obecnos¢ nie-
wielkiej ilosci strawionych nici DNA po stronie 5’ uszkodzenia, przy braku ana-
logicznych modyfikacji po stronie 3’ [32]. Ostatecznie 30-nukleotydowy odcinek
jednoniciowego DNA wraz z czescig biatek kompleksu ulega roztgczeniu z DNA
pozostawiajagc RPA zwigzane z drugg nicig w miejscu wyciecia uszkodzonego oli-
gonukleotydu.

Synteze naprawczg DNA przeprowadza kompleks replikacyjny ztozony z po-
limeraz DNA 5i/lub £potaczonych z kofaktorami:PCNA iczynnikiem replikacyjnym
C (RFC). Oba kofaktory uczestniczg w inicjacji syntezy DNA [9]. Po utworzeniu
brakujgcego fragmentu w obrebie naprawianej nici DNA konce nici tagczone sg
przez ligaze, najprawdopodobniej ligaze DNA 1 [1].

3.2. Szlak sprzezony z transkrypcja

Szlak sprzezony z transkrypcjg bierze udziat w naprawe uszkodzen, ktére blokuja
synteze mRNA przeprowadzang przez polimeraze RNA Il. Po zablokowaniu kom-
pleksu transkrypcyjnego wigze sie z nim XPA oraz inne biatka uczestniczagce w
naprawie DNA przez wycinanie nukleotydéw. Mechanizm naprawy DNA w szlaku
sprzezonym z transkrypcjg jest stosunkowo stabo poznany, jednakze wiadomo, ze
zamiast XPC biorg w nim udziat biatka CSA i CSB. Biatko CSB jest homologiczne
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XPA
transkrypcja
Pt
koniec 5'
RPA
mMRNA
polimeraza RNA |l
udziat biatek
CSAiCsSB
RPA

» PCNA

RFC .
polimeraza DNA 8/e

ligaza DNA |

RYSUNEK 3. Przebieg naprawy przez wycinanie nukleotydéw; A - szlak podstawowy, B - szlak
sprzezony z transkrypcja, * —w szlaku sprzezonym z transkrypcja nie uczestniczy biatko XPA
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do motywu helikazy konserwatywnej rodziny aktywatoréw przeksztatcania stru-
kturalnego chromatyny podczas transkrypcji, SNF/SW1 [18]. U drozdzy holoenzym
polimerazy RNA Il zawiera stechiometryczne iloSci SNF/SW1, kompleksu poli-
peptydéw rozktadajacych nukleosomy. Aktywno$é kompleksu SNF/SW1 objawia-
jaca sie destabilizowaniem nukleosomow utatwia wigzanie wielu czynnikéw podczas
inicjacji transkrypcji. Przez analogie biatko CSB umozliwia biatkom naprawczym
dostep do DNA dzieki modyfikowaniu struktury chromatyny. Szlak naprawy sprze-
zony z transkrypcjg jest specyficzny w stosunku do uszkodzen, takich jak glikol
tyminy, znajdujacych sie w obrebie genéw aktywnych transkrypcyjnie na nici sta-
nowiacej matryce w procesie syntezy mRNA [34].

4. NAPRAWA BtEDNIE SPAROWANYCH ZASAD AZOTOWYCH

System naprawy btednie sparowanych zasad azotowych bierze udziat w usuwaniu
btedow replikacyjnych, nie naprawionych przez polimerazy DNA podczas replikacji,
bteddw w parowaniu zasad powstajgcych podczas rekombinacji DNA, a takze w
wyniku dziatania niektérych zwigzkéw chemicznych. Mutacje w Kilku genach ko-
dujgcych elementy systemu naprawy przez wycinanie, takich jak HMSH2, hMLHI,
hPMSI, hPMS2 czy hMSH6 zwigzane sg z wystepowaniem dziedzicznego nie-
polipowatego raka jelita grubego oraz niektorych innych nowotworéw. Ponadto
u myszy ze zmutowanym genem Pms2 stwierdzono nieprawidtowosci w koniugacji
chromosoméw w mejozie, co prowadzito do ich nieptodnosci [3]. Z kolei u myszy
z mutacjg w genie Mshb obserwowano zmniejszenie rozmiardw jader oraz catkowity
zanik jajnikow [11].

Mechanizm naprawy btednie sparowanych zasad u eukariontéw nie zostatjeszcze
catkowicie poznany. Jednakze jest on bardzo podobny do szlaku opisanego u
Escherichia coli. Biatkami, ktére sa zaangazowane w naprawe u bakterii sg: MutS,
MutH, MutL, egzonukleaza VI, egzonukleaza I, helikaza Il, biatka SSB, polimeraza
DNA Il oraz ligaza. U cztowieka, poza nukleazg FEN-1, polimerazami DNA i
ligazami, wsrdd biatek uczestniczgcych w tym systemie naprawy opisano homologi
dwéch biatek bakteryjnych: MutS (hnMSH2, hMSH3, hMSH4, hMSH5, GTBP) oraz
MutL (hMLHI, hPMSI, hPMS2) (tab. 4).

U cztowieka btednie sparowane zasady rozpoznawane sg przez heterodimer
hMutSHa ztozony z biatek hMSH2 i GTBP lub heterodimer hMutS(3 sktadajacy
sie z hMSH2 i hMSH3 (rys. 4) [15]. Nastepnie do DNA w obszarze wykrytego
uszkodzenia przytgcza sie kompleks hMutLa ztozony z biatek hMLHI i hPMS2.
Po endonukleolitycznym przecieciu taincucha fosfodiestrowego w poblizu niespa-
rowania nastepuje egzonukleolityczna degradacja nici DNA przez nukleaze FEN-1
aktywowang przez PCNA. Powstatg luke wypetniajg polimerazy DNA Siei ligaza
DNA | [30].
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TABELA 4. Ludzkie biatka i geny systemu naprawy btednie sparowanych zasad azotowych ,w
tabeli podano takze geny kodujace homologiczne biatka u Escherichia coli

Biatko Gen Lokali- M. cz. Gen Funkcja
zacja [kDa] Esche-
w geno-  (licz-  richia
mie ba ami- coli
nokwa-
sow)
hMSH2 (FCC2) hMSH2 2p22-21 105 mutS  tworzy kompleksy hMutSa i hMutS (3
(934) rozpoznajgce uszkodzenia DNA
hMSH3 hMSH3 5ql 1-12  (U37) mutS tworzy z hMSH2 heterodimer

hMutS@rozpoznajacy 2 1-nukleotydo-
we wybrzuszenia powstajgce podczas
poslizgu nici podczas replikacji

hMSH4 hMSH4 Ip31 (936) muts ?
hMSH5 hMSH5 (1360) muts 7
GTBP (hMSH6) GTBP 2p16 160 mutS  tworzy z hMSH2 heterodimer

hMutSa wigzacy sie do par G:T
p200 200 wigze sig z parami G:T, udziat w
naprawie btednie sparowanych zasad
nie jest pewny
hMLHI (FCC2) hMLHI 3p23-21.3 84,6 mutL  tworzy razem z hPMS2 dimer

(756) hMutLot

hPMSI hPMSI 2¢31-33  (932) mutL 7

hPMS2 hPMS2 7p22 110 mutL  tworzy razem z hMLHI dimer
(862) hMutLa

nukleaze FEN-1, polimerazy DNA, RFC, PCNA iligazy DNA przedstawiono w tabeli 6

5. NAPRAWA PRZEZ REKOMBINACJE

System ten bierze udziat w naprawie peknie¢ dwuniciowych. Niekompletna na-
prawa takich uszkodzen mogg prowadzi¢ do utraty czesci chromosomow oraz innych
aberracji. U eukariontéw wyro6znia sie trzy szlaki naprawy peknie¢ dwuniciowych:
rekombinacji homologicznej, dopasowywania pojedynczych nici DNA oraz rekom-
binacji niehomologicznej (mechanizm zalezny od DNA-PK) [23, 51]. U r6znych
grup systematycznych przewaza jeden ze sposobow naprawy peknieé dwuniciowych
DNA - u ssakow naprawa przez rekombinacje zalezng od DNA-PK, natomiast
u Saccharomyces cerevisiae przez rekombinacje homologiczng. U ssakéw stwier-
dzono réwniez, ze w zaleznosci od pozycji w cyklu komérkowym dominujg rézne
mechanizmy naprawy. O ile podczas faz Gj i wczesnej S przewaza rekombinacja
niehomologiczna, to podczas faz péznej S i G? wiekszg role odgrywa rekombinacja
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hMutS / \ hMutS

hMutL hMutL

udziat PCNA,
FEN-1, polimeraz
DNA |, ligazy
i DNA | i

RYSUNEK 4. Przebieg naprawy btednie sparowanych zasad azotowych

homologiczna [45]. Ponizej przedstawione szlaki nie zostaty jeszcze doktadnie po-
znane i przedstawione mechanizmy majg charakter czysto hipotetyczny.

Rekombinacja homologiczna. Jest efektywnym i charakteryzujacym sie duzg
wiernos$cig szlakiem naprawy peknige¢ dwuniciowych wykorzystujgcym do odtwo-
rzenia struktury chromosomu jego nieuszkodzony homolog. W pierwszym etapie,
po rozpoznaniu przez system naprawczy fragmentu DNA powstatego w wyniku
pekniecia dwuniciowego, jedna z jego nici jest trawiona przez egzonukleazy do
wytworzenia jednoniciowego odcinka zawierajagcego wolny koniec 3°, ktéry na-
stepniejesttgczony z nieuszkodzonym chromosomem homologicznym. Na podstawie
informacji zawartej w nieuszkodzonym DNA zostaje odtworzony przebieg napra-
wianej czgsteczki.U drozdzy opisano szereg genéw kodujgcych biatka zaangazowane
w naprawe podwdjnych peknieé: rfal-3 (tab. 3), rad50-57, rad59, xrs2, mrell
(tab. 5). Homologiczne biatka i geny cztowieka przedstawiono w tabelach 3 i 5
[35].

Rekombinacja homologiczna, podobnie jak ponizej opisany szlak naprawy przez
dopasowywanie pojedynczych nici DNA, jest zapoczatkowywana przez przytaczenie
sie do koncéw DNA bhiatka RAD52 oraz najprawdopodobniej MRE11/RAD50 skia-
dajagcego sie z 5 podjednostek (tab. 5), co ostatecznie prowadzi do utworzenia
dwuniciowych czasteczek DNA zakoriczonych jednoniciowymi odcinkami tworza-
cymi kompleksy zRAD52. RAD52 najprawdopodobniej petni bezposrednig kontrole
nad egzonukleolityczng aktywnoscig MRE11/RAD50 [51]. RAD52 odgrywa rowniez
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wazng role w tworzeniu kompleksu rekombinacyjnego RAD52/RADSI/RPA. Ma
ono bowiem domeny oddziatujagce z podjednostkg RPA2 biatka RPA, wigzgcego
jednoniciowy DNA oraz z czynnikiem RAD51, odpowiedzialnym za wymiane nici
pochodzgcej z uszkodzonego DNA z homologicznym nieuszkodzonym DNA [33a,
56].

Dopasowywanie pojedynczych nici DNA. Biatka naprawcze tego szlaku wy-
korzystujg krétkie sekwencje powtdrzone znajdujace sie w najblizszym sgsiedztwie
pekniecia do wzajemnego dopasowaniajednoniciowych koricow dwoch fragmentéw
DNA, a nastepnie do ich potaczenia. Nici niehomologicznych odcinkéw DNA po-
miedzy peknieciami i sekwencjami powtdrzonymi majace w obrebie pekniecia koniec
3’ sg przemieszczane poza helise, a nastepnie usuwane najprawdopodobniej przez
kompleks nukleolityczny ERCC1/XP-F bioracy takze udziat w naprawie przez wy-
cinanie nukleotydéw (tab. 3). Opisywany szlak naprawy charakteryzuje sie zatem
matg wiernoscig ze wzgledu na to, ze sekwencje pomiedzy peknieciem ijednostkg
powtérzong sa tracone [5, 23, 51, 54].

Rekombinacja niehomologiczna. Najlepiej poznanym sktadnikiem bioracym
udziat w rekombinacji niehomologicznej jest kinaza biatkowa zalezna od DNA
(DNA-PK; tab. 5). Uaktywnia si¢ ona po przytgczeniu do konca dwuniciowej czg-
steczki DNA. W skiad enzymu wchodzg podjednostki Ku i DNA-PKCS. Ku wigze
sie do koricbw DNA, ma wiasciwosci helikazy zaleznej od ATP, odgrywa takze
najprawdopodobniej role we wzajemnym orientowaniu sie dwdch fragmentow DNA
podczas ligacji. DNA-PKCS, po zwigzaniu sie do kompleksu Ku/DNA, fosfory luje
in vitro takie biatka, jak: p53, polimeraze RNA IlI, czynniki transkrypcyjne, a takze
przeprowadza autofosforylacje wszystkich podjednostek DNA-PK [6, 24]. Niewy-
kluczone, ze podjednostki DNA-PK stanowig zrab strukturalny, wokot ktérego gro-
madzg sie inne czynniki uczestniczagce w naprawie pekniecia helisy DNA, np.
homologi drozdzowych biatek Sir2p, 3p i 4p, modulujgcych strukture chromatyny
w poblizu pekniecia czasteczki DNA. Ku i DNA-PKCS odgrywajg réwniez pewng
role w rekombinacji V(D)J [23a]. Innym biatkiem, ktére uczestniczy w rekombinacji
niehomologicznej jest XRCC4. Jego funkcje nie zostaly jeszcze blizej okreslone,
jednakze wiadomo, ze oddziatuje ono z ligaza IV [13] i Ku.

6. UDZIAL POLIMERAZ | LIGAZ DNA W SYSTEMACH
NAPRAWCZYCH

Polimerazy i ligazy DNA sg grupg enzymodw, ktore uczestniczg we wszystkich
systemach naprawy DNA zwigzanych z usuwaniem nukleotydéw z uszkodzonych
obszaréw DNA. Obecnie znanych jest pie¢ polimeraz DNA wystepujacych u ssakow
- cztery jadrowe: a, 3 5, £ oraz mitochondrialna y. Jedynym jadrowym enzymem
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TABELA 5. Biatka cztowieka biorace udziat w naprawie DNA przez rekombinacje“®. w tabeli
podano takze geny kodujgce homologiczne biatka u Saccharomyces cerevisiae

Biatko/ Gen Lokalizacja M. cz. Gen Udziat w naprawie DNA przez
podjednostka w genomie  [kDa] S. cere- rekombi- dopaso- rekombi-
(liczha  visiae  pacje wywanie nacje nie
amino- homolo- pojedyn- homolo-
kwasow)i giczng  czych giczng
nici
DNA
RAD51 RAD51 159 15.1 31,0(339) rad51 +

(RAD51A)A  (RAD51A)
RAD51B*j RAD51B  14¢23.3-24.1 (350) radsl  +

(RAD51L1)

RAD51CW RAD51C 17q (376) rad51 +

XRCC2W XRCC2 7936.1 (280) rad51 +

XRCC3f XRCC3 14932.3 rad51 +

RAD52 RADS52 12p13-12.2  (418) rad52 +

RAD54 RAD54 rad54 +

PIR51 P1R51 15p13.2-13 1 (335) +

UBL1 UBL1 2032.2-33 (101) +

MRE11/RAD50

RADS50 RAD50 rad50 + + +

MRE11 MRE11 l1g21 (680) mrell + + +

p95 NBS1CG 8g21 (754) Xrs2 + + +

p200 + + +

p400 + - N

XRCC4 XRCC4 5q13-14 (334) +

DNA-PK:

Ku

Ku80 XRCC5 2935 80(732) +
(Ku80)
Ku70 XRCC6 22ql 1-13 10(609) +

(Ku70)

DNA-PK"C XRCC7d) 8ql 14 60(4127) +

"Volimerazy DNA, RFC, PCNA iligazy DNA przedstawiono w tabeli 6; biatka ERCC1, XP-F i RPA
oméwiono w tabeli s/*homolog bakteryjnego biatka RecA; cldefekt w genie NBSI wystepuje w
syndromie peknie¢ Nijmegena (NBS) ]Jd>defekt w genie XRCC7 wystepuje w syndromie SCID (zespole
powaznego niedoboru odpornosci)
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odpowiedzialnym za synteze DNA, ktory jednocze$nie nie uczestniczy w jego na-
prawie, jest polimeraza DNA a. W przypadku trzech wsrdéd pieciu znanych ligaz
DNA stwierdzono ich udziat w procesach usuwania uszkodzen. W tabeli 6 przed-
stawiono polimerazy i ligazy DNA oraz biatka pomocnicze biorgce udziat w naprawie
DNA.

Jednonukleotydowa przerwa w nici DNA wytworzona podczas pierwszych etapow
naprawy przez wycinanie zasad azotowych zostaje wypetniona przez polimeraze
DNA @i ligaze DNA llia. Pewng role w tym procesie odgrywa réwniez biatko
XRCC1. Oddziatuje ono za posrednictwem cze$ci N-konicowej z polimeraza
DNA (3 natomiast cze$cig C-koricowg z ligaza DNA Ilia [28]. W ekstraktach
komorkowych wykazujgcych sie brakiem XRCC1 obserwuje sie przemieszczenie
czesci nici DNA poza obszar helisy i nadmierne wypetnianie przerw. Polimeraza
DNA [3 moze tez wspotdziataé w systemie naprawy przez wycinanie zasad azo-
towych z ligazg DNA 1 [36].

Polimerazy DNA 8 i/lub £ wraz z ich kofaktorami: PCNA i czynnikiem re-
plikacyjnym C (RFC) biorg udzial w syntezie naprawczej wiekszosci znanych sy-
steméw usuwania uszkodzeh DNA (tab. 6). Oba kofaktory uczestniczg w inicjacji
syntezy DNA. RFC umieszcza PCNA na matrycy DNA w sposéb zalezny od ATP,
PCNA z kolei zakotwicza koniec 3’ nici DNA, z ktérym nastepnie moze sie zwigzaé
polimeraza DNA [9]. Po syntezie brakujgcego fragmentu w obrebie naprawianej
nici DNA, konce nici sg taczone przez ligaze 1 [1].

Polimerazy DNA podczas replikacji niejednokrotnie napotykajg uszkodzenia na
niciach petnigcych funkcje matryc. W takich przypadkach enzymy wbudbwujg na-
przeciw zmienionego miejsca potaczenia omijajace. Na przyktad polimeraza DNA
5 z grasicy cieleccej whudowuje zasady naprzeciw 30% cyklobutanowych dimeréw
pirymidynowych w reakcji promowanej przez PCNA. W przypadku uszkodzonych
zasad zmienionych lub uszkodzonych takie potgczenia omijajace moga byé mu-
tagenne. Polimeraza [3 grasicy jest zdolna do tworzenia potaczeh omijajgcych na-
przeciw adduktéw tworzonych przez cisplatyne w procesie wysoce mutagennym,
w ktérym zachodzg pojedyncze delecje nukleotydéw [19].

PODSUMOWANIE

W ostatnich latach dokonat sie znaczny postep w poznaniu mechanizméw na-
prawy DNA. Dzieki mozliwosci szybkiego sekwencjonowania oraz analizy sekwencji
DNA pochodzacych od réznych organizméw stato sie mozliwe wykrycie i poznanie
struktury oraz funkcji wielu biatek systemu naprawy ssakéw. Wiedza o tych pro-
cesach, ich regulacji oraz o réznych czynnikach wptywajgcych na ich aktywno$é
i wydajno$é pozwoli w przysztosci na skuteczniejsze zapobieganie wielu chorobom
zwigzanym z niedostateczng naprawg uszkodzen DNA, prowadzgcg w konsekwencji
do mutacji, niestabilnoSci genomu oraz choréb nowotworowych. Z drugiej strony
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TABELA 6. Polimerazy DNA, ligazy DNA oraz biatka pomocnicze cztowieka biorgce udziat w
naprawie DNA; w tabeli podano takze geny kodujace homologiczne biatka u Saccharomyces ce-
revisiae

Biatko/ Gen Lokalizacja M. cz. Gen Udziat w systemie naprawy:
podjednostka w genomie [kDa] S. przez przez bied- przez
(liczba cere-  wyci- wyci- nie reko-
ami-  visiae npanie nanie sparo- mbi-
no- zasad nukle- wa- na-
kwa- oty- nych cje"j
sow déw  zasad
FEN-I/DNaza IV FEN1 liql2 42,6 + +
(JsO)
XRCC1 XRCC1 19q13.2 -69 +
(633)
PCNA PCNA 20pl2 29 pol30 + + +
(261)
RFC
RFC140(RFC1) RFC1 4pl4-13 130 cdc4d + + +
(1148)
RFC40(RFC2) RFC2 7q911.23 39 scrfcd  + + +
RFC38(RFC3) RFC3 13g12.3- 3 41 scrfcb  + + +
RFC37(RFC4) RFC4 3927 39,7 scrfc2 +
(363)
RFC36(RFC5) RFC5 12924.2-24.3 39 scrfc3 + + +
polimeraza DNA, fio> POLB 8pl2-11 38,1 pol4 +
(555)
polimeraza DNA 6b>
katalityczna POLD1 19ql3.3-13.4 7 124 pol3 + + +
(1107)
mata POLD2 51,3 + + +
(469)
polimeraza DNA e
katalityczna POLE 12qg24.3 261 pol2 + + +
(2285)
mata DPE2 14ql3-q21 59 + + +
(526)
ligaza DNA 1 LIGI 19913.2 125 cdc9 + + + +
-13.3 (919)
ligaza DNA llia LIG3 17 103 brak? +
(922)
ligaza DNA IV LIG4 13922-34 96 brak? +
(817)

o - =
a biatka wymienione w tabeli moga bra¢ udziat réwniez w naprawie rekombinacyjnej, jednakze brak

jest na ten temat danych; ~wstawia nukleotyd do syntetyzowanej nici, gdy na matrycy DNA wystgpi
uszkodzenie
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mutacje zwiagzane z genami naprawy, zw#aszcza ich zwielokrotnienie w komérkach
rakowych przyczyniajg sie do nieskuteczno$ci chemoterapii nowotworéw. Pogte-
bienie wiedzy o funkcjonowaniu systeméw naprawy DNA u cztowieka moze po-
zwoli¢ na opracowanie nowych lekéw przeciwnowotworowych, a zwtaszcza
inhibitoréw enzymoéw naprawy odpowiedzialnych za oporno$¢ niektérych rodzajow
nowotworéw na leczenie.
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ROLA NEUTROFILI W PATOGENEZIE ZAPALENIA
NIEDOKRWIONEGO | REPERFUNDOWANEGO SERCA

INFLAMMATORY ROLE OF NEUTROPHILS IN ISCHEMIC AND
REPERFUSED HEART

Elzbieta CZARNOWSKA

Zaktad Patologii, Instytut Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka w Warszawie

Streszczenie: Badania do$wiadczalne i obserwacje kliniczne dostarczajg wielu dowodéw $wiadczgcych
o roli granulocytéw obojetnochtonnych (neutrofili) w patogenezie procesu zapalnego rozwijajacego sie
w obszarze niedokrwionym i reperfundowanym serca. Proces ten wymaga udziatu mediatoréw aktywu-
jacych i kierujacych neutrofile do obszaru ryzyka oraz aktywacji molekut adhezyjnych wystepujacych
na neutrofilach i srédbtonkach. W artykule przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat proceséw
zachodzacych przy udziale molekut adhezyjnych: selektyn, integryn i adhezyn oraz mediatréw uwalnia-
nych w czasie niedokrwienia i reperfuzji serca przez leukocyty (wolne rodniki tlenowe, leukotrien Ba,
cytokiny, enzymy proteolityczne) i Srédbtonki naczyniowe (tlenek azotu, prostacyklina, czynnik akty-
wujacy ptytki, interlukina-8).

(Postepy Biologii Komdrki 1999; 26: 731-746)

Stowa kluczowe: neutrofile, adhezja, niedokrwienie-reperfuzja serca, zapalenie

Summary: A number of studies have demonstrated that myocardial ischemia-reperfusion injury is an
acute inflammatory process in which leukocytes (80% neutrophils) are involved by accumulating at the
site of ischemia injury. This process requires signals and pro-inflammatory molecules to direct neutrop-
hils to the site of ischemia, and cell adhesion molecules to contact them with the endothelium. This review
summarises current knowledge on the leukocyte cell adhesion cascade, including the role of selectins,
integrins and intercellular adhesion molecules. The role of factors released from neutrophils (including
oxygen free radicals, lipooxygenase products, cytokines and proteolytic enzymes) and from the endot-
helium (nitric oxide, prostacyclin, platelet activating factor, IL-8) is also discussed.

(Advances in Cell Biology 1999; 26: 731-746)

Key words: neutrophils, cell adhesion, myocardial ischemia-reperfusion, inflammation
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WSTEP

Wazng dziedzing kardiologii, w ktdrej granulocyty odgrywaja patogenna role,
jest uszkodzenie serca wywotane niedokrwieniem serca, wystepujacym przy ob-
nizonym przeptywie krwi lub catkowitym braku przeptywu przez naczynia oraz
reperfuzjg, czyli przywroceniem krazenia krwi w obszarze niedokrwionym. Re-
perfuzja moze wystgpi¢ spontanicznie (ustgpienie bdlu wieficowego, skurczu tetnicy
wiencowej lub samoistne udroznienie naczynia wiencowego) albo na skutek dziatan
terapeutycznych (leczenie fibrynolityczne, angioplastyka i chirurgia naczyn wien-
cowych, operacje kardiochirurgiczne z zatrzymaniem krgzenia wieficowego). Jest
procesem, ktory ratujac jedne komorki inne uszkadza nieodwracalnie, co w znacznym
stopniu mniejszakorzysci wynikajace zprzywrdceniaprzeptywu krwi przez naczynia.
Rozwaza sie wiele mechanizmoéw, ktore sg przyczyng tego zjawiska, a wsrdd nich
zwigzane z naptywem leukocytéw do obszaru ryzyka. Wiadomo, ze zmniejszenie
0 20% przeptywu krwi przez naczynie wieficowe powoduje powstanie w miesniu
sercowym nacieku zapalnego.

W naczyniach mikrokrgzenia (naczynia wiosowate, zytki i tetniczki) jak i w
tkance okotonaczyniowej gromadzg sie leukocyty, ktédrych 80% stanowig granulocyty
obojetnochtonne (neutrofile) [11]. Neutrofile majac zdolno$¢ wykrywania gradientu
chemotaktycznego wedrujg do obszaru ryzyka, gdzie dochodzi do interakacji $rod-
btonek-neutrofil [61]. Reperfuzjg nasila migracje neutrofili, co prowadzi do ostrego
zapalenia niedokrwionego obszaru migs$nia sercowego oraz strefy graniczacej z
tkanka, ktora nie byta niedokrwiona [10]. Badania doswiadczalne dynamiki tego
procesu wskazujg, ze po 1 godz. niedokrwienia i 3 godz. reperfuzji wystepuje
martwica (nekroza) tkanki miesnia sercowego [22]. Te obserwacje znajdujg po-
twierdzenie w badaniach klinicznych ludzi [44]. Czynnikami inicjujagcymi zapalenie
niedokrwionego/reperfundowanego serca sg; aktywacja dopetniacza, dziatanie czyn-
nikéw chemotaktycznych oraz aktywacja czastek adhezyjnych na $rédbtonkach i
neutrofilach. Pojawiajg sie one juz w czasie niedokrwienia. Konsekwencjg ich dzia-
tania sa kolejno: marginacja neutrofili w tozysku naczyniowym, toczenie sie ich
po powierzchni $rédbtonkdéw, nastepnie przyleganie i migracja przez $rdédbtonek
naczyniowy do przestrzeni okotonaczyniowej. Wydaje sie, ze mechanizmy przy-
legania leukocytéw do $rédbtonka naczyniowego sg najbardziej nasilone w na-
czyniach wiosowatych [53]. Ostatecznym celem ataku neutrofili sg kardiocyty [14].
Ponizej przedstawiono stan aktualnej wiedzy na temat mechanizméw kierujgcych
tymi procesami w czasie niedokrwienia i reperfuzji serca.
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CZYNNIKI INICJUJACE PROCES ZAPALNY W NIEDO-
KRWIENIU | REPERFUZJI SERCA

1.1 Aktywacja dopetniacza

Wiadomo, ze uktad dopeiniacza stanowi grupa okoto 20 wspoétdziatajagcych ze
sobg sktadnikéw surowicy wystepujacych w postaci proenzyméw, ktorych biolo-
giczna funkcja ujawnia sie po ich aktywacji. Istniejg dwie drogi aktywacji: klasyczna
i alternatywna (r6znigce sie, m.in. mechanizmami aktywacji wczesnych sktadnikéw),
ktore taczg sie na poziomie sktadnika C3. W czasie aktywacji sktadnikow powstajg
liczne fragmenty i kompleksy bioragce udziat m.in. w zwiekszeniu przepuszczalnosci
naczyn (C2), chemotaksji monocytow i fagocytéw (C3a,C5a), adhezji tych komérek
(C3b, C3d, C4B). Schemat aktywacji uktadu dopetniacza w sercu przedstawit w
art. przegladowym Kilgore i wsp. (1994) [29].

Znaczenie uktadu dopetniacza w reperfuzyjnym uszkodzeniu serca zasugerowano
na poczatku lat siedemdziesiatych, a korelacje miedzy lokalizacjg czgsteczek Clq
(wczesny sktadnik klasycznej drogi aktywacji dopetniacza) w niedokrwionym ob-
szarze a akumulacjag neutrofili w tym obszarze potwierdzono w pdzniejszych ba-
daniach [54]. Czasteczki Clg majg miejsca wigzgce immunoglobuline (klasy 1gG
lub IgM) i regiony wigzgce sie w obecnos$ci jonéw wapnia z 2 podsktadowymi
kompleksu C1, ktérych aktywacja prowadzi do wytworzenia esterazy Cl dziatajacej
na naturalne sktadowe dopetniacza C4 i C2. Reperfuzja serca aktywuje czgsteczki
Clg na kardiocytach i na $rédbtonkach czemu towarzyszy ekspresja P-selektyny
i adhezyny ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1) [5]. W czasie reperfuzji
ros$nie poziom zaréwno anafilatoksyn (ktérymi sg fragmenty C3a i C5a powstajgce
dzieki dziataniu konwertaz na odpowiednie prekursory), jak i kompleksu atakujgcego
btony komdérkowe (membrane attack complex - MAC, ktory jest funkcjonalng jed-
nostkg zbudowang z 5 sktadnikow dopetniacza: C5b-C9), ktére stymulujg ekspresje
czastek adhezyjnych zaréwno na neutrofilach, jak i na $rédbtonkach [29]. Sktadnik
Cb5a (sktadnik powstajacy wraz z C5b, po trawieniu sktadnika C5 w ostatnim etapie
zaréwno klasycznej jak i alternatywnej drogi aktywacji dopetniacza) inicjuje agre-
gacje neutrofili i wzmaga ich adhezje do $rédbtonka [54]. Natomiast wbudowanie
kompleksu C5b-9 (makromolekularny kompleks biatkowy powstajagcy przez po-
taczenie aktywowanego C5b z C6, C7, C8 i C9, gdzie C8 jest gtownym sktadnikiem
litycznym wzmacnianym przez C9) w btone komdérkowa neutrofila powoduje uwol-
nienie wolnych rodnikéw tlenowych lub enzymdéw degradujacych substancje poza-
komorkowe [39]. Dziatanie fragmentéw C3a, C4a i C5a na $rédbtonki powoduje
wzrost ich przepuszczalnoS$ci, a dziatanie C3b aktywacje ICAM-1 [29]. Znaczenie
anafilatoksyn i kompleksu atakujgcego btony komdrkowe w aktywacji niektérych
proceséw zachodzacych w czasie niedokrwienia/reperfuzji serca przedstawia tabela
1
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TABELA 1 Efekt dziatania anafilatoksyn i kompleksu atakujacego btony komérkowe na neutro-
file i $Srodbtonki naczyniowe w czasie niedokrwienia/reperfuzji serca. PAF - czynnik aktywujacy
ptytki, WRT - wolne rodniki tlenowe, oznacza nasilenie procesu

Sktadnik ukfadu dopetniacza Neutrofile Srédblonki
Anafilatoksyny Tchemotaksja Tprzepuszczalno$é¢ naczyn
(C3a, Cbha, C4a) t agregacja mikrokrazenia

t adhezja Tsynteza PAF

Tuwalnianie WRT
Tuwalnianie enzymoéw
proteolitycznych

Kompleks atakujacy btony Tuwalnianie cytokin Tekspresja P-selektyny
komérkowe (MAC) (C5b-9) Tuwalnianie WRT Tuwalnianie cytokin
Tuwalnianie enzyméw
proteolitycznych

Mechanizm aktywacji uktadu dopetniacza, pomimo wielu badan nie jest do konca
poznany chociaz wiadomo, ze niedokrwione kardiocyty i mitochondria izolowane
zniedokrwionych kardiocytdw maja zdoInosc¢ jego aktywacji. Wolne rodniki tlenowe
biorg w udziat w tym mechanizmie. Ich rola polega na aktywacji przemiany C5
w funkcjonalnie aktywny C5b oraz C3 w C3b. Hamowanie ukitadu dopetniacza
przez stosowanie inhibitréw proteaz biorgcych udziat w powstawaniu poszczeg6lnych
jego skiadnikéw lub zmiatacza wolnych rodnikéw tlenowych (np. N-(2-mercapto-
propionymj-glicyna) chroni serce przed infiltracjg neutrofili.

1.2 Chemotaksja neutrofili

Chemotaksja neutrofili jest wywotana czynnikami chemotaktycznymi, takimi jak
sktadnik dopetniacza C5a, Interlukina-8 (11-8), transformujacy czynnik wzrostu [3
(TGF-J3) in-formylowane oligopeptydy (fMLP). Neutrofile majg dla nich specyficzne
glikoproteinowe receptory whudowane w btone komdérkowg [1]. Receptory te, za-
leznie od stanu pobudzenia komérki, moga wykazywac rézny stopien powinowactwa
dla czynnikéw chemotaktycznych. Wiadomo jednak, ze potaczenie czynnika chemo-
taktycznego z receptorem neutrofila wzmaga jego aktywacje. Prawdopodobnie re-
ceptory dla okreslonych czynnikéw chemotaktycznych odpowiadajg za konkretne
przemiany w neutrofilu. Wiadomo, ze jeden z podtypdéw receptora dla fMLP po-
Sredniczy w oddziatywaniu na elementy cytoszkieletu komérki, co prowadzi do
zmiany ksztattu neutrofila, utatwiajgcej jego adhezje i migracje przez $rodbtonki
[64].
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1.3 Aktywacja molekut adhezyjnych

1.3. A. ,Toczenie sie” i adhezja neutrofili do srédbtonkéw

W pierwszej fazie kontaktu neutrofili z komérkami $rédbtonka naczyniowego
istotng role odgrywajg srédbtonkowe selektyny E, P i wykazujaca ekspresje na
neutrofilach L-selektyna. Ich potgczenie z okreslonymi czasteczkami zlokalizowa-
nymi na neutrofilach lub $rédbtonku jest nietrwate i powoduje, ze neutrofile zwal-
niajag swojg wedrowke i zaczynajg ,,toczy¢ sie” (rolling) po powierzchni $rédbtonka
naczyniowego. Interakcja srddbtonek-neutrofil jest zapoczatkowywana przez P-se-
lektyne [46], ktdra w nieaktywowanych $réddbtonkach jest przechowywana w ziar-
nisto$ciach cytoplazmatycznych Weibel-Palada przesuwanych w ciggu 10-20 minut
na powierzchnie komarki w czasie niedokrwienia i reperfuzji pod wptywem dziatania
trombiny lub wolnych rodnikéw tlenowych [37]. Natomiast E-selektynajest w czasie
reperfuzji syntetyzowana przez $rodbtonki de novo, przez co nie odgrywa roli w
pierwszych dwoch godzinach reperfuzji [34]. Moze ona by¢ uwalniana z powierzchni
komérek $rddbtonka i kragzy¢ w formie rozpuszczonej w osoczu krwi obwodowej.
Ligand (okreslona czasteczka adhezyjna) dla niej wystepuje na neutrofilach przej-
$ciowo przez 2-8 godzin od aktywacji zapalenia. W tym okresie kieruje ona neutrofile
do miejsc, gdzie toczy sie proces zapalny (tzw. homing). Wiadomo, ze istotng
role w czasie reperfuzji odgrywa takze L-selektyna, ktérej ekspresja zwieksza sie
w czasie niedokrwienia/reperfuzji. Badania Bengstona i wsp. (1996) wskazujg, ze
aktywacja receptora L-selektyny koreluje z wybuchem oddechowym neutrofili [2].
Mechanizm tej aktywacji, jak wskazujg doSwiadczenia z zastosowaniem sulfatydéw
miatby polegaé na aktywacji oksydazy NADPH przez zalezng od Ca2+ fosforylacje
tyrozyny [23]. Wszystkie trzy selektyny rozpoznajg ligand oligosacharydowy-Sialyl
Lewis X (SLe(X)), chociaz kazda z nich preferuje inny weglowodan. Ekspresja
SLe(X) wystepuje takze na kardiocytach [58]. Badania doswiadczalne na zwierzecym
modelu niedokrwienia/reperfuzji wykazaty, ze zastosowanie zaréwno przeciwciat
monoklonalnych na anty- P lub L-selektyna [20], jak i blokowanie SLe(X) [59]
zmniejsza migracje neutrofili do obszaru zagrozonego i obszar zawatu. Wydaje
sie, ze ekspresje P-selektyny mozna takze zmniejszy¢ stosujgc N,N,N-trimetylsfin-
gozyny (TMS) - inhibitor kinazy biatkowej C [57]. Badania Gibbsa i wsp. wykazaty
ponadto, ze blokowanie ekspresji P-selektyny zmniejsza osadzanie sie na srodbtonku
aktywnych sktadowych uktadu dopetniacza w czasie reperfuzji [18]. Obecnie wia-
domo, ze selektyny odgrywajg istotng role przez caty okres reperfuzji [15].

Po okresie ,,toczenia sie” neutrofile, dzieki [32-integrynom zaczynajg przylegaé
do s$rodbtonka (adhezja). Integryny te sg glikoproteinami o wspélnym fancuchu
(3 (CDI8) i réznej podjednostce a (CD 11a, CDI Ib, CDI Ic), wykazujacymi stabg
ekspresje w warunkach prawidtowych. £gczg sie one z odpowiednimi molekutami
adhezyjnymi na $rédbtonkach - ICAM nalezacymi do rodziny immunoglobulin.
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Integryna CDIla/CD18 (LFA-1) fgczy sie z ICAM-1 i ICAM-2, CDIIb/CD18
(Mac-1) tylko z ICAM-1, a CDI 1c/CDI 8 z niezbyt dobrze poznanym receptorem,
natomiast nie taczy sie z ICAM-1. Schemat interakcji neutrofil - $rédtonek na-
czyniowy w czasie toczenia sie i przylegania neutrofili do $rédbtonka naczyniowego
przedstawia (rys. 1).

Wiadomo, ze LFA-1 nie zmienia swojej ekspresji pod wptywem czynnikéw
zapalenia [14]. Natomiast pod wptywem zadziatania czynnikéw stymulujgcych na-
stepuje aktywacja molekut Mac-1, umieszczonych na btonie komdérkowej oraz trans-
lokacja dodatkowych molekut zlokalizowanych we wtdrnych ziarnisto$ciach
neutrofila [63]. Ich ekspresja moze by¢ zmniejszana dziataniem dysmutazy nad-
tlenkowej (SOD) lub katalazy [17,60]. Wydaje sie, ze Mac-1 jest integryng, ktora
odgrywa najwazniejszg role w trwatym przyleganiu neutrofili do $rédbtonka [32].
Ekspresja receptora dla integryn - ICAM-1 nasila sie pod wptywem cytokin [64].
Obserwacje poréwnawcze ekspresji P-selektyny, E-selektyny i ICAM-1 po réznym
czasie reperfuzji wykazaty, ze spadkowi ekspresji P-selektyny towarzyszy wzrost
ICAM-1 [72], co moze $wiadczy¢ o kolejnosci procesdw zachodzgcych przy udziale
czastek adhezyjnych. W doswiadczeniach z blokowaniem tancucha CDI 8 [68],
P-selektyny lub ICAM-1 [31] obserwowano mniejsza migracje neutrofili do obszaru

RYSUNEK 1 Schemat interakcji neutrofil - $rédbtonek zachodzacych w czasie toczenia sie i adhezji
neutrofili do Srédbtonka naczyniowego i ich migracji przez éciane naczyn kapilarnych. Warunki zaistniate
w czasie niedokrwienia/reperfuzji powodujg aktywacje srédbtonkéw naczyniowych, ktéra wyraza sie
podwyzszona ekspresja P-selektyny i ICAM-1, co przyczynia sie do marginacji i toczenia sie neutrofili
po Scianie naczynia. Aktywowane $rédbtonki uwalniajg szereg czynnikdw, jak np. IL-8 i PAF, ktére
dziatajgjako czynniki chemotaktyczne i aktywujace neutrofile. W czasie reperfuzji $rédbtonki wykazuja
obnizong synteze i uwalnianie NO, co dodatkowo wzmaga przyleganie neutrofili do Srédbtonkéw.
Interakcja $rédbtonka naczyniowego z neutrofilami powoduje podwyzszenie na neutrofilach ekspresji
L-selektyny i B2integryn (CD 11a/CD 18 (LFA-1) iCD 11b/CD 18 (Mac-1)) bioracych udziat w ich adhezji
do $rdédbtonka i przechodzeniu do tkanki okotonaczyniowej. Adhezyng aktywnie uczestniczaca w
przechodzeniu neutrofili przez srédbtonek naczyniowy jest takze PECAM-1
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niedokrwionego/ reperfundowanego i mniejszy obszar uszkodzonego miesnia ser-
cowego. Natomiast badania z zastosowaniem podwdjnej terapii, z uzyciem prze-
ciwciat anty-P-selektyna i anty-ICAM-1 wykazaly, ze nie chroni ona serca bardziej
niz przeciwciata podane pojedynczo [31]. U chorych po zabiegach angioplastyki
naczyn wieficowych z ponownym zamknieciem naczyn wienicowych, obserwuje
sie zwiekszong ekspresje integryny CDIIb/CD18, co koreluje ze zjawiskiem za-
tkania naczyn przez neutrofile [24,41].

1.3.B. Migracja neutrofili przez $ciane naczyn mikrokrazenia

Badania doSwiadczalne wykazaty, ze migracja neutrofili przez $rédbtonki na-
czyniowe zachodzi nawet wtedy, gdy zostanie zatrzymany przeptyw ptynu per-
fuzyjnego zawierajgcego granulocyty [65]. Wychodzenie neutrofili odbywa sie w
miejscu ,rozklejonego” potaczenia miedzykomérkowego S$rédbtonka. Istotng role
w tym procesie odgrywajg L-selektyna i integryna - LFA-1, wykazujace ekspresje
na powierzchni neutrofili. L-selektyna zapoczatkowuje przechodzenie neutrofili
przez $rédbtonek. Nastepnie dochodzi do aktywacji integryn i zwigzania LFA-1
z ICAM-1 na $rédbtonku naczyniowym [67]. Proces ten odgrywa kluczowg role
w uszkodzeniu serca w czasie reperfuzji. Wydaje sie, ze do procesu migracji neutrofili
wystarcza staba ekspresja ICAM-1, wystepujgca na nieaktywowanych srédbtonkach
[16]. Badania Mullera i wsp (1993) wskazujg takze na aktywny udziat PECAM-1
(platelet endothelial cell adhesion molecule-1) w tym procesie [42]. Adhezyna ta
jest zlokalizowana gtéwnie w miejscu polaczenia komérkowego $Sréddbtonkéw, a
okoto 15% takze na powierzchni srodbtonkéw. Wydaje sie, ze ten rosnacy gradient
rozmieszczenia PECAM-1 od powierzchni komorki do potgczenia miedzykomorko-
wego odgrywa wazng role w mechanizmie przechodzenia neutrofili przez $rédbtonek
naczyniowy. PECAM-1 wykazujacy ekspresje na $rodbtonkach tgczy sie z PECAM
obecnym na leukocytach. Udziat molekut adhezyjnych podczas migracji neutrofili
przez $rodbtonki naczyn przedstawia (rys. 1).

Zastosowanie terapii ochronnej, w doSwiadczeniach na zwierzetach, z uzyciem
przeciwciat anty-L-selektyna, anty-ICAM-1 lub anty-PECAM-1 zmniejsza obszar
zawatu o okoto 50% [20].

1.3.C. Adhezja neutrofili do kardiocytow

Badania in vitro wskazujg na adhezje neutrofili do kardiocytéw poprzez me-
chanizm zalezny od CD18. Jednak dla ich cytotoksycznego oddziatywania na kar-
diocyty niezbedna jest aktywacja ICAM-1 na kardiocytach i Mac-1 na neutrofilach
[30]. ICAM-1 na kardiocytach moze by¢ aktywowany dziataniem cytokin. Do-
Swiadczenia z zastosowaniem 2’,7’dichlorofluoresceiny (DCFH) wykazatly, ze ad-
hezja neutrofili do kardiocytdw wywotuje niemal natychmiastowg aktywacje
oksydazy NADPH i uwolnienie anionorodnika ponadtlenkowego, ktéry indukuje
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ekspresje dodatkowych czgstek ICAM-1 na powierzchni kardiocytéw [14]. Zasto-
sowanie chelatora jonow zelaza - desferalu lub zmiatacza rodnika hydroksylowego
- DMTU chroni kardiocyty przed uszkodzeniem, chociaz nie wptywa na przyleganie
neutrofili.

2. MEDIATORY ZAPALENIA

Zaréwno neutrofile, jak i srédbtonki naczyniowe produkujg i uwalniajg w czasie
niedokrwienia/reperfuzji wiele czynnikdw biorgcych udziat w rozwoju zapalenia
mies$nia sercowego, modyfikujac ekspresje receptoréw znajdujagcych na powierzchni
komorek Srdodbtonka i granulocytow.

2.1 Czynniki uwalniane przez neutrofile

Neutrofile produkuja i uwalniajg czynniki biorgce udziat w procesach zwigzanych
z adhezjg i wychodzeniem neutrofili z naczyn do tkanki srédmigzszowej oraz wpty-
wajacych na toczacy sie proces zapalny. Nalezg do nich wolne rodniki tlenowe
(WRT), enzymy proteolityczne, leukotrien B4 (LTB4), czynnik martwicy nowo-
tworéw a (TNF-a), transformujacy czynnik wzrostu B (TGF-(3).

Wiadomo, ze uwolnienie WRT (wybuch oddechowy) jest zalezne od aktywnosci
w neutrofilu NADPH-oksydazy stymulowanej takimi czynnikami, jak: czynniki che-
motaktyczne, nienasycone kwasy ttuszczowe i estry forbolu [23]. Uwalniane przez
neutrofile w czasie reperfuzji aktywne formy tlenu dziatajg bezposrednio cytoto-
ksycznie na substancje pozakomoérkowg i komoérki $rodbtonka oraz modyfikuja
funkcje $rdodbtonka [48,62]. Efekt ten jest wywotany ich reakcjg z lipidami btony
komorkowej i kwasami nukleinowymi jadra komérkowego. Wiadomo, ze nadtlenek
wodoru stymuluje  przyleganie leukocytow do $rodbtonka po przez aktywacje
ICAM-1 i CD 18 [19]. WRT stymulujg takze ekspresje P-selektyny i produkcje
czynnika aktywujacego ptytki (PAF) i LTB4 oraz hamujg synteze tlenku azotu
przez srodbtonek. Zmiatacze wolnych rodnikow, takie jak: dysmutaza ponadtlen-
kowa (SOD) i katalaza, zmniejszaja migracje neutrofili z tozyska naczyniowego
do tkanki [17,60].

W czasie reperfuzji neutrofile sg Zrédiem tlenku azotu, ktéry reagujac z anio-
norodnikiem ponadtlenkowym jest przyczyng powstawania toksycznego ponadtlenku
azotynu (ONOO) i rodnika hydroksylowego (OH) [7].

Wazng role w uszkodzeniu serca odgrywaja takze enzymy proteolityczne uwal-
niane przez neutrofile, ktére trawig zarowno biatka powierzchniowe btony komor-
kowej, jak i btony podstawnej $rédbtonkéw, co przyczynia sie do wzrostu ich
przepuszczalno$ci i utatwia wychodzenie neutrofili z tozyska naczyniowego do
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tkanki srédmigzszowej [73]. Dziatanie cytotoksycznych enzymoéw jak elastazy, -
(3-glukuronidazy i N-acetyl-(3-glukosaminidazy powieksza uszkodzenia w obszarze
niedokrwionym. Granulocytame proteazy modyfikujg takze uwalnianie przez $rod-
btonek prostacykliny (PGI12) [36].

W obszarze niedokrwionym serca rosnie roéwniez poziom LTB4 uwalnianego
przez neutrofile [6]. Dziata on jako czynnik chemotaktyczny [52] oraz stymulator
produkcji cytokin [6]. W czasie reperfuzji wspdidziatajac synergistycznie z trom-
boksanem A2 powoduje obkurczenie naczyn wieAcowych [35], a wzmagany dzia-
taniem przedsionkowego peptydu natriuretycznego (ANP) zwieksza uwalnianie
rodnika ponadtlenkowego i ekspresje CDIIb [3].

Neutrofile sg takze zrddiem cytokiny-TNF-a, ktdra wzmaga migracje granu-
locytéw w czasie reakcji zapalnej i odgrywa wazng role w preaktywacji neutrofili,
powodujac wzmozong odpowiedz na bodziec stymulujgcy w postaci zwiekszonej
adhezji do srodbtonka, diapedezy i wybuchu tlenowego [47]. Czynnik ten hamuje
takze uwalnianie tlenku azotu (NO).

W czasie niedokrwienia i reperfuzji czynnik wzrostowy - TGF-(3 produkowany,
m.in. przez granulocyty zwieksza na powierzchni $rddbtonkéw ekspresje molekut
ICAM-1, ale zmniejsza E-selektyny [27] oraz stymuluje rozszerzenie naczyn wien-
cowych, zmniejszajagc w nich przy tym poziom anionorodnika ponadtlenkowego
[33]. Obserwacje kliniczne wskazujg na znaczenie diagnostyczne poziomu tego
czynnika w ocenie zapalenia mie$nia sercowego [66].

2.2 Czynniki uwalniane przez $rédbtonki

Srédbtonki produkuja i uwalniaja wiele mediatoréw dziatajagcych na neutrofile.
Nalezg do nich: czynnik aktywujacy ptytki (PAF), tlenek azotu (NO), prostacyklina
(PGI12), endoteliny-1 (ET-1), interleukina-8 (IL-8).

PAF jest uwazany za jeden z wazniejszych czynnikéw chemotaktycznych wy-
stepujacych w czasie reperfuzji serca, ktory sprzyja adhezji neutrofili do srodbtonkéw
poprzez aktywacje ekspresji CDIIb/CD18 i ich agregacji [38]. Z badah doswiad-
czalnych wynika, ze zablokowanie tego czynnika na chwile przed niedokrwieniem
chroni serce przed obnizeniem wyktadnikéw hemodynamicznych przeptywu krwi
w czasie reperfuzji [51,56].

Innym waznym elementem niedokrwiennego ireperfuzyjnego uszkodzenia serca
jest obnizona synteza tlenku azotu przez $rdédbtonki naczyniowe [43,50]. Wiadomo,
ze tlenek azotu hamuje adhezje neutrofili i ptytek do $rédbtonka oraz ma silne
dziatanie rozkurczajgce miesnie gtadkie naczyn [34]. Gwatltownemu spadkowi syn-
tezy tlenku azotu w 2,5-5 minucie reperfuzji towarzyszy adhezja neutrofili [70].
Wiadomo, ze hamowanie syntezy tlenku azotu w czasie reperfuzji jest zalezne
od obecno$ci anionorodnika ponadtlenkowego [12]. Doswiadczenia prowadzone
na izolowanych sercach, polegajace na blokowaniu srédbtonkowej syntazy NO wy-
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kazaly, ze spadkowi syntezy NO towarzyszy podwyzszona ekspresja P-selektyny
na srodbtonkach naczyniowych [8] oraz wieksze uszkodzenie funkcji serca na skutek
oddziatywania neutrofili [55]. Natomiast podanie NO zapobiega aktywacji molekut
adhezyjnych, np. ICAM-1 i sekrecji cytokin zapalnych [9].

Chemoking, ktéra ma znaczace dziatanie chemotaktyczne dla neutrofili i pro-
zapalne w sercu jest IL-8. Badania doswiadczalne wskazujg, ze jest ona uwalniana
w czasie reperfuzji dwufazowo [26], chociaz obserwacje chorych z zawatem serca
nie wykazaty jej obecnosci w osoczu krwi obwodowej [61].

W czasie reperfuzji, w obszarze niedokrwionym i reperfundowanym roénie takze
poziom ET-1 [71]. Jest ona produkowana gtéwnie przez $rédbtonki naczyniowe,
chociaz wiadomo, ze takze przez komorki miesniowki gtadkiej i kardiocyty. Na
srédbtonkach wystepuje receptor ET-1 typu ETB, ktdrego aktywacja w prawidtowym
sercu wywotuje uwolnienie tlenku azotu i/lub prostacykliny. W sercu reperfun-
dowanym obserwuje sie mniejsze rozszerzenie naczyn w odpowiedzi na aktywacje
tego receptora [69] pomimo, ze w obszarze niedokrwionym i reperfundowanym
wzrasta liczba miejsc wigzacych ET-1 [37]. Przypuszcza sig, ze jest to wynikiem
rozregulowanego dziatania receptora ETA. W efekcie ET-1 wykazuje w czasie
reperfuzji dzialanie obkurczajagce naczynia oraz nasilajgce odczyn zapalny [75].
Wykazano takze, ze aktywuje ona neutrofile i ich agregacje oraz pobudza je do
syntezy anionorodnika ponadtlenkowego. Uwalnianie endoteliny jest stymulowane
réznymi mediatorami jak trombina, TNF-a, TGF-(3, interlukina-1, angiotensyna
Il i bradykinina [49].

3. ODDZIALYWANIE MECHANICZNE NEUTROFILI

Zjawiskiem, ktére towarzyszy reperfuzji jest pogorszenie przeptywu krwi w ob-
szarze niedokrwionym, tzw. no-reflow phenomenon [40]. Jego przyczyng sg. ogra-
niczenie przeptywu krwi przez agregujgce i/lub przylegajagce do $cian naczyn
mikrokrgzenia neutrofile, obkurczenie naczyn oraz obrzek $rédbtonkow, tkanki
okotonaczyniowej i kardiocytdw [4]. Obkurczenie naczyn jest spowodowane zjednej
strony dziataniem uwalnianego przez neutrofile LTB4, a z drugiej spadkiem syntezy
srédbtonkowego tlenku azotu. Obrzek tkanki miesnia sercowego powstaje na skutek
dziatania czynnikow uwalnianych przez neutrofile. W obszarze, w ktorym wystepuje
no-reflow phenomenon, obserwuje sie wzrost uwalniania ET-1, co dodatkowo nasila
obkurczenie naczyn [28]. Wczesne wykrycie zjawiska no-reflow phenomenon i
okreslenie jego zasiegu ma ogromne znaczenie kliniczne [21,25]. Udziat czynnikéw
powodujgcych powstawanie w obszarze zagrozonym serca zjawiska no-reflow phe-
nomenon przedstawia rysunek 2.
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NEUTROFILE
Agregacja WRT ‘ enzymy pochodne
adhezja proteolityczne kwasu
arachidonowego
SRODBLONKI KARDIOCYTY
1 NO obrzek

no-reflow phenomenon

RYSUNEK 2. Schemat wspétdziatania czynnikéw powodujacych utrudnienie przeptywu krwi w obsza-
rze ryzyka (no-reflow phenomenon) w przebiegu niedokrwienia/reperfuzji serca. Zjawisko to jest wyni-
kiem agregacji i przylegania neutrofili do $rédbtonka naczyniowego oraz dziatania czynnikéw
uwalnianych przez neutrofile, powodujacych uszkodzenie struktury i funkcji $rédbtonkéw naczyniowych
i kardiocytéw w obszarze niedokrwionym/reperfundowanym miesnia sercowego. WRT - wolne rodniki
tlenowe

4. PODSUMOWANIE

Zaréwno wyniki badan doswiadczalnych na zwierzetach iizolowanych komérkach
serca, jak i obserwacje kliniczne pacjentéw z chorobg niedokrwienng serca, po
zawale, po zabhiegach angioplastyki naczyn wiencowych wskazujg na udziat neutrofili
w patologii zmian wystepujacych w czasie niedokrwienia i reperfuzji serca. Poznanie
mechanizmoéw interakcji $srédbtonki-neutrofile oraz roli uwalnianych w czasie nie-
dokrwienia mediatoréw, stymulujacych aktywacje neutrofili by¢ moze pozwoli w
przysztosSci skutecznie chroni¢ serce przed skutkami niedokrwienia i reperfuzji.
Mimo korzystnych, w doswiadczeniach na zwierzetach, efektow stosowania prze-
ciwciat monoklonalnych, blokujgcych ekspresje molekut adhezyjnych nie mozna
ich wykorzystaé w terapii ludzi z uwagi na wiele nierozwigzanych nadal probleméw,
a przede wszystkim mozliwo$¢ immunizacji pacjentow [74]. Obecnie opierajac sie
na obserwacjach, ze niedokrwiennemu/reperfuzyjnemu uszkodzeniu funkcji $réd-
btonka towarzyszy m.in. hamowanie syntezy i uwalniania tlenku azotu oraz pro-
stacykliny, u ludzi stosuje sie leki poprawiajgce hemodynamike krgzenia krwi, do
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ktérych nalezg: L-arginina (zwigzek, z ktérego moze byé syntetyzowany tlenek
azotu), antagonisci receptoréw endotelinowych i receptora angiotensyny Il, analogi
prostacykliny, inhibitory enzymu konwertujgcego angiotensyne [45]. Obiecujgce
sg takze badania prowadzone na izolowanych $rodbtonkach naczyniowych, ktdre
wykazaty catkowite hamowanie ekspresji ICAM-1 w obecnosci salicylanow [76].
By¢ moze podanie salicylandw przed zabiegami chirurgicznymi, np. wykonaniem
pomostow aortalnych mogtoby chroni¢ serce przed niedokrwiennym/reperfuzyjnym
uszkodzeniem zwigzanym z zapaleniem mig$nia sercowego.
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Streszczenie: W pracy omoéwiono aktualny stan badan na temat hepatotoksycznych cyklicznych hepta-
peptydéw - mikrocystyn, produkowanych przez wiele gatunkéw sinic, aw szczegélnosci przedstawiono
ich budowe chemiczng w powiazaniu z toksycznoscig i hamowaniem aktywnosci fosfataz proteinowych,
ich wiasciwosci fizykochemiczne i biodegradacje, metody ich degradacji i chemicznej modyfikacji.
(Postepy Biologii Komorki 1999; 26: 747-757)

Stowa kluczowe: sinice, hepatotoksyny, mikrocystyny, degradacja, proces uzdatniania wody, derywaty-
zacja, hamowanie aktywnosci fosfataz proteinowych

Summary: The current stage of research on hepatotoxic cyclic heptapeptides - microcystins, produced
by many species of cyanobacteria has been reviewed, in particular their chemical structure - toxicity and
protein phosphatase inhibition relationships, their physicochemical properties and biodégradation,
methods of their degradation and derivatization.

(Advances in Cell Biology 1999; 26: 747-757)
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1. WSTEP

Detergenty i nawozy sztuczne eutrofizuja zbiorniki wodne powodujac bujny roz-
woj organizmoéw zywych. Wiele gatunkéw sinic (cyjanobakterii) tworzacych zakwity
w eutroficznych wodach zaréwno morskich, jak i stodkich produkuje toksyny jako
metabolity wtérne. Sg to cytotoksyny, neurotoksyny, hepatotoksyny oraz derma-
totoksyny [2, 3, 24, 26, 27]. Najczesciej spotykanymi hepatotoksynami sg cykliczne
hepta- i pentapeptydy, odpowiednio mikrocystyny i nodularyny. Mikrocystyny sg
produkowane przez gatunki z rodzajéw Microcystis, Oscillatoria, Anabaena, Ha-
palosiphon, oraz Nostoc. Obecnie scharakteryzowano okoto 60 wytworzonych przez
sinice mikrocystyn, z ktérych najbardziej znang jest mikrocystyna-LR (rys. 1).

Inne naturalnie wystepujgce mikrocystyny réznig sie gtbwnie obecnoscig innych
L-aminokwasow (m.in. alaniny, tyrozyny, N-metyloseryny, fenyloalaniny, trypto-
fanu) w miejscach L-leucyny i L-argininy, a takze stopniem zmetylowania (kwas
p-metyloasparaginowy bywa zastgpiony przez kwas D-asparaginowy, a N-metylo-
dehydroalanina przez dehydroalaning), czasem wystepuje inny izomer geometryczny
przy szostym weglu w ADDA albo kwas glutaminowy jest zestryfikowany [20].
Inna struktura czasteczek implikuje niekiedy mniejsze wtasciwosci toksyczne albo
zupeiny brak toksycznosci [18].

ADDA = kwas (2S,3S,8S,9S)-3-amino-10-fenylo-9-metoksy-2,6,8-trimetylodeka-4(E),6(E)-dienowy

RYSUNEK 1. Mikrocystyna-LR
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Toksyny sinic spowodowaty liczne letalne zatrucia zwierzat domowych i dzi-
kozyjacych [3]. Zanotowano tylko jeden przypadek $miertelnego zatrucia ludzi -
okoto 50 pacjentow poddano hospitalizacji w centrum hemodializy w Brazylii [8],
gdy toksyna dostawala sie bezposrednio do krwiobiegu pacjentéw podczas wy-
konywania dializy przy uzyciu wody zawierajgcej mikrocystyny. Ostatnio wykazano,
ze mikrocystyna-LR jest rozkiadana przez trypsyne do nietoksycznego kwasu
(2S,35,8S)-3-amino-10-fenylo-2,6,8-trimetylodeka-4(E),6(E)-dienowego (demeto-
ksy-ADDA) i aminokwas6w [28], co moze by¢ kluczem do wyjasnienia braku
ewidencji $miertelnych wypadkdw zatrucia ludzi przez toksyny wprowadzone do
ich uktadu pokarmowego. Dawka letalna LD50 (mysz, iniekcja dootrzewnowa) wy-
nosi dla mikrocystyny-LR okoto 50 pg/kg wagi ciata [2], a wiec jest okoto 200
razy mniejsza niz dla cyjanku sodu [32, 33]. Toksyna dostaje sie do krwi na skutek
dziatania przenos$nikow zétciowych, anastepnie jest transportowana do hepatocytow.
Na skutek zmian w filamentach posrednich i mikrofilamentach nastepuje zniszczenie
wewnetrznej struktury watroby, krwotok wewnatrzwatrobowy, a nastepnie $mierc
[3]. Dawki nanogramowe czy nawet pikogramowe przyjmowane przez organizmy
wielokrotnie sgprzyczyngnowotwordw watroby, gdyz hepatotoksyny sg inhibitorami
fosfataz proteinowych typu 1 i 2A [4], podobnie jak kwas okadowy, kalikuliny,
tautomycyna i kantarydyna. Efekt hamowania aktywnos$ci fosfataz proteinowych
przez mikrocystyny zostaje osiggniety najprawdopodobniej przez oddziatywanie
N-metylodehydroalaniny z resztg cysteinowg Cys-273 biatka enzymatycznego. Na
podstawie dotychczasowych badan mozna przypuszczac, ze okreSlony heptapeptyd
jest inhibitorem fosfatazy proteinowej, jezeli spetnione sg trzy warunki: cykliczna
struktura, dwie wolne grupy karboksylowe oraz sztywny fancuch lipofilowy (za-
wierajacy wigzania podwdjne). Obecno$¢ dehydroaminokwasu nie jest niezbedna
[16]. Postuluje sie réwniez, ze jedynie tworzenie przez toksyne stabilnych kom-
plekséw z fosfatazg proteinowg ma znaczenie w wywotywaniu nowotworu watroby
przez mikrocystyne [34].

Pytanie o przyczyne produkcji toksyn przez sinice pozostaje nadal otwarte. Pro-
dukcja toksyn nie wydaje sie byé wywotana przez czynniki stresowe, poniewaz
ich maksymalne ilosci sg produkowane wtedy, gdy warunki srodowiskowe sg op-
tymalne dla wzrostu sinic [27]. Sinice rosng najlepiej i tworzg zakwity z reguly
wczesngwiosng (marzec) lub pédznym latem (sierpien), kiedy spetnione sa nastepujace
warunki: temperatura wody waha sie w granicach 15-30°C, jej pH wynosi 6-9,
woda zawiera duze ilosci azotu i fosforu a pogoda jest prawie bezwietrzna [3].
Liza starzejgcych sie komorek sinic umozliwia uwalnianie toksyny do $rodowiska.
W przypadku 50-dniowych kultur wigkszo$¢ mikrocystyny-LR syntetyzowanej przez
gatunek Microcystis aeruginosa wystepuje w wodzie stanowigcej srodowisko zycia
tego gatunku sinic [21].

Zakwity sinicowe w zbiornikach wodnych stanowig powazny problem [31] szcze-
gblnie dla wielkich aglomeracji. Rdwniez w Polsce prowadzi si¢ badania nad to-
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ksycznoscig wystepujacych w naszym kraju zakwitéw sinicowych w zbiornikach
wody pitnej. Na przykiad badania w Sulejowskim Zbiorniku Zaporowym zaopa-
trujacym w wode pitng miasto £6dz wykazaty, ze latem 1993 roku zawarto$¢ mi-
krocystyny-LR w zakwicie sinicowym wahata si¢ w przedziale 40-117 (Ig/g suchej
masy fitoplanktonu [32].

2. WLASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNE MIKROCYSTYN
ROZPUSZCZONYCH W WODZIE

Mikrocystyny majg grupy polarne - karboksylowe, aminowe oraz amidowe. Jo-
nizacja ich grup karboksylowych zachodzi przy pH 3.3-3.4. W wodach naturalnych
wystepujg one zazwyczaj w formie obojetnej lub anionowej. Sg tatwo rozpuszczalne
w wodzie (rozpuszczalno$é wyzsza niz lg/1l). Na skutek obecnosci grup polarnych
pozostajg w fazie wodnej i tylko w kilku procentach sg adsorbowane przez osady
denne oraz zawieszone czastki state [21]. Widma absorpcyjne roztworéw wodnych
mikrocystyn w zakresie nadfioletu wykazujg charakterystyczne pasmo z maksimum
przy 238-239 nm zwigzane ze sprzezonym uktadem wigzan podwojnych w ADDA.
Jedynie w przypadku zwigzku zawierajgcego tryptofan pojawia sie drugie, wyzsze
maksimum przy 222 nm [14]. Komputerowe modelowania trojwymiarowej struktury
mikrocystyny-LR wykazaty, ze pierscien makrolaktamowy stabilizuje bardziej ela-
styczny tancuch boczny stanowigcy strukturalng czes¢ ADDA, ktéry moze nawet
przyjmowac ksztaht litery ,,U”. Grupa fenylowa znajduje sie woéwczas w poblizu
sprzezonego uktadu wigzan podwéjnych [13].

3. ZACHOWANIE MIKROCYSTYN ROZPUSZCZONYCH
W WODZIE W ROZNYCH WARUNKACH pH
| TEMPERATURY

Mikrocystyny sg bardzo trwate chemicznie, praktycznie nie reagujg z kwasami,
zasadami, ani nie mozna ich roztozy¢ przez zagotowanie zawierajgcej je wody.
W warunkach naturalnych musi uptyngé wiele tygodni, aby ich rozkiad maégt byc¢
zauwazalny. Temperatura wody w japonskich jeziorach w czasie lata wynosi zwykle
25-30°C, przy rownoczesnej wartosci pH 9-10. W warunkach podobnych (pH
9, 21-30°C, ciemno$¢, warunki sterylne) po okoto 84 dniach 50% mikrocystyny-LR
zostaje roztozone do nietoksycznych liniowych peptydéw poprzez hydrolize N-
metylodehydroalaniny. Przy podobnych wartosciach pH, ale w temperaturze 40°
C, czas potowicznego rozktadu wynosi 70 dni. Z kolei przy pH réwnym 1 i w
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temperaturze 40°C czas ten ulega skréceniu do 21 dni. Natomiast przy pH rownym
5 lub 7 toksyna praktycznie nie ulega rozktadowi nawet w temperaturze 40°C

[6].

4. BIODEGRADACJA ORAZ PROCESY
PRZYSPIESZAJACE ROZKLAD MIKROCYSTYN
W WARUNKACH NATURALNYCH

Biodegradacja ma znacznie wiekszy udziat w naturalnej detoksykacji mikrocystyn
niz rozktad termiczny przy odpowiednim pH. W ciemnos$ci i w warunkach ae-
robowych 42 dnia od momentu wyltgczenia Swiatta prawie wszystkie komaérki Mic-
rocystis aeruginosa zostajg roztozone przez bakterie heterotroficzne. W tym
eksperymencie po uptywie 35 do 40 dni od momentu wytgczenia Swiatta odnotowano
maksymalne stezenie mikrocystyn w wodzie, co oznacza ustalenie sie stanu réw-
nowagi pomiedzy uwalnianiem toksyn przez komorki, a biodegradacja toksyn. Z
kolei po uptywie 55 do 65 dni od momentu wylgczenia Swiatta stezenie mikrocystyn
spadto w tym eksperymencie do potowy maksymalnej wartosci [39]. Mikrocy-
styny-LR nie rozktadajg bakterie Citrobacter, Enterobacter i Klebsiella, za$ jest
ona rozktadana przez alkaliczng proteaze wydzielang przez gatunek Pseudomonas
aeruginosa do demetoksy-ADDA, ktdry nie jest inhibitorem fosfataz proteinowych
[30]. Obserwowano degradacje toksyny przez bakterie Sphingomonas. Najpierw
zostaje rozerwane wigzanie pomiedzy ADDA i argining. W wyniku tego procesu
powstaje liniowa acyklo-mikrocystyna-LR (NH2-ADDA-Glu-N-metylodehydroAla-
Ala-Leu-B-metyloAsp-Arg-OH), nastepnie liniowy tetrapeptyd NH2-ADDA-G1u-
N-metylodehydroAla-Ala-OH, ana koniec peptydy o mniejszej masie czgsteczkowej
i aminokwasy [1]. W wodach jezior udzial w biodegradacji komoérek sinicowych
oprécz bakterii majg réwniez cyjanofagi, pierwotniaki i grzyby [39].

Pod wptywem Swiatta stonecznego w obecnosci r6znych barwnikéw wyekstra-
howanych z sinic (chlorofili, karotenoiddw, fikohilin), a takze czystego chlorofilu
a oraz czystego R-karotenu, nastepuje przys$pieszenie procesu rozkiadu toksyn, a
takze pojawia sie odwracalna izomeryzacja mikrocystyny-LR do jej izomeru geo-
metrycznego 6(Z)-ADDA-mikrocystyny-LR (ktéry jest o wiele mniej toksyczny,
jak wykazuje test hamowania aktywnosci fosfatazy proteinowej), prawdopodobnie
w wyniku fotochemicznej reakcji fotosensybilizowanej. Najwieksze szybkosci roz-
ktadu i izomeryzacji zaobserwowano w obecnosci fikocyjanin. Wyniki otrzymane
za pomocg wysokosprawnego chromatografu cieczowego potgczonego ze spektro-
metrem masowym sugerujg mechanizm reakcji w ktorej stanem przejsciowym jest
zwigzek z przytgczonymi grupami hydroksylowymi do sprzezonego uktadu wigzan
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podwojnych w ADDA. Potowa poczatkowej ilosci toksyny zostaje w tym eks-
perymencie roztozona po 10 dniach [35].

5. METODY USUWANIA MIKROCYSTYN W PROCESACH
UZDATNIANIA WODY

Konwencjonalne metody uzdatniania wody obejmujgce takie procesy jednostkowe
jak flokulacja, koagulacja i filtracja piaskowa okazujg sie niewystarczajgce do cat-
kowitego usuniecia mikrocystyn, podczas gdy adsorpcja na weglu aktywnym, za-
réwno granulowanym (GAC), jak i proszkowanym (PAC) sg bardziej efektywne
ale jednak réwniez nie usuwajg toksyn catkowicie, co mozna wykaza¢ przy pomocy
czutego testu hamowania aktywnosci fosfatazy proteinowej [12], ktory daje réwniez
informacje o rakotwdrczosci. Adsorpcje na weglu aktywnym mozna zastgpi¢ przez
ozonowanie, ktéry to proces moze by¢ uznany za bardziej ekonomiczny [7]. Niekt6re
informacje literaturowe wskazuja, ze mozna otrzymac z tusek nasion drzewa tro-
pikalnego Moringa oleifera wegiel aktywny, zar6wno proszkowany jak i granu-
lowany, o bardzo dobrych witasciwosciach sorpcyjnych, pozwalajacy zredukowaé
stezenie mikrocystyny-LR lubjej ekwiwalentdw do wartosci nizszej od 1 p.g/l (war-
to$¢ ustalona przez Swiatowg Organizacje Zdrowia). Ta metoda otrzymywania wegla
aktywnego moze znalez¢ zastosowanie szczegdlnie w ubogich krajach rozwijajacych
sie [38].

6. METODY DEGRADACJI

a) Ozonoliza. Ozonoliza sprzezonego ukiladu wigzan podwojnych w ADDA
(roztwdr metanolowy toksyny, strumien 0 3/0 2przepuszczany przez 5-10 min) daje
nietoksyczne produkty, m.in. kwas 4-fenylo-3-metoksy-2-metylomastowy [5]. Sku-
teczng dawka ozonu jest 1-1,5 mg/l [10]. Dawka ta jest uzalezniona od stezenia
rozpuszczonego wegla organicznego (DOC) w uzdatnianej wodzie [19].

b) Chlorowanie. Chlor rozktada mikrocystyne-LR jezeli zastosuje sie odpo-
wiednio duzg dawke (najmniej 0,5 mg/l przez 30 min, pH < 8). Rozkiad toksyny
zalezy od pH. Odczynniki chlorujace, takie jak: podchloryn sodu i wapnia, nie
sg tak efektywne przy duzych dawkach na skutek podwyzszenia pH [19]. Wedtug
innej grupy badawczej mikrocystyna-LR zostaje roztozona w wyniku chlorowania
za pomocg podchlorynu sodu. Wykryto wiele produktéw chlorowania, z ktérych
jeden zostat oznaczony jako dihydroksymikrocystyna-LR, utworzona poprzez jon
chloroniowy w miejscu sprzezonego uktadu wigzan podwojnych w ADDA. Dihy-
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droksymikrocystyna-LR ulega nastepnie hydrolizie. Innymi produktami mogg by¢
jej izomery [36]. Chlorowanie wody moze doprowadzi¢ do powstania substancji
karcenogennych. Znacznie korzystniejszy jest wiec proces uzdatniania wody bez
chlorowania, ale z zastosowaniem innej metody [37], na przykiad naswietlania
promieniowaniem nadfioletowym (UV) lub metody fotokatalitycznej.

c) Naswietlanie promieniowaniem nadfioletowym. Gdy roztwo6r wodny mi-
krocystyny-LR jest naswietlany promieniowaniem nadfioletowym (UV) przy dtu-
gosciach fal zblizonych do maksimum absorpcji, rozktad fotolit*czny zalezy od
intensywnosci promieniowania. Przy intensywnosci 2550 pW/cm* toksyna zostaje
catkowicie roztozona w ciggu 10 min, z kolei przy 147 pW/cm2 po tym samym
czasie zostaje roztozona tylko potowa jej poczatkowej ilosci. Naswietlajagc pro-
mieniowaniem o nizszym natezeniu mozna zaobserwowac izomeryzacje, ktérej me-
chanizm jest jednak inny niz pod wplywem S$wiatta stonecznego w obecnosci
barwnikéw wyekstrahowanych z sinic. Wykryto kilka produktéw, miedzy innymi
izomery geometryczne 6(Z)-ADDA-mikrocystyne-LR, 4(Z)-ADDA-mikrocystyne-
LR, oraz prawdopodobnie 4(Z),6(Z)-ADDA-mikrocystyne-LR [37]. Badania fotolizy
przez inng grupe badawczg (bufor fosforanowy pH 7, 130 pW przy 250 nm,
0°C) doprowadzity do wykrycia innego produktu rozkfadu, a mianowicie (tricy-
klo-ADDA)-mikrocystyny-LR, gdzie tricyklo-ADDA jest kwasem
(25,35,rR,3°S,4’S, 5,R,6’R,7’R)-3-amino-5-(4,,6,-dimetylo-3’-metoksytricy-
klo[5.4.0.01 5 Jundeka-8"10’-dien-6’-yl)-2-metylo-4(E)-pfentenowym, utworzonej
przez addycje [2+2] miedzy pierScieniem benzenowym a podwoéjnym wigzaniem
przy szostym i siodmym weglu w ADDA. Zwiazek ten zostaje utworzony z mi-
krocystyny-LR w sposéb odwracalny, a nastepnie roztozony pod wptywem Swiatta
nadfioletowego. Fakt ten sugeruje, ze fotolityczny rozktad toksyny zachodzi poprzez
(tricyklo-ADDA)-mikrocystyne-LR [9].

d) Metoda fotokatalityczna. Naswietlano roztwo6r wodny mikrocystyny-LR (pH
4, 33°C) w obecno$ci powietrza i katalizatora Ti02 lampg ksenonowg (280 W,
330-450 nm). Stezenia toksyny (pmole) uzyte w reakcji rozktadu metodg foto-
katalityczng byty o wiele wieksze od stezen spotykanych w warunkach naturalnych
(nmole lub pmole). W przypadku roztworu o najwyzszym stezeniu (200 pmol/1)
toksyna byta praktycznie niewykrywalna metodg wysokosprawnej chromatografii
cieczowej po 40 min od rozpoczecia reakcji. 50% toksyny zostato zaadsorbowane
na powierzchni katalizatora w wyniku procesu ciemniowej adsorpcji jeszcze przed
rozpoczeciem naswietlania. Nie zaobserwowano degradacji w przypadku probek
naswietlanych bez Ti02 [23]. Proces nie zachodzit w atmosferze azotu. Wyniki
sugeruja mechanizm reakcji przez atak rodnika hydroksylowego wytworzonego na
powierzchni fotokatalizatora [22], ktéry ma wieksze wiasciwosci utleniajace niz
wiele zwigzkéw powszechnie uzywanych do dezynfekcji wody, takich jak: ozon,
nadtlenek wodoru, kwas podchlorawy lub chlor. Wykryto okoto siedmiu produktéw
rozktadu fotokatalitycznego metoda analizy ich widm w nadfiolecie oraz widm
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masowych. Poczatkowgq reakcja jest dihydroksylacja jednego z wiazan podwdéjnych
w ADDA. Nastepnie dochodzi do rozerwania wigzania podwojnego pomiedzy sz6-
stym i siocdmym weglem w ADDA, lub wigzania podwGjnego pomiedzy czwartym
i piatym weglem. W przeciwienstwie do innych prostszych zwigzkéw organicznych
poddanych utlenianiu fotokatalitycznemu stwierdzono jedynie okoto 10% mine-
ralizacje mikrocystyny-LR. Potwierdzono testem na larwach Artemia salina, ze
fotokatalitycznemu rozktadowi mikrocystyn towarzyszy obnizenie toksycznosci [15].
e) Reakcja z chlorkiem zelaza (I11). Chlorek zelaza (Ill) jest stosowany w
procesie flokulacji przy uzdatnianiu wody. Wykazano, ze reakcja z tym odczyn-
nikiem prowadzi do powstania demetoksy-ADDA i aminokwaséw. 20% toksyny
zostaje roztozone po 30 min przy pH 7,0. Reakcja rozktadu zachodzi w szerokim
zakresie pH [29].

7. METODY CHEMICZNEJ MODYFIKACJI
(DERYWATYZACJI)

a) Reakcja z borowodorkiem sodu. Reakcja z borowodorkiem sodu prowadzi
do uwodornienia mikrocystyny w miejscu N-metylodehydroalaniny do dwu dihy-
dromikrocystyn zawierajgcych diastereoizomeryczne N-metyloalaniny. Wykazujg
one podobng zdolno$¢ do hamowania aktywnosci fosfatazy proteinowej jak sama
mikrocystyna [16], chociaz nie tworzg z tym enzymem wigzania kowalencyjnego
[4].

b) Hydrogenacja katalityczna. W wyniku hydrogenacji katalitycznej otrzymuje
sie zwigzek, w ktorym uwodornione zostajg wigzania podwdjne zarbwno w ADDA,
jak i w N-metylodehydroalaninie. Nie wykazuje on aktywnosci jako hepatotoksyna
[17], poniewaz wtedy uwodorniony lipofilowy taincuch boczny stanowiacy stru-
kturalng cze$¢ ADDA ma bardziej elastyczng strukture uniemozliwiajgcg hamowanie
aktywnosci fosfatazy proteinowej [16].

c) Estryfikacja. W wyniku reakcji estryfikacji w temperaturze pokojowej mi-
krocystyna-LR przeksztatca sie w ester monometytowy w miejscu grupy karbo-
ksylowej kwasu glutaminowego, a takze w zwigzek w ktérym obie wolne grupy
karboksylowe sg zestryfikowane [11]. Powstate w tej reakcji zwiazki nie sg inhi-
bitorami fosfatazy proteinowej i nie tworzg z nig wigzania kowalencyjnego [4].

d) Utlenianie metodg Lemieux. Utlenianie metodg Lemieux za pomocg mie-
szaniny nadmanganianu potasu i metanadjodanu sodu daje kwas 4-fenylo-3-me-
toksy-2-metylomastowy. Reakcja ta moze by¢ stosowana do oznaczania mikrocystyn
zwigzanych kowalencyjnie in vivo [40], lub do mikrooznaczen catkowitej zawartosci
mikrocystyn w zakwitach sinicowych [25].
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8. PODSUMOWANIE

Pomimo duzej iloSci prac badawczych oraz wielu opracowanych metod degradacji
i chemicznej modyfikacji, toksyny sinic stanowig wciaz powazne zagrozenie, szcze-
golnie wtedy gdy znajdujg sie one w zbiornikach wody pitnej. Potrzebne sg dalsze
badania w celu opracowania ulepszonej metody uzdatniania wody, ktéra pozwolitaby
na usuniecie $ladowych ilosci toksyn.
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Streszczenie: W pracy przedstawiono obecne poglady na budowe, klasyfikacje i biologiczne znaczenie
chemokin. Scharakteryzowano molekularne podtoze interakcji chemokin z receptorami oraz zwigzek
miedzy budowg a aktywnoscig chemokin. Opisano udziat chemokin w procesach fizjologicznych i
patologicznych. Szczeg6lng uwage poswiecono chemokinom pochodzacym z plytek krwi. Opisano
udziat tych chemokin w chemotaksji, procesach zapalnych, hematopoezie, angiogenezie i gojeniu ran.
Zwrdcono uwage na mozliwos¢ uczestniczenia ptytkowych chemokin w patogenezie niektérych choréb.

(Postepy Biologii Komérki 1999; 26: 759-779)

Stowa kluczowe: chemokiny, receptory chemokinowe, ptytki krwi

Summary: In this paper the current views on chemokines, their classification, structure and biological
significance are presented. The molecular mechanism of interactions of chemokines with their specific
receptors and the relationships between structure and activity of chemokines have been characterized.
Special attention is focused on the chemokines derived from blood platelets. The role of chemokines in
physiological and pathological processes, including chemotaxis, inflammation, hematopoiesis, angioge-
nesis and wound healing is discussed. The possible role of blood platelet-derived chemokines in
pathogenesis of some diseases is also presented.

(Advances in Cell Biology 1999; 26: 759-779)

Key words: chemokines, chemokine receptors, blood platelets

Wykaz stosowanych skrotéw: Ala - alanina, Arg - arginina, Asn - asparagina, (J-TG - (5-tromboglobuli-
na, Ba — bazofile, bFGF - zasadowy czynnik wzrostu fibroblastéw, BFU - E (ang. burstforming
unit-erythroid) - jednostka koloniotwdércza prekursoréw erytrocytéw, CD (ang. cluster of differentia-
tion ) - marker réznicowania, CFU-GM (ang. colonyforming unit-granulocyte, macrophage) - prekur-
sorowa jednostka koloniotwércza granulocytéw-makrofagéw, CTAP 111 - peptyd aktywujacy tkanki
tacznej Ill, DARC - antygen Duffy - receptor chemokin, DC - komorka dendrytyczna, DC-CK1 -
chemokina komorek dendrytycznych 1, E - eozynofile, ELC (ang. Epstein-Barr virus-induced gene
ligand chemokine) - chemokina ELC, ELR - kwas glutaminowy/leucyna/arginina, ENA-78 - pocho-
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dzacy z komoérek $rédbtonka peptyd aktywujacy neutrofile, F - fibroblasty, G C P - biatko chemotakty-
czne granulocytéw, GROs - czynniki wzrostu czerniaka, HCC-1 (ang. hemofiltrate CC chemokine) -
chemokina HCC-1, 1-309 - chemokina i-309, IL - interleukina, lle - izoleucyna, IP-10 - biatko
indukowane przez interferon y, I-TAC (ang. interferon-inducible T-cell alpha chemoattractant) -
chemokina I-TAC, LARC (ang. liver and activation-regulated chemokine ) - chemokina LARC, Leu -
leucyna, LIX - chemokina CXC indukowana przez lipopolisacharyd, Liz - lizyna, M - monocyty, MAP
(ang. mitogen-activatedprotein) - kinaza aktywowana przez mitogen, MCPs - biatka chemotaktyczne
wobec monocytéw, MDC - chemokina pochodzgca z makrofagéw, MIG - monokina indukowana przez
interferon y, MIPs - zapalne proteiny makrofagéw, N - neutrofile, NAP-2 - peptyd aktywujacy
neutrofile, NKC - naturalna komérka cytotoksyczna, PARC (ang. pulmonary and activation-regulated
chemokine) - chemokina PARC, PBP - zasadowe biatko ptytek, PF4 - ptytkowy czynnik 4, Pro -
prolina, RANTES (ang. regulated upon activation normal T-cell expressed and secreted) - chemokina
RANTES, SDF-1 - czynnik pochodzacy z komérek podscieliska, T - limfocyty T, TARC (ang. thymus
and activation-regulated chemokine) - chemokina TARC, TECK (ang. thymus-expressed chemokine)
- chemokina TECK, TEM - przezérédbtonkowa migracja eozynofilow, TGF-J3 - transformujacy
czynnik wzrostu fi, TNF (ang. tumor necrosisfactor) - czynnik martwicy nowotworéw, Val - walina,
VEGF - naczyniowo-$rédbtonkowy czynnik wzrostu, VLA (ang. very late antigen) - antygen p6znej
odpowiedzi.

1. WPROWADZENIE

Podstawowag rolg ptytek krwi, najmniejszych, upostaciowanych elementéw krwi,
powstajacych w wyniku rozpadu i fragmentacji cytoplazmy megakariocytéw, jest
ich udzial w procesie hemostazy. Aktywacja ptytek krwi oznacza m.in. zmiane
ksztattu ptytek, adhezje, agregacje oraz sekrecje biologicznie czynnych zwigzkéw
z ziarnistosci ptytek, co prowadzi do utworzenia czopu hemostatycznego. Piytki
krwi uczestniczg takze w wielu procesach patologicznych, w tym réwniez w procesie
zapalnym. Po pierwsze, ptytki krwi mogg by¢ aktywowane przez patogeny, tj.
niektére bakterie, wirusy, grzyby [39, 45, 74]. Po drugie, na powierzchni zakty-
wowanych ptytek ulega ekspozycji selektyna P, biorgca udziat w poczgtkowych
stadiach migracji leukocytdw przez Sciane naczynia i odpowiedzialna za interakcje
ptytek z leukocytami [40]. Po trzecie, z ziarnistoSci zaktywowanych ptytek krwi
uwalniane sg substancje biologicznie aktywne w procesie zapalnym. Z ziarnistosci
gestych uwalniane sg klasyczne mediatory zapalenia: histamina i serotonina. Szcze-
g6lng role przypisuje sie takze cytokinom uwalnianym z a-ziamistos$ci: czynnikom
wzrostowym oraz chemokinom. Ptytkowe chemokiny sa zgromadzone w ziami-
stosciach a plytek i nie sag wytwarzane de novo.

2. OGOLNA CHARAKTERYSTYKA CYTOKIN

Cytokiny sa niskoczasteczkowymi biatkami lub peptydami petniacymi role mie-
dzykomorkowych mediatoréw i odgrywajacymi kluczowg role w utrzymywaniu
homeostazy w organizmie. Regulujg procesy wzrostu i roznicowania wielu typoéw
komérek. Biorg udziat w odpowiedzi immunologicznej ustroju i jej regulacji, w
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procesach odnowy tkanek, hematopoezy, gojenia ran, angiogenezy, transformacji
nowotworowej i w wielu innych. Dziatajg w sposéb parakrynny lub autokrynny
umozliwiajgc przesytanie okreslonych sygnatow komdrkom docelowym i wywotujgc
w nich odpowiedz polegajaca zwykle naregulacji ekspresji genéw w tych komoérkach,
czego dalszym efektem sg okreslone zmiany w komorkach. Charakterystycznymi
cechami wiekszos$ci cytokin sa:
a) ich lokalne dziatanie
b) brak konstytutywnej ekspresji
c) spetnianie wiecej niz jednej funkcji (efekt dziatania cytokiny zalezy od rodzaju
komarki docelowej i od rodzaju wystepujacych najej powierzchni receptorow).
W zaleznosci od petnionych przez nie funkcji, cytokiny mozna podzieli¢ na:
interferony, interleukiny, czynniki wzrostu, czynniki martwicy nowotworéw i czyn-
niki chemotaktyczne [55]. Ze wzgledu na podobieAstwa struktury trzeciorzedowej
do cytokin zalicza sie rodziny: hematopoetyn, interleukiny 1 (IL-1), czynnika mar-
twicy nowotworow (ang. tumor necrosisfactor - TNF), transformujgcego czynnika
wzrostu a (ang. transforming growthfactor a - TGF-a), transformujgcego czynnika
wzrostu P (TGF-p) i chemokin [23].

3. Chemokiny jako rodzina cytokin

Chemokiny sg rodzing cytokin wykazujaca aktywno$é chemotaktyczng, o masie
czasteczkowej od 8 do 12 kDa i 20-70% homologii sekwencji aminokwasowej.
tancuchy polipeptydowe chemokin zawierajg cztery konserwatywne cysteiny two-
rzagce wewnatrzczasteczkowe wigzania disulfidowe (wyjatkiem jest limfotaktyna
zawierajgca 2 cysteiny). Charakteryzuja sie znacznym podobiefistwem struktury
trzeciorzedowej, ktéra odroznia je od pozostatych cytokin . W strukturze tej mozna
wyrdznié : N- terminalng petle, 3 antyréwnolegte fragmenty o strukturze [3 potgczone
przez petle, oraz odcinek C-koncowy majacy strukture a-helikalng [9, 20, 68].
Cechg charakterystyczng wszystkich chemokin jest ich zdolno$¢ do wywotywania
ukierunkowanej migracji komorek (chemotaksji). Jednak, w przeciwienstwie do
klasycznych chemoatraktantéw (tj. np. leukotrienu B4, czy fragmentu C5a kom-
plementu), chemokiny dziatajg chemotaktycznie tylko na komorki majace okreslone
receptory na powierzchni [9, 20, 63]. Chemokiny nie stanowig jednorodnej rodziny
cytokin. Ze wzgledu na okreslona pozycje reszt cysteinowych mozna je podzieli¢
na cztery gtéwne podrodziny [42], zestawione w tabeli 1

a)podrodzina CXC (chemokiny a). W tafAcuchach polipeptydowych jej przed-
stawicieli dwie pierwsze cysteiny, liczagc od N-konca, sg rozdzielone przez poje-
dyncze aminokwasy. Geny dla tych chemokin sg zgrupowane na chromosomie
4; zbudowane sg z 4 eksonéw i 3 intronow (wyjatkiem sg geny dla ptytkowego
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TABELA 1 Podziat chemokin na rodziny, uwzgledniajacy pozycje konserwatywnych cystein w
tancuchu polipeptydowym, typ wykorzystywanych receptoréw oraz rodzaje komdrek docel-
wych

Ro- Nazwa Receptor  Komorki
dzi- skrot (w jezyku angielskim) docelowe
na
CC MCPs: monocyte chemoattractant proteins
MCP-1, -2 CCR2 M, T, Ba, NKC, DC
MCP-3, -4 CCR1,2,3 M, T, Ba, E, NKC, DC
MCP-5 M, T, Ba, NKC, DC
RANTES regulated upon activation normal T
cell expressed and secreted CCR1,35 M, T, Ba, E, NKC, DC
Eotaksyna-1 eotaxin-1 CCR3 E, Ba, DC
MIPs: macrophage inflammatory proteins
MIP-la CCR15 E, M, T, DC, NKC
MIP-1(3 CCR5 M, T, DC, NKC
ELC(MIP-3a) (Epstein-Barr virus-induced gene 1)
ligandchemokine CCRY7 T
1-309 CCRS8 M
TARC thymus and activation-regulated
chemokine CCR4 T, DC
LARC(MIP-3(3) liver and activation-regulated
chemokine CCR6 DC
MDC macrophage-derived chemokine ? T, DC
TECK thymus-expressed chemokine ? M, DC
HCC-1 hemofiltrate CC chemokine ? M
PARC pulmonary and activation-regulated
chemokine ? T
SLC secondary lymphoid-tissue chemo- ? T
kine
DC-CK1 dendritic-cell chemokine 1 ? T
CXC
1)ELR-
CXC
1L-8 interleukin-8 CXCR1,2 N, M, Ba
GCP-2 granulocyte chemotactic protein-2 CXCR1,2 N
GRO-a,-p,-y growth-regulated oncogenes CXCR2 N
ENA-78 epithelial cell derived neutrophil
activated peptide CXCR2 N
LIX lipopolysaccharide induced CXC
chemokine CXCR2 N
PBP1:
CTAPIII connective tissue activating peptide
11 CXCR2 N, F
(3-TG b-tromboglobulin CXCR2 N, F
NAP-2 neutrophil activating protein-2 CXCR2 N, Ba
2)ELR MIG monokine induced by interferon

CXC gamma CXCR3 T, NKC
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TABELA l.cd.
Rodzina Nazwa Receptor Komorki
skrét (w jezyku angielskim) docelowe
CXC cd. 1P-10 interferon-inducible protein 10 CXCR3 T, NKC
I-TAC interferon-inducible T-cell alpha
chemoattractant CXCR3 T, NKC
PF4 platelet factor 4 ? M, T, Ba, F
SDF-1 stromal-cell-derived factor 1 CXCR4 M, T, DC
C
Limfotaktyna lymphotactin 7 T
CXXC
(CX3C)
Fraktalkina fractalkine CX,CR1 M, T, NKC

Objasnienia skrétéw: M - monocyty, T - limfocyty T, Ba - bazofile, NKC - naturalne komérki
cytotoksyczne, DC - komérki dendrytyczne, E - eozynofile, N - neutrofile, F - fibroblasty;
TBP (zasadowe biatko plytek) ulega rozszczepieniu proteolitycznemu dajac pochodne: CTAP IlI
- peptyd aktywujacy tkanki tacznej, [3-TG - [3-tromboglobuling i NAP-2-peptyd aktywujacy
neutrofile

czynnika 4 i zasadowego biatka ptytek, zawierajgce 3 eksony) [63]. Biatka CXC
dziatajg chemotaktycznie gtownie na neutrofile, ale moga takze dziata¢ na monocyty,
limfocyty T, komérki NK i inne typy komérek. Do tej podrodziny nalezg m. in.
Interteukina 8 (IL-8), biatko indukowane przez interferon gamma (IP-10, ang. in-
terferon y-inducible protein), czynniki wzrostu czerniaka (GRO-a, [3iy, ang. growth
related oncogenes), PF4 (ang. plateletfactor 4), PBP (ang. platelet basic protein),
biatko chemotaktyczne granulocytow 2 (GCP-2, ang. granulocyte chemoattractant
protein) i czynniki pochodzace z komdrek podscieliska (SDF-1 i -1, ang. stromal
cell-derived factor).

b)podrodzina CC (chemokiny |3). Cechg charakterystyczng biatek tej podrodziny
jest utozenie dwéch pierwszych cystein tancucha polipeptydowego obok siebie.
Geny podrodziny sg zgrupowane na chromosomie 17 i zawierajg 3 eksony. Che-
mokiny wyzwalajg migracje gtéwnie monocytéw i limfocytéw T, ale takze eo-
zynofiléw, komdrek NK czy bazofildw. Do tej podrodziny zalicza si¢ m.in. chemokine
RANTES (ang. regulated upon activation normal T cells expressed and secreted),
zapalne biatka makrofagéw (M IP-la i-1 (3 ang. macrophage inflammatory proteins),
biatka chemotaktyczne dla monocytéw (MCP-1, 2, 3 i 4, ang. monocyte chemo-
attractant proteins), eotaksyne, 1-309 i inne [9, 42, 63].

c) podrodzina C. Jednym z jej przedstawicieli jest limfotaktyna, dziatajgca jako
chemoatraktant limfocytow T CD4; jej gen znajduje sie na ludzkim chromosomie
1. Limfotaktyna zawiera tylko dwie cysteiny w tancuchu polipeptydowym [33,
42, 63].
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d) podrodzina CX3C (CXXXC). Jedynym znanym przedstawicielem tej pod-
rodziny jest neurotaktyna (fraktalkina), integralna glikoproteina bton komérko-
wych, bedgca czasteczkg adhezyjng dla monocytéw i limfocytéw T. Jej gen znajduje
sie na chromosomie 16. Pierwsze dwie cysteiny fancucha polipeptydowego neu-
rotaktyny rozdzielajg trzy aminokwasy [56, 66].

Rodzina chemokin zawiera ponad 40 znanych przedstawicieli i wcigz odkrywani
sg nowi. W wiekszosci typéw komorek ekspresja chemokin zachodzi de novo,
po ich stymulacji przez zapalne cytokiny (np. IL-1, TNF-a), obce antygeny czy
czynniki wywotujgce uszkodzenie tkanek [33, 42]. Niekiedy chemokiny mogg wy-
stepowac jako mediatory zgromadzone w ziamistosciach komadrek (w ptytkach krwi).

3.1. Aktywnos$¢ chemokin

Wiekszos$¢ chemokin, w warunkach zblizonych do fizjologicznych, tworzy dimery
[8, 15, 20], jednak struktura dimeru nie wydaje sie by¢ konieczna do osiggniecia
przez nie petnej aktywnosci. Aktywno$¢ chemotaktyczng wykazujg IL-8, M IP-la,
NAP-2 i MCP-1 w formie monomeru [4, 15, 50, 52, 76]. O ile trzeciorzedowa
struktura chemokin jest podobna, dimery utworzone w wyniku niekowalencyjnych
interakcji regiondw N-terminalnych monomeréw réznig sie miedzy sobg w po-
szczeg6lnych podrodzinach [20]. Dimer IL-8 jest globulamy, podczas gdy dimer
MCP-1 jest wydtuzony icylindryczny. Aktywnos$¢ biologiczna chemokin podrodzin
CXC iCC jestuzalezniona od obecnosci okreSlonych sekwencji w ich czasteczkach.
Dla tych pierwszych, krytycznym dla ich rozpoznawania przez neutrofile, jest motyw
ELR (Glu-Leu-Arg), poprzedzajacy pierwszga cysteine w taricuchu polipeptydowym
[8, 18, 19, 76]. Chemokiny nie zawierajgce motywu ELR (np. PF4, IP-10) nie
wywotuja migracji neutrofilow [8]. Przy uzyciu syntetycznych analogdw chemokin
wykazano, ze motyw ELR nie jest jednak jedynym, wymaganym dla interakcji
chemokin z receptorami (syntetyczne polipeptydy posiadajgce ten motyw nie sg
aktywne). Dodatkowymi regionami rozpoznawanymi przez receptory sg takze :od-
cinek zawierajgcy pozycje aminokwaséw od 18 do 22, fragment taficucha poli-
peptydowego w okolicy trzeciej cysteiny (pozycje 30-35) oraz 2 aminokwasy
miedzy tymi odcinkami (Leu2s i Val27 w IL-8) [18, 19, 48]. Dla aktywnosci pod-
rodziny chemokin CXC olbrzymie znaczenie ma réwniez obecno$¢ wszystkich czte-
rech cystein, warunkujgca istnienie prawidtowej konformacji taficucha poli-
peptydowego [1]. Natomiast najwieksze znaczenie dla specyficznego rozpoznawania
chemokin CC przez ich receptory ma caty odcinek poprzedzajacy pierwszg cysteine
w tafdcuchach polipeptydowych [8, 9]. Jego wydtuzenie badz odiaczenie od niego
kilku aminokwaséw powoduje catkowitg lub czeSciowgq utrate aktywnosci. Istniejg
jednak dowody na to, ze niektére skrdocone analogi tych chemokin dziataja jako
antagonisci ich receptoréw (np. formy MCP-3 (10-76) i RANTES (9-68) sg anta-
gonistami licznych receptorow CCR (ang. CC receptors), co sugeruje, ze ten odcinek
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spetnia role przede wszystkim w selektywnym rozpoznaniu receptora, natomiast
za samo wigzanie sie z nim odpowiadajg inne fragmenty [9, 19].

3.2. Receptory chemokin i przekazywanie sygnatu w komédrkach
docelowych

Molekularng ,tarczg” dla chemokin sg receptory o charakterze serpentynowym,
majace zewnatrzkomdrkowy fragment N-koncowy, siedem domen transbtonowych
potaczonych przez petle i odcinek C-koncowy (wewngtrzkomérkowy). Nalezg one
do nadrodziny biatek receptorowych, tgczacych sie z biatkami G [s, 18]. Drugie
itrzecie petle wewnatrzkomaérkowe receptoréw chemokin wigzg biatka G, za ktérych
posrednictwem sygnat przesytany jest do wnetrza komaérek docelowych. Rowniez
inne biatka mogg odgrywac role w przesytaniu sygnatu. Istniejg dowody, wskazujgce
namozliwo$é wigzaniapodjednostek Gal2,Gal3 Gal4, GajsiGalbprzez receptory
CXCR1 (ang. CXC receptor 1) i CXCR2 oraz podjednostek Gald i Geeie przez
CCR2b [9]. Przytgczenie okreslonej chemokiny do receptora prowadzi do aktywacji
wewnatrzkomaérkowej fosfolipazy C, produkcji inozytolo-1,4,5-trisfosforanu idiacy-
loglicerolu, wzrostu stezenia wewnatrzkomérkowego jondw wapnia, aktywacji Ki-
nazy biatkowej C i w konsekwencji do fosforylacji innych biatek komérkowych
oraz aktywacji czynnikow transkrypcyjnych [9, 62]. Mozliwe jest réwniez wyko-
rzystywanie innych szlakéw przekazywania sygnatu przez chemokiny. Po przy-
Yaczeniu ligandu do receptorow CXCR1 (IL 8) czy CXCR2 (wszystkie chemokiny
CXC zawierajace motyw ELR), nastepuje aktywacja kinaz MAP (p42/44) [34].
Liczne dowody wskazujg na mozliwos¢ aktywacji 3-kinazy fosfatydyloinozytolowej
w przekazywaniu sygnatu w komérkach docelowych. 3-kinaza fosfatydyloinozytolo-
wa moze przesytac sygnat po wczesniejszej interakcji z matymi GTP-azami, kinazami
tyrozynowymi lub podjednostkami (3y biatek G [9, 34]. W przypadku receptora
CXCR1 aktywacji ulega takze fosfolipaza D. Fosforylacja reszt seryny i treoniny
w odcinkach C-koncowych receptoréow chemokin koreluje ze zmniejszeniem ich
zdolnos$ci do wiazania chemokin [48].

Receptory chemokin, oprécz tego ze zawierajg konserwatywne motywy stru-
kturalne w obrebie domen transbtonowych, charakteryzujg sie: obecno$cig most-
ka disulfidowego utworzonego miedzy cysteinami znajdujacymi sie w odcinku N-
koncowym i w trzeciej petli zewnatrzkomérkowej, ktéry ma krytyczne znaczenie
dla konformacji miejsca wigzacego ligand, obecno$cig znacznej ilosci aminokwaséw
kwasnych we fragmencie N-koAcowym czasteczek i zasadowych w trzeciej petli
zewnatrzkomorkowej, zblizong dtugoscia tancuchdw polipeptydowych (okoto 350
aminokwasow) i znaczng homologig sekwencji aminokwasowych (rzedu 36-89%)
[1, 9]. Dla receptoréw chemokin CXC przyjeto nazwe CXCR, natomiast receptory
rodziny CC okresla sie jako CCR.
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Receptory chemokin dzielg sie na cztery grupy [62]:

1) Receptory wigzace wiecej niz jedng chemokine z danej rodziny (np. CXCR2,
CCR1, CCR2, CCR3);

2) Receptory wigzace specyficznie tylko jedng chemokine (CXCR1 dla IL-8);

3) Receptory wigzace wszystkie chemokiny z rodzin CC i CXC, np. receptory DARC
(ang. Dujfy antigen receptor for chemokines) - na powierzchni erytrocytéw i
komoérek srodbtonka naczyn postkapilamych;

4) Receptory kodowane przez wirusy (np. US28 kodowany przez ludzki cytomega-
lowirus).

Rozmieszczenie receptoré6w na powierzchni okreslonych komorek jest rézne.
CCR, rozpoznajacy M IPla i MIP1 (3 MCP-1 iRANTES, znajduje sie na powierzchni
monocytoéw, limfocytédw T, komérek NK i bazofilow, natomiast CCR3, wigzacy
sie z eotaksynag, RANTES i z MCP-3, wystepuje na powierzchni eozynofiléw i
monocytow [42].

3.3. Dziatanie chemokin

Komorki, migrujagce w wyniku dziatania chemokin, rozpoznajg gradient tych
polipeptydéw [53, 57, 75]. Zasadowe reszty chemokin moga wchodzi¢ w interakcje
elektrostatyczne z ujemnie natadowanymi resztami glikozaminoglikanéw (GAG)
obecnych na powierzchni komérek $rodbtonka naczyn krwionosnych, a takze w
obrebie matriks zewngtrzkomoérkowej. W interakcje wchodzg reszty aminokwaséw
znajdujace sie w C-terminalnym regionie czgsteczki chemokin [9, 68]. Mechanizm
tworzenia gradientu pozostaje jednak niewyjasniony. Po potgczeniu chemokiny z
receptorem na powierzchni komérki docelowej, powstajacy komleks receptor-ligand
ulega szybkiej internalizacji, a zwigzana chemokina-dalszej degradacji lizosomalnej
[10, 49], po czym receptor ,powraca” na powierzchnie komorki. Odkrycia te do-
prowadzity do stworzenia modelu migracji komérek odpornosciowych w kierunku
ogniska zapalnego, w ktérym zasadnicze etapy migracji (adhezja, diapedezaimigracja
komorek w przestrzeni miedzytkankowej) sg regulowane przez chemokiny [1, 64].
Stwierdzono, ze chemokiny majg wptyw na ekspresje receptorow integrynowych
w komérkach docelowych, m.in. zwiekszajg one ekspresje podjednostek CDI Ib
i CDllc na powierzchni monocytéw oraz podjednostki aé VLA na powierzchni
eozynofildw [27, 71]. Chemokiny mogg rowniez aktywowaé komérki docelowe,
stymulujac je do uwalniania sktadnikéw wewnatrzkomorkowych ziarnistosci (np.
RANTES wywotuje degranulacje eozyno- i bazofilow [37]) czy tez indukujac wybuch
tlenowy (np. IL-8 po zwigzaniu z neutrofilami [7]) lub regulujgc ich proliferacje
[5]. Chemokiny dziatajg takze jako regulatory angiogenezy. Przedstawiciele pod-
rodziny CXC z motywem ELR (wszystkie biatka tej rodziny, z wyjatkiem PF4,
IP-10 i Mig) dziatajg jako stymulatory angiogenezy, podczas gdy inne chemokiny
podrodziny sajej inhibitorami [46, 56, 66], a nawet odwracajg angiogenne dziatanie
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tych pierwszych [46]. Angiogeneza moze by¢ hamowana przez ograniczanie przez
chemokiny CXC dostepu czynnikéw wzrostu do miejsc ich wigzania na powierzchni
komérek docelowych [56]. Nadprodukcja angiogennych chemokin w guzach no-
wotworowych zwierzat doSwiadczalnych koreluje z przyspieszonym wzrostem tych
guzéw i z ich zwiekszong zdolnoSciag do metastazy [3, 41]. Niektére chemokiny
(np. IL-8, M CP-1) ograniczajg wzrost komérek nowotworowych takze w inny sposéb.
Moze by¢ to wynikiem stymulowania przez nie naptywu limfocytéw T lub komdrek
NK w kierunku guza (w przypadku chemokin CC) albo dziatania jeszcze innych,
niewyjasnionych mechanizmoéow [43, 56, 73].

Chemokiny maja wptyw na procesy hematopoezy. Aktywuja (np. SDF-la)
lub hamuja (np. MIP-la, IL-8, MCP-1, PF4, IP-10) proliferacje komoérek pnia,
stymulujg lub ograniczajg wzrost kolonii prekursorow komorek mieloidalnych (tj.
BFU-E czy CFU-GM [13,56]), dziatajgc synergistycznie albo znoszac wzajemnie
swoje dziatanie .Ich wptyw na proliferacje takich komorek nie zalezy od obecnosci
lub braku motywu ELR (niektére chimery PF4/IL-8 sg aktywne) ani od struktury
typowej dlapodrodziny CC, czy tez CXC [21]. Skomplikowany mechanizm dziatania
tych peptydéw na hematopoeze sugeruje mozliwo$¢ wykorzystywania przez nie
licznych, by¢ moze nieznanych jeszcze, receptorow na powierzchni komorek do-
celowych [14, 56].

Sugeruje sie hamowanie przez chemokiny rozprzestrzeniania sie¢ wirusa HIV
w organizmie cztowieka. Receptor CCR5, ktorego ligandami s3 RANTES, MIP-la
i MIP-IR, jest koreceptorem dla monocyto/makrofagotropowych szczepéw wirusa,
podczas gdy CXCR4, ktorego ligandem jest SDF-1, jest koreceptorem dla szczepow
limfocytotropowych, indukujacych powstawanie syncytiéw [11, 26]. Do innych ko-
receptoréw wiruséw monocytotropowych nalezg CCR3 i CCR2b [17, 25]. Kore-
ceptory, z ktorymi tgczy sie biatko otoczki wirusa, gpl20, sg niezbedne dla jego
whnikania do komdrki docelowej [38, 70].

Chemokiny uczestniczg réwniez w patogenezie niektérych choréb o podtozu
immunologicznym, m.in. astmy alergicznej [68, 69], reumatoidalnego zapalenia
stawéw [35], kiebuszkowego zapalenia nerek [63] czy miazdzycy.

3.4. Chemokiny ptytek krwi

Ludzkie ptytki krwi sg Zzrodtem licznej grupy chemokin, w tym Kilku specyficznych
chemokin, pochodzacych wytgcznie z tych komérek. Nalezg do nich: piytkowy
czynnik 4 (PF4), chemokina RANTES, zasadowe biatko ptytek (PBP) oraz produkty
jego rozktadu: peptyd aktywujgcy tkanki tgcznej 111 (CTAP Ill), B-tromboglobulina
(B-TG) i peptyd aktywujacy neutrofile-2 (NAP-2). Fizjologiczna rola tych zwigzkéw
nie jestjeszcze w petni wyjasniona. Wynika to m.in. z szerokiego spektrum dziatania
tych chemokin.
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Ptytkowy czynnik 4 jest polipeptydem o m. cz. 7,8 kDa, zawierajgcym 70 ami-
nokwaséw [16, 28, 78], syntetyzowanym przez megakariocyty, a nastepnie zma-
gazynowanym w ziamistosciach a ptytek krwi iuwalnianym z nich podczas aktywacji
ptytek. PF4 nalezy do rodziny chemokin CXC i nie zawiera motywu ELR, przez
cojest wyjagtkowo stabym chemoatraktantem dla neutrofiléw [56]. W przeciwienstwie
do innych chemokin, PF4 w warunkach fizjologicznych tworzy tetramer w wyniku
tagczenia dimerdéw [9, 20]. PF4 ma réwniez zdolno$¢ wywotywania chemotaksji
monocytéw i fibroblastow oraz aktywacji tych ostatnich [59, 78]. Stymuluje tez
uwalnianie histaminy przez bazofile [12]. Sekrecja PF4 z a-ziamistosci ptytek krwi
ma wplyw na aktywno$¢ prokoagulacyjng pobudzonych ptytek. PF4 ma bowiem
zdolno$¢ do taczenia sie z heparyng i zwigzkami heparynopodobnymi w osoczu
i na powierzchni komoérek $rédbtonka oraz do ich neutralizacji [55, 58]. Wigzanie
sie PF4 z sulfonowanymi glikozaminoglikuronoglikanami (GAG) obecnymi na $rod-
btonku zapobiega powstawaniu kompleksow trombina - antytrombina Ill, i w kon-
sekwencji zapobiega inaktywacji trombiny na powierzchni $rédbtonka [51]. Za
wigzanie z GAG odpowiada C-terminalny, a-helikalny fragment czasteczki PF4,
a najwiekszg role przypisuje sie czterem resztom lizyny zlokalizowanym w tym
obszarze [16]. Ta ptytkowa chemokina wykazuje tez wptyw na procesy hematopoezy.
PF4 hamuje w spos6b specyficzny i bezposredni wzrost i réznicowanie prekursoréw
megakariocytdw [21], dziata tez supresyjnie na komorki pnia w szpiku kostnym
[56] oraz na prekursory erytroidalne chorych z nadptytkowoscig samoistng [55].
Blokowanie wzrostu megakariocytow moze zachodzi¢ w sposéb parakrynny lub
autokrynny. Istotnym aspektem dziatania PF4 jest mozliwo$sé hamowania angio-
genezy przez ten polipeptyd. PF4 hamuje proliferacje i ogranicza migracje komoérek
$rédbtonka, wywotang przez naczyniowo-sréodbtonkowy czynnik wzrostu (VEGF,
ang. vascular endothelial growthfactor) lub zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow
(bFGF ang. basic fibroblast growth factor) [67]. Aktywno$¢ angiostatyczna PF4
zalezy od obecnosci C-terminalnej domeny w czasteczce i moze by¢ zniesiona
przez dodanie heparyny, nie zalezy natomiast od obecnosci fragmentu N-kofncowego
[56]. Angiostatyczne efekty PF4 (i innych chemokin CXC bez motywu ELR) moga
wynika¢ z jego zdolnoSci do wigzania sie ze zwigzkami heparynopodobnymi i
ograniczania dostepu czynnikéw wzrostu do ich receptoréw na powierzchni $rodb-
tonka [9], a takze z mozliwoSci wigzania sie PF4 bezposrednio z samymi czynnikami
wzrostu. Ta ptytkowa chemokina moze tgczy¢ sie z VEGF, fizjologicznym me-
diatorem angiogenezy, znoszac jego aktywno$¢ [29]. Moze jednak znosi¢ rowniez
dziatanie skréconego analogu VEGF (VEGF121), ktérego wigzaniu z receptorem
nie zapobiega PF4 (i jest ono niezalezne od heparyny), co wskazuje na istnienie
jeszcze innych mechanizméw hamowania angiogenezy [29]. PF4 moze takze wpty-
waé na regulacje cyklu komorkowego w komdrkach $rddbtonka [30]. PF4 cha-
rakteryzuje sie rowniez wiasciwosciami immunostymulacyjnymi [77], a nawet
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antybakteryjnymi [22]. Ponadto PF4 powoduje wzrost syntezy czynnika tkankowego
(TF, ang. tissue factor) w monocytach stymulowanych lipopolisacharydem [28].

Chemoking, zmagazynowana w ziamisto$ciach a ptytek krwi i uwalniang podczas
stymulacji ptytek, jest zasadowe biatko ptytek (PBP), ktérego tancuch polipep-
tydowy zawiera 94 aminokwasy [1, 68]. Ma ono niskg aktywno$¢ bhiologiczna,
jest bardzo stabym chemoatraktantem dla neutrofildéw. Po uwolnieniu z ptytek, PBP
jest substratem dla enzyméw proteolitycznych, tj. chymotrypsyny czy katepsyny
G, pochodzacych z neutrofilow [36]; powstajg skrocone pochodne. Rozszczepienie
9-go wigzania (liczagc od N-konca PBP) miedzy Argi i Asn, daje w efekcie peptyd
aktywujacy tkanki tacznej Il (CTAP Il1), ktéry stymuluje fibroblasty do produkcji
glikozaminoglikanéw i dziata na nie mitogennie [47, 68]. CTAP Il jest takze
stabym chemoatraktantem dla neutrofilow i stymuluje uwalnianie histaminy przez
bazofile [54, 68]. Odigczenie kolejnych czterech aminokwaséw od N-korica CTAP
Il (rozerwanie wigzania pomiedzy Liz i Gly), prowadzi do wytworzenia (3-trom-
boglobuliny ((3-TG), stabego chemoatraktanta dla fibroblastow i neutrofilow [59,
68]. CTAP Ill i (3-tromboglobulina prawdopodobnie odgrywajg role we wczesnych
etapach gojenia ran. Odtgczenie jedenastu N-koncowych aminokwaséw od (3-TG
(proteoliza wigzania pomiedzy Tyr i Ala) prowadzi do utworzenia peptydu akty-
wujacego neutrofile-2 (NAP-2), ktéry wyzwala chemotaksje neutrofilow silniej niz
(3-TG czy CTAP Ill, ale 2 do 100 razy stabiej niz IL-8 [68]. NAP-2 wywotuje
wzrost wewngtrzkomérkowego poziomu jonéw wapnia w neutrofilach i powoduje
degranulacje tych komorek, przez co odgrywa wazng role w interakcji ptytek krwi
z neutrofilami [72]. NAP-2 moze wywotywaé uwalnianie histaminy przez bazofile
[54], stymuluje tez wigczanie znakowanej glukozaminy do glikozaminoglikan6w
[36]. Ponadto ma zdolno$¢ hamowania megakariocytopoezy, co czyni znacznie
silniej (2-3-krotnie) niz PF4 [21]. PBP i produkty jego proteolizy zawierajg motyw
ELR, dziatajg jako monomery i wigzg sie z receptorami CXCR2 na powierzchni
komorek docelowych.

RANTES (ang. Regulated upon Activation Normal T-cells Expressed and Sec-
reted) jest zasadowym polipeptydem o m. cz. 8 kDa, sktadajgcym sie z 67 ami-
nokwaséw. Jest syntetyzowany iuwalniany przez monocyty, limfocyty T, fibroblasty,
komérki $rédbtonka i komorki nabtonkowe wielu narzadéw [24, 31, 44, 60, 65].
Jest obecny réwniez w ziamistoSciach a ptytek krwi, skad jest uwalniany podczas
aktywacji ptytek [32]. RANTES nalezy do podrodziny chemokin CC i ma zdolno$¢
wigzania receptorow CCR1, CCR3, CCR4 i CCR5 [9]. Jest chemoatraktantem dla
monocytow, limfocytéw T i B, komorek NK, eozynofiléw i bazofilow [2, 6, 37,
61]. Stymuluje on uwalnianie histaminy przez bazofile [37], zwieksza ekspresje
podjednostek (32 integryn (CD 1Ib/CD18 i CDIlIc/CD18) na powierzchni mo-
nocytéw [71], wywotuje degranulacje eozynofilow i bazofilow [37]. RANTES sty-
muluje tez migracje eozynofilow przez $rédbtonek (TEM, ang. transendothelial
eosinophil migration), prawdopodobnie przez nasilanie ekspresji (31-integryn w tych
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komérkach [27], dzieki czemu odgrywa role w patogenezie wielu choréb o podtozu
alergicznym [69]. Poza tym RANTES jest jednym z czynnikéw hamujacych roz-
przestrzenianie sie wirusa HIV w organizmie [26]. Ptytki krwi sg tylko jednym
z wielu Zrddet tej chemokiny, dlatego tez ich rola w procesach, w ktorych bierze
udziat RANTES, pozostaje jeszcze nie w pelni wyjasniona.

LITERATURA

[1] VAN ACKER FAA)VOSS H-P, TIMMERMAN H. Chemokines: structure, receptors and
functions. A new target for inflammation and asthma therapy? Med Inflamm 1996; 5: 393°416.

[2] ALAM R, STAFFORD S, FORSYTHE P, HARRISON R, FAUBION D, LETT-BROWN M,
GRANT J. RANTES is achemotactic and activating factor for human eosinophils. J Immunol
1993; 150: 3442-3448.

[31 ARENBERG D A, KANKEL SL, POLVERINIPJ, GLASS M, BURDICK MD, STRIETER
RM. Inhibition of interleukin 8 reduces tumorigenesis of human nonsmall cell lung cancer in
SCID mice. J Clin Inv 1996; 97: 2792-2802.

[4] AVALOS BR, BARTYNSKI KJ, ELDER PJ, KOTUR MS, BURTON W G, WILKIE MN.
The active monomeric form of macrophage inflammatory protein-la interacts with high- and
low-affinity classes of receptors on human hematopoietic cells. Blood 1994; 84: 1790-1801.

[5] BACON KB, PREMACK BA, GARDNER P, SCHALL TJ. Activation of dual T cell signaling
pathways by the chemokine RANTES. Science 1995; 269: 1727-1730.

[6] BACON KB, SHALL TJ. Chemokines as mediators of allergic inflammation. IntArch Allergy
Immunol 1996; 109: 97-109.

[7] BAGGIOLINIM, WYMANN MP. Turning on the respiratory burst. Trends Biochem Sci 1990;
15: 69-72.

[8] BAGGIOLINIM, DEWALD B, MOSER B. Interleukin-8 and related chemotactic cytokines-
CXC and CC chemokines. Adv Immunol 1994; 55: 97-179.

[91 BAGGIOLINI M, DEWALD B, MOSER B. Human chemokines: an update Annu Rev
Immunol 1997; 15: 675-705.

[10] BESEMER J, HUJBER A, KUHN B. Specific binding, internalization and degradation of
human neutrophil activating factor by human polymorphonuclear leukocytes. J Biol Chem 1989;
264:17409-17415.

[11] BLEUL CC, FARZAN M, CHOE H, PAROLIN C, CLARK-LEWIS I, SODROSKI J,
SPRINGER TA. The lymphocyte chemoattractant SDF-1 is a ligand for LESTR/fusin and
blocks HIV-1 entry. Nature 1996; 382: 829-833.

[12] BRINDLEY LL, SWEET JM, GOETZL EJ. Stimulation of histamine release from human
basophils by human platelet factor 4. J Clin Invest 1983; 72: 1218-1223.

[13] BROXMEYER HE, SHERRY B, COOPER S, LU L, MAZE R, BECKMANN MP, CERAMI
A, RALPH P. Comparative analysis of the human macrophage inflammatory protein family of
cytokines (chemokines) on proliferation on human myeloid progenitor cells. Interacting effects
involving suppression, synergistic suppression, and blocking of suppression. J Immunol 1993;
150:3448-3458.

[14] BROXMEYER H E ,COOPER S, CACALANO G, HAGUE NL, BAILISH E, MOORE M
W. Involvement of interleukin (IL) 8 receptor in negative regulation of myeloid progenitor cells
in vivo: evidence from mice lacking the murine IL-8 receptor homologue. J Exp Med 1996; 184:
1825-1832.

[15] BURROWS SD, DOYLE ML, MURPHY KP, FRANKLIN SD, WHITE JR, BROOKS I,
MCNULTY DE, SCOTT MO, KNUTTSON JR, PORTER D, YOUNG PR, HENSLEY P.



CHEMOKINY PLYTEK KRWI 771

Determination of the monomer-dimer equilibrium of interleukin-8 reveals it is a monomer in
physiological concentrations. Biochemistry 1994; 33: 741-745.

[16] BUTCHER DJ, KOWALSKA MA, LI S, LUO Z, SHAN S, LU Z, NIEWIAROWSKI S,
HUANG Z. A natural motif approach to protein design: a synthetic leucine zipper peptide
mimics the biological function of the platelet factor 4 protein FEBS Letters 1997; 409:183-187.

[17] CHOE H, FARZAN M, SUN Y, SULLIVAN N, ROLLINS B, PONATH PD , WU L,
MACKAY CR, LA ROSA G, NEWMAN W, GERARD N, GERARD C, SODROSKI J. The
beta-chemokine receptors CCR3 and CCR5 facilitate infection by primary HIV-1 isolates. Cell
1996; 85: 1135-1148.

[18] CLARK-LEWIS I, DEWALD B, LOETSCHER M, MOSER B, BAGGIOLINIM. Structural
requirements for interleukin-8 function identified by design of analogs and CXC chemokine
hybrids. J Biol Chem 1994; 269: 75-81.

[19] CLARK-LEWIS I, KIM K-S ,RAJARATHNAM K,GONG J-H,DEWALD B, MOSER B,
BAGGIOLINI M, SYKES BD. Structure-activity relationships of chemokines. JLeuk Biol 1995
57: 703-711.

[20] COVELL DG, SMYTHERS GW, GRONENBORN AM, CLORE G. M.: Analysis of hydrop-
hobicity in the a and B chemokine families and its relevance to dimerization. Protein Sci 1994,
3: 2064-2072.

[21] DALY TJ, LA ROSA GJ, DOLICH S, MAIONE TE, COOPER S, BROXMEYER HE. High
activity suppression of myeloid progenitor proliferation by chimeric mutants of interleukin 8
and platelet factor 4. J Biol Chem 1995; 270: 23282-23292.

[22] DARVEAU RP, BLAKE J, SEACHORD CL, COSAND WL, CUNNINGHAM M D,
CASSIANO-CLOUGH L, MALONEY G. Peptides related to carboxyl terminus of human
platelet factor IV with antibacterial activity. J Clin Invest 1992; 90: 447-455.

[23] DEBETS R, SAVELKOUL HFJ. Cytokines as cellular communicators. Med Inflamm 1996;
5: 417-423.

[24] DEVERGNE O, MARFAING KOKA A, SCHALL TJ. Production of the RANTES chemo-
kine in delayed-type hypersensitivity reactions: involvement of macrophages and endothelial
cells. JExp Med 1994; 179: 1689-1694.

[25] DORANZ BJ, RUCKER J, YI Y, SMYTH RJ, SAMSON M, PEIPER SC, PARMENTIER
M, COLLMAN RG, DORMS RW. A dual-tropic primary HIV-1 isolate that uses fusin and the
beta-chemokine receptors CKR-5, CKR-3, CKR-2b as fusion cofactors. Cell *1996; 85:
1149-1158.

[26] DRAGIC T, LITWIN V, ALLAWAY GP, MARTIN SR, HUANG Y, NAGASHIMA K'Y,
CAYANAN C, MADDON PY, KOUP RA, MOORE JP, PAXTON W A. HIV-1 entry into
CD4+cells is mediated by the chemokine receptor CC-CKR-5. Nature 1996; 381: 667-673.

[27] EBISAWA M, YAMADA T, BICKEL C, KLUNK D, SCHLEIMER R. P. Eosinophil
transendothelial migration induced by cytokines. Ill: Effect of the chemokine RANTES. J
Immunol 1994; 153: 2153-2159.

[28] ENGSTAD CS, LIA K, REKDAL O, OLSEN JO, OSTERUD B. A novel biological effect of
platelet factor 4 (PF4): enhancement of LPS-induced tissue factor activity in monocytes. J
LeukocBiol 1995;58:575-581.

[29] GENGRINOVITCH S, LEVI B, GREENBERG SM, COHEN T, GITAY GH, ROCKWELL
P, MAIONE Z, NEUFELD G. Platelet factor-4 inhibits the mitogenic activity of VEGF121 and
VEGFu1es using several concurrent mechanisms. J Biol Chem 1995; 270: 15059-15065.

[30] GENTILINIG, KIRSCHBAUM NE, AUGUSTINE JA, ASTER JA, VISENTIN GP. Inhibi-
tion of human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) proliferation by the CXC-chemokine
PF4 is associated with impaired downregulation of p21 pl/WAFL. Blood 1999; 93: 25-33.

[31] HEEGER P, WOLF G, MEYERS C. Isolation and characterization of cDNA from renal
tubular epithelium encoding murine RANTES. Kidney Int 1992; 41: 220-225.



772 T. M. ZIELINSKI, B. WACHOWICZ

[31a] HERBERT JM, CORSEAUX D, LALE A, BERNAT A. Hypoxia primes endotoxin-induced
tissue factor ex-pression in human monocytes and endothelial cells by a PAF-dependent
mechanism. J Cell Bioch 1996; 169: 290-299.

[32] HOLME PA, MULLER F, SOLUM NO, BROSSTAD F, FROLAND S. S, AUKRUST P.
Enhanced activation of platelets with abnormal release of RANTES in human immunodeficien-
cy virus type 1infection. FASEB J 1998; 12: 79-89

[33] HONCZARENKO M, MACHALINSKI B. Udziat chemokin oraz receptoréw chemokino-
wych w patogenezie zarazenia wirusem AIDS. Post Biol Kom 1997; 25: 283-310.

[34] HOWARD OMZ, BENBARUCH A, OPPENHEIM JJ. Chemokines: Progress toward identi-
fying molecular targets for therapeutic agents. Trends Biotech 1996; 14: 46-51.

[35] KOCH AE, KUNKEL SL, HARLOW LA, JOHNSON B, EVANOFF HL, HAINES GK,
BURDICK MD, POPE RM, STRIETER RM Enhanced production of monocyte chemoattrac-
tant protein-1in rheumatoid arthritis. J Clin Invest 1992; 90: 772-779.

[36] KOPIECZNA-GRZEBIENIAKE, TARNAWSKI R, GRABOWSKA-BOCHENEKR. Trom-
bocyty a miazdzyca. Post Biol Kom 1994; 21: 43-52.

[37] KUNA P, REDDIGARI SR, SCHALL TJ, RUCINSKI D, VIKSMAN M. Y, KAPLAN AP.
RANTES, a monocyte and lymphocyte chemotactic cytokine, releases histamine from human
basophils. J Immunol 1992; 149: 636-642.

[38] LAPHAM CK, OUYANG J, CHANDRASEKHAR B, NGUYEN NY, DIMITROV DS,
GOLDING H. Evidence for cell-surface association between fusin and the CD4-gp 120 complex
in human cell lines. Science 1996 274: 602-605.

[39] LEE TH, STROMBERG R R, HEITMAN JW, SAWYER CV, HANSON AND BUSCH MP.:
Distribution of HIV type 1 (HIV-1) in blood components: detection and significance of high
levels of HIV-1 associated with platelets. Transfusion 1998; 38: 579-588.

[40] LORANT DE, TOPHAM MK, WHATLEY RE, MC EVER R. P,, MCINTYRE TM, PRE-
SCOTT SM, ZIMMERMAN GA.: Inflammatory roles of P-selectin. J Clin Invest 1993; 92:
559-570.

[41] LUAN J, SHATTUCK-BRANDT R, HAGHNEGAHTAR H, OWEN J, STRIETER RM,
BURDICK M, NIRODI C, BEAUCHAMP D, NEWSON-JOHNSON K, RICHMOND A.
Mechanism and biological significance of constitutive expression of MGSA/GRO chemokines
in malignant melanoma tumor progression. J Leuk Biol 1997; 62: 588-597.

[42] LUSTER AD: Chemokines-chemotactic cytokines that mediate inflammation. New Eng J Med
1998; 338: 436”°145.

[43] MANOME Y, WEN PY, HERSHOWITZ A, TANAKA T, ROLLINS BJ, KUFE DW, FINE
HA. Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) gene transduction: an effective tumor
vaccine strategy for nonitracranial tumors. Cancer Immunol Immunother 1995; 41: 227-235.

[44] MARFAING-KOKA A, DEVERGNE O, GORGONE G. Regulation of the production of the
RANTES chemokine by endothelial cells: synergistic induction by IFN-gamma plus TNF-a
and inhibition by IL-4 and IL-13. J Immunol 1995; 154: 1870-1878.

[45] MEYER MW, GONG K, HERZBERG MC. Streptococcus sanguis-induced platelet clotting
in rabbits and hemodynamic and cardiopulmonary consequences. Infect Immun 1998; 66:
5906-5914.

[46] MOORE BB, KEANE MP, ADDISON CL, STRIETER RM. CXC chemokine modulation of
angiogenesis: The importance of balance between angiogenic and angiostatic members of the
family. J Inv Med 1998 46: 113-120.

[47] MULLENBACH GT, TABRIZI A, BLACHER RW, STEIMER KS. Chemical synthesis and
expression in yeast of a gene encoding connective tissue activating peptide-I111. J Biol Chem
1986 261: 719-722.

[48] MURPHY PM. Molecular biology of leukocyte chemoattractant receptors . Annu Rev
Jmmunol 1994; 12: 593-633.



CHEMOKINY PLYTEK KRWI 773

[49] NAMANTA AK, OPPENHEIM JJ, MATSUSHIMA T. Interleukin 8 (monocyte derived
neutrophil che motactic factor) dynamically regulates as own receptor expression on human
neutrophils. J Biol Chem 1990; 265: 183-189.

[50] PAOLINI JF, WILLARD D, CONSLER T, LUTHER M, KRANGEL MS. The chemokines
IL-8, monocyte chemoattractant protein-1, and 1-309 are monomers at physiologically relevant
concentrations. J Immunol 1994; 153: 2704-2717.

[51] PREISSNER KT. Physiological role of vessel wall related antithrombotic mechanisms:
contribution of endogenous and exogenous heparin-like components to the anticoagulant
potential of the endothelium. Haemostasis 1990; 20: (Suppl 1) 30-49.

[52] RAJARATHNAM K, SYKES BD, KAY CM, DEWALD B, GEISER T, BAGGIOLINI M,
CLARK-LEWIS I Neutrophil activation by monomeric interleukin-8. Science 1994; 264:
90-92.

[53] RANDOLPH GJ, FURIE MB. A soluble gradient of endogenous monocyte chemoattractant
protein-1 promotes the transendothelial migration of monocytes in vivo. J Immunol 1995 155:
3610-3618.

[54] REDDIGARI S, KUNA P, MIRAGLIOTTA G. Connective tissue-activating peptide-111 and
its derivative, neutrophil-activating peptide-2, release histamine from human basophils. J
Allergy Clin Immunol 1992; 89: 666-672.

[55] ROBAK T. Biologia i farmakologia cytokin. PWN, W-wa 1995.

[56] ROLLINS BJ. Chemokines. Blood 1997; 90: 909-928.

[57] ROT A. Neutrophil attractant/activation protein-1 (interleukin-8) induces in vitro neutrophil
migration by haptotactic mechanism. Eur J Immunol 1993; 23: 303-306.

[58] RYBAK ME, GIMBRONE MA, DAVIES PF, HANDIN RI. Interaction of platelet factor four
with cul- tured vascular endothelial cells. Blood 1989; 73: 1534-1539.

[58a] SANDERSON HM, FOX SC, ROBBINS RA, LOSCHE W, SPANGENBERG P, HEPTIN-
STALL S::Role of Gpllb/lllain platelet-monocyte and platelet-neutrophil conjugate formation
in whole blood. Platelets 1998; 9: 245-250.

[59] SENIOR RM, GRIFFIN GL, HUANG JS, WALZ DA, DEUEL T. F.: Chemotactic activity of
platelet alpha granule proteins for fibroblasts. J Cell Biol 1983; 96: 382-385.

[60] SCHALL TJ, JONGSTRA J, DYER BJ. A human T-cell specific molecule is a member of a
new gene family. J Immunol 1988; 141: 1018-1025.

[61] SHALL TJ, BACON K, TOY K, GOEDDEL DV. Selective attraction of monocytes and T
lymphocytes of the memory phenotype by cytokine RANTES. Nature 1990; 347: 669-671.
[62] SHALL TJ, BACON KB. Chemokines, leukocyte trafficking and inflammation. Curr Opin

Immunol 1994; 6: 865-873.

[63] SCHLONDORFF D, NELSON PJ, LUCKOW B. Chemokines and renal disease. Kidney Int
1997; 51: 610-621.

[64] SPRINGER TA. Traffic signals on endothelium for lymphocyte recirculation and leukocyte
emigration. Annu Rev Physiol 1995; 57: 827-872.

[65] STICHERLING M, KUPPER M, KOLTROWITZ F. Detection of chemokine RANTES in
cytokine-stimulated human dermal fibroblasts. J Invest Dermatol 1995; 105: 585-591.

[66] STRIETER RM, POLVERINI PJ, KUNKEL SL, ARENBEG DA, BURDICK MD, KASPER
J,DZUIBA J, VAN DJ, WALTZ A, MARRIOTT D, CHAN SY, ROCZNIAK S, SHANAFELT
AB. The functional role of ELR motif in CXC chemokine-mediated angiogenesis. J Biol Chem
1995; 270: 27348-27357.

[67] STRINGER SE, GALLAGHER JT. Specific binding of the chemokine platelet factor 4 to
heparan sulphate. J Biol Chem 1997; 272: 1-6.

[68] TERAN LM, DAVIES DE. The chemokines: their potential role in allergic inflammation. Clin
Exp Allergy 1996; 26: 1005-1019.



774 T. M. ZIELINSKI, B. WACHOWICZ

[69] TERAN LM, NOSO N, CARROLL M, DAVIES DE, HOLGATE S, SCHRODER JM.
Eosinophil recruitment following allergen challenge is associated with the release of the
chemokine RANTES into asthmatic airways. J Immunol 1996; 157: 1806-1812.

[70] TRKOLA A, DRAGIC T, ARTHOS J, BINLEY JM, OLSON WC, ALLAWAY GP,
CHENG-MAYER C, ROBINSON J, MADDON PJ, MOORE J. P. CD4-dependent, antibody-
sensitive interactions between HIV-1 and its co-receptor ,CCR-5. Nature 1996; 384: 184-187.

[71] VADDI K, NEWTON RC. Regulation of monocyte integrin expression by beta-family
chemokines. J Immunol 1994; 153: 4721—4732.

[72] WALZ A, MELONIF, CLARK-LEWIS I,VON TSCHARNER V, BAGGIOLINIM. [Ca2+]
changes and respiratory burst in human neutrophils and monocytes induced by NAP-l/interleu-
kin-8, NAP-2, and gro/MGSA. J Leukoc Biol 1991; 50: 279-286.

[73] WANG J, HUANG M, LEE P, KOMANDURI K, SHARMA S, CHEN G, DUBINETT SM.
Interleukin-8 inhibits non-small cell lung cancer proliferation: a possible role for regulation of
tumor growth by autocrine and paracrine pathways. J Interferon Cytokine Res 1996; 16: 53-58.

[74] WILLCOX MDP, WEBB BC, THAKUR A, HARTY D. W. S.: Interactions between Candida
species and platelets. J Med Microbiol 1998; 47: 103-110.

[75] WIEDERMANN CJ, KOWALD E, REINISH N, KAEHLER CM, VON LUETTICHAU I,
PATTISON JM, HUIE P, SIBLEY RK, NELSON PJ, KRENSKY AM. Monocyte haptotaxis
induced by RANTES chemokine. Curr. Biol 1993; 3: 735-739.

[76] YANG Y, MAYO KH, DALY TJ, BARRY JK, LA ROSA GJ: Subunit association and
structural analysis of platelet basic protein and related proteins investigated by ‘H NMR
spectroscopy and circular dichroism. J Biol Chem 1994; 269: 110-118.

[77] ZUCKER MB, KATZ | R, THORBECKE BJ, MILOT DC, HOLT J: Immunoregulatory
activity of peptides related to platelet factor 4. Proc Natl Acad Sci 1989; 86: 2559-2567.

[78] ZUCKER MB, KATZ IR : Platelet factor 4: production, structure, physiologic and immuno-
logic action. Proc Soc Exp Biol Med 1991; 198: 693-702.

Redaktor prowadzgcy - Maria Olszewska

Otrzymano: 10.05. 1999 r.
Przyjeto: 28.06. 1999 r.
Adres autora: ul. Banacha 12/16, 90-237 £6dz-



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 26, 1999 NR 4 (775-791)

TLENEK AZOTU JAKO REGULATOR NIEKTORYCH
FUNKCJI UKLADU ODPORNOSCIOWEGO

NITRIC OXIDE AS THE REGULATOR OF SOME FUNCTIONS
OF THE IMMUNE SYSTEM

Magdalena KLINK, Maciej CEDZYNSKI

Centrum Mikrobiologii i Wirusologii PAN w todzi

Streszczenie: Tlenek azotu (NO) jest biologicznie aktywng czasteczka odgrywajgca istotng role w
fizjologii i patologii organizmu. Syntetyzowany jest z L-argininy przy udziale syntazy NO (NOS) obecnej
w wielu komérkach ukifadu odpornosciowego, krwionosnego i nerwowego. Ostatnio dyskutuje sie
alternatywng (niezalezng od NOS) droge jego generowania. Dziatanie NO na komérki ssakéw Scisle
zalezy od jego koncentracji w miejscu reakcji. W niskich stezeniach reguluje on homeostaze uktadu
krwionos$nego, przewodnictwo w ukladzie nerwowym, natomiast w wysokich wykazuje dziatanie
prozapalne i cytotoksyczne, bezposrednio lub za posrednictwem aktywnych pochodnych, okreslanych
mianem reaktywnych form azotu (azotyn, trdjtlenek azotu, nadtlenoazotyn, nitrozonadweglan i inne).
Wsrod komorek zdolnych do produkeji NO wymienia sie neutrofile. Egzo- lub endogenny tlenek azotu
hamuje agregacje, moduluje wtasciwosci adhezyjne i chemotaktyczne tych komérek oraz wydzielanie
reaktywnych form tlenu.

(Postepy Biologii Komérki 1999; 26: 775-791)

Stowa kluczowe: tlenek azotu, syntaza NO, reaktywne formy azotu, neutrofile

Summary: Nitric oxide (NO) is a highly active molecule playing a key role in physiological as well as
pathological processes in the organism. This metabolite is produced from L-arginine by NO synthase
(NOS) in numerous cells of immune, cardiovascular and nervous systems. Recently, the alternative, NO
synthase-independent pathway of nitric oxide generation is discussed. The effect of nitric oxide on
mammalian cells is closely connected with its local concentration. In the lower concentrations it acts as
a neurotransmitter and is implicated in vasodilatation, while in higher shows pro-inflammatory and
cytotoxic activity. The activity of nitric oxide depends mainly on its reactive intermediates (nitrite,
dinitrogen trioxide, peroxynitrite, nitrozoperoxycarbonate). Among other cells, neutrophils are being
considered as NO producers. Exo- as well as endogenous NO diminishes their aggregation and modulates
the adhesive and chemotactic properties and liberation of the reactive oxygen species.

(Advances in Cell Biology 1999; 26: 775-791)
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1. TLENEK AZOTU | JEGO REAKTYWNE POCHODNE

1.1. Wytwarzanie tlenku azotu

1.1.1. Produkcja tlenku azotu zalezna od syntazy NO

Tlenek azotu (NO, ang. nitric oxide) jest biologiczne aktywng czasteczkg re-
gulujacg funkcjonowanie uktadu nerwowego, krwionosnego i odpornosciowego.
Oprocz swojej fizjologicznej funkcji NO odgrywa istotng role w niektérych stanach
patologicznych. Nadprodukcje NO obserwuje sie we wstrzgsie septycznym, cukrzycy
typu 1, reumatiodalnym zapaleniu stawdw, stwardnieniu rozsianym, tuszczycy, za-
paleniu jelita grubego, natomiast jego obnizong koncentracje w: arteriosklerozie,
nadci$nieniu, impotencji oraz stanach zwiekszonej podatno$ci na infekcje [6, 25,
35]. Enzymem odpowiedzialnym za synteze tlenku azotu jest syntaza NO (ang.
NO synthase, NOS) - dioksygenaza, ktéra w dwustopniowej reakcji, przy udziale
NADPH, wprowadza tlen do L-argininy (L-Arg), w wyniku czego powstaje L-
cytrulinaitlenek azotu. Zwigzkiem posrednim tej reakcjijest N*-hydroksy-L-arginina
(NOH-L-Arg) (rys. 1).

L-Arg + 02 + NADPH + H+ «NOH-L-Arg + H20 + NADP+
NOH-L-Arg + 02 + 1/2 NADPH + H+« L-cytrulina + NO + H20 + 1/2NADP+

Aktywno$¢ NOS uzalezniona jest od obecnos$ci licznych kofaktoréw: dwunu-
kleotydu flawinoadeninowego (FAD), mononukleotydu flawinowego (FMN), tetra-
hydropteryny (H4B). Enzym ten wykryto po raz pierwszy w mysich komdrkach
$rodbtonka i makrofagach. P6Zniejsze badania udowodnity jednak, iz wiele rodzajow
komérek, réznych gatunkéw ssakow: myszy, szczuréw, bydta i cztowieka wykazuje
zdolno$¢é do syntezy tlenku azotu [25, 35].

Obecnie przyjmuje sie, ze syntaza NO wystepuje w trzech izoformach: NOS-I,
NOS-Il i NOS-III, ktére sa produktami réznych gendéw. Izoenzymy NOS ro6znig
sie masa czasteczkowg, sekwencjg aminokwaséw, zaleznoscig aktywacji od we-
wnatrzkomdérkowych jonéw wapnia, majg tez r6zne mechanizmy regulacji ekspresji
na poziomie transkrypcji. Kazda z nich zawiera wspo6lne komponenty: domene
katalityczng, wigzaca hem, H4B i L-Arg (na N-koncu); domene wiazacg FMN,
FAD i NADPH (na C-koncu); oraz region wigzacy kalmoduline [5, 6]. NOS-I
(neuronowa NOS, ang. neuronal NOS, nNOS) wystepuje przede wszystkim w neu-
ronach centralnego i obwodowego uktadu nerwowego. NOS-I1I (endotelialna NOS,
ang. endothelial NOS, eNOS) znajduje sie gtéwnie w btonie komdrkowej srédbtonka
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naczyn. Oba enzymy sg obecne w komorkach niezaleznie od ich pobudzenia i
okresla sie je mianem konstytutywnej NOS (ang. constitutive NOS, cNOS), a ich
aktywacja jest Scisle uzalezniona od jondw Ca2+ oraz kalmoduliny. Znanymi akty-
watorami konstytutywnej NOS sg czynniki, takie jak: bradykinina, trombina, se-
rotonina i acetylocholina. Syntetyzowany przez eNOS tlenek azotu powoduje
rozszerzenie naczyn krwionosnych. Reguluje rdwniez funkcjonowanie uktadu krwio-
nosnego przez hamowanie agregacji piytek krwi i ich adherencji do $rédbtonka
naczyh oraz hamowanie wydzielania mediatoréw zapalnych, takich jak czynnik
aktywujacy ptytki krwi (ang.plateletactivatingfactor, PAF). W uktadzie nerwowym
NO dziata jako neurotransmiter, hamujac jego pobudzenie [3, 5, 7, 12]. Niektore
badania sugerujg réwniez, iz NO moze wptywaé na proces rozwoju moézgu [12].

Enzym NOS-II (indukowalna NOS, ang. inducible NOS, iNOS) nie wystepuje
w komodrkach w sposob konstytutywny, ajego ekspresja uzalezniona jest od indukcji
transkrypcji mRNA. Proces ten regulowany jest przez sie¢ cytokinowg. Po Kil-
kugodzinnej stymulacji komdrek cytokinami, takimi jak: interferony - IFN, in-
terleukina 1 - IL-1, czynnik martwicy nowotworu a (ang. tumor necrosis factor
a, TNF-a), czy drobnoustrojami lub ich produktami, np. lipopolisacharydami bakterii
Gram-ujemnych (ang. lipopolysaccharide - LPS), wykrywa sie mRNA dla iNOS.
Inne cytokiny: czynnik wzrostowy @ (ang. transforming growth factor (3 TGF-(3),
interleukina 4 i interleukina 10 hamuja wytwarzanie iNOS. TGF-|3 wptywa na
destabilizacje mMRNA, moze rdwniez wzmaga¢ degradacje zsyntetyzowanego en-
zymu. IL-4 najprawdopodobniej dziata na etapie transkrypcji biatka, natomiast IL-10
powoduje zahamowanie wydzielania IFN-y i TNF-a [2, 5, 35, 47]. Aktywno$¢
indukowalnej syntazy NO jest niezalezna od jonéw Ca2+ i kalmoduliny. Do jej
ekspresji dochodzi gtéwnie w komdérkach linii monocytamo-makrofagowej, neu-
trofilach, hepatocytach, astrocytach, fibroblastach, komaérkach epiteliatnych. Syn-
tetyzowany przez iNOS tlenek azotu bierze udziat w szeroko pojetej immunoregulacji,
jak rowniez w wielu reakcjach patologicznych, w ktérych obserwuje sie jego nad-
produkcje [2, 25, 35].

Nie do konca poznany jest mechanizm sygnatu transdukcyjnego koniecznego
do zainicjowania transkrypcji mRNA dla iNOS. Wiadomo jednak, ze stymulacja
komérek cytokinami lub lipopolisacharydami powoduje aktywacje kinazy tyrozy-
nowej i kinazy serynowej, ktore aktywujg nastepnie jadrowy czynnik transkrypcyjny
- kB (ang. nuclear factor kB, NF-kB). NF-kB wydaje sie by¢ niezbedny w za-
inicjonowaniu procesu transkrypcji [2, 13]. Regulacja syntezy iNOS na poziomie
genetycznym zostata lepiej poznana. Na podstawie badan prowadzonych na mysich
makrofagach stwierdzono, ze w regionie promotorowym genu odpowiedzialnego
za synteze iINOS wystepujg dwa oddzielne regiony regulatorowe. Region | (IFR-I)
zawiera miejsca wigzace jadrowy czynnik transkrypcyjny dla interleukiny 6 (NF-
IL-6) oraz NF-kB, co wskazuje, ze region ten reguluje ekspresje iNOS indukowang
przez LPS. W regionie tym wystepuje réwniez miejsce wigzace czynnik trans-
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RYSUNEK 1 Schemat wytwarzania tlenku azotu przy udziale syntazy NO: cNOS - konstytutywna
syntaza NO; iNOS - indukowalna syntaza NO; CaM - kalmodulina; LPS - lipopolisacharyd

krypcyjny dla interferonu y (IFN-y) - Statla. Region Il (IFR-II) zawiera miejsce
wigzgce czynnik transkrypcyjny Statla i NF-kB. Liczne doniesienia sugerujg, ze
IFR-II bezposrednio nie reguluje ekspresji NOS, lecz wzmaga aktywnos$¢ IFR-I
[3, 18, 25, 31, 40]. Przyjmuje sie, ze maksymalna ekspresja iNOS w mysich ma-
krofagach wymaga ich stymulacji za pomocg LPS i IFN-y, natomiast do indukcji
iNOS w komdrkach ludzkich konieczne sg rowniez inne cytokiny: TNF-a, 1L-113,
granulocyto-makrofagowy czynnik stymulujacy wzrost kolonii (ang. granulocyte-
macrophage colony stimulating factor, GM-CSF). Ponadto komorki ludzkie w po-
rbwnaniu z mysimi syntetyzujg znacznie mniejsze ilosci NO. mRNA dla iNOS
mozna wykry¢ juz po okoto 4 godzinach stymulacji, a w ciggu kolejnych 24 godzin
obserwuje sie powolne obnizanie jego poziomu [25, 35]. Pordwnanie podstawowych
cech réznicujacych izoformy NOS przedstawiono w tabeli 1.

Do najlepiej poznanych i najczesciej stosowanych zwigzkéw hamujgcych synteze
NO nalezg analogi (pochodne) L-argininy, ktore blokujg aktywno$¢ zaré6wno kon-
stytutywnej, jak i indukowalnej NOS (tab. 2). Wiekszo$¢ opisanych zwiazkéw silniej
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TABELA 1. Wtasciwosci izoform NOS

Izoforma
NOS-I NOS-m NOS-II
Wystepowanie komorki nerwowe komérki $rédbtonka  makrofagi
ptytki krwi komérki nerwowe komérki endotelialne
komorki nabtonka komdrki miesniowe  chondrocyty
komoérki trzustki hepatocyty
komérki miesni gtadkich
neutrofile
Stymulatory insulina acetylocholina LPS
trombina trombina TNF-a
ADP IFN-y
interleukina 1
Lokalizacja 12 7 17

(chromosom)

wptywa na aktywno$¢ cNOS niz iNOS. Zahamowanie syntezy tlenku azotu przy
ich zastosowaniu moze by¢ procesem odwracalnym jak w przypadku Nw-nitro-
L-argininy (L-NNA) lub catkowicie nieodwracalnym, jak np. dla L-iminoetylo-
L-omityny (L-NIO) [3, 25, 47].

Prowadzi sie tez poszukiwania innych inhibitorow NOS. Interesujgce wydajg
sie badania Venturini i wsp. [50], ktorzy wykazali, iz bedaca inhibitorem proteinazy
serynowej apronityna moze réwniez hamowac¢ aktywno$¢ NOS-I i NOS-II, jak-
kolwiek mechanizm jej dziatania nie zostat dotychczas wyjasniony. Apronityna
obecna jest w mdzgu, ptucach, Sledzionie, trzustce, tkankach, w ktérych obserwuje
sie akumulacje komarek tucznych oraz w plazmie krwi iinnych ptynach ustrojowych.
Mozna zatem przypuszczaé, ze w warunkach in vivo istnieje system autoregulacji
aktywnosci syntazy NO. Wczes$niejsze prace prowadzone na mysich makrofagach
otrzewnowych i mysiej linii makrofagowej RAW 264.7 wskazujg, ze inne inhibitory
proteinaz serynowych: TPCK (ang. N-a-tosyl-L-phenylalanine-chloromethylketone)
i TLCK (ang. N-a-tosyl-L-lysine-chloromethyl ketone) réwniez wykazuja zdolno$¢
hamowania syntezy tlenku azotu. Przypuszcza sie, ze TPCK i TLCK dzialajg poprzez
blokowanie translokacji NF-kB do jadra komdrkowego [21]. Ponadto ws$rdd in-
hibitorow iINOS mozna wyr6zni¢ zwigzki naturalnie wystepujace w organizmie
np: poliaminy (spermina) [43, 45] czy tez glikokortykosteroidy [12, 47].

1.1.2. Produkcja tlenku azotu niezalezna od NOS

Coraz cze$ciej zwraca sie¢ uwage na inne niz przy udziale syntazy NO drogi
wytwarzania tlenku azotu. W literaturze szeroko dyskutuje sie mechanizmy syntezy
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TABELA 2. Najczesciej stosowane analogi L-argininy - inhibitory NOS

Inhibitor Specyficznosé Dziatanie
L-NMMA (N~-monometylo-L-arginina) cNOS odwracalne
iNOS odwracalne
L-NNA (N~-nitro-L-arginina) cNOS nieodwracalne
iNOS odwracalne
L-NAME (ester metylowy N”-nitro-L-argininy) cNOS nieodwracalne
iNOS odwracalne
L-NAA (N~-amino-L-arginina) cNOS odwracalne
iNOS odwracalne
L-NIO (N-iminoetylo-L-omityna) cNOS odwracalne
iNOS nieodwracalne
L-NIL (N*“-iminoetylo-L-lizyna) iNOS nieodwracalne

NO pod wptywem innych niz NOS enzymoéw, jak réwniez powstawania tego aktyw-
nego metabolitu bez udziatlu enzymow.

Xia i Zweier [58] sugerujg, ze NOS nie syntetyzuje bezpos$rednio NO ale jon
NO-, ktéry nastepnie, pod wptywem dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), ulega kon-
wersji do NO. Tlenek azotu moze rowniez powstawac bez obecnosci NOS. Samouliov
i wsp. [41] zaobserwowali, iz w warunkach kwasnych, przy niedotlenieniu tkanek
dochodzi do wzrostu koncentracji tlenku azotu, ktorego prawdopodobnym Zrddiem
jest redukcja lub dysproporcjonowanie jonu N 02~ Warto podkresli¢, ze azotyn
jest nie tylko produktem przemian NO, ale moze by¢ tez substratem do jego wy-
twarzania. Sugeruje sie, ze azotyn moze ulegac¢ redukcji do NO przy udziale oksydazy
ksantynowej (XQO), w obecnosci NADH jako zrodta elektronéw [61]. Enzym ten
zawieramolibden, ktory najprawdopodobniej oddziatuje zN 02~i FAD, wchodzgcym
w reakcje z NADH. Redukcja azotynu do NO przy pomocy XO moze zachodzic¢
zarébwno w obecnosci tlenu, jak i w warunkach beztlenowych, co sugeruje, ze
ten sposéb wytwarzania tlenku azotu moze mieé szczeg6lne znaczenie w przypadku
miejscowego niedotlenienia tkanek. Ostatnie doniesienia Nagase i wsp. [32] wska-
zujg, ze NO moze byé réwniez produkowany w sposéb catkowicie niezalezny od
enzymow, z L- lub D-argininy przy udziale nadtlenku wodoru (H20 2). W tym
przypadku, substratem, z ktérego powstaje NO moze by¢ grupa aminowa lub gu-
anidynowa aminokwasu. Zrédtem tlenku azotu moze by¢ réwniez hydroksylamina
(HA) bedaca naturalnym produktem komoérek ssakéw. HA podobniejak NO aktywuje
Degradacja hydroksylaminy do NO moze zachodzi¢ w obecnosci komorek jak i
w Srodowisku bezkomdérkowym [46, 51]. Mozna zatem rozpatrywaé rdéznorodne
mozliwosci tworzenia tlenku azotu w spodb niezalezny od NOS, jednakze istnienie
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drogi alternatywnej, jej mechanizmy i znaczenie w warunkach in vivo nadal budza
kontrowersje.

1.2. Mechanizm dziatania tlenku azotu

Mimo wielu intensywnych badahn mechanizm dziatania NO na poziomie ko-
morkowym nadal nie jest do kofica poznany. Tlenek azotu jako drobna czagsteczka
0 duzej lipofilnosSci tatwo przenika przez btone komdorkowa drogg pozareceptorowg
1wywotuje liczne efekty bezposrednio wewnatrz komérki. Wiadomo, ze NO wy-
kazuje duze powinowactwo do biologicznie czynnych zwigzkéw zawierajgcych me-
tale. Dobrze poznanajest zdolno$é NO do interakcji z grupg hemowag biatek. Reakcja
z tg grupg w cyklazie guanylowej powoduje wzrost poziomu cyklicznego GMP
(cGMP) w komorkach. Produkt ten odpowiedzialny jest miedzy innymi za rozkurcz
miesni gtadkich naczyn krwionosnych [35, 55]. Innym, wrazliwym na dziatanie
tlenku azotu biatkiem zawierajagcym hem jest cytochrom P450. Przytgczenie NO
do tego enzymu powoduje jego inaktywacje, co moze mie¢ istotne patologiczne
konsekwencje w przebiegu wstrzgsu septycznego. Zahamowanie funkcji cytochromu
P450 w watrobie ostabia zdolno$é organizmu do metabolizowania lekéw stosowanych
w zwalczaniu infekcji [55]. Ponadto tlenek azotu oddziatuje bezposrednio z oksy-
hemoglobing, w wyniku czego powstaje methemoglobina i azotan (N03).

Hb (Fe-02) + NO —> metHb (Fe (Il1)) + N 03~

Reakcja ta jest kluczowym mechanizmem kontrolujgcym stezenie NO w or-
ganizmie [55].

Tlenek azotu reaguje réwniez z niektorymi biatkami uczestniczacymi w prze-
kazywaniu sygnatu transdukcyjnego (p21ras, kinaza biatkowa C, czynnik trans-
krypcyjny OxyR) powodujac bezposrednie nitrozowanie zawartej w nich tyrozyny.
Proces ten moduluje forosforylacje tyrozyny i w ten sposéb wptywa na funkcje
biatek [5]. Nitrozowanie tyrozyny moze zachodzié¢ w obecnosci tlenu jak i w wa-
runkach beztlenowych, przy udziale innych akceptorow elektronéw [37,49]. Ponadto
tlenek azotu utatwia kowalencyjne przytaczanie ADP-rybozy do biatek, np. do aktyny
G w neutrofilach, co blokuje jej polaryzacje, a w efekcie hamuje migracje, adhezje
i wiasciwosci fagocytame tych komorek [5, 35].

Mechanizm cytotoksycznego dziatania NO jest bardzo ztozony i nie do konca
wyjasniony. Wiadomo, ze tlenek azotu indukuje utrate jondw zelaza z komdrek
i inaktywuje enzymy oksydoredukcyjne zawierajgce zelazo potgczone z siarkg, np.
kompleks | i Il mitochondrialnego tancucha oddechowego czy akonitazy cyklu
kwaséw tréjkarboksylowych. NO powoduje tez uwalnianie cynku z biatek komar-
kowych przez nitrozowanie siarki zwigzanej z tym metalem [12, 25, 55]. Moze
ponadto uszkadza¢ DNA w wyniku bezposredniej reakcji oraz hamowac procesy
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jego naprawy. W pierwszym przypadku, w warunkach tlenowych powoduje pekniecia
tancucha, jak réwniez dezaminacje cytozyny, adeniny i guaniny [55].

Omawiany, aktywny metabolit odgrywa réwniez istotng role w modulowaniu
zaprogramowanej Smierci komérki - apoptozie. Niskie stezenie NO ma dziatanie
protekcyjne, miedzy innymi przez aktywacje cGMP, natomiast wysokie - utatwia
apoptoze makrofagéw oraz eliminacje autoreaktywnych tymocytéw o fenotypie
CD4+4/CD8+. Tlenek azotu indukuje tez apoptoze niektérych komdérek nowotwo-
rowych, np. mastocytoma czy miesaka [5, 14, 24, 55]. Gtdwnymi mechanizmami
oddziatywania NO na procesy programowanej $mierci komorki wydajag sie by¢:
zdolno$¢ do regulacji ekspresji biatka p53, aktywacji polimerazy ADP-rybozy i
nitrozowania biatek biorgcych udziat w tym procesie [5, 42, 55]. NO jest znanym
mediatorem uszkodzenia komorek beta wysp Langerhansa trzustki w insulinozaleznej
cukrzycy typu | (ang. insuline-dependent diabetes mellitus IDDM). Stymulowane
cytokinami makrofagi jak réwniez same komorki beta produkuja duze ilosci tlenku
azotu, co prowadzi do uszkodzenia, aw konsekwencji $mierci tych ostatnich. Delaney
i Eizirik [9] uwazaja, ze bojcze dziatanie NO w tym przypadku moze byé zwigzane
z inaktywacjg mitochondrialnej akonitazy komorek trzustki, co hamuje procesy
oddechowe i co sie z tym wigze - wytwarzanie ATP. Nie wyklucza sie tez, ze
tlenek azotu zaburza inne procesy transportu elektronéw w mitochondriach. Wy-
kazano ponadto uszkodzenia DNA w jadrach szczurzych i ludzkich komérek beta
pod wptywem NO. Smier¢ komérek nastepuje w drodze apoptozy, nie wyklucza
sie jednak faktu, ze w niektérych przypadkach moze dochodzi¢ do nekrozy [s,
9]. Flodstrom i wsp. [15] w badaniach z uzyciem defektywnych myszy nie wy-
twarzajgcych indukowalnej syntazy NO wykazali, ze opisane wyzej procesy sg
zalezne od iNOS.

Tlenek azotu oddziatuje réwniez z wolnymi tiolami tworzac S-nitrozotiole, ktére
moga bra¢ udziat w przekazywaniu sygnatu transdukcyjnego i wykazuja silne dzia-
tanie cytotoksyczne [5].

Fizjologiczna i patologiczna rola tlenku azotu w organizmie $cisle wigze sie
zjego koncentracjg w miejscu reakcji (rys. 2). NO syntetyzowany w ,,fizjologicznych”
(pikomolowych) ilosciach (przez ctNOS) wystarcza do wzbudzenia sygnatu trans-
dukcyjnego w komdrkach. Stymuluje proliferacje limfocytéw, produkcje TNF-a,
wzmaga aktywno$¢ kinazy tyrozynowej p56, powoduje relaksacje naczyh krwio-
nosnych i dziata jako neurotransmiter. Natomiast tlenek azotu w iloSciach nano-
lub mikromolowych (syntetyzowany przez iNOS) szeroko oddziatuje na funkcje
wielu komorek immunologicznie kompetentnych oraz spoza uktadu odpornoscio-
wego. Najlepiej poznane jest jego dziatanie prozapalne i cytotoksyczne. NO w
wysokich stezeniach hamuje miedzy innymi: aktywno$¢ komorek prezentujgcych
antygen, proliferacje limfocytow T, chemotaksje neutrofilow, synteze wielu biatek
w hepatocytach, produkcje interleukiny 10, wzrost komérek nowotworowych. Osta-
bia tez zalezng od selektyn adhezje limfocytow, co wptywa na obnizenie liczby
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NO (pMol) NO (nMol, pMol)
RNI, NOx

ostabienie napigcia naczyn » zahamowanie aktywnosci APC
krwionos$nych « zahamowanie chemotaks;ji neutrofilow
obnizenie cisnienia krwi » zahamowanie syntezy biatek
zahamowanie agregacji ptytek krwi w watrobie
zahamowanie wydzielania PAF « zahamowanie syntezy IL-10
neurotransmisja « ostabienie adhezji leukocytow
stymulacja proliferacji limfocytow T » zahamowanie wzrostu komoérek
stymulacja syntezy TNF-a nowotworowych

« zahamowanie proliferacji limfocytéw

» zahamowanie replikacji wiruséw

* dziaflanie cytotoksyczne

* utratajonéw zelaza i cynku

* nitrozowanie tyrozyny

* silne dziatanie utleniajgce na zwigzki
biologicznie czynne

* unieczynnienie cytochromu C

» zahamowanie aktywnosci enzymow

cyklu Krebsa

RYSUNEK 2. Schemat przedstawiajacy fizjologiczng i patologiczna role tlenku azotu w orgnizmie, RNI
- reaktywne formy azotu; NIOx- reaktywne tlenki azotu

tych komérek w miejscu zapalenia. Ponadto wytwarzany przez iNOS tlenek azotu
powoduje zahamowanie ekspresji genudlalL-2 inasilenie syntezy IL-4 w limfocytach
T indukujgc w ten sposéb ich proliferacje w kierunku TH2. NO wywiera rowniez
dziatanie bojcze lub statyczne w stosunku do wielu bakterii Gram-dodatnich i Gram-
ujemnych oraz hamuje replikacje DNA wirusowego [5, 12, 24, 25].

1.3. Reaktywne pochodne tlenku azotu

Uwaza sie, ze tlenek azotu wywotuje znaczgce efekty biologiczne nie tylko
per se, ale takze po przeksztatceniu w reaktywne pochodne. W warunkach bez-
tlenowych NO jest zwigzkiem trwatym, jednakze w natlenionych ptynach fizjo-
logicznych ulega utlenieniu do réznych bardziej lub mniej aktywnych produktéw
(okreSlanych jako reaktywne formy azotu, ang. reactive nitrogen intermediates,
RNI lub tlenki azotu, NOx) [12]. Jednym z podstawowych metabolitow NO jest
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azotyn, ktory powstaje w kilkustopniowej reakcji zwytworzeniem szeregu zwigzkow
posrednich charakteryzujacych sie réznym stopniem reaktywnosci.

2NO + 02 -> 2NO02

2N02 + 2NO -> 2N203

2N203 + 2H20 -4 4NO02' + 4H+

Szczego6lne znaczenie przypisuje sie trojtlenkowi azotu (N20 3) wykazujgcemu
duzg zdolnos¢ do nitrozowania grup aminowych i tiolowych [20, 44]. Azotyn przy
udziale mieloperoksydazy i laktoperoksydazy, w obecnosci nadtlenku wodoru, moze
ulec utlenieniu do rodnika N 02, ktéry bierze udziat w nitrozowaniu tyrozyny podczas
toczgcego sie procesu zapalnego [52].

W wyniku reakcji NO z anionem ponadtlenkowym (02-) powstaje jon nad-
tlenoazotynowy (ONOO), uwazany za gtéwny mediator cytotoksycznego dziatania
tlenku azotu na komérki i tkanki.

NO + 02- -4 ONOO-

Reakcja tworzenia sie ONOO- (zar6wno wewnatrz komarki, jak i w srodowisku
zewngtrzkomorkowym) uzalezniona jest od stezenia jondw 0 2-, a co sie z tym
wigze, kontrolowana jest przez dysmutaze ponadtlenkowa, ktora katalizuje powsta-
wanie nadtlenku wodoru z 02- i H+ [1, 44].

SoD
202 +2H —H202+02

Nadtlenoazotyn jest produktem aktywacji réznych komorek (makrofagi, neu-
trofile, komarki Kupffera, endotelialne). Prawdopodobnie powstaje on w mitochon-
driach, w ktérych produkowany jest tez anion ponadtlenkowy [1, 44]. ONOO-
wykazuje silne dziatanie utleniajace w stosunku do wielu biologicznie czynnych
zwigzkow: lipidow, biatek czy tioli. Szczeg6lng wrazliwo$é na dziatanie ONOO-
wykazujg: czynnik transdukcyjny zawierajgcy w swoim centrum aktywnym cynk
oraz peroksydaza glutationowa, uznawana za najwazniejszy enzym o dziataniu anty-
oksydacyjnym [44]. Nadtlenoazotyn powoduje réwniez nitrozowanie biatek zawie-
rajgcych tyrozyne, co moze prowadzi¢ do utraty ich funkcji i w konsekwencji
zmian patologicznych. Ponadto omawiany jon, w wiekszym niz tlenek azotu stopniu,
hamuje aktywnos$¢ enzymdw kompleksu | i Il mitochondrialnego tancucha odde-
chowego oraz akonitazy cyklu kwaséw trojkarboksylowych. Wptywa réwniez na
transport kationdw jedno- i dwuwartosciowych przez btony biologiczne. Znane sg
jego silne wtasciwosci bdjcze w stosunku do licznych bakterii i pierwotniakow:
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Trypanosoma cruzi, Leishmania amazo-
nensis [1, 35].
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Obecnos¢ dwutlenku wegla (C02) powoduje gwattowne nasilenie nitrozowania
tyrozyny w komoérkach. Katalityczne dziatanie tego czynnika polega na jego przy-
fagczaniu do jonu nadtlenoazotynowego, w wyniku czego powstaje pochodna
ON 00C 02~ (nitrozonadweglan, ang. nitrozoperoxycarbonate), ktérej witasciwosci
nitrozowania tyrozyny sg prawdopodobnie znacznie silniejsze niz ONOO-.
ONOOCO-T jest zwiazkiem bardzo nietrwatym iprawie natychmiast ulega degradacji
do C02 i NO3- [10, 19, 44].

Co2 + ONOO" -> [oNoo Co21 -> COZ2+ No 3

W pH o wartosciach fizjologicznych jon nadtlenoazotynowy jest protonowany,
w wyniku czego powstaje kwas nadtlenoazotynowy (ONOOH), ktéry w poréwnaniu
z anionem jest jeszcze silniej reaktywnym metabolitem. Moze on ulega¢ degradacji
do innych, wysoce aktywnych produktéw - rodnikéw: HO i NO2' lub jonow:
OH~ i N02+ [1].

Ostatnie badania Nappi i Vass [33] sugeruja, ze tlenek azotu moze wchodzic¢
w reakcje z nadtlenkiem wodoru, w wyniku czego dochodzi do uwolnienia rodnikéw
HO', ktére oddziatujg ze zwiazkami organicznymi i potgczonymi z nimi metalami
powodujgc ich nieodwracalne utlenienie.

2. TLENEK AZOTU W PATOFIZJOLOGII NEUTROFILOW

2.1. Produkcja NO przez neutrofile

Reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen intermediates, ROI): H20 2, 0 9~,
HO' uwazane sg za jedne z najistotniejszych czynnikéw odpowiedzialnych za usz-
kodzenie tkanek w miejscu zapalenia. Neutrofile (leukocyty wielojadrzaste - ang.
polymorphonuclear leukocytes, PMNs) sg ich gtéwnymi producentami [48, 53].
Ostatnio zwraca sie uwage na udziat RNI i NOx w zaleznej od PMNs destrukcji
tkanek.

Wiadomo, ze neutrofile szczurze i mysie wykazujg ekspresje iNOS i produkujg
duze ilosci tlenku azotu w odpowiedzi na stymulacje cytokinami zapalnymi i (lub)
lipopolisacharydami bakteryjnymi. Natomiast wytwarzanie tlenku azotu przez neu-
trofile izolowane z krwi obwodowej cztowieka wydaje sie by¢ kontrowersyjne.
Yan iwsp. [59] przy uzyciu bardzo czutej metody izotopowej stwierdzili, ze aktywacja
ludzkich PMNs za pomocg LPS i znanych mediatorow reakcji zapalnej (IL-1, IFN-y)
nie wzbudza ekspresji iNOS, tak jak ma to miejsce w przypadku komorek mysich.
Zaobserwowano tez, ze neutrofile krwi obwodowej zdrowych dawcédw nie reaguja
zwiekszong produkcjg NO w odpowiedzi na stymulacje réznymi endotoksynami,
niezaleznie od czasu hodowli iuzytej dawki LPS.W badaniach tych ilo$¢ uwalnianego
NO oznaczano kolorymetryczng metodg Griess’a [23]. Larfars i Gyllenhammar
[26] sugerujgjednak, ze neutrofile produkuja tlenek azotu w odpowiedzi na stymulacje
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PMA (ang. phorbol 12-myristate,13-acetate, ester forbolu) i fMLP (ang.formy-
lo-methionylo-leucylo-phenylalanine, chemotaktyczny oligopeptyd), przy czym w
przypadku tego ostatniego, efekt ten obserwuje sie jedynie w obecnosci jondw
wapnia. Autorzy ci okreslali ilos¢ wydzielanego tlenku azotu metodg elektrochemi-
czna oceniajac zdolno$¢ NO do utleniania oksyhemoglobiny do methemoglobiny.
Podobnie, Wright i wsp., [57] udowadniajg, ze ludzkie neutrofile hodowane w
obecnosci stymulatorow wybuchu tlenowego (PMA, fMLP, opsonizowany zymozan)
wydzielajg NO. Natomiast Klebanoff i Nathan [22] zaobserwowali, ze neutrofile
aktywowane za pomocg PMA produkujg NO, ale jedynie w obecnosci katalazy
i azydku sodu. Aktywno$¢ ta nie ulega zahamowaniu przez inhibitor NOS - NG
monometylo-L-arginine (NMMA). Autorzy sugerujg w zwigzku z tym obecnos¢
niezaleznej od NOS produkcji tlenku azotu przez neutrofile ludzkie. Przypuszcza
sie, ze NO moze pochodzi¢ z konwersji azydku przez katalaze w obecnosci nadtlenku
wodoru, ktory jest wydzielany przez neutrofile w odpowiedzi na stymulacje PMA.
Nalezy jednak zwr6ci¢ uwage, ze Bryant i wsp. [4] zidentyfikowali aktywnos$é
syntazy NO w ludzkich neutrofilach oraz otrzymali oczyszczony preparat tego en-
zymu. Sprzeczne wyniki uzyskane w r6znych laboratoriach i wynikajgce z nich
kontrowersyjne wnioski moga wynika¢ z odmiennos$ci stosowanych metod ozna-
czaniatlenku azotu (bezposrednia detekcja N 02~w supematantach pohodowlanych,
oznaczanie aktywnos$ci syntazy NO lub obecnosci mRNA dla iNOS itd). Trudnosci
w bezposredniej detekcji N 02~ mogg wynika¢ z réznych przyczyn:

1. Stymulowane neutrofile produkujg duze ilosci wolnych rodnikow tlenowych, ktore
wchodzg w reakcje z NO, tworzgc np. jon nadtlenoazotynowy, niewykrywalny
powszechnie stosowang metodg Griess’a. Sugeruje sie zatem stosowanie katalazy
wraz z SOD do hodowli PMNs w celu uniemozliwienia tworzenia sie¢ ROIl. SOD
jest, jak wiadomo, odpowiedzialna za unieczynnienie jonu ponadtlenkowego,
natomiast katalaza utatwia reakcje dysproporcjonowania nadtlenku wodoru do
H20 i02 [27, 34, 39].

2. Azotyn moze ulega¢ konwersji do N02C1i N 02w drodze zaleznej od mielopero-
ksydazy, produkowanej w duzych ilosciach przez PMNs [54].

3. NO moze reagowac z nisko- i wysokoczasteczkowymi tiolami, co hamuje jego
przeksztatcanie do N 02_[54].

4. Rodzaj czynnika stymulujacego komérki moze wptywaé na ilos¢ i rodzaj produko-
wanych metabolitow [39].

Wiekszos$¢ autorow podkresla fakt, ze ludzkie PMNs wytwarzajg bardzo nie-
wielkie ilosci tlenku azotu [26, 30, 57], jednakze w miejscu reakcji zapalnej, gdzie
komarki te gromadza sie masowo, stezenie wydzielanego NO moze osigga¢ poziom
wywotujgcy efekt biologiczne znaczacy [34].
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2.2. Oddziatywanie tlenku azotu na funkcje neutrofilow

Tlenek azotu wydzielany przez komorki w miejscu reakcji zapalnej moze dziataé
jako czynnik anty- lub prozapalny, modulujacy odpowiedz organizmu. Jego stezenie
w miejscu reakcji i, co sie z tym wigze, wywierany efekt, uzaleznione sg od za-
chowania lub zachwiania rownowagi miedzy izoformami NOS [56]. Poniewaz w
toczacym sie procesie zapalnym niezwykle wazng role odgrywajg neutrofile, wptyw
NO na ich funkcje wydaje sie mie¢ istotne znaczenie. Jedng z najwazniejszych
aktywnosci neutrofilow jest wybuch tlenowy, totez w wielu laboratoriach ocenia
sie udziat tlenku azotu w wydzielaniu ROI. Praca Nath i Powledge [34] sugeruje,
ze NO w znacznym stopniu moduluje aktywnos¢ PMNs stymulowanych takimi
czynnikami zapalnymijak LPS i fMLP. Zaobserwowano, iz tlenek azotu pochodzacy
z egzogennych donoréw hamuje agregacje PMNs i produkcje 0 2~przez te komorki,
natomiast w obecnos$ci inhibitor6w NOS obserwuje sie nasilenie wytwarzania 0 2~
przez te komorki. Forstund i Sundqvist [16] zaobserwowali, ze niewielkie dawki
nitroprusydku sodu (ang sodium nitropruside, SNP) bedgcego donorem NO wzma-
gaja wydzielanie rodnikéw tlenowych przez PMNs w odpowiedzi na stymulacje
PMA lub kolagenem, nie wptywaja natomiast na komérki pobudzane fMLP. Wysokie
dawki SNP hamujgchemiluminescencje komérek prawdopodobnie przez inakty wacje
oksydazy NADPH. Podobne obserwacje przedstawili Pieper i wsp. [38] podkres$lajac,
ze dziatanie stymulujace lub hamujace tlenku azotu nawydzielanie wolnych rodnikow
tlenowych przez PMNs aktywowane opsonizowanym zymozanem zalezy od stezenia
uzytych donoréw NO.

Jedna z hipotez zaktada, ze interakcja miedzy NO i 0 2- jestjednym z kluczowych
mechanizmoéw decydujacych o patofizjologii neutrofilow zapalnych. Wiadomo, ze
NO w postaci jonu nadtlenoazotynowego jest czynnikiem dziatajacym wysoce de-
strukcyjnie na komérki i tkanki. Z drugiej jednak strony sugeruje sie, ze tlenek
azotu moze odgrywac istotng role jako antyutleniacz w stosunku do anionu ponad-
tlenkowego. Endogennie produkowany NO hamuje aktywno$é oksydazy NADPH
zlokalizowanej w btonie komdérkowej ograniczajgc tym samym powstawanie anionu
ponadtlenkowego i w konsekwencji nadtlenoazotynowego w neutrofilach [39].

Z wybuchem tlenowym wiagze sie bezposrednio zdolno$¢ neutrofilébw do che-
motaksji w kierunku czynnika zapalnego i do wewnatrzkomdérkowego zabijania
drobnoustrojéw [60]. Zaobserwowano, ze zahamowanie wydzielania tlenku azotu
nie wplywa na te podstawowe funkcje omawianych komorek. Traktowanie neu-
trofilow inhibitorami iNOS icNOS nie ostabiato ani ich zdolnosci chemotaktycznych
[28] ani zdolnosSci do zabijania bakterii z rodzajéw Staphylococcus i Serratia [29].
Jednakze nie wiadomo, czy NO wydzielany przez inne komdrki w miejscu reakcji
zapalnej nie moduluje zdolnosci neutrofilow do fagocytozy i eliminacji patogenow.
Tlenek azotu generowany przez komorki endotelialne w trakcie zapalenia moze
wptywaé na funkcje PMNs miedzy innymi przez wzmozenie ich aktywnosci pro-
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zapalnej. Van Dervot i wsp. [11] zaobserwowali, ze synteza TN F-a przez neutrofile
stymulowane lipopolisacharydem wzrasta znaczgco w obecnos$ci egzogennego zrodta
tlenku azotu - SNP.

WSréd innych istotnych funkcji PMNs mozna wyrdzni¢ adherencje komérek
do $rodbtonka naczyn, poprzedzajacg ich migracje przez $ciane naczynia w od-
powiedzi naczynnik chemotaktyczny [60]. Tlenek azotu moze modulowac ten proces,
cho¢ jego dziatanie nie jest do konca sprecyzowane. Praca Fukatsu i wsp. [17]
sugeruje, ze dozylne podanie szczurom donoru NO - SNAP (ang. S-nitroso-ace-
tyl-penicillamine) powoduje ostabienie adherencji PMNs w ptucach i watrobie. Oka-
yama i wsp. [36] wykazali jednak, ze dodany do hodowli, egzogenny tlenek azotu
nie wptywa na adhezje PMNs do komérek endotelialnych, a w obecnos$ci nadtlenku
wodoru moze ja nasilac.
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POSTEPY W BADANIACH NAD ZAPLODNIENIEM
U ROSLIN OKRYTONASIENNYCH (ANGIOSPERMAE):
I. ZAPLODNIENIE IN VITRO Z UZYCIEM
IZOLOWANYCH GAMET

ADVANCES IN FERTILIZATION RESEARCH IN ANGIOSPERMS:
I. IN VITRO FERTILIZATION WITH ISOLATED GAMETES

Marzena POPIELARSKA, Lestaw PRZYWARA

Zaktad Cytologii i Embriologii Ros$lin Instytutu Botaniki
Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie

Streszczenie: W ostatnich latach opracowane zostaty nowe lub udoskonalone juz istniejgce systemy
eksperymentalne zaptodnienia in vitro z uzyciem izolowanych gamet roslin okrytonasiennych (Angio-
spermae). Obecnie w wyniku fuzji komérki jajowej z komérka plemnikowg moga by¢ otrzymywane w
warunkach in vitro zygoty, a w przypadku kukurydzy takze ptodne rosliny. Osiggniecia te stwarzajg
nowe mozliwosci badania mechanizmoéw kontrolujacych podwéjne zaptodnienie i embriogeneze w jej
poczatkowych etapach. W niniejszym artykule przedstawiono aktualny stan badarn w omawianej dzie-
dzinie.

(Postepy Biologii Komérki 1999; 26: 793-807)

Stowa kluczowe: Zaptodnienie in vitro, izolowane gamety, Angiospermae.

Summary: In vitro fertilization systems for studying the processes of fertilization, zygote formation and
development are now available for angiosperms. Now it is possible to produce mature plants in maize
after fusion of egg cell with sperm. These systems represent new experimental approach in the research
on double fertilization and early stages of embryogenesis. In this review we provide an information on
most recent development in this field.

(Advances in Cell Biology 1999; 26: 793-807)

Key words: In vitro fertilization, isolated gametes, angiosperms.
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WSTEP

Zaptodnienie u roslin okrytonasiennych (Angiospermae) ma charakter tzw. pod-
wojnego zaptodnienia. Do woreczka zalgzkowego (gametofit zenski) zawierajgcego
w typowej postaci siedem komdrek - dwie synergidy, komérke jajowg (gameta
zenska), komadrke centralng i trzy antypody - przekazywane sg za posrednictwem
tagiewki pytkowej dwie komorki plemnikowe (gamety meskie), z ktorych jedna
taczy sie z komorka jajowa, za$ druga z komdérka centralng. W wyniku podziatow,
z zaptodnionej komdarki jajowej (zygoty) powstaje diploidalny zarodek, natomiast
z komorki centralnej - triploidalne bielmo, tkanka odzywcza dla rozwijajgcego
sie zarodka [11, 56].

Podwojne zaptodnienie odkryte zostato pod koniec XIX wieku niezaleznie przez
S. G. Nawaszina w Rosji w oraz L. Guignarda we Francji. Z okazji 100-letniej
rocznicy tego waznego odkrycia ukazaty sie w Swiatowej prasie naukowej oko-
licznoSciowe artykuty [18, 23, 29]. Warto doda¢, ze w 1990 roku opisano u przed-
stawicieli roslin nagonasiennych Ephedra i Gnetum zjawisko przypominajace proces
podwdjnego zaptodnienia u Angiospermae [17, 19]. RoOznica polega na tym, ze
u nagonasiennych powstajg dwie diploidalne zygoty, a nie diploidalny zarodek i
triploidalne bielmo, jak to ma miejsce u okrytonasiennych. Odkrycie to rzuca nowe
Swiatto na ewolucje i pochodzenie roslin okrytonasiennych.

Przez wiele lat badania nad zaptodnieniem u Angiospermae miaty charakter
gtdwnie opisowy, co wynikato przede wszystkim z trudnosci metodycznych. Ko-
moérka jajowa u Angiospermae, w przeciwienstwie do roslin nizszych, gdzie za-
ptodnienie zachodzi na zewnatrz organizmu, jest tu gteboko ukryta w tkankach
sporofitu przez to niedostepna dla bezposredniej obserwacji i eksperymentow, z
tego tez wzgledu wiekszo$¢ informacji na temat przebiegu zaptodnienia i embrio-
genezy pochodzi z badan przeprowadzonych na materiale utrwalonym. Przez pier-
wsze 50 lat badania prowadzone byty z uzyciem mikroskopu $wietlnego. P0zZniejsze,
z zastosowaniem mikroskopu elektronowego pomogly rozwigza¢ wiele spornych
kwestii i w znaczacy sposob wzbogacity nasza wiedze na temat strukturalnych
aspektow podwdjnego zaptodnienia (podsumowanie [56, 57]). Nieznane pozostaty
jednak mechanizmy molekularne zwigzane z wniknigciem gamet meskich do wo-
reczka zalgzkowego i ich fuzjg z komorka jajowa i komorkg centralng. Konieczne
stato sie opracowanie nowych technik eksperymentalnych, ktére umozliwiatyby
manipulowanie zywymi gametofitami i gametami w warunkach in vitro.

Pierwsze prdéby izolowania woreczkéw zalagzkowych prowadzono juz w latach
pie¢dziesigtych. Obecnie znamy techniki izolacji megagametofitéw dla ok. 50 ga-
tunkdéw roslin okrytonasiennych, a w przypadku niektorych z nich potrafimy réwniez
izolowaé zywotne gamety zenskie i meskie (omowienie danych na ten temat [4,
26, 48, 61]).
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W latach dziewieédziesigtych nastgpit przetom w badaniach nad zaptodnieniem
u Angiospermae. W roku 1991 dokonano pierwszej fuzji izolowanych gamet ku-
kurydzy (Zea mays) [34, 35]. Poczagtkowo wykazano, ze produkty fuzji byty zdolne
do podziatéw i formowania mikrokalusa. Kolejne doniesienia informowaty, iz mo-
zliwy jest rozw0j z takiej zygoty zarodka w drodze embriogenezy zygotycznej
bez obecnosci bielma i tkanek ro$liny macierzystej. Uzyskane ta drogg rosliny
byty w petni ptodne [38]. W roku 1993 opisano kariogamie w produktach elektrofuzji
[13], arok p6zniej dokonano fuzji gamet w obecnosci jonéw Ca2+uzyskujac zygoty,
ktore rozwijaty sie w struktury wielokomorkowe [14, 39]. Osiggniecia te zostaty
szerzej omowione w Kilku artykutach przegladowych [1, 8-10, 36, 55].

Rownolegle z eksperymentami nad fuzjg gamet prowadzone byty réznorodne
badania na izolowanych komdrkach jajowych i zygotach pochodzacych z zaptod-
nienia in situ oraz eksperymenty polegajace na iniekcji izolowanych gamet meskich
do komorki jajowej [31] lub wyizolowanego woreczka zalagzkowego [49]. Celem
niniejszego artykutu jest przyblizenie polskiemu czytelnikowi osiggnie¢ w zakresie
eksperymentdw przeprowadzanych przy wykorzystaniu techniki zaptodnienia in vitro
u roslin okrytonasiennych. Najnowszy kierunek badan dotyczy biochemicznych i
molekularnych mechanizmoéw zaptodnienia u Angiospermae, m.in. poprzez izolo-
wanie gendw specyficznych dla gamet oraz genéw indukowanych po zaptodnieniu.
Zagadnienia te zostaly przestawione w odrebnym artykule [54].

IZOLACJA GAMET

Izolacja fizjologicznie dojrzatych i zywotnych gamet meskich i zenskich jest
podstawowym warunkiem dla przeprowadzenia zaptodnienia in vitro. Szczegoélnie
trudna jest izolacja gamet zenskich ze wzgledu na ich umiejscowienie w roslinie.
Tkanki osrodka otaczajace woreczek zalgzkowy muszg zosta¢ usuniete, a komorka
jajowa oddzielona od innych komdrek megagametofitu. Zywe komoérki jajowe udato
sie wyizolowaé u: Nicotiana tabacum (po raz pierwszy [24]; ponadto szereg autorow),
Zea mays (po raz pierwszy [66], metoda ulepszona i zmodyfikowana [38]; ponadto
wielu autoréw), Plumbago zeylanica [3, 25, 27], Lolium perenne [65], Hordeum
vulgare [22], Triticum aestivum [22, 33, 53], Brassica napus [30] i ostatnio Cun-
ninghamia lanceolata [5].

Do izolacji komérek jajowych, a takze innych elementéw woreczka zalgzkowego,
najczesciej stosuje sie metody maceracji enzymatycznej w potaczeniu z mikro-
manipulacjg. Najlepiej opracowana jest procedura izolacji komérek jajowych ku-
kurydzy. Potéwki zalazkéw zawierajagce woreczki zalazkowe inkubuje sie w
roztworze mannitolu z enzymami degradujacymi $ciane komdrkowg, a nastepnie
przy pomocy mikronarzedzi izoluje sie protoplasty komorek jajowych. Jest to zajecie
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bardzo pracochtonne i wymagajace duzych zdolnosci manualnych. Zreczny i cier-
pliwy eksperymentator jest w stanie wyizolowaé¢ 20-25 komoérek jajowych ze 100
fragmentow zalgzkéw (jest to liczba wystarczajgca do przeprowadzenia ekspery-
mentow fuzji gamet) w ciggu 2 godzin. Biorgc pod uwage czas potrzebny do wczes-
niejszego przygotowania zalgzkow, cataprocedurazajmuje zwykle dzien intensywnej
pracy [36]. Zywotne komarki jajowe kukurydzy moznatakze wyizolowaé bez wczes-
niejszego traktowania enzymatycznego [40]. Metoda ta, chociaz bardziej praco-
chtonna, jest zalecana ze wzgledu na wyzszg zywotno$¢ gamet [46]. Unikanie
stosowania enzymow, ktére mogtyby reagowac ze sktadnikami btony komérkowej,
jest wskazane zwitaszcza w przypadku badan nad tgczeniem sie bton komdorkowych
gamet.

Po izolacji protoplasty komorek jajowych sg okragte i silnie zwakuolizowane.
Ich rozmiary ok. 300 razy przekraczajg wielko$¢ izolowanych komoérek plemni-
kowych. Struktura organelli [12], jak i ich wasciwosci fizjologiczne i molekularne
[64] sa bardzo podobne do obserwowanych in situ.

Izolowanie gamet meskich jest na 0ogot tatwiejsze, a ponadto istnieje mozliwosé
otrzymania ich w duzych ilosciach (mass isolation). Zrédtem pozyskiwania gamet
meskich jest pytek lub rosngce tagiewki pytkowe. Stosowane sg tu dwie podstawowe
metody:

(i) technika szoku osmotycznego z uzyciem, lub bez, wstepnego traktowania
enzymatycznego oraz

(ii) technika mechanicznej maceracji.

Zaletg pierwszej metody jest jej duza wydajnos¢; w wyniku kilkuminutowej
inkubacji w roztworze hypotonicznym nastepuje pekanie ziam pytku lub tagiewek
i uwolnienie duzej liczby komoérek generatywnych lub komérek plemnikowych.
Wadga natomiast tej metody jest ryzyko uszkodzenia izolowanych komoérek wskutek
poddania ich szokowi osmotycznemu. W przypadku metody mechanicznej, cata
procedura moze byé prowadzone w medium o optymalnej warto$ci osmotycznej
dzieki czemu unika sie uszkodzen jednakze ilos¢ izolowanych gamet uzyskiwanych
tgdroggjest znacznie mniejsza. Eksperymenty izolowania gamet meskich dostarczyty
szeregu cennych informacji na temat ich cech cytologicznych i fizjologicznych,
a takze trwato$ci i zywotnos$ci [10, 67-69].

Szczegbtowe dane na temat techniki izolacji gamet zawierajg cytowane powyzej
prace.

FUZJA KOMORKI JAJOWEJ Z KOMORKA PLEMNIKOWA

Najlepiej opracowanym eksperymentalnym systemem zaptodnienia in vitro jest
bez watpienia system izolowanych gamet kukurydzy (rys. 1). Istniejg dwie metody
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RYSUNEK 1 Otrzymywanie izolowanych gamet kukurydzy i ich fuzja w warunkach in vitro; z
dojrzatego ziarna pytku po inkubacji w hypotonicznym roztworze mannitolu uwalniane sg komérki
plemnikowe, a z woreczka zalagzkowego w drodze maceracji enzymatycznej i mikromanipulacji -
komorka jajowa (KJ) oraz inne komérki gametofitu zenskiego (synergidy - SY, komoérka centralna -
KC, komdrki antypod - AP)

taczeniawyizolowanych gamet: elektrofuzja [34,35] oraz fuzja przy udziale wysokich
stezen jonow wapnia [14, 39] okreslana takze jako fuzja bez elektrycznej stymulacji
[1], fuzja ’spontaniczna’ [15] lub fuzja indukowana chemicznie [36]. Do fuzji gamet
wykorzystuje sie specjalny mikrosystem opracowany dla pojedynczych protoplastow
komorek somatycznych [32, 58]. Zastosowanie tego mikrosystemu (w nieco zmo-
dyfikowanej wersji) byto bardzo korzystne, bowiem eliminuje on konieczno$¢ dys-
ponowania duzg liczbg komoérek jajowych. Fuzje przeprowadza sie na szkietku
nakrywkowym w 2 1 mikrokroplach 0,55 M mannitolu przykrytych olejem mi-
neralnym (mineral oil). Przebieg fuzji obserwowany jest w mikroskopie odwréconym.

Elektrofuzje gamet indukuje sie za pomocg krotkich impulséw elektrycznych
mikroelektrod przymocowanych do statywu. Odlegto$¢ miedzy elektrodami ustalana
jest przy pomocy systemu mechanicznego kontrolowanego przez komputer. Czestos¢
fuzji jest na og6t wysoka i wynosi okoto 85% [14, 34, 35]. Badania produktéw
elektrofuzji wykonane z uzyciem transmisyjnego mikroskopu elektronowego wy-
kazaty, ze jadro komorki plemnikowej zostaje wiaczone do protoplastu komorki
jajowej, wedruje w kierunku jadra zenskiego i taczy sie z nim (kariogamia) w
przeciaggu 0,5 do 1,5 godziny [13].

W trakcie eksperymentéw zaobserwowano, ze uzycie pradu elektrycznego, réwnie
czesto jak fuzje gamet przeciwnej pici, powoduje fuzje gamet tej samej pici, pro-
toplastéw gamet z protoplastami innych komérek gametofitowych, a takze z pro-
toplastami komérek sporofitowych [34]. Jest to zjawisko niekorzystne, bowiem
utrudnia badanie mechanizmu rozpoznawania sie gamet i warunkéw koniecznych
do ich fuzji. Rozpoczeto wiec proby znalezienia bardziej specyficznej metody fuzji.
W roku 1994 opracowano chemiczng procedure fuzji, w obecnosci wysokich stezen
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TABELA 1. Metoda fuzji a mozliwo$¢ prowadzenia okreslonych badan

Proces Metoda fuzji izolowanych gamet
elektrofuzja fuzja indukowana Ca2+

Rozpoznawanie sie gamet

Identyfikacja czasteczek (receptoréw) +

powierzchniowych

Bariery miedzygatunkowe — +

Fuzja gamet

Mechanizm fuzji +

Preferencyjne zaptodnienie - +

Wczesne bariery dla polispermii - +

Aktywacja komorki jajowej

Sekwencja czasowa zdarzen + +

Sygnaty miedzykomoérkowe + +

Mechanizmy aktywacji + +

Po6zne bariery dla polispermii + +

Powstawanie zygoty
Migracja jader
Kariogamia + +

+
+

CaCl2 [14, 39]. Warunki eksperymentalne byly zatem bardziej zblizone do tych
panujacych in situ. Wyizolowane gamety meskie i zefAskie przenoszono do roztworu
zawierajgcego 0,55 M mannitol i rézne stezenia chlorku wapnia: 1 mM, 5 mM
lub 10 mM. Mikromanipulacji gametami w celu doprowadzenia do ich kontaktu
dokonywano szklanymi mikroigtami. Po adhezji gamet, niemal natychmiast (czasem
nawet po czasie krotszym od 1 s) nastepowata ich fuzja. Najwyzsza frekwencja,
dochodzaca do 80%, miata miejsce w obecnosci 5 mM CaCl2 Przy tej metodzie
fuzji tylko sporadycznie obserwowano fuzje gamet tej samej pici, a takze fuzje
gamety meskiej z protoplastami somatycznymi. Czesto$¢ tych ostatnich wynosita
zaledwie 1,8%. W produktach fuzji obserwowano w jadrze dwajgderka, co wskazuje
zgodnie z obserwacjami zygoty przeprowadzonymi in situ na wystgpienie kariogamii
[51]. Zastosowanie mikroskopii konfokalnej pozwolito na lokalizacje chromatyny
jadra komorki plemnikowej przed i po kariogamii [64]. Zakres badan jakie mozna
prowadzié przy zastosowaniu omowionych metod tgczenia gamet przedstawiono
w tabeli 1. Zebrane w tabeli dane jednoznacznie wskazujg, ze metoda chemiczna
jest bardziej uniwersalna.

Ogromna wiekszo$¢ badan nad zaptodnieniem in vitro przeprowadzona zostata
na roslinach jednolisciennych, gtéwnie kukurydzy. Pierwsze proby tego rodzaju
eksperymentdw u roslin dwulisciennych wykonano na izolowanych gametach tytoniu
(Nicotianatabacum) [62,63]. Fuzjaprotoplastow gamet byta indukowana chemicznie
przy pomocy glikolu polietylenowego (PEG). Stwierdzono, w odrdznieniu od ku-
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kurydzy [39], ze wysokie stezenie jonow wapnia i wysokie pH nie wptywaly in-
dukujgco na potaczenie sie gamet tytoniu. Sugeruje sie, ze raczej czas dziatania
jondw Ca2+na gamety, a nie ich stezenie w roztworze ma istotne wptyw na szybkos$é
przebiegu fuzji [59, 60].

Na zakonczenie warto dodaé, ze eksperymenty z zaptodnieniem in vitro pro-
wadzone byty réwniez u ro$lin nagonasiennych (Pseudotsuga menziesii) [16]. Za-
stosowano system wspolnej hodowli rosngcych tagiewek pytkowych iizolowanych
gametofitdw zenskich. tagiewki penetrowaly komorke jajowa przez komorke ka-
natowo-brzuszng (analogicznie jak w warunkach in situ). Nastepnie dochodzito
do uwolnienia plemnikdéw, fuzji gamet i wstepnych etapdw tworzenia sie zarodka.
Jest to pierwsze doniesienie o zaptodnieniu in vitro u roslin nagonasiennych.

Odmienne podejscie eksperymentalne do badania podwojnego zaptodnienia re-
prezentujg studia nad Torenia fournieri [21]. U gatunku tego wystepuje chara-
kterystyczny, nagi woreczek zalgzkowy, ktéry wystaje z okienka (mikropyle), tak
zemozliwajest obserwacjacatego procesu zaptodnieniaw warunkach in situ. Stosujgc
mikroskop fluorescencyjny i mikroskop z optykag Nomarskiego przesledzono do-
ktadnie przebieg i sekwencje czasowg wydarzen od momentu kietkowania pytku
az do fuzji gamet meskich z komorka jajowa i komoérka centralng.

FUZJA KOMORKI CENTRALNEJ | KOMORKI
PLEMNIKOWEJ

Eksperymenty nad zaptodnieniem in vitro u roslin okrytonasiennych nie sg ogra-
niczone tylko do fuzji komorki jajowej z plemnikowa. Prdébuje sie, podobnie jak
to ma miejsce w naturze, doprowadzi¢ do potgczenia komérki centralnej z komdrka
plemnikowg i uzyskania tg droga bielma. Ostatnio doniesiono o pierwszym tego
typu eksperymencie zakonczonym czesciowym sukcesem [41]. Wyizolowana ko-
morka centralna zaptodniona in vitro rozwijata sie podobnie jak w warunkach in
situ tworzac tkanke przypominajgca bielmo. Zaobserwowano, ze jadro komorki
plemnikowej tgczy sie z jednym z jader biegunowych lub z jadrem wtornym.

Wyizolowane komarki centralne moga by¢ uzyte w badaniach nad specyficznosciag
molekularng powierzchni bton i receptorami btonowymi dla adhezji komdrek ple-
mnikowych. Interesujagca wydaje sie byé rowniez mozliwos¢ analizy substancji wy-
dzielanych przez wytworzone in vitro bielmo do pozywki i wykorzystanie
ewentualnych czynnikéw promujacych rozwdéj zarodka w kulturach ’kombinowa-
nych’ (co-culture) zaptodnionych in vitro komdérek jajowych i centralnych. Za-
ptodnione komorki centralne moga by¢ réwniez uzyte w badaniach nad regulacja
i izolacjg genow, jak to uczyniono z izolowanymi komadrkami jajowymi i zygotami
[6, 7]. Stwarza to mozliwo$¢ zrozumienia korelacji w rozwoju komorki jajowej
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i centralnej. Poznanie zmian zachodzacych w pierwszym cyklu komoérkowym, nie
tylko zygoty ale takze zaptodnionej komdrki centralnej, moze wydatnie przyblizy¢
zrozumienie procesu podwdjnego zaptodnienia.

HODOWLA IN VITRO Z2YGOT, EMBRIOGENEZA
| REGENERACJA ROSLIN

Zasadniczym warunkiem determinujgcym sukces eksperymentoéw z zaptodnieniem
in vitro bylo opracowanie odpowiedniego systemu mikrokultury, ktéry podtrzy-
mywatby wzrost irozwdj zygot. Problem ten udato sie rozwigzaé dzieki tzw. kulturom
’kombinowanym’ (co-culture). W metodzie tej zygoty umieszcza sie w specjalnych
miniszalkach (Millicelt) o $rednicy 12 mm zaopatrzonych w péiprzepuszczalna,
przezroczysta membrane, a te z kolei w wiekszej plastikowej szalce (§r. 35 mm)
wypetnionej 1,5 ml kultury zawiesinowej niemorfogenicznych komdrek niedojrza-
tych zarodkow kukurydzy, ktore stanowig kulture odzywiajgca zygote (feede ’rcells).
Ostatnio, jako kultury odzywiajgce czeSciej stosuje sie hodowle zawiesinowe mi-
krospor kukurydzy lub jeczmienia [43,47]. Dobre wyniki przynosi takze stosowanie
pozywek dwuwarstwowych, w ktérych warstwe odzywiajacq stanowi kultura ko-
maérek kukurydzy [37] lub mchu [40]. Hodowla prowadzonajest na zmodyfikowanej
pozywce Murashige i Skooga [52] wzbogaconej o aminokwasy iregulatory wzrostu.
Opisany system mikrokultury wykorzystywany jest takze do kultury izolowanych
zygot po zaptodnieniu in situ.

W przypadku kultury zygot kukurydzy powstatych in vitro osiggnieto peiny
sukces. Rozwijajgce sie struktury byly wyraznie spolaryzowane, a przebieg em-
briogenezy in vitro analogiczny do rozwoju zarodka in situ. Po przeniesieniu zarodka
na pozywke zestalong dochodzito wprawdzie do pewnego przerostu tkanek, jednak
formowany byt koleoptyl, a w koncu powstawaty siewki i ptodne rosliny [38].
U pszenicy, podziaty zygot prowadzity tylko do powstania mikrokalusa [33], na-
tomiast produkt fuzji izolowanych gamet tytoniu cechowat sie obnizong zywotnoscig
i nie wykazywat zdolnosci do cytokinezy [63]. Kukurydza jest wiec jak dotad
jedynym gatunkiem, u ktérego udato sie uzyskaé rosliny po fuzji izolowanych
gamet.

Znacznie lepsze rezultaty uzyskano w eksperymentach przeprowadzonych z wy-
korzystaniem hodowli in vitro zygot izolowanych krétko po zaptodnieniu in situ.
Ptodne rodliny otrzymano u jeczmienia [22], pszenicy [22, 43] i kukurydzy [50].
W przypadku tytoniu obserwowano jedynie pojedyncze podziaty w izolowanej zy-
gocie [20] (tab. 2).

Inng technika zapewniajaca rozwoj izolowanej zygoty jest jej implantacja do
zalgzkow pobudzanych uprzednio do partenokarpicznego wzrostu przez traktowanie
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systetyczna auksyng 2,4-D. Kultura in vitro takich zalgzkéw pozwolita otrzymac
na drodze bezposredniej embriogenezy ptodne rosliny pszenicy z zygot wszcze-
pionych do zalgzkéw tego samego gatunku lub do zalgzkéw jeczmienia [42]. Odmiang
tej techniki jest hodowla in vitro izolowanych zalgzkéw zawierajacych zygoty [45].

Ostatnim osiggnieciem jest opracowanie systemu mikrokultury umozliwiajgcego
podtrzymanie rozwoju wyizolowanych zygot pszenicy i rownoczesng ich obserwacje
[44]. Mikroskopowej analizie poddano wyizolowane zygoty zatopione w agarozie
bezposrednio na szkietku mikroskopowym.

INDUKCJA PARTENOGENEZY W IZOLOWANYCH
KOMORKACH JAJOWYCH

Izolowane komorki jajowe kukurydzy, jeczmienia i pszenicy [22] nie dzielity
sie w warunkach in vitro. Podobnie produkt fuzji dwoch gamet zenskich kukurydzy
nie ulegat podziatom, mimo wystgpienia fuzji jader komorkowych. Udato sie na-
tomiast indukowac rozwdj izolowanych protoplastow komdérek jajowych przez ich
krétka inkubacje (1 do 2 godzin) w roztworze o wysokim stezeniu 2,4-D (10740
mg ¢ I-1) [40]. W rezultacie uzyskano struktury wielokomdrkowe. Réwniez nie-
zaptodnione komorki jajowe tytoniu przechodzity cytokinezy po inkubacji w 2,4-D
[63]. Préby te dajg szanse nie tylko na stworzenie alternatywnej drogi indukcji
gynogenezy u roslin [28, 70], ale takze na badanie procesu aktywacji komorki
jajowej podczas partenogenetycznego rozwoju. Warto zaznaczy¢, ze molekularne
mechanizmy indukcji partenogenezy u roslin sg catkowicie nieznane.

HYBRYDYZACJA KOMOREK GAMETYCZNYCH

Technika zaptodnienia in vitro moze by¢ przydatna w przetamywaniu barier
uniemozliwiajgcych uzyskiwanie mieszaficow oddalonych u roslin, stanowigc al-
ternatywny dla innych technik (krzyzowania seksualnego, somatycznej hybrydyzaciji,
zapylania in vitro) sposob produkcji nowych kombinacji mieszancowych. Doty-
chczasowe proby fuzji gamet nalezacych do réznych taksonéw nie przyniosty wpraw-
dzie petnego sukcesu, budzgjednak uzasadnione nadzieje. Fuzja komorek jajowych
kukurydzy z gametami meskimi pszenicy, Sorghum, Cobci rzepaku, tylko w ostatnim
przypadku zakonczyta sie szybkag degeneracjg komorki powstatej w wyniku fuzji
[40]. W pozostatych eksperymentach produkty fuzji dzielity sie tworzac wieloko-
morkowe struktury. Wyniki te wskazujg, ze otrzymanie roslin w drodze hybrydyzacji
gamet moze sie uda¢ w przysztosSci.
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Interesujagce perspektywy daje takze technika mikroiniekcji jagder komadrek ple-
mnikowych do komorki jajowej lub komérki centralnej. Tego typu eksperymenty
przeprowadzone na izolowanych woreczkach zalgzkowych kukurydzy [31, 49] wy-
kazaty, ze procedury izolacji nie majg wptywu na aktywnos$¢ transkrypcyjng materiatu
zawartego w jadrze komoérki plemnikowej.

Stosujgc technike bezposredniej mikroiniekcji DNA do jadra zygoty usitowano
takze uzyskac u kukurydzy modyfikacje genetyczne [47]. Najlepsze wyniki osiggano
po przeprowadzeniu iniekcji po 20 godz. kultury, Kiedy nastgpita juz regeneracja
Sciany komérkowej. Stwierdzono, ze ekspresja genéw reporterowych ujawniata sie
z czestos$cia 3,5%, a frekwencja powstawania transgenicznych zygot byta wyzsza,
kiedy mikroiniekcje przeprowadzano na poczatku lub po zakonczeniu fazy S, niz
w trakcie jej trwania. Poddane iniekcji zygoty byty zdolne do podziatéw itworzenia
struktur globulamych.

PERSPEKTYWY DALSZYCH BADAN

W ostatnich latach wykazano, ze mozliwy jest rozwdj w kontrolowanych wa-
runkach in vitro wyizolowanej zygoty powstatej w wyniku zaptodnienia in planta
lub in vitro az do stadium plodnej rodliny. Poczyniono takze pierwsze kroki w
indukowaniu rozwoju niezaptodnionych komérek jajowych. Wykonalne staja sie
obecnie badania z zakresu biochemii i ekspresji genéw w izolowanych gametach
i zygocie.

Metody #gczenia gamet powinny by¢ odpowiednio dobrane w zaleznosci od
badanego zagadnienia. Elektrofuzja jest czesto stosowana ze wzgledu na swojg
efektywnos$é. Techniki fuzji indukowanej chemicznie muszg zosta¢ ulepszone pod
wzgledem sktadu pozywki i procedury taczenia gamet. Ta metoda daje wieksze
mozliwos$ci badania mechanizmu rozpoznawania sie i fuzji gamet. Uzyskane wyniki
pomoga odpowiedzie¢ na pytanie, czy u roslin wyzszych wystepujg receptory chara-
kterystyczne dla gamet, jak to ma miejsce u zwierzat, czy tez fuzja komorek ga-
metycznych nie jest specyficzna, jak w przypadku fuzji komdrek somatycznych.

Niewiele wiadomo jeszcze o biochemii i fizjologii fuzji gamet roslin wyzszych
in vitro. Badania wykorzystujace techniki zaptodnienia in vitro moga zosta¢ roz-
szerzone o szczego6towe analizy zmian, jakim podlegajg pojedyncze komorki jajowe
w trakcie i po powstaniu zygoty, a nastepnie podczas rozwoju zarodka. Duze per-
spektywy rokujg transformacje jednokomorkowe dzieki mikroiniekcji DNA do po-
jedynczej komdérki jajowej przed fuzja, lub do zygoty - po fuzji. Regeneracja roslin
z pojedynczej zygoty wiaze sie z licznymi technicznymi utrudnieniami. Duzym
utatwieniem bytoby rozwiniecie metody hodowli pojedynczych komoérek zapew-
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niajagcej podtrzymanie ich zdolnosci do podzialbw bez konieczno$ci stosowania
kultur ’kombinowanych’ z komdrkami odzywczymi.

Potaczenie techniki kultur pojedynczych komérek z metodami molekularnymi
daje mozliwo$¢ badania molekularnych mechanizméw regulujacych proces pod-
wojnego zaptodnienia i pierwszych etapdw rozwoju zarodka u roslin okrytona-
siennych.
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ADVANCES IN FERTILIZATION RESEARCH IN ANGIOSPERMS:
Il. BIOCHEMICAL AND MOLECULAR ASPECTS

Lestaw PRZYWARA, Marzena POPIELARSKA

Zaktad Cytologii i Embriologii Roslin Instytutu Botaniki
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie

Streszczenie: Zastosowanie techniki zaptodnienia in vitro z uzyciem izolowanych gamet roslin okryto-
nasiennych oraz metocTbiologii molekularnej stworzyto nowe mozliwosci i przyniosto znaczacy postep
w poznaniu biochemicznych i molekularnych mechanizméw lezgcych u podstaw zjawisk reprodukcyj-
nych uAngiospermae. W badaniach wykorzystuje sie opracowane w ostatnich latach precyzyjne techniki
molekularne, np. zmodyfikowang metode namnazania fragmentéw DNA, tzw. RT/PCR (reverse trans-
cription -polymerase chain reaction), dzieki ktérej mozna skonstruowa¢ biblioteke cDNA z zaledwie
kilku komérek. Pozwala to na izolowanie genéw specyficznych dla komérki jajowej i zygoty oraz genéw
indukowanych przed, w trakcie i po zaptodnieniu. W artykule oméwiono wyniki badan z tego zakresu.
(Postepy Biologii Komorki 1999; 26: 809-825)

Stowa kluczowe: Angiospermae, zaptodnienie in vitro, izolowane gamety, molekularne mechanizmy
zaptodnienia.

Summary. The use of molecular techniques along with the method of in vitro fertilization with isolated
gametes of angiosperms provide new tools for biochemical and molecular analysis of reproductive
processes in this group of plants. Recent development of highly sensitive molecular tools such as
PCR-based cDNA libraries originating from egg cells and zygotes as well as the RT-PCR technique at
the single-cell level enables studying of gene expression in gametes and genes induced by fertilization.
In this revue we have discussed the new results in this field.

(Advances in Cell Biology 1999; 26: 809-825

Key words: In vitro fertilization, isolated gametes, angiosperms, molecular mechanisms.
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WSTEP

Zastosowaniu technik biologii molekularnej przyniosto duzy postep w poznaniu
biochemicznych i molekularnych mechanizméw lezagcych u podstaw zjawisk re-
produkcyjnych u roslin okrytonasiennych. Systematyczne badania genetyczne po-
zwolity na identyfikacje mutacji zaburzajagcych poszczegOlne etapy ontogenezy
zalgzka. Wyizolowane zostaty geny biorgce udziat w regulacji rozwoju tego naj-
wazniejszego zenskiego organu generatywnego u roslin kwiatowych [2, 45, 79,
80]. Niedawno zidentyfikowano réwniez mutacje wptywajgce na przebieg mega-
gametogenezy oraz rozwdj i funkcjonowanie gametofitu zenskiego u Arabidopsis
thaliana [13, 24]. Jest to wazny krok w kierunku poznania genoéw i ich produktéw
kierujacych rozwojem i funkcjonowaniem tej niezbednej w seksualnym rozmnazaniu
roslin kwiatowych struktury. Tutaj znajduja sie komorki jajowa i centralna, ktérych
zaptodnienie zapoczatkowuje rozw0j nasienia.

W ostatnich latach zanotowano réwniez znaczacy postep w poznaniu procesu
zaptodnienia u Angiospermae. Opracowany zostat system eksperymentalny umo-
zliwiajgcy zaptodnienie in vitro z uzyciem izolowanych gamet. Wykazano, ze w
przypadku kukurydzy mozliwy jest rozwd@j powstatej tg drogg zygoty az do stadium
ptodnej roéliny. Poczyniono takze pierwsze kroki w indukowaniu podziatdw nie-
zaptodnionych komérek jajowych, co powinno pozwoli¢ w przyszto$ci na badanie
zjawiska partenogenezy u roélin. Zagadnienia te zostaty omodwione w odrebnej
pracy [70]. Dzieki technice zaptodnienia in vitro mozemy obecnie w $cisle okre-
$lonych warunkach fizjologicznych, pozbawionych oddziatywan wynikajacych z
obecnosci tkanek rosliny macierzystej, bada¢ mechanizmy rozpoznawania sie gamet
i procesy rozwojowe zachodzace w czasie aktywacji komorki jajowej, powstania
zygoty i wczesnego rozwoju zarodka i bielma. Celem niniejszejszego artykutu jest
przedstawienie niektérych dokonan w tej dziedzinie.

OBECNY STAN WIEDZY O MECHANIZMACH
REGULUJACYCH FUZJE GAMET | AKTYWACJE
KOMORKI JAJOWEJ U ANGIOSPERMAE

Jedna z podstawowych kwestii zwigzanych z procesem zaptodnienia sg me-
chanizmy odpowiedzialne za rozpoznawanie sie gamet przeciwnej pici. Niestety
nie potrafimy jeszcze odpowiedzie¢ na pytanie, jak proces ten przebiega u roslin
okrytonasiennych. Do badania mechanizmu rozpoznawania sie gamet zastosowaé
mozna rozne strategie. Jedna z nich polega na identyfikacji czgsteczek biorgcych
udziat w rozpoznawaniu sie gamet przy uzyciu przeciwciat skierowanych przeciwko
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determinantom powierzchniowym zawartym w gametach zenskich i meskich. Metoda
ta z powodzeniem wykorzystywana u glonu Fucus [7] jak dotychczas nie sprawdzita
sie w przypadku roslin wyzszych. Uzyskano wprawdzie monoklonalne przeciwciata
w stosunku do powierzchni komadrek plemnikowych szeregu gatunkéw roslin, jednak
ze wzgledu na znaczny stopien zanieczyszczeh powstatych w trakcie izolacji ple-
mnikéw reakcja immunologiczna nie byta specyficzna [8, 9]. W odniesieniu do
komérek jajowych opisana metoda nie byta dotychczas stosowana; gtéwnym ogra-
niczeniem jest tu niewielka liczba komaérek jajowych, jakimi mogg dysponowac
eksperymentatorzy.

Innym podejsciem do badania zjawisk rozpoznawania sie gamet zefskiej i meskiej
jest uzycie systemu zaptodnienia in vitro. ldentyfikacja inhibitoréw zaptodnienia
w warunkach in vitro mogtaby umozliwié identyfikacje receptorow biorgcych udziat
w rozpoznawaniu sie gamet [9]. Wreszcie wykorzystanie metod molekularnych
do identyfikacji sekwencji cDNA specyficznych dla izolowanych komorek ple-
mnikowej ijajowej moze by¢ pomocne w zrozumieniu mechanizmu rozpoznawania
sie gamet. Ostatnie osiggniecia w zakresie konstruowania metodg PCR bibliotek
cDNA z gamety zenskiej i zygoty [19, 20] stwarzajg szanse identyfikacji genow
kodujacych biatka zaangazowane w rozpoznawanie sie gamet i inne procesy zwigzane
z zaptodnieniem.

Cytologiczne, biochemiczne i molekularne zmiany prowadzacych do aktywacji
komoérki jajowej, jak i sama jej aktywacja sg dobrze udokumentowane u zwierzat
[29, 40, 55, 86] i roslin nizszych [4, 7]. Z badan tych wiadomo, ze bardzo istotng
role w procesie zaptodnienia odgrywajg jony Ca + W ostatnich latach ukazato
sie szereg prac wskazujgcych na kluczowe role wapnia w procesach reprodukcyjnych
u Angiospermae [12, 47, 60, 69, 88, 90- 92, 99, 101-103].

Doniesiono m.in. o korzystnym wptywie jonéw Ca2+jako czynnika regulujacego
zaptodnienie in situ [12, 91] i indukujgcego proces fuzji in vitro. Analiza zmian
koncentracji jonéw wapnia przeprowadzona przy uzyciu technik fluorescencji [94]
i spektroskopii elektronowej (EELS) [47] wykazaty wzrost stezenia tego jonu bez-
posrednio po zapyleniu, gtdwnie w otoczeniu komdrki jajowej i synergid. Zasto-
sowanie monoklonalnych przeciwciat kalmoduliny (CaM) pozwolito na ustalenie
zmian w iloSci btonowego Ca2+. Stwierdzono wzrost poziomu CaM w momencie
fuzji gamet, szczegdlnie wokdt jadra komdrkowego [90]. Eksperymenty nad fuzjg
gamet tytoniu (Nicotiana tabacum) wykazaty, ze wysokie stezenie jon6w wapnia
i wysokie pH nie wptywaly indukujgco na potgczenie sie gamet u tego gatunku.
Wskazuje sie jednoczes$nie, ze raczej czas dziatania jonéw Ca2+ na gamety, a nie
stopien koncentracji tego czynnika moze miec¢ istotny wptyw na szybko$¢ przebiegu
fuzji [84, 85].

W celu zbadania wptywu wapnia (Ca2+) na zjawiska wystepujace w meskich
gametach tuz przed zaptodnieniem, Williams i wsp. [94] badali fosforylacje i zmiany
poziomu biatek wigzacych wapn (kalmoduliny i kalretikuliny) w izolowanych ple-
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mnikach kukurydzy. Stosujgc techniki immunologiczne stwierdzono, ze podczas
gdy inkubacja komdrek plemnikowych w obecnosci 1 mM Ca2+ przez okres 1
godz. zwiekszata poziom kalmoduliny o 136% w pordéwnaniu z kontrolg, poziom
kalretikuliny wzrost stosunkowo nieznacznie (34% po 3-godz. traktowaniu) w ko-
moérkach plemnikowych. Fosforylacja biatek byta niska zarowno w materiale kon-
trolnym, jak ipo jednogodzinnym traktowaniu Ca2+,jednakze po 12 godz. inkubacji
w obecnosci wapnia nastgpit 13-krotny wzrost fosforylacji biatka o masie 18 kDa.
Przypuszcza sie, ze obserwowane w eksperymencie zmiany fosforylacji biatek in-
dukowane wapniem moga by¢ analogiczne do zjawisk wystepujacych w plemnikach
tuz przed zaptodnieniem w warunkacj in situ i utatwiajg fuzje plemnikow z komorka
jajowga i komorka centralna.

Z innych badan [99] wynika, ze jony wapnia sa odpowiedzialne za fuzje izo-
lowanych plemnikéw kukurydzy. W rosngcych tagiewkach pytkowych, w odlegtosci
20 do 50 pm od szczytu tagiewki stwierdzono podwyzszong koncentracje jondw
wapnia. Plemniki natomiast znaleziono w odlegto$ci nie mniejszej niz 90 pm od
szczytu tagiewki. Wyniki te sugeruja, ze przed uwolnieniem plemnikéw do dege-
nerujgcej synergidy znajdujg sie one w regionie ubogim w wapnh.

Badania nad dynamika zmian w poziomie jonéw Ca2+w trakcie wzrostu i wejscia
tagiewki pytkowej do woreczka zalgzkowego wykazaty u wszystkich przebadanych
gatunkéw zlokalizowany szczytowo gradient ograniczony do niewielkiego obszaru
btony plazmatycznej na najbardziej wysunietym fragmencie szczytu wierzchotka
tagiewki. Wzrost tagiewki powoduje fluktuacje gradientu [69].

Rozmieszczenie wapnia w zalgzkach i woreczkach zalgzkowych przed i po za-
ptodnieniu badano u tytoniu [88]. Przed zaptodnieniem, w komérkach nucellusa
otaczajgcych kanal mikropylamy pojawiajg sie obfite ztogi wapnia. Akumulacja
wapnia jest wieksza w synergidzie, ktdra w przysztosci stanie sie receptywna dla
tagiewki pytkowej. Po zaptodnieniu ztogi wapnia w mikropyle zanikajg, a wnikanie
kolejnych tagiewek pytkowych ulega zahamowaniu. Wykazano zatem, ze zdolnos¢
zalagzkow do zaptodnieniajest skorelowana z obecno$cig wapnia, ktory jest niezbedny
dla wnikniecia tagiewki pytkowej do woreczka zalgzkowego.

Ostatnie prace ujawnity czasteczki sygnatowe, ktére kontrolujg zapylenie, wia-
czajac peptydy posredniczace w rozpoznawaniu pytku i glikoproteidy podtrzymujace
wzrost tagiewki pytkowej. Spolaryzowany wzrost tagiewki pytkowej wymaga ka-
skady sygnatéw warunkowanych udziatem wapnia i wskazéwek pochodzacych od
haploidalnych idiploidalnych komoérek zalgzka skierowujgcych tagiewki do komoérki
jajowej (omdwienie [93]).

Podczas zaptodnienia u zwierzat wnikniecie plemnika do jaja powoduje gwat-
towny, krotkotrwaty, wzrost poziomu wapnia. Wydaje sie, ze podobne zjawisko
wystepuje réwniez u roslin okrytonasiennych. Pierwszy dowdd na podniesienie
poziomu wolnych jonéw wapnia w cytosolu komorki jajowej bedacy efektem za-
ptodnienia zostal przedstawiony przez Digonnet i wsp. w 1997 r. [18]. Stosujac
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system zaptodnienia in vitro u kukurydzy stwierdzono, ze adhezja gamet nie po-
wodowata zadnych zmian w poziomie cytosolowego Ca2+w komorce jajowej, na-
tomiast fuzja wywotywata gwattowne, trwajace kilka minut podniesienie poziomu
wapnia. Obserwacje te otwierajg droge do identyfikacji u roslin kwiatowych wczes-
nych sygnatéw indukowanych w okresie poprzedzajagcym zaptodnienie jak i w trakcie
samego zaptodnienia oraz do badania roli wapnia podczas fazy aktywacji komorki
jajowej i wczesnego etapu rozwoju zygoty.

Waznym zjawiskiem zwigzanym z aktywacjg komorki jajowej u glondéw jest
synteza Sciany komdrkowej [7]. Stosujac system zaptodnienia in vitro u kukurydzy
stwierdzono, ze skitadniki odbudowywanej de novo $ciany komdrkowej pojawiajg
sie¢ juz w 30 sekund, po fuzji komérki jajowej z plemnikowg natomiast - po 20
min S$ciana pokrywa juz calg zaptodniong komorke jajowg [46]. Przypuszcza sie,
ze odbudowa $ciany komoérkowej zmniejsza lub wrecz uniemozliwia zajscie po-
lispermii. Swiadczy¢é moze o tym fakt, ze po wprowadzeniu w poblize produktéw
fuzji dodatkowych gamet meskich (10-45 minut po zainicjowaniu fuzji, a wiec
w czasie kiedy obserwuje sie juz odbudowe sktadnikow Sciany komorkowej zygoty)
nie stwierdzono wnikania do zaptodnionej komoérki jajowej dodatkowych plemni-
kéw [27]. Jest to pierwsza tego typu obserwacja dotyczaca zaptodnienia u roslin
okrytonasiennych.

Zaptodnienie u roslin nizszych czesto zwigzane jest z modyfikacjami powierzchni
i cytoszkieletu komorki jajowej potagczonymi z migracja jadra gamety meskiej [34,
49, 59, 87]. Podobne zjawiska obserwowano takze u roslin wyzszych. Przyktadem
moze byé deformacja ksztattu komorki jajowej kukurydzy bezposrednio po fuzji
indukowanej elektrycznie lub chemicznie [27, 28, 46]. O tym, czy taka deformacja
wystgpi decyduje turgor komorki jajowej w trakcie jej izolacji i fuzji z gametg
meska. Wrzecionowata komorka plemnikowa tgczy sie z komorka jajowg z wiekszg
wydajnoscig niz komorka sferyczna [46]. Nalezy podkres$li¢, ze wyniki otrzymane
w warunkach in vitro muszg by¢ interpretowane z duzg ostrozno$cig i nie moga
by¢ w bezposredni sposéb odnoszone do zjawisk wystepujacych podczas zaptodnienia
in situ.

Osobnym zagadnieniem jest kwestia preferencji komérek plemnikowych w pro-
cesie podwdjnego zaptodnienia [74]. Przypuszcza sig, ze rozdziat gamet meskich
moze mie¢ zwigzek z nier6wnym podziatem materiatu genetycznego [30].

Przedmiotem badan jest rowniez transport komdrek plemnikowych w tagiewce.
Pewne dane wskazujg na istnienie komunikacji miedzy woreczkiem zalgzkowym
atagiewka pytkowa oraz naudziat wtym procesie miozyny, biatka zidentyfikowanego
wewnatrz tagiewki pytkowej u tytoniu [75, 100].

Coraz wiecej uwagi poswieca sie ostatnio zagadnieniu zwigzku miedzy cyklem
komérkowym, réznicowaniem sie gamet i zaptodnieniem u roslin wyzszych. Wiele
danych wskazuje na kluczowa role cyklu komérkowego i gendw z nim zwigzanych
w kierowaniu procesem réznicowania sie gamet i ich fuzji. Wykazano, ze gamety
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zenskie i meskie reprezentuja te samg faze cyklu komoérkowego w momencie fuzji
[61, 62]. Oznacza to, ze sukces fuzji wydaje sie by¢ uzalezniony od uzyskania
synchronizacji przebiegu cyklu komdrkowego przez komorke jajowa i plemnikowg
przed zaptodnieniem i podczas kariogamii. Cykl komo6rkowy powinien by¢ zatem
postrzegany jako ’zegar’, ktory koordynuuje procesy zwigzane z gametogenezg i
zaptodnieniem.

Badania nad cyklem komdrkowym w plemnikach Arabidopsis wykazaty, ze w
momencie zapylenia ilos¢ DNA w pytku wynosi 1.5 C DNA. Kiedy tagiewka
dociera do zalgzni, w jadrach komorek plemnikowych zawarto$¢ DNA wynosi
1.75 C, natomiast tuz przed podwdjnym zaptodnieniem 2 C DNA [31]. Opisany
sposOb przebiegu fazy S przed zaptodnieniem u roslin kwiatowych jest odmienny
niz u wszystkich innych nieroslinnych organizmow eukariotycznych, gdzie plemnik
pozostaje w fazie Gj podczas rozwoju przed fuzjg gamet. Powyzsze badania maja
rdbwniez pewne praktyczne implikacje. Pokazujg one bowiem, ze analiza przebiegu
cyklu komorkowego moze by¢ wykorzystywana do oceny przydatnosci gatunku
w eksperymentach z zaptodnieniem in vitro.

Problem replikacji zygotycznego DNA byt przedmiotem interesujagcych badan
prowadzonych nad izolowanymi zygotamijeczmieniaikukurydzy [61,62]. Wykazaty
one, ze ujeczmienia wartos¢ 4C DNA (efekt replikacji) byta osiggana 22-29 godzin
po zapyleniu. U kukurydzy pierwszy podziat zygoty in vivo zachodzit 32 godz.
po zapyleniu, podczas gdy zygota otrzymana in vitro dzielita sie dopiero 42-46
godzin po fuzji.

Eksperymenty przeprowadzone na izolowanych zygotach majg duze znaczenie
dla zrozumienia proceséw odpowiedzialnych za przeksztatcenie sie zygoty w za-
rodek. Podczas gdy mechanizmy molekularne, ktore indukujg i regulujg te trans-
formacje u roslin okrytonasiennych, sg stabo poznane [25], u zwierzat wiele kwestii
z tym zwigzanych jest juz w znacznym stopniu wyjasnionych (omdéwienie [15,
77)).

POLARYZACJA KOMORKI JAJOWEJ | ZYGOTY IN VITRO

Postuluje sie, ze asymetria komorkowa odgrywa istotng role w embriogenezie.
Badania nad molekularnymi aspektami polaryzacji w rozwoju roslin sg najbardziej
zaawansowane u glonéw Fucus i Pelvetia nalezagcych do brunatnie (Phaeophyta)
[1, 4, 5, 7, 48, 71]. Dane na ten temat odnoszace sie do roslin wyzszych sa znacznie
ubozsze. Studia nad ekspresja gendéw u Arabidopsis i w innych uktadach ekspe-
rymentalnych, ujawnity konsekwencje rozwojowe wynikajace z asymetrii w
pézniejszych stadiach embriogenezy. Badania genetyczne sugerujg, ze asymetria
komdérkowa jest odpowiedzig na jakie$ niezidentyfikowane dotychczas sygnaty po-
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chodzace z sasiednich komoérek. Natura sygnatow biorgcych udziat w determinacji
loséw zarodka jest jednak stabo poznana. Wszelkie dostepne dowody uzyskane
w wyniku badan genetycznych i molekularnych wydajg sie potwierdza¢ przypu-
szczenie, ze formowanie sie wzoru zarodka postepuje stopniowo z udziatem ko-
munikacji pomiedzy klonalnie niespokrewnionymi komorkami (omowienia ostatnich
badan na ten temat [35, 42, 43, 56, 78]).

System zaptodnienia in vitro moze utatwié¢ zrozumienie roli polaryzacji i asy-
metrycznos$ci zygoty w procesie zaptodnienia. Polamos$é zygoty, majgca wptyw
na asymetryczny podziat komérki, a w konsekwencji na wyodrebnienie sie zarodka
wiasciwego i suspensora, moze mie¢ swdj poczatek w rozmieszczeniu cytoplazmy
w obrebie komérki jajowej. W izolowanych komdrkach jajowych, ktére stajg sie
sferyczne, polamo$¢ wydaje sie by¢ utrzymana. Protoplasty komorek jajowych,
a takze produkty fuzji dwéch protoplastow komorek jajowych odtwarzajg w kulturze
Sciane komodrkowg tylko na jednym biegunie komorki, co mozna ttumaczyé¢ probg
przywrécenia polamosci typowej in vivo, gdzie $ciana komoérkowa otacza komdrke
jajowa tylko czeSciowo. Wyrazna polaryzacja jest obserwowana po fuzji z komoérka
plemnikowga i w rozwijajacej sie zygocie [46]. Ostatnio wykazano przy uzyciu
sond fluorescencyjnych chlorotetracykliny (CTC) i flufenazyny (FPZ), ze rozmie-
szczenie wapniaikalmoduliny podczas rozwoju izolowanej zygoty i mtodego zarodka
pszenicy jest wyraznie spolaryzowane, a ich koncentracje stwierdzono w regionach,
w ktérych nastepowato réznicowanie sie paczka zarodkowego i zawigzku korzenia
[102].

MOLEKULARNE ASPEKTY ZAPLODNIENIA
U ANGIOSPERMAE

Niewiele wiadomo jeszcze o mechanizmach, ktére aktywuja i kontrolujg rozwaj
komérki jajowej i komorki centralnej po zaptodnieniu. Nasuwa sie wiele funda-
mentalnych pytan zwigzanych z tym zagadnieniem. Dla przyktadu, czy istniejg
geny, ktérych ekspresja ma miejsce tylko w komérkach plemnikowej i jajowej?
Czy zaptodnienie indukuje ekspresje okreslonych genéw? Czy istniejg geny spe-
cyficzne dla zygoty? Jaka jest rola genéw podczas rozwoju zygoty i w poczatkowych
etapach embriogenezy u roslin okrytonasiennych? Na niektére z tych pytan potrafimy
juz czeSciowo odpowiedziec.

W celu przeprowadzenia badan molekularnych konstruuje sie biblioteki cDNA
jako zZrodto dla izolacji genéw z komérek plemnikowych kukurydzy, ktére mozna
uzyskiwa¢ z wysoka wydajnoscig. W przeciwienstwie do komorek plemnikowych
izolacja genow z komoérekjajowych izygotjest utrudniona ze wzgledu na ograniczong
iloS§¢ materiatu. Pomocne sg tu zmodyfikowane metody namazania fragmentow
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DNA, tzw. RT/PCR (reverse transcription - polymerase chain reaction), dzieki
ktérym mozna skonstruowaé biblioteke cDNA z zaledwie kilku komoérek [19, 73].
Wykorzystujagc metode PCR utworzono biblioteki cDNA kukurydzy ze 128 nie-
zaptodnionych komarek jajowych i 104 zygot w 18 godz. od momentu zaptodnienia
in vitro. Z wymienionych bibliotek wyizolowano ponad 50 réznych gendw, ktérych
ekspresja jest regulowana po zaptodnieniu. Kilka wyizolowanych klonéw wydaje
sie ulegac ekspresji wytgcznie w komdrkach jajowych kukurydzy i zygotach otrzy-
manych in vitro. Kolejne wyodrebnione geny, ktérych ekspresja indukowana jest
po zaptodnieniu, nie podlegaty ekspresji lub tylko na bardzo niskim poziomie,
w niezaptodnionych komdrkach jajowych. Wiekszos¢ tych klondw nie byta wczesniej
opisana i wydaje sie byc¢ specyficzna dla woreczka zalgzkowego [14]. Niektore
z nich, homologiczne do znanych bialek, sg zaangazowane w podziaty i cykl ko-
moérkowy, translacje, replikacje i naprawe DNA, modyfikacje i degradacje biatek
[22].

Jednym ze zidentyfikowanych klonéw z biblioteki cDNA zygot kukurydzy otrzy-
manych w warunkach in vitro jest klon kodujacy kalretikuline [20]. Kalretikulina
jest gtdbwnym biatkiem gromadzacym wapn, zlokalizowanym przede wszystkim
we wnetrzu kanatow siateczki srédplazmatycznej, ale takze w jagdrze komorkowym
i cytoplazmie [50]. Wzmozona ekspresja tego genu nastepuje po zaptodnieniu i
jest Scile zwigzana z podziatem komorki. Dane te wydaja sie wskazywac na duze
znaczenie kalretikuliny jako magazynu Ca2+w czasie zaptodnienia oraz pierwszego
podziatu zygoty. Potwierdzajg to doniesienia innych autoréw o podniesieniu sie
poziomu tego jonu w obrebie cytoplazmy przy elektrofuzji komérki jajowej z ple-
mnikowa [90]. Opisany gen kalretikuliny jest pierwszym klonem cDNA wyizo-
lowanym z biblioteki cDNA utworzonej metodg RT/PCR i pierwszym genem
wyizolowanym z zygoty roslin wyzszych.

Wsrod wspomnianych 50 réznych genéw z biblioteki cDNA komorek jajowych
i zygot kukurydzy, zidentyfikowano réwniez cDNA kodujacy jeden z czynnikow
inicjujacych translacje okreslany jako elF-5a [21]. Ten wysoce konserwatywny czyn-
nik jest konieczny do stabilizacji mMRNA i inicjacji procesu translacji. Mimo ze
komorki jajowe uwazane sg za nieaktywne metabolicznie, wykazano, ze zmagazy-
nowanajest w nich duzailos¢ transkryptu tego genu. Po zaptodnieniu ilo$é transkryptu
maleje. Wynik ten sugeruje, ze niezaptodniona komorka jajowa kukurydzy mimo
stosunkowo matej aktywnos$ci metabolicznej jest przygotowana do translacji wy-
branych odcinkéw mRNA, stad tez proces ten zostaje szybko uruchomiony po
zaptodnieniu, wczesniej niz ma to miejsce u zwierzat. Siedem innych sklonowanych
gendw koduje biatka zwigzane prawdopodobnie z translacjg, a dwa inne przypu-
szczalnie zaangazowane sg w replikacje DNA [23]. Druga grupa z wymienionych
gendw jest indukowana w trakcie procesu zaptodnienia. Wskazuje to, ze aktywacja
genu zygotycznego (ZGA - Zygotic Gene Activation) i zmiana kontroli rozwoju
z macierzystego na zarodkowy zachodza u zygot roslin wyzszych krétko po za-
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ptodnieniu. Poddano analizie cztery transkrypty biatek rybosomalnych zaangazo-
wanych w biosynteze rybosoméw i proces translacji. Ekspresja wszystkich tych
gendw jest skorelowana z aktywnos$cig podziatowg komorki ijest silnie indukowana
w czasie fazy Gj komoérek somatycznych. Odmienny typ regulacji ma miejsce
w pierwszym cyklu komérkowym szlaku embrionalnego, gdzie duza ilo$¢ transkryptu
jest przechowywana w niezaptodnionej komaérce jajowej. Przeprowadzona analiza
czterech genow kodujacych biatka rybosomalne wykazata, ze pierwszy cykl ko-
morkowy w zygocie i komdrkach somatycznych jest odmiennie regulowany u roslin
wyzszych.

Wséréd klondw, wyizolowanych z materiatlu genetycznego pobranego z nieza-
ptodnionej komorki jajowej, zygot, a takze komérek plemnikowych kukurydzy,
zidentyfikowano nieznane dotagd geny z wysoko konserwatywnej rodziny genow
MADS-box odgrywajace znaczacg role w rozwoju organéw generatywnych roslin.
Transkrypty dwéch wyizolowanych gendw znaleziono w Kietkujacej tagiewce pyt-
kowej [38].

Metoda zaptodnienia in vitro pozwala réwniez na badanie roli znanych juz genéw
(np. gendéw regulujacych cykl komdrkowy). Wykorzystujac te technike Sauter i
wsp. [76] badali regulacje podziatu zygoty kukurydzy przez analize ekspresji genéw
regulatorowych cyklu komérkowego. Sledzono transkrypty genéw cdc2 i cyklin,
jak réwniez gendéw kodujacych histony. Analizowano ekspresje genow w komorce
plemnikowej, we wszystkich komdrkach megagametofitu (tj. synergidach, komadrce
jajowej, komérce centralnej i w antypodach), a takze w zygocie i stadium dwu-
komaérkowego prazarodka. Podczas gdy ekspresje genu cdc2 stwierdzono w komérce
plemnikowej, we wszystkich komdrkach woreczka zalgzkowego i podczas rozwoju
zygoty, geny cyklin wykazujg komoérkowo-specyficzng ekspresje w woreczku za-
lazkowym i zréznicowang ekspresje podczas rozwoju zygoty. U roslin wszystkie
trzy przebadane cykliny podlegajg transkrypcji de novo po zaptodnieniu, podczas
gdy u zwierzat wczesne podziaty komdrek embrionalnych sg regulowane cykling
mRNA pochodzgcg od matki.

Rola gamety meskiej w procesie zaptodnieniajest bardzo stabo poznana. Komérka
plemnikowa przylega do gamety zenskiej, a nastepnie tagczy sie z nia. Przypuszcza
sie, ze te wysoce wyspecjalizowane funkcje sa aktywowane przez unikalny zestaw
genéw. Tradycyjnie komorki gametofitu meskiego uwazane byly za nieaktywne
transkrypcyjnie ze wzgledu na wysoce skondensowang chromatyne i bardzo ogra-
niczong ilos¢ cytoplazmy. Xu i wsp. [95] dostarczyli dowodow na ekspresje gendéw
specyficznych dla gamety meskiej u roslin kwiatowych Zidentyfikowali i scha-
rakteryzowali gen LGC1, ktéry ujawnia sie wytgcznie w gamecie meskiej. Produkty
tego genu sg zlokalizowane na powierzchni komérek plemnikowych sugerujac ich
role w interakcjach plemnik-komdrka jajowa. Odkrycie to stanowi wazny krok
w kierunku zdefiniowania molekularnych mechanizmoéw rozwoju gamet meskich
i procesow komoérkowych zwigzanych z zaptodnieniem u roslin kwiatowych. W
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innej pracy [96] ci sami autorzy wyizolowali klony cDNA kodujace specyficzne
dla komorki generatywnej histony gcH2A i cH3. Hybrydyzacja in situ wykazata,
ze obydwa geny sg aktywowane po utworzeniu komérki generatywnej i akumulacja
ich transkryptow zwieksza sie podczas dojrzewania komorki generatywnej. Wyniki
te sugeruja, ze gcH2A i gcH3 mRNAzy sg produktami transkrypcyjnej aktywacji
jadra komorki generatywnej. Dane te sg pierwszymi dowodami ekspresji genow
specyficznych dla komoérek meskiej linii generatywne;j.

Inng grupa gendéw, ktore ostatnio wyizolowano z rozwijajgcego sie pytku kilku
gatunkéw roslin, sa konserwatywne ewolucyjnie geny kodujace roslinne kinazy
biatkowe homologiczne do zwierzecych kinaz okreslanych jako GSK-3/shaggy [89].
Analiza sekwencyjna wykazata, ze geny te tworzg izolowang grupe nazwang PSKe .
Trzy geny izolowane z pytku Petunia hybrida i Arabidopsis thaliana miaty taka
samg organizacje genomowag: 12 intronéw i 13 ekson6w i chociaz wielkos$¢ intronéw
zmieniaka sie, ich potozenie byto state w obrebie poszczegélnych gendw i gatunkdéw.

Interesujgce badania nad molekularnymi i fizjologicznymi procesami pobierania
i metabolizmu cukru podczas wzrostu tagiewki pytkowej i zaptodnienia u Petunia
hybrida prowadzili ostatnio Yistra i wsp. [98]. Wykazano aktywno$¢ zwigzanej
ze Sciang komadrkowga inwertazy i pobieranie cukru przez tagiewke w postaci mono-
sacharydéw. Z pytku petuni wyizolowano transporter monosacharydow: pml (pe-
tunia monosacharide transporter 1), ktory nalezy do matej rodziny genow
specyficznych dla meskiego gametofitu. Gen ten jest aktywowany po pierwszej
mitozie w mikrosporze, a wysoki poziom mRNA obserwuje sie w dojrzatym i
kietkujacym pytku.

Fundamentalnym problemem w biologii rozmnazania roslin okrytonasiennych
jest zrozumienie, jakie procesy reguluja rozw6j zarodka i endospermy. Poniewaz
szczegO6towe omoOwienie tych zagadnien przekraczatoby zakres niniejszego opra-
cowania, ograniczyliSmy sie do zasygnalizowania kilku wybranych kwestii.

Rozwdj zygoty i wczesna embriogeneza sg z powodzeniem badane na poziomie
molekularnym u niektérych zwierzat doswiadczalnych (Drosophila, mysz). Wiedza
na ten temat jest obecnie bardzo obszerna, a szczeg6lnie wiele informacji uzyskano
dzieki analizie mutantow rozwojowych u zwierzat. Mutanty tego typu sg rOwniez
znane i intensywnie badane u roélin (gtéwnie u Arabidopsis thaliana i Zea mays).
Studia te dostarczyty wielu danych na temat genetycznych i molekularnych me-
chanizméw regulujacych embriogeneze [6, 16, 17, 32, 33, 36, 37, 41, 51-53, 57,
58, 64, 68, 83]. Okolicznoscig utrudniajgca rozpoznanie i badanie mutantow roz-
wojowych w warunkach in situ jest lokalizacja zarodka gteboko we wnetrzu tkanek
zalgzka. Metoda zaptodnienia in vitro stworzyta nowe szanse doktadniejszego badania
aberacji rozwojowych u roslin. Dotyczy to przede wszystkim mutantéw u kukurydzy,
bowiem u tego gatunku zygota otrzymana w wyniku fuzji izolowanych gamet jest
zdolna do podziatéw i kontynuowania rozwoju analogicznego do embriogenezy
zygotycznej in situ. System zaptodnienia in vitro daje mozliwos$¢ badania mecha-
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nizmoéw molekularnych zwigzanych z podwéjnym zaptodnieniem i wyodrebnienia
gendw odpowiadajgcych za rozwdj zygoty i zarodka. Moze zatem stanowic istotne
uzupetnienie studiow wykorzystujgcych mutacje rozwojowe, zjawisko somatycznej
embriogenezy i androgenezy.

W ostatnich latach obserwuje sie wzrost zainteresowania badaczy bielmem. Z
badan tych wytania sie bardziej kompleksowy obraz interakcji miedzy zarodkiem
i bielmem (omoéwienie [3, 67]). Cennych informacji na temat inicjacji i rozwoju
endospermy dostarczyty badania nad mutantami Arabidopsis, u ktorych nastepuje
rozwdj bielma i nasion bez zaptodnienia (fie - fertilization-independent endosperm;
fis - fertilization-independent seed) [10, 11, 44, 54, 66]. Zaobserwowano, ze za-
ptodnienie komorki jajowej i centralnej mutanta f644 plemnikami pochodzacymi
z normalnej rosliny powodowato zahamowanie rozwoju zarodka oraz nadprodukcje
endospermy. Wykazano takze, ze sklonowany gen F644 jest identyczny z genem
MEDEA, ktorego allel pochodzenia matczynego jest wymagany dla embriogenezy.
Mutacje tego genu sg letalne i powodujg $mier¢ zarodka. Przypuszcza sie, ze MEDEA
moze by¢ czynnikiem remodelujagcym chromatyne. [33, 72, 82]. Geny matczynego
efektu sg dobrze znane u zwierzat, natomiast sg zupetnym novum u roslin. Badania
te dopiero sie rozpoczety. Moga one przynies¢ wiele nowych informacji na temat
imprintingu u ro$lin wyzszych oraz przyczyni¢ sie do wyjasnienia rozpowszech-
nionego u wielu roslin zjawiska apomiksji, czyli wytwarzania nasion bez zaptod-
nienia.

Innym modelowym obiektem badan nad bielmem sg zboza (gtéwnie kukurydza
i pszenica). Prowadzone prace dotyczg m.in. molekularnych i cytologicznych pro-
cesOw rdéznicowania sie bielma, endoreduplikacji i programowanej $Smierci komaér-
kowej [39, 63, 65, 81, 99].

PERSPEKTYWY DALSZYCH BADAN

Opracowana w ostatnich latach technika zaptodnienia in vitro z uzyciem izo-
lowanych gamet roslin okrytonasiennych pozwala na badania z zakresu biochemii
i ekspresji gendéw specyficznych dla komaérki jajowej, plemnikowej i zygoty. Stwarza
ona mozliwo$¢ $ledzenia proceséw rozwojowych zachodzacych w czasie aktywacji
komérki jajowej, w stadium zygoty i podczas wczesnych etapéw rozwojowych
zarodka w $cisle okre$lonych, kontrolowanych warunkach fizjologicznych wolnych
od oddziatywan wynikajacych z obecnosci tkanek rosliny macierzystej. Ograniczenia
w badaniach nad tymi zagadnieniami sg nadal powodowane niewielkg liczbg izo-
lowanych komdrek jajowych, synergid i komérek centralnych, jaka jednorazowo
moga dysponowac eksperymentatorzy.
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Izolacja genéw z hibliotek cDNA niezaptodnionych komérek jajowych i zygot
jestpierwszym krokiem nadrodze do poznaniamolekularnych proceséw zaptodnienia
i poczatkowych faz rozwoju zarodka. Potgczenie techniki kultur pojedynczych ko-
morek z metodami molekularnymi daje mozliwos$¢ wyizolowania i opisania genéw
ulegajacych ekspresji w gametach zenskich i zygotach roslin wyzszych. Dla bardziej
precyzyjnego zbadania i poznania zachodzacych proceséw niezbedna jest jednak
wieksza ilos¢ bibliotek cDNA z réznych faz rozwojowych zygoty i prazarodka.
Udoskonalone metody PCR pozwalajg dzisiaj na badanie ekspresji genéw nawet
w pojedynczych komorkach. Daje to mozliwo$¢ sprecyzowania czasu ekspresji
gendéw przed, w trakcie i po zaptodnieniu. Nieodlegta wydaje sie perspektywa,
kiedy manipulacje komdrkami gametofitowymi beda wykorzystywane w dosko-
naleniu odmian ros$lin uzytkowych [26, 97].
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Streszczenie: Luliberyna (hormon uwalniajgcy lutroping) jest dekapeptydem syntetyzowanym w pod-
wzgbérzu. W przysadce oraz w innych narzadach i tkankach luliberyna wigze sie ze swoistym receptorem
rozpoczynajac kaskade zdarzen biochemicznych, wynikiem czego jest miedzy innymi synteza lutropiny
i folitropiny. W pracy przedstawiono budowe i fizjologiczna role receptora luliberyny. Opisano takze
mutanty tego receptora wystepujace w niektdrych stanach chorobowych. Oméwiono znaczenie analogéw
luliberyny w terapii.

(Postepy Biologii Komorki 1999; 26: 827-840)

Stéwa kluczowe: luliberyna, hormon uwalniajacy lutropine, receptor luliberyny, receptor gonadolibery-
ny, analogi luliberyny.

Summary: Luliberin (luteinizing hormone - releasing hormone) is a decapeptide synthesized in hypot-
halamus. In pituitary and in other organs and tissues luliberin binds to specific receptor starting a cascade
of biochemical events resulting in synthesis of lutropin and follitropin. In this review structure and
physiological role of luliberin receptor were presented. Mutants of this receptor found in some clinical
conditions were described. Significance of LHRH analogs for therapy was also presented.
(Advanceszs in Cell Biology 1999; 26: 827-840)

Key words: luliberin, luteinizing hormone - releasing hormone, luliberin receptor, gonadoliberin
receptor, luliberin analogues.

Wykaz stosowanych skrétéow: LHRH (lutropin hormone - releasing hormone) - luliberyna (hormon
uwalniajacy lutropine), GNnRH (gonadotropin releasing hormone) - gonadoliberyna, LHRH-R -
receptor luliberyny, FSH (follicle stimulating hormone) - folitropina, LH (lutropin hormone) - lutro-
pina, PCR (polymerase chain reaction) - reakcja taricuchowa polimerazy, RT (reverse transcriptase) -
odwrotna transkryptaza. Skréty aminokwaséw podano wg [49].
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LULIBERYNA

Luliberyna, zwana takze hormonem uwalniajgcym lutropine (LHRH) lub gona-
doliberyng (GnRH), zostata wydzielona z owczych i wieprzowych podwzgorzy.
W 1971 roku dwa zespoty badawcze, kierowane przez R. Guillemina i A. Schallego,
zidentyfikowaly sekwencje tego dekapeptydu (tab. 1) [1]. Obecno$é LHRH wykazano
takze u innych ssakéw [38].

Uwaza sig, ze LHRH jest syntetyzowany w formie preproLHRH bedacego 92-
aminokwasowym polipeptydem, ktéry ulega nastepnie enzymatycznemu rozszcze-
pieniu na: peptyd sygnatowy, czynnik hamujacy uwalnianie prolaktyny i proLHRH.
Z tego ostatniego po odszczepieniu tripeptydu i modyfikacji dekapeptydu (cyklizacja
Glu i amidacja Gly) powstaje luliberyna. Hormon ten moze réwniez ulec hydro-
ksylacji tworzac [hydroksyprolilo9]LHRH [25]. Niedawno odkryto ludzki gen ko-
dujacy dekapeptyd (GnRH II) r6znigcy sie od wczesniej wydzielonej luliberyny
(GnRH 1) innych ssakoéw trzema resztami aminokwasowymi [67]. Dekapeptydowe
hormony stwierdzono takze u kurczat, tososia, zebacza, $ledzia, minoga, psa mor-
skiego i ostonicy. W poroéwnaniu z sekwencjg LHRH ssakéw majg one rdzne
reszty aminokwasowe w pozycjach 5, 6, 7 lub 8. Ich sekwencje przedstawiono
w tabeli 1.

LHRH jest uwalniany w sposéb pulsacyjny (w odstepach 60-120 min), poniewaz
ulega biodegradacji pod wptywem metaloproteaz [44] oraz mRNA kodujacy pre-
proLHRH jest szybko rozktadany (czas potowicznego rozktadu 5-3 min) [47]. Z
podwzgorza luliberyna przedostaje sie do przedniego ptata przysadki moézgowej,

TABELA 1. Sekwencje aminokwasowe GnRH réznych gatunkéw kregowcéw wg [14, 48, 67]
zmodyfikowano

Zrédto Sekwencja
Ssaki (GnRH-I) pGlul-His2-Trp3-Ser4a-Tyrs-Glye-Leu7-Args-Prog-Gly1°-NH2
(GnRH-I1) pGlu-His-Trp-Ser-Hiss-Gly-Trp7-Tyrs-Pro-Gly-NH2
Kurczak | pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-GIn -Pro-Gly-NE”
Kurczak 11 pGlu-His-Trp-Ser-Hiss-Gly-Trp7-Tyrs-Pro-Gly-NH2
t oso$ pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Glus-Trp7-Leus-Pro-Gly-NH2
Zebacz pGlu-His-Trp-Ser-His5-Gly-Leu-Asns-Pro-Gly-NH2
Sledz 11 pGlu-His-TrprSer-Hiss-Gly-Leu-Sers-Pro-Gly-NH2
Mindg I pGlu-His-Trp-Ser-Hiss-Asp6-Trp7-Lyss-Pro-Gly-NH2
Pies morski 111 pGlu-His-Trp-Ser-Hiss-Gly-Trp -Leu”™Pro-Gly-NL"
Ostonica | pGlu-His-Trp-Ser-Asps-Tyre6-Phe7-Lyss8-Pro-Gly-NH2
Ostonica 1l pGlu-His-Trp-Ser-Leus-Cysé6-His7-Alas-Pro-Gly-NH2

pGlu-His-Trp-Ser-Leus-Cys6-His7-Alag-Pro-Gly-NHo

Wyréznione aminokwasy wskazujg miejsca wystepowania réznic w sekwencji w poréwnaniu z se-
kwencja GnRH-I ssakow. Cyfry rzymskie oznaczaja numer GnRH pochodzacego z danego zrédia.
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RYSUNEK 1. Udziat luliberyny ijej receptora w dziataniu osi podwzgérze-przysadka-gonady

gdzie wigzgac sie ze swoistym receptorem (LHRH-R) stymuluje uwalnianie lutropiny
(LH) i folitropiny (FSH) (rys. 1). Oba te hormony sg heterodimerycznymi gli-
koproteinami majgcymi wspdlng podjednostke a i rézne, lecz homologiczne pod-
jednostki 3 W jajnikach i jadrach lutropina i folitropina wigza sie z receptorami
(LH-R i FSH-R) indukujac synteze progesteronu, testosteronu i estradiolu. Te ste-
rydowe hormony piciowe umozliwiajg zaptodnienie oocytu przez plemniki, a takze,
na zasadzie sprzezenia zwrotnego regulujg wydzielanie luliberyny [5, 38]. Ludzka
lutropina w prawie niezmienionej formie jest wydalana w moczu, a wyrazny wzrost
stezenia tego hormonu (>2 ng/ml) wystepuje przed owulacjg [41]. Obecnos$¢ izoform
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LH i LH-R oraz ich mutantéw stwierdzono miedzy innymi u nieptodnych kobiet
oraz u przedwczes$nie dojrzewajacych dzieci [29, 60, 62].

Udziat luliberyny i lutropiny oraz ich receptorow w dziataniu osi: podwzgo-
rze-przysadka-gonady (rys. 1)przedstawiono w licznych publikacjach przegladowych
[12, 28, 37, 61].

IZOLACJA | LOKALIZACJA RECEPTORA

Receptor luliberyny (LHRH-R) izolowano z przysadki szczura wykorzystujac
interakcje awidyna-biotyna. Do roztworu preparatu solubilizowanego detergentem
dodano biotynylowanego agoniste - [D-Lys ]JGnRH, a nastepnie przesgczono go
przez kolumne z immobilizowang awidyng. Kolumne eluowano roztworem soli
z dodatkiem agonisty. Otrzymano homogenny receptor oczyszczony 10-15 tysiecy
razy, lecz zaledwie z 4-10% wydajnoscig [27].

Receptor luliberyny usitowano wydzieli¢ stosujgc réwniez chromatografie po-
winowactwa. Po solubilizacjii detergentem jonowym bton komoérek z przysadki
owczej, uzyskany roztwaér przesaczono przez kolumne z immobilizowanym agonistg
LHRH - [D-Lys6, Pro9-NHEt]JLHRH. Po przemyciu kolumne eluowano buforem
0 niskim pH uzyskujac biatko o m. cz. 67 kDa, ktére wigzato luliberyne, lecz
réznito sie sekwencjg od receptora otrzymanego przez klonowanie genu LHRH-R
[23].

Aby otrzymac poliklonalne przeciwciata skierowane przeciw GnRH-R, kroliki
immunizowano komplementarnym peptydem (kodowany przez komplementarny
DNA) o sekwencji: Ser-Arg-Ala-GIn-Ser-lle-Gly-Pro-Val-Leu, sprzezonym z nos$-
nikiem biatkowym. Stosujgc otrzymang antysurowice wykryto receptor luliberyny
w solubilizowanych btonach przysadki szczura [52]. Przeciwciata zastosowano takze
do immunohistochemicznej lokalizacji LHRH ijego receptora w cienkich skrawkach
tozyska ludzkiego. Preparaty poddane uprzednio dziataniu RT i PCR wykazywaty
silniejszg reakcje histochemiczng [68]. Obliczono, iz na jedng komdrke GH3 z
przysadki szczura przypada 32000 czasteczek LHRH-R [46].

BUDOWA RECEPTORA LULIBERYNY

Sekwencje aminokwasowg receptora luliberyny wyznaczano najczesciej z se-
kwencji nukleotydowej odpowiedniego mRNA lub cDNA z przysadki. Na matrycy
RNA syntetyzowano DNA. cDNA dla receptora luliberyny identyfikowano stosujgc
jako sonde fragment mRNA tego receptora o ustalonej sekwencji, a nastepnie po-
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wielano metodg PCR. Wydzielony DNA trawiono enzymami restrykcyjnymi, a
powstate fragmenty rozdzielano i identyfikowano elektroforetycznie w zelu aga-
rowym lub polioakryloamidowym, po czym poddano analizie sekwencyjnej [7, 8,
34, 59].

Z sekwencji nukleotydowej cDNA kodujacego LHRH-R wyznaczono sekwencje
aminokwasowga ludzkiego receptora. Zawiera on 328 reszt aminokwasowych i dwa
mostki disiarczkowe [16, 34, 59]. W podobny spos6b ustalono sekwencje owczego
LHRH-R bedacego biatkiem zawierajgcym 328 reszt aminokwaséw oraz 5 po-
tencjalnych miejsc fosforylacji. Wykazuje on >85% homologii z analogicznymi
receptorami cztowieka, myszy i szczura [8, 33].

Receptor luliberyny nalezy do licznej rodziny receptorow sprzezonych z hete-
rotrimerycznymi biatkami G, waznymi przekaznikami sygnatéw. Receptory te za-
wierajg najczesciej trzy domeny: N-koncowg zewnatrzkomorkowa, przezbtonowg
ztozong z siedmiu a-helikalnych segmentow przechodzacych przez btone komorkowa
oraz C-koricowgdomene cytoplazmatyczna. Biatka G aktywujgcyklaze adenylanowa,
fosfolipazy ifosfodiesterazy [2,70]. Receptory luliberyny ssakéw majg tylko domene
zewnatrzkomoérkowag z trzema petlami polipeptydowymi oraz domene przezbtonowsg.
Réznig sie one od receptoréw innych kregowcdw (np. ryb) brakiem C-kohcowej
domeny cytoplazmatycznej [16, 34]. Trzecia petla cytoplazmatyczna zwigzana jest
z biatkiem G [66]. Natomiast LHRH-R afrykarskiego zebacza (Clarias gariepinus)
ma C-konncowgdomene cytoplazmatyczna sktadajaca sie z 51 resztaminokwasowych.
Od receptoréw ssakéw rozni sie takze sekwencja Il i VII segmentu domeny przez-
btonowej [6, 33, 59] i zawiera 4 glikozylowane reszty Asn oraz 3 potencjalne
miejsca fosforylacji [63]. Rowniez receptor LHRH kurczecia ma C-koricowy frag-
ment cytoplazmatyczny, ktérego usuniecie zwieksza jego wigzanie z agonistg [55].
Aby wykazaé¢ wptyw mostkéw disiarczkowych znajdujacych sie w zewnatrz-
komorkowej domenie LHRH-R szczura na jego aktywno$¢, cDNA tego receptora
poddano ukierunkowanej mutagenezie zamieniajac kolejno Cys na Ala w pozycjach:
14, 114, 195 i 199. Mutanty Cysl4Ala i Cysl99Ala wykazywaty obnizone po-
winowactwo zarowno do LHRH, jak i do jego agonisty oraz obnizong produkcje
fosforanu inozytolu. Natomiast mutanty Cysll4Ala i Cys195Ala nie wigzaty ago-
nisty. Sugeruje to istnienie wigzania disiarczkowego pomiedzy Cysll4 a Cys 95
[13]. Stosujgc ukierunkowang mutageneze w ludzkim LHRH-R zlokalizowano dwa
mostki disiarczkowe pomiedzy Cys 4 i Cys200 oraz Cysl114i Cys1% (rys. 2) [16].
Aby ustali¢ miejsce wigzace ligand w ludzkim receptorze luliberyny zastosowano
fotoreaktywny analog LHRH: 25I[azidobenzoilo-D-Lys6]LHRH. Stwierdzono, ze
analog ten wigze sie z domeng zewnatrzkomdrkowg receptora miedzy 12 i 18
resztg aminokwasowg (rys. 2) [16].

Interesujgce byto pytanie, z resztg jakiego aminokwasu LHRH-R jest wigzana
Arg8 luliberyny. Mutant mysiego receptora, w ktérym GIlu30l zamieniono na Gin
(Glu301GIn) miat 56-krotnie mniejsze powinowactwo do luliberyny w poréwnaniu
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z receptorem typu ,,dzikiego” z rownoczesnym ponad 10-krotnie zwiekszonym po-
winowactwem do [Glu8]LHRH. Wyniki te potwierdzajg poglad, iz Glu301l LHRH-R
oddziatywuje elektrostatycznie z Arg8 LHRH [22]. Aby stwierdzi¢ wplyw reszt
réznych aminokwasow ligandu na wigzanie z receptorami z przysadki szczura,
owcy i kury, zbadano wigzanie luliberyny ssakéw, a takze GnRH kurczecia, tososia
i minoga morskiego. W przypadku LHRH ssakéw kluczowe znaczenie majg reszty
aminokwasOw wystepujace w pozycjach 5, 7 i 8 tigandu, a zastgpienie ich resztami
innych aminokwasdéw zmienia wigzanie z receptorami [48]. Aminokwasy wyste-
pujace w pozycjach 1-4 i 9-10 znajdujg sie we wszystkich hormonach GnRH
kregowcow (tab. 1) [14]. Zastgpienie w receptorze ludzkim Lys12l przez Ginl2
spowodowato, iz powinowactwo do GnRH zostato zredukowane o trzy rzedy wiel-
kosci, a warto$¢ EC50 (stezenie ligandu wywotujace potowe maksymalnej odpo-
wiedzi) z 2,4+0,2 nM wzrosta do 282+52 nM. Natomiast w przypadku zamiany
Lys121 na Argl2l zwiekszenie EC50 byto nieznaczne [69].

Istotng role w wigzaniu LHRH ijego agonistéw z receptorem ludzkim odgrywa
Asn102 zlokalizowana w drugiej petli domeny przezbtonowej. Zamiana tej reszty
na Alal02 powoduje 95-750-krotne zmniejszenie stymulacji produkcji fosforanu
inozytolu przez LHRH. W przypadku zastosowania analogu z C-koricowym ety-
loamidem zmniejszenie to byto tylko 2,4-11-krotne. Sugeruje to, iz petla 1l w
LHRH-R tworzy kieszen dla C-konca luliberyny [15]. Aby wykazac¢, ktdra czesc
LHRH wiaze sie z receptorem otrzymano dwa syntetyczne analogi luliberyny zwia-
zane kowalencyjnie z biotyng poprzez Ginllub D-Lys6. Pierwszy z tych analogéw
jest wigzany przez LHRH-R i dziata jako antagonista, lecz jego kompleks ze strep-
tawidynag nie jest wigzany przez receptor. Wigzanie drugiego z nich [D-Lys6]LHRH
stymuluje dziatania fosfolipazy i produkcje inozytolu. Na podstawie uzyskanych
wynikéw mozna zaktadac¢, iz luliberyna wigze sie z receptorem swoim N-koncem
oraz przypuszczalnie takze z C-koncem [9]. Wykazano, ze estradiol zwieksza eks-
presje genu LHRH-R owcy, za$ progesteron nie wykazuje tego dziatania [65].
U niektorych kregowcow, jak np.: kura (Gallus domesticus), pregowana ryba ak-
waryjna (Brachydonio verio), kara$s ztoty (Carassius arutus), jaszczurka (Agama
atra), afrykanska zaba szponiasta (Xenopus leavis), stwierdzono DNA kodujacy
2-3 formy receptora LHRH, réznigce sie resztami aminokwaséw w trzeciej petli
domeny pozakomérkowej [64].

FUNKCJA RECEPTORA LULIBERYNY

Ekspresje informacyjnego RNA receptora LHRH szczura stwierdzono w przy-
sadce, jadrach ijajnikach. Receptor ten zawiera 327 reszt aminokwasowych o usta-
lonej sekwencji [35]. Duzym zaskoczeniem byto wykrycie mRNA w mézgu szczura
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[32]. Zdaniem autoréw obecnos$¢ receptora w oSrodkowym uktadzie nerwowym
moze stanowi¢ czynnik wspomagajacy rozréd.

Wigzanie LHRH z receptorem inicjuje szereg zdarzen polegajacych na aktywacji
biatkowej kinazy C i fosfolipaz (A, C i D). W wyniku dziatania hormonu uwalniane
sg miedzy innymi: fosforan inozytolu, diacyloglicerol i kwas arachidonowy [56,
57]. Ten ostatni stymuluje ekspresje genu kodujacego podjednostke a gonadotropiny
[4, 51]. Wyniki doSwiadczen przeprowadzonych z zastosowaniem linii komorkowej
GGH3 sugeruja, iz LHRH i cAMP aktywuja transkrypcje genu LHRH-R [45].
Aktywujacy wptyw luliberyny na transkrypcje genu tego receptora zostat réwniez
potwierdzony w badaniach na linii komérkowej a T3-1 myszy [53].

ZNACZENIE RECEPTOROW LULIBERYNY W PATOLOGII

Obecnos¢ receptoré6w LHRH wykazano w ludzkich nowotworach jajnikéw, gru-
czotu krokowego, piersi i $luzéwki macicy [20, 42]. Stosujac metode RT-PCR,
swoiste primery ianalize metodg Southema (Southern biot), w liniach komérkowych
nowotworéw stwierdzono ekspresje tych receptoréw. W ten sposob wykazano wia-
zanie 1251[D-Trp6]LHRH do receptora luliberyny w liniach komdérkowych naste-
pujacych nowotworéw: gruczotu krokowego DU-145, LNCaP, jajnikow OV-1063,
piersi MCF-7, MDA-MB-231, $luzéwki macicy HEC-I-A i nabtoniaka kosméw-
kowego JAR [42]. Wykazano, iz agonista GnRH - Leuprolide w stezeniu 10 nmol/ml
zmniejsza 0 90% proliferacje komérek nowotworowych macicy [31]. Nie stwier-
dzono jednak obecnosci mMRNA receptora w nowotworach szyjki macicy [30]. Linia
komérkowa HepG2 ludzkiego raka watroby posiada takze LHRH-R wigzacy lu-
liberyne, agoniste [D-Lys6]GnRH oraz peptydy GnRH ryb (tososia, minoga i ze-
bacza). Peptydy te hamujg proliferacje komérek HepG2 mierzong wcielaniem
[3H]-tymidyny, z czego autorzy wnioskowali, iz analogi te mozna bedzie stosowaé
w terapii raka watroby [54]. Wzrost komérek nowotworéw gruczotu krokowego
i piersi, posiadajacych receptory luliberyny, jest hamowany przez koniugaty LHRH
z bydleca RNA-zg. Wolne skiadniki tych koniugatow (luliberyna i RNA-za) nie
maja wptywu na proliferacje tych komérek. Jednak koniugaty te nie dziatajg cyto-
toksycznie na komoérki nowotworéw nie majagcych LHRH-R [26]. Cytotoksyczne
dziatanie nakomorki ludzkiego nowotworu gruczotu krokowego stwierdzono stosujac
koniugat agonisty [D-Lys6]LHRH z doksorubicyng (AN-201) [39]. Wyniki do-
Swiadczen wykonanych na ludzkiej, embrionalnej linii komérkowej ECRG273, wy-
kazujgcej ekspresje receptora luliberyny o zwiekszonym powinowactwie do LHRH,
Swiadcza, iz agonista i antagonista (Tryptorelin i Antide) hamujg wzrost i proliferacje
tych nowotworowych komorek [36].
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MUTANTY LUDZKIEGO RECEPTORA LULIBERYNY

Zmutowany ludzki LHRH-R, rézni sie od receptora typu dzikiego zamiang Phe?’?

na Leu (Phe272Leu), w VI segmencie domeny przezbtonowej. Tak zmutowany
receptor wigzat sie z agonistg i antagonistg luliberyny z tym samym powinowactwem
jak ,dziki” LHRH-R, lecz jego ilo$¢ na powierzchniach komdrek wyraznie wzrosta
[50].

U rodziny cierpigcej na zesp6t Kallmanna, charakteryzujacy sie wtornym hipo-
gonadyzmem potaczonym z brakiem wechu, wykryto cDNA dwdch genetycznych
mutantéw LHRH-R. U matki ujawniono mutacje Gin 106 Arg, spowodowang zmiang
kodonu CAA na CGA w mRNA, natomiast u ojca i cérki mutacje Arg262Gin.
Pierwszy z wymienionych mutantéw bardzo stabo wigzat zar6wno LHRH, jak i
agoniste ([1251-Tyr5-D-Ala6, Pro9-NHEt] LHRH), natomiast oba w potgczeniu z
luliberyna stabiej aktywowaty fosfolipaze C w poréwnaniu z receptorem typu ,,dzi-
kiego”. Kazdego z trzech pacjentow nalezy zaliczyé do heterozygot, poniewaz zna-
leziono u nich takze DNA receptora typu ,dzikiego” [17]. U rodziny z
hipogonadyzmem oprdécz mutanta Arg262GIn stwierdzono takze mutant Tyr284Cys
receptora luliberyny. Tak zmutowany receptorréznit sie od typu ,,dzikiego” znacznym
zmniejszeniem zdolnosSci wigzania wigzania antagonisty (z 240 fmol/mg do 50
fmol/mg) [43]. Oprécz opisanych juz przypadkéw u chorych z hipogonadyzmem
wykryto takze mutant Ser217Arg [18]. W przypadku rodzeAstwa z zahamowaniem
dojrzewania pitciowego stwierdzono w receptorze zamiang Ala17Q na Asp
(Alal29Asp)~TO]. Do badania powinowactwa zmutowanych receptoréw zapropono-
wano uzycie 1251[D-Tyr6]LHRH [24]. Zmutowany mRNA receptora luliberyny wy-
kryto takze w niektérych gruczolakach ludzkiej przysadki. Ten informacyjny RNA
zamiast cytozyny w pozycji 453, ktéra w tryplecie koduje Serl151, zawiera tymine
[40].

ZASTOSOWANIE ANALOGOW LULIBERYNY
JAKO INHIBITOROW LHRH-R W TERAPII

To, iz LHRH jest dekapeptydem utatwito otrzymanie kilku tysiecy syntetycznych
analogdw tego hormonu, w ktérych aminokwasy konfiguracji L zastagpiono na-
turalnymi lub syntetycznymi D-aminokwasami. Zmieniajac Gly iGlyl0w czasteczce
luliberyny otrzymano wiele zwigzkéw bedacych agonistami LHRH, natomiast za-
miana reszt gtdwnie w pozycjach 1-3 dostarczyta licznych antagonistow hormonu.
Pierwsze z nich tgczg sie z receptorem w sposéb podobny do luliberyny i dopiero
po dtuzszym podawaniu wywotujg efekt hamujacy, antagonisci dziatajg natychmiast
jako inhibitory receptora. Do agonistow nalezy zaliczy¢: Buserelin (Superfact), De-



836 A. SZEWCZUK, E. KUROWSKA, Z. SZEWCZUK

slorelin, Fertirelin, Goserelin (Zoladex), Histerelin, Meterelin, Feuprorelin (Leu-
prolid), Nafarelin (Synarel), Tryptorelin (Decapeptyl). Natomiast do znanych zwigz-
kéw bedacych antagonistami LHRH zalicza sie: Acyline, Antide (Nal-Lys), Azaline,
Cetrorelix (SB75), Detirelix, Ganirelix, Nal-Glu, Ramorelix i inne. Zastosowano
je w leczeniu niektérych nowotwordw: gruczotu krokowego, piersi, nabtonkajajnika,
macicy oraz w leczeniu przedwczesnego dojrzewania i w antykoncepcji, jak rowniez
w weterynarii i hodowli zwierzat [19, 21, 58]. Zaréwno luliberyna, jak ijej agonisci
ulegajg szybkiej biodegradacji w przewodzie pokarmowym i dlatego peptydy te
podaje sie pacjentom zazwyczaj dozylnie, domigsniowo lub rzadziej donosowo [21].
Lepszym rozwigzaniem jest zamkniecie agonisty w mikrogranulkach kopolimeréw,
z ktorych peptydy podane domiesniowo sg wolno uwalniane [21, 58]. Bardziej
oporne na biodegradacje sa zwigzki bedace antagonistami, lecz rowniez nalezy
je podawac pozajelitowo [3]. Ostatnio grupa japoniska otrzymata niepeptydowy in-
hibitor receptora luliberyny: T-98475, bedacy pochodng oksotienopirydyny pota-
czong z trzema pierScieniami fenylowymi. Potowiczne hamowanie ludzkiego
receptora luliberyny przez te substancje (IC50=0,2 nM) jest bardzo zblizone do
hamowania agonisty Feuprorelin (IC50=0,3 nM) i 50-krotnie wyzsze niz LHRH
(IC50 =10 nM), a co najwazniejsze T-98475 nie ulega biodegradacji i mozna go
podawac¢ doustnie [11].

PODSUMOWANIE

Receptory luliberyny wykryto w liniach komérkowych nowotworow jajnikéw,
macicy, piersi i gruczotu krokowego. Proliferacja tych komérek moze by¢ zaha-
mowana przez niektére analogi luliberyny, ktore znalazty juz zastosowanie w gi-
nekologii i terapii nowotworowej. Z uwagi na aplikacyjny charakter badan nad
receptorami LHRH nalezy oczekiwaé, iz w przysztosci bedg one kontynuowane
w wielu laboratoriach, stanowigc wyzwanie dla badaczy wielu specjalnosci. Szcze-
gblnie interesujgce beda, rozpoczete stosunkowo niedawno, badania nad mutantami
receptora luliberyny oraz ich zwigzkiem ze stanami patologicznymi.
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Streszczenie: Kompleks receptora komoérki B jest multimerycznym zwiazkiem ztozonym z btonowej
immunoglobuliny (bt lg) potaczonej niekowalencyjnie w blonie komérkowej z heterodimerem
CD79a/CD79(3. Jak wykazano heterodimer ten jest istotny dla ekspresji na powierzchni komérki bt Ig.
Cytoplazmatyczny koniec CD79a/CD79(3 petni czynnosci sygnalizacyjne. CD 19 jest biatkiem biony
komérkowej wystepujacym wytacznie na komérkach B. Czasteczka ta jest cztonkiem nadrodziny
immunoglobulin zwigzanej z receptorem antygenu komoérki B. Zwigzanie CD 19 z bt IgM okoto
100-krotnie zmniejsza liczbe czgsteczek IgM, ktérych zwigzanie jest konieczne dla wywotania syntezy
DNA. CD19 stanowi rdzen wieloczgsteczkowego kompleksu transdukcji sygnatéw na powierzchni
komérki B. Kompleks ten zawiera cztery znane biatka, takie jak: CD 19, CD21 (receptor dopetniacza
typu 2), CD81 (biatko z rodziny ,,tetraspan”) i Leu-13, jak rdwniez jeszcze inne niesprecyzowane biatka.
Zwigzek miedzy CD 19 aCD21 umozliwia powstanie potaczenia miedzy kompleksem CD 19 a komple-
ksem receptora komoérki B za posrednictwem komplekséw antygenu i fragmentéw C3. Nie jest wyklu-
czone, ze nastepstwa tej reakcji odgrywajg istotng role w powstawaniu naturalnej i nabytej odpornosci
podczas rozwoju komoérki B i w odpowiedzi immunologicznej.

(Postepy Biologii Komorki 1999; 26: 841-861)

Stowa kluczowe: receptor antygenu komorki B, czasteczki CD79a i CD79(3, kompleks
CD19/CD21/CD81, immunoglobuliny powierzchniowe komérek B, transdukcja sygnatow.
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Summary: The B-cell receptor complex (BCR) is a multimeric complex which consists of a membrane
immunoglobulin (mlg) molecule and the non-covalently associated CD790c/CD79p heterodimer. It has
been shown that this heterodimer is both essential and sufficient for the surface expression of mlg.
Cytoplasmic tails of CD79a and CD79[J have asignaling capacity. CD 19 is a B cell-restricted membrane
protein of the immunoglobulin superfamily that associates with the BCR. Coligating globulin CD 19 to
mlgM reduces by 100-fold the threshold number of migM molecules that must be ligated to induce
synthesis of DNA. CD 19 is acore member of a multimolecular cell surface signal-transduction complex,
with contains four identified proteins including CD 19, CD21 (complement receptor type 2), CD81
(tetraspan family of membrane proteins), and Leu-13 as well as other unindetified proteins. The
association between CD 19 and CD21 provides mechanism for binding the CD 19 complex with the BCR
through complexes Ag and C3 fragments. This is likely to have important consequences for the
development of natural and acquired immunity during B cell development and immune responses.
(Advances in Cell Biology 1999; 26: 841-861)

Key words: B-cell receptor, CD79a and CD790 molecules, CD19/CD21/CD81 complex, membrane
immunoglobulins, signal transduction.

I. WSTEP

Konwencjonalne limfocyty B powstajg i rdznicujg sie w wyspecjalizowanym
Srodowisku, ktére w zyciu ptodowym u ssak6w znajduje sie w watrobie, a u osob-
nikéw dorostych - w szpiku. Linia limfocytéw B, podobnie jak i inne linie komorek
hemopoetycznych pochodzi od wspolnej wielopotencjalnej limfo-hemopoetycznej
komorki macierzystej, ktéra u ptodu powstaje w przyaortalnej okolicy trzewno-
optucnowej [20, 61, 72]. Komorki potomne stopniowo tracg zdolno$¢ do wielo-
kierunkowego rozwoju, az wreszcie powstajg poszczegolne linie komdrek zdolnych
do odpowiedzi immunologicznej, takich jak: limfocyty B i T, naturalne komorki
cytotoksyczne i komorki dendrytyczne prezentujgce antygen [31]. Linie te zachowuja
swojg odrebnos¢, chociaz bardzo wczesne rozwojowo linie komérki B moga jeszcze
przeksztatca¢ sie w linie makrofagow [44]. Podobnie jak w innych liniach ko-
morkowych, droge réznicowania komdérki B monitorujg geny regulujgce rozwéj,
a ich czynno$¢ warunkujg kompleksy odpowiednich receptorow powierzchni.

1. HETERODIMER CD790c/CD79p - SKLEADNIK
KOMPLEKSU RECEPTORA ANTYGENU KOMORKI B

Czasteczki CD79a i CD79(3 (wczes$niejsze nazwy lga i Ig|3) nalezg do nadrodziny
immunoglobulin, przy czym zewnatrzkomdérkowaimmunoglobulinopodobnaCD79a
jest typu C2, a CD79[3 - typu V [66] (rys. 1). Obie czasteczki przez wigzanie
dwusiarczkowe tworzg heterodimer, ktéry w blonie komdrkowej jest potgczony
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RYSUNEK 1. Struktura heterodimeru CD79a/CD79p [wg 66] i receptora antygenu komérki B (BCR)
[modyfikacja wg 75]; (i) czasteczki CD79a i CD79p przez wigzanie dwusiarczkowe tworzg heterodimer.
Immunoglobulinopodobna cze$¢ zewnatrzkomérkowa CD79a jest typu C2, zas CD79P typu V; (i) w
cytoplazmatycznych domenach heterodimeru wystepuje motyw ITAM (immunoreceptor tyrosine-based
activation motif) zaznaczony na rysunku po stronie prawej jako Y - Y; ITAM odgrywa zasadniczg role
w przekazywaniu sygnatow z BCR do wnetrza komdrki; procesy fosforylacji mediowane przez kinazy
(Lyn, Fos, Blk, Btk, Syk i fosfatydyloinozytolo-3-kinaza) zwigzane z BCR wigczaja potozone nizej uktady
sygnalizacyjne, co w rezultacie prowadzi do aktywacji komorki B, jej roznicowania, a w niektoérych
wypadkach do apoptozy; (iii) heterodimer CD79a/CD79[J wystepuje juz na komérce pre-B wchodzac w
skiad jej pra-receptora

niekowalencyjnie z btonowg immunoglobuling (bt Ig) [69]. Przy pomocy transfekcji
wykazano, ze wszystkie izotypy bt Ig wystepujag w #gcznosci z CD79a/CD79(3
[101]. Kompleks ztozony z bt Ig i CD79a/CD79(3 tworzy receptor antygenu komarki
B (B-cell receptor - BCR) [57, 69, 70]. Integralno$¢ receptora dla antygenu na
komérkach pre-B i B odgrywaja kluczowg role w ich rozwoju. Utrata genéw mb-1
i B29, ktore odpowiednio kodujg CD790c i CD79(3 moze zablokowac rozwdéj komorki
pre-B [34, 75]. Geny te, specyficzne dla komdrek B, u cztowieka znajdujg sie
w chromosomach 17923 (gen CD79a) i 19ql3.2 (gen CD79[3) [66].
Heterodimer CD79 wystepuje wylgcznie na komdrkach linii B, przy czym jego
ekspresje wykryto zarowno w cytoplazmie, jak i na powierzchni komérki. Cyto-
plazmatyczna ekspresja CD79 wyprzedza ekspresje taricucha ciezkiego jmi ujawnia
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sie w okresie komorki pro-B [69]. Comans-Bitter i wsp. [17] cytoplazmatyczng
ekspresje CD79 wykryli w szpikowych komoérkach TdT+CD19+ i CD10+CD19+.
Cytoplazmatyczna ekspresja CD79 utrzymuje sie przez caty okres rozwoju komorki
B i wystepuje nawet w czesci mtodych rozwojowo komdrek plazmatycznych. Akty-
wacja komérki B zmniejsza (downregulate) cytoplazmatyczng ekspresje CD79, dla-
tego np. ekspresja CD790oc jest wieksza w cytoplazmie komorek B mankietu grudek
chtonnych niz w os$rodkach rozrodczych [57, 68, 69]. Jak sie wydaje, wystapienie
CD79 na powierzchni koreluje z ekspresja btonowej formy fancucha ciezkiego
p., coO ma miejsce na etapie komorki pre-B [66]. Powierzchniowa ekspresja CD79(3
(i prawdopodobnie takze CD79a) utrzymuje sie po zmianie izotypu Ig przez komoérke
B iulegazmniejszeniu w koncowym okresie roznicowania do komarki plazmatycznej
[68, 69]. Interesujgca jest obserwacja, ze komérki B wiekszosci chorych (83%)
z przewlekig biataczkg limfatyczng charakteryzuje niska ekspresja czgsteczki CD79[3
lub wystepujg mutacje genu B29, ktéry koduje CD79(3 [93].

Heterodimer CD79a/CD79p petni co najmniej dwojaka role:

- po pierwsze: uczestniczy w dojrzewaniu komorki B,

- po drugie: jest konieczny dla transdukcji sygnatu do wnetrza komérki, po
zwigzaniu antygenu z bt Ig.

Jeszcze w latach osiemdziesigtych wykazano, ze komdrki B pozbawione CD79a
nie majg takze ekspresji bt Ig fi [36, 37]. Transfekcja cDNA CD79a umozliwiata
ekspresje bt 1g |i na powierzchni komérki [38]. Wyniki te sugerujg, ze CD79a
umozliwia transport IgM na powierzchnie komoérki. Niedawno skonstruowano model
doswiadczalny myszy z niedoborem CD790t i CD79[3 i u zwierzat tych badano
réznicowanie sie komorki B. Zwierzeta, ktore zostaty pozbawione wigkszosci tzw.
»ogona” peptydowego w czesci cytoplazmatycznej CD79a charakteryzowato za-
blokowanie rozwoju obwodowych komérek B [96]. Natomiast myszy pozbawione
CD79P (myszy CD797") mialy zablokowany rozw6j na etapie komorki pro-B.
Wprawdzie wystepowata rearanzacja segmentow genéw DHiJHtancuchdw ciezkich
Ig, ale nie dochodzito do rekombinacji VH z DJH i ekspresji mMRNA Ig [34]. Tak
wiec obecno$¢ CD79[3 jest konieczna juz we wczesnym okresie rozwoju komorki
B dla catkowitej rekombinacji VDJH. Powyzsze wyniki sugeruja, ze w rozwoju
komodrki B CD79a i CD79|3 petnig odmienne role.

Podczas rekombinacji VDJH ma miejsce wytaczenie alleliczne (allelic exclusion)
[3]. Zjawisko wytaczenia allelicznego powoduje, ze okreslona komérka B wytwarza
tylko jeden rodzaj tancuchow ciezkich i lekkich, co znakomicie utatwia proces
selekcji klonalnej. Wykazano, ze receptor z mutacjg, w ktdrej nastepstwie zostaje
przerwany kontakt miedzy bt Ig |i a CD79a - CD79(3 jest niezdolny do wywotania
wytgczenia allelicznego, jak rowniez do wptywu na dalszy rozwdj komarki B [74].

Udziat CD79(x/CD79P w transdukcji sygnatu do wnetrza komorki moze by¢
wyjasniony juz na podstawie struktury kompleksu BCR, a to z uwagi na fizyczng
tacznos¢ miedzy heterodimerem a bt Ig fi, a takze dlatego, ze bt Ig majg krotkie
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domeny cytoplazmatyczne [76] (rys. 1). Chociaz cytoplazmatyczne domeny CD79a
i CD79p tez nie sg szczegdlnie diugie (cytoplazmatyczna domena CD79a sktada
sie z 61 reszt aminokwasowych, a CD79p - z 48) [66]. W cytoplazmatycznych
domenach CD79a/CD79P wystepuje tzw. motyw aktywacji ITAM (immunoreceptor
tyrosine - based activation motif) [76], ktéry odgrywa zasadniczg role w prze-
kazywaniu sygnatéw z BCR do wewngatrzkomdrkowego uktadu sygnalizacyjnego.
Uktad ten obejmuje kinazy biatkowe tyrozynowe, takie jak: Syk i cztonkowie
rodziny Src (Fyn, Lyn, Blk i Btk) [33, 41], a takze fosfatydyloinozytolo-3-kinaze
(PI 3-kinaza). Pl 3-kinaza fosforyluje fosfatydyloinozytol w 3 pozycji pierscienia
inozytolowego, a w czasie stymulacji komérki fosforyluje fosfatydyloinozytolo-
4,5-dwufosforan do fosfatydyloinozytolo-3,4,5-tréjfosforanu. Istniejg réznice ilo-
Sciowe ijakosciowe miedzy zespotami kinaz Src, ktore asocjujg z CD79a i CD79(J
[16]. Badania chimer sktadajacych sie z zewnatrzkomdrkowej cze$ci CD8 i we-
wnatrzkomorkowej czesci albo CD79a, albo CD79p wykazaly, ze czasteczki te
petnig odmienne funkcje w aktywacji komorki B [47, 90]. Chociaz czynno$¢ kazdej
z kinaz, ktore asocjujg z CD79a i CD79(3 nie jest do konca poznana, wykazano,
ze u myszy z niedoborem kinazy Btk lub Syk wystepuje uposledzenie rozwoju
niektérych subpopulacji komérek B, co sugeruje, ze sygnaly pochodzace z tych
kinaz sg istotne dla dojrzewania komdrek B [15, 45]. Natomiast myszy pozbawione
kinazy Lyn cierpig na choroby autoimmunologiczne z obecnoscig autoprzeciwciat,
powiekszeniem $ledziony i weztdw chtonnych oraz wystepowaniem kiebkowego
zapalenia nerek, co sugeruje, ze Lyn odrywajaka$ role w eliminacji autoreaktywnych
komdrek B [71].

I11. KOMPLEKS CD19/CD21/CD81/Leu-13

ZBCR zwigzane sgjeszcze inne czasteczki btony komdérkowej, takie jak: kompleks
CD19/CD21/CD81/Leu-13, czgsteczka CD22 oraz CD5 [67]. Ta ostatnia wystepuje
tylko na niewielkiej subpopulacji komdrek B, tzw. komoérek B-I, gdzie jak sie
wydaje petni role negatywnego regulatora sygnatow pochodzacych z BCR [8].

Na powierzchni dojrzatych komérek B CD 19 stanowi rdzeri wielocztonowego
kompleksu sygnalizacyjnego, ktéry obejmuje jeszcze CD21, CD81, Leu-13, jak
rowniez inne nie do konca zidentyfikowane biatka [10,58, 89] (rys. 2). W kompleksie
tym przyblizony stosunek molowy CD 19 do CD21 wynosi jak 1:1. Na btonie ko-
maérkowej CD 19 wystepuje w nadmiarze w stosunku do CD21 [26]. Wzgledne
ilosSci CD81 w kompleksie z CD 19 nie sg znane, ale CD81 na powierzchni komarki
B znajduje sie w wiekszych ilosciach niz CD 19 lub CD21, przy czym CD81 moze
wystepowaé albo jako niezalezna jednostka, albo w zwigzku z czgsteczkami MHC
klasy Il [83]. Ekspresja Leu-13 jest zmienna, zaleznie od linii komoérki B, przy
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CDh21

RYSUNEK 2. Trzy gtéwne kompleksy wystepujace na komoérce B obejmuja: (i) receptor antygenowy
komérki B (BCR-B celi receptor) ztozony z blonowej immunoglobuliny (bt 1g) i heterodimeru
CD790t/CD79P (prawa strona rysunku), (ii) kompleks CD19/CD21/CD81, ktérego rdzen stanowi CD 19
(Srodkowa czes$¢ rysunku), (iii) kompleks czasteczek gtdwnego uktadu zgodnosci tkankowej (MHC) klasy
Il z CD81 (lewa strona rysunku) [modyfikacja wg 26]; 1) Po przedimmunologicznym rozpoznaniu
immunogenu przez ukfad dopetniacza CD21(CR2) wigze fragmenty C3, co umozliwia po$rednie sieciowe
zwigzanie (cross-linking) CDI19 z bt Ig. Sieciowe zwigzanie CD 19 z bt Ig zmniejsza na komdrce B liczbe
czasteczek g (z 10000 do 100), jakie muszg zosta¢ zwigzane, aby wystgpita synteza DNA. 2) Interakcja
miedzy CD 19 a kompleksem BCR aktywuje kilka niereceptorowych kinaz biatkowych tyrozynowych,
facznie z kinaza Lyn, ktéra m.in. aktywuje fosfatydyloinozytolo-3-kinaze (P13-kinaze). 3) Cze$¢ tych
kinaz biatkowych tyrozynowych wywotuje fosforylacje reszt tyrozynowych w wielkiej 242-aminokwa-
sowej domenie cytoplazmatycznej CD 19. 4) Fosforylacje domeny cytoplazmatycznej CD 19 moze réw-
niez wywota¢ stata (constitutive) interakcja miedzy cytoplazmatycznymi cze$ciami CD 19 a
CD790c¢/CD79(3 (w immunoprecypitatach CD 19 wystepujg takze precypitaty CD79a/CD79p i nierecep-
torowej kinazy biatkowej tyrozynowej Syk). 5) Fosforylacja reszt tyrozynowych CD 19 aktywuje réwniez
P13-kinaze (ktérawiaze sie zdwoma odpowiednimi fosfotyrozynami CD 19). Interakcja CD 19-P13-kinaza
moze nasila¢ aktywacje pp70S6K wywotang przez kompleks kinaza Lyn-P13-kinaza (?). 6) Fosforylacja
cytoplazmatycznej czesci CD 19 poprzez P13-kinaze moze takze przyspieszac przebieg niektorych zdarzeh
w blonie komdrkowej, takich jak: przytaczenie peptydu antygenowego do MHC klasy Il (?). (Takie
kompleksy komérki B ztozone z biatek reprezentujgcych rézne rodziny umozliwiaja komérce m.in.
odpowiedz na niskie stezenie antygenu, nawet przy matym powinowactwie antygenu do BCR, co ma np.
miejsce przy pierwotnej odpowiedzi immunologicznej)
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czym obecnos$¢ tej czasteczki nie jest niezbedna dla czynno$ci kompleksu
CD19/CD21/CD81. Zreszta udziat CD21 w tym kompleksie jest takze dyskusyjny,
poniewaz sam CD 19 lub tacznie z CD81 moze zapewni¢ sygnalizacje zalezng od
BCR [26].

W interakcji CD19-CD21 uczestniczg: domeny zewngtrzkomérkowe i transbo-
nowa, natomiast rejon cytoplazmatyczny nie odgrywa zadnej roli. Dla powstania
kompleksu CD19-CD81 konieczna jest tylko zewngtrzkomérkowa domena CD 19
[26].

Kazda z czasteczek kompleksu CD19/CD21/CD81 moze tworzyé kompleksy
zjeszcze innymi czasteczkami. W immunoprecypitatach CDI 9 wystepujg precypitaty
CD790c i CD79|3, ktorych reszty tyrozynowe ulegajg fosforylacji réwnoczes$nie z
fosforylacjg tyrozyny CD 19 po zwigzaniu z bt Ig [26]. Ponadto CD 19 na komérkach
B tworzy czapeczki (capping - biegunowa akumulacja usieciowanych receptoréw)
z czgsteczkg CD38. Jednakze czapeczki, niezaleznie od siebie, tworzg z bt Ig zar6wno
CD 19, jak i CD38. CD38 nalezy do nadrodziny czasteczek cyklazy rybozylu adeno-
zynodifosforanu (ADP - ribosyl cyclase). W dojrzatej komdrce B czasteczka CD38
dostarcza sygnatéw aktywujacych i zapobiega apoptozie komorek z osrodkéw roz-
rodczych. Kontrowersyjnie CD38 utatwia Smier¢ prekursorow komorki B w szpiku
[54]. Interakcja CD19-CD38 sugeruje obecnos$¢ na powierzchni komorki B duzych
skupisk czagsteczek obejmujgcych: bt Ig/CD79a/CD79(3, CD19/CD21/CD81 oraz
CD19/CD38 [29].

CD21 poza udziatem w kompleksie CD19/CD21/CD81 tgczy sie jeszcze z CD35
[10, 58, 97]. Kompleks CD21/CD35 wymagajedynie zewngtrzkomdrkowych domen
tych dwu receptoréw dla dopetniacza [9, 59]. (CD21 jest receptorem dla dopetniacza
typu 2, a CD35 - typu 1) (rys. 3).

CD81 na komodrkach B tworzy immunoprecypitaty m.in. z czgsteczkami MHC
klasy Il [83]. Wydaje sige, ze kompleks CD81/MHC klasy Il nie zawiera czasteczki
CD 19 i odwrotnie - w immunoprecypitatach CD 19 nie wystepujg czasteczki MHC
klasy Il. Na komérkach T CD81 wspéhworzy kompleksy z czasteczkami CD4
i CD8, ktére petnig role koreceptoréw [39].

Z kolei nalezy poswieci¢ wiecej uwagi poszczeg6lnym cztonkom kompleksu
CDh19/CD21/CD81.

IV. CZASTECZKA CD19

CDI19 jest glikoproteing btony komoérkowej, nalezacg do nadrodziny immuno-
globulin i wystepujaca wytacznie na komoérkach linii B. CD 19 pojawia sie juz
nakomdrkach pro-B, mniej wiecej w tym samym czasie, kiedy ma miejsce rearanzacja
genow tancucha ciezkiego m lg. Ekspresja CD 19 utrzymuje sie przez wszystkie
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RYSUNEK 3. Kompleks CD21/CD35 [fragment i modyfikacja
rysunku wg 26]: (i) CD35 (receptor dla dopetniacza typu 1)
katalizuje konwersje C4b do C4d, atakze C3b do iC3b oraz C3dg;
fragmenty iC3b oraz C3dg sa Ugandami dla CD21 (receptor dla
dopetniacza typu 2). (ii) Przy koncu -NH2 CD21 znajdujg sie
dwie sekwencje (SCR - short consensus reapets), z ktorymi wiagzg
sie iC3b oraz C3dg atakze wirus Epsteina-Barr (EB V). (iii) CD23
wigze sie z innymi SCR. (iiii) Interakcja CD35 - CD21 zachodzi
w czesci przybtonowej rejonéw zewnatrzkomoérkowych

okresy rdznicowania komorki B ijest tracona dopiero na etapie komorki plazma-
tycznej [64, 65]. Ekspresja CD 19 zwieksza sie pod wptywem interleukiny - 7
(IL-7) [104]. Nie ustalono, czy w okresie komérki pro-B i pre-B CD 19 dziata
samodzielnie, czy wspotdziata z pra-receptorem komorki pre-B [pra-receptor, po-
dobnie jak BCR ma tancuch |[i, ale zamiast taricuchéw lekkich wystepuje surogat,
ktéry kodujg 2 geny: V pre B i A5 (u myszy) lub 14.1 (u cztowieka)]. Wydaje
sie, ze podczas dalszego rozwoju komérki B w pewnym mikrosrodowisku CD 19
jest ligandem dla CD77 [55]. CD77 wystepuje niemal wytacznie na limfocytach
B z o$rodkéw rozrodczych grudek chionnych, zwitaszcza w migdatkach, a takze
na niektédrych nabtonkach i $rédbtonkach. Sugeruje sie, ze CD77 uczestniczy w
sygnalizacji transbtonowej prowadzgcej do apoptozy komorek B z osrodkdw roz-
rodczych grudek chtonnych zwtaszcza w migdatkach, a takze na niektérych na-
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btonkach i srédbtonkach. Sugeruje sie, ze CD77 uczestniczy w sygnalizacji trans

btonowej prowadzacej do apoptozy komdrek B z osrodkow rozrodczych [103].
U cztowieka gen CD19 zlokalizowano w chromosomie 16p11.2. W rejonie tym

lezg takze geny dla CD43, CDIla, CDIIb, CDIllc i gen receptora dla IL-4 [73].

Gen CD 19 u cztowieka i myszy skiada sie z 15 egzondéw, z ktérych az dziewigé

koduje rozlegtg 242-aminokwasowg domene cytoplazmatyczng, pieczotowicie kon-

serwowang podczas ewolucji [82]. Czynnik transkrypcyjny BSAP, specyficzny dla

komérki B, kodowany przez gen Pax-5 reguluje ekspresje CD19 [1, 48].
Badania ,,m vitro” sugerujg, ze CD 19 petni role regulatora transdukcji sygnatow

pochodzacych z BCR [7, 58]. Na komérce B CD19 pozostaje w bezposrednim

sgsiedztwie z BCR. Tg fizyczna blisko$¢ potwierdza staty udziat CD 19 w sygnalizacji
pochodzacej z BCR. Tak np. w nastepstwie sieciowego zwigzania bt Ig wystepuje
fosforylacja tyrozyny w wielkiej cytoplazmatycznej domenie CD 19. Proces ten jest

mediowany przez kinazy biatkowe tyrozynowe [99, 100].

Sieciowe zwigzanie CD 19 przez monoklonalne przeciwciato:

1- wywotuje aktywacje kinaz biatkowych tyrozynowych i fosforylacje tyrozyny w
cytoplazmatycznej czeSci CD19, chociaz fosforylacja ta (podobnie jak przy siecio-
wym zwigzaniu innych biatek) nie jest tak znamienna, jak przy zwigzaniu bt Ig
[98]; zwigzanie samej czasteczki CD 19 aktywuje kinazy biatkowe tyrozynowe
dziatajgce na produkt proto-onkogenu vav (powstaje kompleks sygnalizacyjny
CD19/vav/PI 3-kinaza) [102];

2 - aktywuje fosfolipaze C, chociaz stopien aktywnosci fosfolipazy C jest wiekszy,
gdy rownocze$nie zostanie zwigzana bt Ig; reakcje hamuja inhibitory kinaz biat-
kowych tyrozynowych [13];

3- powoduje wzrost poziomu wewngtrzkomdrkowego Ca2+. Ca2+jest uniwersalnym
modyfikatorem transdukcji sygnatéw, ktére m.in. wptywaja na takie funkcje ko-
morki, jak: proliferacja, réznicowanie, adhezja, ruchliwos$é i sekrecja.

Jesli nastagpi rGwnoczesne zwigzanie CD 19 z bt IgM na komoérce B przez spe-
cyficzne monoklonalne przeciwciata w obecnosci IL-4, ulega zmniejszeniu z 10000
do 100 liczba czasteczek IgM, ktérych stymulacja jest konieczna dla wzbudzenia
syntezy DNA [12].

Fosforylacja tyrozyny CD 19 (niezaleznie od tego, czy jest wywotana sieciowym
zwigzaniem CD 19 czy bt Ig) prowadzi do zwigzania i aktywacji Pl 3-kinazy. PI
3-kinaza jest dimerem ztozonym z podjednostki tgcznikowej (adaptor) - p85 i
podjednostki katalitycznej (catalytic) - pl 10 [98]. Podjednostka p85 ma dwie nie-
zwykle wazne domeny SH 2 (Src homology region 2) - domeny homologiczne
z rejonem 2 kinazy Src i efektywnie wigze sie z dwiema odpowiednimi fosfo-
tyrozynami CD19, co aktywuje pllO [6, 85]. Jak sie wydaje, interakcja CD19-PI
3-kinaza petni dwojakg funkcje: aktywuje pp70S6K oraz reguluje ruchliwos$¢ (traf-
ficking) czasteczek w btonie komérkowej w relacji do przetwarzanego antygenu
[26] (rys. 2). .
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Dzieki skonstruowaniu doswiadczalnego modelu myszy z niedoborem CD 19,
a takze szczepow transgenicznych myszy z ludzkim genem CD 19, kt6ére chara-
kteryzuje nadmierna ekspresja CD 19, uzyskano nowe dane odnosnie roli CD19:
1- w aktywacji komorki B,

2 - wjej rozwoju [25, 78, 109].

Ad. 1. Komoérki myszy z ludzkim genem CD 19 sg nadreaktywne wobec réznych
transbtonowych sygnatéw [25, 81, 109], czemu towarzyszy podwyzszony poziom
surowiczych Ig [25], wzrost poziomu endogennych przeciwciat anty-DNA iczynnika
reumatoidalnego [80] oraz rozwdéj uktadowych choréb autoimmunologicznych. Nad-
reaktywnos$¢ charakteryzuje nawet te komorki B, ktére wykazujg wzrost ekspresji
CDI19tylko o 10-25% [80]. Sato i wsp. [80] sugeruja, ze defekt u myszy z nadmierng
ekspresjg CD 19 wynika raczej z zaburzonej regulacji sygnatéw w komorce, a nie
z nieprawidtowego repertuaru przeciwciat.

Przeciwnie, u myszy z niedoborem CD 19 komérki B charakteryzuje znamiennie
obnizona odpowiedZ na antygeny zalezne od pomocniczych komérek T. Myszy
te tracg takze zdolno$¢ wytwarzania osrodkéw rozrodczych w tkankach chtonnych,
a poziom surowiczych przeciwciat jest obnizony [25, 78]. Tak wiec CD19 odgrywa
istotna role zaréwno w regulacji odpowiedzi komorki B na antygeny zalezne od
komorki T, jak i w dojrzewaniu i/lub selekcji aktywnych komorek B do komdrek
pamieci.

Ad. 2. Jedli idzie o wptyw czasteczki CD 19 na rozwdj komoérek B, to jej
nadmierna ekspresja hamuje rozwdj ,,konwencjonalnych” komérek B w szpiku na
etapie komarki pre-B [25], co sugeruje, ze CD19 odgrywa role w negatywnej selekcji
podczas szpikowego rozwoju komdrki B [109]. Natomiast u myszy z niedoborem
CD 19 rozwdj ,.konwencjonalnych” komoérek B nie jest zaburzony [25, 78].

U myszy, a by¢ moze takze u cztowieka, czgsteczka CD 19 jest konieczna dla
prawidtowego rozwoju komdrek B-l. Komorki B-1 tworzg matg, samoodnawajgcq
sie subpopulacje w linii komorki B, ktéra u myszy jest tatwa do odrdznienia od
dominujacej populacji ,,konwencjonalnych” komorek B-2 na podstawie Kilku cech
fenotypowych, takich jak: obecno$¢ czasteczki CD5, silna ekspresja bt IgM, staba
lub nieistotna ekspresja IgD, staba ekspresja B220, brak ekspresji CD23. Komorki
B-l1 wystepuja gtownie w jamie otrzewnowej dorostych myszy i nie ma ich w
szpiku, ktory zasiedlajg prekursory komdrki B-2. Uwaza sie, ze komérki B-l re-
prezentuja najwczesniejszy okres limfopoezy w zyciu zarodkowym ssakéw i wy-
kazujg takie cechy ,atawistyczne”, jak: trwato$¢ ekspansywnych klondw i zdolnosé
do samoodnowy. Komorki B-l1 wytwarzajg wiekszo$¢ surowiczych IgM, a takze
przeciwciata klasy 1gG3. Obie klasy tych immunoglobulin cechuje niskie powi-
nowactwo wobec antygenow i wielospecyficznos$¢, tzn. ze okreslone przeciwciato
jest zdolne do wigzania r6znych antygenoéw bakteryjnych, polisacharydow, lipidéw,
biatek, a takze autoantygenow [43, 79]. Ekspansja niektdrych klonéw komérki B-I
ma znaczenie w patogenezie choréb autoimmunologicznych [106].
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U myszy z niedoborem CD 19 zostaje uposledzony rozwdj populacji komérek
B-1, przeciwnie natomiast - u myszy z nadmierng ekspresjg CD 19 wzrasta liczba
komérek B CD5 dodatnich w jamie otrzewnowej i w $ledzionie [80]. Obserwacje
powyzsze sugeruja, ze CD 19 peini role gtéwnego regulatora odpowiedzi immu-
nologicznej, ktory ustala prog sygnatéw koniecznych dla wczesnej selekcji klonalnej,
ekspansji obwodowych komorek B, rozwoju populacji B-1 i tworzenia autoprze-
ciwciat.

Obok niedoboru CD 19, takze delecje genetyczne kilku innych czgsteczek ucze-
stniczacych w transdukcji sygnatéow mogg uposledzaé rozwo6j komorek B-I. | tak
u myszy z celowym rozbiciem (targeted disruption) protoonkogenu Vav takze wy-
stepuje zmniejszona liczba komérek B-I [91, 102, 107]. Podobnie rozw6j populacji
komérek B-l zostaje w znacznym stopniu uposledzony przy destrukcji genu Btk
[45, 46]. Gen Btk koduje niereceptorowa kinaze biatkowg tyrozynowg Btk, ucze-
stniczgcg w transdukcji sygnatéw pochodzgcych zBCR. Przeciwnie natomiast, homo-
zygotyczne myszy tzw. myszy ,,zjedzone przez mole” (motheaten) (szczep recesywny
me/me i zywotny - viable motheaten mevmev), obok innych nieprawidtowosci hema-
tologicznych, charakteryzuje proliferacjakomdrek BCD5+izwiekszone wytwarzanie
IgM i 1gG3 [86-88]. U zwierzat tych rozwijajg sie choroby autoimmunologiczne
i ging one $rednio w 3 tygodniu (szczep me/me) lub w 9 tygodniu (szczep mevmev)
zycia. Proliferacja komdrek B CD5+ u myszy me/me i mevmeyv, jak sie wydaje,
wynika bezposrednio z nieprawidtowej aktywnosci fosfatazy biatkowej tyrozynowej
komorki hemopoetycznej, ktdrg koduje gen hcph (hematopoietic cell protein - ty-
rosine phosphatase gene) [87]. Fosfataza ta ma dwie tworzgce tandem domeny
SH2 (57/2 domain - containing tyrosine phosphatase - SHP1) i przypuszczalnie
jest negatywnym regulatorem sygnalizacji pochodzacej z BCR [21, 35].

Udziat czgsteczek CD19, Vav, Btk i SHP1 w rozwoju komorki B-1 sugeruje,
ze dzialajg one na podobnych lub zazebiajgcych sie drogach [46, 88, 91, 107].
Biatko Vav reaguje z cytoplazmatyczng domeng CD 19 [102]. By¢é moze takze
Btk uczestniczy w interakcji z jedng z reszt tyrozynowych znajdujgcych sie w
domenie cytoplazmatycznej CD 19 [108]. SHP1 dzieki domenom SH2 moze wigzac
sie z CD19 po jego fosforylacji, wzglednie SHP1 moze regulowaé czynno$¢ CD19
poprzez defosforylacje. U myszy me/me i mevmev z defektem SHP1, wskutek
zaburzonej regulacji sygnatéw w komorce, rozwijajg sie uktadowe choroby auto-
immunologiczne, podobnie jak u myszy z nadmierng ekspresjg CDI 9. Istniejg pewne
podobieAstwa miedzy niektérymi objawami, jakie wystepuja u myszy me/me i
mevme a obrazem klinicznym ludzkiej przewlektej biataczki limfatycznej B-ko-
madrkowej, w ktdérej to chorobie takze proliferuja komérki B CD5+ [11]. Ludzkim
odpowiednikiem genu hcph myszy jest gen PTP N6 (protein-tyrosine phosphatase
nonreceptor type 6), ktory zlokalizowano w krétkich ramionach chromosomu 12
(12pl2 —p 13) [105]. W przewlektej biataczce limfatycznej B-kom6rkowej trisomia
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12 jest jedng z czestszych nieprawidtowosci cytogenetycznych i wigze sie ze zia
prognozg [19, 60].

V. CZASTECZKA CD21

CD21 (inne nazwy: CR2 - receptor dopetniacza typu 2; EBV-R - receptor wirusa
Epsteina-Barr) jest cztonkiem rodziny biatek regulujagcych czynnos$é dopetniacza,
do ktorej nalezg jeszcze CD35 (CR1 - receptor dopetniacza typu 1), CD46 (MCP
- membrane cofactor protein), CD55 (DAF - decay-acceleratingfactor) oraz biatka
plazmatyczne: biatko wigzace C4 i czynnik H [18, 49]. Geny kodujace te biatka
lezg tuz przy sobie w 1q32 [18]. Sugeruje sie nawet, ze geny CD21 i CD35 powstaty
wskutek duplikacji wspdlnego genu - przodka [94].

Na powierzchni komoérek B CD21 pojawia sie znacznie p6zniej niz CD 19, bo
dopiero na dojrzatych komérkach [18, 94]. Szpikowe komorki B majg bardzo staba,
lub nie wykazujg zadnej ekspresji CD21 [94]. Po stymulacji ,,in vitro” spoczyn-
kowych komérek B ekspresja CD21, tacznie z ekspresjg IgD stopniowo zanika.
Natomiast limfoblastoidalne linie komérkowe stransformowane EBV, pomimo mor-
fologii komorki blastycznej zachowujg CD21. W tkankach limfoidalnych umiar-
kowanego stopnia ekspresje CD21 obserwuje sie na komérkach B ze strefy ptaszcza
grudki chtonnej, za$ w strefie brzeznej ekspresja jest silna. Komérki B z o$rodkow
rozrodczych grudek chtonnych sg w wiekszosci CD21 ujemne [95], chociaz CD21
wystepuje na grudkowych komérkach dendrytycznych. Na tych ostatnich CD21
taczy sie z kompleksami immunologicznymi, w sktad ktérych wchodzg odpowiednie
fragmenty trzeciej sktadowej dopetniacza, co jak sie wydaje wpltywa na rozwdj
o$rodkéw rozrodczych i zachowanie komdérek B pamieci immunologicznej [77].

Poza dojrzatymi komdrkami B i grudkowymi komo6rkami dendrytycznymi, CD21
wystepuje jeszcze na subpopulacji tymocytéw, komoérkach T, a takze niektérych
komorkach nabtonkowych [95]. Z wyjatkiem limfocytow B na zadnym z wymie-
nionych rodzajow komdrek nie wykryto czgsteczki CD 19.

Jak juz wspomniano, CD21 jest receptorem dla fragmentdw trzeciej sktadowej
dopetniacza (iC3b, C3dg oraz C3d). Domena zewngtrzkomérkowg CD21 skiada
sie z 15 powtarzalnych krotkich zgodnych sekwencji (SCR - short consensus repeat).
Kazda SCR jest niezalezng strukturg ztozong z 60-70 aminokwasoéw. Dwie SCR
znajdujace sie przy koncu N sg konieczne dla zwigzania C3d [42, 52]. Cytopla-
zmatyczna cze$¢ CD21 jest krétka, bo ztozona tylko z 34 aminokwaséw, co sugeruje,
ze CD21 moze funkcjonowac tylko dzieki potgczeniom z innymi biatkami btony
komorkowej (rys. 3). Jednakze zarowno u ludzi, jak i u myszy domena cytopla-
zmatyczna jést pieczotowicie przechowywana i u obu gatunkéw wystepuje 80%
identyczno$ci sekwencji aminokwasow [27, 63].
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W kompleksie CD19/CD21/CD81/Leu-13 czasteczka CD21 jest zwigzana nieko-
walencyjnie z przybtonowg cze$cig zewnatrzkomoérkowego rejonu CD 19, a takze
z transhtonowym rejonem tej czgsteczki. CD21 umozliwia nieimmunologiczne wia-
zanie CD 19. Mianowicie CD21 wigzac antygen optaszczony fragmentem C3d do-
petniacza posrednio poprzez CD 19 zwieksza aktywacje komérki B [23,58] Znaczenie
CD21 w kompleksie CD 19 potwierdzajg takze badania myszy z niedoborem CD21
[2]. Jedng z charakterystycznych cech tych zwierzat, podobnie zresztg jak myszy
z niedoborem CD 19, jest istotne zmniejszenie sie liczby komérek B-l1 CD5+ w
jamie otrzewnowej dorostych myszy [43]. Z drugiej strony CD21 wigzac specyficznie
sktadowe dopetniacza i/lub EBV moze samodzielnie zwigkszy¢ aktywacje komorki
B przez wybiérczy tancuch sygnalizacyjny zalezny od c-fos [53]. Silna ekspresja
CD21 na komorkach B strefy brzeznej w $ledzionie sugeruje, ze wihasnie ta sub-
populacja jest dobrze przygotowana do szybkiej i tatwej aktywnosci w pierwotnej
odpowiedzi immunologicznej [94].

Na wszystkich rodzajach komorek, ktdre noszg CD21, czasteczka ta wigze EBV
przez miejsce, ktére czesciowo (chociaz nie catkowicie) zazebia sie z miejscem
wigzgcym iC3b, C3dg oraz C3d [56, 62]. Konsekwencjg zakazenia tych komorek
przez EBV [14, 51, 92] moze by¢ ich unieSmiertelnienie i udzial w onkogenezie,
chociaz do konca nie ustalono, czy zakazenie komdrek B zachodzi przez CD21.
CD21 niezaleznie od CD4 moze utatwiaé zakazenie limfocytow przez ludzkiego
wirusa niedoboru immunologicznego (HIV), jesli jest optaszczony fragmentami C3
[22, 24, 32].

CD21 moze takze wigzac¢ sie z CD23, chociaz miejsce w zewnatrzkomérkowej
domenie CD21, ktore wigze CD23 nie pokrywa sie z miejscem wigzacym iC3b,
C3dg oraz C3d [4, 5]. CD23 jest lektyno-podobnym biatkiem wystepujgcym na
btonie komorkowej lub w postaci rozpuszczalnej. Interakcja CD21-CD23 odgrywa
role we wspdtdziataniu komérki B z komdrka T i kontroluje wytwarzanie IgE
[5, 30].

VI. CZASTECZKA CD81

CD81 (inna nazwa TAPA 1 - targetfor antiproliferative antigen-1) nalezy do
ciagle jeszcze powiekszajacej sie rodziny transbtonowych biatek o czterech tgczach
z btong komorkowg (TM 4 - tetraspan transmembrane proteins). Do rodziny tej
nalezg jeszcze CD9, CD37, CD53, CD63 i CD82. Podobnie jak inni cztonkowie
tej rodziny, CD81 ma cztery domeny wystarczajgco dtugie, aby czterokrotnie prze-
kraczaé btone komdrkowga. Oba krétkie konce karboksylowy i aminowy lezg w
cytoplazmie [40]. CD81 podobnie jak i inni cztonkowie rodziny TM 4 ma takze
pojedyncze reszty asparaginowe w trzeciej i czwartej domenie transbtonowej. U
myszy i ludzi wystepuje 92% zgodnoS$ci sekwencji aminokwaséw w strukturze
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CD81, przy czym w domenach transbtonowych i cytoplazmatycznych identycznos¢
sekwencji osigga 100% [50].

Wiekszo$¢ komorek B na wszystkich szczeblach réznicowania charakteryzuje
wzglednie wysoki poziom ekspresji CD81. Przy tym w warunkach aktywacji ,,in
vitro” ekspresja CD81 wzrasta trzy- lub czterokrotnie. Ekspresja CD81 jest takze
wieksza na komodrkach B w o$rodkach rozrodczych grudek chtonnych niz na ota-
czajacych limfocytach B [40]. CD81 wystepuje réwniez na grudkowych komadrkach
dendrytycznyc¢h [28]. Ekspresja CD81 charakteryzuje wiekszo$¢ limfocytow T, ty-
mocyty, naturalne komorki cytotoksyczne, eozynofile i niektdre monocyty. W ho-
dowli wiekszo$¢ komdrek srédnabtonkowych i zrebowych nosi czasteczke CD81
[40].

Strukturalne cechy czasteczki CD81 sugeruja jej czynnosci sygnalizacyjne, co
zgadza sie ze zdolnoscig CD 81do wywotywaniahomotypowej agregacji komorkowej
i do hamowania proliferacji niektérych stransformowanych linii limfocytow [10,
28]. Jednakze chociaz CD81 ma dziatanie antyproliferacyjne, to nie wywotuje apo-
ptozy. Poglad, zeCD81 jest czgsteczkga transdukcji sygnatow, potwierdza obserwacja,
ze sieciowe zwigzanie CD 81 na komadrkach B indukuje fosforylacje tyrozyny biatek
komorkowych [84], za$ zdolno$¢ CD81 do wywotywania agregacji komorkowej
jest hamowana przez inhibitory kinaz biatkowych tyrozynowych [26]. Specyficzne
potgczenia miedzy CD81 i CD19 lub miedzy CD81 i czgsteczkami MHC klasy
Il sugerujg, ze CD81 moze odgrywac jaka$ role w wytwarzaniu sygnatéw przez
te czasteczki [9].

VIlI. WNIOSKI

Transdukcja sygnatow przez wielocztonowe kompleksy czasteczek (kompleks
CD79a/CD79(3/bt 1g, kompleks CDI19/CD21/CD81/Leu-13, kompleks CD81/MHC
klasy Il, kompleks CD21/CD35 itp.) zaleznie od specyfiki tych czgsteczek utatwia
elastyczno$¢ komorek wobec zewnatrzkomérkowych sygnatéw oraz moze wywo-
tywaé wielorakie skutki. Tak np. CD 19 peini kluczowag role w integrowaniu informacj i
pochodzgcych z dopetniacza (interakcja z CD21) z informacja pochodzacg z BCR
(interakcja z heterodimerem CD790c/CD79(3).
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INTERLEUKIN 15

Ewa Z. BALKOWIEC-ISKRA, Jakub GOLAB

Zaktad Immunologii Instytutu Biostruktury Akademii Medycznej w Warszawie

Streszczenie: IL-15 jest niedawno odkryta cytoking, przypominajaca funkcjonalnie, ale nie strukturalnie
1L-2. Jest ona produkowana przez szereg komdérek organizmu, ma zdolno$¢ pobudzania proliferacji
komérek NK, limfocytéw T i B oraz monocytéw. Indukuje réwniez synteze IgM, IgA i IgGi. W pracy
opisano szczeg6towo organizacje genowa, budowe receptora oraz dziatanie IL-15 na poszczeg6lne
komorki uktadu odpornosciowego. Oméwiono réwniez potencjalna role 1L-15 w chorobach.

(Postepy Biologii Komorki 1999; 26: 863-875)

Stowa kluczowe: IL-15, IL-15R, komoérki NK, limfocyty T, limfocyty B, monocyty, sarkoidoza, reuma-
toidalne zapalenie stawow, nowotwor.

Summary: Interleukin 15 is a recently described cytokine which appears to be expressed in a variety of
tissues and cell types. It shares many activities with IL-2, including growth stimulation of T cells, B cells
and natural killer cells and induction of IgM, IgA and IgGi synthesis. This review describes genomic
architecture, structure of the IL-15 receptor and biological effects of IL-15 on various cells of the immune
system. Moreover, involvement of IL-15 in the pathogenesis and potential treatment of numerous human
diseases are discussed briefly.

(Advances in Cell Biology 1999; 26: 863-875)

Keywords: IL-15, IL-15R, NK cells, T lymphocytes, B lymphocytes, monocytes, sarcoidosis, rheumatoid
arthitis, cancer.

Interleukine 15 (IL-15) odkryto w 1994 roku w trakcie doswiadczen, w ktorych
oceniano zdolno$¢ supematantow zbieranych z ré6znych hodowli komérkowych do
pobudzania proliferacji limfoidalnej linii komérkowej CTLL.2 w obecnos$ci neu-
tralizujagcych przeciwciat anty-1L-2 [21]. Z supematantu jednej z takich hodowli
komérkowych, pochodzacych z matpiej nerki (CV-1/EBNA), wyizolowano biatko
0 masie czgsteczkowej 14 kDa. Nastepnie, przy uzyciu zdegenerowanych primeréw
oligonukleotydowych oraz techniki PCR, wyizolowano gen kodujacy nowagcytokine,
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ktérg nazwano IL-15. Réwnoczes$nie, z supematantu ludzkiej biataczki wywodzacej
sie z komoérek T, stransformowanej HTLV-1 (HuT-102), wyizolowano substancje,
ktéra okreslono mianem IL-T [10]. Dalsze badania dowiodty, iz obie substancje
sg tag samg cytoking.

Obecnie wiadomo, iz IL-15 jest cytoking produkowang przez wiele komdrek
organizmu, nalezacych zaréwno do uktadu odpornosciowego (monocyty, makrofagi),
jak rowniez do innych uktadéw i narzadéw (tozysko, mie$nie poprzecznie praz-
kowane, nerka, serce, $ledziona, piuca, skdra witasciwa)[21]. IL-15 jest cytoking
przypominajaca funkcjonalnie, ale nie strukturalnie, IL-2. Podobienstwo dziatah
jest najprawdopodobniej konsekwencjg wykorzystywania przez IL-15 tancuchow
P i y receptora dla IL-2. IL-15 ma zdolno$¢ stymulowania proliferacji komadrek
NK, limfocytéw T i B oraz monocytdw. Poza dziataniem mitogennym wywiera
réwniez szereg innych efektow: w limfocytach T indukuje ekspresje mRNA dla
perforyny, granzyméw A i B, interferonu-X-uraz Fas ligandii. Odgrywa rowniez
rolewdojrzewaniu i ré6znicowaniu komdrek uktadu odpornosciowego (IL-15 i jej
receptor sg produkowane w tkankach ptodowych - watrobie, nabtonku grasicy,
komorkach zrebowych szpiku) [37].

Wiele, omoéwionych w dalszej czesci artykutu, whasciwosci IL-15 czyni jg atra-
kcyjng kandydatka do wykorzystania w badaniach klinicznych, a by¢ moze réwniez
w terapii takich zespotow chorobowych, jak: nowotwory czy tez zjawiska auto-
immunizacyjne.

1. BUDOWA MOLEKULARNA 1L-15

1.1. Organizacja genowa i regulacja ekspresji genu

Gen ludzkiej IL-15 znajduje sie na chromosomie 4q31, natomiast gen mysiej
IL-15 zlokalizowany jest w centralnej czesSci chromosomu 8. Skiada sie on z 8
egzondw i 7 intronéw [8]. Sekwencja promotorowa mysiej IL-15 znajdujaca sie
po stronie 5’ genu IL-15 mierzy 1227 bp. W regionie tym znaleziono sekwencje
wigzgce czynniki transkrypcyjne, takie jak: SP-1 (pozycja od 56 do 47), NF-kB
(od 319 do 310), dwa miejsca wigzgce NF-IL-6 (od 135 do 126 i od 778 do
769), GAS (od 136 do 128) oraz ISRE (252-240)[50]. Sekwencja ludzkiej IL-15
jest w 97% identyczna z sekwencjg maitpiej IL-15 i w 73% z mysig [8].

W sgsiedztwie genu dla IL-15 znajdujg sie rGwniez geny kodujgce inne cytokiny,
czynniki wzrostu i chemokiny (miedzy innymi: IL-8, FGF-2 i FGF-5, EGF). Réwniez
gen dla IL-2 znajduje sie w pobliskim regionie (4926-27).
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1.2. Budowa IL-15

IL-15, wraz z IL-2 nalezg do rodziny cytokin czterohelikalnych wigzacych sie
z receptorami hematopoetynowymi. Odpowiednia budowa przestrzenna IL-15 sta-
bilizowana jest 2 mostkami dwusiarczkowymi umieszczonymi miedzy cysteinami
Cys 42 a Cys 88 (homologicznie do IL-2 ) oraz Cys 35 a Cys 91 [44].

Gen il-15 koduje dwie izoformy biatka, zbudowane z 48- lub 21-aminokwasowej
sekwencji sygnatowej i 114-aminokwasowego dojrzatego biatka ostatecznego. 1zo-
formy te wykazujg rézng dystrybucje tkankowa: 21 -aminokwasowa wystepuje gtow-
nie w sercu, jadrze, wyrostku robaczkowym i grasicy, 48-aminokwasowa w miesniu
szkieletowym, tozysku, sercu, ptucu, watrobie, grasicy i nerce [32,41]. lzoformy
te maja rowniez inng lokalizacjag wewnatrzkomdrkowsg: forma 21-aminokwasowa
lokalizuje sie w cytoplazmie ijadrze, natomiast forma 48-aminokwasowa kierowana
jest gtownie do siateczki srodplazmatycznej ijest wydzielana na zewnatrz. Izoforma
z krétszym odcinkiem sygnatowym najprawdopodobniej nie jest wydzielana przez
komorki. Nie jest to typowe zjawisko dla cytokin, ktdre z reguty wywierajg szereg
efektdw biologicznych po zwigzaniu sie z receptorami btonowymi, zlokalizowanymi
na powierzchni komdrek docelowych. Niewykluczone, ze wewnatrzkomérkowa IL-
15 wywiera efekty biologiczne w komorkach, ktore jg produkujg. Interesujgce jest
réwniez to, ze podjednostka a receptora dla IL-15 (IL-15R) ma sekwencje lokalizacji
jadrowej (NLS) [46]. Chociaz dotychczas nie zaobserwowano wigzania sie IL-15
zjej receptorem w cytoplazmie komorek produkujacych, taka hipoteza, gdyby zostata
potwierdzona, z pewnoscig bytaby sensacyjna. Mozna sobie réwniez wyobrazié¢
inne znaczenie wewnatrzkomdrkowej, nie wydzielanej IL-15: byé moze wewnatrz-
komdrkowa IL-15 jest uwalniana z komdrek po ich rozpadzie, na przyktad w prze-
biegu infekcji wirusowej lub bakteryjnej. Gwattowny, lokalny wzrost stezenia IL-15
moégitby wéwczas byé sygnatem dla komorek NK i limfocytdw T o zagrazajagcym
niebezpieczenstwie.

1.3. Budowa receptora dla IL-15

Receptor dla IL-15 (IL-15R) zbudowany jest z 3 podjednostek: a - charaktery-
stycznej dla IL-15 oraz [3iy. Lancuch [Bwykorzystywany jest rdwniez przez IL-2,
natomiast tafcuch y znajduje sie ponadto w receptorach dla szeregu innych cytokin,
takich jak: IL-4, IL-7 i IL-9 [44].

1.3.1. Budowa tancucha

Gen kodujacy fancuch a receptora dla IL-15 (IL-15Ra) zajmuje dystalng czes¢
krétkiego ramienia chromosomu 10 (pl4-15) [4]. mRNA dla IL-15Ra zostato zi-
dentyfikowane w wielu typach komdrek. Nalezg do nich m.in. komorki: $ledziony,
grasicy, prostaty, jadra, jajnika, limfocyty i monocyty krwi obwodowej, jak réwniez
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komorki nowotworowe na przyktad komorki czerniaka: IGR3, JUSO, MELP [9,31].
Jedynie komorki tuczne wykazujg ekspresje innego typu IL-15Ra okre$lanego jako
IL-15RX. Do przekazywania sygnatu przez ten receptor nie jest konieczna obecnos¢
dwoch pozostatych podjednostek IL-2R [45]. IL-15Ra jest typowym biatkiem bto-
nowym typu I, o masie czgsteczkowej 60 kDa. Zbudowany jest z 32-aminokwasowej
sekwencji sygnatowej, 173-aminokwasowej domeny zewnatrzbtonowej, 21-amino-
kwasowej domeny transbtonowej oraz 37-aminokwasowej domeny cytoplazmaty-
cznej. Mimo iz zidentyfikowano 3 izoformy ludzkiego IL-15Ra, do tej pory nie
udato sie wykazac réznic w ich funkcji [46]. Lancuch a receptoradlalL-15 (IL-15Ra)
wigze IL-15 z bardzo wysokim powinowactwem (1000 razy wyzszym niz wynosi
powinowactwo interleukiny-2 do tancucha a receptora dla IL-2), wynoszacym
K210 11 M_1. Powinowactwo to nie zalezy od obecnosci podjednostek (3yreceptora
[20]. IL-15Ra znajduje sie na powierzchni aktywowanych, ale nie spoczynkowych
makrofagéw, komdrek NK, limfocytow T CD4+ i CD8+.

1.3.2. Budowa tancucha B

IL-15 wykorzystuje tancuch (@ receptora dla IL-2 [21]. Jest to 70-75 kDa gli-
koproteina, kodowana przez pojedynczy gen zlokalizowany na chromosomie
22ql 1.2-12. Biatko to zbudowane jest z 525 aminokwasdw, z ktérych 214 stanowi
cze$¢ zewnatrzkomorkowa, oddzielong od 286-aminokwasowej czesci wewnatrz-
komorkowej, 25-aminokwasowym regionem transbtonowym [26].

Zewnatrzkomorkowg czes$¢ tancucha @ nalezy do nadrodziny receptoréw cy-
tokinowych, zawiera cztery charakterystyczne, state reszty cysteinowe i sekwencje
WSXWS (literowy skrét aminokwaséw). Wewnatrzkomérkowa domena zawiera
wzglednie duzo reszt prolinowych i regionéw bogatych w seryne.

1.3.3. Budowa taincuchay

Wspélny dla IL-15, IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 i IL-13 tancuch y to 64 kDa glikoproteina
zbudowana z 347 aminokwaséw, w tym 232-aminokwasowej domeny zewngatrzko-
morkowej, 29-aminokwasowej transbtonowej i 64-aminokwasowej wewngtrzkomor-
kowej. Kodowana jest przez pojedynczy gen zlokalizowany na chromosomie Xql3
i powstaje z 369-aminokwasowego prekursora. Zewnatrzkomérkowg domena tan-
cucha y zawiera charakterystyczng sekwencje WSXWS i cztery stale reszty cy-
steinowe, co pozwala zaliczy¢ ja do nadrodziny receptoréw cytokinowych [26].

2. PRZEKAZYWANIE SYGNALU PRZEZ RECEPTOR
DLA IL-15

Cytokiny i czynniki wzrostu, ktére tgczg sie z receptorami rodziny receptoréw
hematopoetynowych (cytokinowych) maja zdolnos$¢ fosforylacji kinaz JAK (ang.
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Janus kinases) i czynnikow transkrypcyjnych STAT (ang. signal transducers and
activators of transcription). Nalezy do nich réwniez IL-15.

W aktywowanych limfocytach T JAK3 i JAKI sg funkcjonalnie zwigzane z
receptorami zawierajagcymi yc. Lancuch P zwigzany jest natomiast z kinazami JAKI
i lek [44]. Przekazanie sygnatu przez IL-15R w limfocytach T prowadzi do fosforylacji
tyrozyn i translokacji kinaz STAT3 i STATS z cytoplazmy do jgdra komorkowego.
Obejmuje tez fosforylacje, nalezacych do rodziny src, cytoplazmatycznych kinaz
tyrozynowych p56ldc i p72syk i stymulacje kinazowej drogi Ras/Raf/MAP, co pro-
wadzi do aktywacji Fos/Jun [44]. Droga przekazu w komérkach tucznych obejmuje
fosforylacje JAK2 i STAT5. Nie ma jednak dowodéw na bezposrednie wiazanie
sie IL-15RX (IL-15Ra) z JAK2. Dlatego tez sugeruje sie wystepowanie receptora
towarzyszacego, oddziatujgcego z JAK2. Kandydatami sg tu fosforylujgce kinaze
JAK 2, zawierajace tancuch (k receptory IL-3/5/GM-CSF oraz receptor dla ery-
tropoetyny [45].

3. KOMORKI PRODUKUJACE IL-15

IL-15 produkowana jest przez wiele komérek organizmu zaréwno nalezacych
do uktadu immunologicznego, jak i do innych uktadéw. mRNA dla IL-15 znaleziono
m.in. w tozysku, nerce, sercu, $ledzionie, ptucach oraz monocytach, makrofagach
i naskdrkowych komérkach Langerhansa [21]. Jednym z gtéwnych Zrodet IL-15
wydajg sie jednak by¢ makrofagi. Zwiekszenie transkrypcji genu dla IL-15 w ma-
krofagach nastepuje pod wptywem stymulacji lipopolisacharydem i niektérymi cy-
tokinami, np IFN-y (interferon-y) [16]. Do transkrypcji genu IL-15 w makrofagach
stymulowanych lipopolisacharydem niezbedne sg fragmenty zawierajace sekwencje
wigzgce: czynnik transkrypcyjny NF-kB (pozycja od 564 do 252) oraz znajdujacy
sie w kornicu 5’ fragment wigzacy czynnik transkrypcyjny SP-1 - GC box. Cytokiny,
takie jak: IL-4, IL-13, TGF(3 (ang. transforming growth factor) hamujg synteze
IL-15 przez pobudzone IFN-y i BCG (Bacille Calmette Guerin) makrofagi [16].
Natomiast dziatajagc na komorki dendrytyczne IL-4 wraz z GM-CSF (granulocyte
macrophage-colony stimulating factor) powoduje zwiekszenie mRNA dla IL-15
[23]. Zdolno$¢ zwiekszania produkcji IL-15 przez makrofagi pobudzone IFN-y i
BCG ma IL-10 [16]. Jest to o tyle nieoczekiwane, ze IL-10 nalezy wraz z IL-4
do cytokin typu Th2, pobudzajgcych odpowiedZ typu humoralnego. Ekspresja genu
kodujacego IL-15 wzrasta rowniez w makrofagach stymulowanych IFN-y, zain-
fekowanych Salmonella cholerae suis, Mycobacterium tuberculosis, Toxoplasma
gondiii oraz wirusem opryszczki typu 6 (human herpes virus HHV-6) [39].
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4. WEASCIWOSCI BIOLOGICZNE IL-15

4.1. Wplyw na komorki NK

IL-15 podobnie do IL-2, spetnia kluczowa role w dojrzewaniu komoérek NK
[36]. W zaledwie pikomolamych stezeniach IL-15 komérki te moga przezy¢ nawet
do 8 dni w nieobecnosci surowicy [13,15]. Cytokina ta pobudza proliferacje [49],
jak réwniez umozliwia réznicowanie i ekspansje komérek NK CD56+ z komérek
progenitorowych CD34+ [14,28]. IL-15 nasila rowniez adhezje komdorek NK do
$rodbtonka naczyn i podobnie do IL-2, IL-12, IL-8, TNF-a (ang. tumor necrosis
factor a), MCP-I(ang. monocyte chemotacticprotein), MCP-3, M IPI-a (ang. mac-
rophage inflammatory protein) indukuje aktywne przemieszczanie si¢ spoczynko-
wych komorek NK [2]. Hlos¢ IL-15 produkowana przez pobudzone monocyty jest
wystarczajgca do aktywacji komorek NK i do produkowania przez nie IFN-y [15].

4.2. Wptyw na limfocyty T

IL-15 aktywuje zarobwno CD4+, jak i CD8+ limfocyty pamieci, jak i dziewicze
limfocyty CD8+, czego dowodem jest pojawianie sie na powierzchni tych komaorek
markeréw aktywacji, takich jak: CD69, CD30, TNFRII i CD40L [25].

IL-15 jest rGwniez czynnikiem chemokinetycznym i chemotaktycznym (zwieksza
zaréwno przypadkowa, jak i ukierunkowang migracje) limfocytéw T [51]. Ma ona

/ zdolno$¢ indukowania formowania uropodiéw na limfoblastach przylegajacych do
fibronektyny oraz czasteczek immunoglobulinopodobnych VCAM-1 i ICAM-1 [38].
Do uropodiow przemieszczana jest nastepnie czasteczka ICAM-3 oraz w znacznie
mniejszym stopniu, inne czasteczki adhezyjne, jak np. ICAM-1, ICAM-2, CD43,
CD44. IL-15 powoduje réwniez zwiekszenie ekspresji tancucha a receptora dla
IL-2 na ludzkich limfocytach T oraz zmniejszenie ekspresji tancucha a receptora
dlaIL-15naaktywowanych fitohemaglutyning (PHA) limfocytach T krwi obwodowej
[28,40]. Stymuluje tez proliferacje jelitowych, $rédnabtonkowych limfocytéw T
y5 u myszy, jak rowniez chroni je przed apoptozg, zwiekszajac ekspresje Bcl-2
[22]. Proliferacja limfocytow T y8 stymulowana jest réwniez w przebiegu sal-
monellozy [39]. IL-15 stymuluje tez wzrost naskérkowych T y8 [17]. Wplywa
takze na produkcje, przez limfocyty T, cytokin: znacznie wzmacnia wydzielanie
IFN-y, TNF-a oraz IL-10 [27,35].

4.3. Wptyw na limfocyty B

Interleukina 15 silnie pobudza pierwotna, antygenowo swoistg odpowiedz lim-
focytow B in vitro. Wynikato miedzy innymi z pobudzenia proliferacji iréznicowania
tych komorek [6]. Pod tym wzgledem doréwnuje interleukinie 2. IL-15 indukuje
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wydzielanie IgM, 1gG, IgA, lecz nie IgG4 i IgE przez pobudzone limfocyty B
[6].

4.4. Wptyw na monocyty i makrofagi

Ludzkie monocyty zaczynajg produkcje IL-15 juz 5 godzin po aktywacji lipo-
polisacharydem [3]. Komorki te wykazujg konstytutywng ekspresje genow kodu-
jacych taincuchy piyreceptoradlalL-2 oraz kinaze tyrozynowg JAK3, uczestniczacg
w przekazywaniu sygnatu w odpowiedzi na IL-15 [16]. Ekspresje receptora dla
IL-15 na makrofagach zwieksza najsilniejszy ich endogenny aktywator - IFN-y.
Warto zauwazyé, ze wydzielana przez makrofagi IL-15 jest réwniez autokrynowym
czynnikiem pobudzajgcym te komérki. Synergistycznie z IFN-y indukuje ona wy-
dzielanie przez nie chemokin, takich jak: MCP-1 oraz IL-8 [7].

W duzych dawkach IL-15 wzmacnia produkcje przez makrofagi cytokin pro-
zapalnych, takich jak: TNF, IL-1, IL-6 oraz cytokin o wtasciwosciach hamujgcych
odpowiedZz komorkowa, na przykiad interleukiny 10. W matych, pikomolamych
dawkach, IL-15 selektywnie hamuje produkcje cytokin prozapalnych, ale nie wptywa
na produkcje IL-10 [3].

4.5. Wptyw na komdérki tuczne

IL-15 wydaje sie spetnia¢ réwnie wazng co IL-3 i czynnik wzrostu komorek
tucznych (MCGF, SCF, c-kitL) role w stymulowaniu réznicowania i dojrzewania
komérek tucznych. IL-15 moze réwniez aktywowac i pobudza¢ do proliferacji spo-
czynkowe mastocytow. Odpowiedzialna jest takze za patologiczny rozrost tych ko-
mérek, prowadzac do mastocytozy [45].

4.6. Wplyw na granulocyty obojetnochtonne

IL-15 aktywuje granulocyty obojetnochtonne oraz nasila ich zdolnosci fagocytame
[19]. Opoznia apoptoze efektywniej od IL-2, a w wysokich stezeniach aktywuje
te komdrki rownie efektywnie jak GM-CSF.

4.7. Wpltyw na komorki srdédbtonka

Komorki srodbtonka majg na swojej powierzchni wszystkie trzy podjednostki_re-
ceptora dla IL-15. Dziatajac na komdrki $réddbtonka IL-15 indukuje szybka fo-
sforylacje reszt tyrozynowych wielu biatek (w tym fosforylacje kinaz JAK1/JAK3,
STAT3/STATS), co sugeruje, ze komoérki Srédbtonkowe odpowiadajg bezposrednio
na IL-15 [5]. IL-15 pobudza réwniez angiogeneze, jednak najprawdopodobniej nie
jest to zwigzane z bezposrednig stymulacja komorek $rdédbtonka [5].
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5. ROLA IL-15 W PATOGENEZIE CHOROB

5.1. Sarkoidoza ptuc

IL-15, podobnie do IL-2 i TNFa powoduje lokalng ekspansje limfocytow T
CD4+ w ptucach, co prowadzi do wzmozenia procesu zapalnego i formowania
ziaminiakow [1]. Wysoki poziom IL-15wykazano rowniez w makrofagach ptucnych,
pochodzacych od pacjentdw z aktywng sarkoidozg [1].

5.2. Eozynofilowe zapalenie piuc

Lokalna produkcja IL-15 moze by¢ réwniez istotna w eozynofilowym zapaleniu
ptuc, gtéwnie poprzez indukowanie syntezy IL-5 przez limfocyty T (IL-15 sty-
muluje transkrypcje genow i synteze biatka ludzkiej IL-5) [35]. Indukowana przez
IL-15 produkcja IL-5 moze by¢ catkowicie zablokowana przez inhibitor kinazy
tyrozynowej - herbimycyne A [35].

5.3. Reumatoidalne zapalenie stawdw

IL-15 odgrywa wazng role w reumatoidalnym zapaleniu stawow, indukujgc syn-
teze TNF-a w limfocytach T [33,34]. Podanie rozpuszczalnej formy tancucha a
IL-15R hamuje rozw6j kolagenowego zapalenia staw6éw, bedacego zwierzecym mo-
delem reumatoidalnego zapalenia stawéw, aktywacje limfocytéw Thl oraz prze-
ciwkolagenowg odpowiedZz humoralng [43].

5.4. Zakazenia wirusowe

Dzieki zdolno$ci indukowania aktywnosci cytotoksycznych limfocytéw T i ko-
morek NK, IL-15moze by¢ wykorzystanajako adjuwant w szczepionce, stymulujacej
funkcje tych komorek w przewlektych zakazeniach wirusowych. Prawdopodobnie
interleukina 15 zwieksza liczbe krazacych limfocytow CD4+ jednoczes$nie nie akty-
wujac ich, a co za tym idzie nie zwiekszajac replikacji wirusa HIV [24]. Wtasciwos$é
te by¢ moze bedzie mozna wykorzysta¢ w leczeniu chorych zainfekowanych tym
wirusem.

5.5.Choroby nowotworowe

Ze wzgledu na dziatanie na komorki uktadu odpornosciowego IL-15 jest po-
tencjalnym kandydatem do wykorzystania w immunoterapii nowotworéw. Doty-
chczasowe badania wykazaly, iz stosowanie jej po terapii cyklofosfamidem znacznie
wydtuza okres remisji, najprawdopodobniej przez wzmocnienie przeciwnowotwo-
rowego dziatania tego leku [18].
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Kombinacja IL-15 z takimi lekami, jak: 5-fluorouracyl i irinotekan [11,12] po-
woduje znaczne zmniejszenie dziatan ubocznych chemioterapii, takich jak biegunka
i zapalenie btony $luzowej zotgdka. Oprdcz zmniejszenia toksycznosci, IL-15 wzma-
ga rowniez aktywnos$¢ przeciwnowotworowg chemioterapeutykéw [11,12]. Zmnie-
szenie toksyczno$ci chemioterapeutykéw wynika najprawdopodobniej z
bezposredniego wptywu IL-15 na komoérki nabtonkowe bton Sluzowych przewodu
pokarmowego. Receptory dla IL-15 znaleziono na powierzchni komérek Caco-2
[42], wywodzacych sie ze Sluzédwki ludzkiego jelita oraz na powierzchni szczurzych
komoérek IEC-18, pochodzacych z krypt jelitowych [12].

IL-15, podobnie do IL-2 i IL-12, indukuje ekspresje mRNA dla perforyny w
komdrkach NK i w CD8+limfocytach T pochodzgcych od pacjentéw z nowotworami.
Zwieksza rowniez aktywno$¢ komdrek LAK przeciwko komoérkom nowotworowym

RYSUNEK 1. Wptyw IL-15 na mechanizmy efektorowe odpowiedzi przeciwnowotworowej; IL-15 (w
tym wypadku produkowana przez makrofagi) dziata na szereg populacji komoérek uktadu odpornoscio-
wego. Pobudza proliferacje i cytotoksyczno$¢ limfocytéw T i komdrek NK, wptywa na réznicowanie
limfocytdbw T pomocniczych w kierunku Thl, pobudza wydzielanie niektérych klas przeciwciat i
stymuluje komérki do wydzielania IFN-y
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pochodzacym od pacjentow z czerniakiem. Zwiekszarowniez wydzielanie niektérych
cytokin, w tym IFN-y i TNF-oc, ktére majg bezposredni wptyw cytotoksyczny/cyto-
statyczny wobec komdrek nowotworowych, aktywujg makrofagi i zwiekszajg eks-
presje czasteczek MHC (rys. 1).

Z zastosowaniem IL-15 w terapii nowotworéw u ludzi wigza sie rowniez pewne
niebezpieczenstwa. Wiele typow komorek nowotworowych moze produkowac 1L -15,
ktora jest dla nich auto- i parakrynowym czynnikiem wzrostu, Zjawisko takie zaob-
serwowano miedzy innymi w wypadku czerniakdéw [9], miesakow Ewinga, miesakow
wywodzacych sie z mie$ni poprzecznie pragzkowanych, kostniakomiesakéw [30],
rakow drobnokomorkowych ptuc [32] oraz, jak juz wspomniano, wielu biataczek
i chtoniakow [48].

5.6. Choroby uwarunkowane genetycznie a IL-15

Z mutacjg regionu zawierajacego locus genu kodujgcego tancuch a receptora
dla IL-15 zwigzanych jest szereg choréb, miedzy innymi zespét DiGeorga, zwigzany
z brakiem grasicy i gruczotow przytarczycznych [4]. Translokacje chromosomalne,
zawierajace dystalny region 10p: t(10;11) (pl4;ql4-q21) i t(10;17) (p13;912-q21),
obejmujacy locus, w ktérym znajduje sie gen kodujacy IL-15Ra, spotykane sg
réwniez w ostrych biataczkach limfocytowych i szpikowych [48]. IL-15 ma zdolno$¢
indukowania rozpuszczalnej formy IL-2Ra (sIL-2Ra), ktérego podwyzszone ste-
zenia obserwuje sie w biataczkach wywodzacych sie z limfocytow T, chorobach
autoimmunizacyjnych, AIDS, stwardnieniu rozsianym i w przebiegu odrzucenia
przeszczepu [47]. Pomiar stezenia IL-15 i sIL-2Ra w piynach ustrojowych moze
mie¢ wysokag warto$¢ diagnostyczng w wymienionych zespotach klinicznych.
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Ustawa z dnia 26 lipca 1991 r. o podatku dochodowym od oséb fizycznych (my
wszyscy)

- Art. 26.1. Podstawe obliczenia podatku, z zastrzezeniem art. 24 ust. 3iart. 28-30 stanowi
dochdd ustalony zgodnie z art. 9, art. 24 ust. 1i 2 oraz art. 25 po odliczeniu kwot: (-)

9) darowizn:

a) na cele naukowe, naukowo-techniczne, o$wiatowe, o$wiatowo-wychowawcze, kultural-
ne, kultury fizycznej i sportu, ochrony zdrowia i pomocy spotecznej, rehabilitacji zawodowej
i spotecznej inwalidoéw, a takze wspierania inicjatyw spotecznych w zakresie budowy drég i
sieci telekomunikacyjnej na wsi oraz zaopatrzenia wsi w wode - tgcznie do wysokosci 15%
dochodu

Ustawa z dnia 15 lutego 1992 r. o podatku dochodowym od o0sdb pranych (spoiki,
zwigzki kapitatowe iin.)

Art. 18.1 (196) Podstawe opodatkowania, z zastrzezeniem art. 21 i 22, stanowi dochéd
ustalony zgodnie z art. 7 albo w art. 7a ust. 1, po odliczeniu:

1/) (197) darowizn:

a) (198) na cele naukowe, naukowo-techniczne, o$wiatowe, oswiatowo-wychowawcze,
kulturalne, kultury fizycznej i sportu, ochrony zdrowia i pomocy spotecznej, rehabilitacji
zawodowe]j i spotecznej inwalidéw, a takze wspierania inicjatyw spotecznych w zakresie
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Ponizszy przykiad ma na celu przedstawienie skutkéw, jakie niesie darowizna 15%
dochodu na cele naukowe. Jest to oczywiscie maksimum, a liczy sie kazda ztotéwka.

Przykiad:

Jezeli dla uproszczenia rachunku przyjmiemy, ze dana osoba zarabia 1000 zt miesiecznie,
czyli 12 000 zt rocznie, to moze odliczy¢é maksymalnie w roku 15% tej sumy, czyli 1800 zi.
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W roku 1998 podatek od zarobkoéw do 25 252 zt rocznie wynosit 19% - 336,60 zt; 19% od
12 000 zt stanowi 2280 - 336,60 = 1943,40 zi; taki podatek trzeba zaptacic.

Jezeli darowano 1800 zt, dochéd byt mniejszy o te sume, czyli wynosit 12 000 - 1800 =
10 200 zi, podatek od tej sumy wynosi 1601,40 zi.

Dajac wiec 1800 zt na cele naukowe obniza sie podatek o 1943,40 - 1601,40 = 342 zi;
pozostata suma, czyli 1800 - 342 = 1458 ztjest darowizng, ktérej ,,odzyskac¢” z podatku nie
mozna.
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