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W tym Zeszycie

W oku kregowcow wystepuja dwa funkcjonalnie odmienne szlaki odbioru $wiatta.
Jeden z nich stuzy do tworzenia obrazéw (preciki i czopki), a drugi rejestruje zmia-
ny intensywnosci promieniowania w czasie i uczestniczy w tzw. niewzrokowych
odpowiedziach na $wiatto (regulacji rytmow biologicznych, zwezaniu zZrenicy). W
tym drugim szlaku uczestniczy melanopsyna, ktorej budowa i funkcje sg omawia-
ne w artykule na stronie 229.

W krajach wysoko rozwinietych rak sterczajest druga po raku ptuca przyczyna zgonu
mezczyzn. Badania in vitro na liniach komérkowych wyizolowanych z przerzu-
téw raka przyczyniajg sie do poznania mechanizmu tego procesu. W artykule na
stronie 257 omoOwiono czasteczki adhezyjne i niektore antygeny komoérek raka
prostaty biorgce udziat w adhezji, co ma znaczenia w powstawaniu przerzutéw.

Powstawanie osteoklastow jest procesem tworzenia wielojagdrowych komérek zdol-
nych do resorbowania macierzy kostnej. Komoérki te powstaja przez fuzje makro-
fagéw regulowang cytokinami oraz ligandami uwalnianymi lub eksponowanymi
przez komorki kosSciotworcze. Wiecej na ten temat Czytelnik znajdzie na stronie
273.

Metalotioneiny to niskoczasteczkowe biatka bogate w reszty cysteinowe, zdolne do
wigzania metali ciezkich. Wiekszos¢ metalotionein roslinnych podlega ekspresji
tkankowospecyficznej. Wiecej na ten temat jest na stronie 285.

Interleukina 15 ma wielokierunkowy wptyw na uktad odpornosciowy. Cytokina ta sta-
nowi czynnik wzrostu dla limfocytow T CD8 pamieci oraz dziata na nie antyapop-
totycznie. Indukuje powstawanie komdrek NK i nasila ich aktywnos¢ cytotok-
syczng. Wiecej na temat tej interleukiny oraz jej znaczenia w procesach chorobo-
wych znajdzie Czytelnik na stronie 303 oraz 327.

Somitogeneza, w czasie ktdrej z trzyosiowej mezodermy tworzg sie somity, jest pod-
stawg segmentacji ciata u kregowcow. Komorki trzyosiowej mezodermy przecho-
da przez trzy fazy r6znicowania i dojrzewania. W pierwszej fazie komorki macie-
rzyste przeksztatcajg sie w komorki progenitorowe tworzgce mezoderme przedso-
mitowa. Potem nastepuje faza przygotowania do segmentacji oraz segmentacja.
W artykule na stronie 393 oméwiono mechanizm dziatania molekularnego oscyla-
cyjnego zegara u zarodkow, regulujacego somitogeneze.
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MOLEKULARNE MECHANIZMY POWSTAWANIA
ZESPOLU RETTA

MOLECULAR MECHANISMS IN RETT SYNDROME

Dorota JURKIEWICZ!, Ewa POPOWSKA!, Anna TYLKI-SZYMANSKA?,
Matgorzata KRAJEWSKA-WALASEK!

Zaktad Genetyki Medycznej!; Klinika Pediatrii, Oddziat Choréb Metabolicznych?;
Instytut “Pomnik - Centrum Zdrowia Dziecka”, Warszawa

Streszczenie: Zesp6t Retta (RTT) jest chorobg zaburzajaca rozwdj uktadu nerwowego, o charakterze
dominujacym, sprzezong z chromosomem X. RTT wystepuje prawie wylgcznie u dziewczynek. U
pacjentek z zespotem Retta i jego wariantami fenotypowymi zidentyfikowano mutacje w genie MECP2.
Gen MECP2 koduje represor transkrypcji (MeCP2, methyl-CpG-binding protein 2), ktéry dziata po-
przez wigzanie sie do zmetylowanego DNA i zageszczenie struktury chromatyny. Biatko MeCP2 ulega
szczegolnie silnej ekspresji w mézgu. Dotychczas wykryto 370 r6znych mutacji w genie MECP2. Wigk-
sz0$¢ z nich powstaje de novo na chromosomie pochodzacym od ojca. W kilkunastu przypadkach udato
sie stwierdzi¢ korelacje pomiedzy genotypem a fenotypem choroby. Jedng z przyczyn zmiennosci
objawoéw zespotu Retta moze by¢ ukierunkowana inaktywacja chromosomu X. Mutacje w genie MECP2
zostaty tez zidentyfikowane u kilkunastu chtopcéw. Badania przeprowadzone na mysich modelach
zespotu Retta wykazujg, ze gen MECP2 jest niezbedny dla prawidtowego rozwoju i funkcjonowania
uktadu nerwowego. Biatko MeCP2 reguluje ekspresje genéw, ktdrych produkty biorg udziat w tworzeniu
nowych potaczen synaptycznych. Wazna rola biatka MeCP2 w procesie synaptogenezy ttumaczy spe-
cyficzny fenotyp u pacjentéw z zespotem Retta.

Stowa kluczowe: zesp6t Retta (RTT), gen MECP2, biatko MeCP2, mutacje, mysi model zespotu Retta,
synapsy.

Summary: Rett syndrome (RTT) is an X-linked dominant neurodevelopmental disorder affecting almost
exclusively girls. Mutations in the MECP2 gene have been found in a variety ofdifferent RTT phenoty-
pes. The MECP2 gene encodes a transcriptional repressor (MeCP2, methyl-CpG-binding protein 2)
acting by binding to the methylated DNA and producing the compacted chromatin structure. MeCP2 is
strongly expressed in brain. Up to now, 370 different MECP2 mutations have been reported. Most
mutations occur de novo on the paternal chromosome. In several cases a genotype-phenotype correlation
have been found. Skewed XCI patterns may be one of the reasons ofthe RTT phenotypic heterogeneity.
MECP2 mutations have been also revealed in several male cases. Studies performed on RTT mouse models

*Praca czeSciowo przygotowana w ramach projektu KBN nr 3PO5E11222.
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indicate that MECP2 gene is required for the proper development and function of the central nervous
system. MeCP2 regulates expression of genes encoding proteins which participate in the formation of
new synaptic connections. The significant MeCP2 role in the synaptogenesis process explains the Rett
patients specific phenotype.

Key words: Rett syndrome (RTT), MECP2 gene, MeCP2 protein, mutations, Rett mouse model, synapses.

WPROWADZENIE

Zespot Retta (RTT, MIM#312750) jest chorobg zaburzajacg rozwéj uktadu nerwo-
wego, wystepujaca prawie wytgcznie u dziewczynek. Zespot ten zostat po raz pierwszy
opisany w 1966 roku [62]. RTT stanowi jedng z najczestszych przyczyn niepetno-
sprawnosci intelektualnej u kobiet i wystepuje z czestoscigod 1/15000 do 1/10000 urodzen
[24], RTT jest chorobg o charakterze dominujacym, sprzezongz chromosomem X [61].

W klasycznej postaci zespotu Retta pojawianie sie objawdw zachodzi wedtug
okreslonego schematu. Dziewczynki rodza sie zdrowe i po okresie normalnego rozwoju
nastepuje zahamowanie rozwoju neurologicznego, a nawet regresja zdobytych umiejet-
nosci. Przebieg choroby mozna podzieli¢ na cztery etapy. W pierwszej fazie (6-18
mies.) nastepuje zatrzymanie prawidtowego rozwoju z pojawieniem sie cech
autystycznych. W drugim etapie (1-4 lata) dzieci tracg nabyte umiejetnosci, takie jak
mowa i celowe uzywanie ragk, pojawiajg sie stereotypowe ruchy rgk, zaburzenia
oddychania i zahamowanie przyrostu obwodu gtowy. W kolejnym etapie (4-7 lat)
nastepuje pewna stabilizacja, dzieci moga nauczyé sie nawigzywac kontakt z otoczeniem,
jednak réwnoczesnie obserwuje sie zahamowanie rozwoju somatycznego, wystgpienie
skoliozy i napadéw padaczki. Czwarty, ostatni etap choroby (5-15 lat lub wiecej) przynosi
dalsze pogorszenie czynnosci somatycznych i neurologicznych [60].

Opracz klasycznej formy RTT rozréznianych jest pie¢ innych wariantéw choroby o
réznym stopniu nasilenia cech klinicznych. Warianty z 1zejszymi objawami to: forme
fruste, wariant péznej regresji (ang. late regression variant) i wariant z zachowang
zdolnoscig mowy (ang. preserved speech variant). Formy z ciezszymi objawami
fenotypowymi to: forma wrodzona (ang. congenital form) i wariant z wczesno-
dzieciecg padaczkg (ang. early-seizure-onset variant) [60].

GEN MECP2 ODPOWIEDZIALNY ZA RTT

W roku 1998 zlokalizowano locus zwigzany z wystepowaniem zespotu Retta na dtugim
ramieniu chromosomu X w regionie q28 [68, 77, 78]. Zanalizowano wiele gen6w z tego
obszaru w poszukiwaniu mutacji wystepujacych u pacjentdw z zespotem Retta. Ostatecznie
w 1999 roku zidentyfikowano mutacje w genie MECP2 (MIM# 300005) [3],

Gen MECP2 obejmuje 112,7 kpz (tysiecy par zasad) i sktada sie z czterech egzonéw
[59]. Sekwencja genu charakteryzuje sie obecnoscigbardzo dtugiego intronu 2 (okoto
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RYCINA 1. Struktura genu MECP2. Gen MECP2 podlega alternatywnemu sktadaniu tworzac transkrypty
MECP2A i MECP2B. Transkrypt MECP2A obejmuje cze$¢ egzonu 2, egzon 3 i 4, transkrypt MECP2B

obejmuje egzon 1,34

60 kpz) oraz ewolucyjnie konserwatywnego regionu 3’'UTR o dtugosci 8,5 kpz [15].
Istniejg dwie izoformy transkryptu: MECP2A i MECP2B. I1zoforma MECP2A obejmuje
cze$¢ egzonu 2, egzon 3 i 4, natomiast izoforma MECP2B sktada sie z egzonu 1,3 i 4,
natomiast nie ma 124-nukleotydowego egzonu 2 (ryc. 1) [48], W wyniku stosowania
alternatywnych sygnatéw poliadenylacji w regionie 3’'UTR powstaja transkrypty o r6znej

wielkosci (1,9; 5; 10,1 kpz) [15,17,59].

BUDOWA | FUNKCJA
BIALKA MeCP2

Gen MECP2 koduje biatko MeCP2
(ang. methyl-CpG-binding protein 2)
zbudowane z 486 aminokwaséw (izofor-
ma MeCP2A) lub z 498 aminokwaséw
(izoforma MeCP2B) w zaleznos$ci od
uzytego alternatywnego miejsca wycina-
nia intronéw [37, 48]. Biatko MeCP2
sktada sie z czterech domen: 85-amino-
kwasowej domeny wigzacej zmetylowane
ugrupowania CpG (ang. MBD, methyl-
CpG-binding domain), 104-aminokwa-
sowej domeny uczestniczacej w represji
transkrypcji (ang. TRD, transcriptional
repression domain), 17-aminokwaso-
wego sygnatu lokalizacji jadrowej (ang.
NLS, nuclear localization signal) leza-
cego w obrebie domeny TRD oraz regio-
nu wigzacego domene WW (ang. WW
domain binding region) ztozonego z 162
aminokwasow (ryc. 3) [6, 7, 40, 52, 53,

RYCINA 2. Mechanizm represyjnego dziatania
biatka MeCP2 z udziatem korepresora Sin3A i
deacetylazy histonowej (HDAC)
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55]. Wazna funkcje w biatku MeCP2 odgrywa sygnat lokalizacji jadrowej (NLS), ktory
jest niezbedny w procesie transportu biatka do jadra komérkowego [55]. Region wiazacy
domene WW ma zdolno$¢ do wigzania sie zdomeng WW czynnikéw bioracych udziat w
wycinaniu intronéw (czynniki FBP i HYPC) [6].

Biatko MeCP2A wystepuje w roznych tkankach, takich jak: fibroblasty, komorki
limfoblastyczne, watroba, miesnie szkieletowe [1, 48, 66, 67]. Najwyzszy poziom
ekspresji izoformy MeCP2B obserwuje sie w mozgu, gdzie jest identyfikowana gtéwnie
w neuronach i w mniejszych ilosciach w gleju. Ekspresja biatkajest zwigzana z procesem
tworzenia potaczen synaptycznych [51].

Biatko MeCP2 jest represorem transkrypcji, ktory moze dziata¢ za pomocg dwdch
mechanizméw. Wedtug jednego z nich biatko MeCP2 wigze sie za pomocg domeny
MBD do zmetylowanego fragmentu DNA w miejscach bogatych w dwunukleotydy
CpG. W nastepnym etapie zachodzi oddziatywanie domeny TRD biatka z korepresorem
Sin3A i deacetylazghistonowg(HDAC) ! i 2, co prowadzi do deacetylacji histonéw
H3 i H4 w nukleosomach i zageszczenia struktury chromatyny, ktora staje sie niedo-
stepna dla kompleksu transkrypcyjnego [31, 54] (ryc. 2). Biatko MeCP2 moze
oddziatywac takze z korepresorem c-Ski i N-CoR poprzez domene TRD i tworzy¢ z
nimi kompleks bez posrednictwa korepresora Sin3A [36]. Drugi mechanizm dziatania
biatka MeCP2 polega na hamowaniu transkrypcji bezposrednio na poziomie kompleksu
preinicjacyjnego poprzez interakcje domeny TRD z czynnikiem transkrypcyjnym 11B
(TFI1B) [33].

MUTACJE W GENIE MECP2

Dotychczas zidentyfikowano 370 r6znych mutacji w grupie 1700 pacjentéw z RTT
[http://mecp2.chw.edu.au, 47]. Zmiany sg rozproszone wzdtuz catego genu i obejmujg
wszystkie typy mutacji: zaburzajace prawidlowe skladanie genu (ang. splice site
mutations), powodujgce zmiane informacji kodonu (ang. missense mutations),
wprowadzajace kodon terminacyjny (ang. nonsense mutations), delecje i insercje
prowadzace do zmiany ramki odczytu (ang. frameshift mutations) i duze przegrupo-
wania w regionie genu MECP2 (ryc. 3).

Mutacje typu missense sazlokalizowane gtéwnie w obszarze kodujacym domene MBD.
Wiele zmian tego rodzaju, np. R106W, RH IG, Y123A, 1125A, R133C, F155S, T158M,
Znaczaco zmniejsza powinowactwo biatka MeCP2 do zmetylowanego DNA [21].

Mutacje typu nonsense sa rozproszone wzdtuz catego genu, przy czym wiekszosé
znajduje sie w regionie kodujacym fragment biatka pomiedzy domenami MBD i TRD
oraz w regionie kodujgcym domene TRD. Lokalizacja tego typu mutacji sprawia, ze
powodujg one powstanie biatka MeCP2 z prawidtowa domeng MBD, lecz skr6cong
domeng TRD lub catkowicie pozbawione tej domeny. Uszkodzone biatko nie traci
zdolnosci wigzania sie do zmetylowanego DNA, lecz ma zaburzong funkcje represji
transkrypcji [79].
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RYCINA 3. Budowa biatka MeCP2 i lokalizacja mutacji powtarzalnych. Oznaczenia: MBD - domena
wigzgca zmetylowane ugrupowania CpG, TRD - domena represji transkrypcji, NLS - sygnat lokalizacji
jadrowej. Biate prostokaty — mutacje missense, jasnoszare prostokaty - mutacje nonsense, ciemnoszare
prostokaty - mutacje frameshift

Niewielkie kilkunukleotydowe delecje i insercje wystepujgwzdtuz catego genu [47].
W egzonie 1, kodujagcym fragment izoformy MeCP2B, zidentyfikowano delecje 5,8 i 11
par zasad oraz duplikacje 5 par zasad [48,49,58]. Delecje fragmentdw genu o wielkosci
od kilku do okoto trzystu nukleotydow sg identyfikowane gtdwnie w C-koricowym regionie
genu, kodujgcym powtdrzenia polihistydynowe i stanowig okoto 40% wszystkich
wykrywanych mutacji. Delecje w C-terminalnym rejonie powodujg utrate koricowych
fragmentow biatka MeCP2, co prowadzi do utraty zdolno$ci wigzania z domenami WW
oraz znaczaco zmniejsza trwatos¢ biatka [6,27, 69, 79].

Wykrywane sa rowniez duze delecje obejmujace swoim zasiegiem kilka tysiecy par
zasad i prowadzace badz do catkowitej utraty mozliwosci tworzenia biatka lub
powstawania biatka pozbawionego roznych domen [38, 65].

Mutacjami najczesciej wystepujacymi w genie MECP2 sg substytucije pojedynczego
nukleotydu (C>T) w ugrupowaniach CpG, ktére sg prawdopodobnie spowodowane
spontaniczng dezaminacja zmetylowanej cytozyny [13]. Mutacje tego typu stanowia
okoto 60% wszystkich opisanych zmian. Najpowszechniej wystepuje osiem mutacji
tego rodzaju: R168X (182 przypadki), T158M (179 przypadkdéw), R255X (159
przypadkéw), R270X (138 przypadkéw), R294X (115 przypadkéw), R306C (92
przypadki), R133C (89 przypadkéw), R106W (70 przypadkow).

W genie MECP2 zidentyfikowano tez okoto 50 r6znych zmian polimorficznych,
nieuwazanych za patogenne. Satojednonukleotydowe podstawienia, ktore nie powodujg
zmiany informacji kodonu. Moga to by¢ réwniez substytucje prowadzace do wstawienia
niewtasciwego aminokwasu (np. G428S), ktére sg wykrywane zaréwno u chorych, jak
i u zdrowych oséb, co wskazuje, ze zmiany te nie sg zwigzane z wystepowaniem
zespotu Retta.
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Mutacje w genie MECP?2 sa identyfikowane takze u niektérych os6b z objawami
zespotu Angelmana, ktére nie majg nieprawidtowosci w budowie regionu 15q 11-13,
wystepujacych u wiekszosci pacjentéw z tym zespotem [42].

POCHODZENIE MUTACJI MECP2

Prawie wszystkie przypadki mutacji w genie MECP2 pojawiajg sie sporadycznie.
Analiza haplotypéw w rodzinie wykazata, ze ponad 95% zmian powstaje na chromoso-
mie pochodzacym od ojca [22,71], Mozna to ttumaczy¢ faktem, ze wiekszo$¢ mutacji
w genie MECP2 zachodzi w metylowanych ugrupowaniach CpG, a meskie komorki
ptciowe we wczesnych etapach gametogenezy majgwysoko zmetylowane chromosomy.
Dodatkowo w meskiej linii ptciowej zachodzi wiecej podziatébw mitotycznych w
poréwnaniu z zenska linig ptciowa [19].

Znane sg tez przypadki, w ktoérych mutacja zostata odziedziczona od zdrowej lub
wykazujgcej bardzo tagodne objawy matki. Obecnos¢ zdrowych nosicielek mozna
thumaczy¢ wystepowaniem mozaikowatosci germinalnej lub ukierunkowanej inaktywacji
chromosomu X, podczas ktorej zostaje inaktywowany gtownie zmutowany allel genu.
Jednak wyniki badan dotyczace inaktywacji chromosomu X u pacjentow z zespotem
Retta nie sg jednoznaczne. Niektdre grupy badawcze zidentyfikowaty silnie ukierunko-
wang inaktywacje chromosomu X u zdrowych nosicielek i czeSciowo ukierunkowang
inaktywacje u 0s6b z tagodnymi objawami [5, 26, 74, 80], podczas gdy inna grupa
wykazata wystepowanie losowej inaktywacji u zdrowych nosicielek [46]. Te sprzeczne
rezultaty mozna thumaczy¢ zr6znicowanym wzorem X-inaktywacji w réznych tkankach.
Istnieje mozliwos¢, ze zdrowe nosicielki ze zrownowazong X-inaktywacja zidentyfiko-
wang w leukocytach krwi obwodowej prezentujg ukierunkowang inaktywacje
chromosomu X w mézgu [60].

KORELACJA POMIEDZY GENOTYPEM A FENOTYPEM

Badania nad ustaleniem korelacji pomiedzy genotypem a objawami zespotu Retta
prowadza do niespéjnych wnioskéw. Niektdre grupy badawcze nie znalazty znaczacej
zaleznosci genotyp-fenotyp [2, 5,27], podczas gdy inne wykryty taka korelacje [8, 16,
26, 50, 69, 80]. Te niezgodnosci moga wynika¢ z réznic w ustalaniu kryteriow oceny
ciezkosci fenotypu choroby i odmiennej klasyfikacji mutacji w genie MECP2. Ponadto
rézne czynniki modyfikujace, takie jak wzér inaktywacji chromosomu X czy oddzia-
tywanie tta genetycznego, moga powodowac¢ wystepowanie réznego obrazu klinicznego
u pacjentow z takg sama mutacja.

Autorzy prac, w ktérych wykryto korelacje genotyp-fenotyp, wykazali, ze mutacje
powodujace utrate wiekszej czesci biatka (ang. early truncating mutations) powodujg
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wystgpienie ciezszych objawow choroby w poréwnaniu z mutacjami prowadzgcymi
do utraty tylko matego fragmentu MeCP2 (ang. late truncating mutations). Dwa
zespoty badawcze dowiodty, ze mutacje typu missense prowadzg do tagodniejszego
fenotypu niz mutacje skracajace biatko [8, 50], U pacjentéw z klasycznymi objawami
RTT zidentyfikowano wszystkie typy mutacji, podczas gdy u pacjentéw z zachowang
mowa wykryto tylko mutacje typu missense i late truncating. Powyzsze stwierdzenia
potwierdzajg poglad, ze mutacje powodujace utrate prawie wszystkich funkcji MeCP2
sg zwigzane z ciezszym fenotypem, natomiast zmiany, ktore nie znosza catkowicie
funkcji biatka, prowadza do lzejszych objawdw. lIstniejg réwniez dane wykazujace
zwigzek miedzy ciezkim fenotypem a mutacjami uszkadzajgcymi region genu kodujacy
sygnat lokalizacji jadrowej [26].

MUTACJE W GENIE MECP2 U MEZCZYZN

Zespo6t Retta jest wykrywany prawie wytacznie u kobiet, ale opisano réwniez
przypadki Kilkunastu mezczyzn z wariantami zespotu Retta. Chorych mezczyzn z
mutacja zidentyfikowana w genie MECP2 mozna podzieli¢ na trzy grupy. Pacjenci
pierwszej grupy majamutacje niezaprzeczalnie patogenne, typu nonsense lub missense,
ktére wystepuja rowniez u kobiet z RTT. Wszyscy pacjenci z tej grupy reprezentuja
rzadko wystepujace przypadki RTT i charakteryzujg sie wczesnym wystgpieniem
objawéw choroby i ciezka encefalopatia. Druga grupa chorych ma mutacje w postaci
mozaiki pojawiajacej sie postzygotycznie i w tym przypadku stopieh nasilenia objawow
zalezy od proporcji zmutowanego i zdrowego allela w neuronach. Pacjenci ci moga
prezentowac fenotyp RTT lub Retto-podobny. Do tej grupy mozna tez zaliczy¢ mezczyzn
z kariotypem 47, XXY. Trzecia grupa chorych obejmuje pacjentéw z mutacjami missense
odziedziczonymi od matek, ktére to mutacje nigdy nie sg identyfikowane u kobiet z
objawami zespotu Retta. U chtopcow z tego typu zmiang zawsze wystepuje niepetno-
sprawnos$¢ intelektualna. Szacuje sig, ze mutacje w genie MECP2 wystepujg u okoto
2% mezczyzn z niepetnosprawnoscig intelektualng [14]. Szczegdlnie interesujacg zmiang
wykrywang u mezczyzn jest mutacja A140V, ktdra jest zwigzana z r6znego rodzaju
fenotypami, takimi jak: niepetnosprawnosé intelektualna, niepetnosprawnosc intelektualna
z wystepowaniem zaburzeh mowy, schizofrenia z utratg mowy i psychoza maniakalno-
depresyjna [11,14,35,39,57].

MYSIE MODELE ZESPOtLU RETTA

Biatko MeCP2 byto poczatkowo uwazane za powszechnie wystepujacy represor
transkrypcji, ktéry wigze sie z ro6znymi zmetylowanymi genami, takimi jak: geny
imprintingowe, tkankowo specyficzne i retrowirusowe [ 18,20,41]. Trudno jednak byto
znalez¢ wyttumaczenie, w jaki sposob represor o tak szerokim zakresie dziatania
powoduje objawy ograniczone tylko do zaburzen uktadu nerwowego. W celu wyjasnienia
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mechanizmoéw dziatania mutacji uszkadzajacych biatko MeCP2 stworzono kilka
modeléw mysich. Myszy catkowicie pozbawione genu Mecp2 i myszy z selektywnie
usunietym genem z tkanki mézgowej prezentujgkliniczne objawy podobne do objawdow
zespotu Retta [9, 23]. Mutanty mysie, u ktérych gen Mecp2 zostat usuniety z
rozwijajgcych sie neuronéw, oraz mutanty, u ktorych Mecp2 byt usuniety z juz
zréznicowanych neuronéw, wykazujg ten sam fenotyp. Obserwacje te dowodza, ze
gen Mecp?2 jest potrzebny dla prawidtowego funkcjonowania uktadu nerwowego i
sugeruja, ze przyczyng wystapienia objawéw RTT nie sg zaburzenia we wczesnych,
lecz pOzniejszych etapach rozwoju moézgu.

Badania przeprowadzone na modelu mysim pici meskiej z zachowang czesciowo
funkcja Mecp2 wykazaty, ze zaburzenia w dziataniu Mecp2 wplywajg na acetylacje
histondw i budowe chromatyny [66].

W innych eksperymentach starano sie wyjasnic, czy inne biatka, takie jak MBDL1 |
MBD?2, ktére wigzg sie ze zmetylowanym DNA i wpltywaja na transkrypcje, moga
czesciowo zastepowaé funkcje biatka MeCP2. Uzyskane rezultaty wykazaty, ze
usuniecie genu Mbd2 z mutanta niemajacego genu Mecp2 nie pogarsza fenotypu
myszy, co sugeruje, ze biatko Mbd2 nie rekompensuje braku biatka Mecp2 [23].

MECHANIZMY POWSTAWANIA CHOROBY
WPLYW MUTACJI MECP2 NA SYNAPSY

Wiekszo$¢ mutacji w genie MECP2 powoduje catkowitg lub czeSciowa utrate funkcji
biatka MeCP2, co wskazuje, ze objawy zespotu Retta sg spowodowane dziataniem
mechanizmu niedoboru prawidtowej formy biatka [43]. Ostatnio stwierdzono, ze takze
nadmierna ekspresja MECP2 jest szkodliwa i moze prowadzi¢ do niepetnosprawnosci
intelektualnej u mezczyzn [72].

Zaangazowanie biatka MeCP2 w represje transkrypcji zalezng od metylacji wskazuje,
ze zespot Retta jest spowodowany zmianami w regulacji ekspresji genéw. W wyniku
badania profilu ekspresji gendéw w tkance mézgowej pobranej od zmartych pacjentow
z RTT wykryto zmiany w ekspresji 131 genéw [12]. Nadekspresji ulegaja geny kodujace
biatka typowe dla astrogleju, natomiast nizszy poziom ekspresji prezentujg geny kodujace
biatka synaptyczne, cytoszkieletalne i dendrytyczne [30]. Uzyskane wyniki sg zgodne
z wynikami analizy histopatologicznej tkanki mézgowej zmartych pacjentéw z RTT,
ktore wykazatly zmniejszong liczbe synaps i dendrytéw [4]. Powyzsze badania wskazuja,
ze mutacje w genie MECP2 zaburzaja tworzenie i dojrzewanie synaps.

Obecnie postuluje sie, ze zesp6t Retta jest spowodowany zaburzeniami w tworzeniu
i utrzymywaniu potaczen synaptycznych. Wadliwe funkcjonowanie biatka MeCP2
prowadzi do nieprawidtowosci w rozwoju mézgu prawdopodobnie poprzez brak represji
transkrypcji genéw, ktére powinny by¢ nieaktywne podczas synaptogenezy. Fenotyp
zespotu Retta pojawia sig, kiedy silna dysfunkcja biatka MeCP2 jest obecna w czasie
réznicowania neuronéw [28,34,64].
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Na prawdziwos$¢ powyzszej hipotezy wskazujg ostatnie odkrycia demonstrujgce
istotng role biatka MeCP2 w regulacji genéw, ktérych produkty sag niezbedne do
prawidtowego funkcjonowania ukfadu nerwowego.

Wykazano, ze biatko MeCP2 kontroluje ekspresje czynnika neurotroficznego pocho-
dzacego z mézgu (ang. BDNF, brain derived neurotrophic factor). Biatko MeCP2
wigze sie do promotora genu BDNF, hamujac jego transkrypcje w niepobudzonych
neuronach. Depolaryzacja btony komérki nerwowej prowadzi do fosforylacji biatka
MeCP2 w obecnosci jonéw wapnia i jego odigczenia od promotora, co umozliwia
transkrypcje BDNF [10, 45]. Powyzsze odkrycie wskazuje, ze biatko MeCP2 moze
regulowac transkrypcje gendw, ktorych ekspresja zalezy od stanu aktywnosci komorki
nerwowej i ktdre odgrywajg wazng role w tworzeniu i utrzymywaniu potgczen
synaptycznych [29,76].

Ostatnio ukazata sie praca, w ktérej opisano powiazanie objawow zespotu Retta z
zaburzeniami transkrypcji genu DLX5 [25]. Badania na myszach wykazaty, ze brak
biatka MeCP2 powoduje zwiekszenie produkcji biatka DIx5, ktére odgrywa waznarole
w syntezie neurotransmitera GABA. Zwiekszenie ekspresji genu DIX5 przy braku
MeCP2 zachodzi w wyniku zmiany tréjwymiarowej struktury chromatyny w sasiedztwie
gendéw DIx5 i DIx6. Podejrzewa sig, ze podobne zaburzenia struktury chromatyny
moga dotyczy¢ takze innych gendw, na ktérych ekspresje wptywa MeCP2 [25].

Biatko MeCP2 moze wplywal takze na ekspresje genéw indukowanych przez
glukokortykoidy Sgkl i Fkbp5 [56]. Brak MeCP2 prowadzi do nadmiernej ekspresji
genu Sgkl, co powoduje aktywacje specyficznych kanatow jonowych i zmiany w
pobudliwosci neuronéw. Nadekspresja genu Fkbp5, ktéry koduje receptor glukokorty-
koidowy, moze prowadzi¢ do zaburzen w szlakach sygnalizacji aktywowanych poprzez
hormony steroidowe [43].

Innym genem, na ktérego aktywnos¢ wptywa biatko MeCP2, jest gen UBE3A,
ktérego mutacje sgodpowiedzialne za wystepowanie zespotu Angelmana, co prawdopo-
dobnie ttumaczy obecnos¢ niektérych cech charakterystycznych dla zespotu Angelmana
u pacjentdéw z zespotem Retta [44].

Przeprowadzone badania wskazuja, ze biatko MeCP2, uwazane do tej pory za og6lnie
dziatajacy represor transkrypcji, dziata specyficznie w centralnym uktadzie nerwowym.
Biatko MeCP2 reguluje ekspresje genow, ktorych produkty wystepuja w komdrkach
nerwowych i biorg udziat w tworzeniu nowych potaczen synaptycznych. Wazna rola
biatka MeCP2 w procesie synaptogenezy ttumaczy specyficzny fenotyp, zwigzany z
wystepowaniem mutacji w genie MECP2, u pacjentéw z zespotem Retta [29, 64, 75].

UDZIAL INNYCH GENOW W PATOGENEZIE ZESPOLU RETTA

Mutacje w genie MECP2 sg identyfikowane tylko u 70-80% sporadycznych
przypadkéw i u okoto 50% rodzinnych przypadkéw klasycznej formy RTT. Brak
obecnos$ci mutacji w tak duzej grupie pacjentdw moze by¢ spowodowany trudnymi do
wykrycia duzymi delecjami [65] lub mutacjami w niekodujgcych regionach genu, ktére
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nie sg objete badaniami molekularnymi. Innym mozliwym wyttumaczeniem jest
wystepowanie mutacji w innym genie, ktérego produkt uczestniczy w mechanizmach
zaleznych od obecnosci biatka MeCP2 lub wptywa na regulacje poziomu MeCP2 w
mozgu [73].

W nietypowych formach zespotu Retta obserwuje siejeszcze mniejszawykrywalnos¢
mutacji. Wiekszo$¢ pacjentdéw z wariantem zachowanej mowy ma mutacje w genie
MECP2, ale w przypadkachformefruste i form wrodzonych mutacje wystepujg tylko
u 20-40% pacjentdéw. Jedna z hipotez ttumaczacych ten fakt zaklada mozliwosé
czestszego wystepowania mutacji w regionach regulatorowych MECP2 u pacjentéw
z nietypowym RTT w poréwnaniu z pacjentami prezentujgcymi klasyczng forme tego
zespotu [60].

Ostatnio pojawity sie doniesienia 0 mutacjach w genie kodujagcym kinaze zalezng od
cykliny (CDKL5, STK9, OMIM#300203). Mutacje w tym genie zidentyfikowano u
dwunastu pacjentow z nietypowa forma zespotu Retta, zwigzang z objawami wczesno-
dzieciecej padaczki [32, 43, 63, 70, 75, 76]. Podobne fenotypowe spektrum mutacji
genow MECP2 i CDKLS5 $wiadczy o roli obu gendw, jakg odgrywaja w powszechnym
procesie patogenezy. Ekspresja obu genéw w réznych strukturach moézgu jest podobna,
lecz nie identyczna. Pozostaje do wyjasnienia wzajemna relacja obu gendw, czy oddziatuja
ze sobg bezposrednio czy posrednio i jaka role odgrywaja w ujawnieniu réznych form
zespotu Retta.
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THE PLASMA MEMBRANE PROTON PUMPS
AND THEIR REGULATION IN PLANT CELLS

Ewa MELODZINSKA, Grazyna KLOBUS
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Streszczenie'. Stezenie jonéw wodorowych jest wielokrotnie wyzsze na zewnatrz komorki niz w jej
wnetrzu. Ta réznica utrzymywana jest dzieki obecnosci w plazmolemie pienNotqych pomp protono-
wych (H+), ktére sprzegajg transport protondéw z procesem uwalniania energii. Zrodtem energii jest
hydroliza ATP i dlatego biatka te traktowane sgjako enzymy majace whasciwosci ATP-az. Pompa proto-
nowa wykorzystuje ATP jako substrat i wyrzuca H z komorki, a to powoduje ich asymetryczne
rozmieszczenie i powstanie gradientu elektrochemicznego, ktéry wykorzystywany jest w wielu proce-
sach fizjologicznych m.in. we wzroscie komérek, osmoregulacji i transporcie substancji do wnetrza
komorki. W ciggu ostatnich 15 lat poswigcono wiele uwagi zagadnieniom zwigzanym z regulacja potrans-
lacyjng H ATP-az przez r6zne bodzce egzo- i endogenne o charakterze chemicznym (hormony, NaCl) i
fizycznym (temperatura, uszkodzenia mechaniczne). A dynamiczny rozwoj badan w dziedzinie biologii
molekularnej pozwolit na odkrycie wielu nowych informacji na temat ich genetyki. HtATP-aza jest
kodowana przez ztozong rodzine genéw sklasyfikowanych w 5 podrodzinach, z ktérych dwie (| i II)
ulegaja ekspresji w wielu organach i tkankach, a trzy pozostate tylko w okreslonych warunkach, np. w
niektérych stadiach rozwoju roslin. Z uwagi na kluczowa role pomp protonowych w utrzymaniu wielu
procesow fizjologicznych w komérce, niezbednajest ich precyzyjna regulacja na poziomie transkrypcyj-
nym i posttranslacyjnym, ale mechanizmy tej regulacji nie sa do korica poznane. Niniejszy artykut jest
préba syntezy wiedzy o obu poziomach kontroli i funkcjonowaniu plazmolemowych pomp protono-
wych w komérkach roslinnych.

Stowa kluczowe'. H+ATP-aza, plazmolema, izoformy, ekspresja genéw, regulacja.

Summary: The extracellular concentration of protons is much higher than intracellular its level. Responsi-
ble for generation and maintaining this difference is the proton pump (H+) present in the outer cell
membrane. A proton pump uses ATP as a substrate and expels H+ from the cell; consequently, the ions are
asymmetrically located and the electrochemical gradient appears, which is used in many physiological
processes such as cellular growth, osmoregulation and transport of substances into the cell. During the last
15 years much attention was drawn to the issues related to post-translational regulation of H+ATPases by
different exogenic and endogenic stimuli ofchemical nature (hormones, NaCl) and physical nature (tempe-
rature, mechanical damage). A dynamic development ofresearch in the field of molecular biology allowed
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to learn much more about their genetics. H' ATPase is encoded by a complex family ofgenes classified into
5 subfamilies, two ofwhich (I and I1) are widely expressed in many organs and tissues, whereas remaining
three only in specified conditions such as some stages of plant development. Taking into account a key
role of proton pumps in maintaining many physiological processes in the cell, their precise regulation at
the transcriptional and post-translation levels is indispensable; however, the mechanisms of such regula-
tion are not fully known. This article is an attempt to synthesise the knowledge regarding both levels of
control as well as functions of plasmalemma proton pumps in plant cells physiology.

Key words'. H+ATPase, plasma membrane, isoforms, gene expression, regulation.

WSTEP

O ile w komérkach zwierzat za utrzymanie gradientu elektrochemicznego btony
komorkowej jest odpowiedzialna Na+-K+ATP-aza, o tyle w komoérkach zaréwno roslin,
jak i bakterii i grzybow (w tym drozdzy) gradient ten jest tworzony zazwyczaj przez
H+ATP-aze, nalezacg do rodziny pierwotnych transporteréw typu P [57,59]. Wykorzy-
stujac energie z hydrolizy trifosforanu adenozyny (ATP) pompa protonowa prowadzi
do jednokierunkowej translokacji H+ na zewnatrz komorki. Takie przemieszczenie
jonoéw wodorowych powoduje ich asymetryczne rozmieszczenie i generuje gradient
elektrochemiczny, ktéry jest wykorzystywany w komarce w podstawowych procesach
fizjologicznych, takich jak: regulacja wewngtrzkomdrkowego pH, utrzymanie turgoru i
zwigzane z nim procesy (otwieranie aparatow szparkowych, ruchy organéw), kietkowa-
nie (szczegolnie w fazie imbibicji), ,,kwasny” wzrost komérek oraz transport sktadnikdw
odzywczych w drodze symportu i antyportu [4, 5, 17, 49]. HtATP-aza uczestniczy
ponadto w adaptacjach do warunkéw stresowych, pojawiajacych sie podczas catego
zycia rosliny (zasolenie, uszkodzenia mechaniczne, atak patogenow, wysoka i niska
temperatura, stres zwigzany z niedoborem sktadnikédw mineralnych w $Srodowisku)
[35,40,52,65,72],

RYCINA 1. Struktura plazmolemowej pompy protonowej wystepujacej w komorkach rosinnych (wg
Portillo [2000] zmodyfikowane)
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Roélinna H+ATP-azajest biatkiem monomerycznym o masie czasteczkowej ok. 100
kDa, ktérego sktad aminokwasowy zostat okreslony na podstawie poznanych sekwencji
nukleotydowych genéw kodujgcych ten enzym. Stosujgc badania krystalograficzne
ujawniono, ze strukture biatka pompy protonowej stanowi taricuch polipeptydowy, ktérego
10-12 fragmentéw w formie oc-helis przenika przez plazmoleme, a rozbudowana czes¢
hydrofitowa z duzg i matg petlg znajduje sie po stronie cytoplazmatycznej [49, 68].
Duza petla cytoplazmatyczna zawiera miejsce wigzania i hydrolizowania ATP, a mata
stanowi miejsce sprzezenia pomiedzy transportem protonéw a domeng hydrolityczna.
Koniec tancucha C i N réwniez znajdujg sie po stronie cytoplazmatycznej (ryc. 1).
Terminalny fragment tancucha stanowi region autoinhibitorowy biatka, ktory poprzez
interakcje z regionem katalitycznym, zastaniajac miejsce wigzania ATP i kanat protonowy,
prowadzi do inaktywacji pompy protonowe;j.

Aktywnos$¢ H ATP-azyjest hamowana przez ortowanadan, ktéry jest inhibitorem
kompetencyjnym ATP-az typu P, poniewaz tgczy sie z ufosforylowang formg enzymu
i blokuje jego aktywnos¢. Podobne dziatanie inhibitorowe wykazuja dietylostilbesterol,
dicykloheksylokarbodiimid ierytrozynaB [45].

Z uwagi na udziat w podstawowych procesach metabolicznych tego enzymu
okreslanego przez badaczy anglosaskich jako ,,master" podlega on bardzo czutej regulacji
na poziomie transkrypcyjnym i posttranslacyjnym. Obydwa poziomy kontroli sgobiektem
nieustannych badan, ktére majg przyblizy¢ mechanizmy dziatania pomp protonowych
w komérkach roslinnych.

REGULACJA EKSPRESJI GENOW PLAZMOLEMOWEJ
POMPY PROTONOWEJ

Roslinna ¥ ATP-azajest kodowana przez ztozong rodzine genéw (rodzina multige-
nowa). Jakkolwiek funkcje fizjologiczne wielu izoform H ATPazy nie sg jeszcze
wyjasnione, to jednak powszechnie uwaza sie, iz odpowiadajg one za utrzymanie
prawidtowego, podstawowego metabolizmu komérkowego (ang. housekeeping
enzymes). Multigenowe rodziny jednostek dziedziczenia z indywidualnymi promotorami
umozliwiajg rézng ekspresje kazdej izoformy H+ATP-azy w zaleznosci od funkcji,
miejsca wystepowania, stanu fizjologicznego i stadium rozwojowego komorki roslinnej
[2,3]. Réznorodny poziom ekspresji gendéw kodujacych HATP-aze moze by¢ regulowa-
ny zarbwno przez sygnaty srodowiska, jak i hormony. By¢ moze wiec takie bogactwo
gendw umozliwia indywidualne dopasowanie enzymu do kazdego typu komarki lub/i
do funkcji, jakie ma w niej petni¢ pompa protonowa. Szczegotowe przeszukiwanie
cDNA i bibliotek genomowych pozwolito na doktadng identyfikacje nastepujgcych
gen6w plazmolemowej pompy protonowej (tab. 1) Wszystkie zidentyfikowane geny
plazmolemowej pompy protonowej zostaty sklasyfikowane w 5 podrodzin (1, II, I11, IV,
V) na podstawie filogenetycznych podobienstw i analiz poréwnawczych sekwencji
nukleotydowych [2]. Geny, kt6rych ekspresja zachodzi na wysokim poziomie w wielu
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TABELA 1. Tkankowa i organowa ekspresja zidentyfikowanych genéw H+ATP-azy u wybranych
gatunkéw roélin, numer dostepu wg National Centerfor Biotechnology Information - NCBI:
httpy/www.ncbi.nim.nih.gov/

Gen Numer dostepu Lokalizacja produktu biatkowego Literatura
NCBI w organach/tkankach

Arabidopsis thaliana

AHAL korzenie/todygi [2]
AHA2 JO5570 korzenie /epiderma [2] [30]
AHA3 komorki towarzyszace floemu [2] [16] [30]
AHA4 korzenie/kwiaty [2]
AHAS

AHAG

AHA7

AHAS8

AHA9 X73676 worki pytkowe precikow [2] [7]
AHA10 S74033 rozwijajgce sie nasiona [7
AHA11l

Oryza sativa

OSA1L DI0207 121
OSA2 D31843 2]
0SA3 AF110268 21
0SA4 AJ440001 2]
OSA5 AJ440216 121
OSA6 AJ440217 2]
OSA7 AJ440219 21
OSA8 AJ440219 21
0SA9 AJ440220 121
0OSA10  AJ440221 121

Nicotiana plumbaginifolia

PMA1 M80489 korzenie/todygidiscie/kwiaty/komorki szparkowe [2] [56]
PMA2 M80492 korzenie/liscie/kwiaty/floenTkomérki szparkowe [2] [58]
PMA3 M80490-! kwiaty /komérki szparkowe

PMA4 X66737 kwiaty /korzenie/floertYkomorki szparkowe [48] [55]
PMAS5 floem [2]
PMAG liscie/kwiaty /w mechanicznie uszkodzonych tkankach [53]
PMA7

PMAS8 todyagi /liscie [53]

PMA9 floem [53]
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TABELA 1 cd.

Gen Nr dostepu
NCBI

Lycopersicon esculentum

Lokalizacja produktu biatkowego
w organach/tkankach

Literatura

LHAL M60166 korzenie/todygi/liscie/kwiaty/owoce [2] [19] [20]

LHA2 AF179442 korzenie/todygi/liscie/kwiaty/owoce/ [2] [20] [22]
symbioza z grzybem

LHA3 [19]

LHA4 U263917 korzenie/todygi/liscie/kwiaty/owoce [2]

LHAS korzenie/liscie [19]

LHAB korzenie/liscie [19]

LHA7

LHAS8 AF263917 korzenie/liscie/ po traktowaniu NaCl [31]

Vciafaba

VHA1 liscie/komorki szparkowe, mezofil [2] [50]

VHA2 U38965 liscie/lkomorki szparkowe, mezofil [2] [50]

VHA3

VHA4

VHAS

Zea mays

MHA1 uU09989 korzenie [66]

MHA2 X85805 korzenieftodygi/liscie [66]

MHA3 AJ441084 korzenie/wrazliwe na NO3” [66] [67]

MHA4 AJ539534 korzenie/wrazliwe na NO3 [66] [67]

Cucumis sativus

CsHAI AJ703810 korzenie/wrazliwe na niedobér Fe"
CsHA2 AJ703811 korzenie/liscie
AF289025 korzenie/wrazliwe na odzywianie azotowe [dane niepublikowane]

Solanum tuberosum

PHAI
PHA2

X76536
X76535

lis¢ie/korzenie/bulwy
lis¢ie/korzenie/butwy

[29]
[29]

organach, bez wzgledu na miejsce wystepowania, stan fizjologiczny i rozwojowy komorki
roslinnej, zaliczono doi i Il podrodziny. Natomiast geny, ktérych ekspresjajest tkankowo
specyficzna, czy tez ograniczona do okreslonego stadium rozwoju badz indukowana
okreslonymi bodzcami endogennymi (czynniki transkrypcyjne, hormony) lub egzogen-
nymi (stres solny, uszkodzenia mechaniczne) zostaty przyporzadkowane trzem
pozostatym podrodzinom (l11, IV, V). Genowa kompozycja (wzor utozenia intronéw) i
analiza ekspresji r6zni sie miedzy gatunkami roslin w obrebie tych pieciu podrodzin.
Ponadto heterologiczna ekspresja w komérkach Saccharomyces cerevisiae ujawnita,
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ze r6zne izoformy nalezgce do jednej podrodziny majg odmienne wiasciwosci bioche-
miczne i regulatorowe, ale moga wspétistnie¢ wjednym typie komérek. | tak, produkty
genow AHAL, 2 nalezgce do Il podrodziny wykazujg roznice w parametrach Km i V
max, ale maja zblizone powinowactwo do ATP i wanadanu, podczas gdy podobne do
nich w 88% biatko kodowane przez geny AHA3, charakteryzuje sie nizszym
powinowactwem do obu tych substancji [2].

Biochemiczna charakterystyka izoform PMA2 i PMA4 (Il podrodzina), ktére ulegajg
ekspresji w komérkach drozdzy, ujawnita znaczne réznice w optimum pH, a takze
rézngwrazliwosé na lizofosfatydylocholine [32], PMA4 wykazywat wyzszg aktywnos¢
przy niskim pH. Hipotetyczne wyjasnienie tego zjawiska opiera sie na mniejszej kontroli
PMAAJ przez domene autoinhibitorowa, niz ma to miejsce dla PMA2, co przyczynia sie
do wyzszej aktywnos$ci w wypompowywaniu H . Pojedynczo regulowane enzymy,
ktdére wykazujg odmienne wtasciwosci kinetyczne, moga tatwiej przystosowaé komorki
do zmiennych warunkéw Srodowiska.

Wysoka ekspresja PMAL,2i 3, zachodzgca tylko w komorkach szparkowych i w kwiatach
[48,58], wydaje sie by¢ uwarunkowana wiekiem i czynnikami zewnetrznymi. W komérkach
szparkowych Nicotianaplumbaginifolia podczas optymalnych warunkéw wzrostu ekspresja
genu PMAL1 jest czesto niewykrywalna, natomiast gdy mtode liscie zostang zanurzone na
kilka godzin w wodzie lub w pozywce o bogatym sktadzie mineralnym, poziom ekspresji tego
genu gwattownie rosnie [45], Wysoki poziom transkryptu tych trzech izoform w kwiatach
mozna z kolei thumaczy¢ specyfikg organu, bowiem w trakcie rozwoju kwiatéw wzrasta
zapotrzebowanie na metabolity, czerpane przeciez z innych tkanek w drodze wt6rnego,
aktywnego transportu z udziatem H+ATP-azy.

Jeden z genéw tytoniowych (PMAG) charakteryzowat sie podwyzszong ekspresja
w warunkach stresu mechanicznego, sugerujac udziat tej izoformy w tkankach
narazonych na uszkodzenie mechaniczne [55]. Udowodniono takze, ze ekspresja genow
pompy protonowej byta wyzsza podczas stresu solnego [51]. NaCl indukowat wzrost
MRNA H+ATP-azy zaréwno u glikofitow (podczas stresu solnego w korzeniach
Nicotiana plumbaginifolia aktywowana jest ekspresja genéw PMA2, pma4, pmab\
jak i u halofitéw [51, 58]. U tych ostatnich podwyzszony poziom mRNA i synteza de
novo H+ATP-azy moze stanowi¢ mechanizm adaptacyjny i decydowacé o tolerancji tej
grupy roslin na zasolenie.

Scharakteryzowano takze jedng z izoform plazmolemowych pomp protonowych,
ktéra moze odgrywac role w odpowiedzi pomidoréw na stres solny. Obserwowano
akumulacje transkryptu LHA8 w lisciach i w korzeniach, po ekspozycji roslin na NaCl.
Indukcja ta wydawata sie by¢ specyficznie wywotywana raczej przez komponentjonowy,
a nie stres osmotyczny, poniewaz zastgpienie soli polietylenoglikolem nie wptywato na
poziom ekspresji tego genu [31]. TransportNa iCl przez blonyjest zalezny od gradientu
elektrochemicznego wytworzonego przez pompe protonowa. W ten sposéb regulacja
ekspresji genéw kodujacych H+ATP-azy i kontrola jej aktywnosSci na poziomie biatka
moze stanowi¢ wazny element komorkowy, warunkujacy tolerancje na zasolenie. Ta
tolerancja wydaje sie by¢ zwigzana z gatunkiem roslin, a nawet z indywidualnymi
cechami odmianowymi w obrebie tego samego gatunku. Badano dwie odmiany
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pszenicy YJ24 i LH20 r6znigce sie miedzy sobg wrazliwoscig na traktowanie NaCl.
Przy 150 mM NaCl zauwazono duzo silniejsze zahamowanie wzrostu odmiany YJ24
niz odmiany LH20. W dodatku, w odpowiedzi na dziatanie soli zanotowano wyzszy
stopien przepuszczalnosci bton komaérkowych u odmiany YJ24 w poréwnaniu z LH20.
Analiza peroksydacji lipidébw w pecherzykach plazmolemowych wskazywata, ze
traktowanie chlorkiem sodu powoduje znacznie wieksze uszkodzenia lipidéw w btonach
odmiany YJ24 niz u LH20. Z kolei analizy Westem-blot ujawnity mniejszg ilos¢ biatka
H"ATP-azy w korzeniach YJ24 eksponowanych przez 72 h na 100 mM NacCl, co
mogto byc¢ efektem degradacji biatka enzymatycznego lub zahamowaniajego syntezy.
Natomiast wzrost aktywnosci tego enzymu w korzeniach LH20 mogt by¢ zwiazany ze
zmiang w ekspresji gendw kodujacych ten enzym podczas stresu solnego [77].

Sklonowano rowniez inne geny kodujgce plazmolemowapompe protonowau pomidora
(Lycopersicon esculentum L.) (tab. 1). Analizy Northem-blot wykazaly, ze transkrypty
LHAL, LHA2, LHA4 byty widoczne we wszystkich badanych organach (korzenie,
todyaqi, liscienie, liscie, zielone i dojrzate, czerwone owoce), jednak ich ilos¢ réznita sie
w zaleznosci od rodzaju tkanki. | tak, najwyzszy poziom transkryptu LHAL znajdowano
w dojrzatych owocach, a najnizszy w korzeniach. Ekspresja LHA2 w przewazajacej
czesci dotyczyta liscieni i lisci i byta prawie niewykrywalna w todygach i korzeniach.
W przeciwienstwie do LHA2, mRNA LHA4 byt obecny gtéwnie w korzeniach [19,
20]. Natomiast analizy izoform LHA3, 5, 6, 7 ujawnity, ze izoformy te sg bardzo stabo
wykrywalne, co hipotetycznie moze by¢ zwiazane z regulowaniem ich przez do tej
pory niezidentyfikowane czynniki srodowiska bgdz bodZce endogenne [20]. Interesujace
sg rowniez wyniki eksperymentéw genetycznych dotyczace wptywu $wiatta i cukréw
na ekspresje genu LHA4. 1los¢ transkryptu byta 2,5-krotnie wyzsza w hypokotylach
roslin uprawianych w ciemnosci w poréwnaniu z roslinami poddanymi optymalnemu
oswietleniu. Poza tym akumulacja mRNA LHA2 i LHA4 byta indukowana po dodaniu
do pozywek 100 mM cukréw (glukozy, fruktozy i sacharozy) i ta indukcja wydawata
sie by¢ uzalezniona od pobierania i metabolizmu weglowodan6w, poniewaz mannitol i
3-O-metyloglukoza nie zmieniaty kumulacji transkryptu tych trzech genéw. Mozna,
wiec przyjaé, ze w aktywacji gendw przez $wiatto posredniczg cukry [46].

Z kolei badania na korzeniach pomidora, zyjacych w symbiozie z grzybem Glomus
mosseae, wykazaly, ze o aktywnosci plazmolemowych pomp protonowych decyduje
obecnos$¢ partnera grzybowego. W korzeniach pomidoréw zainfekowanych grzybem
obserwowano spadek ekspresji genu LHAL, natomiast wzrost poziomu mRNA genu
LHAZ2. Nie zanotowano natomiast zadnych zmian w poziomie ekspresji genu LHA4.
Selektywna indukcje LHA2 mozna ttumaczy¢ tym, ze biatko LHA2 odpowiada
prawdopodobnie za generowanie gradientu potencjatu elektrochemicznego w btonach
przylegajacych do strzepek grzyba, co jest niezbedne dla aktywnego transportu
fosforanéw (symport H7fosforan) do symbiotycznej przestrzeni komérek kortykalnych
korzeni [22]. Symbioza mikoryzowa zmieniata réwniez wzor ekspresji jednej z izoform
genu u Glomus mosseae (GmPMADB\ ktora osiggata 12-krotnie wyzszy poziom w
trakcie kontaktu z gospodarzem roslinnym [62], Analiza biatek btonowych metoda
Westem-blot, z uzyciem przeciwciat skierowanych przeciwko H+tATP-azie Arabidopsis
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thaliana ujawnita, ze w komadrkach korzeni zyjacych w uktadzie symbiotycznym ilos¢
tego biatka bytawieksza. W dodatku pecherzyki btonowe izolowane z korzeni mikoryzowych
wykazywaty wyzsza aktywno$¢ H'ATP-azy wrazliwej na wanadan niz btony pochodzace z
roslin niezwigzanych z komponentem grzybowym. Niektdrzy autorzy sugerujajednak, ze
mikoryza moze regulowaé aktywno$é H+ATP-azy takze poprzez lepsze sprzezenie transportu
protondw z hydroliza ATP. Obserwowano bowiem, ze mikoryza indukowata prawie 2-krotny
wzrost w tempie pompowania H+ bez istotnych zmian w szybkosci hydrolizy ATP. Nie
wyjasniono do tej pory mechanizmu tego zjawiska [8].

Zostato réwniez udowodnione, ze aktywacja i hamowanie HtATP-azy w kulturach
komérkowych pomidora w drodze transkrypcyjnej i potranslacyjnej moze by¢ skutkiem
reakcji roslin na infekcje przez patogenow czy zranienia [69]. Podobne wyniki
otrzymano z doswiadczen na buraku cukrowym, wykazano bowiem, ze zmiany
aktywnosci plazmolemowej pompy protonowej zachodzg na poziomie genu i gotowego
biatkowego produktu w trakcie stresu mechanicznego [52],

Badania molekularne na r6znych gatunkach roslin ilustrowalty zmiany w poziomach
MRNA w zaleznosci od warunkdw zewnetrznych. Obserwowano zwiekszony poziom
transkryptow w odpowiedzi na traktowanie auksyng [33, 34, 38], niski potencjat wodny
[10] i niskie pH [ 14]. Dos¢ doktadnie opisano wptyw niskiego zewnatrzkomérkowego pH
na wzrost poziomu ekspresji genéw u dwéch gatunkéw glonéw Dunaliella acidifolia i D.
salina. W obu przypadkach niskie wartosci pH prowadzity do nadekspresji genéw
kodujacych plazmolemowe pompy protonowe, przy czym odpowiedz kwasolubnego glonu
D. acidifolia wydaje sie konstytutywna, natomiast u D. salina ma charakter indukcyjny.
Wysoki wzrost poziomu ekspresji genu kodujgcego H+tATP-aze u D. salina wystepowat
po 12 godzinach od przeniesienia tych glonéw z pH = 9,0 (warunki kontrolne) do pH =7,0
[74], Pompa protonowa w komorkach bakterii kwasnolubnych Oenococcus oeni byla
réwniez indukowana niskim pH, ajej aktywacja, jak wykazano, mogta odbywa¢ sie na
poziomie genetycznym, poniewaz komorki bakterii, ktdre rosty przy niskim odczynie (pH =
3,5), mialy wyzsza zawartos¢ mRNA kodujacego plazmolemowg HATP-aze [24]. Jednak
podobne badania przeprowadzone na plazmole-mowej pompie protonowej z korzeni
stonecznika nie ujawnity réznic w aktywnosci i ilosci enzymu podczas zakwaszania czy
alkalizacji Srodowiska zewnetrznego [63].

Takze przejsciowe spadki temperatur (6-10°C) uruchamiajg procesy prowadzace
do aktywacji ATP-az. Poczatkowy wzrost aktywnos$ci H+ ATP-azy w korzeniach ogorka
jest odwracalny i stopniowo zmniejsza sie w trakcie przedtuzania czasu dziatania niskiej
temperatury, co jest skorelowane z obnizang ekspresjg genu kodujacego to markerowe
biatko plazmolemy [1]. W odpowiedzi na niskg temperature nastepuje zwiekszona
ekspresja gendéw kodujagcych kinazy zalezne od jonéw wapnia [43], otwieranie kanatow
wapniowych i wzrost stezenia kwasu abscysynowego, a to najprawdopodobniej prowadzi
do aktywacji plazmolemowych pomp protonowych.

Wysoka ekspresje genu NaPHA3 kodujgcego pompe protonowg u Nepenthes alata
stwierdzono réwniez w warunkach niskiego pH w wyspecjalizowanych organach ro$lin
owadozemych, np. w dzbankach. Z jednej strony niskie pH jest wymagane do aktywacji
enzymow proteolitycznych, az drugiej moze aktywowac TATP-aze, ktoragenerujac gradient
elektrochemiczny napedza pobieranie sktadnikéw odzywczych z trawionych owadéw [36].
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Modyfikacje aktywnosci roslinnych pomp plazmolemowych na poziomie transkryp-
cyjnym moga by¢é wywotlywane takze przez dostepnos¢ okreslonych sktadnikéw
mineralnych. Analiza RT-PCR wykazata, ze azotany juz po trzech godzinach stymulujg
ekspresje genéw MHA3 i MHA4 w korzeniach kukurydzy, chociaz odpowiedz byta
r6zna w tych obu przypadkach. llos¢ transkryptu MHA3 wzgledem kontroli wewnetrznej
(tubuliny) bytawyzsza o 50-70%, natomiast w przypadku MHA4 - 120% w poréwnaniu
z kontrolg [66]. Okazato sie réwniez, ze obecnos$¢ azotu w pozywce istotnie wplywa
na plazmolemowa pompe protonowaw korzeniach ogérka, a to wjaki sposéb zmieniata
siejej aktywnos¢, zalezato od formy zwiazku azotowego. | tak, obecno$¢ azotanow w
pozywce wyraznie stymulowata aktywnos$¢ hydrolityczng i transporterowg pompy,
podczas gdy jony amonowe hamowaly obie aktywnosci (dane niepublikowane).
Udowodniono, ze dziatanie azotanow i jonéw amonowych na aktywno$¢ plazmolemowej
pompy protonowej obejmowato zar6wno poziom genetyczny, jak i roznorakie modyfi-
kacje potranslacyjne. Najnowsze badania [65] dowiodly, ze niedob6r zelaza moze takze
powodowaé wzrost transkryptu jednej z izoform CsHAI wystepujacej tylko w
korzeniach Cucumis sativus nawet 0 160% w poréwnaniu z roslinami kontrolnymi,
ktérym podawano Fe. Natomiast druga znaleziona izoforma CsHAZ2 nie byta wrazliwa
na ten mikroelement, a jej obecno$¢ wykryto zarbwno w korzeniach, jak i lisciach
ogérka. Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze obydwie izoformy CsHAI i CsHA2 nalezg do
tej samej Il podrodziny.

POTRANSLACYJNE MODYFIKACJE PLAZMOLEMOWEJ
POMPY PROTONOWEJ

Szereg czynnikéw srodowiskowych reguluje katalityczng aktywno$é roslinnej
ITATP-azy na poziomie potranslacyjnym, poprzez modyfikacje struktury biatka. Wiado-
mo, ze koniec karboksylowy, tzw. C-koniec jest domeng regulatorowg i petni role
autoinhibitorowg. Odigczenie konca C (trawienie trypsyng), czy zmiany genetyczne
(punktowe mutacje i delecje) zmieniajgce sktad aminokwasowy taricucha oraz inne
modyfikacje, takie jak: fosforylacja wybranych reszt aminokwasowych Thr 947, Thr
948 przez specyficzne grupy kinaz (kinazy PKC oraz kinazy biatkowe CDPK-zalezne
odjonéw wapnia i kalmoduliny), a takze przytaczenie aktywatoréw typu fuzikokcyna,
biatko 14-3-3 do C konca pozwalajg na przyjecie przez enzym aktywnej konformacji
(ryc. 1). Nie wyjasniono natomiastjeszcze, jakie funkcje petnitby koniec z wolng grupa
aminokwasowg(N-koniec) [25, 42, 56, 57, 61,71].

Eksperymenty, w ktérych zastosowano proteazy (trypsyne) i usunieto fragment
C konca, wykazaty, ze aktywno$¢ enzymu wzrosta [56]. Wykazano takze, ze mutacje
punktowe w regionie fragmentu C aktywujg dziatalnos¢ ITATP-azy. Mutacje te
powodujg identyczny efekt na koricu N enzymu. O tym, ze region C pehni funkcje
regulatorowe, przekonano sie, gdy zbadano kinetyke roslinnego enzymu, ktérego eks-
presja zachodzita w komdrkach drozdzy. Dowiedziono, ze wszystkie mutanty, ktére
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miaty skrocony koniec C, wykazywaty wieksza wrazliwos¢ na wanadan i charakteryzo-
waly sie wyzsza aktywnoscig enzymatyczng w porownaniu z roslinami kontrolnymi z
normalng dtugoscia konca weglowego [61].

Jak ujawniono, przynajmniej jedna z reszt serynowych lub treoninowych domeny
autoinhibitorowej ulega odwracalnej fosforylacji. Fosforylacja aminokwaséw konca C
tancucha polipeptydowego powoduje wzrost aktywnosci enzymu, wiec zasadnicza
modyfikacja potranslacyjna plazmolemowej H+ATP-azy u rosélin i grzybéw polega na
fosforylacji biatka enzymatycznego. Obecnie wiadomo, ze fosforylacja biatka jest
niezbedna dlajego aktywacji. W procesie fosforylacji mogguczestniczy¢ kinazy serynowo
/treoninowe (nalezgce do kinaz typy PKC) oraz kinazy biatkowe (CDPK) zalezne od
jonow wapniai kalmoduliny [42,64], Zastosowanie inhibitorow kinazy biatkowej zaleznej
od Ca powodowato zahamowanie transportu H+ [15, 27, 75], Odmienne wyniki
uzyskano z badan korzeni buraka czerwonego, w ktérych udowodniono, ze zalezna od
jonow wapnia fosforylacja HtATP-azy hamuje jej aktywnos$¢ enzymatyczng. Inhibicja
ta byta odwracalna po traktowaniu alkaliczng fosfataza [39],

Dodatkowo przytaczenie biatka 14-3-3 do ufosforylowanej reszty aminokwasowej na
C konicu powodowato przejscie enzymu ze stanu niskiej do wysokiej aktywnosci. Do
przyfaczenia biatka 14-3-3 wymagana jest jedynie fosforylacja pompy protonowej. Po
przytaczeniu do ufosforylowanej reszty seryny badz treoniny biatko 14-3-3 powoduje
odsuniecie odcinka autoinhibitorowego od domeny katalitycznej [13,71]. Biatka 14-3-3
sg klasg biatek obecnych we wszystkich organizmach eukariotycznych i funkcjonuja
jako aktywatory wielu kluczowych enzyméw metabolizmu weglowego i azotowego w
komorce [13,41],

Roslinna H+ATP-aza jest réwniez stymulowana przez toksyny grzybowe m.in.
fuzikokcyne, produkowang przez grzyba Fusicoccum amygdali. Toksyna ta prawdo-
podobnie dziata na koricu C aktywujac nieaktywny enzym, a nie indukujac jego syntezy
de novo. Fuzikokcyna promuje wigzanie biatka 14-3-3 do ufosforylowanego konca
weglowego. Najpierw wigze sie z 14-3-3, a potem kompleks ten wigze sie z ufosforylo-
wang domeng autoinhibitorowa, odstaniajgc domene katalityczng i stabilizujac aktywng
konformacje enzymu [53]. Stwierdzono, ze roslinny receptor fuzikokcyny nalezy do
rodziny biatek 14-3-3. Zwigzany z btong receptor wigze fuzikokcyne i kompleks ten
aktywuje H+ATP-aze. Przypuszcza sig, ze zmiany metaboliczne wywotane przez fuzi-
kokcyne moga przebiegac przez swoiste reakcje fosforylacji, angazujac kinazy biatkowe.
Biatko 14-3-3 petni, wiec nie tylko funkcje receptora dla fuzikokcyny, ale reguluje réwniez
kinazy biatkowe specyficzne dla HtATP-azy [54], Siryngomycyna - toksyna z grzyba
Pseudomonas syringae stymulowata takze aktywnos$¢ plazmolemowej H ATP-azy
w pecherzykach izolowanych z todyg ryzu, ale ten efekt byt niwelowany przez dodanie
Brij 58, a to sugerowatoby, ze siryngomycyna odwraca pecherzyki i czyni je tatwiej
dostepnymi dla ATP [6]. Inna toksyna - betikolina, produkowana przez patogeniczne
grzyby Cerospora beticola hamuje aktywno$é H+ATP-azy wigzac jony Mg+, a te
wymagane sg do katalizowania reakcji hydrolizy ATP przez enzym [26].

Najnowsze prace przedstawiajgnowo zidentyfikowane na poziomie cDNA i wstepnie
scharakteryzowane biatko PPI1, ktore oddziatuje z C kohcem H+ATP-azy powodujac
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przejscie ze stanu niskiej do wysokiej aktywnosci. Stymulacja ta ma charakter
synergistyczny, bowiem zachodzi réwniez po wczesniejszym traktowaniu biatka
enzymatycznego fuzikokcyng, a takze po usunieciu regionu C, dowodzac, ze PPI!
moze wchodzi¢ w interakcje takze powyzej C-konca [47].

Aktywnos$¢ H+ATP-azy jest rowniez regulowana przez lizofosfolipidy, ktore sg
naturalnymi detergentami wytwarzanymi w wyniku dziatania fosfolipazy i rozktadu
fosfolipidéw btonowych. Lizofosfolipidy (lizofosfocholina) 2-3-krotnie zwiegkszaja
aktywnos¢ H+ATP-azy. Aktywacja enzymu moze wynikac z bezposredniego oddziaty-
wania lizofosfolipidu na biatko i ze zmian konformacyjnych, ktére prowadzg do
odstoniecia centrum aktywnego. Lizofosfocholina podnosita stopieh hydrolizy ATP i
transport H+, jednakze wzrost transportu protonéw nie wynikat z jej wtasciwosci
detergentowych, poniewaz nie zwiekszata ona przepuszczalnosci btony i pasywnego
przeptywu PT [32,57], Niektdérzy badacze uwazaja, ze cholesterol i stigmasterol stymuluja
aktywnos$¢ pompy protonowej, podczas gdy inne sterole dziatajajak inhibitory [45].

Udowodniono, ze wiele srodowiskowych czynnikdw reguluje aktywnos$¢ H+tATP-azy
nie tylko poprzez zmieniong ekspresje genow, ale takze w drodze modyfikacji
potranslacyjnych. Modulacje te obejmujg bezposrednio zmiany w samej czasteczce biatka
BTP-azy  oraz moga by¢ zwigzane ze zmianami skiadu frakcji lipidowej btony, co
posrednio rowniez moze regulowac aktywnos¢ enzymu. | tak, Swiatto niebieskie, [ 18,79]
uszkodzenia tkanek (patogeny) [23,73,78, 80], niskie pH [11,21,37,76], zasolenie [9,
35, 70], niedobér zelaza [65] i fosforu [60] oraz obecno$é kwasow humusowych [12]
aktywujg H+ATPaze poprzez indukcje fosforylacji specyficznych reszt aminokwasowych
w obrebie domeny autoinhibitorowej. Dos$¢ doktadnie poznano Sciezke transdukcji sygnatu
prowadzgcg do aktywacji pompy protonowej w warunkach stresu solnego u rzodkiewnika.
Badania nad mutantami tych roslin wykazaty, ze podwyzszone stezenie chlorku sodu
aktywuje gen SOS2 kodujacy biatko wiazace wapn i gen SOS3 kodujacy kinaze biatkowa.
Kompleks SOS2/SOS3 prawdopodobnie podwyzsza aktywnos$¢ H+tATP-azy w drodze
fosforylacji, a wytworzona sita protonomotorycznajest wykorzystywana do napedzania
funkcjonujacego w plazmolemie antyportera Na7H+ [35,70].

Wozrost aktywnosci enzymu poprzez jego zmiany ilosciowe moze by¢ wywotywany
przez auksyny. HtATP-azajest syntetyzowana w retikulum endoplazmatycznym i stamtad
w wyniku egzocytozy jest wydzielana do cytoplazmy, a auksyny zwiekszajg sekrecyjny
przeptyw pecherzykow z siateczki $rodplazmatycznej i ich fuzje z plazmolema[28].

PODSUMOWANIE

W wielu roslinach i mikroorganizmach transport protonéw zalezny od ATP zwigzany
jest gtéwnie z regulacjg rownowagi jonowej i kojarzy sie z pompg protonowa, ktorej
dziatanie jest podobne do pompy sodowo-potasowej wystepujacej w organizmach
zwierzecych.

Powszechnie wiadomo, ze HtATP-azy, z uwagi na istotny udziat w podstawowych
procesach fizjologicznych podlegajg bardzo czutej regulacji, pozwalajacej na adaptacje
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komdrek do zmiennych warunkéw Srodowiska. Z danych literaturowych wynika, ze
czynniki, takie jak: zasolenie podtoza, stosunki wodne, warunki Swietlne czy hormony
roslinne, determinujgaktywnos$¢ enzymu. Niezaleznie czy regulacja aktywnos$ci enzymu
dotyczy poziomu ekspresji genu, czy modyfikacji potranslacyjnych gotowego produktu
biatkowego musi ona odbywac sie bez zaktocen na wszystkich jej poziomach, aby
zapewni¢ optymalne funkcjonowanie H+tATP-azy w komorkach roslinnych.
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UDZIAL. RECEPTOROW ANGIOTENSYNY ATI, AT2
| AT4 W REGULACJI PROCESOW POZNAWCZYCH

PARTICIPATION OF THE ANGIOTENSIN RECEPTORS ATI, AT2
AND AT4 IN REGULATION OF COGNITIVE PROCESSES

Przemystaw WIELGAT, Jan Jozef BRASZKO

Zaktad Farmakologii Klinicznej, Akademia Medyczna w Biatymstoku

Streszczenie'. Behawioralne, anatomiczne i molekularne badania ostatnich lat przyniosty znaczny postep
w rozumieniu mechanizméw uczenia sig i pamieci. Opisano regiony mézgu odpowiedzialne za uczenie si¢
i pamie¢, jak réwniez szereg czynnikéw, ktére moga modyfikowac te procesy. Badania behawioralne
wykazaly, ze poszczeg6lne peptydy angiotensynowe, zwiaszcza angiotensyna Il i angiotensyna 1V,
uczestniczg w procesach uczenia sie i pamieci, ale mechanizmy odpowiedzialne za te procesy sa niejasne.
Badania in vitro wykazaly, ze waznym ogniwem sygnalizacji za posrednictwem receptora ATI jest
wzrost aktywnosci kinaz MAP, prowadzacy do aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych i syntezy
poszczego6lnych biatek. Prokognitywne dziatanie angiotensyny IV odnotowane w badaniach behawioral-
nych zostato potwierdzone przezjej zwigzek z niektérymi neurotransmiterami i neuropeptydami uczest-
niczacymi w procesach pamiegci i metabolizmie glukozy. Praca opisuje udziat receptoréw angiotensyno-
wych w procesach poznawczych.

Stowa kluczowe', angiotensyny, receptory angiotensynowe, uczenie sie, pamie¢, mézg.

Summary-. Recent behavioural, anatomical and molecular studies brought a considerable progress in under-
standing mechanisms of learning and memory. Several areas ofbrain associated with learning and memory
as well as plethora of factors that can modify these processes were described. Behavioural studies
revealed several angiotensin (Ang) peptides, including Ang Il and Ang IV, to participate in learning and
memory processes but responsible mechanisms are unclear. In vitro studies demonstrated that important
parts of signalling from ATI receptor are increases in activity of MAP kinases, transcriptional factors,
and the synthesis of several proteins. Cognitive effects of Ang IV found in behavioural studies were
subsequently confirmed by their association with several neurotransmitters and neuropeptides known to
be involved in memory formation and glucose metabolism. This review discusses the participation of
angiotensin receptors in the cognitive processes.

Key words', angiotensins, angiotensin receptors, learning, memory, brain.
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WSTEP

Zapamietywanie, przechowywanie i odtwarzanie danych nalezg do podstawowych
proceséw psychicznych. Badania uktadu nerwowego w zakresie procesOw poznaw-
czych skupiajg sie na poszukiwaniu struktur i mechanizméw odpowiedzialnych za uczenie
sie i pamie¢ oraz czynnikdw, ktdre te procesy mogag modyfikowaé. Szeroki zakres tych
badan wykracza réwniez poza uktad nerwowy obejmujac wzajemne oddziatywania z
innymi systemami i ich wptyw na czynnosci umystowe. Badania anatomiczne wykazaty,
ze konsolidacja réznych typow pamieci zalezy od aktywnosci i sprawnosci specyficznych
regiondw mozgu, m.in. hipokampa, jadra migdatowatego, pragzkowia i kory przedczotowej
[1]. W obrebie tych struktur opisano neurotransmitery i neuromodulatory zaangazowane
W procesy poznawcze, m.in. acetylocholing, dopamine, glutaminian, noradrenaline,
serotonine, kwas y-aminomastowy, angiotensyne IV, somatostatyne, substancje P,
wazopresyne i oksytocyne. Udziat w formowaniu pamieci przypisuje sie rowniez insulinie,
ktéra reguluje przemiany energetyczne w neuronach i astrocytach oraz synteze niekt6-
rych neuroprzekaznikéw, gtéwnie dopaminy, serotoniny, kwasu y-aminomastowego i
kwasu glutaminowego [68]. Jednym z najlepiej opracowanych na poziomie molekular-
nym i komoérkowym modeléw uczenia sie i pamieci jest dtugotrwate wzmocnienie
synaptyczne (LTP - long term potentiation) [52]. Proces ten jest odpowiedzig komérki
na kaskade sygnatéw wyzwalang po pobudzeniu niektérych receptoréw postsynap-
tycznych, np. receptoréw glutaminianowych typu NMDA i prowadzi do utrwalenia
sieci potgczen pomiedzy neuronami i modyfikacji plastycznosci neuronalnej. Kodowanie
informacji jest procesem zaleznym od czasu i obejmuje 2 fazy: pamie¢ krétkotrwalg
(STM - short term memory), ktéra trwa kilka minut i pamieé¢ dtugotrwatg (LTM -
long term memory) utrzymujaca sie kilka dni [35]. Zmiana pamieci krétkotrwatej w
dtugotrwatg wymaga biochemicznych i strukturalnych modyfikacji w obrebie neuronéw.
Formowanie pamieci krétkotrwatej obejmuje modyfikacje istniejgcych juz biatek i
potaczen synaptycznych. Zapis danych na czas dtuzszy niz kilka minut wymaga bardziej
ztozonych proceséw, bowiem zwigzany jest on ze wzrostem ekspresji gendw, synteza
nowych biatek i formowaniem nowych synaps [35]. Podstawa tych zmian w biologii
komorki sg specyficzne mechanizmy sygnalizacyjne opierajace sie na aktywnosci kinaz
i fosfataz oraz czynnikéw transkrypcyjnych. Badania ostatnich 15 lat z uzyciem
inhibitoréw enzymow wykazaty, ze kluczowymi ogniwami mechanizmu konsolidacji
pamieci s3: kinaza biatkowa C (PKC -protein kinase Cj, kinaza biatkowa A (PKA -
protein kinase A), kinazy MAP (MAPK - mitogen activated protein kinase) i
czynniki transkrypcyjne, tj. AP-1 (activator protein-1), CREB (CAMP - response
element binding protein) i STAT (signal transducers and activators oftrancription)
[1,5]. Przekazywanie sygnatu przez kinazy i czynniki transkrypcyjne zwieksza synteze
biatek strukturalnych i receptorowych, kanatéw jonowych, neuroprzekaznikéw i
neuromodulatoréw, reguluje adhezje komorkowa z jednoczesnym formowaniem nowych
synaps oraz czynnos¢ elektrycznag i chemiczng neuronéw w regionach mézgu
zwigzanych z procesami uczenia sie i pamieci.
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FUNKCJE UKEADU RENINA - ANGIOTENSYNA
W OSRODKOWYM UKEADZIE NERWOWYM (OUN)

Uktad renina - angiotensyna jest kaskada enzymatyczna, ktérej gtowny produkt -
angiotensyna Il reguluje podstawowe funkcje organizmu zwigzane z czynnoscia systemu
sercowo-naczyniowego, podtrzymywaniem cisnienia krwi, gospodarkawodno-elektro-
litowa oraz aktywnoscig seksualng [17,41]. Angiotensyna Il jest prekursorem innych
fizjologicznie wystepujacych angiotensyn, takich jak: angiotensyna Ill, IV, (1-7) i (3-7),
ktére powstaja przy udziale aminopeptydazy A i N [63]. Wszystkie angiotensyny sg
biologicznie czynne i réznig sie wystepowaniem w tkankach i powinowactwem do
receptoréw. Badania w obrebie mézgu wykazaty obecnos¢ wszystkich elementéw
uktadu renina - angiotensyna oraz receptorow AT1, AT2 i AT4 w OUN [24]. Osrodkowe
dziatanie angiotensyny Il wigze sie z regulacjg pragnienia i taknienia, stymulacjg
wydzielania hormonéw w mézgu, gtéwnie wazopresyny, hormonéw adrenokortyko-
tropowego i luteinizujgcego oraz zwiekszania cisnienia krwi przez pobudzanie neuronéw
adrenergicznych w polu koncowym rdzenia kregowego. Obok klasycznych funkcji w
OUN, ukfad renina - angiotensyna bierze udziat w procesach uczenia sie i pamieci.
Liczne badania behawioralne wykazaty, ze stymulacja receptorow AT1, AT2 i AT4
moze utatwiac uczenie sie i konsolidacje pamieci [8,9,38,42]. Z tego wzgledu analiza
molekularnych podstaw proceséw poznawczych zachodzacych z udziatem tych recepto-
row wydaje sie w petni uzasadniona. Rowniez badania z uzyciem radioligandéw wykazaty
duze zageszczenie receptoréw angiotensynowych, zwlaszcza AT4, w strukturach mézgu
Scisle zwiazanych z pamieciag [14, 3].

Angiotensyna Il reguluje podstawowe procesy fizjologiczne przez stymulacje
receptorow AT1 i AT2. Receptory AT zbudowane sg z 3-krotnie glikozylowanego
fancucha peptydowego ztozonego z 359 aminokwaséw w receptorze AT1 i 363
aminokwasOow w receptorze AT2. Receptor AT przenika 7-krotnie btone komdrkowag
tworzac po 3 zewnatrz- i 3 wewnatrzkomarkowe petle. Pierwsza wewnatrzkomérkowa
petla faczy sie z biatkiem G, ktdre reguluje proces tworzenia sygnatu wewnatrzko-
moérkowego [54]. Mimo zblizonej dtugosci tancucha biatka receptorowego, receptor
AT1 i AT2 u czlowieka wykazujg jedynie 34% podobienstwo. U gryzoni opisano 2
podtypy receptora AT 1: AEAi AT]B o wysokiej (94%) homologii [24].

MECHANIZM PRZEKAZYWANIA SYGNAtLU OD RECEPTORA
AT1 I JEGO UDZIAL W PROCESACH POZNAWCZYCH

Wiekszos$¢ efektdw angiotensyny Il w OUN inicjowanych jest przez pobudzenie
receptora AT1 zlokalizowanego w neuronach w obrebie podwzg6rza i pnia mézgu [27,
64, 4], Poza tym dziatanie to obejmuje takze stymulacje szlakow noradenergicznych,
dopaminergicznych i glutaminianergiczych [56, 69]. Pobudzenie receptora AT ! moze
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uruchomi¢ co najmniej 5 r6znych mechanizméw sygnalizacyjnych, ktore regulujg
komorkowe i funkcjonalne efekty angiotensyny Il w sercu, nerkach i migsnidwce
naczyn. W przekaznictwie komoérkowym uczestniczg fosfolipaza A,, fosfolipaza C,
fosfolipaza D, cyklaza adenylanowa i kanaty wapniowe [ 17]. Z badan in vitro wynika,
ze mechanizmy przekazywania sygnatu od receptora AT | w neuronach sg podobne do
tych w tkankach nieneuronalnych i wywotuja podobne efekty [57]. Pobudzenie receptora
ATl w mozgu stymuluje wzrost aksonow i dendrytow, adhezje komaérek oraz aktywnosé
elektryczng i chemiczng neuronéw. Procesy te mogg by¢ kluczowe w procesach
poznawczych.

Dobrze poznanym mechanizmem sygnalizacyjnym uruchamianym w wyniku pobudze-
nia receptora AT | jest stymulowana przez biatko G hydroliza bisfosforanu fosfatydylo-
inozytolu do trifosforanu inozytolu i diacyloglicerolu przez fosfolipaze C zjednoczesnym
uwolnieniem jonéw wapniowych Ca?+ z zasobow wewnatrzkomorkowych i aktywacja
kinaz zaleznych od wapnia, tj. kinazy biatkowej C i zaleznej od kalmoduliny kinazy
biatkowej typu Il (CaMKII) [57,15]. Z kolei fosfolipaza A? i fosfolipaza D, aktywowane
przez kinaze biatkowa C, degradujg fosfolipidy komorkowe do arachidonianéw i kwaséw
thuszczowych [53]. Angiotensyna Il wywotuje zaréwno krotkotrwale, jak i dtugotrwate
zmiany w fizjologii neuronéw. Zmiany krétkotrwate dotycza regulacji przeptywu jonéw
potasowych i wapniowych przez specyficzne kanaty potasowe i wapniowe [58] (ryc. 2).
Zmiany aktywnosci btonowych kanatow jonowych decydujg o czestosci potencjatu
czynno$ciowego i czasie jego trwania [57], Wykazano, ze angiotensyna Il wigzac sie z
receptorem ATI stymuluje przeptyw jonéw wapniowych i hamuje aktywno$¢ kanatéw
potasowych typu A i kanatow potasowych o wkasciwosciach prostujgcych [58]. Analizy
farmakologiczne, biofizyczne i molekularne wykazaty, ze w indukowanym przez
angiotensyne zahamowaniu przeptywu jondw uczestnicza bezposrednio podjednostki
kanatow Kv2.2 i Kvl.4 [47, 25]. Powyzsze zmiany nie wystepujg po zablokowaniu
receptora ATI przez losartan [59]. Potwierdza to udziat receptora ATI w modulowaniu
potencjatu czynnosciowego w neuronach. Stymulacja lub inhibicja przeptywujonow przez
btone komorkowa oraz oddziatywanie na kanaty jonowe za posrednictwem receptoréw
zwiazanych z biatkiem G moga zachodzi¢ przez bezposrednie sprzegniecie jednostki biatka
G z kanatem jonowym lub ztozony mechanizm enzymatyczny z udziatem kinaz i fosfataz
[44], Analiza wewnatrzkomoérkowych mechanizméw uczestniczacych w zmianie
przeptywujondw potasu i wapnia przez angiotensyne Il wskazuje, zejest to proces zalezny
od jonéw wapniowych. Stymulujagcy wptyw angiotensyny Il na przeptyw Cal+ jest
znoszony po zahamowaniu aktywnosci kinazy biatkowej C przez kalfostyne C [59].
Aktywatory PKC, tj. estry forbolu, hamujg przeptyw jonow przez kanaty potasowe typu
A [47]. Podobny mechanizm reguluje przeptyw jonow przez kanaly potasowe o
wihasciwosciach prostujgcych [60]. Dodatkowo wykazano, ze ruch tych jonow przez
kanaty potasowe jest zalezny od aktywnosci CaMKII. Catkowite zahamowanie aktyw-
nosci CaMKIIl znosi wptyw angiotensyny Il na czynnos¢ kanatow potasowych
prostujacych. Opisane zmiany w przeptywie jondw potasowych i wapniowych zwiekszaja
czestotliwos¢ powstawania potencjatu czynnosciowego, tym samym wzrost aktywnosci
neuronéw [57].
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Poza modulacja aktywnosci elektrycznej neuronéw, angiotensyna Il wywotuje rowniez
zmiany diugoterminowe, ktére decydujg o strukturze komdrek i tkanek oraz ich
aktywnosci chemicznej. Receptor ATl w tkankach obwodowych zwieksza aktywnos$¢
kinaz biatkowych, co prowadzi do wzrostu ekspresji genéw i syntezy nowych biatek
[67, 7] (ryc. 1). Wszystkie efekty angiotensyny Il w OUN, w tym wptyw na procesy
poznawcze, s $ciSle zwigzane z powstawaniem nowych biatek [46]. Zwigkszenie
ekspresji genow i syntezy biatka za posrednictwem aktywnego receptora ATl moze
zachodzi¢ za posrednictwem mechanizméw zaleznych lub niezaleznych od biatka G.
Przyktadem zmian dtugotrwatych w moézgu jest stymulujacy wptyw angiotensyny Il na
neurony noradrenergiczne [51]. Duze zageszczenie receptoréw ATl w tych neuronach
wykazano w strukturach pnia mézgu. Domézgowe podanie angiotensyny Il nasila
neurotransmisje z udziatem noradrenaliny, czego efektem jest wzrost cisnienia krwi.
Badania behawioralne wykazaty, ze stymulacja neuronéw noradrenergicznych i dopamin-
ergicznych za posrednictwem receptora ATl poprawia funkcje poznawcze [51].
Inkubacja neuronéw noradrenergicznych z angiotensyng Il zwieksza aktywnos¢
hydroksylazy tyrozyny i [3-hydroksylazy dopaminy [67,22]. Zmiany te nie zachodzgw
obecnosci blokeréw receptora ATl i inhibitoréw kinaz z grupy MAP [23]. Angiotensyna
Il zwieksza aktywno$¢ kinazy Erk w sposob zalezny od biatek Ras i Raf, ekspresje
gendw cfos i cjun oraz synteze biatek Fos i Jun [65, 21]. Biatka Fos i Jun dimeryzujg
tworzac czynnik transkrypcyjny AP-1 [34]. Aktywny czynnik transkrypcyjny AP-1
faczy sie ze specyficznymi miejscami na genach promotorowych zwiegkszajac synteze
MRNA i biatek enzymatycznych. Ekspresja genéw c-fos i c-jun oraz aktywacja czynnika
AP-1 w mdzgujest Scisle zwigzana z plastycznoscigneuronalng i procesami formowania
pamieci [34, 49], Aby wytworzy¢ aktywny kompleks AP-1, biatka Fos i Jun ulegajg
fosforylacji, w ktorej uczestniczg kinazy FRK i JNK. W badaniach in vitro angiotensyna
Il zwieksza aktywnos$¢ kinaz JNK i FRK, ale mechanizm tego procesu nie jest do
konca poznany [30]. Prawdopodobnie aktywacja kinazy FRK jest zalezna od jon6w
wapnia, a wiec moga w niej uczestniczy¢ zalezne od wapnia kinazy PKC i CaMKI|I.
Aktywnos¢ kinazy JNK nie zalezy od jonow wapniowych, a mechanizm fosforylacji
tego biatka opiera sie na oddziatywaniu angiotensyny Il na kinaze PI3K [30].

Komunikacja miedzy neuronami, ktérajest podstawa aktywnos¢i umystowej, inicjuje
réwniez ekspresje gendw niezbednych do syntezy specyficznych czastek warunkujacych
stabilne potaczenia miedzy neuronami [34]. Wedtug Wrighta i wsp. [64] czasteczki
macierzy zewnatrzkomérkowej oraz czagsteczki adhezyjne stabilizujg potaczenia neuro-
nalne, regulujg morfologie komorek i organizacje cytoszkieletu, co wptywa na przenosze-
nie informacji przez btony komérkowe. W oddziatywaniach komoérka — komérka i
komadrka - macierz uczestniczg proteoglikany, glikoproteiny oraz czasteczki adhezyjne.
W rozwijajagcym sie i dojrzatym médzgu wystepujg zwigzane z macierzg glikoproteiny:
laminina, tenascyna, witronektyna, trombospondyna, fibronektyna, kolagen typu IV oraz
proteoglikany: chondroityno-siarczanowe (agrekan, brewikan, neurokan, fosfakan,
wersikan) i heparano-siarczanowe (syndekan-3 i testikan) [63]. W Swietle dotych-
czasowych badan ich rola w mézgu ogranicza sie do stabilizacji potaczen neuronalnych,
a wiec wplywa na plastycznos$¢ neuronalng [ 1,33]. Sktadnikami bton komérkowych w
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RYCINA 1. Wewnatrzkomoérkowe mechanizmy sygnalizacyjne w odpowiedzi na stymulacje receptora
AT1 (omoéwienie procesu i objasnienie skrotéw w tekscie)

mozgu sa liczne czasteczki adhezyjne, m.in. integryny, kadheryny, selektyny i neuronalne
czasteczki adhezji komdrkowej (NCAM - neural cell adhesion molecules) [35, 60, 37,
39]. Badania in vitro na neuronach hipokampu wykazaty, ze czagsteczki adhezyjne uczestnicza
w powstawaniu i podtrzymywaniu LTP [53], Inkubacja tych neuronéw z przeciwciatami
przeciwko integrynom i kadherynom uniemozliwia LTP [61].

Dotychczasowe badania nie wykazaty bezposredniego wptywu angiotensyny Il na
synteze glikokoniugatow w mozgu, ale takiej mozliwosci nie mozna wykluczyé.
Stymulacja receptora ATl zwieksza znamiennie synteze de novo proteoglikanéw w
komdrkach miesniowych naczyn krwionosnych. Figueroe i wsp. wykazali, ze angioten-
syna Il w stezeniu | pM zwieksza inkorporacje [3H]glukozoaminy do tarcucha
glikozoaminoglikanowego [20]. Losarian w stezeniu 2 pM catkowicie hamuje stymu-
lowang przez angiotensyne synteze proteoglikandw, co sugeruje udziat receptora ATI
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w tym procesie. Zwigkszenie syntezy proteoglikanow przez angiotensyne Il wigze sie
zjej udziatem w przemodelowaniu tkanek i przebudowie cytoszkieletu [20]. W obrebie
tkanek nieneuronalnych zmiany te sg podtozem proceséw patologicznych [7]. Dotyczy
to gtéwnie uktadu krazenia, gdzie zwiekszona ekspresja glikokoniugatéw prowadzi do
przerostu naczyn krwionosnych i wigzania lipoprotein o niskiej gestosci (LDL - low
density lipoproteins) [20].

W mdzgu zmiany te moga mie€ inny przebieg. Syntezowane przez astrocyty proteo-
glikany i glikoproteiny wydzielane sg do przestrzeni miedzykomoérkowej i wchodzg w
skiad sieci perineuronalnej [45,64], Te siatkowate struktury otaczajg perikariony i dendryty,
regulujgwzrost zakorczen nerwowych i biorg udziat w procesach plastycznosci neuronalnej
[45, 63]. Prawdopodobnie petnig role ochronng w chorobach neurodegeneracyjnych i
zapalnych. Molekularne mechanizmy stymulacji syntezy proteoglikanéw przez angio-
tensyne Il nie saw petni poznane. Badania enzymatyczne z uzyciem inhibitoréw wykazaty,
ze w procesie tym uczestniczy kinaza biatkowa C [20]. Poza PKC, w procesie modulacji
macierzy pozakomdérkowej i cytoszkieletu przez angiotensyne uczestniczg kinazy FAK
(FAK -focal adhesion kinases) [7, 62, 64]. Angiotensyna Il stymuluje aktywacje
FAK przez kinazy P13K, co powoduje przeniesienie tych kinaz w okolice btony komérkowej
i potgczenie z integrynami [7]. Kinazy FAK fosforylujg biatka paksiline i talline, ktdre
uczestniczaw regulacji morfologii komorki. Wedtug Wrighta i wsp. mechanizm ten jest
kluczowy w regulacji potgczen synaptycznych w mézgu [64].

Zwiekszenie ekspresji gendw odpowiedzialnych za synteze sktadnikdw macierzy
zewnatrzkomorkowej moze zachodzi¢ za pomocg dwédch mechanizméw. Pierwszy z
nich, z udziatem kinaz MAP, zostatjuz opisany. Angiotensyna Il, poprzez receptor AT1
prowadzi do fosforylacji kinaz z rodziny Janus, m.in. kinazy Jak2 i Tyr2 [7]. Potaczenie
Jak2 z receptorem AT1 zalezne jest od aminokwasowej sekwencji YIPP na konhcu
COOH wewnatrzkomorkowej domeny receptora AT1. KinazaJak2 tgczy sie z czastecz-
ka STAT1 przez ,,dok biatkowy” p59Fyn, co prowadzi do jej fosforylacji i przeniesienia
czynnika transkrypcyjnego do jadra komérkowego [7]. Droga przenoszenia sygnatu
Jak2 - STAT! moze wiec wptywac na aktywnos$¢ gendw odpowiedzialnych za wzrost
komorek, remodeling cytoszkieletu i synteze czasteczek macierzy zewnatrzkomaorkowej
P,17].

Pobudzenie neuronéw w procesach uczenia sie i pamieci stymuluje réwniez aktyw-
no$¢ metaboliczng astrocytéw. Komarkom tym przypisuje sie gtéwnie funkcje troficzne.
Sumners i wsp. wykazali, ze wychwyt glukozy moze zalezeé¢ od angiotensyny Il w
hodowli astrocytow z okolic podwzgérza i pnia mézgu [62]. Proces ten reguluje receptor
AT1 i kinaza biatkowa C. Inkubacja angiotensyny Il z losartanem i inhibitorami PKC w
hodowli astrocytdw zmniejsza pobieranie 2-deoksy-[3H]glukozy, co potwierdza udziat
receptora AT1 i zwigzanych z nim mechanizmoéw sygnalizacyjnych [62], Angiotensyna
Il zwigksza synteze mRNA dla transporterow glukozy GLUT-1, a efekt ten hamuje
aktynomycyna D i cykloheksimid. Opisane zjawisko moze mie¢ w mézgu dwojakie
znaczenie, co zalezy od kierunku metabolizmu glukozy. Po pierwsze, angiotensyna
reguluje troficzne wasciwosci astrocytow. Glukoza stanowi gtowne zrodto energii w
mobzgu. Indukowana steptozotocyna hipoglikemia ostabia potencjat postsynaptyczny
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(EPSP) w regionie CA1 hipokampu i hamuje powstawanie LTP [62]. Badania in vitro
wykazaty, ze powstajacy w astrocytach pirogronian i mleczan jest zrédtem energii dla
neurondw podczas transmisji synaptycznej i indukcji LTP [32]. Po drugie, proces ten
posrednio wptywa na aktywnos$¢ neurosekrecyjna neuronéw. Powstajgca w astrocytach
z pirogronianu glutamina przenoszona jest przez transportery glutaminowe do sgsiadu-
jacych neuronéw i jest wyjsciowym substratem do syntezy glutaminianu [48]. Dotych-
czasowe dane o udziale angiotensyny, insuliny, glukozy i glutaminianu w procesach
poznawczych tworzg ciekawy ciagg zaleznosci, jednak prace dotyczgce tych zaleznosci
sg nieliczne. Stymulacja receptora ATl zwigzanajest z aktywacjg kinaz biatkowych i
czynnikow transkrypcyjnych, czego wynikiem w r6znych tkankach, rowniez w mézgu,
jest ekspresja okre$lonych genéw i synteza nowych biatek.

ROLA RECEPTORA AT2 W ROZWOJU | AKTYWNOSCI
NEURONOW

Wiekszos¢ efektow ukiadu renina - angiotensyna odnosi sie do receptora ATI,
poniewaz wystepuje on najliczniej w dojrzatych tkankach. Angiotensyna Il wykazuje
duze powinowactwo do receptora AT2, ktory najliczniej wystepuje w tkankach
ptodowych, a jego ekspresja w tkankach dojrzatych jest ograniczona do niektérych
czesci mdzgu, serca, miesnidwki macicy i gruczotéw nadnerczy [29], Najwieksze
zageszczenie receptora AT2 w mdzgu zanotowano w srodkowo-grzbietowym jadrze
wzgbrza, przegrodzie bocznej i brzusznej oraz miejscu sinawym, a jego funkcja nie
wydaje sie by¢ zwigzana z regulacja cisnienia krwi, pragnienia i sekrecjg wazopresyny.
Zwiekszona ekspresja receptora AT2 w tkankach ptodowych wigze sie zjego udziatem
w procesach rozwoju i r6znicowania tkanek. W wyniku pobudzenia receptora AT2, w
przeciwienstwie do ATI, dochodzi do zahamowania wzrostu komérek, nasilenia ich
réznicowania i apoptozy, rozkurczu naczyn krwionosnych, regulacji transportu sodu
oraz przeptywu jonéw wapniowych i potasowych przez kanaty jonowe [16].

Mimo przeciwstawnego wptywu angiotensyny Il w tkankach obwodowych, badania
behawioralne z zastosowaniem antagonistow receptorow ATI i AT2 potwierdzity, ze
receptor AT2 uczestniczy w procesach poznawczych u szczuréw [8], Zjawisko to
wydaje sie by¢ interesujace z uwagi na znaczng odrebno$¢ mechanizméw sygnaliza-
cyjnych. Dotychczas poznano dosy¢ dobrze trzy kaskady enzymatyczne, ktére korelujg
z odpowiedzig komérkows i funkcjonalng w narzadach docelowych. Wiadomo, ze
receptor AT2 hamuje proliferacje komérek i stymuluje apoptoze [28,29]. W mechaniz-
mach uczestniczacych w zahamowaniu wzrostu przez receptor AT2 biorg udziat
fosfatazy tyrozynowe i fosfatazy serynowo-treoninowe. Z receptorem AT2 zwigzane
sg trzy fosfatazy, ktdre interferujg z kaskadg ERK: MAPKP-1 (MAPKP-1 - mitogen
activated protein kinase phosphatase-1), PP2A (PP2A - protein phosphatase
2A) i SHP-1 (SHP-1 —SH2 domain-containing phosphatase-7) [6,20,29]. Wynikiem
tego procesu jest defosforylacja i inaktywacja czastek STAT, ktéra prowadzi do zmniej-



RECEPTORY ANGIOTENSYNOWE A PROCESY POZNAWCZE 221

szenia ekspresji genow c-fos i syntezy biatka Fos [29]. Badania wykazaty, ze receptor
AT2 wplywa hamujgco na wszystkie komponenty kaskady zwigzanej z ERK oraz
przeszkadzaw autofosforylacji kinaz tyrozynowych [6]. Z zahamowaniem aktywnosci kinaz
biatkowych wigze sie rowniez proapoptotyczne dziatanie receptora AT2. Waznym ogniwem
sygnalizacji po pobudzeniu receptora AT2 jest nasilenie syntezy tlenku azotu i cGMP [55].
Tlenek azotu okazat sie¢ waznym czynnikiem stymulujgcym rozwoj neurytdw i réznicowanie
sie komorek nerwowych w mézgu. Dzialanie to potwierdzono réwniez na liniach
komorkowych PC 12W i NG108-15 [29],

Badania behawioralne wykazaty takze, ze stymulacja receptora AT2 wptywa na
zachowanie zwierzat doswiadczalnych, reguluje odruch pragnienia i aktywnos$¢ ruchowg
[24]. Prace ostatnich kilku lat potwierdzity rowniez udziat receptora AT2 w procesach
poznawczych. Podstawy molekularne efektow pobudzenia receptora AT2 w OUN nie
sg w petni wyjasnione. Jaka jest wiec droga przeptywu sygnatu z receptora AT2 do
wnetrza komérki, ktéra stymuluje aktywno$¢ poznawczg? Mechanizmy sygnalizacyjne
za posrednictwem receptora AT2 w neuronach i w tkankach nieneuronalnych sg
podobne. W mézgu, szlaki sygnalizacyjne zwigzane z tym receptorem majg zasadnicze
znaczenie w rozwoju tkanki mézgowej i pdzniejszej komunikacji neuronalnej [29], Po
pierwsze, stymulacja receptora AT2 w rozwijajgcym sie mozgu sprzyja rozwojowi wio-
kien nerwowych i réznicowaniu neuronéw. Wykazano, ze w komoérkach NG108-15
angiotensyna Il nasila formowanie mikrotubuli i rozwéj wypustek nerwowych. Stymulo-
wany przez receptor AT2 rozw6j komérek nerwowych i ich réznicowanie zachodzi

RYCINA 2. Wewnatrzkomoérkowy mechanizm regulacji przeptywu jonéw wapnia i potasu przez kanaty
jonowe za posrednictwem receptoréw AT1 i AT2, oméwienie procesu i objasnienie skrotow w tekscie
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prawdopodobnie przez wzrost produkc;ji tlenku azotu [29]. Endogenny tlenek azotu, ktory
powstaje w odpowiedzi na pobudzenie receptora AT2, jest waznym ogniwem szlaku
sygnalizacyjnego, ktéry moze regulowa¢ wewnatrzkomadrkowy poziom jonéw wapniowych
oraz fosforylacje biatek [7]. Prawdopodobnie moze on stymulowa¢ kinaze ERK. Zjawisko
to obserwuje sie w komdrkach miesnidowki naczyniowej, nie potwierdzono tego jednak w
neuronach [7]. Aktywny receptor AT2 reguluje réwniez czynno$¢ kanatéw jonowych i
ruch jonéw przez btone komorkowsg neuronu, dajac przeciwstawne do receptora ATI
efekty w przeptywie jondw potasowych przez kanaty A i kanaty o dziataniu prostujgcym
(ryc. 2). W komoérkach NG108-15 zanotowano rowniez zatrzymanie przeptywu jonow
wapniowych przez kanaty wapniowe typu T [ 12]. W przypadku receptora AT2, czynnos¢
kanatdéw potasowych nie zalezy od mechanizmu charakterystycznego dla receptora AT |
[36]. Otwarcie tych kanatéw nie wymagawiec hydrolizy fosfatydyloinozytolu, formowania
IP, i aktywacji kinazy biatkowej C. Jest to zgodne z og6lnie przyjetym zatozeniem, ze
receptor AT2 nie stymuluje hydrolizy fosfatydyloinozytolu i aktywnosci PKC ani w
neuronach, ani w innych tkankach [59]. Badania w hodowlach neuronalnych wskazuja
na udziat fosfodiesterazy i fosfatazy biatkowej 2 w regulacji przeptywujondw [59]. Pewny
jest fakt, ze regulowany przez receptor AT2 wzrost przeptywu jonéw potasowych zalezy
od biatka G. Poddanie neuron6éw w warunkach in vitro dziataniu toksyny krztusca lub
przeciwciat anty-Gi catkowicie hamuje ruchjonow [36,70,71]. Sumners i wsp. wykazali,
ze pobudzenie receptora AT2 w hodowli neurondw stymuluje aktywnosé fosfolipazy A ,
a w konsekwencji rozktad fosfolipidéw komérkowych i zwiekszenie poziomu kwasu
arachidonowego [57, 58, 59]. Kwas arachidonowy i jego metabolity sg znanymi
modulatorami przeptywu jonéw potasowych przez btone komdrkowa. Wyniki badan
zespotu Sumnersa wskazujg, ze stymulujacy wptyw angiotensyny Il na przeptyw jonéw
potasu przez kanaty prostujace zalezy od kwasu arachidonowego; 12-lipooksygenazy,
ktora go rozktada, oraz produktu tej reakcji - kwasu 12-(s)-hydroksy-(5Z, 82, 10E, 14Z)-
eikozatetraenowego [59]. Mechanizm ten prawdopodobnie jest odpowiedzialny za czynnos$¢
kanatéw potasowych typu A.

Nie jest on jedynym mechanizmem regulujgcym ten proces. Zhu i wsp. oraz Kang
i wsp. wykazali, ze stymulowany przez angiotensyne Il i receptor AT2 przeptywjonéw
zalezy rowniez od fosfatazy biatkowej 2A [36,70,71]. Inhibicja tego enzymu zatrzymuje
catkowicie przeptyw jonéw potasowych zwiekszony przez kwas arachidonowy, ale nie
wplywa na synteze tego kwasu wywotang pobudzeniem receptora AT2 [70]. Zhu
sugeruje, ze w regulacji przeptywu jonéw potasowych wazng funkcje petnig kanaty
Kv2.2, ktére uczestnicza takze w mechanizmach zwigzanych z receptorem ATI [70,
71]. Powyzszy mechanizm sygnalizacyjny moze by¢ jednym z wielu sposobdw regulacji
czynnosci kanatéw jonowych w neuronach. Mozliwe jest takze zwigzanie biatka G z
podjednostkami kanatu w odpowiedzi na pobudzenie receptora AT2. Jakie jest znaczenie
opisanego procesu w fizjologii tkanki nerwowej i proceséw poznawczych? Pytanie to
dotyczy fukcjonalnego znaczenia stymulowanych przez receptor AT2 zmian w prze-
ptywie jonéw i aktywnosci neuronalnej. Zwiekszony przeptyw jonéw potasowych przez
kanaty typu A i kanaty o whasciwosciach prostujacych skraca czas trwania potencjatu
czynnosciowego i jednoczesnie zwieksza aktywnos¢ komaérek nerwowych [58, 59].
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Doktadne poznanie funkcji receptora AT2 i mechanizmow przekazywania sygnatow
za jego posrednictwem w dojrzatym mdzgu moze potwierdzi¢ udziat angiotensyny |l
jako neuromodulatora w procesach poznawczych.

RECEPTOR AT4

Jednym z najwiekszych sukceséw w badaniach nad rolg angiotensyn w procesach
poznawczych byto odkrycie udziatu angiotensyny IV w uczeniu sie i konsolidacji pamieci.
W 1989 rokujako pierwsi wykazalismy, ze domdzgowe podanie angiotensyny IV istotnie
poprawia pamiec u szczurow [9]. Spostrzezenie to zostato wielokrotnie potwierdzone
m.in. przez Wrighta i wsp. [64] i Albistona i wsp. [2, 3]. W dwdch modelach amnezji
u szczuréw, indukowanej chemicznie i chirurgicznie, stymulacja receptora AT4 znacznie
poprawia pamiec i zdolnosci poznawcze u zwierzat w testach behawioralnych.

Angiotensyna IV definiowana byta przez szereg lat jako nieaktywny biologicznie
produkt rozpadu angiotensyny Il. Badania farmakologiczne i molekularne z uzyciem
radioligandow wykazaty, ze peptyd ten wigze sie z duzym powinowactwem (1-10 nM)
ze specyficznym receptorem oznaczonym jako AT4 [2,3]. Nasilong ekspresje receptora
AT4 zaobserwowano w platach czotowych, srodmézgowiu, jadrze Meynerta, korze
nowej i polach CA!l i CA3 hipokampu, co moze wskazywac scisty zwigzek angiotensyny
IV i receptora AT4 z funkcjami poznawczymi [14], W wyniku szczegotowej analizy
budowy i lokalizacji receptora AT4 odrzucono poczatkowa teze o jego strukturalnym
podobienstwie do receptoréw ATI i AT2. Angiotensyne 1V wigze glikoproteina o m.c.
165 kDa, kt6ra matylko jeden region przezbtonowy. Analiza biochemiczna i farmakolo-
giczna przeprowadzona przez Albistona i wsp. okreslita receptor AT4 jako aminopepty-
daze btonowa, ktorej aktywnosc¢ reguluje insulina (IRAP - insulin regulated aminopep-
tidase) [3], Komorki transfekowane cDNA dla IRAP wigzgz duzym powinowactwem
angiotensyne 1V [3]. Zaréwno ekspresja mRNA, jak i synteza IRAP w moézgu sg
identyczne z rozmieszczeniem miejsc wigzacych angiotensyne IV.

Jaki jest wiec udziat tego nietypowego receptora angiotensynowego w procesie
uczeniasie i pamieci? Badania z wykorzystaniem potencjalnych inhibitorow i substratow
IRAP wykazaty, ze aktywnos$¢ tego enzymu moze mie¢ kluczowe znaczenie w proce-
sach poznawczych. Substraty IRAP - wazopresyna, somatostatyna i cholecystokini-
na-8 w testach behawioralnych utatwiajg uczenie sie gryzoni [40]. Usprawnienie
procesow poznawczych przez domozgowe podanie angiotensyny IV lub jej analogéw
moze by¢ przynajmniej czesciowo efektem ochrony neuroaktywnych peptydéw przed
rozktadem enzymatycznym [3]. Agonisci receptora AT4, angiotensyna IV i LVV-
hemorfina 7, fgczac sie z miejscem aktywnym IRAP, catkowicie hamujgjego aktywnos¢
enzymatyczng [2]. Dokladna analiza ekspresji IRAP w komorkach wrazliwych na
insuline wykazata, ze enzym ten pierwotnie wystepuje w pecherzykach post-endoso-
malnych i sieci irans-Golgi, ktére zawierajg zalezny od insuliny transporter glukozy
GLUT4. W moézgu rozmieszczenie IRAP jest podobne do lokalizacji GLUT4 i
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koncentruje sie gtdwnie w hipokampie i korze nowej [3], W odpowiedzi na insuling,
pecherzyki zawierajagce GLUT4 i IRAP przemieszczajg sie w kierunku btony komaérko-
wej i fgczg sie z nig. Mechanizm tego zjawiskajest podobny do uwalniania neurotrans-
miterow w synapsie nerwowej [11]. Wspolna lokalizacja IRAP i GLUT4 w tym samym
neuronie i ich podobna reakcja na insuline moze sugerowac udziat tych czastek w
formowaniu pamieci. Nie wiadomo, czy zahamowanie aktywnosci IRAP przez angioten-
syne 1V zwieksza czynno$¢ transporteréw GLUT4, ale jest to prawdopodobne [3].
Nie ulega jednak watpliwosci, ze glukoza moze warunkowaé aktywno$¢ neuronow i
synteze neurotransmiteréw uczestniczacych w procesach poznawczych, np. acetylo-
choliny [3]. Wedtug Lee i wsp. angiotensyna IV zwieksza wydzielanie acetylocholiny,
prawdopodobnie przez swdj wpltyw na aktywnos$¢ IRAP [43], Podsumowujgc, modulacja
IRAP i GLUT4 przez angiotensyne IV moze poprawiac zdolnosci poznawcze poprzez
zwiekszenie okresu pétrwania endogennych neuropeptydéw zwiegkszajacych pamieé
oraz regulacje transportu i metabolizmu glukozy [3]. Niezaleznie od tego, uwage skupia
fakt, ze angiotensyna IV moze regulowa¢ mechanizm zwigzany z kinazami MAP. Handa
i wsp. wykazali, ze w hodowli cholinergicznych komarek linii Sn56 angiotensyna IV
zwieksza aktywnos¢ kinaz MAP i czynnikow transkrypcyjnych [26, 3], Dokomorowe
podanie angiotensyny IV stymuluje ekspresje genu c-fos w polach CAIl i CA3 hipo-
kampu. Potwierdzono réwniez, ze stymulacja tego receptora w hipokampie zwieksza
transmisje synaptyczng i indukuje LTP, co wigze sie z bezposSrednim udziatem w
plastycznosci neuronalnej [41].

PODSUMOWANIE

Badania behawioralne i biochemiczne proceséw poznawczych przyniosty duzy postep
wiedzy w tej dziedzinie. Poznano regiony mézgu odpowiedzialne za uczenie sie i pamie¢
oraz szereg czynnikéw endo- i egzogennych, ktére moga modyfikowaé te procesy.
Odkrywane sg stopniowo poszczeg6lne elementy ztozonego mechanizmu molekularnego
zwigzanego z konsolidacjg pamieci. Znany jest mechanizm przekazywania sygnatu z
receptoréw zwiazanych z czynnosciami umystowymi, od jego rozpoznania przez komorki
i przetworzenia przy udziale przekaznikéw do zmiany ekspresji gendw, syntezy biatek i
kodowania informacji. W szlaku prowadzacym do indukcji aktywnosSci gendw regulu-
jacych synteze ,,biatek pamieci” gtéwnym ogniwem jest grupa kinaz MAP, za posrednic-
twem ktérych jest przekazywany sygnat komaérkowy bezposrednio do jadra komarko-
wego, aktywuje ona czynniki transkrypcji STAT, CREB i AP-! oraz zwieksza ekspresje
gendw c-fos i c-jun. W ostatnich latach badania dostarczyty réwniez dowodo6w na to,
ze angiotensyna Il i IV moga utatwiac uczenie sie i zapamigtywanie. Pomimo znacznych
osiggnie¢ w badaniach nad rolg angiotensyn na poziomie komarki, niewiele wiadomo,
w jaki doktadnie sposéb peptydy te reguluja procesy poznawcze in vivo w moézgu. Z
badan in vitro wynika, ze istotnym ogniwem taricucha odbierania i przekazywania
sygnatu z receptora AT jest zwiekszenie aktywnosci kinaz MAP i czynnikdw transkryp-
cyjnych oraz syntezy biatka. Prokognitywne dziatanie angiotensyny IV, potwierdzone
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w licznych badaniach behawioralnych, moze wigzac sie z zatrzymaniem rozkiadu
neuroprzekaznikow uczestniczacych w formowaniu pamieci oraz regulacjg metabolizmu
glukozy.
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MELANOPSYNA - NOWO ODKRYTY
CHRONOBIOLOGICZNY RECEPTOR SWIATLA

MELANOPSIN: A NEWLY DISCOVERED PHOTORECEPTOR
CONTROLLING CIRCADIAN RHYTHMS

Jolanta B. ZAWILSKAI12, Karolina CZARNECKA|

'Zaktad Farmakodynamiki Uniwersytetu Medycznego,
2Centrum Biologii Medycznej Polskiej Akademii Nauk w Lodzi

Streszczenie: Siatkdwka oka jest tkanka wyspecjalizowang do odbioru informacji $wietlnej. W oku
kregowcow wystepuja dwa anatomicznie i funkcjonalnie odmienne szlaki odbioru $wiatta. Pierwszy z
nich, oparty na fotodetekcji precikéw i czopkéw, stuzy do tworzenia obrazéw (tzw. fotodetekcja
wzrokowa). W drugim uktadzie fotony Swiatta sg wychwytywane przez melanopsyne, nowo odkryty
barwnik wzrokowy z rodziny opsyn. Uk}ad ten rejestruje zachodzace w czasie zmiany w intensywno-
$ci promieniowania i uczestniczy w tzw. niewzrokowych odpowiedziach na $wiatto (regulacja rytméw
biologicznych, odruch zwezenia Zrenicy). Przypuszcza sie, ze w dojrzatej siatkéwce systemy widze-
nia wzrokowego i niewzrokowego wzajemnie ze sobg wspotpracuja. U ssakdw melanopsyna wyste-
puje w matej subpopulacji $wiattoczutych komérek zwojowych siatkéwki (ipRGCs), ktére dzieki
rozbudowanemu drzewu dendrytycznemu moga zbiera¢ informacje $wietlne z obszaru catej siatkéwki.
W rozwoju osobniczym ssakéw tzw. widzenie niewzrokowe, pozwalajace na synchronizacje rytmoéw
okotodobowych z warunkami oswietlenia srodowiska, pojawia sig¢ jako pierwsze, wyprzedzajac roz-
woj klasycznego systemu wzrokowego. Podobnie jak opsyny bezkregowcéw, melanopsyna prawdo-
podobnie petni podwadjng funkcje fotobarwnika i fotoizomerazy retinalu. W komérkach zawierajacych
melanopsyne pod wptywem $wiatta dochodzi do dtugo utrzymujacej sie depolaryzacji, bedacej wyni-
kiem aktywacji biatka G /G i fosfolipazy C. Obserwowany wzrost stezenia jondw Ca2' zalezy
zaréwno od uruchomienia wewnatrzkomoérkowych magazynoéw wapniowych, jak i otwarcia kanatow
kationowych typu TRPC.

Stowa kluczowe: melanopsyna, komérki zwojowe siatkéwki, preciki, czopki, siatkéwka, widzenie, ryt-
my okotodobowe.

Summary: The visual system is now known to be composed oftwo anatomically and functionally distinct
pathways, i.e. the image-forming and non-image-forming. Photoreception ofthe image-forming pathway

*Praca finansowana przez MEIN (grant nr 2 PO6D 025 29) i Uniwersytet Medyczny w todzi
(projekt nr 502-13-409).
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begins with rods and cones, classical photoreceptors, whereas that for the non-image-forming pathway is
predominantly based on intrinsically photosensitive retinal cells containing the newly discovered photo-
pigment - melanopsin. The non-image-forming visual system poorly responds to brief light stimuli, and
by integrating photic energy over longer periods of time it is capable of controlling various circadian
rhythms. Accumulating experimental evidence suggests that at least in mammals the non-image-forming
and image-forming pathways are merged, and influence the activity ofeach other. In mammals, melanopsin
is expressed in a small population of intrinsically photoreceptive retinal ganglion cells (ipRGCs). The
ipRGCs are light responsive from birth, long before the functional development of classical photorecep-
tors and the image-forming visual pathway. The photosensitivity of melanopsin relies on the presence of
cA-isoforms of retinaldehyde. By analogy to invertebrate opsins, melanopsin acts as a bistable pigment,
having both sensory and photoisomerase regeneration functions. The transduction pathway triggered by
melanopsin results in a sustained increase in intracellular calcium. This calcium increase is mediated
through a G /G - phospholipase C - IP, pathway, and additionally involves activation of nonselective
cation channels TRPC.

Key words: melanopsin, retinal ganglion cells, rods, cones, retina, vision, circadian rhythms.

WSTEP

Siatkéwka oka jest tkanka wyspecjalizowang do odbioru informacji $wietlnej. Do
niedawna uwazano, ze jedynymi fotoreceptorami w siatkowce kregowcow sg preciki
i czopki. Segmenty zewnetrzne tych komorek, zawierajace barwniki wzrokowe z rodziny
opsyn, po pochtonieciu fotondw Swiatta uruchamiaja kaskade proceséw, w ktérej sygnat
Swietlny przeksztatcany jest w sygnaty neuronalne. Sygnaty te, po integracji i modulacji
w warstwach neuronalnych siatkdwki, sa zbierane przez komérki zwojowe i nastepnie
przesytane nerwem wzrokowym do mdézgu. Pierwsze informacje wskazujace na
obecnos¢ w oku dodatkowego systemu detekcji Swiatta, ktdry wykorzystuje receptory
inne niz czopki i preciki, pojawity sie w latach dziewiecdziesigtych XX wieku. Pochodzity
one z badan nad mechanizmami $wietlnej regulacji rytméw okotodobowych. W do$wiad-
czeniach przeprowadzonych na zmodyfikowanych genetycznie szczepach myszy
(rd/rd, rd/rd cl) wykazano, ze utrata precikdw i czopkéw nie zmienia chronobio-
logicznych odpowiedzi zwierzat na Swiatto (takich jak: supresja nocnych poziomow
melatoniny, hamowanie nocnej aktywnosci ruchowej, synchronizacja rytmu aktywnosci
ruchowej do cyklu oswietlenia, przesuniecia faz okotodobowego rytmu aktywnosci
ruchowej), a takze nie wplywa na odruch zwezenia zZrenicy pod wpltywem Swiatta
[7,16,17,37,39,-45,69]. Ponadto, w badaniach klinicznych zaobserwowano, ze u niekté-
rych osob niewidomych zachowana jest zdolno$¢ do regulacji przez $wiatto syntezy
melatoniny, rytmu sen-czuwanie oraz dobowych oscylacji poziomoéw kortyzolu w osoczu
[ 10,36]. Te pionierskie prace stanowity podstawe do wysuniecia hipotezy, ze przynajmniej
w siatkdwkach ssakéw wystepuje nieopisany dotad system odbioru i kodowania infor-
macji $wietlnej. System ten, w przeciwienstwie do uktadu opartego na fotodetekcji kla-
sycznych fotoreceptoréw i wykorzystywanego do tworzenia obrazéw (tzw. fotodetek-
cja wzrokowa; image-forming photoreceptor system lub visual photoreceptor
system), stuzy do pomiaru zmieniajacej sie w czasie intensywnosci promieniowania
Swietlnego i odbiera fotony $wiatta w innych celach niz tworzenie obrazéw wzrokowych
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(non-image-forming photoreceptor system; non-visual photoreceptor system).
Wyniki kilkuletnich poszukiwan niewzrokowych (okotodobowych) fotoreceptorow
pozwalajg sadzi¢, ze u ssakéw role te petni mata populacja komérek zwojowych
wykorzystujgca nowo odkryty barwnik - melanopsyne [5,6,15,16,34,56,63].

BUDOWA MELANOPSYNY

Melanopsyne po raz pierwszy sklonowano w 1998 r. z mRNA pochodzacego z
melanoforéw skory zaby szponiastej (Xenopus laevis); cechg charakterystyczng tych
komorek jest bezposrednia wrazliwos¢ na Swiatto [51], Nazwa melanopsyna (ang.
melanopsiri) odzwierciedla zaréwno pierwotne zrédto izolacji peptydu, jak i fakt, ze nalezy
on do grupy opsyn. Gen kodujacy melanopsyne oznaczono symbolem Opn4 [51].
Melanopsyna Xenopus zbudowana jest z 534 reszt aminokwasowych (aa). U kurczecia
wykryto dwa geny kodujgce melanopsyne — cOpn4-a i cOpn4-b, ktorych ekspresja jest
zréznicowana. Dominujacy cOpn4-a koduje biatko zbudowane z 543 aa. Z kolei
cOpn4-b, ktéry w porownaniu z cOpn4-a po nukleotydzie 1242 ma sekwencje 86 par

Opsyny kregowcow
(cilliary-like opsins)

Opsyny bezkregowcéw,
melanopsyna
(rhabdomeric-like opsins)

RYCINA 1. Schemat drzewa filogenetycznego opsyn opartego na budowie struktury I-rzedowej domen
transbtonowych TM 1-7 biatek. Dane dla opsyn kregowcéw przedstawiaja stopienn podobienstwa
pomiedzy opsynami kurczecia: MWS1 (ang. middle-wavelength-sensitive) — opsyna wrazliwa na
promieniowanie niebieskie; MWS2 (ang. middle-wavelength-sensitive) - opsyna wrazliwa na
promieniowanie zielone; SWS (ang. short-wave-sensitive) - opsyna wrazliwa na promieniowanie fioletowe;
LWS (long-wave-sensitive) — opsyna wrazliwa na promieniowanie czerwone. Wartosci liczbowe
przedstawiaja procent homologii struktury I-rzedowej pomiedzy poszczegdlnymi opsynami [16,51]
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zasad z ,,przedwczesnym” kodonem stop, odpowiada za synteze krotszego biatka
zbudowanego z 425 aa [67]. Takze u przedstawiciela gromady ryb — dorsza atlantyckiego
(Gcidus morhua) wystepuja dwa odrebne geny kodujgce synteze melanopsyny, Opn4a
i Opn4b, o zréznicowanej ekspresji tkankowej i komérkowej [12], Dotychczas sklonowane
melanopsyny kregowcow (dorsza, danio pregowanego, zaby szponiastej, kurczecia, myszy,
szczura, cztowieka) wykazujg znacznie wiecej homologii strukturalnej z opsynami
bezkregowcdw (okoto 40%) niz z opsynami kregowcdw (do 30%) [4,9,12,16,28,51,52].
Analiza filogenetyczna wskazuje na to, ze melanopsyna i opsyny bezkregowcow
prawdopodobnie wywodzg sie od wspoélnego przodka [51]. W obrebie rodziny
scharakteryzowanych dotychczas melanopsyn stopiert homologii struktury I-rzedowej
dla biatek r6znych gatunkéw kregowcow wynosi 60-70%.

Szczegbtowa analiza budowy melanopsyny wskazuje, ze nalezy ona do nadrodziny
receptoréw sprzezonych z biatkami G [31,51]. £ancuch biatkowy siedmiokrotnie
przechodzi przez btone komérkowa tworzac w obrebie btony siedem hydrofobowych
domen transbtonowych (TM) potgczonych naprzemiennie petlami cytoplazmatycznymi
i zewnatrzkomorkowymi. A-koncowy fragment biatka znajduje sie w obszarze zewnatrz-
komorkowym, a fragment C-koncowy w cytoplazmie. Podobnie jak u innych opisanych
dotychczas biatek z rodziny opsyn, w siédmej domenie TM melanopsyny wystepuje
lizyna (Lys2%), do ktorej przytgcza sie chromofor (najprawdopodobniej 11-cA-retinal)
tworzgc zasade Schiffa. Reszty cysteinowe (Cyslll i Cys!7), obecne w drugiej i trzeciegj
petli zewnatrzkomorkowej, uczestniczg w tworzeniu mostka dwusiarczkowego
stabilizujacego strukture Ill-rzedowa biatka. W obrebie A-korica melanopsyny nie
wystepuja natomiast miejsca A-glikozylacji, ktore sg charakterystyczne dla innych opsyn.
Melanopsyna Xenopus, podobnie jak i sklonowane p6zniej melanopsyny innych
gatunkow zwierzat, ma dtugi C-koniec, w ktorym wystepuja liczne miejsca (kilkanascie)
mogace ulegac¢ fosforylacji. Sugeruje to mozliwos¢ regulacji aktywnosci biatka przez
kinazy. Analogicznie do opsyn bezkregowcéw, melanopsyna ma w trzeciej domenie
transbtonowej (TM3) aromatyczny aminokwas - tyrozyne (Tyrl03), ktdra moze
uczestniczy¢ w stabilizacji zasady Schiffa. Z kolei w trzeciej petli cytoplazmatycznej
obecny jest charakterystyczny fragment Asn2 — Gly233, wstawka ta nie wystepuje w
opsynach kregowcow [51]. Budowa tej petli w znacznym stopniu determinuje rodzaj
biatka G, na ktory bedzie przenoszony sygnat z receptora $wiatta, jakim jest opsyna.
Obecnos¢ fragmentu Asn22 - Gly233w biatku melanopsyny sugeruje, ze uruchamiany
przez nig szlak transdukcji sygnatu moze by¢ analogiczny do szlaku aktywowanego
przez opsyny bezkregowcéw. Stusznos$é powyzszej hipotezy potwierdzity wyniki
najnowszych badan przeprowadzonych na oocytach Xenopus laevis i liniach komor-
kowych, w ktérych dokonano ekspresji genu Opn4 [41,47,54].

WYSTEPOWANIE

Wykorzystujac techniki immunohistochemiczne oraz hybrydyzacji in situ obecno$¢
melanopsyny wykazano w melanoforach skory, oku (siatkéwce, nabtonku barwnikowym
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siatkowki - RPE i w teczOwce) i w mozgu (jadrach nadskrzyzowaniowych podwzgorza
i wielkokomorkowym jadrze przedwzrokowym) Xenopus laevis [51]. U dorsza
atlantyckiego ekspresje genu Opn4a stwierdzono w siatkéwce i wjgdrach nadskrzyzo-
waniowych podwzgdrza, natomiast ekspresje genu Opn4b - w siatkdwce i w uzdeczce
[12], U kury (Gallus domesticus) melanopsyna wystepuje w siatkéwce, szyszynce i
mozgu (przegrodzie, uzdeczce, wzgorzu, prgzkowiu, jagdrze przedwzrokowym, obszarze
pomiedzy jadrem okragtym ajadrem kolankowatym bocznym oraz obszarze pomiedzy
pokrywa wzrokowsg a jadrem soczewkowatym $rédmoézgowia) [1,9,67]. Obecnosé
melanopsyny stwierdzono ponadto w siatkéwkach ssakéw (myszy, szczura, kretoszczura,
chomika, kota, makaka, cztowieka) i ryby (danio pregowany; ang. zebrafish) [4,11,13,22-
26, 28,43,49,52,53,62], Nalezy podkresli¢, ze w obrebie siatkdwki rozmieszczenie
melanopsyny wykazuje bardzo duze zr6znicowanie pomiedzy badanymi gromadami
kregowcow. U ptazéw (Xenopus laevis) obecnos¢ melanopsyny stwierdzono w RPE,
zewnetrznej czesci warstwy jagdrowej wewnetrznej i w nielicznych komdérkach
zwojowych [51]. W siatkéwkach rybl melanopsyna wystepuje w komorkach
poziomych i amakrynowych (warstwa jagdrowa wewnetrzna) oraz w komorkach
zwojowych [4,12]. U ptakéw (kura domowa) obecno$¢ melanopsyny wykazano gtéwnie
w warstwie jadrowej wewnetrznej siatkéwki (przypuszczalnie w perikarionach komoérek
poziomych i dwubiegunowych), a ponadto w warstwie jadrowej zewnetrznej (komorki
fotoreceptorowe) i, w znacznie mniejszym stopniu, w komérkach zwojowych oraz w
RPE [9,67]. Z kolei u ssakéw melanopsyna wystepuje przede wszystkim w komadrkach
zwojowych siatkdwki oraz w pojedynczych komoérkach amakrynowych potozonych
pomiedzy warstwg komodrek zwojowych a warstwajgdrowa wewnetrzng [3,11,13,20,24, -
26,28,49,52,53].

Badania przeprowadzone w okresie ostatnich kilku lat wykazaty, ze w siatkdwkach
ssakéw wystepuje mata (liczaca, w zaleznosci od gatunku i wieku, od utamka do
kilkunastu procent ogoélnej liczby) populacja komérek zwojowych majgcych zdolnos$¢
do bezposredniego pochtaniania fotonéw Swiatla (ang. intrinsically photosensitive
retinal ganglion cells; ipRGCs). Komérki te odgrywajg kluczowa role w regulacji
tzw. niewzrokowych odpowiedzi na $wiatto (ang. non-visual photic responses; non-
imageforming photic responses), takich jak: hamowanie syntezy melatoniny, regulacja
okotodobowego rytmu aktywnosci ruchowej, zwezanie Zrenicy [5,6,18,30,38]. Co
najmniej 80% ipRGCs zawiera melanopsyne [5]. W siatkéwce cztowieka komarki
zawierajgce melanopsyne stanowig0,2-0,8% catkowitej populacji komdrek zwojowych.
Ich gestos¢ wynosi 3-5 komdrek/mm? na obwodzie siatkowki i 20-25 komo6rek/mm?
w czesci dotkowej [11]. W siatkdwkach ssakdw, w tym takze w siatkOwce cztowieka,
przewazajgca czes¢ komorek zwojowych zawierajgcych melanopsyne wykazuje ko-
ekspresje PACAP [13,24,26] - polipeptydu aktywujacego przysadkowsg cyklaze
adenylanowa (ang. pituitary adenylate cyclase - activating polypeptide). Nalezy
podkresli¢, ze PACAP jest uwazany za neurochemiczny marker szlaku siatkéwkowo-

*U dorsza atlantyckiego ekspresje genu Opnda zaobserwowano w komorkach poziomych,
amakrynowych i zwojowych siatkéwki, a ekspresje genu Opndb - w komérkach amakrynowych
i zwojowych [12].
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RYCINA 2. Schemat budowy siatkéwki ssakéw. Swiattoczute komoérki zawierajace melanopsyne
wyroézniajg sie z grupy komoérek zwojowych rozbudowanym drzewem dendrytycznym. Komorki te
moga odbiera¢ sygnaty pochodzenia czopkowego i precikowego. Pozostate objasnienia w tekscie ([5,63]
zmodyfikowano)

podwzgo6rzowego [21], Melanopsyna wystepuje w btonie komérkowej subpopulacji
komorek zwojowych, gtéwnie w obrebie dendrytéw oraz perikarionéw [24,28].
Perikariony nielicznych komorek melanopsynowych znajdujg sie w warstwie jagdrowej
wewnetrznej [28]. Najbardziej uderzajgca cechg morfologiczng ipRGCsjest ich szerokie
drzewo dendrytyczne, najbardziej rozbudowane w grupie wszystkich komorek zwojowych.
Wiekszos¢ komdrek zwojowych zawierajgcych melanopsyne ma dwa lub trzy gtéwne,
dtugie dendryty rozgateziajace sie w warstwie splotowatej wewnetrznej [3,5], Wypustki
dendrytyczne melanopsynowych komorek zwojowych naktadajg sie na siebie i tworza
gesta sie¢ obejmujacg caly obszar siatkOwki. Fotorecepcyjne drzewo dendrytyczne
pojedynczej ipRGC pokrywa obszar okoto 500 pm2, podczas gdy powierzchnia zajmowana
przez Swiattoczuty segment zewnetrzny precika lub czopka to okoto | pm? [5], Dendryty
komoérek zwojowych zawierajacych melanopsyne docierajg do warstwy splotowatej
wewnetrznej oraz, w znacznie mniejszym stopniu, do warstwy jadrowej wewnetrznej
[3,5,11,26,28]. W obrebie warstwy splotowatej wewnetrznej dendryty tych komérek sa
potozone postsynaptycznie w stosunku do zakonczen komérek dwubiegunowych i
amakrynowych, co wskazuje na mozliwo$¢ modulacji funkcji ipRGCs przez sygnaty
pochodzenia precikowego badz czopkowego [3].
U ssakdw komorki zwojowe zawierajgce melanopsyne [5,11,26,28,43] wysytaja swoje
aksony do:
(1) jader nadskrzyzowaniowych przedniej czesci podwzgoérza (ang. suprachiasmatic
nucler, SCN) - struktury uwazanej za miejsce gtdwnego zegara biologicznego
ssakow;
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(2) kompleksu ciata kolankowatego bocznego - gtéwnie do listka ciata kolankowatego
bocznego (ang. intergeniculate leaflet; IGL), ktéry uczestniczy w modulacji ryt-
mow okotodobowych;

(3) przedpokrywowego jadra oliwki (ang. olivary pretectum nucleus; OPN), odpo-
wiedzialnego za odruch zwezania zrenicy pod wptywem Swiatla;

(4) brzusznobocznego jadra przedwzrokowego (ang. ventrolateral preoptic nucleus;
VLPO) - struktury zaangazowanej w kontrole rytmu sen-czuwanie;

(5) brzusznej czesci obszaru okotokomorowego (ang. ventral subparaventricular
zone; vSPZ) - rejonu mdzgu uczestniczacego w kompleksowej regulacji rytméw
okotodobowych. U gryzoni obszar ten najprawdopodobniej odgrywa zasadniczg
role w procesie hamowania przez Swiatto nocnej aktywnosci ruchowej (tzw. ne-
gative masking).

DOBOWE/OKOLODOBOWE ZMIANY EKSPRESJI
MELANOPSYNY

W siatkéwece szczura stopien ekspresji melanopsyny zmienia sie rytmicznie w ciggu
doby [58,59]. U zwierzat przebywajacych w cyklicznie zmieniajacych sie warunkach
oSwietlenia (12 godz. Swiatta : 12 godz. ciemnosci) najwyzszy poziom mRNA dla

RYCINA 3. Swiattoczute komérki zwojowe zawierajace melanopsyne (ipRGCs) wysytajaswoje wypustki
aksonu do osrodkéw kontrolujacych rytmy okotodobowe, tj. jader nadskrzyzowaniowych przedniej
czesci podwzgoérza (SCN) i do kompleksu ciata kolankowatego bocznego (jadra ciata kolankowatego
bocznego - LGN oraz listka ciata kolankowatego bocznego - IGL), a takze do przedpokrywowego jadra
oliwki (OPN), ktére odpowiada za odruch zwezenia zrenicy. Struktury te zaznaczone zostaty na schemacie
kolorem z6ttym. Chronobiologiczny sygnat Swietlny z SCN jest przesytany do szyszynki szlakiem
wieloneuronalnym zaznaczonym na kolor czerwony; PVN (ang. paraventricular nucleus) - jadro
przykomorowe podwzgoérza. Szlak neuronalny kontrolujacy proces zwezania Zrenicy, w skiad ktérego
wchodzg OPN, jadro Edingera-Westphala (EW), zwdj rzeskowy, przed- i zazwojowe widkna przywspot-
czulne oraz teczéwka, zostat zaznaczony kolorem niebieskim (wg [5] zmodyfikowano)
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melanopsyny zaobserwowano pod koniec fazy jasnej i na poczatku fazy ciemnej cyklu,
a najnizszy pod koniec fazy ciemnej i w pierwszej potowie fazy jasnej. Z kolei immuno-
reaktywnos$¢ melanopsynowa, odzwierciedlajgca poziom biatka, byta najwyzsza w
potowie fazy ciemnej, a najnizsza w potowie fazy jasnej. Rytmiczne zmiany ekspresji
melanopsyny utrzymywaly sie w siatkdwkach szczuréw przebywajacych w warunkach
statej ciemnosci, co wskazuje, ze jest to rytm okotodobowy. Degeneracja precikow i
czopkéw (badania na szczurach RCS/N-rafy) pociggata za sobg dramatyczny (>90%)
spadek pozioméw mRNA dla melanopsyny i immunoreaktywnosci melanopsynowej
oraz zanik rytmicznych zmian w ekspresji melanopsyny [59]. Z kolei chemiczne
zniszczenie neuronow siatkdwkowych, ktérych perikariony tworzg warstwe jadrowa
wewnetrzng, prowadzito do zmniejszenia amplitudy zmian pozioméw mRNA dla
melanopsyny w siatkéwkach szczuréw trzymanych w cyklicznie zmieniajgcych sie
warunkach oswietlenia, a takze do zaniku okotodobowego rytmu mRNA [58]. Przypusz-
cza sie, ze w regulacji ekspresji melanopsyny (a takze neuropeptydu PACAP, ktory
wspotwystepuje z melanopsyng w $wiattoczutych komdrkach zwojowych) w siatkdwce
szczura istotng role odgrywajg z jednej strony klasyczne fotoreceptory (preciki i czopki),
a z drugiej - siatkéwkowe obwody neuronalne. Sugeruje sie ponadto znaczacy udziat
dopaminergicznych komérek amakrynowych i receptoréw D,-dopaminowych (znajduja-
cych sie na ipRGCs) w kontroli rytmicznych zmian poziomdw melanopsyny w siatkdwce
szczura [58],

W siatkdwece i szyszynce kury poziomy mRNA dla melanopsyny zmieniajg sie w
rytmach okotodobowych o przeciwstawnych fazach. Na poczatku fazy jasnej w
siatkdwce obserwowano najwyzszg ekspresje melanopsyny, natomiast w szyszynce
najnizsza. Z kolei w czwartej godzinie fazy ciemnej poziomy mRNA dla melanopsyny
w siatkowce byty najnizsze, a w szyszynce najwyzsze [9]. W obrebie warstw siatkowki
wyzsze ,,dzienne” poziomy mRNA stwierdzono w RPE i w warstwie jagdrowej
wewnetrznej, dobowy profil zmian w fotoreceptorach byt analogiczny do profilu
szyszynkowego, a ekspresja melanopsyny w warstwie komorek zwojowych utrzymy-
wata sie na zblizonym poziomie w ciggu doby [9].

SZLAKI TRANSDUKCJI SYGNALU

Scharakteryzowane dotychczas $wiattoczute opsyny bezkregowcow i kregowcow
naleza do nadrodziny receptoréw sprzezonych z biatkami G i jako chromofory
wykorzystujg 11-cA-retinal lubjego homolog [27,35,50]. Pochtonigcie fotonu Swiatta
wywotuje konwersje | I-czs-retinalu do catkowicie-Zrans-retinalu, co pocigga za sobg
zmianeg konformacji przestrzennej opsyny, a nastepnie aktywacje biatka G i odpowied-
niego szlaku transdukcji sygnatu. U kregowcow opsyny ,,wspotpracujg” z wrazliwg na
toksyne krztusca transducyng (Gt), natomiast u bezkregowcéw - z biatkami Gg, ktore
nie sg wrazliwe na toksyne krztusca [27,35,50], Warunkiem niezbednym do odbudowy
zdolnosci barwnika wzrokowego do ponownej fotodetekcji jest regeneracja chromoforu.
U kregowcdw po odigczeniu catkowicie-tra/zs-retinalu od opsyny, w ztozonym,
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wieloetapowym procesie zachodzacym w RPE dochodzi do przeksztatcenia catkowicie-
trans-retinalu do ! 1-cZs-retinalu [35]. Z kolei opsyny bezkregowcow wykorzystuja
energie z pochtonietych fotondw Swiatta do izomeryzacji catkowicie-Zra/w-retinalu, a
w procesie tym uczestniczy arestyna [33]. Opsyny bezkregowcow dziatajg zatem takze
jako fotoizomerazy.
Dla zrozumienia roli fizjologicznej melanopsyny istotne byto uzyskanie odpowiedzi
na nastepujgce pytania:
(1) jakie zmiany elektrofizjologiczne zachodza pod wptywem sSwiatta w komérkach
zawierajacych melanopsyne,
(2) jaki chromoforjest niezbedny do fotodetekcyjnej roli melanopsyny,
(3) jakiego typu biatko G jest aktywowane przez melanopsyne,
(4) jaki szlak/szlaki transdukcji sygnatu sg uruchamiane w wyniku fotodetekcji $wiatta
przez melanopsyne,
(5) czy melanopsyna, poprzez analogie z opsynami bezkregowcow, moze petic role
fotoizomerazy.
Badania przeprowadzone na oocytach Xenopus laevis [47] i dwoch liniach
komoérkowych, Neuro-2a [41] | HEK293 [54], w ktdrych dokonano ekspresji cDNA
kodujacego melanopsyne, pozwolity sformutowac hipoteze, w jaki sposéb pracuja
komorki melanopsynowe. Po pierwsze udowodniono, ze komorki zawierajgce melano-
psyne sa bezposrednio $wiattoczute. Pod wptywem ekspozycji na $wiatto dochodzi w
nich do op6znionej, ale jednoczesnie dtugo utrzymujacej sie depolaryzacji btony komor-
kowej2. Analiza spektralna wskazuje, ze efekt taki wywiera Swiatto o dtugosci fali
okoto 480 nm [47,52], Nalezy podkresli¢, ze Swiatto o takiej dtugosci fali aktywuje
ipRGCs [5]. Warunkiem niezbednym do detekcji foton6w Swiatta przez melanopsyne
jest obecnos¢ chromoforu - 11 -czs-retinalu (badz jego analogu 9-cA-retinalu)[ 19,30,47],
Melanopsyna zachowuje zdolnos$¢ do fotodetekcji réwniez w obecnosci catkowicie-
irazte-retinalu. Sugeruje to, ze podobnie jak opsyny bezkregowcéw moze ona petic
podwdjng role - fotopigmentu i fotoizomerazy retinalu. Przebiegajacy przy udziale
melanopsyny proces fotoizomeryzacji catkowicie-traws-retinalu prawdopodobnie zalezy
od arestyny [47], Badania przeprowadzone na genetycznie zmodyfikowanych myszach
pozbawionych genu kodujacego biatko odpowiedzialne za regeneracje retinalu w ko-
moérkach RPE (rpr65"), u ktdrych analizowano wywotane przez $wiatto zmiany
szerokosci zrenicy (badania behawioralne) oraz zmiany potencjatu btony komérkowe;j
(badania typu current clump i voltage clump pojedynczych komérek zwojowych siatkéwki),
stanowig dowdd potwierdzajacy stusznos¢ hipotezy, ze melanopsyna wystepujaca w ipRGCs
jestzaréwno barwnikiem wzrokowymjak i fotoizomeraza [19],
Przypuszcza sie, ze pochtoniecie fotonow Swiatta przez kompleks melanopsyna -
11 -czs-retinal prowadzi do aktywacji biatka G /Gn z nastepujgcg stymulacjg fosfolipazy
C (PLC) i wzrostem wewngtrzkomoérkowego stezenia wolnych jondéw wapniowych
([CaZk), wywotujacym tzw. fale wapniowa [41,47,54], Do tej pory nie wyjasniono do

"Pochtoniecie fotondw Swiatta przez opsyny precikéw i czopkéw prowadzi do bardzo szybkiej i
krotkotrwatej hiperpolaryzacji btony komdrkowej, bedacej wynikiem zamkniecia zaleznych od
cGMP kanatéw kationowych w segmentach zewnetrznych komérek [35,50],
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konca, wjaki sposéb aktywacja PLC uruchamia fale wapniowaw komorce zawierajgcej
melanopsyne. Prawdopodobnie w procesie tym uczestniczy inozytolo-1,4,5-trisfosforan
(I1P3), powstaty w wyniku dziatania PLC, ktéry uruchamia wewnatrzkomérkowe
magazyny Ca?+ i podnosi stezenie [Ca2+]. w komorce [32]. Sugeruje sie ponadto, ze w
powstawaniu fali wapniowej istotng role odgrywajg przepuszczalne dla Ca? , nieselek-
tywne kanaly kationowe TRPC (ang. transient receptor potential cation channels)
[47,54]. Budowa i funkcja kanatéw TRPC jest zblizona do kanatow typu Trp i Trpl,
ktére wystepujg w fotoreceptorach muszki owocowej i uczestniczg w procesie
fototransdukcji [42].

Najnowsze badania wykazaty, ze podobnie jak w przypadku klasycznych fotorecep-
toréw [ 14,35], wrazliwos¢ ipRGCs na $wiatto ulega plastycznym zmianom w odpowiedzi
na utrzymujgce sie state warunki oswietlenia [71]. W tzw. procesie adaptacji do Swiatla,
w czasie ekspozycji na $wiatto o jednakowym natezeniu promieniowania dochodzi do
stopniowego zmniejszania odpowiedzi elektrofizjologicznej komorek, czyli do ich
desensytyzacji. Nowe bodzce $wietlne, 0 wyzszym natezeniu promieniowania niz
wczesniejsze ,,tt0”, do ktérego zaadaptowaly sie komérki, beda indukowaty odpowiedzi
0 wzrastajacej amplitudzie, dochodzi wowczas do resensytyzacji ipRGCs. Z kolei proces
adaptacji do ciemnosci polega na stopniowej, trwajacej nawet kilka godzin, petnej
odbudowie fotowrazliwosci ipRCGs. Proces ten obserwuje sie w komorkach siatkowek,
ktore po dtugotrwalej ekspozycji na Swiatto umieszczono w ciemnosci [71]. Przypuszcza
sie, ze adaptacyjne zmiany ipRGCs do panujacych warunkéw o$wietlenia sg hajprawdo-
podobniej wynikiem zmian w szlaku przeptywu sygnatu z melanopsyny na kanaty
kationowe, a nie zmian w pracy samych kanatow. Fizjologiczne znaczenie zjawiska
plastycznosci ipRGCs jest dotychczas nieznane. By¢ moze zdolno$¢ ipRGCs do zmian
adaptacyjnych w odpowiedzi na ,,historie” o$wietlenia siatkbwki pozwala im rozpoz-
nawac i kodowa¢ zmiany w natezeniu oSwietlenia w bardzo szerokim zakresie
charakterystycznym dla zmian zachodzacych w ciggu dnia (np. $wiatto o wschodzie
stonca - Swiatto w potudnie - $wiatto o zachodzie stonca) oraz o r6znych porach roku.
Umozliwiatoby to kluczowy udziat tych komérek w regulacji zaleznych od Swiatta
proceséw chronobiologicznych przebiegajgcych na diugiej przestrzeni czasu (rytmy
okotodobowe, rytmy sezonowe) [71].

ZMIANY EKSPRESJI MELANOPSYNY W PRZEBIEGU
ROZWOJU OSOBNICZEGO

Oprécz systemu transdukceji sygnatu i zdolnosci do fotoizomeryzacji chromoforu,
kolejng cecha, ktéra odréznia melanopsyne od klasycznych opsyn precikéw i czopkow,
sgzmiany w stopniu ekspresji tego biatka w przebiegu rozwoju siatkéwki. Melanopsyna
pojawia sie w rozwoju embrionalnym bardzo wczesnie, znacznie wyprzedzajac rozwdj
precikéw i czopkdw (a nastepnie specyficznych dla tych fotoreceptoréw opsyn) oraz
nerwuwzrokowego. Ekspresje melanopsyny, podobniejak i innych opsyn, ktdre nie sgzwigzane
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zprecikami i czopkami: peropsyny, encefalopsyny i RGR-opsyny (ang. retinal G-pmtein coupled
receptor opsiri) [34], wykrytojuz u 9-tygodniowych ptoddw ludzkich [65].

Badania morfologiczne i elektrofizjologiczne dowodzg, ze sygnalizacja wzrokowa w oku
myszy pojawia sie dopiero w dziesigtym dniu po urodzeniu (P10) [2,55]. U myszy preciki i
czopki powstajgw czasie rozwoju embrionalnego, ale dojrzewajaanatomicznie i funkcjonalnie
dopiero w okresie postnatalnym [60,65]. R6znicowanie czopkdw opisano u 10-dniowych
zarodkow (E10), natomiast ekspresje genu kodujacego opsyne UVS/VS w Pl, a opsyne
LWS - w P7. Z kolei r6znicowanie precikéw w siatkbwce myszy zachodzi w EI2, ale
ekspresja genu kodujacego opsyne precikowsg jest wykrywalna dopiero w P5. Ponadto,
btony segmentéw zewnetrznych precikéw i czopkdw pojawiajg sie po raz pierwszy w
P4-P6 i dojrzewajaw petni w P20. W okresie pomiedzy P10 i P20 obserwuje sie dojrzewanie
i akumulacje w siatkdwce myszy estru ! I-cis-retinylu-prekursora 1l-czs-retinalu. Powyzsze
zmiany rozwojowe korelujg w czasie z pojawieniem sie odpowiedzi ON/OFF komorek
zwojowych siatkowki myszy na Swiatto.

Ekspresje melanopsyny w siatkéwce myszy stwierdzono juz w E10, tj. w tym samym
czasie, kiedy w rozwoju embrionalnym tego gatunku pojawiaja sie komorki zwojowe siatkwki
[60]. W siatkéwkach wyizolowanych od noworodkéw mysich gesto$é komorek zwojowych
zawierajgcych melanopsyne wynosita 182/mmz2, u myszy 4-dniowych-226/mmg2, natomiast
umyszy 14-dniowych-tylko 63/mma? [60]. Zmiany liczby komdrek zwojowych zawierajacych
melanopsyne opisano takze w przebiegu rozwoju siatkdwki szczura [13]. Staby sygnat,
obecny w warstwie neuroblastycznej wewnetrznej, wskazujacy na immunoreaktywnos$¢
melanopsynowsg zarejestrowano najwczesniej w EI8. Nastepnie liczba komérek
melanopsynowych wzrastata az do drugiego tygodnia zycia. Komdrki te wystepowaty w
warstwie komaérek zwojowych. Nalezy podkresli¢, ze u szczuréw w wieku od | do 12 dni
ekspozycja na $wiatto prowadzita do ekspresji c-Fos wytgcznie w tych komérkach
zwojowych siatkowki, ktére zawieraty melanopsyne [ 13,22,23].

W kontekscie potencjalnej roli fizjologicznej melanopsyny i ipRGCs za niezwykle
wazne mozna uzna¢ wyniki badan nad rozwojowymi zmianami w elektrofizjologicznej
odpowiedzi komorek zwojowych na Swiatto. Badania te przeprowadzono na myszach
dzikich i myszach z knockoutem genu kodujagcego melanopsyne (Opnd~j [60]. W
siatkowkach pobranych od myszy dzikich w wieku PO-P! w 13,7% komorek zwojowych
pod wptywem $wiatta (o dtugosci fali 470 nm) obserwowano zmiany w intensywnosci
fluorescencji FURA-2 odzwierciedlajgce wzrost [Ca2+]. (fale wapniows). Zdecydowana
wiekszo$¢ (93%) zarejestrowanych zmian utrzymywata sie do konca ekspozycji na
Swiatto. W wieku P4-P5 tylko 5,4% komérek zwojowych siatkéwki odpowiadato falg
wapniowa na bodziec $wietlny, przy czym okoto jednej czwartej tych odpowiedzi miato
charakter przejSciowy (szybki wzrost, a nastepnie spadek [Ca2"].). Wyeliminowanie
potencjalnych sygnatéw z precikéw i czopkéw (inkubacja siatkbwek w obecnosci
antagonistow glutaminergicznych receptoréw jonotropowych i agonisty glutaminer-
gicznych receptoréw metabotropowych) nie zmieniato liczby komérek zwojowych
odpowiadajgcych na swiatto. Stanowi to dowod na to, ze w siatkdwce myszy wystepuje
subpopulacja komorek zwojowych charakteryzujacych sie zdolnoscig do pochtaniania
fotonéw Swiatta, a zatem bezposrednig wrazliwoscig na Swiatto [60]. Poniewaz w
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siatkbwkach pobranych od 4-dniowych myszy Opnf" pod wptywem Swiatta nie
rejestrowano zmian w [Ca2+]., sadzi sie, ze Swiattoczute komdrki zwojowe zawierajg
melanopsyne. W tym miejscu nalezy podkresli¢, ze u 4-dniowych myszy dzikich, ale
nie u myszy OpiuH', godzinna ekspozycja na $wiatto indukuje ekspresje c-Fos w SCN
[60]. U dorostych, genetycznie zmodyfikowanych myszy (rdrd/cl), u ktérych w wyniku
mutacji doszto do zaniku precikow i czopkow, tylko 2,7% neurondw warstwy zwojowej
siatkdwki w odpowiedzi na $wiatto wykazywato wzrost [Ca? ], [60].

Badania elektrofizjologiczne przeprowadzone na wyizolowanych siatkéwkach myszy
[68] wykazaty, ze w tkankach pobranych od zwierzat 8-dniowych wystepujatrzy rodzaje
Swiattoczutych komdrek zwojowych zawierajgcych melanopsyne. Komorki typu | (72%
calej populacji ipRGCs) charakteryzuja sie dtuga, kilkusekundowag latencjg odpowiedzi
na $wiatto monochromatyczne (Xmiks = 480 nm; subsaturacyjne natezenie promienio-
wania) i szybkim zanikiem odpowiedzi elektrofizjologicznej po wytaczeniu Swiatta.
Komoérki typu Il (15%) odpowiadajana bodziec swietlny z kilkusekundowym opéznie-
niem, a ich wytadowania elektryczne powoli zanikajg po wyfaczeniu Swiatta. Komérki
typu Il (13%) wykazujg natomiast bardzo krotki czas latencji i najdtuzej utrzymujaca
sie odpowiedZ. Wrazliwo$¢ na Swiatto komorek typu Il byta 10-krotnie nizsza od
wrazliwosci komorek typu | i 1ll. Z kolei w siatkbwkach myszy 5-tygodniowych
wystepuja tylko dwie klasy ipRGCs, ktérym ze wzgledu na podobienistwa w zapisie
odpowiedzi elektrofizjologicznych na $wiatto nadano nazwy ,,dorosty” typ Il i ,,dorosty”
typ lll. Przypuszcza sie, ze w czasie rozwoju siatkowki najprawdopodobniej dochodzi
do przeksztatcenia sie komorek typu | w komorki typu 11 [68].

Na podstawie zgromadzonych danych doswiadczalnych przypuszcza sie, ze w péznym
okresie embrionalnego rozwoju siatkéwki najprawdopodobniej dochodzi do nadprodukcji
Swiattoczutych komorek zwojowych zawierajgcych melanopsyne, po czym po urodzeniu
nastepuje faza szybkiego ich obumierania, trwajgca kilka dni [ 13,23,60,63,68]. W ciggu
dwaoch pierwszych tygodni zycia prawdopodobnie dochodzi takze do intensywnego rozwoju,
a nastepnie zmian morfologicznych drzewa dendrytycznego ipRGCs [13,68]. Od dnia
narodzin, czyli zanim funkcjonalnie dojrzeja preciki i czopki, $wiatto aktywuje grupe
komorek zwojowych tworzacych szlak siatkbwkowo-podwzgérzowy. Komorki te
zawierajg melanopsyne oraz PACAP; stanowig one podstawowy element odbioru tzw.
niewzrokowej informacji Swietlnej. W okresie dojrzewania siatkéwki, kiedy zmniejsza sie
populacja komorek zwojowych zawierajgcych melanopsyne, nastepuje wyksztatcenie
sie systemu odbioru informacji $wietlnej opartego na fotodetekcji precikdw i czopkow.
Przypuszcza sie, ze klasyczne fotoreceptory stopniowo wigczajg sie w system fotode-
tekcji niewzrokowej i dochodzi do wzajemnej integracji tych dwoch szlakéw fotore-
cepcyjnych - wzrokowego i niewzrokowego [3,8,60,63]. Spadek liczby melano-
psynowych ipRGCs obserwuje sie takze u zwierzat starych [59,61], Uwaza sie, ze w
patomechanizmie zaniku ipRGCs istotng role moze odgrywac redukcja, a nastepnie
brak modulujgcych sygnatdw ze strony precikow i czopkow. U starych myszy rd/rd cl
liczba komorek zwojowych zawierajgcych melanopsyne, w ktdrych obserwowano
ekspresje c-Fos pod wptywem S$wiatta, byta znamiennie nizsza niz w siatkéwkach myszy
dzikich w tym samym wieku [61],
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ROLA FIZJOLOGICZNA

Komérki zawierajace melanopsyne spetniajgwiele kryteriéw stawianych potencjal-nym
kandydatom na fotoreceptory okotodobowe. W przeciwienstwie do klasycznych
fotoreceptorow, komorki zawierajgce melanopsyne (ipRGCs badZz komérki, w ktérych
dokonano ekspresji genu Opn4) sa najbardziej wrazliwe na fale o dtugosci okoto 480 nm
(promieniowanie w tym zakresie wywiera najsilniejsze dziatanie na uktad okotodobowy
kregowcéw i odruch zwezania Zrenicy) oraz kodujg energie promieniowania $wietlnego i
rejestrujg zmiany w natezeniu promieniowania zachodzace w ciggu dtuzszego czasu
[29,38,54], Obecnos¢ melanopsyny w obrebie rozbudowanego drzewa dendrytycznego
ipRGCs pozwala na zbieranie informacji $wietlnej z obszaru calej siatkdwki [28]. Aksony
ipRGCs docierajg do struktur mézgowych odpowiedzialnych za wytwarzanie i regulacje
rytméw okotodobowych (SCN, IGL, jader przedwzrokowych) oraz do OPN - struktury
odpowiedzialnej za odruch zwezania zrenicy pod wptywem $wiatta [5,11,20,24,26,28]. Myszy
pozbawione genu kodujgcego melanopsyne (Opn4™), pomimo prawidtowego rozwoju
komdrek zwojowych siatkowki, wykazywaty znamiennie ostabione nastepujace odpowiedzi
behawioralne: zwezenie zrenic pod wptywem $wiatla, indukowane przez $wiatto przesuwanie
faz okotodobowego rytmu aktywnosci ruchowej w warunkach kilkudniowej adaptacji do
ciemnosci, wydtuzanie cyklu rytmu aktywnosci ruchowej w warunkach kilkudniowej adaptacji
do $wiatta [29,38"40,44,48,57]. Catkowity zanik tzw. niewzrokowych odpowiedzi na $wiatto
obserwowano u myszy homozygotycznych z potréjnym knockoutem (Opn4'l', Gnatl ¥
CngaS™'), awiec u zwierzat pozbawionych melanopsyny oraz funkcjonalnej fototransdukcji
precikowej (knockout genu kodujacego podjednostke a transducyny-1) i fototransdukcji
czopkowej (knockout genu kodujgcego podjednostke 3 kanatu A zaleznego od cGMP)
[29]. Ponadto, myszy math5"™, u ktérych w wyniku mutacji nie wyksztatcajg sie komorki
zwojowe siatkowki i szlak siatkéwkowo-podwzgdrzowy (dochodzi zatem do genetycznego
»odnerwienia” SCN), nie wykazywaty synchronizacji rytmu aktywnosci ruchowej z
warunkami o$wietlenia srodowiska [70], Powyzsze dane, w potaczeniu z sugestiami
na temat wzajemnych powigzan funkcjonalnych pomiedzy $wiattoczutymi komdérkami
zwojowymi zawierajgcymi melanopsyne a neuronami siatkdwkowymi przenoszacymi
informacje od precikéw i czopkéw, pozwalajg przypuszczaé, ze do zachowania
prawidtowych odpowiedzi niewzrokowych konieczna jest obecno$¢ w oku zaréwno
fotoreceptorow okotodobowych (ipRGCs), jak i klasycznych fotoreceptoréw. Przypusz-
cza sie takze, ze sygnaty wzrokowe moga by¢ modulowane przez Swiattoczute komorki
zwojowe [3,11,15,61].

Fakt, ze komérki zwojowe zawierajgce melanopsyne rozwijaja sie wczesnie i sg
funkcjonalnie dojrzate juz w dniu narodzin [63], czyli znacznie wcze$niej niz klasyczne
fotoreceptory [46], podkresla jak duze znaczenie odgrywa u ssakéw synchronizacja
rytmow okotodobowych z warunkami oswietlenia srodowiska. System ,,widzenia
chronobiologicznego” pozwala na szybkie przestawienie sie kompleksu zegara biologicz-
nego z odbioru informacji o porze dnia zakodowanych w sygnatach wytwarzanych
przez organizm matki (gtéwnie w czasteczkach melatoniny, ktéra przechodzi przez
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tozysko i dziata na receptory melatoninowe zlokalizowane w SCN ptodu [64,66]) na
odbiér sygnatdw powstajacych pod wptywem Swiatta w oku noworodka [63], Elektro-
fizjologiczna aktywno$¢ komorek zwojowych zawierajagcych melanopsyne w p6znym
okresie embrionalnym (spontaniczna) i we wczesnym okresie postnatalnym (zaréwno
spontanicznajak i indukowana przez $wiatto) sugeruje ponadto, ze moga one odgrywac
istotng role w plastycznym dojrzewaniu struktur osrodkowego uktadu nerwowego
zaangazowanych w wytwarzanie i kontrole rytmoéw okotodobowych [63],
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CZYNNIKI DZIALAJACE HAMUJACO NA TLR
(RECEPTORY TOLL-PODOBNE)

THE FACTORS OF NEGATIVE REGULATION OF TLR
(TOLL-LIKE RECEPTORS).
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Streszczenie: W pracy przedstawiono pie¢ grup czynnikéw (rozpuszczalne formy TLR, wewnatrzko-
moérkowe receptory, regulatory transbtonowe oraz czynniki redukujace ekspresje TLR i redukujace efekt
TLR) dziatajacych hamujaco na receptory Toll-podobne (TLR).

Stowa kluczowe: TLR, ukiad odpornosciowy.

Summary: In the paper five groups of factors (soluble forms of TLRs, intracellular regulators, transmem-
brane regulators, reduction of TLR expression and reduction of TLR effect) of negative regulation of
TLRs (Toll-like receptors) have been described.

Key words: TLR, immune system.

WPROWADZENIE

Odkrycie TLR (Toll-Like Receptors - receptory Toll-podobne) byto dla wspétczes-
nych badaczy, jak pisze O’Neill [23], czym$ nie mniej istotnym niz odkrycie dokonane
przez Kolumba dla $redniowiecznych Europejczykédw. Poznanie i sklasyfikowanie ich
jako zupetnie nowej klasy receptorow w obrebie PRR (pathogen recognition receptors')
stworzyto zupetnie nowag jako$¢ w immunologii, w tym odpornosci naturalnej
[7,21,23,24,26] Receptory Toll-podobne swojg nazwe zawdzieczajg receptorom Toll u
muszki owocowej, u ktorej receptor ten odpowiedzialny jest za grzbietowo-brzuszny
rozwoj tych owadéw oraz odporno$é przeciwgrzybicza [7,21,24,26]. U ssakdw zafascy-
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nowanie tego typu receptorami wzieto swoj poczatek od receptora TLR4, zidentyfi-
kowanego po raz pierwszy przez Medzhitova u cztowieka [19]. Obecnie opisano 13
TLR, dla wiekszosci ktérych okreslono odpowiednie ligandy i drogi ich sygnatéw
wewnatrzkomaérkowych [7,21,26], Wykazano takze [7,21,26], ze efektywnos¢ odpo-
wiedzi uktadu odpornosciowego (UO) zwiazana jest w gtownej mierze ze specyficz-
nym wigzaniem sie TLR z ligandami zarazkéw, co powoduje nie tylko przyspieszenie
reakcji UO, ale takze zwielokrotnienie ich intensywnosci. Trandukcja sygnatu, poprzez
TLR, wzmacniajgcego reakcje elementéw UO, wymaga obecnosci wielu biatek, wsrod
ktorych najwazniejsze jest biatko adaptorowe MyD88 (myeloid differentiation 88)
[7,16,21,25,26] Niepodwazalne znaczenie tej proteiny zostato udowodnione u myszy z
jej niedoborem, u ktérych zarejestrowano zupetny brak reakcji na stymulacje 1L-1 i
innych cytokin zwigzanych z IL-1R (IL-18) [25]. Ponadto stwierdzono, ze mysie
makrofagi niemajace MyD88 sa niewrazliwe na lipopolisacharyd (LPS), peptydoglikan
(PGN), lipoproteiny, CpG DNA (cytosine-phosphate-guanosine DNA) i flageliny
bakteryjne - fundamentalne ligandy dla TLR [25,26]. Transdukcje sygnatu, poprzez
TLR, warunkujg elementy strukturalne MyD88, w tym przede wszystkim domena TIR
(Toll/interleukin-1 receptor), a takze ,,domena $mierci” - FADD (Fas-associated
death domain). Ta ostatnia indukuje apoptoze tylko w drodze zaleznej od kaspaz.
Wykazano [7,16,21,25,26], ze $ciezki sygnalne poprzez receptory Toll-podobne sg
inicjowane w wyniku dimeryzacji TLR, co powoduje formowanie homodimeréw (jak
w przypadku TLR4) czy heterodimerdw (jak w przypadku TLR2 i TLR1). Dalej droga
sygnatu pobudzenia prowadzi do interakcji domeny TIR TLR z domeng TIR czasteczki
adaptorowej MyD88 [7,16,21,25,26], poprzez fosforylacje kinazy IRAKI i IRAK4
(IL-1 receptor-associated kinase), ktére z kolei aktywowane sg poprzez domene
$mierci FADD MyD88 [7,16,21,25,26]. Nastepny etap to uruchomienie TRAF6
(tumour-necrosis factor-receptor-associated factor 6), ktory wchodzi w interakcje
z komplek-sem skiadajacym sie z TAKI (transforrning growthfactor-beta-associated
kinase), TAB1 i TAB2 (TAK-bindingproteins), prowadzac takze do fosforylacji tych
dwdch ostatnich biatek i translokacji TRAF6 i TAB1 do cytozolu [7,16,21,25,26].
Niektorzy autorzy podaja [16], ze TRAF6 moze wystepowaé w tym ukiadzie w
kompleksie z enzymami wigzacymi ubikwityne (ubiguitin-conjugating enzymes) -
UEV1 i UBC13. Dodaé nalezy i to, ze aktywacja czynnika TAKI w cytoplazmie
prowadzi do aktywacji kinazy IkB (IKK-inhibitor ofNF-kB kinases), co w rezultacie,
poprzez fosforyzacje i degradacje, doprowadza do uwolnienia NF-kB (nuclear
factor-KB) [7,16,21,25,26]. Stan taki jest przyczyna wnikniecia NF-kB dojgdra komor-
kowego i indukcji ekspresji gendéw niezbednych dla cytokin prozapalnych, czastek kosty-
mulujacych oraz antygenow kompleksu zgodnosci tkankowej (MHC) klasy | i I
[7,16,21,25,26] Inne drogi aktywacji UO poprzez TLR, przebiegajgce niezaleznie od
MyD88, powodujg, ze reakcje te zachodzg w mniejszym natezeniu, sg wolniejsze i
mniej efektywne, co wykazano u makrofagéw z niedoborem MyD88 [7,16,21,25,26].
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Do tej pory charakteryzujac mechanizm tgczenia sie poszczegélnych TLR miedzy innymi
z ligandami zarazk6w, opisywano i podawano jedynie ich aktywujacy wptyw na elementy i
reakcje UO [7,16,21,25,26], Prace z ostatnich miesiecy wskazujatakze na istnienie czynnikéw
negatywnej regulacji, tojest elementéw hamujaco oddziatujgcych na reakcje TLR - komorki
UO makroorganizmow [16]. Jak dotychczas opisano pie¢ grup takich czynnikéw i sg to:
rozpuszczalne formy TLR, wewnatrzkomérkowe receptory, regulatory transbtonowe oraz
czynniki redukujace ekspresje TLR i redukujace efekt TLR (tab. 1).

TABELA 1. Charakterystyka czynnikéw dziatajgcych hamujgco na receptory TLR

Czynniki negatywnej regulacji Rodzaj TLR,
na ktory
Nazwa grupy ~ Nazwa Miejsce wystepowania Mechanizm dziatania dziata
czynnika
Rozpuszczalne  sTLR2 mleko i surowica krwi Dziata antagonistycznie do TLR2 TLR2
formy TLR STLR4 nieznane Blokuje interakcje TLR4 i MD2 TLR4
Wewnatrz- MyD88s gtéwnie $ledziona (ekspresja  Dziata antagonistycznie do MyD88 TLR4
komdrkowe indukowana LPS)
receptory IRAKM, monocyty (ekspresja Hamuje fosforylacje IRAKI TLR4, 9
IRAK 1,24  indukowana LPS)
socsl makrolagi (ekspresja Obniza dziatanie IRAK TLR4, 9
indukowana LPS i CpG)
NOD2 nieznane Obniza dziatanie NF-kB, kontroluje TLR2
sekrecje a-defensyn, indukuje
ubikwitylacje NEMO
PI3K wiekszos¢ komorek Hamuije dziafanie p38, JNK, NF-kB  TLR2,4,9
TOLLIP wiekszos¢ tkanek Autofosforyluje IRAK! TLR2, 4
A20 makroiagi (ekspresja Deubikwityluje TRAF6 TLR2, 3,4, 9
indukowana LPS)
Regulatory ST2L makroiagi (ekspresja Zakt6ca dziatanie MyD88 i MAL TLR2,4,9
transbtonowe indukowana LPS)
SIGIRR komérki nabtonkowe Obniza dziatanie NF-kB TLR,4,9
i niedojrzate DC
TRAILR wigkszo$¢ komorek i Stabilizuje iKBa TLR2,3,4
tkanek
Czynniki TRIAD3A  wigkszo$¢ komorek i tkanek — Ubikwityluje TLR TLR4, 9
redukujace TGF-B i wiekszo$¢ komérek i tkanek  Indukuje degradacje MyD88. hamuje  TLR3. 4
ekspresje TLR  IL-10 produkcje cytokin prozapalnych
Czynniki FADD, wiekszos¢ komérek i tkanek  Apoptoza TLR2
redukujace kaspaza-8,
efekt TLR NUR77
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Rozpuszczalne formy TLR

Pierwszym elementem hamujaco oddziatujgcym na receptory Toll-podobne sg ich
rozpuszczalne formy, tzw. sTLR (soluble TLR) (tab.l), ktére w sposodb najbardziej
bezposredni oddziatujg supresyjnie na reakcje odpornosciowe [11,15,16], Dotychczas
wykazano jedynie istnienie form rozpuszczalnych receptora TLR2 i TLR4, z tym ze
wséréd sTLR2 opisano szes¢ izoform, ktdrych istnienie warunkowane jest modyfikacjami
postranslacyjnymi tych receptoréw btonowych [11,15,16], Formy sTLR2 i STLR4 maja
wielko$¢ od 20 do 85 kDa i wystepujg w stanie fizjologicznym w mleku ludzkim i
surowicy krwi i wchodzaw interakcje z rozpuszczalnym CD 14 [ 15,16], Dzieki obecnosci
STLR2 dochodzi miedzy innymi do zahamowania produkcji przez makrofagi 1L-8 oraz
TNF [15,16], Natomiast w przypadku izoformy sTLR4 stwierdzono, ze ma ona
mozliwos$¢ fgczenia sie z wieloma produktami mRNA pojedynczej kopii genu TLR4,
jednakzejak do tej pory nie zidentyfikowano czynnika powodujacego ekspresje i indukcje
TLRA4 [11,16]. Ta rozpuszczalna forma sTLR4 skiada sie z 122 aminokwasow, z czego
az 86 wykazuje duzg homologie zdomeng zewngtrzkomdrkowg TLR, utworzong przez
domeny z powtdrzeniami bogatymi w leucyne LRR (leucine rich repeats) - majace
zasadniczne znaczenie w rozpoznawaniu patogenow [7,25], Przyjmuje sig, ze sTLR4
blokuje interakcje pomiedzy TLR4 i koreceptorami, takimi jak MD2 i CD 14, co w
efekcie prowadzi do catkowitego zahamowania sciezki sygnalnej TLR4 [11,16], Mecha-
nizm hamujacego dziatania zwigzany jest zatem z aktywowaniem receptora CD 14, w
wyniku tworzenia kompleksu z glikoproteing adaptorowag MD2, co stwarza mozliwo$é
rozpoznania LPS bakteryjnego jako ligandu dla TLR4 [7], Stad wnioskuje sig, ze te
wiasnie dwie rozpuszczalne formy TLR moga stuzy¢ jako istotny element regulacji
negatywnej, prowadzacy do obnizenia intensyfikacji reakcji UO na patogeny i ich
produkty, w wyniku rozpoznania ich przez Toll-podobne receptory [11,15,16], Ostatnio
[8] opisano czasteczke RP105, pod wzgledem struktury podobng do TLR4 i okreslong
jako homolog TLR4. Biatko to wykazuje zblizony mechanizm hamowania TLR4 jak
STLR4, tojest przez czasteczke MD2 i MDI. Ponadto wykazano [8], ze fizjologicznie
RP105 wystepuje na niedojrzatych komoérkach dendrytycznych (DC).

Wewnatrzkomaérkowe receptory

Innymi elementami, dziatajgcymi hamujgco na TLR, sg opisane réznorodne receptory
wewnatrzkomadrkowe, wsréd ktorych wyodrebniono siedem form, to jest: MyD88s,
IRAKM, SOCS1, NOD2, PI3K, TOLLIP i A20 (tab. 1).

Jedna z podstawowych molekut majgcych wptyw na hamowanie sciezki sygnalnej
TLR - gtdwnie TLR4, jest skrocona forma podstawowej czasteczki adaptorowej dla
receptorow MyD88, to jest MyD88s, ktorej ekspresje stwierdzono w $ledzionie oraz w
$ladowych ilosciach w mézgu [7,9,12,16,21,26], Wykazano takze [9,12], ze jej ekspresja
wzmaga obecno$¢ LPS bakteryjnego. Nadekspresja MyD88s, mediowana LPS i IL-
1, hamuje aktywacje czynnika jadrowego NF-kB oraz sprzyja powstawaniu heterodi-
meréw MyD88-MyD88s, w obecnosci ktérych molekuta IRAKI, mimo ze bierze udziat
w Sciezce sygnalnej, nie podlega fosforylacji, co uniemozliwia interakcje MyD88s z
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IRAK4 [9,12]. Nadto wykazano, ze MyD88s, w przeciwienstwie do MyD88, hamuje
réwniez zdolnos¢ IRAK4 do fosforylowania IRAKI i z tego wzgledu nie zachodzi
interakcja pomiedzy MyD88s a IRAK4 i to jest nastepna droga negatywnego
oddziatywania tejze molekuty w regulacji TLR4 [9,12],

Innym negatywnym elementem wewnatrzkomorkowym wptywajagcym hamujaco
na TLR4 i 9 jest biatko IRAKM oraz kinazy IRAKI i 2 wraz z ich wariantami oraz
IRAK4 [16,28]. SzczegOdlnie istotng role w tym oddziatywaniu odgrywa IRAKM, ktére
to biatko wykazuje 30-40% homologie z innymi molekutami IRAK [28]. Pomimo faktu,
iz nie zostat do konca poznany mechanizm dziatania IRAKM, wykazano, ze kinaza ta
hamuje fosforylacje IRAKI i 4 oraz stabilizuje kompleks TLR-MyD88-IRAK4, co
powoduje opdznienie oddysocjowania IRAKI od kompleksu i hamowanie reakcji
odpornosciowych [16,28]. Dodatkowo wykazano, ze nadekspresja wariantéw IRAK2
(IRAK2c i IRAK2b), hamuje aktywacje czynnika NF-kB, ktéry stymuluje wiele
proceséw w komérce, w tym takze te, ktére prowadza do podwyzszenia odpornosci.

Kolejnym czynnikiem z tej grupy jest SOCS1, ktéry wykazuje hamujace dziatanie
na receptor TLR4 i 9. Role SOCS1 udowodniono w trakcie stymulacji LPS i CpG
DNA myszy z defektem tego czynnika, u ktérych stwierdzono $mier¢ tych zwierzat po
trzech tygodniach na skutek posocznicy, mimo ze ich makrofagi produkowaty duze
ilosci cytokin prozapalnych i tlenku azotu [1,13,20]. Dodatkowo zarejestrowano u tych
zwierzat wzmozong fosforylacje czynnikéw, takich jak: STATI, IkBoc, p38 i INK
[1,13,20]. Istniejg takze dowody, ze SOCS1 obok wptywu na TLR4 i TLR9 dziata na
inne spos$rdd tych receptorow, jednak regulacja ta jest posrednia i zwigzana jest z
hamowaniem $ciezki syntezy IFN typu | [1,13,20].

Dalszym czynnikiem z grupy wewnatrzkomadrkowych receptoréw, ktéry wykazuje
hamujace dziatanie na TLR, jest proteina NOD2 (nucleotide-bindingoligomerization
domain) [ 14,16,17,22], ktorej supresyjny udziat tylko wobec TLR2 zostat potwierdzony
w czasie zakazen bakteryjnych, cho¢ role NOD2 udowodniono réwniez w chorobie
Crohna - schorzenia, ktérego etiologie taczy sie z infekcjg Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis [7,14,17,22]. Obserwacje nad NOD2 dotyczg gtéwnie reakcji
TLR2 z PGN bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych. W badaniach tych wykazano,
ze komorki pozbawione NOD2, po potaczeniu sie TLR2 z PGN, charakteryzujg sie
wzmozong reakcjg odpornosciowa, co $wiadczy o specyficznym - negatywnym
hamujacym efekcie tego czynnika [14,17,22]. Wykazano, ze proteiny NOD2 i NOD1,
wystepujace w komdrkach mieloidalnych i nabtonkowych, taczac sie z LPS i PGN,
aktywujg czynnik jadrowy NF-kB poprzez kinaze RICK (receptor interacting serine/
threonine kinase) i w ten sposéb udowodniono istnienie dodatkowej drogi rozpoznawania
patogenow [10]. Ponadto wykazano ostatnio [18], ze NOD2 ma réwniez znaczenie w
przebiegu syndromu Blau - rzadkiego genetycznego defektu autosomalnego, niezwig-
zanego bezposrednio z chorobg Crohna. Nadto NOD2 kontroluje takze sekrecje
antybakteryjnych a-defensyn oraz indukuje ubikwitylacieNEMO [18].

Receptorem wewnatrzkomérkowym o dziataniu negatywnym w stosunku do recepto-
réw Toll-podobnych jest takze czasteczka PI3K (tab. 1), ktérej ekspresja ma miejsce
w wiekszosci komorek makroorganizmdéw [5,16]. Dziatanie jej zostato udowodnione w
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stosunku do TLR2, TLR4 i TLR9 wobec ligandéw, takich jak: LPS, PGN i CpG DNA
[5]. Gtéwne zadanie tej czasteczki zwiazane jest z hamowaniem syntezy IL-12 oraz
obnizeniem aktywnos$ci czynnikow p38, JNK i NF-kB, jak takze z hamowaniem
aktywnosci limfocytow T | [5].

Kolejnym czynnikiem z tej grupy wewngtrzkomoérkowych receptoréw hamujgco
oddziatujgcych na TLR jest biatko TOLLIP (Toll-interactingprotein) (tab. 1), ktora
to substancja reaguje z TLR i jest odpowiedzialna za autofosforylacje IRAKI [ 16,29].
To ostatnie zjawisko moze by¢ przyczynajej ubikwitylacji i degradacji, co uniemozliwia
szybkie przeprowadzenie wielu reakcji prowadzgcych do prawidtowej odpowiedzi
immunologicznej poprzez TLR [29].

Natomiast ostatnim z tej grupy elementem dziatajgcym hamujaco na TLR2,3,4 i 9jest
biatko A20, ktérego ekspresje stwierdzono przede wszystkim w makrofagach, cho¢ takze
rejestruje sie je w wiekszosci komoérek. Dziatanie tego biatka polega na deubikwitylacji
TRAF6, co w konsekwencji prowadzi do translokacji NF-kB i obnizenia aktywnosci UO
[3,16], Wykazano, ze makrofagi myszy, w wyniku potgczeniasie TLR2 z PGN czy kwasem
lipoteichowym, TLR3 z tancuchem polyl:C oraz TLR9 z CpG DNA, niemajace A20,
produkujgzwiekszongilo$¢ cytokin prozapalnych. Stwierdzono takze, ze A20 bierze udziat
w zapobieganiu szokowi endotoksycznemu, gdyz hamuje odpowiedZ immunologiczng
powstajgcg w wyniku reakcji TLR-6w z LPS [3].

Regulatory transbtonowe

Do tej grupy czynnikéw biatkowych hamujgco oddziatujgcych na receptory Toll-
podobne, zalicza sie ST2, SIGIRR oraz TRAILR (tab. 1). Receptor sierocy - ST2
(okreslany réwniez w wielu zrédtach jako TI, Fit-1, DER4) stanowi bardzo istotny
element negatywnej regulacji TLR2,4 i 9, szczeg0lnie ze wzgledu na fakt wystepowania
jego w dwdch formach, to jest ST2L i sST2. Ekspresja formy ST2L zachodzi w
wiekszosci komérek organdéw hemopoetycznych, podczas gdy ekspresja rozpuszczalnej
formy sST2 zachodzi tak w organach hemopoetycznych, jak i niehemopoetycznych
[16]. Stwierdzono [16], ze pomimo zdolnosci ST2L do aktywacji $ciezki sygnalnej MAPK
(mitogen-activated protein kinase) nie dochodzi do aktywacji czynnika jadrowego
NF-kB. Wykazano roéwniez [16], ze poprzez forme sST2 negatywna regulacja TLR2
dotyczy gtdéwnie chordb manifestujgcych sie stanami zapalnymi [16], Inng hipoteze [4]
o roli ST2 jako negatywnego regulatora TLR wysunieto na podstawie poréwnywania
elementow strukturalnych, ktére biorg udziat w reakcji faczenia sie receptora TLR4 z
jego ligandami. Dowiedziono, ze forma ST2, ktérej prolina w pozycji 431 zostata
zastgpiona histydyng, nie miata hamujacego wptywu na $ciezke sygnalng TLR4 [4].

Rowniez receptor SIGIRR zaliczany jest do receptorow sierocych i podobnie jak
ST2L hamuje dziatanie TLR4 i 9, gdyz nie indukuje aktywacji czynnika jadrowego
NF-kB [16,27]. Jego ekspresja ma miejsce na wiekszosci komorek nabtonkowych
oraz niedojrzatych komérkach dendrytycznych (DC), co powoduje, ze rola jego w
aktywacji DC faczy sie gtownie z ich procesem dojrzewania [16,27].

Trzecim z tej grupy czynnikiem, ktéry mimo braku domeny TIR w swej budowie
nalezy takze do rodziny TNF i ktéry ma istotny wptyw na hamowanie aktywnosci
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komorek poprzez TLR2, TLR3 i TLR4, jest TRAILR [16]. Wykazano, ze ekspresja tej
molekuty ma miejsce w wiekszosci komorek i tkanek [16]. Stwierdzono [16], ze
makrofagi zawierajgce TRAILR, mimo Ze dochodzi u nich do potgczenia miedzy TLR2,
3 i 4 aligandami, wykazujg obnizongprodukcje cytokin, jako ze TRAILR hamuje efekty
wywotywane przez TLR poprzez stabilizacje 1kBoc [16].

Czynniki redukujace ekspresje TLR

Wykazano, ze hamowanie dziatania TLR nastepuje w wyniku ekspresji TGF-[3 i IL-10
oraz TRAID3A [6,16], Taki efekt uzyskiwany jest poprzez degradacje TLR w drodze
ubikwitylacji lub inhibicje ekspresji TLR przez cytokiny antyzapalne, na przyktad TGF-[3
(transforminggrowthfactor-fi) oraz 1L-10 [6,16], Mechanizm redukcji ekspresji TLR3
i 4 opiera sie na inhibicyjnym dziataniu tych cytokin antyzapalnych [6,16]. Wykazano, ze
rola cytokiny TGF-[3 polega gtéwnie na hamowaniu dziatania TLR4 i indukowaniu
degradacji MyD88 poprzez proteosomy, natomiast dziatanie 1L-10 wigze sie zhamowaniem
produkcji cytokin prozapalnych, miedzy innymi po stymulacji LPS, lipoarabinomannanem
oraz innymi PAMP bakteryjnymi [6,16]. Ponadto wptyw na redukcje ekspresji TLR ma
molekuta TRIAD3A, wystepujaca na wiekszosci komérek i tkanek (tab. 1), ktdrej zadaniem
jest wigzanie domeny cytoplazmatycznej TLR4 i TLR9 [6,16].

Czynniki redukujace efekt TLR

Elementem, ktérego role udowodniono w hamowaniu reakcji wywotywanych poprzez
receptory Toll-podobne, jest proces apoptozy warunkowany obecnoscig domeny smierci
- FADD w molekule MyD88, ktora redukuje efekt dziatania TLR2 [2,16]. Przypuszcza
sie, ze efekt apoptyczny, ktéry uzyskano w doswiadczeniu z wykorzystaniem TLR2 na
makrofagach, moze dotyczyé réwniez innych TLR, jako ze czynnik MyD88 jest
praktycznie niezbedny do pobudzenia ich dziatania [2,16]. Wykazano dwie drogi dziatania
sygnatu zmuszajacego komorki do apoptozy - droge zalezng i niezalezng od kaspaz
[2,16]. W drodze zaleznej od kaspaz, gtéwna rola dotyczy kaspazy-8, a droga niezalezna
od tych czasteczek przebiega przez receptor jadrowy NUR77 (miclear-dependent
receptor route) [2,16]. Zatem stwierdzenie istnienia wiecej niz jednej $ciezki prowadzacej
do apoptozy komorek moze dowodzi¢ istoty tego mechanizmu [2,16].

PODSUMOWANIE

Opisanie pieciu grup czynnikéw (rozpuszczalne formy TLR, wewnatrzkomérkowe
receptory, regulatory transbtonowe oraz czynniki redukujace ekspresje TLR i redukujace
efekt TLR) wptywajacych hamujgco na efekt dziatania TLR wskazuje nowe Kkierunki
badan dotyczgcych tych ,,superaktywatoréw” UO. Odkrycie ich oraz opisanie ligandéw,
z ktérymi receptory te taczg sie, spowodowato, ze badania z tego zakresu nie tylko
rzucajg nowe Swiatto na obraz i biologie odpowiedzi immunologicznych, ale takze
stwarzajg mozliwosci poszukiwania nowych rozwiazan, w tym réwniez w zakresie
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terapii i zapobieganiu chorobom, gtéwnie tta zakaznego. Obecnie prezentowany obraz
dotyczacy elementéw hamujacych najwazniejsze receptory odpornosci naturalnej,
jakimi sg TLR, moze stanowic element ,,prawdy” dotyczacej wcigz tajemniczego
wspotgrania ze sobg wielu elementéw i proceséw biologicznych w ustroju ssakéw, w
tym cztowieka, ktérych pobudzenie musi by¢ takze hamowane, bo rozpoznanie i
niszczenie mikroorganizmaéw oraz innych antygendw taczy sie i wynika z harmonijnego
dziatania UO.
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IN VITRO STUDIES ON PROSTATE CANCER: CHARACTERISTICS
OF PC3, DU145 AND LNCaP CELL LINES
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Zaktad Biofizyki
Centrum Medyczne Ksztatcenia Podyplomowego w Warszawie

Streszczenie: W krajach wysoko rozwinietych rak stercza jest druga po raku ptuc najczestsza przyczyna
Smierci mezczyzn. Wczesne wykrycie tego nowotworu pozwala na skuteczng terapie, jednak u chorych
ze stwierdzonymi przerzutami szanse na wyleczenie znacznie maleja. Kluczowe w leczeniu raka gruczo-
tu krokowego jest zapobieganie przerzutom, dlatego w wielu laboratoriach prowadzone sa badania mode-
lowych linii komérkowych, majace wyjasni¢ molekularne mechanizmy powstawania przerzutéw. Pomi-
mo bardzo wielu artykutéw w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym, w pismiennictwie polskim
prace przegladowe poswiecone tej tematyce sa nieliczne. Celem niniejszego artykutu jest zaprezentowa-
nie aktualnego stanu wiedzy z zakresu badan in vitro nad rakiem stercza. Zebrano wyniki doswiadczen
przeprowadzonych na klasycznych liniach komérkowych: PC3, DU145 i LNCaP wyizolowanych, od-
powiednio, z przerzutow do kosci, mézgu i weztéw chtonnych. Opisano morfologie komorek i przy-
puszczalny mechanizm powstawania przerzutéw. Omoéwiono czasteczki adhezyjne i niektére antygeny
biorgce udziat w adhezji. Przedstawiono wyniki dotyczace zaréwno mechanizméw hormonalnej regulacji
wzrostu oraz migracji komorek, jak i unikania przez nie apoptozy.

Stowa kluczowe: rak stercza, DU145, PC3, LNCaP, adhezja komoérek, czasteczki adhezyjne, przerzuty
nowotworowe.

Summary: Prostate cancer is the second most common malignancy in men worldwide. Early diagnosis of
the disease makes the therapy possible however patients with metastasis have a much lower recovery
chance. In vitro studies carried out worldwide in the last decade, have raised hopes ofsolving the problem
ofthe molecular mechanism of metastases, but despite many experiments some aspects ofthe metastasis
process still remain unclear. In this review we present recent information on the prostate cancer cell lines
PC3, DU145 and LNCaP, derived from bone, brain, and lymph node metastases, respectively. The
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characterization of membrane receptors, including cell adhesion molecules is described. We also demon-
strate the putative mechanisms of migration, apoptosis and hormonal growth regulation of the above-
mentioned cells.

Key words-, prostate cancer, DU 145, PC3, LNCaP, cell adhesion, cell adhesion molecules, cancer metastasis.

WSTEP

Gruczot krokowy (stercz, prostata) jest narzagdem, ktory w meskiej populacji czesto
ulega procesom chorobowym. Podczas gdy u mtodych mezczyzn schorzeniem dominu-
jacym sterczajest zapalenie gruczotu krokowego (prostatitis), to u oséb starszych (po
40 roku zycia) czesciej wystepuje tagodny rozrost stercza (BPH, ang. benign prostate
hyperplasia) i nowotwér ztosliwy gruczotu krokowego (PCa, ang. prostate cancer)
[37,38,65], Nalezy zaznaczy¢, ze zadne z tych schorzen nie wyklucza jednoczesnego
wystapienia drugiego.

Przebieg procesu nowotworzenia w raku sterczajest trudny do przewidzenia. Zazwyczaj
choroba rozpoczyna sie od pojedynczego ogniska zlokalizowanego w zewnetrznej czesci
gruczohu. W takiej postaci nie daje objawdw i nazywa sie stadium ograniczonym do narzadu.
Po pewnym czasie nowotwor rozrasta sie, nacieka stercz i tkanki okotosterczowe,
przechodzac w stan okreslany mianem raka miejscowo zaawansowanego. W tym czasie
chory zaczyna odczuwac dolegliwos$ci podobne do takichjak w tagodnym przeroscie gruczotu
krokowego, tj. czestomocz, parcia naglace i trudnosci w oddawaniu moczu. Z czasem
komorki raka stercza mogg nacieka¢ okoliczne tkanki, przemieszcza¢ sie droga naczyn
krwionosnych i limfatycznych do innych miejsc organizmu i tworzy¢ tam przerzuty.
Wykazano, ze wtérne ogniska przerzutowe sg najczestszg przyczyng zgonu pacjentow
cierpigcych na raka gruczotu krokowego [54],

W krajach wysoko rozwinietych rak sterczajest najczesciej stwierdzanym nowotwo-
rem ztosliwym. Wedltug danych American Cancer Society, w 2004 roku rozpoznano w
USA 230 000 nowych przypadkéw raka gruczotu krokowego; okazato sie, ze nowotwor
ten byt przyczyna $mierci ponad 30 000 mezczyzn, co klasyfikuje go na drugim po raku
ptuc miejscu pod wzgledem $miertelnosci [33]. Wczesne wykrycie tego howotworu
pozwala na skuteczna terapie, jednak u chorych ze stwierdzonymi przerzutami szanse
na wyleczenie znacznie maleja.

Celem tego artykutu jest przedstawienie aktualnego stanu badan in vitro nad rakiem
stercza oraz charakterystyka trzech klasycznych linii komérkowych PC3, DU145 i
LNCaP, wykorzystywanych przez ostatnie trzy dekady w tych badaniach.

MECHANIZM POWSTAWANIA PRZERZUTOW
NOWOTWOROWYCH

Powstawanie przerzutéw jest procesem wieloetapowym, w ktérym wiasciwosci
adhezywne oraz zdolno$¢ komdrek nowotworowych do aktywnego ruchu sg waznymi
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RYCINA 1. Schemat powstawania przerzutéw nowotworowych (objasnienia w tekscie)

czynnikami determinujgcymi ich inwazyjnos¢. Badania in vitro nad szczurzymi liniami
komdrkowymi raka stercza r6znigcymi sie inwazyjnoscia przeprowadzone przez zespot
Korohody i Madei pokazaty, ze oddziatywania homotypowe miedzy komérkami nowo-
tworowymi oraz oddziatywania heterotypowe miedzy komoérkami nowotworowymi a
prawidtowymi powodujgwzrost sredniej predkosci migracji komoérek raka [41,43].

Opierajgc sie na wynikach badan klinicznych i doswiadczalnych mozna przyjac, ze
mechanizm powstawania przerzutdw jest podobny w przypadku r6znych nowotwordéw.
Poczatkowo rozwijajacy sie nowotwor nie nacieka sasiadujgcych tkanek (stadium
przedinwazyjne) (rye. 1 A). Tworzenie przerzutow zapoczatkowuje inwazja sasiednich
tkanek, co jest zwigzane z zanikiem potaczen miedzy komoérkami guza. Komérki
rozpoczynajg aktywna migracje przechodzac przez btone podstawng, po czym przedostajg
sie do naczyn krwionosnych lub limfatycznych (intrawazacja) (rye. | B). Uwolnione z
guza komorki sa przenoszone biernie przez krew do odlegtych miejsc w organizmie, gdzie
adheruja specyficznie do komoérek sSrodbtonka naczyn (rye. 1 C) lub zostaja mechanicznie
zatrzymane w naczyniach wtosowatych, gdzie moga tworzy¢ zatory (rye. 1| £ W
miejscu zatrzymaniadochodzi do adhezji miedzy komoérkami nowotworowymi akomdrkami
srodbtonka, nastepnie komorki rakowe przemieszczajg sie miedzy komaérkami srodbtonka
i wydostajg sie z naczynia (ekstrawazacja) (ryc.I D). Pod wptywem wielu czynnikéw
obecnych w miejscu, do ktérego przedostaty sie komorki, zaczynajg one proliferowac i
tworzy¢ wtérne ogniska nowotworowe [52,66], a w guzach o Srednicy wiekszej niz
0,2 cm dochodzi do procesu angiogenezy, co pozwala na dalszy rozrost tkanki nowo-
tworowej [19] (rye. | E).

Molekularny mechanizm ttumaczacy, dlaczego rak gruczotu krokowego daje przerzuty
w okre$lone miejsca organizmu, nie zostat dotad wyjasniony. Powszechnie znana i
akceptowana jest teoria ,,ziarna i gleby” (ang. ,,Seed and Soil ”). Wedtug niej komérki
nowotworowe (nasiona) krgzaw organizmie, zakotwiczaja sie i namnazajgtam, gdzie
znajda najlepsze warunki do wzrostu (gleba) [47]. W zaawansowanym stadium choroby
przerzuty rozwijajg sie gtéwnie w kosciach, ale takze w weztach chtonnych, mézgu,
watrobie i ptucach. W$rdd pacjentéw, ktérzy umarli z powodu raka stercza, stwierdzono
obecnos¢ przerzutow do kosci az u 90% chorych [48].
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LINIE KOMORKOWE RAKA GRUCZOtU KROKOWEGO

Badania in vitro nad liniami komérkowymi pochodzacymi z raka stercza trwajgjuz od
dwdch dziesiecioleci i sg zrodtem wiedzy na temat patogenezy tego nowotworu. Opisano
kilkaset linii komdrkowych wyprowadzonych z guza pierwotnego oraz z przerzutéw [57].
Szczegolnie intensywnie badane satrzy nizej wymienione linie komorkowe pochodzenia
nabtonkowego, wyizolowane z najczestszych miejsc przerzutow:

PC3 - linia po raz pierwszy opisana przez Kaighna [34]. Komorki tej linii wywodza sie
z przerzutdw do kosci i charakteryzujg sie duzg inwazyjnoscig (stadium 1V) [67];

DU145 - linia pochodzaca z przerzutéw do mézgu wyizolowana przez Stone'a [59],
Komorki tej linii charakteryzujgsie stosunkowo matg inwazyjnoscig w poréwnaniu
z komérkami PC3 (stadium II) [57,67];

LNCaP - linia komorek wyizolowanych po raz pierwszy przez Horoszewicza z prze-
rzutéw raka gruczotu krokowego do nadobojczykowego wezta chtonnego [27], W
badaniach in vitro charakteryzujg sie one stosunkowo powolnym wzrostem [67].

Komoérki tych linii r6znia sie zaréwno stopniem inwazyjnosci, jak i wrazliwos$ciag na
leczenie hormonalne (PC-3, DU-145-linie niewrazliwe na terapie hormonalna, linia
LNCaP-wrazliwa) i wydaja sie by¢ dobrym modelem do badan in vitro nad rakiem
stercza.

MORFOLOGIA KOMOREK PC3, DU145 | LNCaP

Komérki opisywanych linii wykazujg morfologie charakterystyczng dla komoérek
nowotworowych pochodzenia nabtonkowego, o czym Swiadczy ekspresja specyficznych
cytokeratyn 8 i 18, brak desminy i czynnika VII1 [67]. Morfologie komorek raka stercza
przedstawiono na przyktadzie komorek PC3 (ryc. 2). Wsp6lng cechg nowotworowych
linii raka gruczotu krokowego jest obecnos¢ w komdrkach anormalnych jader, jaderek
oraz mitochondriéw. W cytoplazmie zwraca uwage obecnos¢ ziarnistosci i ciat thusz-
czowych oraz duza liczba lizosomo6w i mitochondriow (ryc. 2 A), co Swiadczy o inten-
sywnym metabolizmie typowym dla komdrek nowotworowych. Na zdjeciach z
mikroskopu elektronowego widoczne sg liczne charakterystyczne mikrowypustki (ryc.
2 A,B). W hodowlach in vitro komérki PC3, DU145 i LNCaP wykazujgbrak inhibicji
kontaktowej, co prowadzi do wielowarstwowego wzrostu (ryc. 2 C,D). Wynika to
przede wszystkim z réznic w budowie btony komérek prawidtowych i nowotworowych
(np. odmienna glikozylacja biatek i lipidow).

Stwierdzono, ze w procesie powstawania przerzutow nowotworowych kluczowg
role odgrywaja oddziatywania miedzy komérkami nowotworowymi, miedzy komdrkami
nowotworowymi a komérkami prawidtowymi oraz miedzy komérkami nowotworowymi
a macierza zewnatrzkomérkowsg [42,68]. Oddziatywania te prowadzg do adhezji
komorek, a receptory btonowe w nich uczestniczace zidentyfikowano zaréwno na
powierzchni komérek normalnych, jak i nowotworowo zmienionych.
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RYCINA 2. Morfologia komorek raka stercza (linia PC3). Obraz otrzymany z zastosowaniem mikroskopii
elektronowej (A), widoczne organelle komoérkowe (N - jadro, M - mitochondria, L - lizosomy, Mv -
mikrowypustki); obraz otrzymany z zastosowaniem mikroskopii skaningowej (B), widoczne mikro-
wypustki komérek (Mv); obraz otrzymany z zastosowaniem metody kontrastu fazowego (C); obraz
otrzymany z zastosowaniem mikroskopii skaningowej (D). Mikrofotografie A, B, D zmodyfikowane wg
[34] i C wg A. Stachurska [nieopublikowane]

RECEPTORY KOMOREK RAKA GRUCZOtU KROKOWEGO

Czasteczki adhezyjne

Na kazdym etapie procesu powstawania przerzutow raka stercza istotng role
odgrywaja czasteczki adhezyjne (CAM, ang. cell adhesion molecules’). Na powierzchni
komorek PC3, DU145 i LNCaP zidentyfikowano wiele typéw CAM (tab. 1) nalezacych
do rodzin integryn, kadheryn i biatek typu immunoglobulin. Rozmieszczenie i aktywnos$é
wyzej wymienionych czasteczek decyduja o procesie adhezji. Na zadnej z opisywanych
linii komorkowych nie stwierdzono obecnosci selektyn.

Integryny - zbudowane sa z dwdch potaczonych niekowalencyjnie podjednostek
aip. W kazdej z nich znajdujasie trzy domeny: duza zewnatrzkomoérkowa (aminotermi-
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TABELA 1. Wystepowanie czasteczek adhezyjnych na powierzchni komoérek raka stercza linii
PC3, DU145 | LNCaP [3,4,7,10,13,20,30,36,45,50,56,58,62-65,70]

Czasteczki Ligandy Komérki raka stercza
adhezyjne
PC3 DU145 LNCaP

Integryny
ailbB3 fibronektyna, fibrynogen, + + brak danych-
trombospondyna,witronektynag
Mi fibronektyna, osteopontyna + + -
fibronektyna, fibrynogen,kolagen ,laminina, + + +
osteonektyna,osteopontyna,trombospondyng
witronektyna
osteonektyna,osteopontyna, witronektyng + - -
a2Bt kolagen, laminina + + +
a3Bt epiligryna,fibronektyna, inwazyna, kolagen, + + -
laminina
asB, fibronektyna, inwazyna + + +
aB, laminina, osteopontyna, witronektyna + + +
Kadheryny
E-Kadheryny adhezja homotypowa + + +
N-Kadheryny adhezja heterotypowa + - -
P-Kadheryny adhezja heterotypowa + + -

Biatka z rodziny immunoglobulin

ALCAM CD6, adhezja homotypowa - + +
ICAM-1 LFA-1, MAC | + + _
Selektyny - - - -

nalna), transbtonowa i mata wewnatrzkomorkowa (karboksyterminalna) [1,30]. Czes¢
zewnatrzkomoérkowa moze wigzac sie z biatkami macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM,
ang. extracellular matrix) i biatkami blony podstawnej (fibronektyng, witronektyna,
trombospondyng, lamining i kolagenem) oraz z receptorami komérek $rodbtonka -
VCAM (ang. vascular cell adhesion molecules). Cze$¢ wewnatrzkomérkowa wigze
sie z cytoszkieletem aktynowym komorki przez biatka posredniczace, takiejak: talina,
winkulina i a-aktynina (ryc. 3 A). Wyjatek stanowi integryna all34 wigzaca sie do
filamentdw posrednich, ktorej obecnos¢ stwierdzono w hemidesmosomach [20,58], W
wyniku interakcji domeny aminoterminalnej z okreslonym ligandem dochodzi do
grupowania sie i zwiekszonej aktywnosci receptoréw integrynowych. Nastepuje reor-
ganizacja cytoszkieletu, komorka zmienia ksztatt i rozptaszcza sie (ang. spreading). W
efekcie dochodzi do utworzenia wiokien naprezeniowych oraz kontaktow zognisko-
wanych [55]. W doswiadczeniach polegajacych na usunieciu wewnatrzkomérkowej
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RYCINA 3. Schemat budowy czasteczek adhezyjnych: integryny (A), kadheryny (B), biatka z rodziny
immunoglobulin (C), selektyny (D)

domeny integryn wykazano, ze w komorkach nowotworowych, podobnie jak w
normalnych, dochodzi do interakcji integryny z ligandem, nie zachodzi jednak dalsza
czes$¢ kaskady sygnatowej prowadzacej do powstania kontaktdw zogniskowanych [2].
Integryny oprocz udziatu w adhezji, funkcjonujgjak klasyczny receptor btonowy i w
spos6b aktywny przekazuja sygnat do wnetrza komorki [ 18,45]. Wtérnymi przekaznikami
sygnatu integrynowego sg cytoplazmatyczne kinazy MAPK (ang. mitogen-activated
protein kinase) i FAK (ang.focal adhesion kinase). W niezmienionych nowotworowo
komorkach aktywnos¢ tych kinaz decyduje o prawidtowym przebiegu kluczowych
procesOw, takichjak: migracja, roznicowanie i apoptoza. Komdrki raka stercza wykazuja
zwiekszong aktywno$é MAPK i FAK, co powoduje zahamowanie procesu apoptozy i
wzrost zdolnos$ci do migracji [20].
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Kadheryny - sg to transbtonowe glikoproteiny, ktorych funkcja zalezy od jonow
Cat2. Ich domeny zewngtrzkomérkowe odpowiadajg za homotypowe oddziatywania z
kadherynami powierzchni innych komorek. Po wewnetrznej stronie btony komaérkowej
kadheryny oddziatuja z cytoszkieletem przez biatka - kateniny (ryc. 3 B). E-kadheryny
odgrywaja istotna role w poczatkowych etapach powstawania przerzutu, gdyz odpowie-
dzialne sg za oddziatywania adhezyjne miedzy komoérkami nowotworowymi guza
pierwotnego [42,63]; wysoka ekspresja E-kadheryn zapobiega odrywaniu sie komorek
[60]. Pokazano, ze w komorkach raka stercza spadek ekspresji E-kadheryny i wzrost
ekspresji N-kadheryn wigze sie ze zwiekszong zdolnoscig do tworzenia przerzutéw
[7,63]. Do zwiekszenia inwazyjnosci komorek raka gruczotu krokowego moga
prowadzi¢ takze zaburzenia w funkcjonowaniu biatek, takich jak kateniny [29,45].

Biatka z rodziny immunoglobulin - zalicza sie do nich czasteczki adhezyjne, takie
jak: ALCAM (ang. activated leukocyte cell adhesion molecule) i ICAM-1 (ang.
intercellular adhesion molecules), ktére w swojej budowie zawierajg domene Ig-podobng
(ryc. 3 C). W komoérkach linii DU145 i LNCaP czasteczki ALCAM znaleziono w
miejscach kontaktow komérek guza, gdzie odpowiadajg one za homo- i heterotypowe
oddziatywania adhezyjne. Komorki linii PC3, ktore charakteryzuje brak funkcjonalnej
a-kateniny, syntetyzuja biatko ALCAM w cytoplazmie, jednak nie jest ono transpor-
towane na powierzchnie btony komorkowej. Stwierdzono, ze aktywnos¢ ALCAM jest
warunkowana przez obecnos¢ w komérkach funkcjonalnych komplekséw E-kadheryn z
a-kateninami. W doswiadczeniach, polegajacych na transfekcji komorek PC3
prawidtowym genem a-kateniny, wykazano, ze dochodzi do formowania komplekséw
E-kadheryn z a-kateninami i transportu ALCAM do miejsc kontaktu komorka-komorka.
Poniewaz zaobserwowano, ze spadek ekspresji ALCAM na powierzchni komdrek wigze
sie ze wzrostem inwazyjnosci nowotworu, czasteczka ta jest dobrym wskaznikiem
zaawansowania choroby u pacjentéw [62], Zaréwno na komoérkach PC3, jak i DU145
wykazano obecno$¢ ICAM-1, natomiast czasteczki tej nie maja komoérki LNCaP.
Poniewaz ligandem ICAM-1 jest receptor LFA (ang. lymphocytefunction associated)
obecny napowierzchni limfocytdw, istnieje przypuszczenie, ze brak ICAM-1 chroni komorki
LNCaP przed cytotoksycznym dziataniem komdrek odpornosciowych obecnych w
weztach chtonnych.

Selektyny - naleza do glikoprotein, zawierajgcych domene lektynowa, rozpoznajaca
reszty weglowodanowe na powierzchni komdrek (ryc. 3 D). Na komdrkach raka stercza
nie stwierdzono obecnosci selektyn [50], wykazano natomiast obecno$¢ sialowanych
glikoprotein, zawierajacych antygen Lewisa (SLeX, ang. sialylLewisX) i bedacych ligandami
dla selektyn. Oddziatywanie sialowanych glikoprotein komoérek raka stercza z E-selektynami
komorek $rodbtonka, powoduje chwilowe zatrzymanie i staba adhezje komorek
nowotworowych [14,15]. Dzieki inicjujagcemu oddziatywaniu selektyn i sialowanych
glikoprotein, w kolejnych etapach tworzenia przerzutu mozliwajest silna adhezja poprzez
inne czasteczki adhezyjne i ekstrawazacja komaérek nowotworowych [46].
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Receptory hormonéw piciowych

Gruczot krokowy podlega Scistej regulacji hormonalnej. Stymulowane przez przysadke
komoérki Leydiga znajdujace sie wjadrach wydzielajg testosteron, ktory przedostaje sie
do nabtonka gruczotowego stercza, przeksztatcajac sie w aktywny dihydrotestosteron
(DHT, ang. dihydrotestosterone). Dziatajac przez receptor dla androgenéw (AR, ang.
androgen receptor) DHT wptywa na synteze biatek indukujac odpowiedz komorek
nabtonkowych. Receptor AR jest jednym z czynnikoéw transkrypcyjnych, ktéry po
zwigzaniu liganda stymuluje ekspresje gendéw odpowiedzialnych za rozwdj i proliferacje
komarek [16].

W poczatkowych stadiach raka gruczotu krokowego, kiedy komérki wykazujg maty
stopien zréznicowania, rozwdj nowotworu uzalezniony jest od obecnosci hormonéw
ptciowych. W pdzniejszych stadiach komorki staja sie androgeno-niezalezne [ 17,32].

Opisywane linie komérkowe wykazuja rézng wrazliwo$¢é na wymienione hormony.
Jedynie komoérki LNCaP majg funkcjonalne receptory androgendw. Na skutek
punktowej mutacji w genie receptorajego aktywnos¢ w komorkach nowotworowych
jest duzo wyzsza niz w prawidtowych. W komérkach linii DU145 wykryto wysoka
ekspresje nieaktywnego receptora AR, co jest najprawdopodobniej spowodowane
zmiangw obrebie domeny wigzacej, ktéra uniemozliwia potgczenie z ligandem. Natomiast
komorki linii PC3 wykazuja znikoma ekspresje prawidtowego receptora AR, dlatego
testosteron nie ma wptywu na ich wzrost [67].

Synergistycznie z androgenami na funkcjonowanie gruczotu krokowego maja wptyw
takze estrogeny (estron i 17-p-estradiol), ktore regulujgwzrost i réznicowanie komarek
[16]. Pomimo to, ze w badaniach in vitro wykazano hamujgcy wptyw estradiolu na
wzrost komdrek PC3, to zar6wno w cytoplazmie komorek tej linii, jak i DU145 i LNCaP
nie stwierdzono obecnosci receptora ER (ang. Estrogen receptor) [26], Wyniki prac
poswieconych obecnosci receptora w komérkach raka stercza sg jednak czesto
sprzeczne, a zagadnienie to wymaga dalszych badan [26, 28, 40].

Receptory czynnikéw wzrostu

TGF-P - sposrod pieciu opisanych klas transformujgcego czynnika wzrostu (TGF,
ang. transforming growth factor), w komérkach raka stercza PC3 i DU 145 zna-
leziono receptory dla TGF-P 1. Badania in vitro wykazaty, ze TGF-P | nie ma wptywu
na wzrost androgeno-zaleznej linii komérek LNCaP, natomiast w stopniu zaleznym
od dawki hamuje on rozwoj komoérek PC3 i DU145 [8,67]. Komorki tych dwdch
linii majg takze zdolno$¢ do syntezy i wydzielania aktywnej formy TGF-P! [5,12].

EGF i TGF-a-oba czynniki dziatajg poprzez receptor nabtonkowego czynnika wzro-
stu (EGF, ang. epidermal growth factor), ktéry zidentyfikowano na powierzchni
komérek linii PC3, DU145, LNCaP. Wykazano, ze komorki te majg zdolnos¢ do
endogennej syntezy EGF i TGF-ot [67], i ze oba te czynniki po zwigzaniu z recep-
torem EGF stymulujg wzrost komorek. W przypadku androgeno-zaleznej linii
LNCaP, uwrazliwienie komérek na autokrynne czynniki wzrostowe mozliwe jest
dopiero po stymulacji hormonami ptciowymi, gdyz dochodzi wéwczas do zwiek-
szenia ekspresji receptora [4,8].
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IGF - spos$rod dwaéch typdw receptoréw wigzacych insulinopodobny czynnik wzrostu
(IGF, ang. insulin-like growthfactor), w regulacje proliferacji komorek gruczotu
krokowego zaangazowany jest receptor wigzacy prawie wytgcznie IGF-1. Wyka-
zano, ze IGF-I stymuluje proliferacje komérek PC3 i DU145, natomiast nie zaob-
serwowano stymulacji w przypadku komoérek LNCaP [67].

FGF - komorki raka stercza linii PC3 i DU 145 syntetyzujgendogennie czynnik wzrostu
fibroblastéw (FGF, ang. fibroblast growthfactor). Na ich powierzchni obecny jest
receptor dla tej czasteczki. Okazato sig, ze tylko komorki linii DU 145 odpowiadajgna
FGF intensywniejszg proliferacja, natomiast w hodowlach PC3 czynnik ten nie wy-
wotuje takiego efektu [4,67]. Aktywacja receptora dla czynnika FGF (FGFR1) jest
istotna we wczesnym stadium nowotworzenia [39]. Stymulacja komérek poprzez
FGF powoduje aktywacje czynnika wzrostu Srodbtonka naczyn (VEGF, ang. vascu-
lar endothelium growth factor) indukujacego angiogeneze [21].

ADHEZJA | MIGRACJA KOMOREK RAKA GRUCZOtU
KROKOWEGO

W procesie powstawania przerzutdw komorki raka stercza migruja z ogniska
pierwotnego do kosci, weztéw chtonnych, ptuc, watroby i mozgu. Zbadano, ze u
wigkszosci pacjentow gtownym miejscem inwazji nowotworowej jest mikrosrodowisko
szpiku [36]. Molekularne i komoérkowe mechanizmy procesu nowotworzenia nie sg
dobrze poznane. Podczas rozrostu guza pierwotnego w komorkach potozonych w
strefie brzegowej dochodzi do zmniejszenia ekspresji E-kadheryn i wzrostu ekspresji
N-kadheryn [51,61]. Prowadzi to do zmniejszenia oddziatywania pomiedzy komorkami
nowotworowymi i zwiekszenia oddziatywania komoérek nowotworowych z komérkami
otaczajacej je mezenchymy, co powoduje odrywanie pojedynczych komoérek od guza
pierwotnego. W kolejnym etapie powstawania przerzutu istotng role odgrywa trombina,
ktéra przedostaje sie do tkanki otaczajacej nowotwor na skutek zjawiska opisanego
jako ,,przeciekanie” srodbtonka [9]. Zaréwno na komdrkach raka gruczotu krokowego,
jak i srédbtonka wykazano obecnos¢ receptora trombiny (PAR, ang. platelet activated
receptor). Aktywacja PAR na powierzchni komdrek raka stercza powoduje wzrost
adhezji do biatek macierzy oraz wydzielanie metaloproteinaz (MMP, ang. matrix
metalloproteinases), kolagenazy, stromalizyny, gelatynazy [9], Enzymy te trawig ECM
oraz btone podstawng, co pozwala na migracje komorek nowotworowych do $wiatta
naczyn krwionosnych lub limfatycznych. Aktywacja biatka PAR na powierzchni komérek
nowotworowych powoduje réwniez wzrost ekspresji integryn, takich jak: allbP3 i ocvPr
Integryny te zidentyfikowano takze na powierzchni ptytek krwi. Ligandami allhP, oraz
avp3 sgbiatka odpowiedzialne za krzepniecie krwi (fibryna, fibrynogen) [6,64]. Biatka
te posredniczg w oddziatywaniu komorek nowotworowych z ptytkami krwi, co prowadzi
do powstawania heterogennych, wielokomoérkowych agregatow. Utworzenie agregatow
umozliwia komérkom nowotworowym przezycie, gdyz chroni je przed odpowiedzig
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immunologiczngoraz dziataniem sit fizycznych powodowanych przez warunki hydrody-
namiczne panujace w uktadzie krazenia [6]. Podczas procesu nowotworowego w orga-
nizmie rozwija sie ogolnoustrojowy stan zapalny. Efektem tegojest wzrost stezenia cytokin
prozapalnych w krwi obwodowej. Wykazano, ze czasteczki, takie jak: TNF-a stymulujg
komérki srodbtonka naczyn do zwiekszonej ekspresji E-selektyn i czasteczek VCAM
[12], Na powierzchni komorek raka gruczotu krokowego ligandami E-selektyn $rédbtonka
saglikoproteiny, takiejak: PSGL-1 (ang. P-selectin glycoprotein ligand-1), zawierajace
antygen SLeX [15]. Dzieki oddziatywaniom E-selektyn i sialowanych glikoprotein moze
dojs¢ do ,,toczenia sie” (rolling) komoérek nowotworowych po warstwie komorek
Srodbtonka [ 14]. W wyniku zblizenia komérek nowotworowych do komorek srédbtonka
na odlegto$¢ okoto 20 nm moze doj$¢ do poczatkowo stabych (docking), a nastepnie
silnych oddziatywarn adhezyjnych (locking) [46], W pierwszym etapie adhezji (docking)
istotng role odgrywa oddziatywanie domeny weglowodanowej antygenu Thomsena-
Friedenreicha komorek raka stercza z galektyng-3 komorek srédbtonka [23]. Dalszy
etap tworzenia silnej adhezji obejmuje oddziatywanie integryn komdrek nowotworowych
z VCAM komorek $rodbtonka. Nastepnie komorki nowotworowe przemieszczajg sie
miedzy komorkami srédbtonka, adherujado biatek ECM i migrujg do miejsc, gdzie moga
utworzy¢ wtdrne ognisko [52].

Pod wptywem czynnikéw chemotaktycznych zaadherowane komérki nowotworowe
moga rozpoczaé migracje do kosci, a wzmozona aktywnos¢ PAR i MMPs umozliwia
przechodzenie komérek nowotworowych przez srédbtonek [9], Do rozwoju guza
wtdrnego przyczyniaja sie takze komorki obecne w mikrosrodowisku kosci (osteoblasty
i osteoklasty). Dostarczajg one komorkom nowotworowym niezbednych czynnikow
angiogennych, adhezyjnych i wzrostowych [31,69].

Przy tworzeniu przerzutéw do kosci, w przypadku silnej adhezji komérek raka
gruczotu krokowego do $rédbtonka naczyn odbywajacej sie z udziatem integryn,
podkresla sie znaczenie dimerdw zawierajgcych podjednostki 0, [12,14,20,56]. Duza
liczba czastek TGF-P w kostnej ECM stymuluje komorki raka stercza do ekspresji
integryny I (receptor kolagenu ). W efekcie komérki nowotworowe adherujg do
macierzy szpiku, utworzonej gtdwnie z kolagenu | i osteopontyny. Rozwoj komdrek
nowotworowych w kosci wymaga aktywnosci osteoblastow i osteoklastow. Osteoblasty
wydzielajg szereg czynnikow wzrostowych (bFGF, PDGF, EGF, IGF |, IGF Il, BMPs,
TGFoc), ktére bez osteolitycznej aktywnosci osteoklastow bytyby niedostepne dla
komorek nowotworowych. Aktywacja osteoklastow przez komorki PCa powoduje
bowiem resorpcje kosci i uwalnianie czynnikow wzrostu, stymulujgcych podziaty
komorek nowotworowych i tworzenie przerzutow w kosci [36].

Szczegblng role w powstawaniu przerzutéw raka gruczotu krokowego do kosci
przypisuje sie integrynom oc”p3, ktore posredniczg w adhezji i migracji komérek PC3
oddziatujgc z osteopontyng i witronektyng [9,13,44,70]. Integryny asP}5 oraz
sg istotnymi receptorami posredniczacymi w oddziatywaniu komoérek PC3 z fibronektyng
[3,20]. Poréwnujac oddziatywanie komérek PC3 z fibronektyna, laminina, kolagenem i
transferyna, zaobserwowano najwieksze powinowactwo tych komorek do lamininy,
natomiast nie zaobserwowano adhezji do transferyny [10,11].
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ZABURZENIA APOPTOZY KOMOREK PC3, DU145 | LNCaP

Programowana $mieré komérek prawidtowych obejmuje szereg przemian bioche-
micznych (aktywacja kaspaz, wydzielanie cytochromu c, pojawienie sie fosfatydylo-
seryny na powierzchni komorki) oraz morfologicznych (obkurczanie komorki, konden-
sacja chromatyny i rozpad jadra). Apoptoza moze by¢ zapoczatkowana przez czynniki
fizjologiczne, takiejak: hormony, cytokiny, wirusy, niefizjologiczne czynniki chemiczne
(cytostatyki, wolne rodniki tlenowe) oraz czynniki fizyczne (promieniowanie UV i
jonizujace) [53].

W poczatkowym etapie programowanej $mierci, w zaleznosci od rodzaju bodzca
i typu komorki, aktywowane sg odpowiednie drogi sygnatowe: zewnatrzkomaérkowa,
indukowana przez ligand Fas oraz wewnatrzkomorkowa kaskada sygnatowa indukowana
przez czynniki fizyczne powodujace wzrost wewnatrzkomorkowego stezenia Ca?. Te
szlaki przekazywania sygnatu prowadza do aktywacji efektorowych kaspaz, fragmentacji
DNA i Smierci komorki. Nieprawidtowo funkcjonujace szlaki apoptozy w komérkach
moga powodowac transformacje nowotworowg. Badania ostatnich lat skoncentrowane
na zrozumieniu molekularnych podstaw apoptozy moga przyczyni¢ sie do zastosowania
wiasciwej terapii nowotworow [35,53],

Linie komorkowe raka stercza, ktérych wzrost nie zalezy od hormondw piciowych
(PC3 i DU 145), wyksztatcity szereg mechanizmdw uniemozliwiajacych prawidtowy
przebieg apoptozy. Zaburzenia te zwigzane sgm.in. z nadekspresjg biatek antyapopto-
tycznych Bclx oraz Bcl-2 (ang. B-cell leukemia/lymphoma) [48]. Wymienione proteiny
hamujg apoptoze indukowang przez wydzielanie wewngatrzkomérkowego Ca2' z ER
oraz blokujg uwalnianie cytochromu c i czynnika AlF (ang. apoptosis inducingfactor)
do cytoplazmy. W efekcie prowadzi to do inaktywacji kaspazy 3 i 9 oraz do braku
degradacji lamininy. W komorkach raka stercza niewrazliwych na terapie hormonalng
stwierdzono tez zwiekszong ekspresje kinazy IKK (ang. kB kinase), wptywajacej na
wzrost aktywnosci czynnika transkrypcyjnego NF-kB (ang. nuclearfactor kB) [22].
Czynnik ten jest regulatorem funkcji wielu biatek przezycia, takich jak: TRAF-1,
TRAF-2 (ang. TNF-R- associatedfactor), Bcl-2, czy IAP (ang. inhibitory apoptosis
protein). Oprdcz funkcji antyapoptotycznych wptywa on takze na proces angiogenezy
! na inwazje komorek nowotworowych, powodujac wzrost transkrypcji genéw IL-8,
VEGF oraz metaloproteinaz [24], Z progresjg nowotworowg zwigzany jest takze wzrost
aktywnosci kinazy Akt hamujgcej apoptoze poprzez inaktywacje biatek Bad (ang. Bcl-
2 antagonist of celi death) i kaspazy 9. Podwyzszony poziom mRNA biatka Akt
obserwuje sie w komorkach PC3 i DU 145. Aktywacja drogi sygnatowej prowadzacej
poprzez kinazy PI3K (ang. phosphatidylinositol 3-kinase) i Akt prowadzi do inakty-
wacji gendw w receptorach AR [24].

Zahamowanie apoptozy w komdrkach raka gruczotu krokowego moze by¢ réwniez
zwiagzane z inaktywacjg czynnikdéw supresorowych: PTEN, p53, Binl oraz PARA4.
Jednym z wiodacych regulatoréw cyklu komérkowego, apoptozy i réznicowaniajest
p53, ktorego brak lub mutacje prowadzg w komérkach PC3 i DU145 do nadmiernej
proliferacji oraz hormonoopomosci [49]. Czynnik ten powoduje wzrost aktywnosci
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genow p21/WAF 1, bax fas/apol, co prowadzi do zahamowania apoptozy [25]. W
komérkach PC3 i DU145 obserwuje sie tez zredukowana ekspresje supresora Bin 1,
ktory hamuje transformacje nowotworowa poprzez oddziatywania z czynnikiem c-myc.
Bin ! wplywa na apoptoze niezalezng od kaspaz, tj. na obkurczanie komarki, wakuoli-
zacje cytoplazmy i degradacje DNA. Jest on réwniez induktorem Smierci komaorek
nowotworowych, w ktérych amplifikowany jest czynnik c-myc [24],

W przypadku komoérek LNCaP, ktorych wzrost zalezy od hormonéw piciowych,
0goélny mechanizm apoptozy jest podobny, zaobserwowano jednak pewne réznice
dotyczgce poczatkowego etapu procesu [48].

Na przebieg apoptozy w komaérkach raka stercza ma takze wptyw czynnik wzrostu
TGF-P1. Hamuje on wzrost komérek nowotworowych gtéwnie pochodzenia nabtonko-
wego poprzez wptyw na poziom inhibitoréw cyklin p 15, p2! oraz p27. Komérki raka
gruczotu krokowego (PC3, DU145) unikajgapoptozy indukowanej przez TGF-0! poprzez
utrate funkcjonalnych receptoréw dla tego czynnika [5].

PODSUMOWANIE

Na podstawie prac omoéwionych w tym artykule mozna stwierdzi¢, ze wyniki badan
in vitro, przeprowadzanych przez ostatnie lata nad rakiem stercza, w znacznym stopniu
przyblizajg nas do poznania molekularnego mechanizmu powstawania przerzutdw.
Jednak liczne aspekty tego procesu pozostaja niewyjasnione i wymagajg dalszych badan.
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Streszczenie: Powstawanie osteoklastéw - osteoklastogeneza - jest procesem tworzenia wielojagdrowych
komorek zdolnych do resorbowania macierzy kostnej podlegajacym precyzyjnej regulacji licznymi $ciez-
kami sygnatowymi. Fuzja wywodzacych sie ze szpiku makrofagéw, kontrolowana cytokinami oraz
ligandami uwalnianymi lub eksponowanymi przez komérki kosciotwoércze - osteoblasty - prowadzi do
powstania wielojadrzastych osteoklastéw. Oméwiono strukture i funkcje tych komérek oraz przedsta-
wiono wptyw czynnikéw osteotropowych, cytokin i niektérych stanéw patologicznych na proces
powstawania tych komorek i ich aktywnosci.

Stowa kluczowe: makrofagi, oddziatywanie osteoblast/osteoklast, osteoklastogeneza, osteoklast.

Summary: Osteoclastogenesis - formation of polynuclear cells capable to resorb bone matrix, is tightly
regulated by the number ofsignaling pathways. Fusion ofbone marrow-derived macrophages, controlled
by cytokines and osteoblast-bound ligands, leads eventually to formation ofosteoclast. The structure of
this cell and its function are discussed. Effects of drugs, cytokines and certain clinical conditions on
formation of osteoclasts are reviewed in this paper.

Key words: macrophages, osteoblasts/osteoclast interplay, osteoclastogenesis, osteoclast.

Dojrzate osteoklasty, wyspecjalizowane komérki zdolne do degradacji organicznej i
nieorganicznej komponenty macierzy kostnej, powstajg w drodze zlania sie (fuzji)
jednojadrzastych komérek prekursorowych. Mechanizmy fuzji nie saw petni wyjasnione,
a ich poznanie pozwoli na interweniowanie w proces osteoklastogenezy, a posrednio w
procesy resorpcji kosci, tak wazne z uwagi na epidemiczne rozmiary osteoporozy.

*Praca wykonana w ramach grantu Akademii Medycznej 1M15/W2/06.
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Dojrzate osteoklasty sa duzymi komorkami wielojgdrzastymi. W odréznieniu od komorek
ciat obcych, réwniez wielojadrzastych, ktore powstajg w niektorych typach reakcji
zapalnych, osteoklasty sg zdolne do resorbowania organicznej macierzy kostnej pojej
uprzedniej demineralizacji poprzez wydzielanie protonéw i jonéw chloru. Osteoklast
wyposazony jest wiec w zestaw enzymow hydrolitycznych oraz w system, pozwalajacy
na uwalnianie jonéw chlorowych i wodorowych (przeglad [48]). Po wyptukaniu czesci
nieorganicznej, ktérg stanowi hydroksyapatyt maskujgcy macierz organiczng, enzymy
hydrolityczne moga trawi¢ elementy organiczne kosci.

Uwalnianie jonéw wodorowych oraz enzymoéw hydrolitycznych przez osteoklasty
odbywa sie w biegunie komérki przylegajacym do resorbowanej kosci, z ktorg taczy
sie na obrzezu za pomocag receptoréw dla witronektyny [25]. Na tym biegunie wystepuje
system uwypuklen btony komorkowej, zwany rgbkiem koronkowym. Biatka adhezyjne
faczace sie z sekwencjami RGD witronektyny macierzy kosci uszczelniajg styk
osteoklastu z podtozem, umozliwiajagc miejscowe dziatanie uwalnianych droggegzocytozy

RYCINA 1. Schemat dojrzatego osteoklastu resorbujgcego macierz kostng. Opis mechanizmoéw
oddziatywania wymienionych czynnikéw zamieszczony jest w tekscie
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pecherzykéw lizosomalnych, zawierajagcych enzymy proteolityczne (ryc. 1) [2,47]. W
polaryzacje dojrzatych osteoklastow zaangazowanych jest szereg czasteczek sygnato-
wych (przeglad [47]). Morfologicznym wyrazem aktywnosci osteoklastycznej jest
powstawanie od strony rabka koronkowego ubytkéw macierzy kostnej, zwanych
zatokami resorpcyjnymi (ryc. 2).

Oprocz obecnosci receptoréw dla witronektyny, dojrzate osteoklasty majg receptory
dla czynnika wzrostu monocytéw - M-CSF, dla kalcytoniny [25] oraz receptor RANK
dla cytokiny RANK-L (ligand dla receptora aktywujgcego czynnik jadrowy kappa B -
NFkB). Opraécz ekspresji receptora RANK dojrzate osteoklasty charakteryzuje wysoka
ekspresja transbtonowego biatka DC-STAMP (ang. dendrytic cell specific transmem-
brane protein), proteiny specyficznej dla komorek dendrytycznych - jednej z postaci
makrofagéw. Osteoklasty charakteryzuje ponadto wysoka aktywno$¢ fosfatazy
zasadowej winiano-opomej (ang. tartrate resistant alkaline phosphatase, TRAP),
katepsyny K oraz metaloproteinazy MMP-9 [31]. Istnieje wiele godnych polecenia
prac przegladowych, poswieconych biologii osteoklastow omawiajgcych te procesy
szerzej [2, 15,47].

Prekursorowymi komorkami osteoklastow sg wywodzace sie ze szpiku komorki
monocytame. Dzieki pracom nad generowaniem osteoklastéw in vitro ustalono, ze
wystepujg one wsrod populacji GM-CFU [9], nie ma ich jednak w koloniach M-CFU.
Czysta posta¢ komorek prekursorowych ma fenotyp CD-14 [35], W warunkach hodowli
osteoklastow in vitro komorki prekursorowe wystepuja w populacji mononukleamych

RYCINA 2. Dojrzaty osteoklast resorbujgcy heterotopowa beleczke kostng indukowang u myszy
przeszczepem ludzkich nabtonkowych komérek ustalonej linii WISH
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komorek krwi obwodowej [21] lub pepowinowej [39], we krwi pacjentéw z ostrg
postacig szpiczaka [17], w makrofagach uzyskiwanych z tkanek patologicznych [40],
objetych procesem nowotworowym lub zapalnym [4], z blony maziowej pacjentéw z
osteoarthritis, z guzéw osteoklastoma [25, 56]. Najczesciej stosowanymi w badaniach
in vitro zrodtami komorek prekursorowych sa komérki uzyskane ze szpiku lub $ledziony
[12]. Takze ustalona mysia linia monocytama, RAW 264.7jest zdolna do réznicowania
sie w komorki osteoklastyczne [20, 57, 62]. Interesujace jest, ze proliferacja komorek
prekursorowych niejest warunkiem koniecznym dla powstawania dojrzatych osteoklas-
téw [9].

AKTYWACJA DOJRZALYCH OSTEOKLASTOW
ORAZ POBUDZANIE OSTEOKLASTOGENEZY

Pomiedzy linig komorek osteoklastycznych a linig komdrek kosciotworczych istnieje
Sciste powigzanie funkcjonalne (ryc. 3). Komérki osteoblastyczne, w tym komorki
zrebowe szpiku, regulujg aktywno$é osteoklastyczna za pomocg dwoch czynnikow.
Po pierwsze, produkuja ligand dla receptora RANK, ktéry znajduje sie na powierzchni
osteoklastéw. Jego pobudzenie poprzez zwigzanie ligandu (RANK-L) uaktywnia NFkB,
ktéry transaktywuje szereg gendw osteoklastu [1]. Drugim czynnikiem produkowanym
przez osteoblasty jest osteoprotegeryna (OPG) - rozpuszczalny receptor-atrapa, majacy
powinowactwo do RANK-L (przeglad [7, 43]). OPG wspoizawodniczy z receptorem
RANK o RANK-L, antagonizujac dziatanie RANK. OPG okazata sie by¢ opisanym
wczesniej czynnikiem hamujacym osteoklastogeneze — OCIF [60], Zwigzanie OPG z
RANK-L uniemozliwia interakcje RANK/RANK-L, a wiec nie dochodzi do aktywacji
NFkB, a tym samym do aktywacji osteoklastu. Osteoprotegerynajest wiec czynnikiem
przeciwdziatajacym aktywacji osteoklastow. Podobne dziatanie wywieratez inny produkt
aktywowanych osteoblastéw - biatko sFRP-1 (secreted Frizzled-related protein),
takze blokujace RANK-L [20]. Znanych jest wiele czynnikéw, aktywujacych osteoklasty
i osteoklastogeneze. Sato deksametazon, ktéry powoduje zahamowanie syntezy OPG,
a wzrost ekspresji RANK-L w osteoblastach i komdérkach zrebowych szpiku [44],
witamina D3 [37, 53], czynnik martwicy nowotworéw alfa (TNFa), ktérego dziatanie
manifestuje sie wzrostem ekspresji receptoréow dla kalcytoniny, wzrostem ekspresji
RANK oraz katepsyny K [28,38]. Ta ostatnia cytokina zwieksza rowniez pule komorek
prekursorowych w organizmie [30]. TNF-alfa produkowany jest w znacznych ilosciach
w przebiegu reakcji zapalnych i to ttumaczy, dlaczego wielu procesom zapalnym
towarzyszy resorpcja kosci.

Inna cytokina - transformujacy czynnik wzrostu beta (TGF-0) moze réwniez
pobudzaé osteoklasty przy braku dostepnosci RANK-L, ale jej wptyw na osteoklasto-
geneze zalezy od czasu i dlugosci trwania dziatania (patrz dalej).

Czynnik aktywujacy kolonie granulocytamo-monocytame (GM-CSF), produkowany
m.in. przez komorki prekursorowe osteoklastow - monocyty, podany jednoczes$nie z
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RYCINA 3. Udziat osteoblastéw w fuzji prekursoréw osteoklastéw (opis w tekscie)

biatkiem chemotaktycznym dla monocytow - MCP-1 prowadzi do powstawania
wielojadrzastych osteoklastéw bez udziatu RANK-L . W obecnosci RANK-L krétko-
trwata (2-48 godz.) ekspozycja GM-CSF aktywuje osteoklastogeneze, natomiast stata
ekspozycja na GM-CSF prowadzi do generowania z prekursorow komorek dendrytycz-
nych, zamiast osteoklastow [23].

Wplyw prostaglandyny PGE2 na osteoklastogeneze u ludzi i u zwierzat bywa
odmienny. Mysie makrofagi w obecnosci PGE2 i RANK-L r6znicujasie w osteoklasty,
natomiast wobec komorek ludzkich PGE2 hamuje osteoklastogeneze.

Ostatnio dyskutowana jest rola receptoréw purynergicznych w osteoklastogenezie
[3, 5, 6]. Nukleotyd ATP jest czynnikiem proresorpcyjnym i stwierdzono, ze wolne
nukleotydy aktywujg w osteoblastach RANK-L [8, 13, 14, 22]. Jednym z lepiej
poznanych receptoréw purynergicznych jest receptor P2X7, stanowiacy btonowy kanat
jonowy. Aktywacja tego receptora przez ATP prowadzi do wytworzenia porow w btonie
komorkowej prekursoréw osteoklastow. Aktywacja tych porow ma zwigzek z fuzjg
komoérek, gdyz blokada receptoréw P2X7 zapobiega osteoklastogenezie whasnie przez
zapobiezenie fuzji [16],

W niniejszym przegladzie nie dyskutujemy szczeg6towo roli parathormonu (PTH) w
aktywacji osteoklastow, gdyz temat ten jest zbyt szeroki, wykraczajgcy poza ramy tego
opracowania. PTH aktywuje osteoklasty poprzez zwiekszanie ekspresji RANK-L na
osteoblastach, ktore, w przeciwienstwie do osteoklastéw, maja receptory dla PTH. Wptyw
PTH na przebudowe kosci nie jest jednak jednoznaczny; niskie dawki PTH dziatajg
pobudzajgco na osteogeneze, wyzsze — sg czynnikiem proresorpcyjnym.
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CZYNNIKI WYWIERAJACE HAMUJACY EFEKT
NA GENEROWANIE OSTEOKLASTOW

Sposrod czynnikéw negatywnie regulujacych fuzje komérek CD 14+ w osteoklasty nalezy
przede wszystkim wymieni¢ wspomniang uprzednio osteoprotegeryne (OPG) oraz, w
odniesieniu do ludzi, prostaglandyne E2 [52]. Inhibitorem osteoklastogenezyjest takze stata
ekspozycja komorek prekursorowych na dziatanie GM-CSF oraz interferon gamma -
produkty m.in. aktywowanych limfocytow T [42]. Jednak w przypadku pacjentow z
osteopetrozg interferon gamma wzmaga osteoklastogeneze in vitro [32].

Leptyna, hormon sytosci, wywiera hamujgcy efekt na osteoklastogeneze poprzez
zwiekszanie ekspresji OPG w komorkach osteoblastycznych i zrebowych szpiku [18],
Roéwniez inhibitory proteasomow hamujg osteoklastogeneze poprzez negatywny wptyw
na aktywacje NFkB [61]. Flawonoid kwercetyna réwniez dziata hamujaco na proces
powstawania osteoklastow w drodze hamowania przez RANK-L aktywacji NFkB
oraz biatka aktywujacego AP-! [57]. Biatko sFRP-1, produkt osteoblastéw pobudzanych
PGE2 lub interleuking 11 hamuje osteoklastogeneze poprzez hamowanie w komdrkach
prekursorowych sygnalizacji RANK-L [20].

UDZIAL TGF-p W PROCESACH OSTEOKLASTOGENEZY

Ta cytokinajest bardzo silnym modulatorem osteoklastogenezy, wywierajgcym rdzne,
przeciwstawne efekty, w zaleznosci od sposobu jej podania [26]. Ekspozycja prekurso-
réw CD 14+ na TGF-P przez krotki czas hodowli in vitro (1-7 dni) prowadzi do aktywacji
osteoklastogenezy, mierzonej aktywnoscigenzymu TRAP+ i stopniem resorpcji matrycy
kostnej. Jednakze ta sama cytokina, podawana przez caty czas hodowli (1-21 dni),
wywiera efekt odwrotny - spadek liczby komérek TRAP+, spadek aktywnosci
resorpcyjnej, spadek ekspresji enzyméw hydrolitycznych - katepsyny K i metalo-
proteinazy MMP-9. Ta stata ekspozycja TGF-P powoduje zahamowanie ekspresji
receptora RANK. Stwierdzono réwniez, ze enzym MMP-9 moze aktywowac latentng
forme TGF-P obecng w macierzy kostnej. Sugeruje sie, ze TGF-P ulega aktywacji
przez MMP-9 pochodzaca z osteoklastéw. TGF-P aktywuje w monocytach kinaze p38
MAPK, odpowiedzialng za chemotaksje i proliferacje monocytéw. Uwzgledniajac te
dane postuluje sie, ze TGF-P pobudza osteoklastogeneze ludzkich monocytow w drodze
stymulacji szlaku p38 MAPK, odpowiedzialnego za chemotaksje monocytdw, dostar-
czajac ,,materiatu” dla przysztych osteoklastow. Natomiast ciagta ekspozycja na
TGF-P, hamujac ekspresje RANK, wptywa negatywnie na osteoklastogeneze poprzez
ostabienie sygnalizacji RANK/RANK-L.

TGF-P, przy braku RANK-L, a w obecnosci M-CSF pobudza monocyty do
réznicowania sie w kierunku komérek zdolnych do resorbowania macierzy kostnej, ale
pozbawionych cech morfologicznych osteoklastéw [24].
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FUZJA KOMOREK PREKURSOROWYCH

Dojrzate osteoklasty powstajg w drodze fuzji komoérek jednojadrzastych. Doktadny
mechanizm fuzji komérek wielojadrzastych - osteoklastéw i komérek olbrzymich ciat
obcych nie zostaty w petni wyjasnione, cho¢ znanychjest wiele czynnikéw, promujacych
lub hamujacych ten proces. Cytokiny, transformujacy czynnik wzrostu alfa (TGF-oc)
oraz naskdrkowy czynnik wzrostu EGF pobudzajg proliferacje komorek prekursorowych
osteoklastow [50]. Na powierzchni makrofagéw wystepujg molekuty odpowiedzialne
za fuzje: E-kadheryna [33] oraz antygen CD44 [55]. Udziat w fuzji majagchemokiny:
RANTES (ang. regulated on activation normal T cell expressed and secreted -
wydzielane przez aktywowane limfocyty T) oraz chemotaktyczne biatko monocytéw
MCP-1 [27]. Dodanie tych chemokin do hodowli komérek prekursorowych pozwala
na powstanie, przy braku w systemie RANK-L, wielojadrzastych komoérek TRAP+,
ktére jednak nie wykazujg zdolnosci do resorbowania kosci. Zdolnos$¢ te nabywaja
dopiero w obecnosci chemokiny MCP-1 oraz ligandu RANK-L.

Cyklosporyna A powodujac w monocytach spadek ekspresji chemokiny MCP-1 hamuje
sygnalizacje RANK/RANK-L, ale dodanie do hodowli chemokin RANTES i MCP-1
prowadzi do r6znicowania sig osteoklastow TRAP+, zdolnych do resorbowania kosci [36].

CZYNNIKI PROMUJACE FUZJE PREKURSOROWYCH
KOMOREK OSTEOKLASTOW

Celem uzyskania osteoklastogenezy w warunkach in vitro do srodowiska hodowlane-
go musi by¢ dodany czynnik wzrostu M-CSF oraz ligand (RANK-L) dla receptora
RANK [23, 45, 47, 49, 51], Ich niedostatek lub brak hamuje lub uniemozliwia fuzje i
osteoklastogeneze in vitro.

Ostatnio stwierdzono, ze fuzjaprekursoréw zachodzi przy udziale transbtonowego biatka
DC-STAMP [59]. Jest to, siedmiokrotnie przechodzaca przez btone komdérkowsg petla
fancucha biatkowego, wystepujacego w komorkach dendrytycznych - jednej z postaci
makrofagow. Okazuje sie, ze bardzo wysoka ekspresje tego biatka wykazujg dojrzate
osteoklasty oraz komorki olbrzymie ciat obcych. Mutanty zwierzat, niezdolnych do syntezy
tego biatka, nie wytwarzajgani osteoklastow, ani komérek olbrzymich ciat obcych.

Na makrofagach, ulegajacych fuzji, opisano specyficzny, niezdefiniowany antygen
150 kD, nieobecny na makrofagach nieulegajacych fuzji, a przeciwciata monoklonalne
wobec tego antygenu zapobiegajg fuzji komorek [41], Biatko CD44 wigze sie z
receptorem dla tych przeciwciat, tak wiec czgsteczka CD44, a takze CD47 biorg udziat
w fuzji komérek prekursorowych [54]. Takze wewnatrzkomoérkowa domena antygenu
CD44 (CD44-1CD), odcinana w makrofagach, aktywuje w jadrze czynnik transkryp-
cyjny NFkB, niezbedny dla aktywacji osteoklastow [10]. Za homotypowa fuzje
makrofagéw odpowiedzialny jest receptor MRF (ang. macrophage fusion receptor),
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dla ktérego ligandem jest czasteczka CD47. Dzieki temu receptorowi makrofagi
,F0Zpoznajq” sie przed fuzja. Role receptora purynergicznego P2X7 w fuzji prekursoréw
omoéwiono wyzej. Do czynnikéw promujacych fuzje zalicza sie takze zasadowy czynnik
wzrostu fibroblastow FGF-[3 [62] oraz czynniki aktywujace fosfoli-paze A2. Aktywacja
tej niezaleznej od jonow wapnia fosfolipazy powoduje w komdrkach wzrost ekspresji
markerow siateczki endoplazmatycznej (ER). Powstawanie komdrek wielojadrzastych
w drodze fuzji prekursorow ma wiele cech wspolnych z fagocytoza [34]. Fuzja
makrofagdéw zwigzana jest ze ,,stapianiem sie” btony komaorkowej jednego makrofaga
z btong drugiego. Wystepuje tu analogia do fagocytozy czgsteczek opsonino-wanych
(okrytych przeciwciatem). Polimeryzacja wiokien aktynowych wokét two-rzacego sie
fagosomu jest cechg nie tylko endocytozy, ale wszystkich rodzajow fago-cytozy. a
zahamowanie tej polimeryzacji, np. za pomocg cytocholazyny, catkowicie zapobiega
fuzji makrofagéw i wytwarzaniu wielojadrzastych komorek ciat obcych.

Fuzja makrofagéw pod wptywem IL-4 odbywa sie przy udziale receptoréw mannozy,
ktore sgjednoczesnie receptorami wystepujacymi w procesach fagocytozy i endocytozy.
Markery fagocytozy zachodzacej przy udziale retikulum endoplazmatycznego -
calurexyna i calregulina - obecne sa w makrofagach, ulegajacych fuzji i wystepujgw
wiekszym stezeniu w miejscach zachodzacej fuzji bton. Markery te kolokalizujg z
miejscem wigzania Konkanawaliny A - lektyny wykazujacej powinowactwo do mannozy.
Moze to sugerowaé, ze podczas fuzji makrofagéw siateczka endoplazmatyczna
wykazuje ekspresje receptoréw dla ligandu mannozy [34].

CZYNNIKI HAMUJACE FUZJE KOMOREK
PREKURSOROWYCH OSTEOKLASTOW

Oprocz osteoprotegeryny (OPG) oraz biatka sFRP-1, czynnikami znaczaco hamujacy-
mi wczesne etapy osteoklastogenezy sg statyny-inhibitory reduktazy 3-hydroksy-
3-metyloglutarylo-koenzymu A (HMG-CoA\) [46]. Geranylogeranylacja biatek G (Rho,
Rac) potrzebna jest we wczesnych etapach osteoklastogenezy [11]. Podanie statyn,
np. Mevastatyny, zapobiega powstawaniu osteoklastéw, ale ten hamujacy efekt statyn
znosi podanie zwigzkoéw szlaku cholesterolowego — mevalonianu, famezylu i geranylo-
geranylu [58], Zmniejszona synteza cholesterolu, bedaca nastepstwem podania statyn,
znaczaco upos$ledza fuzje bton [29]. Takze obnizony poziom LDL jest czynnikiem
uposledzajacym fuzje komorek.

Znajomos¢ czynnikdw regulujacych fuzje komérek prekursorowych w osteoklasty,
ich receptoréw oraz czynnikdw modulujacych transdukcje wywotanego tymi ligandami
sygnatu, umozliwia ingerencje w mechanizmy prowadzace do patologicznej resorpcji
kosci. Poznane do tej pory i potencjalne, nowe czasteczki, wptywajace na ten proces,
pozwolg w przysztosci na skuteczng terapie schorzen zwigzanych z zaburzong funkcja
osteoklastow.
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ROSLINNE METALOTIONEINY

PLANT METALLOTHIONEINS

Anna Maria KOSZUCKA, Grazyna DABROWSKA

Zaktad Genetyki, Instytut Biologii Ogoélnej i Molekularnej,
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

Streszczenie: Metalotioneiny to niskoczasteczkowe biatka bogate w reszty cysteinowe, zdolne do wia-
zania metali ciezkich. Wystepuja u niektérych Prokaryota, grzybow, roslin i zwierzat. Proby wyizolo-
wania natywnych biatek roslinnych byty zazwyczaj nieudane, jednak u wielu roslin jedno- i dwuliscien-
nych, a takze u niektérych nagonasiennych i glonéw zidentyfikowano geny kodujace metalotioneiny.
Podobnie jak u zwierzat tworza one mate rodziny gendw, a ich ekspresja jest indukowana rozmaitymi
czynnikami endo- i egzogennymi, w tym jonami metali. Jednak w przeciwienstwie do zwierzgcych
homologéw nie tworzg one zgrupowan na jednym chromosomie, ale sg rozproszone w genomie. Wiek-
szo$¢ metalotionein rosdlinnych ulega ekspresji tkankowospecyficznej. Sugeruje sig, ze roslinne metalo-
tioneiny uczestniczg w homeostazie metali niezbednych do zycia i detoksykacji szkodliwych jonéw
metali oraz chronig tkanki przed stresem oksydacyjnym.

Stowa kluczowe: jony metali, detoksyfikacja, stres oksydacyjny.

Summary: Metallothioneins are low molecular weight, cysteine-rich, heavy-metal binding proteins. They
are present in some Prokaryota, fungi, plants and animals. Attempts to isolate native plant proteins failed
but many metallothionein genes were identified in mono- and dicotyledons and also in some gymno-
sperms and algae. They are organised in small gene families, like in animals genomes and their expression
is upregulated by different endo- and exogenous factors, including metal ions. In contrast to animal
metallothionein genes, they don’t form clusters, but they are distributed through plant genomes. Further-
more expression most of them is organspecific. It was suggested that plant metallothioneins may be
involved in essential metal ion homeostasis and metal ion detoxification, they could also protect tissues
against oxidative stress.

Key words: metal ions, detoxification, oxidative stress.
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WPROWADZENIE

Metalotioneiny to biatka o niskiej masie czasteczkowej (4-8 kDa) i duzej zawartosci
reszt cysteinowych, wigzace koordynacyjnie jony metali - stagd wiasnie nazwa tych
biatek [2,7,9,47]. Pierwszy raz terminu metalotioneina uzyli w 1957 roku Margoshes
i Vallee, dla opisania biatka wyizolowanego z kory nerki konia, ktére zawierato duze
ilosci kadmu i siarki [60].

TABELA 1. Charakterystyka metalotionein, podziat wg [60]

Kla- Cechy Wystepowanie

sa

| 20 reszt cysteinowych w konserwatywnych pozycjach u niektérych grzyboéw, np. u
w obrebie catego tancucha biatkowego, Neurospora crassa i
brak aminokwas6éw aromatycznych, pieczarki dwuzarodnikowej,
czasteczka biatka zwija sie w dwie domeny wigzace metale rozpowszechnione
oddzielone od siebie krétkim odcinkiem aminokwasowym u zwierzat kregowych,
[19] zwlaszcza u sakow

1 struktura pierwszorzedowa, zwiaszcza rozmieszczenie reszt  u niektérych Prokaryota,
cysteinowych, nie odpowiada strukturze biatek klasy I, u wiegkszosci grzybow,
u roslin reszty cysteinowe zgrupowane w dwoch domenach u roslin,
terminalnych, domena centralna o diugosci ok. 40 amino- u zwierzat bezkregowych
kwasOw zawiera aminokwasy aromatyczne [14],
u roslin ze wzgledu na aranzacje reszt cysteinowych
podzielono metalotioneiny na cztery typy [14]

11 liniowe polimery dipeptydéw y-glutamylocysteinowych, kadystyny u niektérych

terminalnym aminokwasem najczesciej jest glicyna [14,66],
syntezowane w drodze enzymatycznej [14,66]

grzybéw [66],
fitochelatyny u roslin [14]

Trzy dekady pdzniej Robinson i wsp. [60] odkryli, ze wiekszo$¢ jondw kadmu w
komorkach bielunia indianskiego zwigzanych jest z peptydami indukowanymi przez
metale, ktore pozniej nazwano fitochelatynami (w tym samym roku zostaty one zaliczone
do metalotionein jako klasa Ill). Okazato sie, ze powstajg one z glutationu w reakcji
katalizowanej przez syntaze fitochelatynowg i odpowiadajg za detoksykacje metali
ciezkich [14, 60, 66]. Wraz z odkryciem biatka Ec {early cysteine-labeled) zidentyfi-
kowanego u pszenicy [36] zniknety watpliwosci co do istnienia u roslin metalotionein
typu zwierzecego. Proby wyizolowania natywnych biatek z innych gatunkéw roslin
skonczyly sie niepowodzeniem, chociaz uzyskano zrekombinowane biatka w komdrkach
E. coli [25, 65]. W toku dalszych badan okazato sig, ze strukturalnie podobne biatka i
kodujace je geny wystepujg u niektorych cyjanobakterii i sg szeroko rozpowszechnione
w Swiecie grzybow, roslin i zwierzat [2,7, 14,47]. Zdecydowana wiekszo$¢ roslinnych
genow kodujacych metalotioneiny zidentyfikowano u roslin okrytonasiennych zaréwno
jedno-, jak i dwulisciennych. Niewiele jednak wiadomo na temat ich homologéw u
roslin nagonasiennych i glonéw, chociaz podobne geny zidentyfikowano u daglezji [8],
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TABELA 2. Klasyfikacja roslinnych metalotionein na podstawie aranzacji reszt cysternowych
wg [14]

Typ Liczba reszt cysteinowych i ich ukiad Wystepowanie w roslinach
metalo-

tioneiny

Typ | 12 reszt w motywach Cys-X-Cys kukurydza [18], groch [21],

rzodkiewnik [14]

Typ 2 14 reszt w motywach Cys-Cys, Cys-X-Cys pomidor [28], ryz [10], stonecznik
i Cys-X-X-Cys bulwiasty [7]
Typ 3 10 reszt, cze$¢ w motywach Cys-X-Cys jabton [58], rzodkiewnik [50],

winoros$l [17], batat [9]

Typ 4 wyjatkowo trzy domeny bogate w reszty pszenica [36], kukurydza [69],
cysteinowe, ktérych czes¢ jest zgrupowana rzodkiewnik [29], petunia [30]
w motywach Cys-X-Cys

a takze morszczynu pecherzykowatego [48]. Jednakze metalotioneiny przez nie
kodowane majgodmienna strukture, dlatego niezbedne sg dalsze badania w celu ustalenia,
czy rowniez u tych gatunkéw obecnajest rodzina genéw, podobna do tej, ktéra wystepuje
u roslin kwiatowych.

Niniejszy artykut podsumowuje informacje dotyczace metalotionein roslinnych. Na
temat fitochelatyn powstato wiele prac przegladowych [13, 14, 56, 57, 60, 66, 72],
dlatego zainteresowanego tym tematem czytelnika odsytamy do nich.

KLASYFIKACJA METALOTIONEIN

Pierwsze proby usystematyzowania przedstawicieli metalotionein pojawity sie w
latach siedemdziesigtych ubiegtego wieku, kiedy to wyodrebniono je jako osobng
nadrodzine biatek [3]. Wiaczono do niej wszystkie te biatka, ktdre miaty pewne cechy
wspdlne z pierwszg odkryta metalotioneing, wyizolowang z nerki konia. Do tych cech
nalezg: niska masa czgsteczkowa, wysoka zawarto$¢ reszt cysternowych zgrupowanych
w charakterystycznych motywach Cys-X-Cys (gdzie w miejscu X wystepuje dowolny
aminokwas), a takze obecno$¢ metali zwigzanych z tymi biatkami poprzez grupy tiolowe
reszt cysternowych. Jednakze obecnos¢ istotnych réznic pomiedzy biatkami nalezacymi
do nadrodziny przyczynita sie dojej podziatu na trzy klasy, stworzonego na podstawie
charakterystycznego wzorca rozmieszczenia reszt cysteinowych [14], Poszczegolne
klasy scharakteryzowano w tabeli ! i 2, a przyktady ro$linnych genéw metalotionein
nalezacych do klasy Il i ich zaleznosci filogenetyczne przedstawiono na rycinie laib.

Alternatywna klasyfikacje zaproponowali Binz i Kagi [3]. Podzielili oni nadrodzine
metalotionein na pietnascie rodzin, uwzgledniajac zaréwno podobienstwa w strukturze
pierwszorzedowej, jak i zaleznosci filogenetyczne. Warto zwr6cié¢ uwage, ze wedtug
tej klasyfikacji do metalotionein nie nalezg fitochelatyny.
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RYCINA 1. A. Poréwnanie sekwencji aminokwasowych roslinnych metalotionein. Reszty cysteinowe
konserwatywne w obrebie kazdego typu oznaczono gwiazdkami. Sekwencje aminokwasowe ustalono na
podstawie sekwencji nukleotydowych genéw kroplika zéttego (MS), grochu (PS), rzodkiewnika (AT),
batata (IB), debu korkowego (QS), jabtoni domowej (MD), stonecznika bulwiastego (HT), bananowca
(MA), winoroséli (W), aktinidii chinskiej (kiwi) (AD), pszenicy (TA), kukurydzy (ZM) i petunii (PH)
[14, zmodyfikowane]. B - Dendrogram wykonany programem ClustalW, ukazujacy zaleznosci
filogenetyczne miedzy przedstawicielami czterech typéw metalotionein

STRUKTURA GENU | ORGANIZACJA GENOMOWA
METALOTIONEIN

Dotychczas w genomowym DNA roélin zidentyfikowano sekwencje nielicznych
gendw kodujacych metalotioneiny, jednak juz te dane dostarczajg pewnych informacji
na temat ich struktury. Okazato sie, ze w przeciwienstwie do zwierzecych, roslinne
sekwencje promotorowe wiekszosci poznanych gendw nie zawierajg elementéw
odpowiedzi na metale, tzw. MRE (metal response element). U zwierzat to wiasnie
element MRE odpowiada za indukcje ekspresji gendw metalotionein [60], Odbywa sie
to przy udziale czynnika transkrypcyjnego MTF! (MRE-binding transcriptionfactor),
ktéry po potaczeniu z jonami cynku transportowany jest z cytoplazmy do jadra
komorkowego i tam aktywuje geny metalotionein w odpowiedzi na metale ciezkie,
stres oksydacyjny i niedotlenienie [35].

W przypadku roslin jedynie w promotorze genu LeMTti wystepuje przypuszczalny
element odpowiedzi na metale, jednak Whitelaw [70] nie wykazat, czy jest on
funkcjonalny. Ten sam gen wyizolowat Giritch [28] (nazwat go LEMT1) i wykazat az



290 A. M. KOSZUCKA, G. DABROWSKA

szesciokrotny wzrost ekspresji LEMT1 pod wptywem jonéw cynku. Mozliwe, ze jony
cynku dziataty indukujaco dzieki obecnosci sekwencji obejmujacej przypuszczalny
element odpowiedzi na metale. Element o sekwencji TGCACACC wystepuje z kolei
w promotorze genu PsMT} grochu. Rézni sie on od typowego elementu MRE obecnoscig
adeniny w pozycji 6. Wczesniej wykazano, ze wystepowanie w tym miejscu jednego z
trzech pozostatych nukleotyd6w pozwala na normalng regulacje ekspresji jonami metali.
Natomiast sekwencja z nukleotydem adeninowym powoduje, ze gen ulega statej ekspresji
na wysokim poziomie. Tak jest rowniez w przypadku genu PSMTr

Elementy charakterystyczne dla genow roslinnych metalotionein, w tym regulujace
ich ekspresje, przedstawiono w tabeli 3.

Roslinne geny kodujgce metalotioneiny tworzg mate rodziny genéw. Przyktadowo u
grochu wystepujg dwa geny kodujace metalotioneiny typu 1. PsMT( [21] i MEY
[GenBank AB 176564] oraz jeden typu 2 - MET [GenBank AB 176565]. Natomiast w
genomie bobu zidentyfikowano dotychczas trzy geny typu 1: MTla, MTIb [25] i MET
[GenBank AB 176562] oraz dwa geny typu 2\ MT2 [25] i MET [GenBank AB 176563],

TABELA 3. Charakterystyka roslinnych genéw kodujgcych metalotioneiny
Charaktery- Funkcja Sekwencja Wystepowanie
styczne

elementy genu

Elementy promotora

MRE Indukcja ekspresji TACGCGCG gen LeMTB pomidora miedzy -495
pod wpltywem a -488 nt [70]
jonéw metali
Element odpo- Indukcja lub CACGTGGA gen Ec pszenicy miedzy -608
wiedzi na ABA represja a -601 nt [36]
ekspresji gen B22ELS8 jeczmienia [40]
Element AATTCAAA gen LeMTB pomidora miedzy -418
wzmacniajacy a -411 nt [70]

dziatanie etylenu

Element G-box Indukcja ekspresji CACGTG gen LeMTB pomidora migdzy -150
pod pltywem a -145 nt [70]
stresu, Swiatta,
ABA, etylenu

Introny

Brak intronéw gen Ec pszenicy [36]

Jeden intron geny typu 1. u kukurydzy [18],

kostrzewy czerwonej [45], grochu [21]

Dwa introny geny typu 2: u stonecznika bulwiastego
[7], debu korkowego [47], ryzu [14]
oraz typu 3: u palmy olejowej [1]
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a u topoli az szes¢ gendw, po dwa z typu 1, 2 i 3 [41], U rzodkiewnika, ryzu i trzciny
cukrowej wystepuja geny kodujace wszystkie cztery typy metalotionein [14]. Niewy-
kluczone, ze rowniez u innych gatunkdw istnieje taka sytuacja i w bliskiej przysztosci
uda sie wyizolowac geny pozostatych typow.

Lokalizacja genéw na chromosomach, okreslona dla rzodkiewnika w wyniku
sekwencjonowaniagenomu [14,74] oraz pomidora poprzez analize RFLP [28], pozwolita
stwierdzié, ze u tych roslin geny kodujace metalotioneiny sg rozproszone w genomie.
Podobnie jest u drozdzy Candida glabrata i nicienia Caenorhabditis elegans [28],
w przeciwienstwie do genomow ssakdw, gdzie geny metalotionein znajduja sie w bliskim
sgsiedztwie [55].

EKSPRESJA ROSLINNYCH GENOW KODUJACYCH
METALOTIONEINY

Wiele gendw kodujacych metalotioneiny ulega w tkankach roslinnych silnej ekspresji.
Potwierdza to analiza ekspresji genow ryzu wykorzystujgca procedure SAGE (Serial
Analysis ofGene Expression). Okazato sig, ze najczesciej wystepujacym transkryptem
w lisciach jest mMRNA metalotioneiny typu 3. Stanowi on prawie 3% wszystkich
transkryptow. Zidentyfikowano go takze posrdd puli mRNA w tkankach niedojrzatych

TABELA 4. Organospecyficzna ekspresja roslinnych genéw kodujacych metalotioneiny

Organy Typy Gatunki roslin
metalo-
tionein
Bulwy typ i batat [33]
typ 2 stonecznik bulwiasty [7]
Korzenie typ i kroplik zotty [19], groch [21], rzodkiewnik [26]
typ 2 i3 pomidor [28], batat [9]
todygi typ i batat [33]
typ 2 batat [9], stonecznik bulwiasty [7]
typ 3 batat [9]
Liscie typ i rzodkiewnik [26], batat [33]
typ 2 rzodkiewnik [73,50,26], pomidor [28], batat [9], stonecznik bulwiasty [7]
typ 3 jabton [58], batat [9]
Paki typ 2 stonecznik bulwiasty [7]
Kwiaty typ 2 pomidor [28], kapusta pekinska [38]
Owoce typ i gruszka japonska [34],
typ 2 jabton [58], gruszka japonska [34]

typ 3 kiwi [42], jablon [58], winoro$l [17], palma olejowa [1]



292 A. M. KOSZUCKA, G. DABROWSKA

nasion, jednakze w znacznie mniejszej ilosci - spo$réd 100 najczesciej wystepujgcych
tam transkryptéw, uplasowat sie on na pozycji 42. Natomiast 28 pozycje na tej liscie
zajat transkrypt metalotioneiny typu 4 [27].

Geny kodujace metalotioneiny ulegajg ekspresji pod wptywem réznych czynnikow
zarowno endogennych, jak i egzogennych. U zwierzat wzrost stezenia metalotionein w
komérce zalezy od rozmaitych czynnikdéw chemicznych, tj. hormondéw, cytokin, etanolu,
kwasu mastowego, czynnikow alkilujacych, endotoksyn, chloroformu, czterochlorku
wegla, a takze czynnikoéw stresowych, np. gtodu, infekcji, szoku termicznego,
naswietlania promieniami UV i Roentgena [2,22,24, 53, 71].

Przyktady czynnikdw oraz mechanizmy ich oddziatywania na ekspresje metalotionein
roslinnych przedstawiono w tabelach 4,5 i 6. Najszerzej badano dziatanie jondw metali.
W wiekszosci przypadkdw przyczynialy sie one do wzrostu poziomu transkrypcji, chociaz
u kroplika zétego powodowaty one represje ekspresji [19]. Obnizona ekspresja metalo-
tionein przy duzej koncentracji jonéw metali w srodowisku moze swiadczyé, ze takie
biatka sg bardziej potrzebne w przypadku niskiego stezenia jonéw metali. Wowczas
dziatajg one jako wydajne transportery tych jonéw, dostarczajace je do waznych
metaloprotein komérkowych [25]. U niektdrych roslin synteza mRNA metalotionein

TABELA 5. Ekspresja roslinnych genéw kodujacych metalotioneiny pod wptywem jonéw
metali

Jony Whptyw na Typy Gatunki roslin
metali ekspresje metalo-
genoéw tionein

metalotionein

Miedz indukcja typ i liScie rzodkiewnika [50], korzenie i pedy kostrzewy
czerwonej [45]
typ 2 siewki rzodkiewnika [50]
represja typ i korzenie kroplika zo6ttego [19]
typ 2 todygi stonecznika bulwiastego [7]
Cynk indukcja typ i liscie rzodkiewnika [50]
typ 2 siewki rzodkiewnika [50]
represja typ 2 todygi stonecznika bulwiastego [7]
Kadm indukcja typ i liscie rzodkiewnika [50], korzenie i pedy kostrzewy

czerwonej [45]

typ 2 siewki rzodkiewnika [50]
typ 3 rzodkiewnik [43]
Nikiel indukcja typ i liscie rzodkiewnika [50]
typ 2 siewki rzodkiewnika [50]
Srebro indukcja typ i liscie rzodkiewnika [50]

typ 2 siewki rzodkiewnika [50]
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TABELA 6. Pozostate czynniki wptywajace na ekspresje roslinnych genéw kodujacych

metalotioneiny

Czynnik

Kwas abscysynowy

Etylen

Wysoka temperatura

Niska temperatura

Stres oksydacyjny

Stres osmotyczny

Niska zawarto$¢ sktadnikow
odzywczych w podtozu

Silne Swiatto

Susza

Ciemnos¢é

Zranienie

Atak patogenéw

Procesy fizjologiczne:
kietkowanie pytku
rozwoj embrionalny
dojrzewanie owocow
starzenie sie organéw

nekroza
apoptoza

Typy
metalo-

tionein

typ
typ

typ
typ

typ
typ

typ

typ

typ
typ

typ
typ

typ

typ

typ
typ

typ
typ

typ
typ

typ
typ
typ
typ
typ
typ
typ
typ

2
4
i
2

N

2

_— W N = NN D

Gatunki ro$lin

ryz [32]

zarodki pszenicy [36], zarodki kukurydzy [69]

gruszka japonska [34]
batat [9]

ryz [31,32]
ryz [32], rzodkiewnik [49], dab korkowy [47]

jabton [58]
dab korkowy [47]

rzodkiewnik [20]
kukurydza [69]

pszenica [62,63], kukurydza [11], ryz [31,32]
ryz [32]

rzodkiewnik [20]
rzodkiewnik [20,59]

rzepak [6]
batat [9]

rzodkiewnik [59], rzepak [6]
Nicotiana glutinosa [12]

rzodkiewnik [59]
Nicotiana glutinosa [12]

petunia [30]

pszenica [36], kukurydza [69]

jabton [58]

liscie batata [33], rzodkiewnika [26], rzepaku [5]
liscie batata [9]

liscie winoro$li [17], ptatki kwiatéw alstremerii [4]
rzepak [6]

czarny bez [15]
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indukowana byta obnizong zawartosciag zelaza w podtozu. Tak byto w przypadku
transkryptu LEMT1 (LeMTB) u pomidora oraz jeczmienia. Jednakze w warunkach
niedoboru zelaza rosliny akumulowaty wiecej miedzi, manganu i cynku i prawdopodobnie
to byto przyczyng podwyzszonej ekspresji genéw kodujacych metalotioneiny [28].

PRODUKTY BIALKOWE

Jak to zostalo wspomniane we wstepie, metalotioneiny to biatka o niskiej masie
czasteczkowej - ponizej 7000 Da, bogate w reszty cysteinowe, poprzez ktére wiazajony
metali. Sgto monomery zbudowane z prostego tancucha biatkowego, u ssakow majacego
dtugosc¢ okoto 60 aminokwasow [60], Metalotioneiny zazwyczaj zawierajg dwie domeny
wiazace metale, ktore po potaczeniu z Ugandami nadaja biatku konformacje hantelki [ 14]
-jej raczka to krotki mostek aminokwasowy tgczacy dwie domeny (gtowki hantelki).
Jakkolwiek wyizolowano wiele zwierzecych metalotionein i dobrze poznano ich strukture,
tojednak u roslin sytuacjajest odmienna. Do tej pory udato sie wyizolowac i oczysci¢ w
catosci tylko jedno biatko - Ec. W zwiazku z tym przyjeto sie nazywac geny roslinne
,»genami podobnymi do genéw metalotionein” (,jnetaUothionein-like genes”) w obawie,
ze nie ulegajg one translacji. Wydaje sie tojednak mato prawdopodobne biorgc pod uwage
fakt, ze produkty transkrypcji wielu z nich obecne sgw tkankach na wysokim poziomie i
geny te kodujg biatka podobne do metalotionein zwierzecych i grzybowych, z zawartym
w ich sekwencji znanym motywem odpowiedzialnym za wigzanie metali [14]. Ponadto
czasteczki mMRNA powstajgce na matrycy tych gendw zawierajg sygnat poliadenylacji
(AAUAA) i ogon poli A; takjest np. u pszenicy [36], kostrzewy czerwonej [45], kapusty
pekinskiej [38], debu korkowego [47] czy kroplika zottego [19]. Transkrypty u tego
ostatniego zawierajg ponadto sekwencje miejsca wigzania do rybosomu, obecne sg one
réwniez w transkryptach genu LeMT)} pomidora [70].

Istniejg dowody wskazujace, ze rowniez pozostate roslinne geny kodujace metalotio-
neiny ulegajg translacji. Murphy i wsp. [50] wyizolowali z siewek rzodkiewnika trzy
frakcje niskoczasteczkowych biatek (o wielkosci 4,5 kDa, 7 kDa i 8 kDa) bogatych w
reszty cysteinowe i zdolnych do wigzania miedzi, co potwierdzita chromatografia
powinowactwa. Biatko o wielkosci 8 kDa zdolne byto réwniez do wigzania cynku.
Analiza sekwencji wykazata, ze badaczom udato sie wyizolowaé fragmenty metalo-
tionein rzodkiewnika (ryc. 2). Frakcja o najnizszej masie czgsteczkowej zawierata dwa
peptydy skiadajace sie na jednag trzecig sekwencji aminokwasowe]j przewidzianej dla
produktu genu MTla. Frakcja o wielkosci 8 kDa zawierata peptyd odpowiadajacy
przypuszczalnej sekwencji MT2a i dwa fragmenty identyczne z czeScig sekwencji
przewidzianej dla MT2b. We frakcji o posredniej wielkosci otrzymano trzy peptydy,
sktadajace sie na 45% przypuszczalnej sekwencji MT3. Murphy wykazat réwniez, ze
wzory akumulacji biatka MT1 i MT2 odpowiadajg wczesniej ustalonemu wzorowi
akumulacji mRNA, co potwierdzita analiza z uzyciem przeciwciat skierowanych
przeciwko MT1 i MT2. Ponadto przeciwciata skierowane przeciw MT2 reagowaly z
dwoma biatkami o wielkosci ok. 8 kDa, cojest zgodne z wynikami badan wskazujacymi
na istnienie dwaéch izoform genu, MT2a i MT2h.
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MTla MAD5NCGCG5 SCKCGDSCSC EKNYNKECDN CSCG5NC5CG SNCNC

MT2a MSCCGGNCGC GSGCKCGNGC GGCKMYPDLG FSGETTTTET FVLGVAPAMK NQYEASGESN
NAENDACKCG SDCKCDPCTC K

MT2b MSCCGGSCGC GSACKCGNGC GGCKRYPDLE NTATETLVLG VAPAMNSQYE ASGETFVAEN
DAZKCGSDCK CNPCTCK

MT3 MSSNCGSCDC ADKTQCVKKG TSYTFDIVET QESYKEAMIM DVGAEENNAN CKCKCGSSCS
CVNCTCCPN

RYCINA 2. Sekwencje aminokwasowe metalotionein rzodkiewnika, ustalone na podstawie sekwencji
nukleotydowych kodujacych je genéw. Podkreslono fragmenty, ktére zostaty wyizolowane i zsekwen-
cjonowane (wg [50] zmodyfikowane)

Kolejny dowdd na istnienie metalotionein roslinnych dostarczyt de Miranda z wsp.
[19], Podczas prob izolacji fitochelatyn z kroplika zéttego wyizolowano réwniez
niskoczasteczkowe biatka wigzace miedz, niebedace y-glutamylocysteinyloglicynami.
Sk¥ad aminokwasowy i wielkos¢ otrzymanych peptydéw odpowiadata dwom terminal-
nym domenom metalotioneiny. Wczesniejsza analiza komputerowa przypuszczalnej
sekwencji aminokwasowej metalotioneiny kroplika przewidywata dla dwéch domen
bogatych w reszty cysteinowe konformacje zwinietg, natomiast rozciggnieta dla domeny
centralnej. Mozliwe, ze ta domenajest wycinana i w ten sposb powstajadwa mniejsze
peptydy zdolne do wiazania metali [19]. Podobng sytuacje zaobserwowat Kille [37].
Wraz ze wspotpracownikami stransformowat bakterie E. coli genem PsMT} grochu i
hodowat je w obecnos$ci kadmu, po czym wyizolowat z nich frakcje wigzacaten pier-
wiastek. Sekwencja aminokwasowa otrzymanych peptydéw odpowiadata domenie
N-terminalnej sekwencji aminokwasowej przewidzianej dla metalotioneiny grochu oraz
fragmentom domeny centralnej, ktére mogty powstaé przez jej proteolityczne ciecie.
Ponadto frakcje bogate w kadm poddano dziataniu proteinazy K. Analiza produktéw
trawienia wykazata brak aminokwasow aromatycznych wchodzacych w sktad domeny
centralnej, otrzymano natomiast peptydy odpowiadajgce sekwencjom aminokwaséw
2-21 i 56-71 metalotioneiny grochu. Juz wczesniej wykazano, ze domeny skomplekso-
wane z metalami chronione saprzed proteoliza. Prawdopodobnie dlatego jedynie region
domeny centralnej ulega trawieniu, nienaruszone pozostajg natomiast domeny wigzace
metale. Najwyrazniej mimo wyciecia domeny centralnej tworzg one zwarty kompleks
ztozony z dwdch peptydow potaczonych ze sobg poprzez jony metali. Proteolizg
metalotioneiny grochu w komoérkach E. coli moze odzwierciedla¢ sytuacje panujaca
in vivo w tkankach roslinnych. Nasuwa sie w zwiazku z tym pytanie o role domeny
centralnej. Wczesniejsze doswiadczenia udowodnity, ze wprowadzenie takiej domeny,
ztozonej z nie wiecej niz 12 aminokwasow, do zrekombinowanej metalotioneiny ssakow
nie zagraza jej stabilnosci. Jednak wydtuzenie domeny do ponad 16 aminokwaséw
obniza zdolno$¢ metalotioneiny do detoksykacji metali. W metalotioneinie grochu jest
onajeszcze dtuzsza i wrazliwa na atak proteolityczny. Mozliwe, ze domena centralna
bierze udziat w prawidtowym zwijaniu regiondw wigzacych metale [37]. Ponadto jej
sekwencja jest konserwatywna, co moze sugerowac jej znaczenie funkcjonalne [73].

Podatnos¢ roslinnych metalotionein na atak proteolityczny moze by¢ przyczyna
niepowodzen w izolowaniu natywnych biatek. Inng przyczyna niepowodzen moze by¢
fakt, ze metalotioneiny w obecnosci tlenu sgwyjatkowo niestabilne [43,47,68]. Murphy
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i wsp. [50] stwierdzili, ze ekspozycja homogenatu tkankowego, z ktérego wyizolowano
metalotioneiny rzodkiewnika, na tlen atmosferyczny prowadzita do degradacji lub
utleniania metalotionein. Natomiast inne biatka wigzace miedz nie ulegaty rozpadowi w
obecnosci tlenu.

Ze wzgledu na trudnosci w prowadzeniu badari na metalotioneinach irtplanta podjeto
zakonczone sukcesami prace nad uzyskaniem zrekombinowanych metalotionein w
komérkach drozdzy i bakterii. Uzyskane biatka przetestowano pod katem zdolnosci do
wigzania metali i uzyskiwania tolerancji wobec metali przez organizmy, w ktorych ulegaty
ekspresji. Zrekombinowane biatko PsMT! formowato kompleksy z miedzig, cynkiem i
kadmem. Wartosci pH, w ktérych 50% metalu ulegato dysocjacji (kryterium stosowane
dla odr6znienia metalotionein od innych biatek wigzacych metale), okre$lone dla
zrekombinowanej metalotioneiny grochu wzgledem cynku i kadmu byty zgodne z
wartosciami ustalonymi dla metalotioneiny konia [65]. Rowniez trzy zrekombinowane
metalotioneiny bobu byty zdolne do wigzania wyzej wspomnianych jonéw metali, gdy
ulegaty ekspresji w komérkach E. coli [25].

Ekspresja metalotionein rzodkiewnika w zmutowanych szczepach drozdzy, pozbawio-
nych endogennej metalotioneiny i przez to nadwrazliwych na metale ciezkie, komplemen-
towata mutacje przywracajac tolerancje na miedz i kadm [73]. Podobnie ekspresja
metalotioneiny kostrzewy czerwonej w mutantach drozdzy umozliwiata im wzrost na
pozywkach o duzych stezeniach miedzi, kadmu, chromu, cynku i otowiu [45]. Ekspresja
zrekombinowanej metalotioneiny typu 2 rzodkiewnika w zmutowanych komadrkach
Synechococcus, pozbawionych endogennej metalotioneiny cynkowej, czesciowo
komplementowata mutacje. Natomiast zrekombinowana metalotioneina rzodkiewnika
z komérek E. coli wykazywata wyzsze powinowactwo wobec jondéw cynku niz
fitochelatyny [61].

Powyzsze wyniki wskazujg, ze metalotioneiny roslinne, tak jak zwierzece, zdolne sg
do spetniania biologicznej funkcji, czyli nadawania odpornosci na metale ciezkie.

LOKALIZACJA KOMORKOWA

Zwierzece metalotioneiny zostaty zlokalizowane w cytoplazmie, a takze w pewnych
warunkach fizjologicznych w jadrze, w czasie przejscia z fazy G| do S cyklu komorko-
wego [44] czy w okresie howorodkowym [22], Co prawda metalotioneiny nie majg
sygnatu lokalizacji jadrowej, wykazano jednak, ze sg one zwiazane z cytoszkieletem w
przestrzeni perinukleamej i dzieki temu mozliwy jest ich szybki transport do jadra [44].
W przypadku roslinnych metalotionein lokalizacje MT2a i MT3 rzodkiewnika ulegajacych
ekspresji w komorkach aparatéw szparkowych bobu ustalono przy wykorzystaniu biatek
fuzyjnych z GFP. Zielong fluorescencje zaobserwowano jedynie w cytoplazmie. Lokali-
zacja biatek fuzyjnych nie ulegata zmianie w obecnosci kadmu, co sugeruje, ze
mechanizm detoksykacji metali jest odmienny niz u fitochelatyn, ktore po skomplekso-
waniu z metalami transportowane sg do wakuoli [43],



ROSLINNE METALOTIONEINY 297

ROLA METALOTIONEIN U ROSLIN

Reszty cysteinowe metalotionein sgnaturalnym ligandem dla cynku i miedzi. Chelatujgc
te metale w warunkach fizjologicznych, metalotioneiny utrzymujaich homeostaze u zwierzat
i grzyboéw [2,52]. Biatka te wigzgrowniez metale toksyczne, gtdwnie kadm, dzieki czemu
chronig komorki przed ich szkodliwym wptywem [23,24,39], a takze zapobiegaja skutkom
stresu oksydacyjnego. Wykazano, ze metalotioneiny ssakéw moga funkcjonalnie komplemen-
towaé dysmutaze ponadtlenkowau drozdzy [16],

Rola roslinnych metalotionein nie jest doktadnie okreslona, cho¢ na podstawie
zebranych danych udato sie zaproponowac dla nich kilka przypuszczalnych funkcji.
Sugeruje sie udziat tych biatek w utrzymaniu homeostazy miedzi, ktora jest istotnym
mikroelementem dla bakterii, grzybow, roslin i zwierzat. Wchodzi w skiad grup
prostetycznych wielu enzyméw i posredniczy w transporcie elektrondw, jednak nadmiar
jonow miedzi jest szkodliwy dla bton biologicznych, DNA i biatek. Dostepno$¢ i transport
miedzi podlegaja Scistej kontroli, dlatego w normalnych warunkach nie jest mozliwe
znalezienie wolnych jondw w komérce [64], Zaangazowanie roslinnych metalotionein
w gospodarke miedzi potwierdzajg liczne dowody. Zrekombinowane biatka, uzyskane
w komérkach E. coli stransformowanych roslinnymi genami metalotionein, sg zdolne
do wigzania tych jonéw [25, 47, 65]. Ponadto ekspresja gendw roslinnych w
zmutowanych szczepach drozdzy, pozbawionych endogennej metalotioneiny, przywraca
im tolerancje na obecnos¢ jondw miedzi [45, 73]. MiedZ jest takze najsilniejszym
induktorem ekspresji genu MT2 rzodkiewnika [43], z kolei ekspresja genu MT1 tej
rosliny zachodzi w organach bogatych w jony miedzi m.in. w pylnikach i stupkach.
Woykazano, ze niedobory miedzi zaburzajg rozwoj kwiatéw, wiec rola metalotionein
moze polegac na dostarczaniu do tych organdw wspomnianych jondw [26]. Transkrypty
obydwu wymienionych genéw akumulujg sie takze we wioskach lisciowych, co
odzwierciedla wymagania tych komérek na duze ilosci miedzi, w zwigzku z metabolizmem
flawonoidéw i antocyjanéw oraz enzymoéw, takich jak peroksydaza i oksydaza
polifenolowa, zaangazowanych w odpowiedz obronng [26]. Mozliwe tez, ze
metalotioneiny zaangazowane saw detoksykacje metali w lisciach. Chelatujgc metale
w komorkach wtoskéw, chronig komorki mezofilu przed ich szkodliwym wplywem
[26].

Badania dotyczace lepnicy rozdetej wykazaly, ze osobniki, nalezace do populacji
charakteryzujacej sie wysoka odpornoscig na miedz, miaty wyzszy poziom transkrypcji
genu SYMT2a niz rosliny tego gatunku wrazliwe najony miedzi. Analiza Southem-blot
ujawnifa, ze jest to spowodowane amplifikacjggenu SyMT2a w genomie osobnikéw o
podwyzszonej tolerancji [67].

Nalezy réwniez zwrdci¢ uwage na fakt, ze fitochelatyny, roslinne peptydy odpowie-
dzialne za detoksykacje kadmu [66] sa co prawda zdolne do wigzania miedzi w warunka-
ch in vivo [46], jednak mutanty rzodkiewnika pozbawione enzymu odpowiedzialnego
za ich synteze nie wykazujg podwyzszonej wrazliwosci na ten pierwiastek. Tak wiec
fitochelatyny najwyrazniej nie uczestniczg w detoksykacji miedzi; w ten proces
zaangazowany jest inny mechanizm, prawdopodobnie przy udziale metalotionein.



298 A. M. KOSZUCKA, G. DABROWSKA

Sugeruje sie rowniez udziat opisywanych biatek w homeostazie cynku. Jedyna
wyizolowana do tej pory roslinna metalotioneina skompleksowana byta wiasnie z
jonami cynku [36], Ponadto zauwazono, ze jej akumulacja zachodzi w okreslonym
stadium rozwojowym zarodka, kiedy to nastepuje przejscie od fazy proliferacji do
réznicowania [36,60]. Moze to $wiadczyc¢ o tym, ze biatko Ec jest magazynem cynku,
dostepnego w razie potrzeby dla polimeraz DNA i RNA oraz czynnikdéw transkrypcyj-
nych [60]. U zwierzat wykazano udziat metalotionein w procesie podziatu komaorki
[71] oraz ich nagromadzenie w tkankach proliferujacych i nowotworowych [22,24].
Réwniez u roslin zauwazono akumulacje mMRNA metalotionein w tkankach inten-
sywnie dzielacych sie [47], co wskazuje na udziat w podziatach komdrkowych takze
w organizmach roslinnych.

Roslinne metalotioneiny moga by¢ zaangazowane réwniez w metabolizm innych
metali niezbednych dla organizmu oraz tolerancje na szkodliwe metale niepetnigce roli
fizjologicznej, czego dowodzg badania prowadzone zaréwno na drozdzach, jak i roslinach
[43, 45, 47, 73]. Ponadto sugeruje sie udziat tych biatek w transporcie niektérych
pierwiastkow. Zauwazono, ze transkrypty gromadza sie w tkankach przewodzacych
lisci oraz w starzejacych sie lisciach, skad przypuszczalnie wycofujg pierwiastki
potrzebne dla rozwoju pozostatych organow, wiasnie za posrednictwem systemu
przewodzgcego [26, 33].

Przypuszcza sie rowniez, ze roslinne metalotioneiny chronig komorki przed stresem
oksydacyjnym [9]. Jego bezposrednig przyczynajest podwyzszony poziom reaktywnych
form tlenu (ROS), do ktérych zaliczamy rodnik hydroksylowy, anionorodnik ponadtlen-
kowy, nadtlenek wodoru i tlen singletowy. Modyfikujg one rézne zwigzki biologiczne,
jednak gtownym sktadnikiem komorki ulegajacym oksydacji sg biatka. Do powstawania
ROS przyczyniajg sie zaréwno zrodta endogenne, np. reakcje peroksydacji lipidow czy
reakcje katalizowane przez oksydazy i jony metali (Cu2+ i Fe3t) oraz egzogenne, np.
promieniowanie jonizujgce. Organizmy bronig sie przed ich szkodliwym wptywem
wytwarzajgc zwigzki o charakterze antyoksydantow. Wazng role spetniajg rowniez
enzymy, takie jak: dysmutaza ponadtlenkowa i katalaza oraz biatka wigzace jony miedzi
i zelaza [54].

Transkrypty roslinnych metalotionein zlokalizowano w starzejacych sie lisciach.
Metalotioneiny moga by¢ tam potrzebne, by chroni¢ sasiednie tkanki przed wolnymi
rodnikami powstajacymi w procesach starzenia [33,47,54]. Ponadto czynniki generujace
ROS odpowiedzialne sg rowniez za indukcje gendw kodujgcych metalotioneiny [20],
gtownie sgto metale ciezkie, ktore przyczyniajg sie do powstania stresu oksydacyjnego
[55]. Silnego dowodu potwierdzajgcego zaangazowanie metalotionein w ochrone struktur
komorkowych przed reaktywnymi formami tlenu dostarczyli Lee i wsp. [43], ktorzy
udowodnili, ze metalotioneina rzodkiewnika, ulegajgca ekspresji w stransformowanych
komdrkach szparkowych bobu, powoduje obnizenie poziomu ROS, powstajacych po
potraktowaniu komérek kadmem.
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UWAGI KONCOWE

Roslinne metalotioneiny, w przeciwienstwie do zwierzecych, stanowig bardzo
zréznicowang klase biatek; przejawia sie to zaréwno w ich strukturze, jak i regulacji ich
ekspresji. U zwierzat wystepujg cztery izoformy metalotionein oznaczone odpowiednio
numerami I, 11, 1 i IV. Wszystkie majg ten sam, konserwatywny wzorzec reszt
cysteinowych i tylko dwie ostatnie izoformy sg organospecyficzne [2,51,52]. U ro$lin
sytuacjajest bardziej ztozona. R6znorodna struktura pierwszorzedowa sprawia, Zze mimo
podziatu na cztery typy, niektorych biatek nie mozna zakwalifikowaé do zadnego z
nich. Ponadto nie udato sie dotychczas ustali¢ uniwersalnego wzoru ekspresji; czesto
nawet metalotioneiny nalezace do jednego typu, ale pochodzace z réznych gatunkow,
wystepujg w innych organach. Nierozstrzygnieta pozostaje rowniez kwestia regulacji
ekspresji roslinnych metalotionein. Jest to bez watpienia proces wysoce skoordynowany
i sktada sie na mechanizm homeostazy komorki. Przyktadowo jony metali indukujgw
okreslonej tkance geny tylko jednego typu, a na inne albo nie majg wptywu, albo
powoduja ich represje. Nasuwa sie w zwigzku z tym wniosek, ze r6zne typy metalotionein
sg funkcjonalnie odmienne.

Niezbedne sg dalsze badania w tej dziedzinie, skupiajgce sie zwtaszcza na wyizolo-
waniu natywnych produktéw biatkowych oraz poznaniu molekularnych mechanizmoéw
regulacji kodujacych je genéw. Pozwolitoby to w przysztosci wykorzystac je w fitore-
mediacji. Transformowanie roslin genami kodujacymi metalotioneiny z gatunkéw
odpornych na wysokie stezenia metali ciezkich przypuszczalnie podwyzszytoby ich
tolerancje na ten czynnik, dzieki czemu mogtyby nie tylko zy¢ w zanieczyszczonym
srodowisku, ale i aktywnie je oczyszczac.
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Streszczenie: Interleukina 15 (IL-15) jest cytokingo wielokierunkowym wptywie na uktad odpornoscio-
wy. Poczatkowo uwazana byta za cytoking o dziataniu zblizonym do 1L-2, jednak z czasem zgromadzo-
no dowody $wiadczgce o jej odmiennosci dziatania. IL-15 wptywa zaréwno na mechanizmy odpornosci
swoistej, jak i nieswoistej. Indukuje ona powstawanie oraz réznicowanie komérek NK, a takze jest dla
nich czynnikiem chemotaktycznym. Prowadzi do nasilenia aktywnosci cytotoksycznej komoérek NK,
jak tez intensywnego wydzielania IFN-y przez te komoérki. 1L-15 wptywa réwniez na aktywnos$¢ makro-
fagébw oraz granulocytéw obojetnochtonnych. Réwnie istotny jest wptyw IL-15 na limfocyty T. W
przeciwienstwie do 1L-2, ktéra indukuje $mier¢ pobudzonych limfocytéw T, IL-15 dziata antyapopto-
tycznie na te komorki, prowadzac do ich proliferacji. Stanowi czynnik wzrostu dla limfocytéw T CD8+
pamieci, a w okreslonych warunkach wyzwala ich aktywacje niezalezng od antygenu i wasciwosci
cytotoksyczne. Jest takze czynnikiem chemotaktycznym dla limfocytow T. Wptywa réwniez na akty-
wacje komoérek dendrytycznych. Wedtug najnowszych pogladéw, aktywna fizjologicznie formg IL-15
wydaje sie by¢ IL-15 w kompleksie z jej receptorem IL-15Ra o wysokim powinowactwie. W ten
sposob, cytokina ta moze by¢ ,,ujawniana” komérkom efektorowym. W pracy przedstawiono przeglad
aktualnych badan dotyczacych podstawowych wiasciwosci IL-15, jej receptoréw oraz oddziatywania na
poszczegdlne populacje komérek uktadu odpornosciowego.

Stowa kluczowe: interleukina 15, immunomodulacja, limfocyty T pamieci.

Summary: Interleukin 15 (IL-15) is a cytokine that reveals multiple actions on immune system. Initially
it was thought to resemble IL-2, but there is still growing evidence that IL-15 has multiple, unique
properties, in some cases acting opposingly to IL-2. IL-15 influences mechanisms of both innate and
acquired immunity. It induces differentiation and proliferation of NK cells, increases their cytotoxic
properties and ability of IFN-y secretion and also serves as chemoattractant for them. IL-15 acts also on
macrophages/monocytes as well as on neutrophils. In contrary to IL-2, which induces activation-induced
cell death (AICD) of T lymphocytes, IL-15 potently inhibits this process and induces their proliferation.
It serves as growth factor for CD8 memory T lymphocytes. In certain conditions IL-15 causes their
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antigen-independent activation and enhances cytotoxic properties. 1L-15 seems to be essential in early
activation ofdendritic cells. Surprisingly, in many ofits actions, the physiologically active form of IL-15
is thought to be bound to its high-affinity receptor IL-15Ra and presented in trans to effector cells. The
current article summarizes actual opinions and findings on basic properties of IL-15, its receptor complex
and also its impact on immune system.

Keywords: interleukin 15, immunomodulation, memory T lymphocytes.

Wykaz skrétéw: ADCC (antibody dependent cellular cytotoxicity) — cytotoksyczno$¢ komérkowa zalez-
na od przeciwciat; AICD (activation induced cell death) — $mier¢ komérki indukowana jej aktywacja;
APC (antigen presenting cells) — komorki prezentujace antygen; CTL (cytotoxic T lymphocytes) -
limfocyty T cytotoksyczne; DC (dendritic cells) — komoérki dendrytyczne; IEL (intraepithelial lympho-
cytes) -limfocyty srédnabtonkowe; IFN-y - interferony, IL - interleukina; IL-15/1L-15 Ra-kompleks
IL-15 i receptora o wysokim powinowactwie IL-15Ra; LSP-1L-15 (long signal peptide IL-15) - forma
IL-15 o dtugim peptydzie sygnatowym; MCP-1 (monocyte chemotacticprotein) — biatko chemotaktycz-
ne dla monocytéw; Myszy IL-15tg — myszy modyfikowane genetycznie o podwyzszonej konstytu-
tywnej ekspresji 1L-15; Myszy IL-157 — myszy modyfikowane genetycznie niewykazujace ekspresji
IL-15; Myszy IL-15Ra" "-myszy modyfikowane genetycznie niewykazujgce ekspresji IL-15Roc; NO
- tlenek azotu; NK pre (NK cell precursors) - komoérki prekursorowe komérek NK; NK pro (NK celi
progenitors) - komorki progenitorowe komérek NK; NKT (natural killer Tcell) - komoérka NKT; SSP-
IL-15 (short signal peptide IL-15) - forma IL-15 o krétkim peptydzie sygnatowym; TCR (T celi
receptor) — receptor limfocytéw T; Th (T helper) - limfocyty pomocnicze; TNF-a (tumor necrosis
factor a) - czynnik martwicy nowotworu a; UTR - rejon niepodlegajacy translacji.

OGOLNE WEASCIWOSCI IL-15

IL-15 jest glikoproteing o masie czasteczkowej 14-15 kDa, zbudowang ze 114
aminokwasOw [54], zawierajgca 2 mostki dwusiarczkowe w pozycjach C42-C88 oraz
C35-C85 oraz dwa miejsca glikozylacjiN79 oraz NI 12 na koncu C [110], Nalezy ona do
rodziny cytokin majacych w strukturze cztery helisy a potaczone petlami, obejmujacej
takze IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7 i IL-9 [12, 54]. IL-15 jest biatkiem konserwa-
tywnym ewolucyjnie-pomiedzy IL-15 cztowieka i myszy jest 73% podobienstwa [54].

Pomimo powszechnego wystepowania w wielu tkankach mRNA kodujacego 1L-15,
zdolnos¢ do syntezy biatka wykazuja tylko niektére komérki, a inne nabywajajg dopiero
po aktywacji. W rozpoczynajacej sie odpowiedzi immunologicznej, waznym zrodiem
IL-15 sgmakrofagi i monocyty, a nastepnie réwniez komérki dendrytyczne. Produkowana
jest takze przez komorki podscieliska szpiku, komorki nabtonkowe grasicy oraz nabtonek
ptodowego jelita, co ma przypuszczalnie zwigzek z aktywnoscig IL-15 podczas hemato-
poezy, jak tez przez komorki nabtonkowe oraz fibroblasty [40].

Gen kodujacy IL-15 znajduje sie u cztowieka na chromosomie 4g31, natomiast u myszy
w centralnej czesci chromosomu 8 [5]. Sktada sie z 9 egzondéw (egzony 1-8 oraz egzon
4a, odkryty jako ostatni, kodujacy alternatywny peptyd liderowy) [90]. W czgsteczce
mRNA wyr6zniamy rejon niepodlegajacy translacji (UTR) 5' o dtugosci 316 par zasad
(pz), ramke odczytu o dtugosci 486 pz oraz UTR 3' o dhugosci co najmniej 400 pz. Koduje
ona prekursor IL-15 o dhuzszym niz u wigkszosci innych biatek peptydzie liderowym
(sktadajacym sie z 48 aminokwasow). Klasyczny, dtugi peptyd liderowy (LSP-IL-15)
jest kodowany przez egzon 3,4 i 5 genu dla ludzkiej IL-15 [5]. IL-15 istnieje takze
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pod postacigbiatka o krotkim peptydzie liderowym (SSP-IL-15). 21 -aminokwasowy peptyd
sygnatowy jest kodowany wtedy przez egzon 5 oraz dodatkowy egzon 4a [90]. Jednak
forma SSP-IL-15 nie jest wydzielana, lecz jest raczej przechowywana wewnatrz-
komorkowe w jadrze i cytoplazmie. Natomiast forma LSP-IL-15 jest wykrywana w
siateczce $rddplazmatycznej i nastepnie wydzielana [90,125].

Pomimo powszechnego wystepowania transkryptu, IL-15 podlega bardzo mato
wydajnej translacji i sekrecji. Produkcja IL-15 jest bowiem Scisle regulowana. Umiar-
kowana kontrola ekspresji ma miejsce na poziomie transkrypcji, natomiast jej gtéwna
czes¢ odbywa sie na etapie translacji oraz transportu wewnatrzkomérkowego. W
regulacji poziomu transkrypcji biorg udziat sekwencje regulatorowe IRF-E oraz
NF-kB wigzace sie odpowiednio z czynnikami IRF-1/2 oraz NF-kB [132]. Regulacja
ekspresji poszczegdlnych rodzajéw mRNA kodujacych SSP-1L-15 lub LSP-IL-15 moze
odbywac sie przez alternatywny splicing lub/i przez dziatanie dodatkowego, nieznanego
promotora odpowiedzialnego za powstawanie krétszej formy mRNA [125]. Uwaza
sie, ze za kontrole wytwarzania IL-15 na etapie posttranskrypcyjnym odpowiedzialne
sg trzy gtdéwne mechanizmy regulatorowe: liczne kodony startu (AUG) w rejonie
niepodlegajacym translacji 5’ (5’-UTR), dwa rézne peptydy sygnatowe oraz negatywny
fragment regulatorowy w poblizu konca C biatka prekursorawego. Ominiecie za pomoca
inzynierii genetycznej tych trzech etapow pozwolito na 250-krotne zwiekszenie poziomu
wydzielania IL-15 [10]. Zasugerowano jednoczesnie, ze poprzez przechowywanie
nieaktywnego translacyjnie mRNA dla IL-15, komérki mogtyby odpowiadac na infekcje
wewnatrzkomorkowe i inne bodzce za pomocg gwattownego przeksztatcania mRNA
w forme aktywnie podlegajaca translacji. Zasugerowano, ze regulacyjny wptyw na
poziom IL-15 moze mie¢ takze jej gwattowne pochtanianie przez komérki wykazujgce
ekspresje receptora dla IL-15 o wysokim powinowactwie [47],

Dotychczas zidentyfikowano dwa typy receptoréw dla IL-15. Najlepiej poznano
budowe i funkcje receptora typu I, zbudowanego z trzech podjednostek a, [3 iy (Y)
(ryc. 1). Dwie ostatnie wchodzg takze w skiad receptora dla IL-2: IL-2/15R[3 oraz
IL-2/15Ry(y) [51], co warunkuje pewne cechy wspdlne tych cytokin. Zaréwno IL-2,
jak i IL-15 majgjednak odrebne taricuchy a: IL-2Roc dla IL-2 oraz IL-15Rot dla IL-15
[52]. IL-2/15RP oraz y wystepuja konstytutywnie na powierzchni komoérek NK, a
takze monocytéw i limfocytow T [63]. Pomimo ze do optymalnego przekazywania
sygnatu wymagany jest kompleks receptorowy ztozony z trzech podjednostek, receptor
IL-2/15Rpy moze przewodzi¢ sygnat takze samodzielnie, wigzac IL-15 z posSrednim
powinowactwem [6].

IL-15Roc wystepuje na aktywowanych, ale nie spoczynkowych makrofagach,
komorkach NK, limfocytach CD4 i CD8+ [27]. Jednak transkrypt dla IL-15Roc wykryto
takze m.in. w sercu, watrobie, $ledzionie, ptucach, miesniach szkieletowych oraz na
aktywowanych komdrkach srodbtonka [52]. IL-15Roc charakteryzuje wigzanie IL-15
z wysokim powinowactwem [6]. Cho¢ poczagtkowo sgdzono, ze IL-15Ra nie ma
zdolnosci do samodzielnego przekazywania sygnatu, ostatnie doniesienia sugeruja, ze
moze on wptywac na whasciwosci antyapoptotyczne IL-15 [ 18], jak réwniez regulowac
poziom ekspresji czynnikajadrowego aktywowanych limfocytow T (NF-AT) [37].
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Ze wzgledu na to, ze IL-15 oraz IL-2 moga wiazac sie ze wspolnym receptorem
IL-2/15R0y, wydaje sie, ze w pewnym zakresie ich szlak przekaznictwa sygnatu
moze wyglada¢ podobnie, jesli nie identycznie. W aktywowanych limfocytach T,
przytaczenie IL-15 do IL-15R[3 aktywuje kinaze Janusowg ! (JAKI) oraz biatka
STATS3, natomiast w przypadku podjednostki y nastepuje aktywacja JAK3 oraz STAT5
[61]. Szlaki przekazywania sygnatdéw przez IL-2 i IL-15 w limfocytach T obejmuja
takze fosforylacje cytoplazmatycznych kinaz tyrozynowych p56lck oraz p72syk, indukcje
ekspresji biatka antyapoptotycznego Bcl-2 oraz stymulacje szlaku kinaz MAP,
prowadzacg do aktywacji czynnikow Fos/Jun [92]. Wykazano, ze stymulacja za pomocg
IL-15 prowadzi w leukocytach krwi obwodowej do aktywacji czynnikéw transkryp-
cyjnych NF-kB oraz AP-1, natomiast w neutrofilach jedynie NF-kB [89],

W obliczu opisanych powyzej podobienstw w szlaku przekazywania sygnatu przez
IL-2 oraz IL-15 wydaje sie, ze réznice dziatania tych cytokin moga zaleze¢ od odmiennej
dystrybucji ich receptoréw a
[42]. Jednak doniesienia o
odrebnym przekazZnictwie
sygnatéw przez IL-15Ra,
by¢ moze kazg zweryfikowaé
ten poglad.

Odkryto takze receptor dla
IL-15 typu Il, 0 masie 60-65
kDa, ktéry nazwano IL-15RX.
Wystepuje on na komorkach
tucznych, nie zawiera zadnego
z elementdw powyzej opisane-
go receptora i odpowiedzialny
jest za przewodzenie innego
rodzaju sygnatu wewnatrzko-
morkowego [124],

Czynnikiem istotnie wpty-
wajacym na aktywnos$¢ IL-15
W organizmie jestjej wystepo-
wanie w formie zwigzanej z
btong komérkowa. Wykazano,

wysokie posrednie
powinowactwo powinowactwo

RYCINA 1. Heterotrimeryczny receptor dla IL-15 o wyso-

kim powinowactwie skiada sie z trzech podjednostek ze wolna IL-15jestwydzielana
IL-15Roc, IL-2/15RP i y. Receptor dla IL-15 moze wyste- nawet przez monocyty jedynie
powac takze w formie monomerycznej jako IL-15Ra, w warunkach przewlekiej sty-

wigzacy IL-15 z wysokim powinowactwem oraz IL-2/15R(3y ..
o posrednim powinowactwie do IL-15 (wigzacy jednak z mulacji. Zwykle gromadza one
wysokim powinowactwem IL-15 ujawniang na powierzchni 1L-15 Wewnqtrzkomérkowo,
IL-15Ra - wyjasnienie zjawiska w dalszej czesci tekstu) natomiast po aktywacji gwa%—

townie przemieszczajg ja do
btony komorkowej [98]. Wedlug ostatnich doniesien, wystepujgca na powierzchni
komérek IL-15 jest zwigzana z receptorem o wysokim powinowactwie-IL-15Ra.
Komdrki majace IL-15Ra moga dzieki temu wychwytywaé IL-15 wystepujaca nawet
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w niskich, fizjologicznych stezeniach i dostarczac jg innym komdrkom. Szczegdlnie istotny
jest fakt, ze kompleks IL-15/IL-15R(X, w przeciwienstwie do wolnej IL-15, aktywuje
rownie silnie komorki majace heterotrimeryczny receptor IL-15Ra/IL-2/IL-15Rfty, jak
tez sam IL-2/I1L-15R0y [34], Przypuszczalnie, zmiana konformacji IL-15 po zwigzaniu z
IL-15Roc wptywa na wzrost powinowactwa do IL-2/IL-15RPy. Dlatego eliminuje to
potrzebe ekspresji IL-15Ra na efektorowych limfocytach T i komérkach NK in vivo.
Zasugerowano, ze IL-15/IL-15Ra moze by¢ formg aktywna IL-15, co ttumaczytoby
fakt, ze IL-15, w warunkach fizjologicznych, praktycznie nie mozna wykry¢ w ptynach
organizmu [70]. Ponadto, produkcja IL-15 oraz IL-15Ra moze odbywaé sie w tych
samych komérkach, umozliwiajgc tworzenie komplekséw na powierzchni monocytéw,
komorek dendrytycznych i komoérek podscieliska [34]. Wysunieto hipoteze méwiaca,
ze komérki majace IL-15Ra moga stanowi¢ takze rezerwuar IL-15 znajdujacej sie
albo w kompleksie z receptorem, albo, po endocytozie, przechowywanej wewnatrzko-
morkowe [70].

W $wietle najnowszych doniesien, powierzchniowa IL-15 moze dziata¢ nie tylko jako
ligand, ale takze jako receptor [99], Po zwigzaniu nieznanego ligandu (przypuszczalnie
IL-2/1L-15R), przekazuje sygnat wewnatrzkomorkowy aktywujac mate GTP-azy oraz kinazy
MAP, co prowadzi do zjawisk zwigzanych z adhezjg komorek oraz produkcjg cytokin.

Pragnac zbada¢ wptyw IL-15 na réznorodne populacje komorkowe oraz ich
wzajemne zaleznosci, skonstruowano myszy pozbawione IL-15 (IL-15"") [68] lub
IL-15Ra (IL-15Ra ’) [81]. Badania wykazaty, ze zwierzeta te cechujg sie podobnymi
defektami w zakresie komérek NK, NKT, limfocytéw Srodnabtonkowych (IEL) oraz
limfocytow T CD8 . Myszy te majg wybitnie obnizong liczbe komérek NK, a ich
splenocyty nie wykazujg aktywnosci cytotoksycznej. Charakteryzujg sie takze znacznie
obnizong liczbg komoérek NKT oraz IEL, wsrdd ktorych najbardziej zredukowana zostata
liczba limfocytow TyS. Takze liczebnos$¢ populacji limfocytow CD8 , zwlaszcza o
fenotypie komérek pamieci, jest znacznie obnizona. Jednak fenotypy myszy IL-15"
oraz IL-15Ra’’ nie sg identyczne. U myszy IL-15 ' rozw6j limfocytéw CD4 i CD8
w grasicy zachodzi prawidtowo. W przeciwienstwie do nich, myszy IL-15Ra
charakteryzujg sie uposledzonym rozwojem limfocytéw CD8 , jak tez znaczng
limfopenia.

Z drugiej strony, myszy transgeniczne z uposledzong potranskrypcyjna kontrolg
ekspresji 1L-15, ktére wydajnie syntetyzujg oraz wydzielajg IL-15, cechuja sie znaczng
limfocytozg krwi obwodowej ze wzrostem odsetka komdrek NK oraz limfocytow
pamieci CD8 , a po kilku miesigcach rozwijajg biataczke limfoblastycznatypu NK lub
NKT [45].

KOMORKI NK

IL-15 jest czynnikiem niezbednym dla zachodzacego w szpiku kostnym rozwoju
funkcjonalnych komorek NK. Komdrki progenitorowe komoérek NK (NKpro) w wyniku
dziatania czynnikow c-KitL oraz FIt3L, réznicujg sie w wykazujace ekspresje IL-2/
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CD56 CD56+

Flt3+ fL-2/15RP CD16+-
&-Kit IL-2/15Rp+

fL-15Ra

receptory kom. NK

RYCINA 2. Schemat rozwoju komérek NK (adaptowane z [42]). Uwaza sig, ze 1L-15 jest
fizjologicznym czynnikiem réznicowania komérek NKpre w dojrzate komérki NK. Te sama role, w
warunkach eksperymentalnych lub po ingerencji terapeutycznej, moze spetnia¢ IL-2, jednak w
warunkach fizjologicznych wystepuje w szpiku jedynie w niewielkich ilosciach

15RP komorki prekursorowe (NKpre). Te z kolei odpowiadajg na IL-15 r6znicujac sie
do dojrzatych komoérek NK [42] (ryc. 2). W warunkach eksperymentalnych in vitro
wykazano réwniez zdolno$¢ do réznicowania komérek NK pod wplywem IL-15 z
komoérek CD34 z krwi pepowinowej [21, 26], komorek CD34 ze szpiku [21],
pochodzacych z ptodowej watroby komérek CD34’CD387 [59] oraz komérek progenito-
rowych pochodzacych z grasicy [91].

Komoérki NK powstajgce in vitro pod wptywem IL-15 z komorek hemato-
poetycznych przypominajg subpopulacje komérek NK CD56brighl, ktore w warunkach
fizjologicznych stanowig niewielki procent ogolnej populacji komoérek NK. Nie majg
one na swojej powierzchni receptoréw KIR ani Ly-49 [140], Wprawdzie wykazujg
one wihasciwosci cytotoksyczne wzgledem komaérek nowotworowych, ale ich charakte-
rystyczng whasciwoscigjest intensywne wydzielanie cytokin i chemokin po uprzedniej
stymulacji [42].

Przypuszczalnie, w warunkach fizjologicznych, komorki podsScieliska dostarczaja
sygnatéw niezbednych do ekspresji receptorow KIR lub Ly-49 na komoérkach NK.
Pomimo ze komorki podscieliska wykazujg ekspresje mRNA kodujgcego 1L-15,
wydzielajg jedynie niewielkie ilosci IL-15 [95]. Wykazuja jednak takze ekspresje
IL-15Ra. W kontekscie ostatnich doniesien dotyczacych ujawniania IL-15 na powierz-
chni btony komérkowej przez IL-15Ra mozna wysnu¢ przypuszczenia, ze komorki
podscieliska moga dostarcza¢ IL-15 prekursorom komdérek NK w drodze kontaktu
bezposredniego [34]. Analogicznie wykazano, ze fibroblasty pochodzace ze sledziony
wykazuja konstytutywna ekspresje 1L-15/1L-15Ra, przez co maja wptyw na réznico-
wanie komoérek CD34 do dojrzatych, wykazujacych ekspresje KIR oraz whasciwosci
cytotoksyczne komdrek NK [17]. By¢ moze, ekspresja receptorow KIR lub Ly-49
zalezy od zdolnosci IL-15/IL-15Ra do pobudzania komérek prekursorowych
niemajgcych receptora IL-15Ra. Ponadto zasugerowano, ze komérki NKpre moga
bezposrednio indukowac ekspresje IL-15 w komérkach podscieliska [56].
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IL-15 wptywa takze na podtrzymanie liczebnos$ci populacji dojrzatych komorek NK
w organizmie przedtuzajgc ich okres przezycia, jak tez stymulujgc ich powolna, podstawo-
wa proliferacje (tzw. proliferacje homeostatyczng) [114]. Dojrzate komorki NK wyka-
zujgznacznie obnizony czas zycia w organizmie myszy IL-15"" w poréwnaniu z myszami
niemodyfikowanymi (5 dni vs. 5 tygodni) [30]. Wydaje sie, ze komorki NK, aby przezy¢,
wymagajg ciagtych sygnatéw od komorek wykazujacych ekspresje IL-15Ra, nato-
miast same nie muszg mie¢ IL-15Ra [71]. Jedna z hipotez ttumaczacych to zjawisko
mowi, ze komérki inne niz NK, pod wptywem stymulacji 1L-15Ra moga wydziela¢
niezidentyfikowane rozpuszczalne lub btonowe czynniki, ktore bezposrednio wpltywaja
na przezycie komdérek NK. Najprawdopodobniej jednak zwigzane jest to ze zjawiskiem
ujawniania IL-15 w formie zwigzanej z IL-15Ra, dzieki ktérej mogtyby zostac¢ pobu-
dzone komoérki NK majace jedynie IL-2/15R[3y. Podczas gdy wydaje sig, ze obecnosé
IL-15Ra na komdérkach NK nie jest wymagana dla przezycia obwodowych, spoczynko-
wych komérek NK, mozliwe jest, ze wptywa ona na funkcje efektorowe komérek NK,
takie jak aktywnosc¢ cytotoksyczna i wydzielanie cytokin. Wykazano, ze istotngrole w
przedtuzaniu przezycia komoérek NK odgrywa indukowana przez IL-15 ekspresja
czynnika antyapoptotycznego Bcl-2 [30]. Dziatanie antyapoptotyczne IL-15 ma takze
znaczenie podczas kontaktu aktywowanych przez IL-2 komorek NK ze Srddbtonkiem
naczyniowym. W tych warunkach czesto podlegajg one apoptozie, ktorej zapobiega
IL-15 [116].

IL-15 ma zdolnos¢ indukcji proliferacji dojrzatych komdrek NK subpopulacji CD56hngllt
[24], a in vitro pozwala im przezy¢ nawet w pozywce bez surowicy [23]. Sama IL-15
nie jest jednak wystarczajacym bodzcem, aby zapoczatkowac proliferacje dojrzatych
komorek NK innych subpopulacji. Natomiast dziatajac tacznie z IL-12 lub 1L-10 silnie
stymuluje ich podziaty [133]. IL-15 istotnie nasila takze wtasciwosci cytotoksyczne i
zdolnos$¢ do cytotoksycznosci zaleznej od przeciwciat (ADCC) komorek NK [24].
Przypuszczalnie jednym z mechanizméw zwigkszania cytotoksycznosci przez 1L-15
jest indukcja ekspresji czasteczki LFA-1 na komorkach NK, co wptywa na zdolnos¢
wigzania atakowanej komorki [11]. Wykazano takze, ze IL-15 dziata bezposrednio
chemotaktycznie na komorki NK, jak rowniez zwieksza ich wiasciwosci adhezyjne do
komorek srddbtonka naczyniowego [2].

IL-15, jezeli dziata samodzielnie, nie wywiera znaczgcego wptywu na profil wydzie-
lania cytokin przez komérki NK. Natomiast silnie pobudza wydzielanie cytokin dziatajac
rownolegle z innymi monokinami - gtéwnie z IL-12. Chociaz sama IL-15 wplywajedynie
w niewielkim stopniu na poziom wydzielania IFN-y przez komérki NK i limfocyty T, a
dziata pod tym wzgledem synergistycznie z 1L-18, IL-21 [122] oraz IL-12 [24], jest wrecz
uwazana za czynnik niezbedny do optymalnej produkcji IFN-y przez komorki NK [41].
Stosunkowo dobrze udokumentowano wydzielanie cytokin przez komérki NK stymulowane
facznie IL-15 i IL-12. Razem wzmagajg wydzielanie IL-10, TNF-a, MIP-la i MIP-10
[24,44]. IL-15 w kombinacji z IL-18 optymalnie indukuje synteze GM-CSF [44]. Ludzkie
komorki NK pod wptywem IL-15 wydzielajgliczne chemokiny: MIP-la i MIP-10 [ 15,43],
MCP-la oraz RANTES [28], ktére moga dziata¢ chemotaktycznie na same komorki NK.
Przypuszczalnie, opisany powyzej wptyw IL-15 na wydzielanie cytokin dotyczy gtdwnie
populacji CD56bnght komérek NK [42]. Podobnie, jedynie te komérki reagujg na bodziec
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3. Czynniki aktywujgce makrofagi
GM-CSF, MIP1 a, MIP1|3, TNF-a

2. monokiny .
IL-18 ,L’15 TNF-a
IL-10

RYCINA 3. IL-I5 uczestniczy w mechanizmach komunikacji pomiedzy aktywowanymi monocytami/
makrofagami a komérkami NK

wynikajacy ze zwigzania receptora CD94 w potgczeniu ze stymulacjg IL-15 produkujac
IFN-y oraz intensywnie proliferujac [ 130].

Spostrzezenia dotyczace produkcji cytokin przez komérki NK pod wptywem monokin
nabierajg szczegdlnego znaczenia podczas odpowiedzi zapalnej z udziatem monocytow/
makrofagow i komérek NK (ryc. 3). Monocyt lub makrofag, w odpowiedzi na czynnik
zakazny wydziela m.in. monokiny: IL-15, IL-12, IL-18. Czynniki te wptywaja syner-
gistycznie na produkcje IFN-y przez komorki NK, co z kolei wzmaga m.in. aktywnos$¢
monocytéw/makrofagéw. Jednoczesnie, IL-15 moze uwrazliwia¢ komoérki NK i limfo-
cyty T na dziatanie 1L-12 i IL-18 indukujac na ich powierzchni ekspresje IL-12RJ32
oraz ILI 8R [123]. Podobne znaczenie moze mie¢ zaobserwowana ostatnio interakcja
komorek NK z komérkami dendrytycznymi (DC) w obrebie drugorzedowych narzadow
limfatycznych [46]. Przypuszczalnie, IL-15 prezentowana przez DC w formie zwigzanej
z IL-15Ra moze odgrywac zasadniczg role w indukcji proliferacji komoérek NK,
natomiast wydzielana przez te same DC IL-12 wydaje sie bezposrednio wptywaé na
wydzielanie IFN-y przez komorki NK.

Jednym z modeli, na ktérych badano oddziatywanie IL-15 na komdrki NK, byty
komdrki linii NK-92 (przypominajace fenotypowo komorki NK CD56bnght), do ktérych
wprowadzono gen dla IL-15 [141]. Transfekcja znacznie przyspieszyta tempo proliferacji
tych komorek, co zwiazane byto ze zmiang zdolnosci do przylegania i ekspresji CD54,
a takze stanem aktywacji, ktory wyrazat sie nadekspresjg CD69. Wzrosta takze ich
cytotoksyczno$é przeciwko wielu liniom komorek nowotworowych, co prawdopodobnie
byto zwigzane ze wzrostem ekspresji perforyny, FasL, IFN-y, receptora aktywujgcego
NKG2D oraz obnizeniem ekspresji receptora hamujagcego NKG2A/CD94.
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LIMFOCYTY T

Odkrycie IL-15 zwigzane byto zjej zdolnoscig do stymulacji proliferacji linii limfocytow
CTLL zaleznych od IL-2 badZ limfocytow stymulowanych mitogenem, przy braku IL-2
[19,54], Zostata wiec zidentyfikowana jako czynnik wzrostu limfocytow T, co Swiadczy o
jej istotnym znaczeniu dla tej populacji komdrek. Wystepujace fizjologicznie limfocyty T
spoczynkowe wydaja sie by¢ niewrazliwe na IL-15. Natomiast po aktywacji receptora
TCR nabywajg wrazliwosci na IL-15, co prawdopodobnie moze by¢ zwiazane z po-
jawieniem sie ekspresji IL-15Ra na ich powierzchni [40]. Taka stymulacja sprawia, ze
nabywajg one ekspresji IL-2Roc, IL-2/15R[3, FasL, CD30, TNFRII, CD40L, CD69
oraz CD94/NKG2A, natomiast obniza sie poziom IL-15Ra, co wigze sie z wtérnym
zmniejszeniem wrazliwosci na IL-15 [40]. U ludzi IL-15 wydaje sie wptywac na
proliferacje limfocytéw T pamieci CD8 i CD4 oraz limfocytéw dziewiczych CD8 |,
ale nie CD4\ co zwigzane jest z obecnoscig receptora IL-2/15Rp [67]. Natomiast u
myszy, jak ostatnio wykazano, IL-15 zastosowana w wysokich dawkach moze
stymulowac takze proliferacje limfocytéw T CD4 dziewiczych [100].

IL-15 jest czynnikiem chemotaktycznym dla limfocytow T izolowanych z ludzkiej
krwi [135]. Oddziatujgc bezposrednio na limfocyty T indukuje na nich ekspresje
receptorow dla chemokin typu CC, jak réwniez stymuluje wydzielanie chemokin
nalezacych do wszystkich grup (CC, CXC i C), m.in. RANTES, MIP-la i MIP-1[3
[109]. Dzieki indukcji ekspresji hialuronianu na komoérkach srédbtonka naczyniowego
(dla ktérego ligandem jest czgsteczka CD44 na powierzchni limfocytéw), jak tez
zwiekszajac wiasciwosci wigzace czasteczek LFA-1 leukocytéw [105], IL-15 nasila
migracje limfocytéw T przez srédbtonek naczyniowy. Podobnie, zaobserwowano, ze
myszy IL-15Roc wykazujg znaczng limfopenie, pomimo prawidlowego rozwoju
limfocytow T i B, co wigze sie z ostabieniem proliferacji oraz migracji limfocytéw T do
weztéw chionnych [81].

Najlepiej udokumentowany zostat wptyw IL-15 na limfocyty pamieci CD8
(CD44hlgh). Bezposrednich dowodoéw dostarczajg opisy myszy IL-15" oraz
IL-15Rof" [68, 81], majacych wybitnie obnizona liczbe limfocytéw T pamieci CD8 *
Takze po przebyciu infekcji wirusowej, odnotowano u nich znacznie obnizongzaréwno
liczebnos¢, jak tez proliferacje specyficznych w stosunku do antygenu limfocytow
pamieci CD8’, w poréwnaniu z myszami kontrolnymi [13, 119], Na podstawie analizy
populacji limfocytéw w grasicy i na obwodzie u myszy IL-15" zaproponowano model,
wedtug ktérego IL-15 nie jest czynnikiem niezbednym dla rozwoju limfocytéw CD8’,
moze by¢ natomiast wymagana dla ich namnazania i przezycia [68]. Myszy transgeniczne
(IL-15tg) majg bardzo liczna populacje limfocytéw T CD8 pamieci, szczegblnie po
immunizacji [84, 137]. Najczesciej rozwaza sie bezposrednie oddziatywanie IL-15 na
limfocyty T pamieci CD8+. Istniejgjednak takze uzasadnione domniemania, ze IL-15
wptywa na te komorki za posrednictwem komorek dendrytycznych [35].

Whptyw IL-15 na liczebno$¢ limfocytéw pamieci mozna rozpatrywac w trzech aspek-
tach: (1) namnazania specyficznych antygenowo limfocytéw CD8+ podczas odpowiedzi
pierwotnej, (2) bezposredniego wpltywu na przezycie limfocytow pamieci oraz (3)
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odnowy ich populacji w wyniku powolnej proliferacji. Pomimo ze niektdrzy autorzy
sugerujg, ze proces wymieniony w punkcie pierwszym moze mie¢ istotne znaczenie
[119], nie dostarczajgjednak jednoznacznych na to dowoddw. Obecnie uwaza sig, ze
IL-15 odgrywa role przede wszystkim w tzw. homeostatycznej proliferacji limfocytow
pamieci CD8 [13], Jesli limfocyty te przestajg otrzymywac sygnaty ze strony IL-15,
ich liczba stopniowo zmniejsza sie [53]. Natomiast podanie IL-15 w warunkach
eksperymentalnych stymuluje proliferacje limfocytow pamieci CD8 zaréwno in vitro,
jak tez in vivo [142], Ostatnio wykazano, ze IL-15 moze utrzymywaé homeostatyczng
proliferacje limfocytow T pamieci CD8 indukujac w nich stabilng ekspresje telomerazy
[78].

Populacje limfocytéw pamieci CD8 roznigsie w zakresie zapotrzebowania na IL-15
i ekspresji IL-15R[3 [48]. U myszy IL-15/ oraz IL-15Ra ' wystepujanieliczne populacje
limfocytow CDA44high, ktére charakteryzujg sie relatywnie szybkaproliferacja i zdolnoscia
do wydzielania cytokin [65]. IL-15 wptywa takze na liczebno$¢ limfocytow pamieci CD8
dziatajac bezposrednio jako czynnik antyapoptotyczny. Zwieksza w nich ekspresje biatka
antyapoptotycznego Bcl-2 oraz Bcl-xL [ 14,136], a komdrki te stajgsie oporne na apoptoze
indukowang przez CD95/Fas [96]. W przeciwienstwie do IL-15, poréwnywana z nig
czesto I1L-2 hamuje proliferacje limfocytow pamieci T CD8 [131].

Aktywnos¢ IL-15 jako czynnika nasilajacego przezycie limfocytow pamieci CD8 moze
prowadzi¢ takze do zjawisk niepozgdanych. Prawdopodobnie limfocyty pamieci moga
wspotzawodniczy¢ w naturalnych warunkach o IL-15, a wywotana przez IL-15 indukcja
klonéw limfocytow skierowanych przeciwko okreslonemu antygenowi moze uposledzac
funkcje istniejacychjuz w organizmie limfocytow pamieci [29]. W wieku starszym, zaréwno
u ludzi jak i u myszy, zaobserwowano charakterystyczne, bardzo liczne klony limfocytéw
CD8 , podlegajace bardzo powolnym podziatom, kt6re do podtrzymania proliferacji wymagaja
IL-15 [72]. Mozliwejest, ze wspdtzawodniczgone z limfocytami pamigci CD8 o tacytoking,
co moze prowadzi¢ do zwiekszonej zapadalnosci na infekcje.

IL-15 jest nie tylko czynnikiem wzrostu i przezycia limfocytow pamieci CD8+, ale
takze aktywuje te komorki. Yajima i in. zasugerowali, ze IL-15 odgrywa zasadniczg
role juz we wczesnych etapach aktywacji limfocytow T pamieci CD8 [138]. Moze
takze je aktywowac niezaleznie od zwigzania TCR. W podobnym stopniu co zwig-
zanie receptora TCR indukuje ich cytotoksyczno$¢, ekspresje czasteczek efektorowych:
IFN-y, TNF-p, granzymu B i perforyny oraz proliferacje [134]. Limfocyty T CD8
pamieci aktywowane za pomoca IL-15 wykazujg takze w 77% identyczng ekspresje
gendw, co aktywowane za pomocg TCR [80].

W toku badan nad rolg IL-15 w procesie homeostatycznej proliferacji limfocytow T
CD8’ wykazano, ze zalezy ona od ekspresji I1L-15Ra na powierzchni komdrek innych niz
limfocyty CD8+, przypuszczalnie komorek wywodzacych sie ze szpiku kostnego i komérek
podscieliska [72,118]. Pierwotnie sugerowano, ze komorki majgce IL-15Ra mogtyby pod
wplywem IL-15 wydziela¢ nieznany czynnik oddziatujgcy na komorki pamieci CD8 [82],
Obecnie wydaje sig, ze ujawniajg one limfocytom CD8 IL-15 zwigzang z receptorem
IL-15Ra, a proces ten ma znaczenie zaréwno w warunkach fizjologicznych, jak tez po
podaniu egzogennej 1L-15 [72,118]. Rolareceptora IL-15Roc na samych limfocytach CD8
nie zostatajeszcze wyjasniona. Podczas gdy dziewicze limfocyty CD8 nie wykazujgjego
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ekspresji, pojawia sie on na komorkach aktywowanych i utrzymuje sie na limfocytach
pamieci CD8 [119]. Chociaz IL-15Roc nie mawiekszego znaczenia dla indukcji proliferacji
ani wptywu IL-15 na przezycie limfocytow, wydaje sig, ze znacznie wzmaga wrazliwos¢
tych komorek na niskie stezenia IL-15 [14,118].

Znacznie mniej jest wiadomo o wptywie IL-15 na limfocyty dziewicze CD8+ (CD44low).
Myszy IL-15' oraz IL-15Ra ' majg znacznie mniej liczne populacje dziewiczych
limfocytéw T [68, 81, 136]. U myszy IL-15Ra " moze to by¢ spowodowane uposle-
dzeniem dojrzewania tych limfocytéw w grasicy, poniewaz majg one znacznie obnizong
populacje tymocytéw ,,pojedynczo-pozytywnych” CD8 [81]. Liczne badania dowodza,
ze 1L-15 nie wptywa na proliferacje mysich limfocytéw dziewiczych zaréwno in vitro,
jak in vivo [ 142]. IL-15 moze natomiast przedtuzac ich okres zycia podwyzszajac poziom
biatka antyapoptotycznego Bcl-2 [14], Jakkolwiek ludzkie dziewicze limfocyty T CD8
reagujgna IL-15 obnizajgc ekspresje CD45RA i CD28 (ale utrzymujac CD27), nabywaja
wilasciwosci cytotoksycznych, ekspresji perforyny i granzymu B, a takze wydzielaja
cytokiny: IFN-yi TNF-a [4]. Jednak komorki te sg stosunkowo mato wrazliwe na IL-15,
prawdopodobnie dlatego ze maja niska ekspresje 1L-2/15R[3 [48].

IL-15 odgrywa rowniez istotngrole w procesie dojrzewania powinowactwa limfocytéw
T CD8 poprzez zwiekszanie ekspresji CD8 [102]. Limfocyty o najwiekszym powino-
wactwie do antygenu wykazujg najwyzszy poziom ekspresji IL-15Ra, dzieki czemu
utrzymuja sie dtuzej w organizmie w wyniku homeostatycznej proliferacji.

IFN-y

CD40L
limfocyt T CD4 + monocyt

RYCINA 4. Wptyw IL-15 na interakcje pomiedzy limfocytami T CD4 a monocytami. Aktywowane
za pomocg IL-15 limfocyty T CD4' wykazuja wysoka ekspresje czasteczek CD40L/CD154. Jedno-
czednie, IL-15 moze zwigksza¢ ekspresje CD40 na powierzchni monocytéw, a interakcja tych
czasteczek prowadzi do aktywacji monocytu oraz m.in. produkcji IL-12. IL-15 uwrazliwia tez
limfocyty T na IL-12 zwiekszajac ekspresje 1L-12RJ31. IL-12 synergistycznie z IL-15 wptywa
m.in. na wydzielanie IFN-y [89]
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IL-15 nie wptywa ani na proliferacje, ani aktywacje ludzkich limfocytow T CD4
dziewiczych [67, 120]. Jednak aktywowane limfocyty T CD4 nabywajg wrazliwosci
na IL-15, ktora stymuluje ich proliferacje [ 120], jak réwniez indukuje ekspresje CD40L/
CD 154 na ich powierzchni [121]. Dzieki temu, moga one aktywowaé komoérki dendry-
tyczne, limfocyty B i monocyty (ryc. 4). IL-15 jest takze jednym z czynnikéw majacych
wptyw na réznicowanie limfocytow T CD4 w kierunku populacji typu Th1, charakte-
ryzujgcych sie produkcjg IFN-y [100, 120].

Przypuszczalnie 1L-15 odgrywa wazngrole podczas pierwotnej odpowiedzi immunolo-
gicznej, w konncowym okresie ekspansji specyficznych antygenowo limfocytéw T CDA4+,
dziatajgcjako ich czynnik przezycia. Zwykle, aktywowane antygenem limfocyty T CD4
rozpoczynaja intensywng proliferacje, zwigzang z odpowiedzig na produkowang auto- i
parakrynnie IL-2. Jezeli w tym stadium ponownie zostang pobudzone antygenem, na ich
powierzchni pojawiajg sie czasteczki FasL, co z kolei moze prowadzi¢ do ich $mierci w
procesie zwanym AICD (activation-induced cell death) - $mier¢ komorki w wyniku
aktywacji. IL-2 jest czynnikiem bezpos$rednio przyczyniajacym sie do procesu AICD [131].
W przeciwienstwie do niej, 1L-15 wptywa na przedtuzenie przezycia tych limfocytow hamujac
proces AICD [84]. Inne z kolei badania wykazaty, ze IL-15 moze zapobiega¢ $mierci
aktywowanych limfocytow CD4 sprawiajac, ze nabywajg one fenotypu ,,komdrek
wyciszonych”, zatrzymuja podziaty komorkowe i obnizajg ekspresje CD71, CD95 i CD25.
Natomiast powstate w ten sposob komorki, po ponownej stymulacji antygenowej bardzo
intensywnie sie dziela, a takze sg odporne na $mier¢ indukowang aktywacjg TCR [33].

Limfocyty pamieci T CD4 , zaréwno ludzkie jak i mysie, nabywajg pod wptywem
IL-15 zdolnosci do proliferacji oraz ekspresji niektdrych markeréw aktywacji [67, 100].
IL-15 moze wptywaé na indukcje receptora CXCR4 na limfocytach pamieci T CD4
[64], co moze mie¢ znaczenie zaréwno podczas chemotaksji, jak tez infekcji HIV.
Jednak ostatnie badania przeprowadzone na modelu mysim sugeruja, ze w przeciwien-
stwie do limfocytow pamieci CD8 , homeostatyczna proliferacja limfocytow pamieci
CD4' wydaje sie nie zaleze¢ od IL-15 [126].

Wykazano, ze IL-15 wptywa zarébwno na rozwdj, jak i na funkcje jelitowych
limfocytéw srodnabtonkowych (IlEL - intestinal intraepithelial lymphocytes) oraz
dendrytycznych naskérkowych limfocytéw Tyo (dendritic epidermal TCRyd T cells
- DETC) biorgcych udziat m.in. w mechanizmach odpornosci zwigzanej z btonami
$luzowymi. Zaréwno myszy IL-15R« [81], jak tez IL-15" [68] miaty dwukrotnie
mniej ilEL niz myszy typu ,,dzikiego”. ilEL wykazujg ekspresje IL-15Roc i proliferujgw
odpowiedzi na IL-15. Cytokina ta chroni je réwniez przed spontaniczng apoptozg
podnoszac w nich poziom Bcl-2 [57], IL-15 stymuluje proliferacje, cytotoksycznos¢ i
produkcje IFN-y przez ludzkie ilEL TCRy® [36]. Odgrywa takze role we wzmaganiu
przezycia ilEL TCRafR w warunkach braku stymulacji antygenowej, jak réwniez w ich
namnazaniu i zywotnosci po stymulacji antygenem [76]. Liczne badania potwierdzajg
takze, ze IL-15 jest czynnikiem niezbednym do wzrostu i przezycia aktywowanych
DETC oraz ze moze odgrywac role w ich lokalizacji w skorze [40].

IL-15 wptywa réwniez na namnazanie oraz utrzymywanie sie populacji komorek
NKT [40]. Mysie komdrki NKT proliferujgw odpowiedzi na IL-15, a ich liczebno$¢
jest znacznie obnizona u myszy IL-15" [68], IL-15R«" [81] oraz IL-2/15RR ' [103].
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KOMORKI PREZENTUJACE ANTYGEN (APC)

Niestymulowane komorki dendrytyczne (DC) wydzielajg IL-15 w niewielkich ilosciach.
Jednakjej produkcja znacznie wzrasta pod wptywem fagocytozy [62], stymulacji DC in
vitro czynnikami imitujgcymi dziatanie czynnika infekcyjnego (dsRNA, LPS, IFN-oc/p)
[88] oraz kostymulacji w drodze interakcji czgsteczki CD40 z ligandem [75]. Podobne
sytuacje powodujg wzrost ekspresji IL-15Roc na DC [88]. W zwigzku z tym wydaje si¢
prawdopodobne, ze produkcja IL-15 przez DC, a zwkaszczajej ujawnianie przez te komarki
w kompleksie z IL-15Ra moze mie¢ zasadnicze znaczenie w interakcjach DC z
limfocytami T CD8 [117], kom6rkami NK [46] oraz limfocytami B [106].

Ponadto, réwnie istotny jest wptyw IL-15 na same komorki dendrytyczne. IL-15 jest
uwazana za czynnik niezbedny dla wczesnej aktywacji DC, dzieki ktérej moga one
odpowiada¢ na IL-12, jak tez same nabywajg zdolnosci dojej produkcji [104], Ekspozycja
DC na IL-15 wptywa na wzrost ekspresji czasteczek kostymulujacych, produkcje IFN-y
przez te komorki, jak tez wzmaga ich zdolno$¢ do stymulacji proliferacji specyficznych
antygenowo limfocytow T CD8’ [88]. Wykazano wrecz, ze IL-15 ujawniana przez DC w
kompleksie z IL-15Rajest absolutnie niezbedna do wyksztatcenia odpowiedzi typu Th 1, ze
strony limfocytéw T CD8 [117]. Przypuszczalnie, w poczatkowej fazie odpowiedzi
immunologicznej, DC za pomoca dziatajacej chemotaktycznie IL-15 mogatakze przyciggac
limfocyty T [62]. Ostatnie badania doniosty, ze DC sgzdolne do wydzielania IL-2 po kontakcie
z patogenem [39]. Jednocze$nie wykazano jednak, ze zalezy to od mozliwosci koekspresji
IL-15 przez te komorki.

Wedtug ostatnich doniesien, poprzez ekspozycje 1L-15 w kompleksie z receptorem,
DC odgrywajg wazng role w regulacji proliferacji oraz przezycia komorek NK, gtow-
nie subpopulacji CD56brghl [46], IL-15 moze takze indukowac ekspresje czasteczek
MICA/B (MHC class 1-related chain A and B) na powierzchni samych DC, ktore
oddziatujac z receptorami NKG2D stymulujg komoérki NK [60]. Podobna role przypisuje
sie IL-15/1L-15Rot w interakcjach DC z limfocytami B, gdzie moze wptywac¢ ona na
podtrzymy-wanie przezycia i proliferacji limfocytow B w centrach namnazania grudek
chtonnych [106].

IL-15 moze stuzyé takze jako czynnik wzrostu i r6znicowania komérek dendrytycz-
nych z komérek hematopoetycznych CD34 [20]. Podobnie, za pomocg IL-15 mozna
doprowadzi¢ do réznicowania monocytow w komérki o cechach komérek Langerhansa
[94]. Sytuacja taka moze mie¢ miejsce w organizmie, gdzie IL-15 wydzielana jest
przez keratynocyty. Mysie DC, do ktérych réznicowania wykorzystywano GM-CSF
oraz IL-15, majg zdolno$¢ do stymulacji limfocytéw T CD4 | a ponadto szczegGlnie
efektywnej stymulacji limfocytéw T CD8 , ktére wykazuja dzieki temu silne whasciwosci
cytotoksyczne [111]. Istniejg przypuszczenia, ze interakcje DC z limfocytami pamieci
T CD8\ w ktorych posredniczy wydzielana przez DC IL-15, lezg u podstaw procesu
homeostatycznej proliferacji limfocytow [35].

DC transdukowane genem dla IL-15 wykazywaty zwiekszong ekspresje czasteczek
CD83, CD86, CD40, IL-15Ra, podwyzszony poziom wydzielania IL-12 oraz wzmozone
wiasciwosci stymulacji proliferacji limfocytow T. Natomiast w bezposrednim kontakcie
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z komérkami nowotworowymi wykazywaty opornos$¢ na indukowany przez komorki
nowotworowe proces apoptozy [127].

Monocyty/makrofagi, podobniejak DC, po stymulacji wydzielajg IL-15 [25,32,93],
ale cytokina ta moze dziata¢ na nie takze w sposéb autokrynny. Aktywowane makrofagi
reaguja na wysokie stezenia IL-15 syntezg cytokin prozapalnych (TNF-a, IL-1, IL-6),
jak tez przeciwzapalnych (IL-10). Jednak bardzo niskie stezenia IL-15 moga wrecz
hamowac wydzielanie cytokin prozapalnych, ale nie przeciwzapalnych przez makrofagi
[3]. Pod wptywem IL-15, monocyty moga wydziela¢ IL-8 i MCP-1, dziatajgce
chemotaktycznie na neutrofile [9]. Bardzo istotngrole w odpowiedzi immunologicznej
odgrywaja interakcje pomiedzy monocytami a limfocytami T, ktére zilustrowano na
rycinie 4. Ponadto dowiedziono, ze IL-15 moze zwieksza¢ ekspresje czasteczek
kostymulujgcych CD80 i CD86 na powierzchni makrofagéw, wptywajac tym samym
na wzrost ich zdolnosci do prezentacji antygendw, ale tez zdolnosci do wydzielania
IFN-y i samej IL-15 [1]. Zgodnie z ostatnimi doniesieniami, po zwigzaniu IL-15
prezentowanej przez IL-15Ra na powierzchni monocytéw dochodzi takze do wstecz-
nego przekazywania sygnatu w tych komérkach [99]. Prowadzi to do adhezji monocytow,
W €0 zaangazowane sg GTP-azy, aktywacji kinaz ERK-1 i 2, p38 i MAPK, jak tez
wydzielania IL-8 przez monocyty.

Przypuszczalnie, 1L-15 moze takze wptywaé na bezposredni efekt cytotoksyczny/
cytostatyczny wywierany przez monocyty i makrofagi. 1L-15 moze indukowaé synteze
NO oraz IFN-B przez linie komérek makrofagalnych RAW 264.7 [79]. Badano wptyw
IL-15 na aktywno$¢ monocytow w walce z grzybami. Monocyty stymulowane 1L-15
wykazywaty wzrost cytotoksycznosci przeciwko C. albicans oraz przejsciowy wzrost
produkcji rodnikéw tlenowych [129]. Jednak nie wptywato to na ich zdolno$¢ do
fagocytozy ani na produkcje TNF-a, IL-1 B, jak tez 1L-12. IL-15 dziatajac na makrofagi
bezposrednio lub posrednio, przez indukcje IL-12, wzmagata takze ich aktywnos¢
przeciwko Leishmania donovani [31].

LIMFOCYTY B

IL-15 wydaje sie nie wptywac na spoczynkowe limfocyty B, natomiast dziatajgc na
limfocyty B aktywowane, in vitro stymuluje ich proliferacje oraz produkcje immuno-
globulin [128]. Podobnie w organizmie, DC grudkowe prezentujg IL-15 w formie
zwigzanej z IL-15Ra stymulowanym antygenem limfocytom B z centréw rozmnazania
grudek chtonnych, wydtuzajac ich przezycie i wptywajac na proliferacje [106]. IL-15
wptywa ponadto na produkcje przeciwciat przez limfocyty B stymulowane za pomoca
CDA40L [8]. Stymulacja wydzielania przeciwciat przez IL-15 moze by¢ wspétodpo-
wiedzialna za hipergammaglobulinemie towarzyszacg niekiedy infekcji HIV [66]. Wydaje
sig, ze IL-15 jest takze waznym czynnikiem dla r6znicowania w btonach $luzowych
limfocytéw Bl do komoérek wydzielajacych IgA [55]. Podobnie jak w przypadku
limfocytéw T, IL-15 dziatajac na limfocyty B podwyzsza na nich ekspresje IL-2Ra,
natomiast obniza ekspresje swojego receptora IL-15Ra [73].
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GRANULOCYTY

Granulocyty obojetnochtonne (neutrofile) wykazujg ekspresje zaréwno IL-15R[3 i y
[50], jak i IL-15Ra [49], Wykazano, ze pod wptywem IL-15 dochodzi do zmiany ich
ksztattu, charakterystycznej dla aktywacji tych komorek [50]. Zwieksza sie ich aktyw-
nos$¢ fagocytama [50, 97], jak tez synteza mRNA i biatek [50], Nie dochodzi jednak do
nasilenia odpowiedzi zwigzanej z produkcjg rodnikéw tlenowych [50, 86]. Dziatajac na
neutrofile, IL-15 zwieksza ich chemotaksje oraz zdolnosci zabijania grzybow [86], jak
réwniez wptywa na przedtuzenie ich przezycia [50], W proces hamowania apoptozy
neutrofilow pod wptywem IL-15 zaangazowane sg kinazy JAK2, JAK3, p38, MAPK
oraz ERK. IL-15 zapobiega tez spadkowi poziomu biatka antyapoptotycznego Mcl-1
[108]. Ostatnio wykazano, ze IL-15 wptywa na wzrost ekspresji czasteczek CDI Ib i
CD 18 (bedacych sktadowymi integryny Mac-1) na neutrofilach. W zwigzku z podobnymi
zmianami indukowanymi na powierzchni nabtonka oddechowego, IL-15 moze by¢
przyczyna naciekania drég oddechowych przez granulocyty obojetnochtonne [ 107].

IL-15 moze posrednio wptywaé na chemotaksje neutrofilow stymulujac wydzielanie
przez monocyty chemokin IL-8 i MCP-1 [9]. Dziatajagc bezposrednio na neutrofile
aktywuje w nich czynnik transkrypcyjny NF-kB oraz wydzielanie IL-8 [89,97], Jednak,
w przeciwienstwie do oddziatywania na monocyty, IL-15 hamuje wydzielanie IL-8 i
MCP-! przez enterocyty, dzieki czemu moze zmniejsza¢ naciek neutrofilow w Scianie
jelita [83]. Wykazano, ze IL-15 podana razem z IL-18 indukuje wydzielanie rozpuszczal-
nego receptora dla IL-6: sgp 130 [58] oraz IL-1 Ra [ 16] przez neutrofile, co takze moze
dziataé przeciwzapalnie.

KOMORKI | TKANKI NIENALEZACE DO UKtADU
ODPORNOSCIOWEGO

IL-15 jest produkowana w niewielkich ilosciach przez miocyty, ale jest tez czynni-
kiem dziatajacym na nie anabolicznie [113]. Pod jej wptywem, miocyty gromadzg
biatka kurczliwe [113]. 1L-15 wptywa takze na réznicowanie szczurzych mioblastow
[112], jak rowniez zapobiega utracie masy miesniowej przez szczury w stanie kache-
ksji wywotanej nowotworem, hamujac apoptoze miocytow [22]. IL-15 jest takze
czynnikiem réznicowania osteoklastow, co moze mie¢ znaczenie w procesie erozji
kosci w reumatoidalnym zapaleniu stawéw [101]. Wptyw IL-15 na komorki tuczne,
wykazujgce ekspresje IL-15RX, nie zostat jeszcze dobrze zbadany. Dowiedziono
jedynie, ze hamuje ona apoptoze tych komérek indukujac czynnik antyapoptotyczny
Bcl-xL [87], IL-15 jest zaréwno produkowana przez komarki nabtonka jelitowego,
jak tezjest dla nich czynnikiem wzrostowym [115]. IL-15, dziatajac bezposrednio na
enterocyty - jak wspomniano wyzej - hamuje wydzielanie przez nie IL-8 i MCP-1,
co moze zmniejsza¢ nacieki nabtonka jelitowego przez neutrofile [83]. Oddziatujac
na znajdujace sie w Scianie jelita limfocyty IEL, IL-15 ma bezposredni wptyw na
pierwszg linie obrony przeciwko patogenom. Dowiedziono jednak, ze aktywowane
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przez wydzielang przez enterocyty IL-15 limfocyty srédnabtonkowe, szczegélnie wy-
kazujace ekspresje markerow komorek NK, mogg jednoczesnie przyczynia¢ sie do
$mierci enterocytow [69].

Nierozstrzygnieta jest rola IL-15 w rozwoju i funkcjonowaniu uktadu nerwowego.
Gen dla IL-15 podlega konstytutywnej ekspresji w tkance nerwowej, a w trakcie
réznicowania neuronéw wykryto w nich dwie odmienne izoformy mRNA dla IL-15.
Wykazano, ze w fizjologicznych warunkach IL-15 jest obecna jedynie w neuronach,
natomiast komorki gleju zawierajajgjedynie wtedy, gdy zostang aktywowane czynnikami
zapalnymi [85]. Dlatego ludzkie astrocyty i komorki mikrogleju, ktére wykazujg
nieznaczng ekspresje IL-15, po stymulacji cytokinami prozapalnymi znacznie zwiekszajg
jej synteze [77].

tozysko jest bogatym Zrodiem IL-15. Przypuszczalnie ma ona wplyw na proces
inwazyjnego wzrostu cytotrofoblastu. Wykazano bezposredni wptyw IL-15 na zdolno$¢
do inwazji oraz migracji komorek cytotrofoblastu, ale nie proliferacji. Pod wptywem
IL-15 wydzielaty one metaloproteinaze typu ! [143].

Udowodniono réwniez aktywno$¢ proangiogenng IL-15 in vivo [7, 74], jak tez
dziatanie antyapoptotyczne na komérki srédbtonka naczyniowego [139].

PODSUMOWANIE

IL-15 odgrywa bardzo istotng role w funkcjonowaniu uktadu odpornosciowego, a
co z tym sie wigze, takze catego organizmu. Jej ekspresja podlega scistej kontroli, a
organizm wykorzystuje okreslone sposoby, aby zwiekszy¢ specyficznosc jej dziatania.
W literaturze opisywane jest szereg schorzen, w ktérych patogenezie istotng role
odgrywa IL-15. Sg to zwilaszcza niektére choroby z autoagresji, ale takze infekcje
wirusowe, choroby alergiczne, zjawiska zwigzane z przeszczepianiem komérek lub
tkanek oraz niektore choroby nowotworowe. Jednoczesnie, w wielu prowadzonych
badaniach prébuje sie wykorzysta¢ potencjat I1L-15 do walki m.in. z nowotworami oraz
infekcjg wirusem HIV. Zagadnienia te bedg przedmiotem odrebnego opracowania.
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ROLA INTERLEUKINY 15 W PATOGENEZIE
ORAZ TERAPII CHOROB CZtOWIEKA

ROLE OF INTERLEUKIN 15 IN PATHOGENESIS
AND THERAPY OF HUMAN DISEASES

Grzegorz Wiadystaw BASAK!?2, Witold LASEK!

'Zaktad Immunologii, Centrum Biostruktury oraz 2Katedra i Klinika Hematologii,
Onkologii i Choréb Wewnetrznych Akademii Medycznej w Warszawie

Streszczenie: Interleukina 15 (IL-15) jest cytokingo silnym dziataniu na uktad odpornosciowy, wptywa-
jaca na patogeneze wielu choréb cztowieka. W warunkach naturalnych uczestniczy w obronie przeciwwi-
rusowej, w tym w zakazeniu wirusem HIV. IL-15 odgrywa takze istotng role w wielu procesach autoim-
munizacyjnych, zwlaszcza w przebiegu reumatoidalnego zapalenia staw6w. Potencjalne strategie tera-
peutyczne moga zmierza¢ w kierunku zahamowania jej funkcji. Podobnie, aktywnos$¢ IL-15 moze wpty-
wac na proces odrzucania przeszczepow narzadowych. W przypadku przeszczepiania komérek macie-
rzystych, z jednej strony moze odpowiadac za reakcje przeszczep przeciwko gospodarzowi, z drugiej
strony jednak moze nasila¢ reakcje przeszczep przeciwko nowotworowi oraz przyspiesza¢ odnowe
parametréw ukiadu odpornosciowego. W reakcjach alergicznych, IL-15 moze wprawdzie hamowac ostre
reakcje, jednak z drugiej strony moze nasila¢ reakcje przewlekte. W artykule oméwiono wyniki dotych-
czasowych badan nad rolg IL-15 w procesach patologicznych oraz wynikajace z nich mozliwosci dziata-
nia terapeutycznego.

Stowa kluczowe: interleukina 15, HIV, reumatoidalne zapalenie stawodw.

Summary: Interleukin 15 (IL-15) is a cytokine with strong impact on immunological system, that affects
pathogenesis of multiple human disorders. Naturally, it participates in antiviral defence. Infected peripheral
blood mononuclear cells secrete 1L-15 which, via its impact on NK cells and T lymphocytes, exerts antiviral
properties. 1L-15 may find its application in HIV infection treatment. Stimulating proliferation of antigen-
activated T cells and inhibiting their apoptosis, IL-15 may counteract AlDS-associated lymphocytopaenia.
It may directly and indirectly influence anti-HIV reactions: enhancing CD8+ T cell and NK cell responses as
well as increasing secretion ofchemokines, which act competitively with HIVV molecules. However, there are
several concerns regarding IL-15 as factor stimulating HIV replication. IL-15 plays an important role in
many autoimmune processes. In rheumatoid arthritis, IL-15 is extensively secreted by synoviocytes. It
supports chemotaxis of inflammatory cells to affected joints and directly stimulates secretion ofproinflam-
matory cytokines. Novel therapeutic strategies for rheumatoid arthritis may involve inhibition of IL-15
function. IL-15 seems to play an important role in the pathogenesis of other autoimmune disorders such as
colitis ulcerosa, Crohn's disease, multiple sclerosis and systemic lupus erythematosus. Similarly, IL-15
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may contribute to the process of solid organ transplant rejection and may constitute for a target of future
immunosuppressive therapies. In case of stem cell transplantation, IL-15 may exacerbate graft-versus-
host reaction, but also enhance graft-versus-tumour reaction and shorten time to reneval ofimmunological
parameters. During allergic reactions, IL-15 seems to inhibit acute response, but also potentiates chronic
reactions. The article describes results of former investigations on 1L-15 functions in pathological proces-
ses and resulting possibilities of therapeutic approaches.

Key words: interleukin 15, HIV, rheumatoid arthritis.

Wykaz skrétéw. ADCC (antibody dependent cellular cytotoxicity) - cytotoksyczno$é komérkowa zalez-
na od przeciwciat; AICD (activation induced cell death) — $mier¢ komérki indukowana jej aktywacja;
BMT (bone marrow transplantation) - zabieg przeszczepienia szpiku kostnego; CNAR (CDS'celi
noncytotoxic anti-HIVresponse) - zjawisko hamowania replikacji wirusa HIV przez limfocyty T CD8
bez zabijania zakazonej komorki; CsA - cyklosporyna A; CU (colitis ulcerosa) — wrzodziejace zapalenie
jelita grubego; DLE (discoid lupus erythematosus) — skérna, kragzkowa posta¢ tocznia rumieniowatego;
EBV - wirus Ebsteina-Barr; ER (enterocolitis regionalis) - choroba Lesniowskiego-Crohna; FK-506 -
takrolimus; GM-CSF - czynnik stymulujacy wzrost kolonii granulocytamo-makrofagalnych; GvHD
(graft versus host disease) - choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi; GvT (graft versus tumour)
- reakcja przeszczep przeciwko nowotworowi; HAART  (highly active antiretroviral therapy) — troj le-
kowa terapia antyretrowirusowa stosowana w przypadku zakazenia wirusem HIV; HHV (human herpes
virus) - ludzki herpeswirus; HSV (herpes simplex virus) — wirus opryszczki zwyktej; 1EL (intraepithe-
lial lymphocytes) - limfocyty Srodnabtonkowe; IFN-y- interferon y; IL - interleukina; NKT (natural
killer T cell) - komérka NKT; PBMC (peripheral blood mononuclear cells) - komorki jednojadrzaste
krwi obwodowej; PBSCT (peripheral blood stem cell transplantation) — zabieg przeszczepienia komoérek
macierzystych izolowanych z krwi obwodowej; RZS - reumatoidalne zapalenie stawéw; SC ID (severe
combined immunodeficiency) - ciezki, ztozony zesp6t uposledzenia odpornoéci; SLE (systemie lupus
erythematosus) - toczeri uktadowy rumieniowaty; SM (sclerosis multiplex) — stwardnienie rozsiane;
TNF-a - czynnik martwicy nowotworéw a.

WSTEP

Interleukina 15 (IL-15) jest cytoking zdolng do stymulacji i podtrzymywania
wzrostu zaleznych od IL-2 komérek linii limfocytamej CTLL, przy braku IL-2 [19],
z czym wigzato sie jej odkrycie. W zwigzku z tym wykazuje ona szereg whasciwosci
wspdlnych z IL-2, bowiem cytokiny te wykorzystujg wspolny receptor I1L-2/15R.Py.
Jednak IL-15 ma takze swoj unikalny receptor IL-15Ra, co wptywa na jej liczne,
odrebne funkcje. 1L-15 oddziatuje zaréwno na mechanizmy odpornosci swoistej, jak
i nieswoistej. Jest uwazana za podstawowy czynnik w procesach dojrzewania i
aktywacji komorek NK [59], wzmaga ich cytotoksycznosé [21] i wydzielanie przez
nie IFN-y [22], IL-15 jest réwniez istotnym czynnikiem w procesie réznicowania
komoérek NKT [80],

IL-15 uczestniczy w rozwoju optymalnej odpowiedzi nabytej, ze strony limfocytow
T. W przeciwienstwie do IL-2, ktéra indukuje proces $mierci aktywowanych limfocytow
(AICD - activation-induced cell death), IL-15 hamuje to zjawisko [66]. IL-15 (lecz
nie IL-2) odgrywa gtéwna role w inicjacji proliferacji limfocytéw T in vivo [57] i
oddziatuje na nie chemotaktycznie [110]. IL-15 przyczynia sie do tzw. homeostatycznej
proliferacji [40] oraz wydtuzenia czasu przezycia limfocytow T pamieci CD8+ [111], jak
réwniez wzmaga ich funkcje efektorowe [108]., Bedac czynnikiem niezbednym do
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wczesnej aktywacji komorek dendrytycznych [81], IL-15 wzmaga takze prezentacje
antygenow.

IL-15 w sposob wszechstronny wptywa na uktad odpornosciowy, co zwigzane jest
takze z oddziatywaniem na pozostate uktady i narzady. Ponizej opisana zostata rola IL-15
w réznych stanach chorobowych.

INFEKCJE WIRUSOWE

Wirusy sg jednym z czynnikéw indukujacych wydzielanie IL-15 przez komorki
jednojadrzaste krwi obwodowej (peripheral blood mononuclear cells - PBMC), ktore
w przebiegu infekcji wirusowej jako pierwsze wydzielajg te cytokine [32]. Zwigzane jest
to z obecnoscig w promotorze genu dla IL-15 tzw. obszaru indukowalnego przez wirusy
(,,virus-inducible region”) [10]. Wydzielana przez PBMC IL-15 bezposrednio przyczynia
sie do aktywacji dziatajacych przeciwwirusowo komdrek NK, co wykazano w warunkach
zakazenia PBMC in vitro wirusami HHV-6 [35], HHV-7 [8], HSV, EBV oraz RSV [32].
Oprocz bezposredniego wpltywu na cytotoksyczno$¢ komdrek NK, IL-15 dziata takze
posrednio, przez indukcje wydzielania IFN-y przez komérki NK i limfocyty T CD4 [42],
Prawdopodobnie w ten sposéb IL-15 przyczynia sie takze do obnizenia replikacji wirusa
HSV-1 w zainfekowanych komorkach [4]. O aktywnoSci przeciwwirusowej IL-15
$wiadczy takze zwiekszona podatno$¢ myszy IL-2/15RB' na uogdlnione zakazenie wirusem
HSV-2 [104], Podobnie, iniekcje IL-15, poprzez zwiekszenie liczebnosci komorek NK oraz
specyficznych limfocytow T typu Thl, pozwolity na wyrazne obnizenie Smiertelnosci myszy
typu dzikiego zakazonych wirusem HSV-2 [104], Takze myszy transgeniczne, wykazujace
zwiekszong ekspresje I1L-15 w keratynocytach, wykazywaty znacznie tagodniejsze zmiany
skérne zaréwno po infekcji pierwotnej, jak tez reinfekcji wirusem HSV-1 niz myszy typu
dzikiego [61], Ponadto, myszy transgeniczne wytwarzaty wysoki poziom przeciwciat anty-
HSV [61]. Ostatnio Gili i wsp. wykazali jednak, ze IL-15 przyczynia sie do obrony przed
infekcjg HSV-2, takze w mechanizmie niezaleznym od komoérek NK i NKT [37].

W przebiegu ostrej infekcji wirusowej, IL-15 podtrzymuje tzw. homeostatyczna
proliferacje powstatych w wyniku pierwotnej odpowiedzi immunologicznej limfocytow
T CD8 [15, 109], Jednak w sytuacji przewleklego zakazenia wirusowego, homeo-
statyczna proliferacja limfocytéw pamieci T CD8 wydaje sie nie zaleze¢ od IL-15
[76]. Przypuszczalnie, IL-15 moze petnié w organizmie takze zadanie profilaktyczne.
Wykazano na modelu mysim, ze w przebiegu indukowanego wirusem HSV zapalenia
rogowki jednego oka, w oku drugim syntetyzowana jest IL-15. Co interesujace,
dochodzi do tego juz w chwili, gdy wirus pojawia sie w zwoju nerwu tréjdzielnego, a
wiec potencjalnie mogtby zainfekowac drugie oko [24]. Przypuszczalnie, mechanizmy
obronne zwigzane z wydzielaniem IL-15 moga takze przyczyniac sie do wystapienia
objawdw chorobowych. Jako przyktad moze stuzy¢ mielopatia zwigzana z ludzkim
wirusem T-limfotropowym typu l/tropikalna spastyczna parapareza (HAM/TSP). W
chorobie tej dochodzi do reakcji zapalnej w osrodkowym uktadzie nerwowym, zwigzanej
z wysoka liczebnoscig limfocytow T CDS w konsekwencji zakazenia wirusem
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HTLV-1. Najprawdopodobniej wirus ten bezposrednio stymuluje wydzielanie IL-15 przez
zainfekowane limfocyty T, ktéra w sposéb auto- i parakrynny nasila ich proliferacje [9].

IL-15 moze znalez¢ zastosowanie jako adiuwant szczepionek przeciwwirusowych.
Udowodniono m.in., ze nasila ona skuteczno$¢ szczepienia przeciwko wirusowi grypy
w modelu mysim [55]. Podobnie, zaobserwowano, ze donosowe podanie plazmidu
kodujacego IL-15, tgcznie z plazmidem kodujgcym antygen wirusa HSV wywotuje
znaczne nasilenie odpowiedzi pierwotnej i wtérnej ze strony limfocytéw T CDS8
oraz odpowiedzi humoralnej [103],

IL-15 jest czynnikiem istotnie wptywajgcym na przebieg zakazenia wirusem HIV,
bierze sie jg pod uwage takze w prébach immunoterapii tej infekcji. Poczatkowo
zaobserwowano, ze IL-15 nasila proliferacje pobudzonych antygenem limfocytéw
T izolowanych od pacjentow HIV+ Sugerowano wiec mozliwos¢ przeciwdziatania

Hamowanie apoptozy
swoistych limfocytéw T €D8

RYCINA 1. Wiasciwosci IL-15, istotne dla przebiegu zakazeniawirusem HIV. IL-15 stymuluje proliferacje
pobudzonych antygenem limfocytow T, co moze przyczynia¢ sie do nasilenia odpornosci przeciwko
ré6znym patogenom, w tym réwniez HIV. Poprzez hamowanie apoptozy swoistych przeciwwirusowo
limfocytéw T CD8+, z jednej strony IL-15 zapobiega limfopenii i nasila odpowiedz przeciwko HIV, z
drugiej strony jednak umozliwia przetrwanie wirusa w zakazonych limfocytach. Moze nasila¢ odpowiedz
typu CNAR (CD8t+ celi noncytotoxic anti-HIV response), dzigki ktorej limfocyty te hamuja proliferacje
wirusa. Zwigkszona pod wptywem IL-15 synteza chemokin hamuje rozprzestrzenianie si¢ wirusa przez
zablokowanie wspdlnych receptoréw. Poprzez stymulacje limfocytéw B, IL-15 moze nasila¢ niespe-
cyficzng hipergammaglobulinemie w przebiegu infekcji. Duze nadzieje wigze sie z aktywacja dziatajacych
przeciwwirusowo komoérek NK. Istnieje jednak prawdopodobienstwo, ze IL-15 moze nasila¢ replikacje
wirusa
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limfopenii towarzyszacej infekcji HIV za pomoca IL-15 [96]. Limfocyty T CD8',
odgrywajace podstawowa role w odpowiedzi przeciwko wirusowi HIV, bardzo fatwo
podlegaja apoptozie. Wykazano natomiast, ze IL-15 hamuje zaréwno spontaniczna,
jak tez indukowang przez CD95/Fas apoptoze specyficznych w stosunku do wirusa
HIV limfocytow pamieci CD8+. Aktywuje te komorki, wzmaga ich wiasciwosci
cytotoksyczne jak réwniez nasila wydzielanie IFN-y [72]. Ostatnio odkryto wiasci-
wos¢ limfocytow CD8+, dzieki ktérej moga one hamowac replikacje wirusa bez
zabijania zakazonej komorki — zjawisko to nazwano CNAR {CD8 celi noncyto-
toxic anti-HIV response). Wykazano, ze przyczyng CNAR jest wydzielanie IL-15
przez DC. Podobnie, podanie IL-15 powoduje wzmochienie efektu CNAR [23].
IL-15 moze takze przyczynia¢ sie do kontroli infekcji wirusem HIV poprzez indukcje
wydzielania chemokin MIP-la, MIP-IB i RANTES przez limfocyty T pacjentéw
HIV\ Chemokiny te moga bowiem kompetycyjnie blokowac receptory, z ktdrymi
wigze sie wirus [36] (ryc. 1).

W zaawansowanym stadium infekcji wirusem HIV dochodzi do niedoboru lub braku
limfocytow pomocniczych CD4 , podobnie jak wydzielanej przez nie IL-2. Natomiast
wcigz mozna wykry¢ limfocyty cytotoksyczne, aktywne w stosunku do wirusa.
Prawdopodobnie przyczynia sie do tego zachodzaca w opisanym stadium choroby
oligoklonalna proliferacja limfocytow CD8: w narzadach obwodowych, m.in. w
ptucach. Zasugerowano model, wedtug ktérego IL-15, wydzielana przez makrofagi
znajdujace sie w tych narzadach, wptywa na utrzymanie populacji limfocytow
cytotoksycznych w stosunku do wirusa HIV oraz na ich aktywacje [2], Jednak w
ten sposob IL-15 moze bezposrednio przyczyniac sie takze do wystapienia przewlek-
tego zakazenia wirusem HIV. Wykazano, ze podczas ostrej infekcji retrowirusowej
limfocyty T CD8' majgce koreceptor CCR5, a wiec potencjalnie zakazone, wykazujg
wysoka podatnos¢ na spontaniczng apoptoze, ale takze zwigkszong ekspresje mRNA
dla IL-15Roc. Z drugiej strony, pod wptywem IL-15 dochodzi do zahamowania w nich
aktywnosci kaspaz, wzrasta poziom biatka Bcl-2, a limfocyty zaczynajg intensywnie
proliferowaé. Zasugerowano, ze limfocyty zakazone podczas pierwotnej infekcji moga
przemieszczaé sie do tkanek, gdzie w obecnosci IL-15 mogtyby przezy¢, a nawet
proliferowac, stanowigc rezerwuar wirusa [114], Istniejg dowody, ze obwodowa
produkcja IL-15 przez zakazone wirusem HIV makrofagi moze bezposrednio wptywaé
na populacje limfocytow T zakazonych pacjentéw. W przeciwienstwie do makrofagow
izolowanych z pecherzykéw ptucnych oséb zdrowych, makrofagi izolowane od os6b
HIV+ stale wydzielajg IL-15 i IFN-y oraz wykazujg ekspresje wszystkich tancuchdw
IL-15R jak tez czasteczek kostymulujgcych CD80 i CD86 [3]. Wydajnie stymulujg
one proliferacje limfocytow bezposrednio zalezng od IL-15 oraz od ekspresji czasteczek
kostymulujacych przez makrofagi.

Komorki NK pacjentow HIV+ wykazujg znacznie obnizong aktywno$¢ cytotoksy-
czna. Jednak stymulacja tych komérek za pomoca IL-15, poprzez wzrost ekspresji
czynnika TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) w
tych komorkach, pozwala znacznie zwiekszy¢ ich cytotoksyczno$¢ w stosunku do
komorek zakazonych wirusem HIV [63]. IL-15 moze takze zwieksza¢ zdolnos¢ do
cytotoksycznosci zaleznej od przeciwciat (ADCC) komérek jednojadrzastych pocho-
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dzacych od pacjentéw HIV [58], jak réwniez hamowa¢ apoptoze izolowanych od
pacjentow HIV komérek NK [74]. Zasugerowano wiec zastosowanie IL-15 u
pacjentow HIV w celu przywrdcenia aktywnosci komorek NK.

Wraz z postepem infekcji HIV, w surowicy pacjentdw wzrasta poziom IL-15,
najprawdopodobniej wydzielanej przez monocyty/makrofagi [47]. Zauwazono takze
wyrazny zwigzek podwyzszonego stezenia IL-15 ze wzrostem poziomu przeciwciat
klasy 1gG. Zasugerowano wiec, ze I1L-15 mogtaby wptywaé na wystepowanie czestej
u pacjentéw HIV" hipergammaglobulinemii [47]. Przypuszczalnie, w p6znym stadium
choroby, IL-15 moze wptywac na poliklonalng aktywacje i proliferacje limfocytow B,
jak tez na wydzielanie niespecyficznych przeciwciat [46]. Dzieki temu, IL-15 moze
przyczynia¢ sie do uposledzenia odpowiedzi humoralnej u pacjentéw z AIDS. Zaob-
serwowano wrecz, ze w tych warunkach, IL-15 zapobiega aktywacji i wydzielaniu
specyficznych przeciwciat przez aktywowane antygenem limfocyty B [39].

Pacjenci HIV nie majg w peti funkcjonalnych granulocytéw. Wykazano, ze
IL-15 moze bezposrednio zwiekszac ich zywotnos¢, jak rowniez zdolno$¢ do chemo-
taksji oraz aktywno$¢ przeciwgrzybiczg zarébwno u pacjentéw nieleczonych, otrzymu-
jacych HAART, jak tez opornych na te terapie [67].

Przypuszczalnie, 1L-15 moze wptywaé pozytywnie na wyniki leczenia antyretrowi-
rusowego. Monocyty pochodzace od pacjentéw wykazujacych korzystng reakcje na
HAART wydzielajg znacznie wiecej 1L-15, a pochodzace od pacjentéw opornych na
HAART znacznie mniej IL-15, w poréwnaniu z osobami zdrowymi [30, 36].
Przypuszczalnie u pacjentow z korzystng reakcja, IL-15 moze odgrywac role w
procesie odnowy liczebnosci populacji limfocytow. Jednoczesnie wykazano, ze IL-15
moze przywraca¢ zdolno$¢ do prawidlowego wydzielania IFN-y przez limfocyty T
pacjentéw nieleczonych lub opornych na HAART [36].

Podjeto préby wzmozenia odpowiedzi immunologicznej w stosunku do wirusa HIV
przy pomocy IL-15. Podawano myszom szczepionki DNA kodujgce antygeny gpl20
[112] badz tez gpl60 [78] wirusa HIV igcznie z plazmidem kodujacym IL-15.
Uzyskano silng, dtugotrwalg odpowiedz ze strony specyficznych limfocytow T CD8
oraz produkcje specyficznych przeciwciat. Ponadto, IL-15 nie tylko w znacznym
stopniu nasila proliferacje i aktywuje specyficzne limfocyty T CD8+, wydtuza odpo-
wiedz z ich strony, ale przede wszystkim jest zdolna do tego dziatania nawet przy
wybitnie obnizonej liczebnosci limfocytéw CD4\ co jest zjawiskiem lezacym u pod-
staw AIDS [55]. IL-15 moze wiec w przysztosci odegra¢ wazng role w strategii
szczepienia przeciwko HIV.

Zastosowanie IL-15 w terapii zakazenia wirusem HIV budzi jednak pewne obawy,
ze wzgledu na obserwowane w niektorych badaniach nasilenie replikacji wirusa.
IL-15 moze powodowac¢ nawet 100-krotny wzrost replikacji wirusa HIV in vitro
[14], Wydaje sie jednak, ze efekt ten zalezy od stanu aktywacji zainfekowanych
leukocytow i w zwigzku z tym dziatanie IL-15 moze rdzni¢ sie w zaleznosci od
fazy choroby [14], Inne badania wykazaty natomiast, ze wzrost replikacji wirusa
nie zalezy ani od proliferacji zainfekowanych komorek, ani wydzielania wtornych
cytokin [5]. Zasugerowano, ze w przebiegu infekcji, biatko Nef wirusa HIV stymuluje
wydzielanie endogennej IL-15 przez. zainfekowane makrofagi, ktéra z kolei zaréwno
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nasila replikacje wirusa HIV, jak tez proliferacje niezakazonych leukocytéw [88]. Czesé
nowszych badan nie potwierdzita jednak wptywu IL-15 na replikacje wirusa HIV [30].

CHOROBY AUTOIMMUNIZACYJNE

MRNA kodujgce IL-15 wystepuje powszechnie w réznych komorkach i tkankach
naszego organizmu. Jednak tylko niektore komorki wydzielajg IL-15. Ekspresja IL-15
jest bowiem bardzo $cisle kontrolowana, nie tylko na etapie transkrypcji, ale przede
wszystkim na etapie translacji oraz wydzielania czagsteczek biatka. Ponadto, wigzanie
wydzielanej IL-15 z receptorem o wysokim powinowactwie IL-15Roc pozwala na
szybkie usuniecie jej z organizmu oraz na ewentualne ujawnianie w formie zwigzanej
z receptorem. W ten sposob organizm zabezpiecza sie przed dziataniem czynnika,
ktéry potencjalnie mégtby okaza¢ sie dla niego niebezpieczny. Wysoka reaktywnos¢
immunologiczna IL-15 sprawia, ze mechanizmy regulujace jej ekspresje wydajg sie

Aktywacja limfocytow T |
posredni wptyw na makrofagi

RYCINA 2. W reumatoidalnym zapaleniu stawdw, w objetych procesem zapalnym stawach IL-15 jest
produkowana gtéwnie przez synowiocyty. Zaréwno cyklosporyna A (CsA), jak i takrolimus (FK.-506)
hamuja ten proces. IL-15 wptywa na naciekanie btony maziowej przez makrofagi, komoérki NK oraz,
przede wszystkim, limfocyty T. Pod jej wptywem, limfocyty T proliferujg w ptynie maziowym oraz sa
aktywowane. IL-15 nasila synteze czynnika martwicy nowotworéw (TNF-a) rowniez przez limfocyty,
ale w gtéwnej mierze przez pobudzane przez nie makrofagi. Rolipram poprzez blokowanie interakcji
limfocytéw i makrofagéw hamuje synteze TNF-a
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niezbedne, aby nie doszto do patologicznego, nadmiernego pobudzenia komérek uktadu
odpornosciowego, takze tych autoreaktywnych. Zaburzenia ekspresji IL-15 moga
wywotywac¢ m.in. choroby z autoagresji. Wedtug ostatnich doniesien,, IL-15 moze
by¢ jednym z gtéwnych czynnikdéw przyczyniajacych sie do przetamania tolerancji
obwodowej autoreaktywnych limfocytéw T [64], Wykazano zwigzek IL-15 z
patogeneza szeregu chordb autoimmunizacyjnych.

W plynie stawowym pacjentéw z reumatoidalnym zapaleniem stawéw (RZS)
odnotowano wysokie stezenie 1L-15 [68], Za jej produkcje najprawdopodobniej odpo-
wiedzialne sg synowiocyty [43], Wydaje sie, ze IL-15 moze przycigga¢ komorki
nacieku zapalnego, gtdwnie limfocyty T, do blony maziowej i aktywowac je -
dostawowe podanie IL-15 wywotywato w modelu mysim lokalng reakcje zapalng z
naciekiem limfocytéw T [68], Limfocyty izolowane z ptynu stawowego dynamicznie
proliferujg pod wptywem IL-15 [68], IL-15 wplywa takze na naciekanie btony mazio-
wej przez makrofagi i komdrki NK [102] (ryc. 2).

Czynnik martwicy nowotworéw (TNF-a) jest uwazany za jeden z gtéwnych
czynnikéw przyczyniajacych sie do patogenezy RZS. Wykazano, ze TNF-a jest
wydzielany przez pobudzone w wyniku dziatania IL-15 limfocyty, ale przede
wszystkim przez aktywowane przez te limfocyty makrofagi [69]. Aktywacja
makrofagow przez limfocyty stymulowane IL-15 zalezna jest od bezposredniego
kontaktu tych komorek, w ktérym posredniczg czasteczki powierzchniowe. Fakt ten
moze zosta¢ wykorzystany w terapii. Leki immunosupresyjne aktywujace kinaze
biatkowg A, m.in. rolipram, obnizajg wydzielanie TNF-a przez makrofagi wykorzys-
tujac to zjawisko — hamujg wywotang przez 1L-15 aktywacje limfocytow T i eks-
presje ich czasteczek powierzchniowych [48]. Podobnie cyklosporyna A (CsA),
stosowana w leczeniu RZS, zapobiega indukowanej przez IL-15 ekspresji czasteczek
CD69 na powierzchni limfocytéw ptynu stawowego [83]. CsA oraz FK-506 obnizajg
takze produkcje samej IL-15 przez synowiocyty, czesto indukujagc w nich ekspresje
dziatajgcej przeciwzapalnie IL-10 [26] (zagadnienie cytokin przeciwzapalnych zostato
obszernie omowione w [5la]).

U chorych na RZS istnieje petla wzajemnego oddziatywania i stymulacji pomiedzy
synowiocytami a limfocytami T (ryc. 3). Produkowana przez synowiocyty IL-15
indukuje wydzielanie prozapalnych cytokin: TNF-a, IFN-yi IL-17 przez limfocyty T.
Z kolei one wzmagajg produkcje IL-15, IL-8 i IL-6 przez synowiocyty. Mechanizm
ten zalezy takze od bezposredniego kontaktu tych komérek. Metotreksat, przez
zmniejszenie adhezji limfocytéw do synowiocytow, ostabia te petle wzajemnego
oddziatywania [71], Szczeg6lna role przypisuje sie indukcji wydzielania IL-17 przez
IL-15. I1L-17 stymuluje synowiocyty do produkcji licznych prozapalnych czynnikow:
IL-6, IL-8, GM-CSF i PGE” [115]. Natomiast CsA hamuje indukowane przez IL-15
wydzielanie 1L-17 [115], Wykazano tez, ze IL-15 przyczynia sie do zwiekszenia
ekspresji cyklooksygenazy typu Il (COX-2) w synowiocytach zaréwno bezposrednio,
jak tez przez wzmozenie produkcji TNF-a i IL-1[3 [70], co réwniez moze przyczyniaé
sie do nasilenia procesu zapalnego.

W przebiegu RZS dochodzi do patologicznego rozrostu synowiocytow, najprawdo-
podobniej zwigzanego z oddziatywaniem IL-15. Wykazano, ze synowiocyty maja w
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RYCINA 3. Interakcje pomiedzy synowiocytami a limfocytami T w stawach pacjentéw z reumatoidalnym
zapaleniem stawow. Produkowana przez synowiocyty IL-15 stymuluje limfocyty T do produkcji cytokin
prozapalnych, ktére z kolei wptywajg na liczne funkcje synowiocytéw, m.in. zwrotnie stymulujg je do
produkcji IL-15, ale takze innych czynnikéw bezposrednio przyczyniajgcych sie do patogenezy RZS.
Jednoczes$nie, IL-15 w sposéb autokrynny oddziatuje na synowiocyty stymulujac ich podziaty, hamujac
apoptoze i aktywujac te komdrki. Leki immunosupresyjne moga ostabiac te interakcje - metotreksat przez
hamowanie adhezji limfocytéw do synowiocytéw, natomiast CsA poprzez zahamowanie syntezy 1L-17

petni funkcjonalny receptor IL-15RocPy, a jego zablokowanie moze ostabia¢ tempo
proliferacji komérek, obniza¢ poziom antyapoptotycznych biatek Bcl-2 i Bcl-xL, a
nastepnie wywotywac¢ sama apoptoze [53]. W zwigzku z tym wydaje sig, ze IL-15
jest autokrynnym czynnikiem aktywujgcym te komorki, prowadzacym do ich
podziatow i zapobiegajacym apoptozie. IL-15 moze takze przyczynia¢ sie do
niszczenia stawéw przez stymulacje rozwoju osteoklastow [77], Zasugerowano tez
model, w ktérym IL-15 przyczynia sie do neowaskularyzacji btony maziowej zwiek-
szajgc mozliwos¢ migracji limfocytow do objetego procesem zapalnym stawu. Ko-
morki Srédbtonka naczyniowego wykazujg bowiem ekspresje IL-15R, a IL-15 dziata
na nie antyapoptotycznie [113].

Stezenie IL-15 w surowicy pacjentow z RZS jest istotnie wyzsze niz u o0s6b
zdrowych [29], szczegOlnie u pacjentéw o dtugim okresie trwania choroby [41], Co
ciekawe, stezenie to nie zalezy od aktywnosci procesu chorobowego i nie ulega
obnizeniu nawet po sterydoterapii [29].

Podejmowane sg préby terapii hamujacej aktywnos$¢ IL-15. Wykazano na mysim
modelu RZS, ze podawanie wolnego receptora IL-15Roc w znacznym stopniu



336 G. W. BASAK, W. LASEK

spowalnia rozwdj choroby. Dochodzi takze do spowolnienia proliferacji autoreaktywnych
splenocytéw, zmniejszenia wydzielania IFN-y, a takze obnizenia poziomu specyficznych
przeciwciat [92]. Podobnie korzystnie dziatato podawanie biatka fuzyjnego ztozonego ze
zmutowanej IL-15 i fragmentu Fcy2a przeciwciata (CRB-15) u myszy. Antagonizujac
funkcje IL-15R, terapia ta dziatata zaréwno profilaktycznie, jak tez prowadzita do trwatego
zahamowania rozwoju eksperymentalnego zapalenia stawéw u myszy [33].

IL-15 uczestniczy takze w patogenezie przewlektych zapalnych chorob jelit.
Zardbwno u pacjentéw z wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego (colitis ulcerosa,
CU), jak z chorobg Lesniowskiego-Crohna (enterocolitis regionalis, ER) wykazano
wzrost odsetka PBMC wykazujacych ekspresje IL-15 [51]. W surowicy, IL-15 byfa
wykrywana jedynie u pacjentéw z CU o umiarkowanym i znacznym nasileniu,
natomiast nie zaobserwowano jej u pacjentéw w remisji oraz z tagodng postacia choroby,
ani u pacjentow z ER [51]. Wydaje sie, ze IL-15 jest wydzielana gtownie w miejscu
procesu chorobowego. Wykazano wysoki poziom IL-15 w supematantach znad hodowli
skrawkow btony sluzowej odbytnicy pochodzacych od pacjentéw z aktywng choroba
zapalna jelita [95], Najprawdopodobniej byta ona wydzielana przez makrofagi oraz
komorki nabtonka, natomiast pod jej wptywem, komorki jednojadrzaste pochodzace z
blaszki wiasciwej skrawkow intensywnie proliferowaty [95], jak réwniez same
produkowaty IL-15 [60], Limfocyty T izolowane z blaszki wkasciwej btony $luzowej,
zwiaszcza z ER, pod wplywem IL-15 wydzielaty IFN-y i TNF-a pomimo braku
stymulacji antygenowej [60]. Ponadto, w drodze interakcji czasteczek CD40L i CD40
stymulowaty monocyty do produkcji prozapalnych cytokin: TNF-a i IL-12, a interakcja
ta byta znacznie nasilona w warunkach inkubacji z 1L-15 [60]. Takze myszy transge-
niczne, ktore wykazywaly wybiorczg wzmozong ekspresje 1L-15 w komorkach
nabtonka jelitowego, spontanicznie rozwijaty proces zapalny dotyczacy blizszego odcinka
jelita cienkiego [79]. Stopien ciezkosci choroby korelowat z naciekiem blaszki wiasciwej
jelita przez limfocyty oraz zwiekszonym wydzielaniem przez nie TNF-a i IFN-y.
Limfocyty te wykazywaly wzmozong odporno$¢ na proces $mierci zaleznej od aktywa-
cji komérki (activation-induced cell death - AICD). Pojawiajg sie jednak sugestie,
ze nadekspresja IL-15 w chorobie Le$niowskiego-Crohna moze by¢ tylko przejawem
reakcji obronnych przeciwko nadmiernej odpowiedzi ze strony limfocytow Thl [99].

Nadekspresja IL-15 moze przyczyni¢ sie takze do patogenezy choroby trzewnej.
IL-15 moze indukowac¢ limfocyty srédnabtonkowe IEL CD94+, wydzielajace inten-
sywnie IFN-y i IL-10. Z kolei IL-10 nasila zabijanie enterocytow w drodze interakcji
Fas-FasL [31].

IL-15 moze odgrywac role w patogenezie stwardnienia rozsianego (sclerosis
multiplex - SM). Czestos¢ wystepowania PBMC wykazujgcych ekspresje IL-15
[85], jak tez stezenie IL-15 w surowicy [62] jest znacznie wyzsze u pacjentéw z
SM niz u oséb zdrowych. Jednoczesnie, liczba tych komorek koreluje z ciezkoscig
i czasem trwania choroby [85]. Wykazano jednak, ze u pacjentdw z postacig
nawrotowg SM, poziom mRNA dla IL-15 w PBMC jest w fazie remisji podobny
do tego u ludzi zdrowych, natomiast dochodzi do jego wzrostu w okresach nawrotoéw
[16], Wykazano negatywng korelacje pomiedzy poziomem mRNA a diugoscia
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okresow remisji u pacjentow [16]. Podobnie, poziom IL-15 w surowicy koreluje ze
stanem aktywnosci choroby w postaci nawracajacej [62],

Stezenie IL-15 w surowicy pacjentow z toczniem ukladowym rumieniowatym
(SLE) jest istotnie wyzsze niz u osob zdrowych [84]. Dotyczy to jednak tylko ok.
38% pacjentow [7]. Stezenie IL-15 nie korelowato ze stanem pacjentdéw ani z
parametrami laboratoryjnymi $wiadczacymi o ciezkos$ci choroby [84]. IL-15 mogta
by¢ jednak odpowiedzialna za wystepowanie u pacjentéw niektérych zjawisk immuno-
logicznych, charakterystycznych dla SLE. Zauwazono korelacje wystepowania pod-
wyzszonego poziomu IL-15 oraz wzrostu ekspresji czasteczek CD25 oraz stezenia
biatka antyapoptotycznego Bcl-2 w limfocytach [7]. W sprzecznosci z powyzszymi
wynikami pozostaja jednak nowsze badania na reprezentatywnej, licznej grupie
pacjentéw z SLE, z ktérych wynika, ze poziom IL-15 u pacjentdw z SLE nie rézni
sie istotnie od poziomu u zdrowych ludzi [90],

W toku przewlektych choréb zapalnych tkanki tacznej, fibroblasty nabywajg zdolnosci
do pobudzania proliferacji aktywowanych limfocytéw T w drodze bezposredniego kon-
taktu. Przypuszczalnie, odpowiedzialna za to moze by¢ IL-15, wystepujaca na blonie
komorkowej fibroblastéw stymulowanych przez czynniki prozapalne, np. TNF-a [89].
Wykazano, ze fibroblasty izolowane ze zmian skornych w ,,krazkowej”, skdrnej postaci
tocznia rumieniowatego (dyscoid lupus erythematosus - DLE), w przeciwienstwie
do izolowanych ze zdrowej skory, wykazujg btonowg ekspresje IL-15 [89], By¢ moze
podobna sytuacja ma miejsce w zapaleniu skomomiesniowym i wielomiesniowym, gdzie
stymulowane mioblasty sg pobudzane do produkcji m.in. IL-15 przez naciekajgce,
autoreaktywne limfocyty w drodze interakcji czasteczek CD40 i CD40L [101].

Keratynocyty izolowane ze zmian skornych w tuszczycy, wykazywaty wysoka
ekspresje zarowno IL-15, jak i IL-15R w poréwnaniu z keratynocytami osob
zdrowych. Wykazano tez, ze IL-15 wptywa hamujgco na indukowang wigzaniem
FasL apoptoze tych keratynocytow [93]. W mysim modelu przeszczepu ksenogenicz-
nego ludzkiej skoéry ze zmianami tuszczycowymi, zastosowano dzialajagce antago-
nistycznie w stosunku do IL-15 przeciwciato. Spowodowato to zmniejszenie grubosci
naskdrka, ograniczenie parakeratozy, liczby komérek nacieku zapalnego oraz liczby
dzielacych sie keratynocytéw [106].

Na modelu mysim cukrzycy insulinozaleznej - u myszy NOD wykazano, ze w
okresie bezposrednio poprzedzajagcym naciekanie wysp trzustki dochodzi w nich do
ekspresji I1L-15. Koreluje z nig réwniez wzrost ekspresji I1L-18 i IL-12 [91]. Wy-
dzielanie IL-15 przez komérki wysp trzustki wydaje sie zachodzi¢ m.in. pod wptywem
prozapalnych cytokin, w warunkach eksperymentalnych byt to IFN-y [20]. Zasuge-
rowano, ze IL-15 moze by¢ cytoking odpowiedzialng za naciekanie i aktywacje
komoérek jednojadrzastych, a w rezultacie niszczenie wysp. Jednak badania z
zastosowaniem u myszy NOD biatka fuzyjnego IL-15-1gG2b (IL-15 o przedtuzo-
nym czasie péttrwania) dostarczajg przeciwstawnych wynikéw. Iniekcje spowodowaty
spadek czestosci wystepowania cukrzycy u leczonych myszy, ale nie wptynety na
proces zapalenia wysp trzustkowych [98]. Wigzano to przede wszystkim z zahamo-
waniem apoptozy komorek [3 wysp trzustkowych.



338 G. W. BASAK, W. LASEK

ASTMA

IL-15, zwlaszcza poprzez wpltyw na rownowage limfocytow Thl/Th2, moze
odgrywa¢ pewng role w zjawiskach nadwrazliwosci. Wykazano, ze nadekspresja
IL-15 in vivo przeciwdziata reakcjom alergicznym w drogach oddechowych. Odby-
wa sie to dzieki hamowaniu odpowiedzi typu Th2 przez powstate pod wpltywem
IL-15 limfocyty T CD8 [45]. Jednak istniejg rowniez dane, wedtug ktérych IL-15
nasila procesy zachodzace w astmie oskrzelowej. Osoby cierpigce na umiarkowang i
ciezka posta¢ astmy wykazujg zwiekszong ekspresje 1L-15 w warstwie pods$luzowej
drzewa oskrzelowego [44]. Sugerowany jest model, wedtug ktérego IL-15 nasila objawy
poprzez hamowanie apoptozy naciekajacych oskrzela granulocytow kwasochtonnych
[44]. Przypuszczalnie istnieje takze zwigzek pomiedzy polimorfizmem genu dla
IL-15 a wystepowaniem astmy i innych choréb atopowych [54]. Obnizona ekspresja
IL-15 moze przyczynié sie tez do podatnosci na atopowe zapalenie skory (AZS).
PBMC pacjentéw z AZS wydzielaly znacznie mniej IL-15, a ich monocyty wykazywaty
obnizong ekspresje btonowej IL-15 [82]. Natomiast inkubacja PBMC z IL-15
powodowata znaczne obnizenie wydzielania IgE przez te komorki.

TRANSPLANTOLOGIA

Zauwazono, ze odrzucaniu przeszczepu allogenicznego nerki towarzyszy wzrost
ekspresji MRNA kodujgcego IL-15 w prébkach pobranych w biopsji [86]. Podobne
zjawisko zaobserwowano w przebiegu odrzucania przeszczepu wysp trzustkowych
w modelu zwierzecym [65], przeszczepu serca [11] oraz odrzucaniu przeszczepow
ptuc u ludzi [97], Udokumentowano zaréwno wzrost poziomu IL-15 w surowicy,
jak tez jej ekspresji w odrzucanym przeszczepie watroby, szczeg6lnie w przebiegu
ostrego odrzucania opornego na steroidy oraz w odrzucaniu przewlektym [27].
Zastosowanie inhibitoréw kalcyneuryny, jak tez steroidéw nie wptywato na wydzie-
lanie IL-15 [27], Inne badania natomiast nie wykazaty korelacji ekspresji IL-15 z
samym procesem odrzucania watroby, a tym bardziej z jego stopniem zaawansowania
[12]. Dopatrywano sie nawet zwigzku pomiedzy wystepowaniem podwyzszonego
poziomu mRNA IL-15 w watrobie, a zwigkszong akceptacjg przeszczepu [28].

Wazna role IL-15 w procesie odrzucania przeszczepOw potwierdzit tez ekspery-
ment, w ktérym w mysim modelu transplantacji serca podawano antagoniste 1L-15 -
slL-15Ra [100]. Zastosowana terapia pozwolita zapobiec odrzucaniu niezgodnych pod
wzgledem stabego antygenu zgodnosci tkankowej przeszczepow, cho¢ wyniki nie byty
tak zachecajgce przy catkowitej niezgodnosci pod wzgledem MHC. Zastosowanie
antagonisty IL-15 tgcznie z pojedynczg dawka przeciwciat anty-CD4 pozwolito jednak
na znaczne wydtuzenie czasu przezycia przeszczepu w tym ostatnim przypadku. Po-
dobne wyniki uzyskano po zastosowaniu fuzyjnego biatka IL-15 mutant/Fcy2a
(antagonisty IL-15). Szczego6lnie silng tolerancje wzgledem nie w peini zgodnych z



IL-15 W PATOGENEZIE | TERAPII CHOROB 339

gospodarzem przeszczepOw wysp trzustkowych uzyskano stosujgc razem antagoniste
IL-15 z biatkiem fuzyjnym CTLAA4/Fc (dziatajacym tolerogennie - przeciwstawnie do
sygnatow przewodzonych przez czasteczki kostymulujagce CD28) [34].

Wydaje sie, ze IL-15 moze odgrywac role co najmniej w niektérych przypadkach
odrzucania przeszczepéw nerek u ludzi. Wykazano, ze ludzkie komorki nabtonka kanalikéw
nerkowych nabywaty zdolnosci do wydzielania IL-15, wskutek interakcji z naciekajacymi
limfocytami. Czynnikami zasadniczymi w tej interakcji byty czasteczki CD40L oraz IFN-y
wydzielany przez te limfocyty [107]. Natomiast wydzielana IL-15 stymulowata proliferacje
limfocytow. Pomimo ze stosowane konwencjonalnie $rodki immunosupresyjne - deksametazon
i rapamycyna nie wywieraty wptywu na synteze IL-15 przez komorki kanalikow nerkowych,
efektywnie hamowaty aktywnos$¢ IL-15. W przeciwiefstwie do nich, cyklosporyna nie
hamowata tej aktywnosci. Zasugerowano, ze zjawisko to moze leze¢ u podstawy
mechanizméw opornosci na cyklosporyne [56]. Jednocze$nie zasugerowano, ze IL-15, ze
wzgledu na jej whasciwosci antyapoptotyczne i prozapalne, moze odgrywac role w patoge-
nezie indukowanego przez cyklosporyne przerostu dzigset [18],

Jedng z nowych strategii zapobiegania odrzucaniu przeszczepdw allogenicznych
nerek jest zastosowanie przeciwciata przeciwko czasteczce CD25 (IL-2Ra) - basili-
ximabu. Udowodniono, ze hamuje ono odpowiedz ze strony alloreaktywnych limfocy-
tow nie tylko przez blokowanie sygnatu przekazywanego przez IL-2, ale takze przez
IL-15, poniewaz obniza tez poziom IL-2/15R|3 [13],

Intensywnie badany jest udziat 1L-15 w przeszczepianiu szpiku (BMT) i komorek
macierzystych krwi obwodowej (PBSCT). Jednym z ich powikian jest niepetna
odbudowa populacji limfocytéw T po przeszczepieniu. Wystepujg w obnizonej liczeb-
nosci, sa podatne na spontaniczng apoptoze oraz majg zaburzone liczne funkcje.
Wykazano, ze stymulowane in vitro za pomocg IL-15 nabywajg opornosci na
apoptoze, jak tez zdolnosci do proliferacji stymulowanej antygenem [94], Przepro-
wadzone ostatnio badanie, z zastosowaniem IL-15 u myszy po allogenicznym
przeszczepieniu szpiku opisuje jej wptyw na parametry immunologiczne po zabiegu
[6], Odnotowano wzrost liczebno$ci pochodzacych od dawcy limfocytéw CDS8 |,
komérek NK i NKT. IL-15 stymulowata homeostatyczng proliferacje limfocytow
CD8" dawcy, ich ekspresje Bcl-2 oraz liczbe proliferujagcych komérek CD8 i NK.
Zmniejszata takze odsetek komérek apoptotycznych wsrod komérek CD8 . Zasu-
gerowano wiec zastosowanie IL-15 w celu stymulacji uposledzonych po przeszcze-
pieniu mechanizméw odpornosci.

Wykazano, ze IL-15 osiggata maksymalne stezenie w surowicy pacjentéw w
przeciggu 15 dni po allogenicznym BMT, lecz powracato ono do poziomu podsta-
wowego w ciagu 25 dni [52], Jednak u pacjentow z ciezka postacig ostrej choroby
przeszczep przeciwko gospodarzowi (GVHD) (Il lub IV stopien) podwyzszony
poziom IL-15 utrzymywat sie znacznie diuzej [52], Ponadto, maksymalny poziom
stezenia IL-15 w surowicy byt istotnie wyzszy u pacjentdw z ostrg GVHD [25].
Dlatego wydaje sie, ze IL-15 moze wptywaé na proces zapalny w ostrej GVHD.
Ponadto, badania Blasera i wsp. wykazaly, ze wystgpienie GVHD w modelu mysim
zalezy bezposrednio od ekspresji IL-15 przez komérki szpiku dawcy [17]. Wydziela-
nie IL-15 przez przeszczepione komorki szpiku powodowato wzrost liczebnosci populacji
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alloreaktywnych limfocytow T €D8 pamieci pochodzacych od dawcy, jak tez ich
aktywacje. Zasugerowano, ze produkowana cytokina byta nastepnie wychwytywana
przez IL-15Roc na pochodzacych od biorcy komoérkach dendrytycznych, ktdre w ten
sposéb ujawniaty jg allogenicznym limfocytom T CD8+. Przypuszczalnie polimorfizm
genu dla IL-15 i genéw odpowiedzialnych za jej kontrole ekspresji w komdrkach
dawcy mogag wptywaé na jej wydzielanie po przeszczepieniu przyczyniajac sie do
czestszego wystepowania ostrej GVHD w okre$lonych przypadkach [17]. Z tego
samego wzgledu nalezy z ostroznoscig podchodzi¢ do prob stosowania IL-15 u biorcow
szpiku. Jednak wydaje sie, ze jezeli przeszczep zostanie pozbawiony limfocytow T,
podawanie IL-15 jest bezpieczne [6]. Alternatywnie, zablokowanie sygnatu przeka-
zywanego przez IL-15 mogtoby stanowi¢ mozliwos¢ leczenia lub profilaktyki ostrej
GVHD [17], jakkolwiek nie wiadomo, jak taka terapia mogtaby wptywac na reakcje
przeszczep przeciwko nowotworowi (GVT). Wczesniejsze badania wykazaty bowiem,
ze podawanie IL-15 po BMT w modelu mysim, zaréwno syngenicznym [49] jak i
allogenicznym [6], moze nasila¢ korzystng reakcje GVT.

ZABURZENIA ODPORNOSCI

Ciezki, ztozony niedob6r odpornosci (SCID) u ludzi wigze sie niekiedy z brakiem
tancucha y lub biorgcego udziat w przekazywaniu sygnatu z tego tancucha biatka
JAK3 [75, 105]. Jest to zwigzane z upoS$ledzeniem przekazywania sygnatow z
receptoréw dla IL-15, ale takze z receptoréow dla IL-2, IL-7 i IL-9. Odnotowano
réwniez przypadek, kiedy SCID wynikat z braku ekspresji IL-2/15R0 [38]. U pacjen-
ta zaobserwowano niedobdr komérek NK, obnizong liczbe limfocytow T oraz
prawidtowg liczbe limfocytow B. Wykazano u niego upos$ledzong odpornos$¢ komérko-
wa i humoralng, czego skutkiem byty ciezkie i nawracajace infekcje wirusowe i
grzybicze.

PODSUMOWANIE

Zaburzenia ekspresji i nadmierna aktywnos$¢ IL-15 w organizmie prowadzi zwykle
do procesOw patologicznych. Dlatego opracowywane sg metody blokowania jej
dziatania za pomocg przeciwciat monoklonalnych, rozpuszczalnych receptoréw lub
dziatajacych antagonistycznie biatek fuzyjnych. Opublikowane ostatnio wyniki badania
fazy 1/11 z zastosowaniem ludzkich przeciwciat anty-1L-15 (HuMax-IL15) u pacjen-
tow z RZS [13a] sugeruja, ze terapia skierowana przeciwko IL-15 moze w najblizszej
przysztosci sta¢ sie integralng czescig schematow leczenia tej choroby. Jednak w
przypadku niektdrych chorob badZz dziatan terapeutycznych uzasadnione moze byc¢
réwniez podawanie IL-15.
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ROSLINNE IMMUNOFILINY
STRUKTURA | FUNKCJE

PLANT IMMUNOPHILINS - STRUCTURE AND FUNCTIONS

Agnieszka K1ELBOWICZ-MATUK

Pracownia Genomiki Funkcjonalnej, Instytut Genetyki Ro$lin
Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu

Streszczenie: Pierwotnie zdefiniowane jako komérkowe receptory dla zwigzkéw immunosupresyjnych,
immunofiliny obejmujg dwie rodziny unikatowych biatek. Nalezg do nich biatka wigzace FK506 okresla-
ne terminem FKBP oraz biatka wigzace cyklosporyne okreslane jako cyklofiliny. Wystepuja one po-
wszechnie w $wiecie organizméw zywych. Obecnie wiadomo, ze genom A. thaliana zawiera 52 geny dla
immunofilin, z tego 23 kodujag biatka FKBP, a 29 - cyklofiliny. Pomimo réznej budowy wszystkie
immunofiliny maja aktywnos$¢ enzymatyczng peptydylo-prolyl cis-trans izomerazy (PPlazy). Podczas
gdy role FKBP i cyklofilin w procesie dojrzewania biatek dobrze poznano, aktualny stan wiedzy na temat
innych funkcji tych biatek w komorce roslinnej jest ubogi. Sugeruje sie, ze jako znaczacy sktadnik prote-
omu chloroplastéw, immunofiliny moga odgrywac istotna role w wielu procesach tam zachodzacych.
Ponadto analiza mutantéw charakteryzujacych sie licznymi defektami rozwojowym dostarczyta dowo-
déw na udziat wielodomenowych immunofilin we wzros$cie i rozwoju roslin.

Stowa kluczowe: immunofiliny, cyklofiliny, biatka FKBP, fatdowanie biatek, peptydylo-prolyl cis/trans
izomeraza.

Summary: Primary defined as the cellular receptors for immunosuppressive drugs, the immunophilins
encompass two ubiquitous protein families. They consist of the FK506 binding proteins termed as
FKBPs and cyclosporin binding proteins referred to as cyclophilins. They have been found in all orga-
nisms. The 52 genes encode immunophilins have been identified in A. thaliana genome, among which 23
encode putative FKBP and 29 putative cyclophilins. Despite the various structure both families have
peptidyl-prolyl cis/trans isomerase (PPlase) activity. Whilst the role of FKBPs and cyclophilin in pro-
teins maturation is well understanding, the current stage of knowledge of different functions of this ubi-
quitous protein family in plant cell is poor. As a significant component of the chloroplast proteome,
immunophilins may play important roles in processes which take place in this subcellular compartment.
Moreover, evidence for the role of multidomain immunophilins in plant growth and development comes
from characterization of mutants showing very marked developmental abnormalities.

Key words: immunophilin, cyclophilin, FKBP proteins, protein folding, peptidyl-prolyl cis/trans isomerase.

*Praca dofinansowana przez Instytut Genetyki Roslin PAN.
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WSTEP

Terminem immunofiliny okres$la sie rodzine biatek o0 zachowawczej strukturze wigzacych
zwigzki immunosupresyjne, takie jak: cyklosporyna A (CsA), FK-506 i rapamycyna.
Naleza do nich cyklofiliny (CYP) oraz biatka FKBP (ang. FK506 Binding Protein),
[40], Wystepujg one powszechnie w komérkach zwierzat, roslin wyzszych, grzybéw,
pierwotniakow oraz u niektdrych eubakterii [ 16]. Wszystkie immunofiliny pomimo réznej
budowy maja aktywno$¢ izomerazy peptydyloprolylowej (PPlazy), ktdrajest blokowana
przez oddziatywanie ze specyficznymi immunosupresorami [8, 11,30,62,77].

1. AKTYWNOSC IZOMERAZOWA A FAL DOWANIE BIALEK

Zanim nowo zsyntetyzowane taricuchy biatkowe bedg zdolne poprawnie spetnia¢ w
komérce swoje funkcje, muszg zosta¢ szybko i efektywnie przeksztatcone z ich
pierwszorzedowej struktury liniowej do dobrze zdefiniowanej, funkcjonalnie kompetentnej
struktury trzeciorzedowej. Podczas gdy fatdowanie globulamych polipeptydéw o mniej
ztozonej strukturze nastepuje w czasie kilku sekund/milisekund, izomeryzacja wigzania
imidowego Xaa-Pro (Xaa oznacza dowolny aminokwas), okreslanego takze jako wigza-
nie peptydyloprolylowe, stanowi jeden z najwolniejszych etapdw w procesie fatdowania
biatek. Obecnie wiadomo, ze wigzanie prolylowe moze wystepowa¢ w konformacji
zar6wno czs, jak i trans [39], Prawdopodobnie, podczas translacji mRNA powstaja
wytgcznie wigzania trans, ktore w zaleznosci od potrzeb zmieniane sg na czs. Z termo-
dynamicznego punktu widzenia przyjecie przez biatko danej konfiguracji w okreslonym
miejscu tancucha polipeptydowego musi by¢ energetycznie najkorzystniejsze. Dlatego
tez wigzania czs-prolylowe sg bardzo rzadkie (okoto 6% izomeréw), podczas gdy trans
izomery zwykle dominuja [72]. Poniewaz etap izomeryzacji cis/trans jest jednym z
najwolniej przebiegajacych w procesie faldowania biatek in vitro, moze on determinowac
tempo osiggniecia przez biatko konformacji natywnej. Role enzymatycznych kataliza-

RYCINA 1. Mechanizm izomeryzacji wigzania peptydyloprolylowego cis/trans w obecnosci peptydylo-
prolyl cis/trans izomeraz (PPlaz)
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toréw, ktore biorg udziat w przyspieszeniu tego procesu (ponad 300 razy) petnig
peptydylo-prolyl cis/trans izomerazy/rotamazy (PPlazy EC 5.1.2.8) (ryc. 1) [13, 14,
31,80].

2. KLASYFIKACJA ROSLINNYCH IMMUNOFILIN

Roslinne immunofiliny pierwotnie zostaty wyizolowane w 1990 roku z pomidora
(Lycopersicon esculentum), kukurydzy (Zea tnays) i rzepaku (Brassica napus) [18],
Ukonczenie programu sekwencjonowania modelowego genomu A. thaliana stato sie
bogatym zrodtem wiedzy o strukturze genoméw roslinnych oraz pozwolito zidentyfiko-
wac potencjalne geny nalezace do rodziny immunofilin. Aktualne dane dowodzg, ze u
Arabidopsis wystepujg 52 geny dla immunofilin, z tego 23 kodujg biatka FKBP, a 29 -
cyklofiliny (ryc. 2) [75,76], Warto zaznaczy¢, ze liczba genéw dla immunofilin u innych
organizméw, ktérych genom zostat w petni zsekwencjonowany jest znacznie nizsza.
Na przyktad w genomie u Saccharomyces cerevisiae stwierdzono obecno$¢ 4 genow
dla FKBP i 8 dla cyklofilin, a u Caenorhabditis elegans - 8 genéw dla biatek FKBP
i 16 dla CYP [ 17, 34], Natomiast w genomie cztowieka liczba genéw wynosi 18 i 24,

RYCINA 2. Lista 53 izoform ro$linnych immunofilin z A. thaliana oraz ich subkomérkowa lokalizacja.
Kolorem czarnym wpisano nazwy biatek klasy jednodomenowej (SD), a kolorem biatym nalezacych do
klasy wielodomenowej.(MD) ( [34, 75] zmienione )
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odpowiednio dla biatek FKBP i CYP. Badania wykazaly, ze u Arabidopsis geny dla
immunofilin sg rozmieszczone na wszystkich chromosomach, przy czym najwyzsza
liczba (17) wystepuje na chromosomie IIl. Tymczasem na chromosomach I, II, IV iV
zlokalizowano odpowiednio 7, 8,9 i 11 genow [34],

Aktualna klasyfikacja immunofilin roslinnych u A. thaliana zostata zaproponowana
w 2004. Biorac pod uwage wystepowanie w czasteczce biatka r6znych domen oraz

thaliana: DK - domena katalityczna; DS - sekwencja docelowa; TMD - domena transmembranowa;
TPR - powtoérzenia TPR; S/K-R/E - rejony bogate w reszty Ser/Lys-Arg/Glu; U - domena U-box;
CaM - domena wigzaca kalmoduling; WD40 - powtérzenia WD40; RRM - motyw rozpoznajacy
RNA; R - rejon bogaty w Arg; NLS - sekwencja lokalizacji jadrowej; EK - rejon bogaty w reszty Glu-
Lys; RS - rejon bogaty w reszty Arg-Ser; LZ - zamek leucynowy ( [34, 75] zmienione )
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ich liczbe, wyodrebniono dwie klasy immunofilin: jednodomenowe, SD (ang. Single
Domain) i wielodomenowe, MD (ang. Multidomain) [34, 75, 76]. Dodatkowo, w
obrebie tych klas wyrézniono kilka grup biatek o zr6znicowanych witasciwosciach i
funkcjach.

RYCINA 3b. Opis obok
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2.1. Subdomeny i subkomoérkowa lokalizacja biatek FKBP i CYP
2.1.1. Klasa SD

Cztonkowie klasy jednodomenowej charakteryzujg sie obecnoscig konserwatywnej
domeny Kkatalitycznej oraz wystepowaniem lub brakiem specyficznych sekwencji
sygnatowych, kierujgcych biatka do miejsca ich ostatecznej lokalizacji. Klasa SD stanowi
najliczniejsza grupe immunofilin roslinnych. Obejmuje 16 izoform biatek FKBP i 21
biatek CYP zlokalizowanych gtéwnie w cytozolu i w chloroplastach [34], Najwiekszg
frakcje (okoto 50%) stanowia biatka, zawierajgce przy koncu aminowym presekwencje
(zwana takze sekwencja tranzytowa) kierujaca biatka do przestrzeni tylakoidowej [ 12,
34, 67, 73, 75], Dodatni tadunek sekwencji docelowej oraz obecnos¢ w jej sktadzie
dwaoch reszt argininy sugeruje, ze zrodtem energii dla transportu biatek przez btone
tylakoidujest gradient pH [42,60,61], Potwierdzeniem tego moga by¢ wyniki badan in
vitro nad importem zlokalizowanych w Swietle tylakoidow biatek AtFKBP13 i
AtCYP20-3 [29, 34, 75, 76]. Dostepne dane wskazujg réwniez na wystepowanie
immunofilin klasy jednodomenowej w retikulum endoplazmatycznym, jadrze komorko-
wym i w mitochondriach (ryc. 3a, b) [34]. Ponadto niektore cyklofiliny z tej grupy
mogg wigzac¢ sie z btonami [74], Warto zaznaczy¢, ze dotychczas u A. thaliana
zidentyfikowano tylko dwie immunofiliny: AtCYP21-3i AtCYP2!-4 zlokalizowane w
mitochondriach [75]. Pomimo Ze rola tych biatek nie zostatajeszcze poznana, sugeruje
sie, ze mitochondrialne cyklofiliny roslinne moga petnic¢ podobne funkcje jak ich homologii
zwierzece [3], Przypuszczalnie regulujg one przepuszczalnos¢ btony mitochondrialnej
oraz odgrywaja istotng role w $mierci komorki apoptotycznej i nekrotycznej [50, 78],
Inne immunofiliny jednodomenowe, takie jak: AtCYP 19-4, AtCYP20-1, AtCYP2! -1,
AtCYP21-2, AtCYP23, AtFKBP15-1 i AtFKBP15-2, sa kierowane na szlak
sekrecyjny. W przeciwienstwie do zlokalizowanych w retikulum endoplazmatycznym
biatek FKBP, cyklofiliny kierowane do tego kompartmentu nie majg sygnatu retencji
przy koncu karboksylowym [75].

2.1.2. Klasa MD

Tylko dziewie¢ genow dla cyklofilin i siedem dla biatek FKBP obecnych w genomie
A. thaliana koduje immunofiliny wielodomenowe [34, 75, 76]. Biatka tej klasy moga
wystepowac w cytozolu, chloroplastach i wjgdrze komérkowym (ryc. 3a, b) [75, 76].
Przedstawiciele klasy MD oprocz typowej dla immunofilin konserwatywnej domeny
katalitycznej (badz kilku domen katalitycznych) majq dodatkowg domene (_y) funkcjo-
nalna. Warto przy tym zaznaczyé¢, ze obecno$¢ wielu kopii domen katalitycznych stwier-
dzono tylko u niektérych biatek FKBP, takichjak: AtFKBP42, AtFKBP62, AtFKBP65
i AtFKBP72. Ponadto w przeciwienstwie do biatek FKBP, cechg charakterystyczng
cyklofilin nalezacych do klasy wielodomenowej jest bardzo duze zr6znicowanie domen
funkcjonalnych. Wsréd nich wyrézniono domene U-box, domeny typu palca cynkowego
i zamka leucynowego, powtorzenia WD-40, powtdrzenia TPR (ang. Tetratricopeptide
Repeat) [5, 75] oraz domeny charakterystyczne dla biatek wchodzgcych w interakcje
z RNA, tj. motyw RRM (ang. /?/V4 Recognition Motif), rejon bogaty w reszty S/K-
R/E oraz domene bogatg w reszty Glu-Lys, tzw. EK lub Arg/Ser, tzw. RS [51,53, 90].
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3. STRUKTURA ROSLINNYCH IMMUNOFILIN

Badania z wykorzystaniem krystalografii rentgenowskiej, a nastepnie analiza
poréwnawecza sekwencji aminokwasowej poszczegolnych izoform biatkowych, pozwolity
okresli¢ strukture drugorzedowa roslinnych immunofilin. Pomimo braku istotnego
podobienstwa pomiedzy cztonkami nalezacymi do rodziny FKBP i CYP, wszystkie
immunofiliny majg kieszen dla wigzania immunosupresorow [44,49, 71]. Wykazano,
ze zwiagzki te trwale wigzg sie z enzymem nasladujac jego naturalne substraty, co w
rezultacie powoduje nieznacznareorganizacje tego rejonu oraz prowadzi do zablokowania
centrum aktywnego rotamazy [63].

3.1. Budowa biatek FKBP

Najlepiej poznane, a zarazem najpowszechniej wystepujace biatko wigzace FK506
to FKBP 12. FKBP 12 jest rozpuszczalnym, cytozolowym receptorem dwo6ch immuno-
supresoréw: FK506 i rapamycyny [71]. G¥éwnymi elementami budowy tego biatka sa:
pieciopasmowa, antyrownolegta struktura pofatdowanej harmonijki [3 i pojedyncza,
krotka helisa a tworzaca rdzen hydrofobowy [44]. W plytkim wydrazeniu miedzy helisg
i harmonijka znajduje sie centrum aktywne oraz miejsce wigzania ligandu [91], W
kieszeni wigzgcej ligand wystepujg charakterystyczne, konserwatywne aminokwasy
aromatyczne: Trp59, Tyr82 i Phe99, ktérych obecnos¢ stwierdzono w innych biatkach
z tej rodziny.

3.2. Budowa cyklofilin

Pierwszym biatkiem wigzacym cyklosporyne A, ktérego strukture najlepiej poznano,
byfa ludzka cyklofilina A. Badania krystalograficzne wykazaty, ze tworzy ja osiem
antyréwnolegtych struktur [3 ostonietych przez dwie amfipatyczne helisy a [1]. Rejon
domeny katalitycznej stanowig silnie konserwatywne aminokwasy tworzace centrum
aktywne enzymu, takie jak: Arg55, Phe60, Asn 102, Phe 113, Leu 122 i His 126 [37,49].
Natomiast reszta tryptofanowa w pozycji 121 jest miejscem wigzania CsA [75], Analiza
poréwnawcza sekwencji aminokwasowej wykazata, ze unikatowa cechg roslinnych
cyklofilin jest obecnos¢ trzech insercji zlokalizowanych w rejonach potaczen (3-1/[3-11
(3 lub 4 reszty aminokwasowej, [3-1V/[3-V (8 reszt aminokwasowych) i (3-Vl/ot-I
(3-7 reszt aminokwasowych) [75].

4. EKSPRESJA GENOW KODUJACYCH ROSLINNE
IMMUNOFILINY

Dane wielu autor6w sugeruja, ze znaczna liczba gendw dla immunofilin ulega ekspresji
konstytutywnej w obrebie catej rosliny [5, 22, 41, 45]. Tym niemniej ekspresja niektérych
izoform jest tkankowo-specyficzna. Na przyktad cztery biatka nalezace do klasy
jednodomenowej: AtFKBP16A AtFKBP26-2, AtCYP22 i AtCYP28 z A. thaliana wystepuja
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zarOwno w przestrzeni, jak i w btonach tylakoidowych [ 12,15,67,73,76]. Natomiast biatko
AtCYP20-3 jest obecne wyltgcznie w stromie chloroplastéw [82], Inne izoformy, np.
AtCYP26-I, sg syntetyzowane wytacznie w tkankach przewodzacych [8, 75].

Na podstawie analizy ekspresji genéw dla immunofilin stwierdzono, ze niektore z nich
moga by¢ aktywowane pod wptywem streséw biotycznych i abiotycznych. Wzrost akumulacji
transkryptow odnotowano w odpowiedzi na atak patogenéw, szok termiczny, zranienie, jak
réwniez na obecno$¢ zwigzkdw chemicznych, w tym chlorku rteci i kwasu salicylowego
[10, 22, 45, 52, 81], Podwyzszony poziom mRNA dla genéw kodujacych cyklofiliny u
psianki (Solanum commersoni), bobu ( Viciafaba) i kukurydzy (Zea mays) obserwowano
réwniez pod wptywem chtodu, suszy, zasolenia i ABA [22,38,58,86].

5. ROZNORODNOSC FUNKCJONALNA ROSLINNYCH
IMMUNOFILIN

Wiekszos¢ funkcji, jakie immunofiliny moga petni¢ w komorkach roslin, wykazano
jedynie w warunkach in vitro. Wydaje sig, ze udziat immunofilin w procesie fatdowania
biatek ma zwigzek nie tylko z ich aktywnoscig izomerazowa, ale rowniez z przypisywang
im funkcjg biatek opiekunczych. Prawdopodobnie w roslinach poddanych dziataniu
stresu immunofiliny moga funkcjonowaé jako biatka ,,opiekuriczo-podobne”, gdyz
chronig nowo syntetyzowane tancuchy biatkowe przed ich agregacjg i proteolityczng
degradacja. Potwierdzeniem ochronnej roli tych biatek byto wykazanie, ze niektére
immunofiliny mogatworzy¢ kompleksy z biatkami opiekuriczymi. Na przyktad cyklofiliny
Cpr6 i Cpr7 z Saccharomyces cerevisiae oraz biatko AtFKBP-42 z A. thaliana moga
asocjowac z biatkiem Hsp90 [7,43, 57],

Ciekawym odkryciem byto stwierdzenie, ze immunofiliny biorgudziat w zaleznej od
ubikwityny degradacji biatek [28]. Badania wykazaty, ze immunofiliny stymulujg
mechanizmy naprawcze bioragce udziat w degradacji biatek o uszkodzonej pod wptywem
stresu strukturze [4], Interesujacym przyktadem jest przedstawiciel klasy wielodo-
menowej -cyklofilina AtCYP65. Przy koricu aminowym czasteczki biatka zlokalizowano
60-aminokwasowy rejon o wysokiej homologii do domeny U-box. U-box jest zmodyfi-
kowang domena typu RINGfinger (ang. Really Interesting New Gene) [26, 27, 28].
Wystepowanie domeny U-box stwierdzono m.in. u Kilku ligaz ubikwitylowych. Ligazy
ubikwitylowe sgwielopodjednostkowymi kompleksami biatkowymi, w ktorych okreslone
podjednostki biorg udziat w rozpoznaniu przeznaczonego do degradacji substratu i
dotgczeniu do niego tancucha poliubikwitylowego lub pojedynczymi polipeptydami, w
ktdrych okreslone fragmenty czgsteczki petnig te role [28,33]. Roslinne biatka z domeng
U-box zostaty podzielone na pie€ klas, ktore przypuszczalnie spetniajgw komarce rézne
funkcje [4].

Ciekawym przyktadem jest rowniez cyklofilina AtCYP71, ktéra na koricu aminowym
ma dwa rejony o duzej homologii do sekwencji konsensusowych typu WD40. Obecno$é
sekwencji WD40 stwierdzono miedzy innymi w biatku COP! biorgcym udziat w regulacji
fotomorfogenezy [70, 84, 85], Wykazano, ze oddziatywanie represora COP1 z czynni-
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kiem transkrypcyjnym HY5 prowadzi do degradacji biatka HY5 w uktadzie proteoli-
tycznym (szlak ubikwityna/proteasom 26) [35,36,64,79].

W ostatnich latach udowodniono réwniez, ze niektore cytoplazmatyczne formy
cyklofilin wykazuja aktywnos$¢ endonukleolityczng zalezng od jondw wapnia i magnezu.
Stad przypisuje sie im potencjalna role w apoptozie [55, 59].

Zdaniem wielu autoréw pewne immunofiliny klasy wielodomenowej moga bra¢ udziat
W procesie konstytutywnego i alternatywnego splicingu oraz na réznych etapach
dojrzewania czasteczek RNA [47, 53, 54]. Na przyktad w biatku AtCYP59 zidentyfi-
kowano motyw RRM, ktérego obecnosé stwierdzono rowniez u wielu biatek bioracych
udziat w potranskrypcyjnym dojrzewaniu réznych rodzajow RNA (pre-mRNA, mRNA,
pre-tRNA, cpRNA i mate jadrowe RNA) [2], Inne cyklofiliny, takie jak AtCYP63 i
AtCYP95, majg charakterystyczne dla biatek SR (ang. Splicing Factors Containing
Ser-Arg Repeats) domeny bogate w reszty Arg/Ser. Prawdopodobnie biatka te moga
uczestniczy¢ w procesach zwigzanych z formowaniem spliceosomu, interakcjach intron-
egzon lub w wyborze wiasciwych miejsc splicingowych [24, 32], Inna cyklofilina
AtCYP59 przypuszczalnie bierze udziat w wigzaniu RNA, ssDNA i w interakcjach
biatko-biatko, albowiem w czasteczce biatka AtCYP59 zidentyfikowano domene typu
palca cynkowego istotng w tego typu oddziatywaniach [56].

Eksperymenty z wykorzystaniem systemu dwuhybrydowego pozwolity zidentyfi-
kowac biatka, z ktérymi oddziatujg immunofiliny. Na przyktad cyklofilina AtCYP 18-3
silnie i specyficznie wigze sie z endonukleazg VirD2 z Agrobacterium tumefaciens,
co wskazuje na jej potencjalng role w poczatkowych etapach integracji T-DNA do
genomu roslinnego [9]. Co wiecej, udowodniono, ze CsA blokuje transformacje A.
thaliana i tytoniu (Nicotiana tabacum) za pomocg systemu Agrobacterium tumefa-
ciens. Ostatnio zidentyfikowano réwniez biatko AtCYP5, ktore wchodzi w interakcje
z czynnikiem wymiany GTP tzw. GNOM. Wykazano, ze zasocjowany z btong czynnik
GNOM Kkieruje transportem pecherzykow u wielu organizméw [25, 87]. W ostatnich
latach uzyskano dodatkowe informacje o roli immunofilin w kierowaniu transportem
biatek [66].

6. CHLOROPLASTY - OGNISKOWY PUNKT DZIAELANIA
IMMUNOFILIN

Badania nad specyficznoscig oddziatywan enzymu z ligandem pozwolity zidenty-
fikowa¢ immunofiliny w odlegtych kompartmentach komoérkowych. Zaskakujgcym
odkryciem byto stwierdzenie, ze pewne izoformy cyklofilin i biatek FKBP wystepujgw
zielonych tkankach, a ich ekspresjajest indukowana swiattem. Wykazano, ze biatka te sg
zlokalizowane w chloroplastach. Aktualnie wiadomo, ze 15 izoform immunofilin wystepuje
w przestrzeni tylakoidowej [76], Przyktadem moze by¢ wystepujaca w Swietle tylakoidu
i w btonach tylakoidowych cyklofilina wielodomenowa TLP40 ze szpinaku (Spinacea
oleraceo) [73]. Przy koricu aminowym biatka TLP40 zidentyfikowano domene typu
zamka leucynowego, ktora uczestniczy w wigzaniu biatkowej fosfatazy, a przy koncu
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karboksylowym ma domene o aktywnosci izomerazowej. Udowodniono, iz nagty wzrost
temperatury powoduje oddysocjowanie biatka TLP40 od btony do $wiatta tylakoidu, gdzie
oddziatujac z biatkowg fosfatazg moduluje jej aktywnos$¢. W rezultacie dochodzi do
defosforylacji biatek centrum reakcji fotosystemu Il [73, 88].

Ostatnie dowody wskazujg na istotng role stanu redoks w regulacji funkcji immunofilin
[76]. Reakcje oksydoredukcyjne stanowig ztozony system szlakéw obejmujacy fotosys-
tem | i Il oraz kompleks cytochromowy b6f [83]. Wynikiem ich dziataniajest wytwo-
rzenie zredukowanych ekwiwalentéw wykorzystywanych do syntezy weglowodanow
w cyklu Calvina. Badania wykazaty, ze stan redoks reguluje transkrypcje genéw kodo-
wanych zaréwno przez genom jadrowy, jak i chloroplastowy. Tym samym odgrywa on
kluczowa role w regulacji biologii chloroplastow na wielu poziomach [65, 69]. Za
posrednictwem specyficznych biatek regulatorowych, tzw. tioredoksyn, redoks moze
by¢ wskaznikiem stanu energii w chloroplastach wiaczajac badz wytaczajac aktywnosci
wielu enzymow fazy ciemnej fotosyntezy. Dotychczas najlepiej scharakteryzowang
immunofiling, ktérej aktywnos$¢ znajduje sie pod kontrolg potencjatu oksydoredukcyjnego,
jest biatko AtFKBP13 z A. thaliana. Aktualne dane wskazujg na obecno$¢ trzech
funkcjonalnie odlegtych form biatka, ktére roznig sie lokalizacjg i stanem redoks [23].
Kluczowym odkryciem byto stwierdzenie, ze w przeciwienstwie do innych biatek
enzymatycznych, aktywacja biatka AtFKBP13 nastepuje w wyniku utlenienia.
Natomiast redukcja biatka przez tioredoksyne hamuje jego aktywnos$¢ enzymatyczna
[27]. Tylko katalitycznie aktywna forma AtFKBP13 moze bra¢ udziat w dojrzewaniu
innych biatek zlokalizowanych w przestrzeni i btonach tylakoidowych. Ostatnio
udowodniono, ze AtFKBP13 oddziatuje z podjednostkg biatka Rieske wchodzacg w
sktad kompleksu cytochromowego b6f. Uwaza sie, ze stan redoks odgrywa takze role
w funkcjonowaniu innych immunofilin, w tym zlokalizowanej w stromie cyklofiliny
AtCYP20-3. Biatko AtCYP20-3 pierwotnie zostato zidentyfikowane jako potencjalny
substrat dla chloroplastowej tioredoksyny-m [61, 75]. Wykazano, ze utleniona forma
AtCYP20-3 jest katalitycznie nieaktywna, a jej aktywnos$¢ izomerazowa moze by¢
przywrdcona w wyniku redukcji przez chloroplastows tioredoksyne-w. Od niedawna
wiadomo réwniez, ze biatko AtCYP20-3 moze oddziatywa¢ w warunkach in vitro t.
peroksyredoksyng [48].

Warto wspomniec, ze dalece spokrewnionym, a zarazem interesujagcym przedstawi-
cielem chloroplastowych immunofilin klasy wielodomenowej jest czynnik inicjujacy TIG.
Czynnik inicjujacy jest biatkiem opiekuriczym, ktory wigze sie z nowo syntetyzowanym
tancuchem polipeptydowym tuz po wynurzeniu sie z rybosomu i przyspiesza jego
fatldowanie (20-100x). Ostatnie dane dowodzg, ze czynnik TIG moze wigzac sie z
kompleksem czgsteczek rozpoznajacych sygnat rybosomowy, tzw. SRP (ang. Ribosome-
Signhal Recognition Particie) [6, 21].

Maéwiac o funkcji, jakg immunofiliny petnig w chloroplastach, nalezatoby rowniez
zaznaczyc, ze niektore cyklofiliny mogg uczestniczy¢ w sekwestracji i ochronie biatek
chloroplastowych przeznaczonych do degradacji [82].
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7. ROLA IMMUNOFILIN W ROZWOJU ROSLIN

Wiekszo$¢ danych na temat funkcji immunofilin we wzroscie i réznicowaniu sie
komorek pochodzi z badan nad mutantami rozwojowymi A. thaliana. Jednym z nich
jest mutant SQUINT, ktéry charakteryzuje sie zredukowang liczbg lisci i zmianami w
ich morfologii [5]. Ztozony fenotyp obserwowany u mutanta SQUINT jest spowodo-
wany mutacjgw genie SQN. Analiza sekwencji aminokwasowej biatka SQN wykazata
wysoka homologie do cyklofiliny CYP40 z A. thaliana. Przy korcu aminowym biatka
SON zidentyfikowano obecno$¢ domeny o aktywnosci izomerazowej, a przy konhcu
karboksylowym trzech motywéw TPR [8]. Badania wykazaty, ze biatko CYP40 peni
wazng funkcje w poczatkowych etapach rozwoju siewek, jak réwniez w morfogenezie
kwiatéw i potozeniu pakéw kwiatowych [5].

Dodatkowe dowody wskazujace na role wielodomenowych biatek FKBP w rozwoju
roslin pochodzg z charakterystyki mutantéw okreslanych terminem twisted dwarf1
(TWD) [19] i ultracurvata 2 (UCU2) [68], Oba mutanty oznaczajg sie plejotropowym
fenotypem. Pod wzgledem morfologicznym rosliny charakteryzujg sie obecnoscig
kartowatych lisci, znieksztatconych korzeni i fodyg oraz wystepowaniem kilku, matych
kwiatéw, cojest przyczyngczesciowej redukcji ptodnosci. Ponadto obserwuje sie helikal-
ne skrecenie wielu organéw. Okazato sig, ze skrajny fenotyp reprezentowany przez
mutanty TWD i UCU2 jest spowodowany mutacja w genie AtFKBP42 [43], W
strukturze biatka AtFKBP42 mozna wyrdznic¢ obecna przy koncu aminowym nieaktywna
domene izomerazowg, domene TPR, trzy motywy wigzgce kalmoduline oraz zlokalizo-
wang przy koncu karboksylowym domene transmembranowa [75]. Badania wykazaty,
ze zakotwiczone w btonie biatko AtFKBP42 wystepuje zaréwno w membranach
wakuolamych, jak i plazmatycznych [19,20,43].

Pojawiaja sie coraz nowsze dowody przemawiajace za rolg immunofilin w procesie
rozwoju rosélin. Ostatnio zidentyfikowano i scharakteryzowano zlokalizowane wjadrze
biatko KIN24! z Paramecium tetraurelia, ktére bierze udziat w morfogenezie komérki
i reorganizacji jadra [46]. Analiza sekwencji ujawnita, ze KIN241 wykazuje duzg
homologie do cyklofiliny AtCYP59 z A. thaliana. Znane jest rowniez biatko AtFIP37
oddziatujace z AtFKBP 12, ktérego funkcjajest istotna w rozwoju bielma i na wczesnych
etapach embriogenezy [89].

PODSUMOWANIE

W ostatnich latach obserwuje sie prawdziwy renesans badan funkcji immunofilin
roslinnych. Ciagle jeszcze duzo pytan dotyczacych roli tych biatek w komérkach
pozostaje bez odpowiedzi. Obecny stan wiedzy pozwala przypuszczacé, ze ,,cele” biatek
CYP i FKBP w komdérce sg r6znorodne i specyficzne dla poszczeg6inych izoform.
Wydaje sie zatem stusznym stwierdzenie, ze enzymy te odgrywajgwazngrole w biologii
wielu organizmoéw.
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W tym Zeszycie

W oku kregowcow wystepuja dwa funkcjonalnie odmienne szlaki odbioru Swiatta.
Jeden z nich stuzy do tworzenia obrazéw (preciki i czopki), a drugi rejestruje zmia-
ny intensywnos$ci promieniowania w czasie i uczestniczy w tzw. niewzrokowych
odpowiedziach na $wiatto (regulacji rytméw biologicznych, zwezaniu zrenicy). W
tym drugim szlaku uczestniczy melanopsyna, ktérej budowa i funkcje sg omawia-
ne w artykule na stronie 229.

W krajach wysoko rozwinietych rak sterczajest drugg po raku ptuca przyczyng zgonu
mezczyzn. Badania in vitro na liniach komdrkowych wyizolowanych z przerzu-
toéw raka przyczyniajg sie do poznania mechanizmu tego procesu. W artykule na
stronie 257 omowiono czasteczki adhezyjne i niektdre antygeny komorek raka
prostaty biorgce udziat w adhezji, co ma znaczenia w powstawaniu przerzutéw.

Powstawanie osteoklastow jest procesem tworzenia wielojgdrowych komorek zdol-
nych do resorbowania macierzy kostnej. Komorki te powstajgprzez fuzje makro-
fagéw regulowang cytokinami oraz ligandami uwalnianymi lub eksponowanymi
przez komarki koSciotwdrcze. Wiecej na ten temat Czytelnik znajdzie na stronie
273.

Metalotioneiny to niskoczasteczkowe biatka bogate w reszty cysteinowe, zdolne do
wigzania metali ciezkich. Wiekszos¢ metalotionein roslinnych podlega ekspres;ji
tkankowospecyficznej. Wiecej na ten temat jest na stronie 285.

Interleukina 15 ma wielokierunkowy wplyw na uktad odpornosciowy. Cytokina ta sta-
nowi czynnik wzrostu dla limfocytow T CD8 pamieci oraz dziata na nie antyapop-
totycznie. Indukuje powstawanie komérek NK i nasila ich aktywno$¢ cytotok-
syczng. Wiecej na temat tej interleukiny oraz jej znaczenia w procesach chorobo-
wych znajdzie Czytelnik na stronie 303 oraz 327.

Somitogeneza, w czasie ktorej z trzyosiowej mezodermy tworzg sie somity, jest pod-
stawg segmentacji ciata u kregowcow. Komorki trzyosiowej mezodermy przecho-
da przez trzy fazy roznicowania i dojrzewania. W pierwszej fazie komorki macie-
rzyste przeksztatcajg sie w komorki progenitorowe tworzace mezoderme przedso-
mitowg. Potem nastepuje faza przygotowania do segmentacji oraz segmentacja.
W artykule na stronie 393 omoéwiono mechanizm dziatania molekularnego oscyla-
cyjnego zegara u zarodkdéw, regulujgcego somitogeneze.
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PTEN - BIALKO SUPRESOROWE: REGULACJA
AKTYWNOSCI BIALKA | EKSPRESJI GENU

PTEN - TUMOUR SUPPRESSOR PROTEIN: REGULATION
OF PROTEIN ACTIVITY AND GENE EXPRESSION

Barbara KRAWCZYK, Piotr RYCHLEWSKI,
Krystyna FABIANOWSKA-MAJEWSKA

Zaktad Chemii Biomedycznej, Uniwersytet Medyczny w t.odzi

Streszczenie: PTEN (nazywany takze MMAC1 lub TEPI) jest biatkiem supresorowym z aktywnoscia
fosfatazy o podwdjnej specyficznosci zaréwno wobec substratu lipidowego, jak i substratow biatko-
wych. Jako fosfataza lipidowa, PTEN defosforyluje fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforan (PIP-3), co
prowadzi do negatywnej regulacji aktywnosci serynowo-treoninowej kinazy Akt (PKB). Jako fosfataza
biatek, PTEN poprzez defosforylacje kinazy biatkowej FAK i biatka She uczestniczy w regulacji szlaku
sygnatowego zaleznego od kinazy MAP. Lipidowo-biatkowa aktywnos$¢ fosfatazowa PTEN powoduje,
ze biatko to jest modulatorem dwéch gtéwnych wewnatrzkomorkowych szlakéw przekazu sygnatu:
czynniki wzrostu/PI3K/Akt oraz Shc/Ras/Raf/MAPK, tj. szlakéw kontrolujacych wzrost, apoptoze,
przezywalnos$¢ komoérek, adhezje i migracje. Jednoczes$nie enzymatyczna aktywnos¢ biatka PTEN, jego
stabilnos¢, wewnatrzkomorkowa lokalizacja, jak i ekspresja genu takze podlegajg kompleksowej kontroli.
Badania wielu tkanek rakowych wskazuja, ze obnizona biologiczna aktywnos$¢ biatka PTEN lub jej
catkowity brak moga by¢ nastepstwem zaburzenia ekspresji genu PTEN w drodze mutacji i/lub zmian
epigenetycznych (gtéwnie zwigkszenia metylacji regionu promotorowego genu). Wyjasnienie biologicz-
nej roli biatka supresorowego PTEN i powigzanie jej z regulacjgjego aktywnosci i aktywnosci genu staje
sie wazne w aspekcie poszukiwania farmakologicznych mozliwosci hamowania transformacji nowotwo-
rowej juz we wczesnych etapach tego procesu.

Stowa kluczowe: biatko supresorowe PTEN, gen PTEN, metylacja promotora PTEN.

Summary: The tumour suppressor protein PTEN (also called MMAC1 and TEP1) is a dual specificity
phosphatase, recognizing both lipid and protein substrates. By its lipid phosphatase activity, PTEN
dephosphorylates phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate (PIP-3), which leads to negative regulation
of serine-threonine kinase Akt (PKB). By its protein phosphatase activity, PTEN participates in regula-
tion of MAP kinase signalling pathway through dephosphorylation of FAK and She proteins. PTEN
protein, with the lipid and protein phosphatase activity, contributes to modulation oftwo main intracel-
lular signal transduction pathways: growth factors/PI3K/Akt and Shc/Ras/Raf/MAPK, involved in regu-

*Praca finansowana przez Uniwersytet Medyczny w todzi, temat wiasny nr 502-12-302.
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lation ofcell growth, apoptosis, viability, adhesion and cell migration. PTEN is a crucial protein for normal
cell development. Simultaneously, enzymatic activity of PTEN, its stability, subcellular localization and
gene expression are under tight control. Studies on many cancer tissues imply that a decrease ofbiological
activity of PTEN or complete lack ofits function may result from alteration of PTEN gene expression due
to mutation and/or epigenetic modification (mainly hypermethylation of promoter region of the gene).
The explanation ofthe biological role of PTEN tumour suppressor protein and relationship between the
protein activity and gene expression has great significance in searching for pharmacological strategies of
inhibition of carcinogenesis at early steps of the process.

Key words: tumour suppressor protein PTEN, PTEN gene, methylation of PTEN promoter.

WSTEP

Biatko supresorowe PTEN (ang. Phosphatase and Tensin homolog deleted on
chromosome ten), nazywane takze MMAC1 (ang. Mutated in Multiple Advanced
Cancers 1) lub TEP1 (ang. TGF-[3 regulated and Epithelial cell enriched
Phosphatase 1) nalezy do fosfataz o podwdjnej substratowej lipidowo-biatkowej
specyficznosci. Jako fosfataza lipidowa, PTEN defosforyluje fosfatydyloinozytolo-3,4,5-
trifosforan (PIP-3, ang. Phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate), co prowadzi do
negatywnej regulacji szlaku sygnatowego: czynniki wzrostu/P13K (ang. Phosphatidyl-
inositol 3-kinase)/Akt (PKB, ang. Protein Kinase B) [5]. Jako fosfataza biatek
(zaliczana do biatkowych fosfataz tyrozynowych ze zdolnoscig defosforylacji takze
seryny i treoniny), PTEN poprzez defosforylacje kinazy biatkowej FAK (ang. Focal
Adhesion Kinase) i biatka She uczestniczy w regulacji szlaku sygnatowego zaleznego
od kinazy MAP (ang. Mitogen-Activated Protein) [22]. Biatko PTEN wykazuje duzg
homologie z tensyng, biatkiem cytoszkieletu komérkowego i z auksyling, biatkiem
zaangazowanym w transport pecherzykow synaptycznych. Biatko PTEN pekni istotng
role w prawidtowym rozwoju zarodka [69] i w prawidtowym funkcjonowaniu komérek
poprzez regulowanie podstawowych proceséw komadrkowych, w tym proliferacji,
réznicowania, migracji oraz przezywalnosci w wyniku kontroli cyklu komérkowego w
punkcie przejscia G)/S [18,69].

Biatko PTEN w komorce wystepuje w dwdch subfrakcjach, w cytoplazmie i jadrze
komoérkowym [29]. Cytoplazmatyczna lokalizacja biatka jest sciSle zwigzana z jego
aktywnoscigwobec substratu lipidowego [2,12]. W komdrkach nowotworowych biatko
PTEN wykrywane jest gltéwnie w cytoplazmie, w przeciwienstwie do komérek
prawidtowych, gdzie wystepuje gtéwnie wjadrze [17,38,66].

Biatko PTEN zostato odkryte w roku 1997 po licznych doniesieniach o mutacjach i
delecjach na chromosomie 10 w komdrkach ludzkich glejakéw ztosliwych [42], w raku
prostaty [4] i w raku btony $sluzowej macicy [57]. Wyniki intensywnych prac badawczych
nad rolg i wkasciwosciami biatka PTEN w komorkach tkanek rakowych przyczynity
sie do zaliczenia go do kluczowych biatek supresorowych przeciwdziatajagcych procesowi
kancerogenezy ze wzgledu na antagonistyczne dziatanie wobec aktywnosci wielu kinaz
biatkowych promujacych proliferacje komdrek.



BIALKO PTEN - REGULACJA AKTYWNOSCI 367

W niniejszej pracy przegladowej na temat wiasciwosci biatka PTEN i regulacji jego
aktywnosci szczegdlng uwage zwrdcono na zaburzenia funkcji tego biatka, obserwowane
w wielu typach ludzkich nowotwordéw, zaburzenia bedace wynikiem wyciszenia
aktywnosci genu PTEN w drodze epigenetycznych zmian.

BUDOWA BIALKA PTEN | REGULACJA JEGO AKTYWNOSCI

PTEN jest biatkiem o masie okoto 50 kDa, zbudowanym z 403 aminokwasow [2,18]
(ryc. 1). Biatko to moze wystepowaé w dwaéch subfrakcjach komorki: w cytoplazmie i
jadrze komorkowym [29]; przy czym tylko niewielka ilo$¢ biatka cytoplazmatycznego
jest zwigzana z btong komdérkowa. Na podstawie badan zdrowych i rakowych komorek
tarczycy wykazano (na podstawie immunohistochemicznego oznaczenia), ze w komérkach
prawidtowych PTEN znajduje sie w przewazajacej czesci wjagdrze komoérkowym i otoczce
jadra oraz, w mniejszym stezeniu, w cytoplazmie [17,38]. Natomiast w komadrkach
rakowych tarczycy biatko PTEN wykrywano gtéwnie w cytosolu, przy czym ekspresja
genu kodujacego to biatko byfa obnizona w obu frakcjach lub catkowicie wyciszona w
jadrze [17]. Analogiczne spostrzezenia na temat lokalizacji PTEN i poziomu ekspresji w
cytosolu i jadrze daty wyniki badarn komérek raka trzustki i prostaty [38,66], Do chwili
obecnej nie jest znany mechanizm przejscia biatka PTEN z cytoplazmy dojadra, poniewaz
biatko to nie ma sygnatu jadrowej lokalizacji (NLS, ang. Nuclear Localization SignaT).
Mozliwe, ze w translokacji biatka z cytoplazmy dojadra bierze udziat biatko MDM2 (ang.
Murine Double Minute 2) i ten transport moze by¢ zalezny od fazy cyklu komérkowego,
jak i moze by¢ odpowiedzig na podziat i wzrost komérki [66]. Funkcjonalne regiony biatka
PTEN przedstawiono na rycinie 1.

RYCINA 1. Budowa biatka PTEN (wg [59] zmienione)
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Na koncu -NH2, pomiedzy 7 i 185 aminokwasem znajduje sie domena fosfatazowa
(PD, ang. Phosphatase Domain) homologiczna do cytoszkieletowego biatka tensyny.
Domena ta zawiera sekwencje HCXXGXXRS/T charakterystyczng dla biatkowych
fosfataz tyrozynowych oraz fosfataz o podwojnej specyficznosci [59]. W domenie
fosfatazowej wokét tej sekwencji znajduja sie zasadowe aminokwasy, co razem tworzy
zwigkszone centrum aktywne, zdolne do przyjecia kwasnych substratow — fosfoino-
zytoli [27]. Domena ta katalizuje defosforylacje fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforanu
(PIP-3), ktéry jest substratem lipidowym dla PTEN [5,12,18]. Mutacyjna zmiana centrum
aktywnego jest przyczyna braku aktywnosci fosfatazowej wobec substratu lipidowego,
co jest Scisle zwigzane z wkasciwosciami supresorowymi PTEN wobec szlaku sygnato-
wego: czynniki wzrostu/PI3K/Akt, sprzyjajacego przezywalnosci i proliferacji komorek
[34], Spostrzezenie to podkresla waznos¢ centrum aktywnego w domenie fosfatazowej
dla aktywnosci wobec PIP-3, jak i waznos¢ reakcji defosforylacji PIP-3 w kontroli
prawidtowego rozwoju komérek. Srodkowa domena biatka PTEN, zwana domena C2,
znajduje sie pomiedzy 186 i 351 aminokwasem, jest ona homologiem domeny obecnej w
kinazie biatkowej C. Domena C2 jest odpowiedzialna za wigzanie substratu lipidowego i
wiasciwe jego zorientowanie w stosunku do domeny fosfatazowej oraz za wigzanie PTEN
do btony komoérkowej [16,68], Przypuszcza sie, ze domena C2 odgrywa takze role w
zaleznej odjonéw Ca?+ interakcji z lipidami, cho¢ prawdopodobnie nie wigze bezposrednio
jonéw Caz+ [59]. Koniec -COOH tancucha peptydowego PTEN (tzw. ,,ogon”,
rozpoczynajacy sie od 354 aminokwasu) ma dwie domeny PEST (ang. proline (P),
glutamate (E), serine (S), and threonine (T), pomiedzy 370 i 375 aminokwasem oraz
379 i 386 aminokwasem) i sekwencje konsensusowawigzacagdomeny PDZ innych biatek.
Skrét domeny PDZ jest utworzony z pierwszych liter biatek, w ktérych po raz pierwszy
zidentyfikowano te domene: PSD-95 (ang. Post-Synaptic Density protein)’, Dig (ang.
Drosophila disco large protein)’, ZO1 (ang. Zonula Occludens 1 protein). W drugiej
domenie PEST znajduja sie trzy potencjalne miejsca fosforylacji biatka PTEN: serynaw
pozycji 380 oraz treoniny w pozycji 382 i 383. Fosforylacja/defosforylacja tych
aminokwaséw odgrywa kluczowarole w regulacji stabilnosci i aktywnosci biatka [54,59].

Sekwencja wigzaca PDZ, konczaca ,,ogon” jest odpowiedzialna za wigzanie PTEN
z domenami PDZ biatek nalezacych do powierzchniowego cytoszkieletu komaérkowego;
sekwencja ta odpowiada m.in. za interakcje z biatkiem MAGI-2 (ang. Membrane
Associated Guanylate kinase Inverted 2), nalezacym do rodziny MAGUK (ang.
Membrane-Associated Guanylate Kinase) [59,68]. W odpowiedzi na bodzce sygna-
towe w komarce (do chwili obecnej nierozpoznane) PTEN #aczy sie z jedng z domen
PDZ biatka MAGI-2 i wtedy jest transportowany do btony komdérkowej. Przy btonie
komédrkowej katalizowana jest reakcja defosforylacji PIP-3. Interakcje PTEN z
MAGI-2 stymuluje defosforylacja konca C (,,ogona”) biatka PTEN [68].

Aktywnos¢ biatka PTEN jest gtownie regulowana poprzez reakcje fosforylacji i
defosforylacji konica C zawierajgcego domeny PEST i sekwencje wiazaca PDZ. Jest
to konsekwencjg faktu, ze 28% aminokwaséw tworzacych ,,ogon” stanowig seryna i
treonina (aminokwasy z grupg OH, ktéra moze ulegac fosforylacji). Fosforylacja korica
C wptywa takze na stabilnos¢ biatka PTEN, jak i moduluje interakcje z innymi biatkami,



BIALKO PTEN - REGULACJA AKTYWNOSCI 369

a bezposrednie zmiany elektrostatyczne zmieniajg zdolno$¢ wigzania PTEN do btony
komorkowej [8]. Tolkacheva i wsp. w badaniach z komérkami 293T (sg to komorki
nerki ptodu ludzkiego) i PC3 (sgto komdrki raka gruczotu krokowego) wykazali, ze
okoto 95% biatka PTEN podlega fosforylacji i ta fosforylowana forma stanowi pule
stabilnego cytoplazmatycznego biatka, lecz funkcjonalnie nieczynnego [54]. PTEN jest
fosforylowany gtéwnie przez kinaze kazeinowa typu 2 (CK2, ang. Casein Kinase 2) i
ta fosforylacja moze by¢ regulowana przez serynowo-treoninowa kinaze Akt w drodze:
(i) kontrolowania przez Akt niezidentyfikowanej fosfatazy oddziatujacej na PTEN lub
(ii) inicjowania przez Akt zmian w PTEN, ktére skutkujg mniejszym powinowactwem
do CK2 [12,55]. Regulacja ta stanowi przypuszczalny mechanizm negatywnej wzajemnej
zaleznosSci pomiedzy szlakiem PI3K/Akt a aktywnoscig PTEN [18,55].

Defosforylacja PTEN na koricu C zjednoczesnym wzrostem aktywnosci tego biatka,
Zwigzanajest z interakcjaz biatkiem MAGI-2 i z przesunieciem biatka PTEN, bedacego
w kompleksie z MAGI-2, w kierunku btony komdérkowej oraz z reakcjadefosforylacji
PIP-3. Uwolnienie PTEN (w niefosforylowanej formie) z kompleksu z MAGI-2
umozliwiajego degradacje w proteasomach, prawdopodobnie przez szlak ubikwityna-
proteasomy [68]. Ta degradacja moze by¢ zahamowana przez biatko BMP2 (ang.
Bone Morphogenetic Protein 2), nalezace do rodziny transformujgcych czynnikéw
wzrostu beta (TGF-P, ang. Transforming Growth Factor fi), co wykazano na
przyktadzie komérek linii MCF-7 [62], Biatko BMP2 ostabia wigzanie PTEN z
enzymami sprzezonymi z ubikwitynami, przyczyniajgc sie do wzrostu stezenia PTEN
poprzez zmniejszenie jego degradacji [62]. Biatko PTEN moze by¢ takze degradowane
przez kaspaze 3, jedng z kluczowych proteaz w czasie apoptozy. Kaspaza 3 rozpoznaje
cztery miejsca aminokwasowe (pozycje 301,371, 375, 384), ale tylko w niefosfory-
lowanej formie biatka PTEN [56].

Fosforylacja i aktywno$¢ PTEN satakze zalezne od stezen hormondw steroidowych,
estrogenu i progesteronu, co wykazaty badania stanu fosforylacji PTEN w komoérkach
btony sluzowej macicy w cyklu miesigczkowym i we wczesnym okresie cigzy [33]. W
fazie proliferacyjnej cyklu miesigczkowego w obecnosci estrogenu obserwowano wzrost
fosforylacji ,,ogona” i w konsekwencji spadek aktywnosci PTEN. W fazie sekrecyjnej
cyklu i we wczesnym okresie cigzy w obecnosci progesteronu odnotowywano wzrost
stezenia niefosforylowanego aktywnego PTEN w cytoplazmie. Spadek aktywnosci
biatka PTEN w fazie proliferacyjnej moze przyczynia¢ sie do zwiekszenia przezywal-
nosci komorek na skutek odblokowania pro-proliferacyjnego szlaku sygnatowego PI3K/
Akt, co thtumaczy og6lnie mata liczbe komérek apoptotycznych w btonie $luzowej macicy
w tej fazie. Wzrost aktywnosci PTEN w fazie sekrecyjnej i we wczesnym okresie
cigzy moze z kolei wyjasnia¢ zwiekszenie liczby komorek apoptotycznych, co moze
by¢ zwigzane z hamowaniem szlaku PI3K/Akt przez PTEN [23,33]. Zatem PTEN
moze by¢jednym z biatek regulatorowych, poprzez ktére estrogen i progesteron wptywaja
na proliferacje i apoptoze komérek btony $luzowej macicy. Ponadto w komédrkach
btony Sluzowej macicy obserwowano korelacje pomiedzy zmiang lokalizacji PTEN i
fazg cyklu miesigczkowego [23].
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Ostatnie doniesienia naukowe sugeruja, ze takze fitoestrogeny (np. resweratrol)
moga mie¢ wptyw na regulacje aktywnos$ci fosfatazowej PTEN wobec substratu
lipidowego [63], W komérkach raka piersi MCF-7 po hodowli z fitoestrogenami
obserwowano zwiekszenie poziomu biatka PTEN, wzrost stezenia niefosforylowanej
kinazy Akt i wzrost stezenia biatka p27. Natomiast nie stwierdzano wptywu resweratrolu
na aktywnos$¢ fosfatazowg PTEN wobec substratow biatkowych, czego dowodem
byly pozostajgce bez zmian: poziom cykliny DI i aktywnos$¢ szlaku sygnatowego
zaleznego od kinazy MAP. Autorzy prac sugeruja, ze ujawnienie whasciwosci fosfatazo-
wych PTEN wobec substratéw biatkowych prawdopodobnie wymaga wyzszych stezen
PTEN niz wobec substratu lipidowego lub ze fitoestrogeny powodujg zmiany konforma-
cyjne w biatku PTEN, majgce wptyw najego zdolno$¢ do wigzania sie z substratami
biatkowymi [63].

ROLA BIALKA PTEN W PRAWIDLOWYM ROZWOJU
KOMOREK

PTEN poprzez swoje lipidowo-biatkowe wiasciwosci fosfatazowe bierze udziat w regulacji
podstawowych etapow rozwoju komorki ijej funkcji (ryc. 2). | tak, do najwazniejszych
funkcji biatka nalezy udziat w regulacji rownowagi pomiedzy proliferacjga apoptozapoprzez
dziatanie fosfatazowe zardwno wobec lipidowego substratu, jakimjest PIP-3, jak i substratow
biatkowych, tj. kinazy FAK i biatka Shc. Aktywnosc¢ fosfatazowa PTEN wptywa posrednio
na wzrost, adhezje i migracje komérek, jak i naregulacje przezywalnosci komorek poprzez:
indukowanie zatrzymania cyklu komdrkowego w fazie G, (co daje czas na naprawe
uszkodzen DNA), indukowanie apoptozy (gdy naprawa uszkodzen DNA niejest mozliwa)
lub anoikis (proces indukcji apoptozy w komorkach po utracie kontaktu z macierzg
zewnatrzkomorkowa, stanowigcy fundamentalng ceche zdrowych komorek nabtonkowych
i pozwalajgcy na ich wymiang) [69].

Jako fosfataza lipidowa, PTEN defosforyluje PIP-3, wtérny przekaznik sygnatu w
komorce (ryc. 2), tym samym uniemozliwia dziatanie biatka Akt, ktorego aktywacja i
transport do btony komérkowej wymagajg obecnosci PIP-3 i odpowiednich kinaz [13].
PIP-3 powstaje (w poblizu btony komérkowej) w wyniku fosforylacji fosfatydylo-
inozytolo-4,5-bifosforanu (PIP-2, ang. Phosphatidylinositol 4,5-diphosphate) przez
kinaze P13 (3-kinaze fosfatydyloinozytolu). Kinaza P13 moze by¢ aktywowana albo
przez kinazy tyrozynowe receptorowe (RTK, ang. Receptor Tyrosine Kinase), albo
przez receptory sprzezone z biatkiem G (GPCR, ang. G-Protein-Coupled Receptors)
[36]. Konsekwencja zablokowania aktywacji Aktjest zatrzymanie cyklu komérkowego
w fazie G] (czemu towarzyszy wzrost stezenia biatka p27) i indukowanie apoptozy
poprzez zahamowanie antyapoptotycznych, jak i odblokowania proapoptotycznych
szlakéw przekazu sygnatu [5,7,12,41,51]. Brak aktywacji kinazy Akt prowadzi do szeregu
wymienionych ponizej zmian. Nastepuje aktywacja czynnika transkrypcyjnego FKHR
(ang. Forkhead Homologue in Rhabdomyosarcoma), nalezacego do rodziny czynni-
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koéw transkrypcyjnych Forkhead, ktory w formie niefosforylowanej aktywuje geny
kodujace biatka proapoptotyczne, takiejak: FasL, IGBP-1 i Bim [35]. Poza tym dochodzi
do zahamowania fosforylacji biatka MDM2 ze szlaku ARF/MDM2/p53 (fosforylowana
forma onkogennego biatka MDM2 uczestniczy w procesie degradacji biatka p53) i w
konsekwencji zahamowana zostaje degradacja p53, a to prowadzi poprzez wzrost
stezenia inhibitoréw kinaz cyklinozaleznych w komorce (tzn. p21, p27 [50,67]) do
zatrzymania podziatu komorki i/lub apoptozy [31,36]. Skutkiem braku aktywnej Aktjest
zahamowanie fosforylacji i aktywacji biatka CBP (ang. Cyclic AMP-response element
Binding Protein), ktére zwieksza transkrypcje antyapoptotycznych gendw, takich jak
Bcl-2, Mcl-1, jak i samego Akt [36]. Zahamowana zostaje réwniez fosforylacja i aktywacja
a kinazy IkB (IKKa, ang. iKappaB Kinase a), co powoduje wzrost stezenia biatka
IkB (ang. Inhibitor of NF-kB), ktére jest inhibitorem czynnika transkrypcyjnego
NF-kB (ang. Nuclear Factor kappa B); skutkiem tego jest obnizenie ekspresji genéw
antyapoptotycznych i onkogenow regulowanych przez NF-kB [36], Brak aktywnej kinazy
Akt aktywuje serynowo-treoninowg kinaze GSK3|3 (ang. Glycogen Synthase Kinase-
3fi), ktéra fosforyluje, m.in. P-katenine (kluczowy sktadnik szlaku sygnatowego Wnt/
P-katenina), co prowadzi do degradacji P-kateniny i ostabienia jej wptywu, m.in. na
indukowanie ekspresji onkogenow [40,53]. Aktywacji ulega réwniez biatko supresorowe
TSC2 (ang. Tuberous SClerosis 2), ktére reguluje translacje wielu genéw poprzez
hamowanie serynowo-treoninowej kinazy mTOR (ang. mammalian Target OfRapamy-
cin) ze szlaku sygnatowego: czynniki wzrostu/RTK/PISK/Akt/mTOR/p70S6K [25,36].
Zahamowanie fosforylacji i aktywacji kinazy mTOR nastepuje rowniez bezposrednio w
wyniku zablokowania aktywacji kinazy Akt [36].

Jak juz wspomniano, PTEN hamuje cykl komdrkowy w fazie Gr Towarzyszy temu
wzrost poziomu biatka p27 i spadek aktywnosci kinaz cyklinozaleznych (m.in. kinazy
cyklinozaleznej 2), wigzacych sie z cyklinami E i A, kontrolujgcymi przejscie z fazy G
do fazy S cyklu komoérkowego [28,64,65]. Weng i wsp. [64,65] w badaniach na
komorkach MCF-7 potwierdzili, ze zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie G! jest
zalezne od biatka PTEN zaréwno poprzez negatywna regulacje szlaku PI3K/Akt (co
prowadzi do wzrostu stezenia biatka p27 i pdzniejszej apoptozy komdrek), jak i w drodze
niezaleznej od PI3K/Akt, a mianowicie poprzez negatywna regulacje szlaku sygnato-
wego zaleznego od kinazy MAP (co powoduje spadek aktywnosci cykliny DI).

Jako fosfataza biatek, PTEN, poprzez defosforylacje kinazy FAK i biatka She (oba
biatka sg zaangazowane w aktywacje drég przekazu sygnatu zaleznych od kinazy MAP),
reguluje proliferacje, réznicowanie i migracje komorek [22] (ryc. 2). FAKjest waznym
biatkiem szlaku transdukcji sygnatu zaleznego od integryn, natomiast She - od integryn
i epidermalnych czynnikdw wzrostu. Aktywacja integryn (poprzez wigzanie sie komorek
do macierzy zewnagtrzkomoérkowej) prowadzi do zwiekszenia fosforylacji FAK i
wzmocnienia jej kinazowej aktywnosci [20]. Aktywna FAK wiaze sie z kinazami i
biatkami sygnatowymi, w tym z Grb2, c-Src i She, czego nastepstwem jest aktywacja
dalszych elementéw szlaku przekazu sygnatu Shc/Ras/Raf/MEK/ERK (ang. Extra-
cellular signal-Regulated Kinase), zaleznego od kinazy MAP [45,52] (ryc. 2). Szlak
ten moze by¢ réwniez uaktywniony bezposrednio przez fosforylacje She i aktywacje
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RYCINA 2. Model dziatania biatka supresorowego PTEN
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Ras pod wptywem sygnatéw zewnatrzkomdrkowych. Aktywne fosforylowane biatko
She wigze sie z kompleksem Grb2-Sos przy btonie komdrkowej. Szlak Shc/Ras/Raf/
MEK/ERK moduluje wzrost, przezywalnos¢ i inwazyjnos¢ komarek poprzez aktywacije
czynnikow transkrypcyjnych regulujacych transkrypcje genéw, pobudzajgcych prolifera-
cje komoérek i/lub zapobiegajacych ich apoptozie [14,21], Jednym z aktywowanych
czynnikdw jest kompleks transkrypcyjny AP-1 (ang. Activator Protein /), w skiad
ktérego wchodzi biatko JUN [2,14].

PTEN, defosforylujagc FAK i She, wplywa na migracje i inwazyjno$¢ komorek nie
tylko poprzez posrednie blokowanie szlaku zaleznego od kinazy MAP, ale réwniez
poprzez blokowanie szlaku FAK/pl30Cas (ang. p 130 Crk-associatedsubstrate) [21,52],

Interesujacyjest fakt, ze gtéwne miejsce fosforylacji kinazy FAK (tyrozynaw pozycji
397) jest jednoczesnie miejscem wigzania nie tylko biatka c-Src, ale rowniez kinazy
P13. Kinaza P13 wigze sie z FAK pod wptywem stymulacji za posrednictwem czynnikow
wzrostu lub adhezji komorek i moze odgrywac wazng (inicjujgca) role w funkcjonowaniu
FAK [43].

Ostatnie wyniki badan wskazuja, ze PTEN moze regulowaé adhezje i migracje
komoérek poprzez bezposrednig defosforylacje P-kateniny, co wptywa na utrzymanie
kompleksu adhezyjnego E-kadheryna/kateniny z cytoszkieletem aktynowym [61],
Zwigzanie biatka PTEN z [3-kateningi jej defosforylacja zwieksza zdolnosci adhezyjne
komorek. Uwolnienie PTEN od P-kateniny pod wptywem TGF-P umozliwia zwigzanie
P-kateniny z kinaza P13 i jej fosforylacje przez te kinaze. Te zmiany w kompleksie ad-
hezyjnym E-kadheryna/kateniny skutkujg oderwaniem kompleksu od cytoszkieletu
aktynowego i wzrostem migracji komorek [61]. Regulacja adhezji poprzez wigzanie

RYCINA 3. Budowa promotora genu PTEN
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p-kateniny z biatkiem PTEN lub kinazg PI3 jest kolejnym dowodem potwierdzajgcym
antagonistyczny charakter PTEN w stosunku do kinazy PI3.

Wptyw biatka PTEN na regulacje dziatania PIP-3, wtdrnego przekaznika sygnatu w
komorce, odgrywa istotng role w kontroli wielkosci komorek nerwowych (prawdo-
podobnie na poziomie translacji biatek) [1] oraz w kontroli wielkosci i kurczliwosci
miesnia sercowego [6], Istotng role w regulowaniu przez PTEN wielkosci kardiomio-
cytow petni droga sygnatowa: receptor kinazy tyrozynowej pllOoc / PTEN [6], W
przypadku kontroli kurczliwosci migsnia sercowego dziatanie PTEN jest antagonistyczne
wobec kinazy yPI3 (izoformy kinazy PI3), biatka, ktore po aktywacji przez wigzanie
sie z biatkiem G, prowadzi do zahamowania syntezy cAMP, co skutkuje obnizeniem
kurczliwosci miesnia sercowego [6,18],

BUDOWA | REGULACJA AKTYWNOSCI PROMOTORA GENU
PTEN

Gen PTEN/MMACIL/TEP1 zlokalizowany jest na chromosomie 10g23.3. i zawiera
9 eksondéw. W regionie promotorowym genu, pomiedzy -2233 a +1 pz [49] znajduja
sie: (i) liczne sekwencje CpG, (ii) miejsca wigzace czynniki transkrypcyjne: Egr-1,
NF-kB, p53, RXR i CREB, (iii) potencjalne miejsca wigzgce czynniki transkrypcyjne:
AP-2, AP-4, E2F i Spl [19,44], Promotor genu PTENnNie zawiera sekwencji konsensu-
sowej TATA.

W promotorze genu PTENzidentyfikowano wiele waznych regionéw (ryc. 3). Regiony
od -2233 do -1775 pz [49] i od -1018 do -104 pz [19,44] sg wyjatkowo bogate w
sekwencje dinukleotydowa CpG. Region pomiedzy -1040 i -817 pz zawiera 9 miejsc
inicjujacych transkrypcje, z ktérych miejsce w pozycji -1031 uwazane jest za najwazniejsze
[46]. Pomiedzy-1190i-1157 pz znajduja sie dwa miejsca wigzace biatko p53 rozdzielone
(nietypowo) 14 parami zasad [49]: GAGCAAGCCCcaggcagctacactGGGCATGCTC.
Wedtug opinii Stambolic i wsp. [49] te miejsca wigzace p53 sa istotne dla transaktywacji
promotora PTEN, chociaz analiza sekwencji ludzkiego genu PTEN wykazata istnienie w
intronie 1 jeszcze siedmiu dodatkowych sekwencji podobnych do miejsc wiazacych p53.
Jednak do chwili obecnej nie jest udokumentowana ich istotno$¢ w regulacji transkrypcji
genu PTEN [46]. Pewne geny, ktérych ekspresja jest zalezna od transaktywacji przez
p53, np. p27 czy cyklina Gl, zawierajg (takze w intronach) wielokrotne powtdrzenia
sekwencji wigzacych biatko p53. Nalezy nadmienic, ze rola p53 w regulacji transkrypcji
genu PTENjest ciggle dyskutowana i nie wszyscy autorzy badan potwierdzajg znaczaca
role tego biatka w aktywacji promotora PTEN [46]. Region pomiedzy -947 i -939 pz
zawiera sekwencje GCGGCGGCG, ktorawiaze czynnik transkrypcyjny Egr-1 (ang. Early
growth response 7) [60]. Badania Virolle i wsp. [60] wykazaly, ze naswietlanie
promieniami UV komorek linii 293T i linit NMuMG (sato prawidtowe nabtonkowe komorki
gruczotéw mlecznych) stymuluje synteze endogennego Egr-1 i w konsekwencji ekspresje
PTENnNa poziomie mRNA i biatka. Wazno$¢ miejsca wigzacego czynnik transkrypcyjny
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Egr-1 dla ekspresji PTEN podkreslajg badania, w ktorych delecja miejsca wigzacego
Egr-! w promotorze PTEN indukowata opornos$¢ komdrek linii nowotworowych (293T) na
naswietlanie promieniami UV. Konsekwencjg tego byto zmniejszenie lub zahamowanie
apoptozy komérek [60]. W regionie pomiedzy -1573 i -1441 pz znajdujg sie dwa poten-
cjalne miejsca wigzace NF-kB: GGAATCTCT (w pozycji od -1573 do -1565 pz) i
GGGTATTCCC (w pozycji od -1450 do -1441 pz) [58], przy czym badania Vasudevan i
wsp. [58] wykazaty, ze mechanizm inhibicji transkrypcji genu PTEN przez NF-kB jest
niezalezny od tych miejsc. Podjednostka czynnika transkrypcyjnego NF-kB, biatko p65,
hamuje aktywnos$¢ promotora genu PTENw drodze bezposredniego wspétzawodnictwa z
innymi czynnikami transkrypcyjnymi o wigzanie koaktywatorow transkrypcji, CBP i p300.
Wiagzac CBP/p300, biatko p65 ogranicza pule koaktywatordw transkrypcji dla innych
czynnikdw transkrypcyjnych, ktére moga by¢ zaangazowane w pobudzanie ekspresji
genu PTEN. Badania ludzkich komorek raka ptuc i tarczycy wykazaty, ze podwyzszony
poziom biatka p65 wigze sie z obnizong ekspresjg PTEN [58]. Promotor genu PTEN
pomiedzy-1311 i -819 pz zawiera trzy miejsca dla biatek wigzacych sie z sekwencja
CCAAT (C/EBP, ang. CCAAT/Enhancer-Binding Protein) oraz pomiedzy -Y3T1 i
-977 pz cztery miejsca wigzace receptor kwasu retinowego RXR [58]. Ponadto badania
komorek linii Caco2 (komorki rakowe jelita grubego) i komorek linii MCF-7 wykazaty,
ze ekspresja genu PTENna poziomie mRNA byta stymulowana przez receptory akty-
wowane przez proliferatory peroksysoméw typu gamma (PPARy, ang. Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor y), aktywowane selektywnym ligandem, chociaz
miejsca wigzace PPARy: GGGACCAAGGTCA oraz GGGATAAAGGGCA, znajduja
sie w odlegtosci okoto 11 000 pz w gore od promotora genu PTEN. Stymulacja
transkrypcji PTEN przez PPARy korelowata ze spadkiem aktywnosci kinazy PI3 i ze
spadkiem fosforylacji biatka Akt [37].

ZMIANY EPIGENETYCZNE GENU PTEN W LUDZKICH
KOMORKACH NOWOTWOROWYCH

Zaburzenia ekspresji genu PTENna skutek genetycznych i epigenetycznych zmian
zostaty stwierdzone w wielu dziedzicznych i sporadycznych nowotworach ludzkich.
Mutacje dziedziczne genu w komoérkach zarodkowych wystepuja w wielu zespotach
chorobowych [24,30,71], sg odpowiedzialne m.in. za zespoty chorobowe Cowdena i
Bannayan-Zonana [30]. W wielu sporadycznych nowotworach obserwowano brak
lub znaczne obnizenie stezenia biatka PTEN, co zwigzane bylto nie tylko ze zmianami
genetycznymi, ale rowniez z epigenetycznymi, gtdwnie ze zwiekszong metylacjg sek-
wencji dinukleotydowych CpG w regionie promotorowym genu [26,72]. Zwigzek
przyczynowy miedzy zwiekszong metylacjg promotora genu PTEN a wyciszeniem
ekspresji odnotowywano w: raku btony $luzowej macicy [32,44], raku prostaty [10],
raku zotgdka [26], sporadycznym raku okreznicy [19], raku niedrobnokomd&rkowym
ptuc (NSCLC, ang. Non-Small CeliLung Cancer) [47], czerniaku [48,70], sporadycz-
nym raku piersi [11,15,39].
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Salvesen i wsp. [44] oceniaja, ze 19% przypadkow raka btony $luzowej macicy
charakteryzuje zwiekszona metylacja w regionie promotorowym genu PTEN. Ponadto
te przypadki raka wykazywaty korelacje pomiedzy metylacjg promotora genu i tworze-
niem przerzutow (metastazg) oraz mikrosatelitama niestabilnoscig. Podobng zaleznos¢
obserwowano w sporadycznym raku okreznicy; w grupie przypadkoéw z wysokim
stopniem mikrosatelitamej niestabilnosci w 19% wykazano metylacje regionu regulatoro-
wego genu [19], Udziatu metylacji w wyciszeniu transkrypcji PTENnie wykluczono
takze w raku prostaty [10]. Rowniez wyniki badahn Kanga i wsp. [26] wykazaty zmiany
we wzorze metylacji promotora genu PTEN w 39% przypadkéw raka zotadka i utrate
ekspresji genu w 73% tych przypadkéw. Réwniez w raku ptuc NSCLC brak biatka
PTEN moze by¢, w czesci przypadkow, wynikiem zmiany wzoru metylacji w regionie
regulatorowym genu PTEN, ze wzgledu na rzadko$¢ odnotowywania mutacji w tym
genie. Zwiekszong metylacje promotora PTEN wykrywano w 35% przypadkdw raka
ptuc NSCLC i w 69% komdrek linii tego raka ptuc [47]. Utrate funkcjonalnego biatka
PTEN obserwowano takze w 40-50% przypadkéw czerniaka [48], przy czym mutacje
lub delecje w genie PTEN stwierdzano w 60% komorek linii czerniaka, ale tylko w
10% tkanek pobranych od pacjentéw z tym nowotworem. Moze to wskazywac, ze w
czerniaku inaktywacja genu w wyniku zmian epigenetycznych (tj. zwiekszonej metylacji)
albo zaburzenia subkomaérkowej lokalizacji biatka PTEN moze odgrywa¢ wazniejsza
role niz mutacje [48,70]. W przypadku raka piersi brak (lub zmniejszenie) ekspresji
PTEN obserwowano w okoto 33% przypadkéw i ta dysfunkcja genu korelowata z
tworzeniem przerzutow do weztéw chtonnych, brakiem receptora estrogenowego i
wysoka $Smiertelnoscig [ 11,39].

Powyzej przytoczone wyniki badan sugeruja, ze w wielu typach nowotworéw
metylacja wysp CpG w regionie regulatorowym genu PTEN (jak i innych genéw
supresorowych lub gendéw metabolizmu podstawowego) moze istotnie wptywac na
wyciszenie jego (ich) transkrypcji, a to wyciszenie jest zalezne od aktywnosci i ekspresiji
metylotransferazy DNA (DNMTL1). Jest bardzo prawdopodobne, ze pomiedzy aktyw-
noscig biatka PTEN a ekspresjg DNMTI istnieje Scista zaleznos¢. Brak aktywnego
biatka PTEN prowadzi do odblokowania wewnatrzkomorkowego szlaku przekazu
sygnatu zaleznego od kinazy MAP, kt6rego ostatnim elementem jest biatko JUN, bedgce
skiadnikiem kompleksu AP-1 [3,9]. A biatko JUN aktywuje az trzy miejsca inicjujace
transkrypcje (P2-P4) w genie DNMTI. Zwiekszenie ekspresji tego genu moze prowadzi¢
do wzmozonej aktywnosci DNMTI i zwigzanej z tym wzmozonej metylacji genow
supresorowych (w tym takze genu PTEN), skutkujacej ich wyciszeniem na poziomie
transkrypcji. Moze to by¢ jeden z mechanizmdw progresji procesu kancerogenezy.

PODSUMOWANIE

Przedstawiona charakterystyka biatka PTEN oraz mechanizm regulacji jego aktyw-
nosci, jak i aktywnos$ci genu PTEN w komérkach prawidtowych i nowotworowych
podkreslajg waznos¢ roli, jaka petni to biatko w utrzymaniu prawidtowych funkcji
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zyciowych komérki i w hamowaniu procesu kancerogenezy poprzez utrzymanie
wiasciwej proporcji pomiedzy proliferacjgi apoptoza.

Na szczegOllng uwage zastuguja: antagonistyczny charakter fosfatazy PTEN wobec
kinazy PI3 oraz regulacja ekspresji genu PTEN poprzez epigenetyczne wyciszenie
jego transkrypcji. Wyjasnienie biologicznej roli biatka supresorowego PTEN i powigzanie
jej z regulacjajego aktywnosci i aktywnosci genu staje sie wazne w aspekcie poszukiwa-
nia farmakologicznych mozliwosci hamowania transformacji nowotworowej juz we
wczesnych etapach tego procesu.
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FORMOWANE PRZY KRAWEDZI WIODACEJ
KOMORKI PODCZAS PIERWSZEGO ETAPU MIGRACJI

CYTOSKELETAL ACTIN STRUCTURES FORMED AT THE LEADING
EDGE OF THE MIGRATING CELL DURING THE FIRST STEP
OF MIGRATION
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Katedra i Zak¥ad Histologii i Embriologii, Uniwersytet Mikotaja Kopernika
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Streszczenie: Ekspansja krawedzi wiodacej stanowi pierwszy etap migracji komoérek. Zwigzany jest on
z formowaniem zbudowanych z aktyny struktur cytoszkieletu - lamellipodiéw oraz filopodiéw. Ich
reorganizacja, w odpowiedzi na szereg bodzcow zewnatrzkomérkowych, kontrolowana jest m.in. przez
biatka nalezace do rodziny WASP (ang. Wiskott-Aldrich syndrome protein), bedace efektorami GTPaz
Rho i posredniczace w aktywacji kompleksu Arp2/3 (ang. actin-relatedprotein 2-3 complex). Najnowsze
badania z zastosowaniem gFSM (ang. quantitativefluorescent speckle microscopy) wskazujg na istnienie
przy krawedzi wiodacej komorki odrebnego obszaru utworzonego z filamentéw aktynowych - lamellum,
odpowiedzialnego za trwate wysuniecie krawedzi wiodacej w pierwszym etapie ruchu komoérki. W pracy
przedstawiono charakterystyke powyzszych struktur z uwzglednieniem poznanych dotychczas mecha-
nizmoéw oraz szlakéw sygnatowych, prowadzacych do ich formowania.

Stowa kluczowe: lamellipodium, filopodium, lamellum, WASP, WAVE.

Summary: Protrusion of the leading edge represents the first step of cell migration. This process is
connected with formation of cytoskeletal actin-containing structures called lamellipodia and filopodia.
Reorganization ofcortical actin filaments in response to extracellular stimuli is controlled by The Wiskott-
Aldrich syndrome proteins (WASP), a protein family members that are believed to be important effectors
of Rho GTPases and to mediate in activating Arp2/3 (actin-related protein 2-3) complex. Recent studies
using quantitative fluorescent speckle microscopy (qFSM) revealed the existence of the second region
containing filamentous actin at the leading edge of migrating cells — lamellum, responsible for the persistent
advancement ofthe cell. In this paper, characteristics ofabove-mentioned structures are presented and the
mechanisms and signaling pathways leading to their formation, are discussed.

Key words: lamellipodium, filopodium, lamellum, WASP, WAVE.
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Wykaz stosowanych skrétow: ABPs (actin binding proteins) - biatka wigzace aktyne; Arp 2/3 (actin-
relatedprotein 2-3 complex) — kompleks 2/3 biatek spokrewnionych z aktyna; Cdc42 (cell-division cycle
42) - cykl podziatu komoérkowego 42; CP (cappingprotein) - biatko czapeczkujace; Ena/VASP - ena-
bled/vasodilator-stimulatedphosphoprotein: EVH1 (Ena-VASP homology domain 1) — domena biatek
homologiczna do domeny | Ena-VASP; qFSM - quantitative fluorescent speckle microscopy, GBD
(GTP-ase binding domain) - domena wigzaca GTP-aze; GBD/CRIB - GTPase-binding domain/Cdc42
and Rac interactive binding, PH ( pleckstrin homology) — domena biatek homologiczna do domeny
plekstryny; Rael - Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1; Scar/WAVE - suppressor ofcyclic AMP
receptor mutation/Wiskott-Aldrich verprolin homologous protein; SHD (SCAR homology domain) —
domena homologiczna do domeny SCAR; WASP - Wiskott-Aldrich syndrome protein; N-WASP (neuro-
nal-WASP) N-WASP - WASP w komérkach nerwowych; WH1 (WASP homology domain 1) - domena
biatek homologiczna do domeny | WASP; WHD (WA VE homology domain) - domena biatek homologicz-
na do domeny WAVE.

Migracja komorek umozliwia zachodzenie wielu procesow fizjologicznych, a takze
zZwigzana jest z szeregiem zjawisk patologicznych zachodzacych w organizmie. W
embriogenezie, przemieszczanie sie komorek jestjednym z czynnikéw warunkujacych
prawidtowy przebieg proceséw morfogenezy. W organizmach dojrzatych migracja
komérek zachodzi m.in. podczas gojenia sie ran, odpowiedzi immunologicznej,
angiogenezy oraz w jednym z etapoéw kancerogenezy - metastazie [17]. Ukierunkowany
ruch komorekjest procesem ztozonym, wymagajgcym integracji i precyzyjnej koordynacji
szeregu zjawisk zachodzacych w odrebnych obszarach komérki. Ze wzgledu na te
Czasowo-przestrzenngorganizacje, migracja moze by¢ rozpatrywanajako nieprzerwany
cykl skladajacy sie z kilku niezaleznych etapéw: 1) ekspansji krawedzi wiodacej,
2) formowania miejsc przylegania powstatych wypustek do podtoza, 3) generacji
naprezen w obrebie nowo utworzonych struktur adhezyjnych, 4) deadhezji tylnej czesci
ciata komoérki i podciggniecie jej do miejsc zakotwiczenia [1, 17,24,45].

Niniejsza praca przegladowa ma na celu charakterystyke dynamicznych struktur
zbudowanych z aktyny, powstajgcych w trakcie migracji przy krawedzi wiodacej komérki
oraz szlakéw sygnatowych prowadzacych do ich powstania.

KRAWEDZ WIODACA KOMORKI

Migracja komorki w kierunku chemoatraktanta wymaga posiadania przez nig
przestrzennej asymetrii, ktérej wyrazem jest spolaryzowana morfologia, czyli wyrazne
rozroznienie pomiedzy obszarami wiodacym i tylnym [17]. Obserwacje migrujgcych
komorek pozwolity wyodrebni¢ przy ich krawedziach wiodagcych dwie strefy -
lamellipodium i lamellum - utworzone przez czesciowo pokrywajace sieg, ale kinema-
tycznie, Kinetycznie, molekularnie oraz funkcjonalnie odrebne sieci aktynowe.
Lamellipodium obejmuje obszar znajdujacy sie tuz pod btong komérkowa, natomiast
lamellum zlokalizowane jest pomiedzy lamellipodium a ciatem komorki [22,25,42], W
strefie lamellipodium wyodrebnia sie rozgateziona sie¢ widkien F-aktyny, natomiast
lamellum zbudowane jest z dtugich, nierozgatezionych filamentéw aktynowych [22].
Wiele komorek eksponuje ponadto przy krawedzi wiodacej duza liczbe rozchodzacych
sie promieniscie wypustek zbudowanych z wigzek filamentow aktynowych, majacych
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Rycina 1. Model migrujacej komorki, uwzgledniajacy jej kompartmentacje, wyznaczong przez rodzaj
struktury cytoszkieletu aktynowego [8, 22]

Srednice 0,1-0,2 pm i dtugosc¢ do kilku mikrometréw. Terminem mikrowypustki (ang.
mikrospikes) okresla sie te niewykraczajgce poza obszar krawedzi komarki, natomiast
wysuniete pozajej obreb cienkie, sztywne struktury zbudowane z wigzek filamentéw
nazwane zostaty filopodiami. Zgodnie z powyzszg nomenklatura, mikrowypustki sa
czescig lamellipodium oraz potencjalnymi prekursorami filopodiéw [30] (ryc. 1).

LAMELLIPODIA

Po zastosowaniu mikroiniekcji oznakowanej fluorescencyjnie G-aktyny do fibroblas-
téw, stwierdzono, ze po kilku minutach zostaje ona wigczona w sie¢ filamentow
znajdujaca sie bezposrednio pod btong komorki, w obszar lamellipodium [24,29,45].
Filamenty aktynowe sg supramolekulamymi strukturami spolaryzowanymi, majacymi
konce (+) oraz (-). Monomery aktyny (G-aktyna) dotgczane sg do konca (+) filamentow
w procesie polimeryzacji. Powoduje to ich wydtuzanie, formowanie sie wypustek w
strefie wiodgcej komdrki, a w rezultacie jej ukierunkowany ruch [24]. Wykazano, ze
obszar najwiekszego natezenia polimeryzacji obejmuje pasmo o szerokosci ~ | pm,
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zlokalizowane wzdtuz krawedzi wiodacej komorki, przechodzace w rownie waskie
pasmo depolimeryzacji [25,42,44],

Lamellipodia sg cienkimi, blaszkowatymi strukturami o grubos$ci ~ 200 nm, ktérych
szeroko$¢, w zaleznosci od typu komérki, waha sie w granicach 1-5 pm (od podstawy
do wierzchotka) [22,28],

Klasyczny model opisujacy droge sygnatowg prowadzgcg do formowania sieci
mikrofilamentéw lamellipodium oraz wigzek filopodium przy krawedzi wiodacej komorki
przedstawia sie nastepujaco: Aktywacja wewngtrzkomaérkowych czastek sygnatowych:
Rac! oraz Cdc42, biatek nalezacych do rodziny GTP-az Rho, stanowi sygnat do formowania
odpowiednio lamellipodiow i filopodidw [ 10,37]. Rac! i Cdc42 wiazasie z biatkami nalezacymi
do rodziny WASP [2,19,35,37], Cdc42 wspolnie z fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforanem
(PIP,) aktywuje WASP oraz homologiczne: N-WASP, natomiast Rac ! biatka zaliczane do
Scar/WAVE, wsrdd ktérych wyodrebnia sie izomery WAVEL, WAVE2 i WAVE3 [37],
WASP, N-WASP oraz Scar/WAVE, nalezace do rodziny biatek WASP, majgwspdlne cechy
strukturalne oraz wykazujg podobienstwo pod wzgledem biochemicznym, umozliwiajace
im poprzez przylaczenie monomeru aktyny oraz kompleksu Arp 2/3, formowanie
trzyczesciowej jednostki funkcjonalnej. Powstanie tego trojsktadnikowego kompleksu jest
niezbedne do aktywacji Arp 2/3 irozpoczecia przez niego procesu nukleacji filamentow
aktynowych jako odgatezienjuz istniejacych wiokien F-aktyny [33].

Zrozumienie tak odmiennych mechanizméw regulacji dwaéch gtéwnych grup biatek
nalezacych do rodziny WASP: WASP/N-WASP oraz Scar/WAVE [37] wymaga
zapoznania sie z budowg ich czasteczek (ryc. 2), a co sie z tym wigze - z szeregiem
homologii i rozbieznosci.

Zaréwno WASP/N-WASP, jak i Scar/WAVE maja na koncu karboksylowym domene
katalitycznag- VCA, do ktorej przytaczaja
sie G-aktyna oraz kompleks Arp2/3, inicju-
jac tym samym formowanie nowych fila-
mentéw aktynowych (proces polimeryza-
cji). Kolejng cechg wspdlna dla wszyst-
kich biatek rodziny WASP jest wystepo-
wanie sagsiadujacego z domeng VCA re-
gionu bogatego w proline, zawierajgcego
miejsca wigzania dla profiliny oraz moga-
cego wchodzi¢ w interakcje z biatkami

RYCINA 2. Schemat budowy biatek (A) WASP/
N-WASP (B) Scar/WAVE [6,33]: VCA - miejsce,
do ktérego przytacza sie¢ monomer aktyny oraz
kompleks Arp2/3; PPPP - region bogaty w
proling, zawiera miejsce wigzania dla profiliny
oraz biatek majacych domeny SH3; B - odcinek
zbudowany z aminokwaséw konstytutywnych,
posredniczacy w wigzaniu F-aktyny oraz (wy-
tacznie biatka WASP/N-WASP) PIP,; GBD -
miejsce wigzania Cdc42; WH1 - domena
charakterystyczna dla WASP/N-WASP; WHD
- domena charakterystyczna dla Scar/WAVE

majacymi domeny SH3. Wspdlne jest po-
nadto wystepowanie fragmentu ztozonego
z aminokwaséw konstytutywnych, ktéry
posredniczy w wigzaniu tréjsktadnikowego
kompleksu ztozonego z czasteczki biatka
rodziny WASP, G-aktyny oraz Arp2/3 do
filamentu aktyny. W przypadku biatek
WASP/N-WASP do tego odcinka przyta-
czany jest takze PIP, [33],
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W przeciwienstwie do znaczacej homologii odcinka karboksylowego biatek rodziny
WASP, strukture konca aminowego cechuje znaczne zréznicowanie. Region N-termina-
Iny czasteczek WASP oraz N-WASP zawiera motyw GBD wigzacy Cdc42 [39], okre$lany
réwniez jako domena GBD/CRIB [37], oraz domene WASP1 (WHL1), noszaca takze
nazwy: domena Ena-VASPI (EVH1) [6], domena plekstrynowa (PH) [35].

Biatka Scar/WAVE natomiast maja na koricu aminowym odrebny, wysoce specy-
ficzny motyw - domene WAVE (WHD), okre$lang réwniez jako SCAR (SHD). Brak
domen GBD oraz WH1 w czasteczkach Scar/WAVE [6].

Aktywacja WASP/N-WASP

Oddziatywanie pomiedzy domenami VCA oraz GBD biatek WASP i N-WASP
prowadzi do zamaskowania regionu VCA, czego nastepstwem jest inaktywacja danych
biatek (proces autoinhibicji). Zwigzanie sie Cdc42 z domeng GBD oraz przytgczenie
PIP, do sasiadujgcego regionu, zbudowanego z aminokwaséw konstytutywnych,
powoduje zmiany konformacyjne czasteczek - odstoniecie domeny katalitycznej VCA,
a w konsekwencji aktywacje biatek, umozliwiajacg formowanie kompleksu: WASP -
monomer aktyny - kompleks Arp 2/3 [33, 37] (ryc. 3).

RYCINA 3. Model aktywacji biatek WASP (N-WASP) [6]. Autoinhibicja biatek zachodzi w wyniku
zablokowania domeny VCA przez motyw GBD. Zwigzanie sie Cdc42 oraz PIP, z odpowiednio:
domenami GBD i B powoduje zmiany konformacyjne czasteczek biatek, prowadzac do uwolnienia korca
karboksylowego i tym samym aktywacji WASP/N-WASP

Aktywacja Scar/WAVE

Brak domeny GBD w czgsteczkach biatek nalezacych do Scar/WAVE uniemozliwia
bezposrednie przytaczenie Racl [9, 37, 39]. Dowiedziono, ze biatko WAVEL, ktére
zlokalizowane jest blizej jadra [34] i odpowiedzialne najprawdopodobniej za stabilizacje
lamellipodidéw poprzez udziat w formowaniu struktur adhezyjnych [46], w formie
nieaktywnej, w warunkach in vitro tworzy kompleks z biatkami: PIR 121,Napl, Abi2
oraz HSPC300 [5, 9]. Dysocjacje kompleksu inicjujg biatka Nck badZz Racl, wigzace
sie z PIR 121 i tym samym powodujgce uwolnienie aktywnego WAVE 1, ktére pozostaje
zwigzane z HSPC300 [5, 9]. Wyniki innych badan [15] wskazuja, ze biatko WAVE2,
zlokalizowane przy krawedzi wiodacej komérki [34] ulega aktywacji w wyniku
przytaczenia Rac i utworzenia kompleksu WAVE2-Abi |-Nap!-PIR 121. Badacze twier-
dza, ze powstaty kompleks nie ulega dysocjacji po przytaczeniu Rac, co pozostaje w
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RYCINA 4. Modele aktywacji biatek Scar/WAVE: A - Nieaktywne biatko Scar/WAVE tworzy kompleks
z biatkami PIR121, Napl, Abi oraz HSPC300. Przylaczenie Rac do PIR121 powoduje dysocjacje
kompleksu i tym samym aktywacje Scar/WAVE, kt6re pozostaje zwigzane z HSPC300 [9]. B - Zwigzanie
Rac z PIR121 aktywuje Scar/WAVE. Powstaty kompleks nie ulega dysocjacji [15]

opozycji do przedstawionych powyzej wynikow badan [9] (ryc. 4). Zostata dowiedziona
takze mozliwos¢ aktywacji WAVE? przez biatko Rac za posrednictwem biatka IRSp53
[20]. Whnioskuje sie, ze WAVE 3 tworzy tego samego rodzaju kompleksy biatkowe jak
izoformy WAVE! i WAVEZ2, a zidentyfikowane rozbieznosci majg miejsce na poziomie
tkankowym i wynikajg z roznic w powinowactwie do okreslonych i niezidentyfiko-
wanych jeszcze biatek wigzacych [32].

»Dendrytyczny” model nukleacji filamentow aktynowych (ang. the dendritic
nucleation model) opisuje proces formowania rozgatezionej sieci filamentow lamelli-
podium w strefie wiodacej komérki [7,22,23,24,31,35] nastepujgco:

Aktywne biatka WASP przylgczajg monomer aktyny oraz kompleks Arp2/3, co
aktywuje Arp 2/3 i stanowi warunek rozpoczecia przez kompleks procesu nukleacji de
novo filamentow aktynowych jako odgatezien wczesniej istniejacych filamentow. W
konsekwencji, powstajg rozwidlenia (ang. Y-junctions) pod charakterystycznym dla
opisywanych struktur katem ~ 70°. Do koncéw (+) powstatej w ten sposéb, rozgatezionej
sieci mikrofilamentéw sa dodawane nastepnie monomery aktyny zwigzane z ATP (w
wiekszosci transportowane w kompleksie z profiling). Proces elongacji wtokien F-aktyny
kontrolowany jestjednocze$nie przez biatka ,,czapeczkujace” (CP), ktore wigzac korce
(+) filamentéw hamujg dalsze ich wydtuzanie. Podczas polimeryzacji lub w krotkim czasie
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po jej zajsciu, nukleotyd ulega hydrolizie do ADP i Pi. Odtgczenie fosforanu zmniejsza
powinowactwo kompleksu Arp2/3 do F-aktyny ~ 20-krotnie, powodujac dysocjacje i
rozpad filamentow aktynowych. Proces ten wzmacniany jest przez niektore biatka, m.in
kofiling, ktéra przylaczajac sie do ADP-aktyny powoduje ciecie i depolimeryzacje jej
konca (-). Monomery aktyny zwigzane z kofiling, uwolnione w wyniku dysocjacji tacza
sie nastepnie z profiling, rywalizujgcaz kofilingo mozliwos¢ zwigzania z G-aktyna. Profilina
intensyfikuje ponadto wymiane ADP zwigzanego z aktyna na obecny w cytoplazmie
ATP. Powstata w ten sposéb pula monomerow aktyny zwigzanych z profiling moze by¢
wykorzystana do elongacji rosngcego konca (+) (ryc. 5).

RYCINA 5. ,,Dendrytyczny” model nukleacji filamentéw aktynowych [23,24]: 1 - monomery ATP-
aktyny transportowane w kompleksie z profiling, 2 - przylaczenie czastek G-aktyny do rosnacego
konca (+) filamentu w procesie polimeryzacji, 3 — aktywny kompleks Arp2/3 formujacy odgatezienia
filamentéw aktynowych, 4 - wydtuzanie widkien F-aktyny, 5 - przytaczenie sie biatek CP do koncéw
(+) filamentéw - zablokowanie polimeryzacji, 6 — hydroliza zwigzanego z monomerem aktyny ATP do
ADP i Pi, 7 - przytaczenie kofiliny do ADP-aktyny, ciecie i depolimeryzacja konca (-) filamentu, 8
- kataliza wymiany ADP na ATP zachodzaca przy udziale profiliny
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FILOPODIA

Filopodia obecne sgprzy krawedzi wiodacej pewnych typow komorek. Stozki wzrostu
komorek nerwowych oraz wigkszos$¢ fibroblastow wyksztatca te struktury, natomiast
nie stwierdzono ich wystepowania w keratynocytach ryb i neutrofilach ssakéw [22].

Filopodia, w przeciwienstwie do rozgatezionej sieci filamentow aktynowych lamelli-
podium, zbudowane sg z dtugich, dorastajgcych w pewnych typach komérek do 50 gm
[12] wiazek F-aktyny [7, 17, 35, 36], Liczba filamentow aktynowych budujgcych
filopodium oraz towarzyszacych im biatek sieciujgcych (ang. cross linking proteins)

RYCINA 6. Modele regulacji powstawania lamelli-
podiéw i filopodiéw. A - Niezalezne szlaki sygnatowe:
aktywacja biatek Scar/WAVEs poprzez przytaczenie Rac
prowadzi do formowania lamellipodidw; zwigzanie
Cdc42 z biatkami WASPs inicjuje tworzenie filopodiow
[10, 37]. B — Szlak kaskadowy: aktywacja biatek Scar/
WAVESs oraz WASPs przez odpowiednio: Rac i Cdc42,
prowadzi do formowania lamellipodiéw, ktére po za-
dziataniu dodatkowych sygnatéw sgtransformowane w
filopodia [4]

determinuje elastycznos¢ wypustki
[41], Twierdzi sie, ze podstawa filopo-
dium, zakotwiczonajest w sieci wiokien
F-aktyny w obszarze lamellipodium [36,
40], Mechanizm regulujacy powsta-
wanie tych struktur jest obecnie przed-
miotem dyskusji. Czes¢ grup badaw-
czych [4, 36, 43] podwaza stusznos¢
paradygmatu, ktéry zaktada wystepo-
wanie dwoch rownolegtych i niezalez-
nych szlakéw sygnatowych, prowadza-
cych od WASP do lamellipodiéw oraz
od Scar/WAVE do filopodiéw [37] (ryc.
6a). Biyasheva i wspétpracownicy [4]
wysuneli hipoteze, kt6ra zostata nazwana
»Szlakiem kaskadowym” (ang. the
cascade pathway model) (ryc. 6b).
Wedtug niej, aktywacja biatek WASP
oraz Scar/WAVE prowadzi do formo-
wania lamellipodium stanowiacego
jednoczesnie ,,fundament”, w obrebie
ktérego, przy udziale dodatkowych
sygnatéw, zachodzi reorganizacja cyto-
szkieletu i formowanie filopodidw.
Roéwnolegle, ta sama grupa badawcza
zaproponowata bedacy dopetnieniem po-
przedniego model, okreslany jako, kon-
wergentne wydtuzanie sie¢” (ang. con-
vergent elongation) [36, 43]. Zakiada
on mianowicie, ze biatka kompleksu
Arp2/3 biorg udziat w powstawaniu
rozgatezionej sieci filamentéw aktyno-
wych, ktéra poprzez formowanie struk-
tur posrednich, podlega nastepnie reor-
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ganizacji w rownolegte wigzki F-aktyny. Wyniki wczesniej przepro-wadzonych badan
[3] dowodza, ze biatka Ena/VVASP oraz biatka ,,czapeczkujace” rywalizujg o0 wigzanie
z koricem (+) nowo powstatych, przy udziale Arp 2/3, filamentdw aktynowych, a funkcjg
Ena/VASP jest podtrzymanie dalszego ich wydtuzania. Autorzy omawianego modelu
twierdza, ze dzieki niewyjasnionemu do tej pory mechanizmowi, prekursory filopodiow
Zwigzane w regionie rosngcym (+) filamentu z grupa biatek, najprawdopodobniej z
Ena/VASP, tracg zdolno$¢ tworzenia rozgatezien i formuja réwnolegte wiazki, stabilizo-
wane przez biatko sieciujace - fascyne. Badacze sugeruja, ze rekrutacja i/lub aktywacja
fascyny w czesci szczytowej prekursoréw powoduje sieciowanie zlokalizowanych tam
filamentéw i tym samym formowanie utozonych réwnolegle wigzek F-aktyny. Przepro-
wadzenie kolejnych doswiadczen, umozliwito dalszg analize opisywanego procesu oraz
udoskonalenie wczes$niejszych zatozen. Stwierdzono [ 18], ze ,,decyzja” o formowaniu
wiazek filamentow filopodiéw badz kontynuowaniu tworzenia rozgatezionej sieci F-ak-
tyny lamellipodium zaleznajest od aktywnosci biatek ,,czapeczkujacych” (CP). Autorzy
sugeruja, ze CP funkcjonuje w cytoszkielecie jako negatywny regulator filopodiow
oraz pozytywny lamellipodiéw. Mechanizm regulacji CP nie zostat do konca wyjasniony.
Zidentyfikowano dotychczas dwa biatka oddziatujgce z CP: V-1, formujacy stabilny
kompleks z CP i tym samym hamujacy jego wigzanie z F-aktyng [38] oraz CARMIL,
wyizolowany z Dictyostelium i Acanthamoeba [ 16,27], ktérego wptyw na CP pozostaje
przedmiotem badan. W procesie regulacji wydtuzania koricéw (+) filamentéw podkresla
sie takze udziat biatek dziatajgcych antagonistycznie w stosunku do CP, ktérymi sg
wspomniane wczesniej Ena/VASP [3] oraz zidentyfikowane niedawno forminy. W
warunkach in vitro, forminy wigzg sie z koficem (+) filametnéw aktynowych [11,26]
zabezpieczajgc je przed ,,czapeczkowaniem” przez CP i tym samym umozliwiajgc dalszg
elongacje polimeréw aktyny [11, 14, 21,26,47].

LAMELLA

Badania przeprowadzone z zastosowaniem gqFSM dowiodty, ze wiekszos$¢ (80-95%)
filamentéw aktynowych, powstatych w procesie polimeryzacji w obszarze lamellipodium,
ulega depolimeryzacji w odlegtosci 1-3 pm od krawedzi komorki, w strefie przejsciowej
pomiedzy lamellipodium a lamellum [25,42,44], Lamellum zbudowane jest z dtugich i
nierozgatezionych wiokien F-aktyny, obejmujgcych obszar mieszczacy sie w granicach
3-15 pm (liczac od krawedzi komorki) [25], przestrzeri pomiedzy lamellipodium a
ciatem komérki [22]. Przypuszcza sie, ze filamenty aktynowe lamellum nie sg formo-
wane poprzez reorganizacje sieci filamentow lamellipodium, ale powstajg w wyniku
niezaleznej asocjacji [25, 42]. Charakterystyczne dla rozgatezionej sieci filamentéw
lamellipodium biatka kompleksu Arp2/3 oraz ADF/kofilina [23] nie sa aktywne w
obszarze lamellum. Zidentyfikowano tam natomiast miozyne Il oraz tropomiozyne [8,
24]. Opisywane struktury r6zni ponadto natezenie proceséw polimeryzacji i depolime-
ryzacji filamentow aktynowych, ktére w obszarze lamellipodium jest wyzsze ~ 10-
krotnie w stosunku do lamellum [25, 42], a cykl zachodzi w sposob ciagly [25, 44].
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Lamellum cechuje wolniejsze tempo reorganizacji cytoszkieletu, a procesy polimeryzacji
i depolimeryzacji wystepuja punktowo [25, 42], Potgczenia pomiedzy filamentami
lamellum i lamellipodium cechuje wystepowanie struktur adhezyjnych, utworzonych
przez transmembranowe kompleksy integryn oraz biatek wigzacych aktyne (ABPs),
odpowiadajacych za przetozenie aktomiozynowego skurczu powstatego w lamellum
na site ciagngca komorke po powierzchni macierzy pozakomorkowej (zewnatrz-
komorkowego matriks) [25]. Wyniki najnowszych badan [13,25] wskazujg, ze miedzy
innymi lamella, a nie lamellipodia powodujace beztadne wypychanie i cofanie krawedzi
wiodacej komérki [25], odpowiadajg za jej efektywe i trwate wysuniecie. Sugeruje sie
[13], ze funkcjq lamellipodium jest analiza $rodowiska oraz zapewnienie natychmiastowej
odpowiedzi na roznorodne bodzce kierunkowe, natomiast lamellum odpowiedzialne jest
za efektywny ruch komorki w pierwszym etapie migracji.

PODSUMOWANIE

Pierwszy etap migracji komorki polega na wysunieciu jej krawedzi wiodacej. Proces
ten zwigzany jest z dynamiczng reorganizacjacytoszkieletu aktynowego i formowaniem
takich struktur cytoszkieletu, jak: lamellipodia, filopodia czy zidentyfikowane niedawno
lamella. Drogi sygnatowe, prowadzace do powstania powyzszych struktur sg wcigz
przedmiotem dyskusji. Czes$¢ grup badawczych odrzuca zatozenie méwigce o wystepo-
waniu niezaleznych szlakéw sygnatowych, prowadzacych od N-WASP do lamellipodiow
oraz od Scar/WAVE do filopodiéw. Sugeruje sie natomiast formowanie filopodiéw poprzez
reorganizacje sieci filamentow lamellipodium, w ktorej decydujaca role petnigbiatka CP
oraz Ena/VASP. Interesujgcych wynikéw dostarczyty badania prowadzone przez Ponti
[25] i Vallotton [42] wskazujace na fakt wystepowania przy krawedzi wiodacej komdrek
dhugich, nierozgatezionych widkien F-aktyny, réznigcych sie istotnie od rozgatezionej sieci
filamentdw lamellipodium. Wyniki ostatnich eksperymentéw [ 13], w ktdrych zahamowano
tworzenie sie lamellipodiéw, pozwalajg przypuszczaé, ze sgone zbedne w procesie generacji
ruchu komorki. Sugeruje sig, ze za trwate wysuniecie krawedzi wiodacej komorki w
pierwszym etapie jej mchu odpowiedzialne jest lamellum. Uzyskane w wyniku powyzszych
doswiadczen informacje nasuwajg wiele pytan. Czy filopodia powstajg w wyniku
reorganizacji filamentow lamellipodium czy lamellum? Jaki jest mechanizm powstawania
filamentow lamellum? Co determinuje szeroko$¢ lamellipodium? Odpowiedz nate i wiele
innych pytan dostarczg kolejne badania w tym zakresie.
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MOLEKULARNY ZEGAR | GRADIENT
MORFOGENOW REGULUJA SOMITOGENEZE
U KREGOWCOW

MOLECULAR OSCILLATORY CLOCK AND MORPHOGEN GRADIENT
REGULATE THE SOMITOGENESIS IN VERTEBRATES

Zofia BIELANSKA-OSUCHOWSKA

Zaktad Histologii i Embriologii, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej
Szkota Gtowna Gospodarstwa Wiejskiego

Streszczenie: Somitogeneza, w czasie ktérej z przyosiowej mezodermy tworzg sie somity, jest pod-
stawa segmentacji ciata u kregowcow. Somity sa strukturami przejsciowymi dajgcymi poczatek kregom,
miesniom szkieletowym i skorze wihasciwej. U kregowcodw wszystkie komérki przyosiowej mezodermy
przechodzg przez trzy fazy réznicowania i dojrzewania, ktore sa $cisle regulowane na poziomie prze-
strzennym i czasowym. W pierwszej fazie komorki macierzyste, zlokalizowane w smudze pierwotnej, a
nastepnie w paczku ogonowym, przeksztatcajg sie w komoérki progenitorowe, ktore tworza mezoderme
przedsomitowa w formie dwéch pasm komdrek mezenchymatycznych biegnacych po obu stronach
cewy nerwowej i struny grzbietowej. Faza przygotowania do segmentacji zachodzi w przedsomitowej
mezodermie na poziomie molekularnym. W fazie segmentacji tworza, sie granice somitu i zachodzi
epitelizacja komérek mezenchymatycznych. Dane z ostatnich kilku lat wskazujg, ze somitogeneza jest
kontrolowana przez molekularny zegar oscylacyjny oraz przez gradienty morfogenéw. Podstawa zegara
oscylacyjnego jest periodyczna ekspresja pewnych genéw, z ktérych wiekszos¢ jest zwigzana z sygna-
lizacjg Notch. Z zegarem oscylacyjnym powigzany jest dynamiczny gradient morfogenéw FGF, Wnt3a
oraz kwasu retinowego. W artykule oméwiono mechanizm dziatania molekularnego oscylacyjnego zegara
u zarodkéw danio, kury i myszy.

Stowa kluczowe: somitogeneza, zegar molekularny, zarodek kregowcéw.

Summary: The segmentation ofthe vertebrate body is established by somitogenesis, during which somite
form sequentially in a rhythmic fashion from the paraxial presomitic mesoderm. The somites are transient
embryonic segments giving rise to the vertebras, the skeletal muscles and dorsal epidermis. In vertebrates,
all cells ofthe paraxial mesoderm go successively through the three phases of differentiation and matura-
tion, which are tightly regulated at the spatio-temporal level. A growth phase during which progenitor cells
are produced from mesodermal stem cells, which are localised in the primitive streak and latter in the tail
bud, and become organised as two streaks of the mesenchymal cells bilaterally to the neural tube and
notochord forming the presomitic mesoderm. A pattering phase occurring in the presomitic mesoderm
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during which the segmental pattern is established on the molecular level. A segmentation phase in which
the somite boundaries are formed and epithelization ofmesenchymal cells occurs. Recent data suggest that
the molecular oscillatory [segmentation] clock and gradients ofsignalling molecules control the somitoge-
nesis. The periodic expression ofseveral genes, most ofwhich are related to the Notch signalling pathway,
is the base of the oscillatory clock. Dynamic gradient ofretinoic acid and morphogens FGF6 and Wnt3a
are coupled with molecular oscillatory clock. In this review the mechanism ofoscillatory clock in zebra-
fish, chick and mouse embryos is described.

Key words: somitogenesis, molecular clock, vertebrate embryo.

WSTEP

Jednym z podstawowych proceséw w rozwoju zarodkow kregowcow jest somitoge-
neza, w wyniku ktérej powstajg somity, odrebne segmenty utozone parami wzdtuz struny
grzbietowej i cewy nerwowej. Somity tworzg sie kolejno od przodu ku tytowi, pierwsza
para widoczna jest na poziomie pecherzyka ocznego zarodka. Liczba somitow jest
stata dla danego gatunku, np. u kury wynosi 52, u myszy 65 [37]. Z somitow tworza sie
kregi, miesnie szkieletowe i skdra whasciwa. R6znicowanie sie somitow w te struktury
jest dobrze poznane i opisane w podrecznikach [8,39], W ostatnich kilku latach zain-
teresowano sie specjalnie poczgtkowymi etapami somitogenezy, poniewaz, jak sie oka-
zato, w tym okresie zachodzi w mezodermie przedsomitowej naprzemienne regularne
aktywowanie i hamowanie ekspresji niektorych genéw, co w zasadniczy sposéb wptywa
na wyodrebnianie i r6znicowanie sie somitow.

Badania nad somitogenezg sg prowadzone gtdwnie na zarodkach 3 gatunkéw
kregowcow: ryby danio pregowany (Danio regio), kury i myszy. Zarodki danio sa
dostepne w duzej liczbie, przechodza szybki rozwdj, somitogeneza trwa u nich okoto 14
godzin, mozna réwniez fatwo uzyskac u tych ryb ukierunkowane mutacje genetyczne.
Podobnie ze wzgledu na dostepno$¢ do manipulacji eksperymentalnej badana jest
somitogeneza u zarodkow kur. Z kolei analiza rozwoju licznych mutacji genetycznych
spontanicznych i ukierunkowanych wywotywanych u myszy dostarcza wielu cennych
informacji o zaburzeniach w prawidtowej somitogenezie.

POWSTAWANIE | ROZNICOWANIE MORFOLOGICZNE
PRZYOSIOWEJ MEZODERMY SOMITOWEJ

Na wstepie nalezy przypomnieé, ze u owodniowcow (ptaki i ssaki) gastrulacja
rozpoczyna sie w obrebie tarczki zarodkowej, ztozonej z dwdch warstw komaérek
epiblastu i hypoblastu. Komorki epiblastu tworzg nastepnie wiasciwy zarodek. Tarczka
zarodkowa jest spolaryzowana i mozna w niej wyr6zni¢ czes¢ przednig (A - anterior)
poprawnie nazywana rostralng, z ktorej rozwijaja sie gtéwnie przednie czesci zarodka
oraz czes¢ tylng (P - posterior) nazywang kaudalng. Cze$¢ komoérek epiblastu
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przemieszcza sie przez smuge pierwotng i wezet pierwotny (Henzena) pod epiblast i
tworzy mezoderme. Na skutek tej migracji smuga pierwotna stopniowo sie skraca i
zanika. Zaleznie od potozenia, czasu migracji i p6zniejszego réznicowania oraz funkgcji
wyrdznia sie mezoderme gtowowa, osiowa, przyosiowa, posrednigi boczna. W pierwszej
kolejnosci z epiblastu wysuwajg sie w linii srodkowej tarczki zarodkowej komorki
mezodermy gtowowej i osiowej, tj. struny grzbietowej i razem z formujaca sie cewa
nerwowa przemieszczaja sie rostralnie. W nastepnej kolejnosci migruja po obydwéch
stronach struny grzbietowej komorki przeznaczone na somity tworzace przyosiowa,
przedsomitowg mezoderme - PSM (presomatic mesoderm). Komoérki przeznaczone
na PSM zatrzymuja sie na rostralnym konhcu smugi pierwotnej i stajg sie rezydujaca
pula komérek macierzystych dla PSM. Po zaniku smugi pierwotnej te komorki
macierzyste lokujasie w przedniej czesci paczka ogonowego. [7]. Komdrki macierzyste
dostarczaja puli komorek prekursorowych tworzacych PSM i somity. Pula komorek
prekursorowych rozdziela sie na dwie czesci, ktore przesuwaja sie wzdtuz pomiedzy
ektodermg powierzchniowg a endoderma jelitowa po obu bokach cewy nerwowej i
struny grzbietowej. Tworzg sie dwa rownolegte pasma PSM, ktérych rozwdj i dalsze
réznicowanie sg Scisle ze sobg zsynchronizowane (ryc. 1). PSM wydtuza sie przez
apozycje, tj. odktadanie, gdy przytgcza sie do niej grupa nowopowstatych komérek
prekursorowych. Wydtuzanie sie PSM zachodzi w kierunku kaudalnym (ku tytowi),
podczas gdy rostralnie (na przodzie) nastepuje oddzielenie sie nowego somitu. PMS
ma wiec dwa etapy rozwoju: pierwszy z komérek macierzystych, ktére migruja przez
smuge pierwotng i wezet pierwotny, oraz drugi, kiedy PSM tworzy sie z komérek
macierzystych rezydujacych w paczku ogonowym. Z PSM powstatej w pierwszym
etapie tworzgsie somity szyjne, potozone najbardziej rostralnie, pozostate somity tworzg
sie z komdrek macierzystych rezydujacych w paczku ogonowym. Na przyktad u zarodka
kury migracja komarek z epiblastu i regresja smugi pierwotnej konczy sie po wytworzeniu
okoto 16 somitow szyjnych, a komérki uczestniczace w tworzeniu somitéw ledzwiowych,
krzyzowych i ogonowych pochodzg z pgczka ogonowego [18].

Liczba komorek macierzystych dla PSM rezydujacych w smudze pierwotnej jest
niewielka. U zarodka myszy w 7,5 dpc' jest ich 100 do 150 [54], Ulegajg one niesyme-
trycznym podziatom mitotycznym, przez co dostarczajg nowej puli komdrek prekurso-
rowych dla PSM, ajednoczesnie czes¢ ich pozostaje nadal rezydujacymi, samoodna-
wiajgcymi sie komorkami macierzystymi [36, 57]. Nie wiadomo, jak regulowane sate
podziaty.

Samoodnawiajgce sie komorki macierzyste majg charakter komérek mezenchy-
matycznych, stanowig zwartg (koherentng) grupe. Uwaza sie, ze pochodzgce z nich
komérki prekursorowe PSM zachowujg réwniez zwartos$¢ dzieki podziatom klonalnym.
Ruchy komorek w obrebie grupy komorek prekursorowych, a nastepnie w PSM sg
bardzo ograniczone. Komorki zachowujg utozenie klonami, a wbrew dawnym pogladom
[74] w PSM nie zachodzi mieszanie sie¢ komorek wzdtuz osi A/P. Co wigcej wykazano,
ze juz w tarczce zarodkowej odmiennie sa zlokalizowane komorki przeznaczone na
przysrodkowe i boczne czesci PSM, a nastepnie takze na przysrodkowe i boczne czesci

Dpc - dzien po zaptodnieniu - day post coiturn
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somitéw. Presumptywne komorki
przysrodkowe sg ulokowane bardziej
z przodu tarczki niz presumptywne
komorki boczne. Wykazano réwniez,
ze tylko komorki przysrodkowe PSM
majg informacje dla rozwoju w somi-
ty, gdyz po rozdzieleniu podtuznie PSM
kury tylko jej cze$¢ przysrodkowa
rozwija sie w somity in vitro [24].
Koherentne utozenie komorek pre-
kursorowych prowadzi do tworzenia
statycznej struktury z nielicznymi
podziatami komdérkowymi i niewielkimi
ruchami komdrek, zwanej kohortg ko-
morek stanowigcej w istocie zawigzek
pojedynczego somitu [20]. Komorki
kohorty pozostajg w jednym miejscu
na okreslonym poziomie osi A/P za-
rodka i wtymjednym miejscu realizujg
one caty program rozwoju somitu. Pod-

RYCINA. 1. Schemat rozmieszczenia paczka ogo- IeganWIeC stale takim samym Wp*y_

nowego, mezodermy przedsomitowej — PSM i somitéw wom sasiednich narzadow pierwot-
u zarodkéw kregowcéw: Sl - ostatnio wytworzony nych, tj. cewy nerwowej, struny,
somit, SO - szczytowa czesc_ F’SM, z ktorej zo_stanle grzbietowej, mezodermy bocznej i
wytworzony nastepny somit; S-I - materiat na . . . .

presumptywny kolejny somit; BO — szpara pomiedzy ektodermy powierzchniowej. PSM jest
SO a SI; B-l - presumptywna szpara pomiedzy wiec zespotem liniowo utozonych ko-
somitami. Oznaczenia wedtug nomenklatury propo- hort komoérek o réznym stopniu zaa-

nowanej przez Pourquie i Tam [60 . . .
vvane) praez Fourqul [0] wansowania somitogenezy (rye. 1i2).

Stad ogladana w catosci odbijawszyst-
kie kolejne etapy somitogenezy zachodzace w pojedynczej kohorcie. Cata PSM, poczawszy
od paczka ogonowego do pierwszego somitu szyjnego, moze by¢ traktowana jak taSma
filmowa ztozona z kolejnych klatek, z ktérych kazda odpowiada kolejnemu stadium
rozwojowemu w innym czasie. Wiekszos¢ autoréw opisujgcych somitogeneze traktuje PSM
jako dynamiczngcatos¢ i wyrdzniaw niej dwa obszary: rostralny (przedni) i kaudalny (tylny).
W obszarze rostralnym znajdujg sie kohorty komoérek o zawansowanej somitogenezie,
w kaudalnym w poczatkowych jej etapach. Kaudalny obszarjest dynamiczny, bowiem
tu w okreslonych odstepach czasu dotgczane sgnowe kohorty komérek prekursorowych
i dzieki temu obszar ten przesuwa sie ku tytowi zarodka. Tworzg go stosunkowo luzno
utozone komérki mezenchymatyczne. Obszar kaudalny u zarodka kury obejmuje 2/3
PSM [18]. Obszar rostralny jest stabilny, nie obserwuje sie w nim ruchéw komarek ani
mitoz. Od rostralnej czesci oddzielajg sie kolejno somity jako odrebne struktury.
Oddzielanie sie nowego somitu od PSM na ogét nazywane jest segmentacja. Jest ona
zwiazana z epitelizacjg komorek (tj. przeksztatcaniem sie komorek mezenchymatycznych
w nabtonkowe) oraz z wytworzeniem granic somitu ijego polaryzacja.
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Nowopowstaty somitjest wy-
raznie spolaryzowany wzdtuz osi
AJP oraz grzbietowo-brzusznie,
mozna w nim wyrézni¢ czes¢
rostralngi kaudalngoraz grzbieto-
wa i brzuszna, o odmiennym cha-
rakterze morfologicznym ko-mé-
rek. Czesci te roznicujg sie nas-
tepnie w odmienne tkanki. Czes¢
grzbietowa daje poczatek derma-
tomiotomowi, czes¢ brzuszna
sklerotomowi.

Przemiany morfologiczne ko-
morek w kohorcie, prowadzace
do wytworzenia somitu, pole-
gaja na zageszczeniu komorek
przez zmniejszenie przestrzeni
miedzykomorkowej, a nastepnie
ich epitelizacji, czyli zmianie ich
ksztattu z typu mezenchymatycz-
nego na nabtonkowaty. Z kolei
pomiedzy nowopowstatym somi-
tem a rostralng czesciag PSM  RYCINA 2. Schemat struktury komoérkowej mezodermy
tworzy sie wyraina szpara. Zmia- Pprzedsomitowej zarodka kury, oznaczenia pozioméw wg
ny te zachodza u wszystkich kre- ~ Pourauie i Tam [60] jak naryc. !
gowcow, mimo réznic w ich
przebiegu w poszczegdlnych gromadach U owodniowcow wyodrebnia sie najpierw, na
skutek kompakc;ji, grupa komérek zwana somitomerem, ktory przeksztatca sie w somit.
U kury i przepiorki nowopowstaty somit ma charakter kuli wypetnionej w srodku
komérkami mezenchymatycznymi, otoczonej zewnetrzng warstwa nabtonkowatg
komorek. Somit kury na poziomie skrzydta ma okoto 2500 komdérek [11]. U myszy
epitelizacji podlega tylko cze$¢ grzbietowa i boczna powstajgcego somitu, podczas gdy
czes¢ przysrodkowa zachowuje charakter mezenchymatyczny. Somit zaby szponiastej
Xenopus skiada sie z réwnolegle utozonych, wydtuzonych srodkowo-bocznie komérek
i w czasie tworzenia ulega rotacji. Somit ryby danio, podobnie jak u owodniowcow,
jest kulisty.

Podkreslic¢ trzeba, ze komorki w obrebie PSM komunikujgsie ze sobg przez potaczenia
szczelinowe (nexus). Dowodzi tego obserwacja, ze wprowadzony do kaudalnej czesci
PSM barwnik rodamina pojawia sie kolejno w komoérkach przesuwajac ku przodowi i
zatrzymuje dopiero w komérkach potozonych na samym brzegu rostralnym PSM [76].

Dla ujednolicenia opiséw eksperymentdéw prowadzonych przez réznych badaczy
oraz dla fatwiejszego porozumienia, Pourquie i Tam [61] zaproponowali nomenklature
dla mezodermy przyosiowej, r6znigcg sie od powszechnie stosowanego oznaczania
somitéw liczbami wedtug kolejnosci ich powstawania. Poszczegélne somity zostaty
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RYCINA 3. Schemat cyklicznej ekspresji genu c-hairy 2 w ciggu 90 minut na przyktadzie tworzenia sig
15 i 16 kolejnego somitu u zarodka kury

przez nich ponumerowane cyframi rzymskimi zgodnie z ich potozeniem wzdtuz osi
AJP, poczynajac od pierwszego ostatnio utworzonego somitu oznaczonego jako SI. W
ten sposob numer somitu okresla jego stan zréznicowania, a nie potozenie na osi A/P.
PSM zostata podzielona na prospektywne somity (presomity) oznaczone SO, S-1, S-II,
S-111 itd. Prospektywne granice miedzy nimi oznaczono odpowiednio literg B z numeracja
arabska, np. prospektywna granice miedzy SO a S-I jako B-I (ryc.l i 2).

Komérki PSM sg ukierunkowane na wytworzenie somitu i kazda komérka w kohorcie
przechodzi przez kolejne fazy r6znicowania sie od komarki macierzystej do komorki
wyksztatconego somitu. Nie sg one jednak jeszcze catkowicie zdeterminowane i sg
pluripotentne. Komorki PSM, wszczepione do miodszego zarodka, sg zdolne do
réznicowania sie w boczng mezoderme, Srodbtonek i endoderme [76].

CZYNNIKI MOLEKULARNE W PSM

Podziat PSM na rostralng i kaudalng, poczgtkowo czysto morfologiczny znalazt
potwierdzenie w odmiennym rozmieszczeniu w niej niektorych czynnikdw wzrostowych
oraz odmiennej ekspresji genéw. Najwazniejszgjednak wiasciwosciag kaudalnej PSM
oraz paczka ogonowego jest powtarzajaca sie regularnie aktywacja i zahamowanie
ekspresji niektorych genéw w ramach zegara oscylacyjnego.

W catej PSM ulegajg ekspresji geny czynnikow transkrypcyjnych charaktery-
stycznych dla mezodermy Tbx, evx (even shipped), caudal, brachyury T [59, 81],
Tylna PSM u wszystkich kregowcéw charakteryzuje sie aktywnoscia konserwatywnych
genow, takich jak: fgf8, wnt3a, brachyury T, mezogenin, mespo, tbx6. Biatko Thx6,
wystepujace w smudze pierwotnej, paczku ogonowym i catej PSM, bierze udziat w
poczgtkowym ukierunkowaniu komorek tych struktur w komorki mezenchymatyczne.
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RYCINA 4. Schemat ekspresji niektérych genéw w mezodermie przedsomitowej - PSM i somicieSlu
zarodka myszy, cykliczna ekspresja zaznaczona pragzkowaniem

Mutanty myszy pozbawione genu tbx6 majg somity zmienione w dodatkowe cewy
nerwowe [80]. W rostralnej PSM wykrywa sie obecnos$¢ kwasu retinowego i biatek
transkrypcyjnych Mesp (mesoderm posterior), Foxc (Forkhead/winged helix
transcription factor) i paraxis [18,77].

Czynniki wzrostowe FGF8 (fibroblast growth factor 8) i Wnt3a (Wingless
integrated 3a) wystepujgw kaudalnej PSM w gradiencie zmniejszajgcym sie rostralnie
(ryc. 4). Obydwa te czynniki sg wytwarzane w smudze pierwotnej oraz w paczku
ogonowym i dyfuzyjnie rozchodzg sie dogtowowo w PSM. Transkrypcja ich zostaje
zahamowana, kiedy komorki z pgczka ogonowego przesuwane sg do PSM. FGF8
dziata za posrednictwem kaskady kinaz MAPK (mitogen activated protein kinase)
[64], a Wnt3a poprzez szlak kanoniczny z udziatem kateniny 3 i GSK-3 (kinazy syntazy
glikogenowej 3) [4], Zawartos¢ FGF8 i Wnt3a i ich mRNA zmniejsza sie na skutek
rozpadu transkryptu, stagd w PSM ustala sie ich gradient malejgcy dogtowowo [3,18].
Przypuszcza sig, ze istnieje wspotzaleznos¢ dziatania FGF8 i Wnt 3a, przy czym FGF8
wzmachia sygnalizacje Wnt3a [3]. W kaudalnej PSM danio sygnalizacja FGF8/MAPK
utrzymuje komérki w stanie niedojrzatym, nie wptywajac na ich proliferacje i migracje
[64]. U myszy gra podobnag role Wnt3a [23].

Szereg obserwacji wskazuje, ze zasieg rozmieszczenia FGF8 jest ograniczony przez
kwas retinowy - RA (ryc. 4). RA jest trudny do bezposredniej lokalizacji w tkankach
i komérkach. Proporcjonalnie do syntezy uwalniany z komdrki dyfunduje na duze
odlegtosci oraz jest szybko metabolizowany przez réznego rodzaju komorki [46]. Na
rozmieszczenie RA w tkankach posrednio wskazuje lokalizacja enzymow zwigzanych
z jego metabolizmem. W somitach wykrywa sie enzym Raldh2, kt6ry bierze udziat w
wytwarzaniu RA. W nizszym stopniu wystepuje ten enzym w rostralnej PSM. Natomiast
w paczku ogonowym czynny jest Cyp 26, enzym zwigzany z katabolizmem RA [23,
62]. Mozna wiec przypuszczaé, ze RA tworzy w PSM gradient malejagcym doogonowo
[46]. Uwaza sie, ze RA i FGF dzialajg antagonistycznie wobec siebie. RA hamuje
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ekspresje/g/5 i odwrotnie FGF8 blokuje ekspresje raldh2, a wiec posrednio synteze
RA [18, 62]. Skutkiem takiego antagonistycznego dziatania FGF i RA, na granicy
czesci rostralnej i kaudalnej PSM powstaje obszar ,,neutralny” pozbawiony wptywu
tych czynnikéw. Nazywany jest on frontem lub czotem determinujgcym. Nie jest
jasne, jak RA stabilizuje FGF8 na poziomie czota determinujgcego [17,18]. Wiadomo
tylko, ze RA odgrywa role w dojrzewaniu komérek PSM [23].

W czasie wzrostu i rozwoju zarodka czoto determinujace przesuwa sie doogonowo
w statym tempie. Polozenie czota determinujacego jest regulowane przez Wnt3a, FGF8,
RA i prawdopodobnie przez nieznany jeszcze szlak sygnalizacyjny, by¢ moze Thx24
[23,51,53,65]. Na poziomie czota determinujgcego dochodzi do ostrej zmiany regulacji
i aktywacji gendw, zostaje zatrzymana oscylacja genéw w komdrkach PSM. Czoto
determinujace oddziela dwa etapy somitogenezy, przebiegajgce inaczej w kaudalnej
niz w rostralnej PSM; rozgranicza komarki niekompetentne od kompetentnych do petnego
realizowania programu somitogenezy. Najwazniejsza wiasciwoscig kaudalnej PSM oraz
paczka ogonowego jest powtarzajaca sie regularnie aktywacja i zahamowanie ekspresji
niektdrych genéw w zegarze oscylacyjnym.

ZEGAR OSCYLACYJNY

Juz bardzo dawno zauwazono, ze nowa para somitow regularnie powstaje w statych,
okreslonych odstepach czasu i przyjeto okresSlanie stanu rozwoju (wieku) zarodka
wedtug liczby widocznych par somitéw. Te periodyczno$é probowano wyttumaczyé
proponujac rézne teoretyczne modele somitogenezy. Miedzy innymi Cooke i Zeemane
w 1976 [ 13] zaktadali, ze komérki PSM periodycznie przechodzg ze stanu receptywnosci
(zdolnosci odpowiedzi) do stanu niereceptywnos$ci. Zmiany te przesuwajg sie przez
PSM od tytu ku przodowi na ksztatt fali. Teoria ta w sposob znaczacy zawazyta na
sposobie opisu i interpretacji wynikéw badan molekularnych nad somitogeneza.

Periodyczng ekspresje gendw w PMS po raz pierwszy opisali Palmeirini i wsp.
[57] w 1997 r. badajgc rozmieszczenie mMRNA c-hairy w kolejnych stadiach rozwoju
somitow w zarodku kury. Od tego czasu posypaty sie doniesienia 0 innych genach
wykazujgcych periodyczng ekspresje w kaudalnej PSM zarodkow kregowcow. Nazwa-
no je genami oscylacyjnymi. Ze wzgledu na regularnie trwajgce i powtarzajace sie ok-
resy aktywacji i zahamowania ekspresji tych genow, mechanizm, w jakim one
funkcjonujg, nazwano zegarem oscylacyjnym lub zegarem somitogenetycznym.
Mechanizm dziatania zegara oscylacyjnegojestjak dotychczas tylko czesciowo poznany.
Wykryte geny oscylujace w kaudalnej PSM kregowcdw przedstawiono w tabeli |.

Ekspresje genow oscylacyjnych najczesciej bada sie w zarodkach in toto. W
miejscach ekspresji genu wystepuje jego transkrypt - mRNA, ktéry uwidoczni¢é mozna
odpowiednimi metodami. Badane mRNA wystepuje w PSM w postaci jednego, dwéch
lub trzech prazkéw lezacych w poprzek osi A/P zarodka (ryc. 3). Kazdy prazek
odpowiada innej kohorcie komdérek w innym stadium somitogenezy. Poniewaz kolejne
pulsy ekspresji rozpoczynajg sie na kaudalnym koricu PSM co stale okreslony period
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w nowej kohorcie dotgczanej do PSM, w zarodkach obserwowanych in toto prazki
sprawiajg wrazenie jakby przesuwaty sie przez PSM w czasie kolejnych faz rozwoju
zarodka. Liczba prazkéw widocznych rownocze$nie w PSM zalezy takze od tempa
zaniku transkryptu w kohorcie. Jeszcze raz podkresli¢ trzeba, ze komorki réznicujacej
sie kohorty ,,stojgw miejscu” i w kazdej kohorcie zachodzi kolejno pulsacja ekspresji
gendw i wszystkie dalsze etapy somitogenezy.

Wykazano, ze oscylacja ekspresji gendw jest w wysokiej mierze autonomiczna w
kohorcie i w niewielkim stopniu zalezy od czynnikow zewnetrznych. Izolowane, mate
wycinki kaudalnej PSM kury i myszy hodowane in vitro wykazujg oscylacyjng ekspresje
gendw, co najmniej przez kilka cykli oscylacyjnych. Natomiast pojedyncze komorki
PSM tych zwierzat hodowane w zawiesinie (a wiec niekontaktujace sie ze soba) maja
zaburzongi nieregularng ekspresje genéw [47,49], Oscylacja ekspresji gendw zachodzi
réwnoczesnie we wszystkich komérkach kohorty, co wskazuje ze musi istnie¢ mecha-
nizm pozwalajacy na synchronizacje tego procesu w obrebie kohorty. Taki mechanizm
moze opiera¢ sie na potgczeniach miedzykomorkowych szczelinowych (nexus),
czasteczkach adhezyjnych na powierzchni komorek, a takze na takim systemie
sygnalizacji, ktory dziatajac wjednej komorce powoduje takie same zmiany w komorce
sgsiedniej. Co raz wiecej jest dowoddw, ze mechanizm zegara oscylacyjnego ma za
podstawe takze molekularne negatywne petle sprzezenia zwrotnego. Negatywna petla
sprzezenia zwrotnego (negativefeedback loop) '}QsX mechanizmem, w ktérym ekspre-
sja genu jest hamowana przez biatko kodowane przez ten gen. Warunkom tym odpowiada
system sygnalizacyjny Notch, ktory ponadto moze by¢ regulowany przez poziom FGF8
i Wnt3a. Wykazano rzeczywiscie, ze system sygnalizacyjny Notch lezy u podstaw
oscylacji genéw w kaudalnej PSM, a nastepnie odgrywa istotng role w tworzeniu
granicy miedzy somitami i polaryzacji somitu.

Istotna funkcja sygnalizacji Notch w PSM polega prawdopodobnie na utrzymaniu
synchronizacji oscylacji w sgsiadujgcych komorkach [23]. Mozna takze przypuszczaé,
ze sygnalizacja Notch odgrywa role w rozgraniczaniu poszczegdlnych puli komérek
macierzystych emigrujgcych z pgczka ogonowego. Sygnalizacja Notch jest bowiem
takze mechanizmem, ktéry pozwala na odmienng ekspresje genéw w dwoch sasia-
dujacych komérkach i skierowanie ich na inne drogi roznicowania.

Warto moze przypomnie¢ krotko, jak funkcjonuje sygnalizacja Notch (zwana takze
Delta/Notch). Dziata ona miedzy co najmniej dwoma komdrkami w jaki$ sposob
kontaktujgcymi sie ze sobg. Zaréwno bowiem ligandy Delta, jak i receptory Notch sg
biatkami btonowymi, majacymi domeny tak pozakomaérkowe, jak i srédkomorkowe.
Szczegblng wihasciwoscig tego szlaku jest to, ze komoérka moze réwnoczesnie produ-
kowac receptor i ligand. Zaleznie od przewagi produkcji biatka Notch lub Delta komérka
dziatajako receptorowa lub jako nadajaca sygnat. Po zwigzaniu sie liganda z receptorem
od domeny srodkomorkowej Notch zostaje odciety droga proteolityczng odcinek NICD,
ktoéry przemieszcza sie do jadra komoérkowego wraz z czynnikiem transkrypcyjnym
Su(H) (Suppressor of Hairies), u ssakéw RBJk (Recombination signal sequence
binding Protein for JK) z rodziny bHLH i aktywuje transkrypcje gendéw Hairy/E
(spl) (Hairy and Enhancer ofsplit). Te ostatnie, z rodziny biatek z domeng bHLH,
dziatajgjako czynniki transkrypcyjne regulujace aktywnos¢ wielu gendw. Biatka Hairy/
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En(spl) hamuja ekspresje genu delta i réwnoczesnie zwiekszajg produkcje biatka Notch.
Komorka staje sie wtedy odbiorcg sygnatéw. Jezeli natomiast gen Hairy/Ert(spl)
zostanie zablokowany, wzrasta produkcja biatka Delta i komdrka przemienia sie w
sygnalizacyjng. Poznano wiele biatek nalezgcych do rodziny Hairy/En(spl), np. u danio
wyizolowano ich co najmniej 14 [69]. Majg one zdolno$¢ tworzenia homo- i hetero-
dimerow [58]. Uwaza sie, ze rézne ich kombinacje, wspétdziatajac z biatkiem Su(H)
odpowiadajq za plejotropowe dziatanie systemu Notch. Sygnalizacja Notch jest rowniez
regulowana przez endocytoze liganda i receptora przy udziale ubikwityny [45].
Sygnalizacja Notch bierze udziat w wielu procesach komdrkowych zachodzgcych w
rozwoju zarodkowym kregowcédw i bezkregowcéw, zwiaszcza prowadzgcych do
odmiennego zachowania sie sasiadujacych ze soba komorek. Wiemy, ze jest odpo-
wiedzialna za tzw. boczne hamowanie mitozy, za odmienne réznicowanie sie sasiednich
komoérek (lateral specification).

Czy zegar oscylacyjny dziata jednakowo u wszystkich kregowcéw, nie wiadomo.
Dotychczasowe wyniki badan wskazujg na réznice miedzy gromadami. U ryb regulacja
dziatania zegara, jak sie wydaje, jest prostsza niz u ptakéw, a najbardziej skomplikowana
jest u ssakdw. By¢ moze za mato jeszcze wiemy na ten temat.

Mechanizm zegara oscylacyjnego funkcjonujacego w kaudalnej PSM i paczku ogonowym
zarodka danio zostat stosunkowo dobrze zbadany. Jak juz wyzej zaznaczono, rdzeniem
mechanizmu zegarajest sygnalizacja Notch. Oscylujgw niej geny deltaC oraz herl, her7
i herll, nalezace do rodziny Hairy/E (spl) (tab. 1). Notchl ma stala, nieoscylacyjnaekspresje
w catej PSM. Wedtug Holley i wspétautorow [33,34] ligand DeltaC taczac sie z Notchl
powoduje ekspresje genu herl i her7, ktére koduja biatka Herl i Her7. Powstajgce biatka
Her hamujg z kolei ekspresje genu deltaC i swoich wiasnych genéw herl i her7 (ryc. 5
A). Zahamowanie ekspresji tych genoéw trwa, dopdki Herl i Her7 sg obecne w
komorce. Biatka te sg stopniowo degradowane przy udziale ubikwityny i proteasoméw.
W ten spos6b tworzy sie samoregulujaca sie, molekularna petla sprzezenia zwrotnego,
powodujaca cykliczng ekspresje wymienionych genéw.

Rola poszczego6lnych biatek Her i ich wzajemne wspotdziatanie nie sgjeszcze w
petni wyjasnione. Lokalizacja ekspresji gendéw herl, her7 i herll jestjednakowa. Nie
jestjasne, jakajest wspoétzaleznosé tych gendw. Wykazano tylko, ze biatka Herl i Her7
dziatajg odmiennie. Her7 potrzebne jest dla rozpoczecia oscylacji herl w paczku
ogonowym, bowiem mutanty danio
pozbawione genu her7 wykazujg
stalg (ciggtg) nieoscylacyjng eks-
presje herl. Her 1 i Her7 odgry-
wajg réwniez odmienng role w  Danio Kura Mysz
dalszej somitogenezie przy two-

TABELA |. Geny o cyklicznej ekspresji w przed-
somitowej mezodermie zarodkéw danio, kury i myszy

L . . . . herl [33,34] hairy 1 [56] hes 1 [37]
rzeniu sig granic miedzy somitami | J o o, hairy 2 [37] hes 7 [.6]
(0 czym nizej). Gen herl ma  gelta ¢ [33] hey 2 [23,59] hey2 [23,59]
prawdopodobnie co najmniej dwa Ifng [27] Lfng  [22]
odmienne elementy regulacyjne w axin 2 [4]

ndk 1 [35]

promotorze, jeden juz wykryty jest
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RYCINA 5. Schemat dziatania zegara oscylacyjnego: A — u zarodka danio, B - u zarodka kury; sygnalizacja
Notch zaznaczona ciagta kreska, petla sprzezenia zwrotnego z udziatem Lfng kreskg przerywang

odpowiedzialny za ekspresje w pgczku ogonowym (kaudalnej PSM), drugi hipotetyczny
za ekspresje w rostralnej PSM [25]. Wiekszos¢ autoréw uwaza, ze Herl dziata jako
represor podobniejak inne biatka z rodziny Hairy/En(spl) [34,55], natomiast Gajewski i
wspotautorzy [25] przypisuja mu role aktywatora, ktory dziata za posrednictwem
dodatkowego czynnika. Rola oscylujgcego genu herll jest nieznana [69]. W mezodermie
przyosiowej danio obok wymienionych wyzej genéw z rodziny Hairy/E (spl) wykryto w
somitogenezie ekspresje kilkunastu innych nieoscylujgcych genéw z tej samej rodziny, o
niewyjasnionej funkcji. Mogaone wspdtdziata¢ z genami oscylujgcymi, wiadomo bowiem,
Ze geny z tej rodziny dziatajgw sygnalizacji Notch jako homo- lub heterodimery [33,34].
Geny nieoscylujace her4 i her6 ulegaja wczesnej i przejsciowej ekspresji w paczku
ogonowym, wykazano, ze odpowiadajg one za synchronizacje komaérek w kohorcie. Ich
MRNA jest prawdopodobnie produkowane w takiej ilosci, ktdra wystarcza dla syn-
chronizacji catej kaudalnej PSM przez kilka cykli oscylacyjnych [58].

Sama aktywnos$¢ sygnalizacji Notch nie determinuje zegara oscylacyjnego. W
regulacje zegara oscylacyjnego u danio jest wkaczony szlak sygnalizacyjny FGF [23]
oraz zapewne wiele innych czynnikéw jeszcze niewykrytych.

U zarodkow kury i myszy do regulacji dziatania zegara oscylacyjnego wigcza sie
biatko Lfgn (Lunaticfringe) [12, 66]. Biatko to moduluje powinowactwo receptora
Notch do ligandéw, dziatajac jako glikozylotransferaza. U zarodkéw kury oscylujagcymi
genami sg hairy 1, hairy 2 i hey 2 z rodziny Hairy/E (spl) oraz Ifgn (tab. I). Czynnikiem
regulujgcym molekularng petle sprzezenia zwrotnego jest biatko Hairy2 [27, 36, 47]
(ryc. 5 B). U ptakéw i ssakéw gen kodujacy ligand Delta nazwany jest dli (delta
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RYCINA 6. Schemat dziatania zegara oscylacyjnego w kaudalnej PSM myszy wedtug koncepcji Aulehla
i Herman [3] oraz Galceran i wspétautoréw [23]: A - Wnt3a wigzac sie z receptorem Frz powoduje
wejscie kateniny |3 zwigzanej w kompleks z LEFI/Tcf do jadra komérkowego, oddziatywanie tego
kompleksu z DNA i aktywacje ekspresji genu axin2. W cytoplazmie gromadzi sie biatko aksyna 2.
Réwnoczes$nie DSH wigze sie z N1CD odcigtym od receptora Notch i blokuje dalsze etapy sygnalizacji
Notch w tym aktywacje genéw hes 1, hes7 i Ifng (Wnt3a aktywne - Notch nieaktywne); B — Nastepnie
nagromadzona w komérce aksyna 2 wigze sie z GSK.3, przez co blokuje wejscie kateniny [3 do jadra
komérkowego, co powoduje zahamowanie sygnalizacji Wnt3a i w konsekwencji hamuje synteze nowej
aksyny. Réwnoczes$nie DSH uwalnia zwigzany uprzednio NICD, dzigki czemu odblokowana zostaje
sygnalizacja Notch i syntetyzowane sa biatka Hes 1, Hes7 oraz Lfng (Wnt3a nieaktywne — Notch aktywne).
Aksyna zwigzana z GSK3 ulega degradacji i sygnalizacja Wnt3a zostaje ponownie aktywowana i cykl
rozpoczyna sie na nowo. Sygnalizacja Wnt3a pozostaje pod statg kontrolag FGF8, ktéry transdukuje
sygnat przez receptor FGFR1 oraz kinaze PI3k i Akt. Mechanizm oddziatywania Akt na GSK.-3 jest
niejasny. Szlaki sygnalizacyjne zaznaczone: Notch linig ciggta, Wnt3a linig kropkowana, FGF8 linig

przerywang

like). Ekspresja genu dlii u ptakow jest regulowana takze przez biatka Brachyury-T i
Tbx 26 oraz niezaleznie od nich bezposrednio przez WNT3a [31].

U zarodkéw myszy w kaudalnej PSM oscyluja geny: hesl, hes7 z rodziny Hairy/
E (spl) oraz Ifgn i axin 2 (tab. I). Ekspresja hes7, podstawowego czynnika sygnalizacji
Notch, kontrolowana jest przez negatywne sprzezenie zwrotne. Cykliczna ekspresja
tego genu zachodzi co 2 godziny, koreluje to z powstawaniem co 2 godziny nowego
somitu. Dlugos¢ fazy cyklu zegara jest zalezna od okresu pétrwania biatka Hes7,
ktéry u dzikich myszy wynosi okoto 22 minuty. Synteza Hes7 jest prawdopodobnie
opodzniona o 30 minut w stosunku do syntezy jego mMRNA [5]. Biatko Hes7 jest
degradowane przez system ubikwityna - proteasomy. Uzyskano mutanty o wydtuzonym
okresie pottrwania Hes do okoto 30 minut, u ktérych zegar oscylacyjny i segmentacja
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somitéw byty zaburzone po kilku normalnych cyklach oscylacyjnych. Zrobiono symulacje
matematyczng oscylacji hes7 i wykazano, ze dla utrzymania oscylacji i funkcji zegara
oscylacyjnego istotna jest niestabilno$é Hes7 [5, 30]. Biatko Hes7 hamuje ekspresje
swojego genu i genu Ifng oraz jest istotne dla regulacji ekspresji hes 1 i hey 2 (rys. 6
B). Tak samo jak ekspresja hes7 oscyluje ekspresja hesl [5].

Lfng ulega ekspresji zaréwno w kaudalnej, jak i rostralnej PSM myszy, ale oscyluje
tylko w kaudalnej PSM, natomiast w rostralnej PSM ekspresja jest stata. Oscylacyjna
ekspresja Ifng odbywa sie synchronicznie z ekspresja hes7. Kolejne ,,fale” naktadaja
sie w czasie, ale nie przestrzennie, rozpoczynajg sie na kaudalnym koricu PSM co 2
godziny. (Stad na PSM badanej in toto wystepuje réwnoczesnie dwa lub trzy prazki)
[22], Cytoplazmatyczny transkryptjest niestaty i szybko rozpada sie po ustaniu syntezy.
Szereg réznych czynnikow reguluje periodyczno$é ekspresji Ifng w zegarze oscylacyj-
nym. Ekspresja Ifng nie oscyluje w razie braku aktywnos$ci sygnalizacji Notch [50],
Wykazano, ze u zarodkéw myszy i cztowieka gen Z/hgjest odmiennie regulowany w
kaudalnej i rostralnej PSM [50]. W 2003 r. ukazaty sie jednocze$nie w tym samym
numerze czasopisma dwie prace na ten temat. Morales i wspotautorzy [50] stwierdzili,
ze promotor Ifng zawiera kilka elementow regulujacych:

1. blok A wystarczajacy dla ekspresji Ifng w rostralnej PSM i konieczny dla cyklicznej
ekspresji Ifng w kaudalnej PSM;

2. blok B wystarczajacy i prawdopodobnie konieczny dla ekspresji w rostralnej PSM;

3. blok C potrzebny dla represji w PSM;

4. blok X potrzebny dla wysokiej ekspresji w kaudalnej PSM;

5. blok regulujacy ekspresje w cewie nerwowej i dermatomiotomie (ryc. 7).

Pozytywne i negatywne impulsy wymagane do cyklicznej ekspresji dziatajg poprzez
odmienne miejsca w promotorze. Natomiast Cole i wspotautorzy [ 12] wykazali, ze promotor
¢Iltg ma dwa odrebne elementy regulatorowe. Jeden kieruje oscylacja Ifng w kaudalnej
PSM, a drugi reguluje ekspresje Ifng w rostralnej PSM i wptywa réwniez na precyzyjne
dziatanie zegara oscylacyjnego. W rejonie pierwszym jest miejsce wigzace biatka Hes
oraz czynnik transkrypcyjny Su(H)/ Rbp-Jk powodujace represje ekspresji Ifng.

Komorki kaudalnej PSM myszy przechodza w ciggu trwajgcej somitogenezy przez
szereg cykli oscylacyjnych, w ktérych na przemian aktywne sgszlaki Wnt i Notch. Ze
wzgledu na malejacy kaudalno-rostralny gradient stezenia WNT3a w kaudalnej PSM
w kazdym kolejnym cyklu aktywno$¢ WNT jest stabsza niz w poprzednim i wygasa na
poziomie czota determinujgcego, w ktorym zegar oscylacyjny zostaje zatrzymany. Na
tym poziomie sygnalizacja Notch stabilizuje sie i zostaje wzmocniona ekspresja genow
zwigzanych z tworzeniem granic i polamosci somitu [3,4].

Sygnalizacje Notch z sygnalizacjg Wnt3a, obok DSH (Dishewelled) oraz LEF1/
TCF (Lymphoid enhancer binding factor/-T-cell factorf tgczy takze aksyna 2. W
kaudalnym PSM myszy gen Ifng ulega ekspresji na przemian z oscylacyjng ekspresja
genu axin2 [3, 4, 59].

2DSH jest biatkiem po$redniczacym w transdukcji sygnatu Wnt w cytoplazmie, wiaze sie miedzy innymi
z kinazaGSK3 i hamuje jej aktywnos¢, przez co blokuje rozpad kateniny 0 i powoduje jej nagromadzenie
wjadrze komérkowym, tu katenina O wiaze sie z czynnikiem transkrypcyjnym LEF /TCF [43].
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RYCINA 7. Schemat promotora genu Ifng, miejsca [bloki] regulatorowe zaznaczone kwadratami, strzatki
wskazuja poziomy na PSM podlegajace regulacji danego miejsca, na podstawie Cole i wspétautoréw [11]
i Morales i wsp6tautoréw [49]

Aulehla i wspotautorzy [4] zaproponowali nastepujacy model cyklicznej, naprze-
miennej aktywacji i wzajemnej regulacji szlakéw Wnt3a i Notch w kaudalnej PSM u
zarodka myszy (ryc. 6). Wnt3a wiaze sie z receptorem Frz (Frizzled) i aktywuje szlak
kanoniczny [43], w ktérym biatko adoptorowe DSH wigzac sie z kinazgGsk3 blokuje
jej aktywnos¢. Na skutek tego nie dochodzi do degradacji kateniny [3. Przemieszcza
sie ona z cytoplazmy dojadra komdérkowego i za posrednictwem biatek transkrypcyjnych
TCF/LEF wigze sie z DNA. Zostaje aktywowana transkrypcja genu axin 2 i aksyna 2
gromadzi sie w cytoplazmie. Aksyna 2 z kolei aktywuje GSK 3, przez co powoduje
rozpad kateniny [3. Poniewaz nie dochodzi do przemieszczania sie kateniny [3 do jadra
komoérkowego, transdukcja szlaku Wnt3a zostaje zablokowana. Zachodzi negatywne
sprzezenie zwrotne miedzy Wnt3a a aksyng. Aksyna 2, takjakjej transkrypt, jest wysoce
niestabilna, jest ona destabilizowana przez fosforylacje. Wnt3a jest stale obeche w
substancji miedzykomérkowej kaudalnej PSM, ale dopiero periodyczne pojawianie sig i
zanikanie aksyny 2 powoduje pulsacyjne aktywowanie sygnalizacji Wnt3a w komorkach
kaudalnej PSM. Aksyna 2 posrednio blokuje réwniez sygnalizacje Notch. Bowiem po
zwigzaniu sie Wnt3a z receptorem Frz, DSH wigze sie takze z odcietym od Notch
odcinkiem NICD (patrz str. 401) i hamuje cytoplazmatyczne etapy szlaku Notch (Wnt
aktywne - Notch nieaktywne Wnt on - Notch off) (ryc. 6 A). W takiej sytuacji w
cytoplazmie gromadzi sie aksyna 2 i hamuje dziatanie Wnt3a. Rownocze$nie NICD zostaje
uwolniony ze zwigzania z DSH i sygnalizacja Notch zostaje przywrocona i uruchomiona
jest ekspresja Ifng (Wnt nieaktywne - Notch aktywne Wnt off- Notch on) (ryc. 6B).
Tak wiec na skutek naprzemiennej aktywacji sygnalizacji Wnt3a i Notch w komdrkach
kaudalnego PSM oscylujg na przemian geny axin 2 i Ifng [4], Efektywno$¢ dziatania
WNT3a wedtug tego modelu zostaje wzmocniona przez FGF8, ktore za posrednictwem
kinaz P1-3 (1,4,5-trifosforanu inozytolu) i Akt blokuje GSK 3 [3,4].
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Zaleznosci pomiedzy sygnalizacjami Wnt3a i Notch sg prawdopodobnie bardziej
skomplikowane, gdyz wykazano, ze promotory gendw dill i notch maja kilka miejsc
wigzacych LEF1/TCF, ponadto stwierdzono, ze kompleks LEF1/TCF - katenina
indukuje ekspresje dlii oraz axin2 [26].

Rola zegara oscylacyjnego nie jest w petni wyjasniona. Moze on stuzy¢ do koor-
dynowania periodycznej aktywnos$ci sygnalizacji Notch w PSM, ktéra prowadzi
ostatecznie do rytmicznej determinacji granic somitéw i wyodrebnienia w nich przedniej
i tylnej czesci. Poniewaz komérki PSM zapamigtuja liczbe pulsacji, przez jaka przeszty
w czesci kaudalnej, nim weszty w sktad somitu, liczba oscylacji moze byé zwigzana z
informacjgpozycyjna (o czym nizej) [23]. Zegar odgrywa takze role w zapoczatkowaniu
synchronizacji rozwoju somitéw po prawej i lewej stronie zarodka [59].

ROSTRALNA PSM

W rostralnej czesci PSM nastepuje wydzielenie sie presomitow, epitelizacja komérek
presomitéw, rozpoczecie ich polaryzacji w osi A/P oraz tworzenie sie granic miedzy
somitem a PSM. Sg to zmiany prowadzace do segmentacji. Rostralnie od czota
determinujacego ustaje oscylacyjna ekspresja gendéw zegara oscylacyjnego. Stabilna
ekspresja tych gendéw zachodzi w S-1 i SO (ryc. 3). Zanik oscylacji wiagze sie z
pojawieniem sie w komorkach rostralnej PSM u wszystkich przebadanych kregowcow
biatek Mesp i Foxc, a u danio takze biatek Fss i Thx24 [51].

Biatka Mesp (Mesoderm posterior) to: Mespl i Mesp2 u myszy, c-Mesol u kury,
Mesp-a i Mesp-b u danio. Sg to czynniki transkrypcyjne z podrodziny bHLH [64].
Mesp zmienia aktywno$¢ receptora Notch. Réwnoczesnie z wystapieniem ekspresji
mesp w rostralnej PSM zahamowana zostaje pulsacja Ifng. Nastepuje zmiana w regulacji
ekspresji genu Ifng, ktory aktywowany jest tu poprzez inng domene regulacyjng niz w
kaudalnej PSM [12, 50, 51] (ryc. 7). Ekspresja genOw mesp w czasie somitogenezy
zachodzi u wszystkich przebadanych kregowcow w catym S-1, a w rostralnej czesci
SO pozostaje u danio ekspresja mesp-a, a u myszy mesp2 [64, 73]. Biatka Mesp sg
Zwigzane z tworzeniem sie granicy miedzy somitami oraz z determinacja polamosci
A/P somitu (patrz dalej). Uwaza sie, ze Mesp odpowiada za ,,przettumaczenie” zegara
oscylacyjnego na liniowe utozenie somitéw [ 18].

Zardwno u danio, jak i u myszy w rostralnej PSM i nowowytworzonych somitach
aktywne sa geny foxcla ifoxclb z rodziny forkhead (Forkhead/winged helix trans-
criptionfactor). Biatka Foxc odgrywaja zasadniczg role w tworzeniu somitu, regulujac
w rostralnej PSM ekspresje wielu gendw, takich jak: mespl, mesp2, hes5, notchl,
dill, Ifgn, paraxis [18, 44]. Zahamowanie bowiem syntezy biatka Foxcla u danio
blokuje oddzielanie sie somitu od PSM i polaryzacje somitu, powoduje zanik ekspresji
mesp-b, ephrinB2, ephA4, Notch5 i Notchd oraz paraxis, zaburza takze ekspresje
dli12 i Ifng. Normalna pozostaje ekspresja mesp-a, papc, deltaC i deltaD [18]. Foxc moze
dziata¢jako permisywny sygnat dla programu segmentacyjnego [ 18,77].
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Jak wyzej zaznaczono, u danio w rostralnej PSM ulegaja ekspresji genyfss i Thx24.
Przypuszcza sig, ze FSS i Thx24 dziatajgw koricowym etapie segmentacji. Biatko Fss
(fussedsomites) pobudza ekspresje mesp-a i mesp-b oraz genéw markerdw rostralnej
czesci somitu, to jestpapc, fgfrl, notchd, a hamuje ekspresje markeréw kaudalnych:
myoD i notch5, efryna Al [64]. U mutantow fss nuli zanika polaryzacja somitow i
granice pomiedzy somitami, dochodzi do ich fuzji (stad pochodzi nazwa tego genu).

Gen Thx24, ulega ekspresji w dojrzewajacych komoérkach srodkowej i rostralnej
PSM, z granica na rostralnej krawedzi SO. Presomitowe komarki utrzymujate ekspresje
az do zakonczenia tworzenia granicy segmentu. Gen Thx24 koduje biatko odbiegajace
nieco od innych biatek z rodziny Thx [52]. Thx24 jest istotnym czynnikiem dojrzewania
komorek PSM prowadzacym do stanu, w ktérym zachodzi indukcja ekspresji mesp i
zatrzymanie oscylacji herl. Thx24 dziata w procesie tworzenia granic miedzy somitami.
Zahamowanie dziatania Tbx24 przez wstrzykniecie morfolino Thx24 do zarodka
wstrzymuje catkowicie segmentacje i daje fenotyp podobny do mutacjifss nuli. Nikaido
i wspétautorzy [53] wykazali znaczne podobienstwo biatka Tbx24 do biatka Fss i sugeruja,
ze koduje je jeden gen, by¢ moze jest tofss lub ze biatko Thx24 jest kodowane w
ramach szlaku sygnalizacji Fss.

U danio w rostralnej PSM ulega ekspresji gen Gadd45 (growth and DNA damage)
Jest ona $cisle regulowana, bowiem nadekspresja lub nokaut tego genu powoduja
zaburzenia w segmentacji [40].

EPITELIZACJA PSM

W czesci rostralnej PSM zachodzi réwnoczesnie epitelizacja komoérek i polaryzacja
przysztego somitu. Uwaza sie, ze FGF8 blokuje epitelizacje w kaudalnej PSM, a w
rostralnej stymuluje jg Mesp! [7,59, 72].

Proces epitelizacji jest czesciowo autonomiczny, a czeSciowo indukowany przez
przylegta do PSM ektoderme powierzchniowa. Rozpoczecie jego zbiega sie z pojawie-
niem sie w PSM u danio biatka Thx24, a u kury biatka paraxis, czynnika transkrypcyjnego
z rodziny bHLH. Paraxis uwazane jest za znaczace w indukcji procesu epitelizacji
[15, 52, 59]. W komorkach PSM wytwarzana jest integryna 5oc, wydzielana jest
fibronektyna [38,41], Wazngrole w zmianie ksztaltu komérek mezenchymatycznych
w nabtonkowate w czasie epitelizacji u zarodka kury odgrywaja biatka Cdc42 (celi
division cycle 42 = GTP binding protein) i Racl. Sg to GTPazy z rodziny Rho
wptywajgce miedzy innymi na cytoszkielet komorki poprzez zmiany polimeryzacji aktyny.
,Decyzja” komorki, czy ma pozostaé mezenchymatyczng czy przeksztatci¢ sie w
nabtonkowa, zalezy od poziomu w niej Cdc42. Przy wysokim poziomie komorka
pozostaje mezenchymatyczng z licznymi wypustkami, przy niskim traci wypustki i
zaokragla sie. Rac! powoduje ostatecznagepitelizacje, tj. polaryzacje komorki i pojawienie
sie na niej zkaczy miedzykomorkowych (adherens junctions) wraz z N-kadheryna.
Odpowiedni optymalny poziom aktywnego Rac! w komorce jest potrzebny dla dziatania
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paraxis w uruchomieniu petnej epitelizacji. Wspo6lne dziatanie Cdc42 i Racl powoduje
takze przemieszczanie sie komorek w obrebie somitomeru i rozdzielenie (sortowanie)
komorek nabtonkowych od mezenchymatycznych [52]. Do zmiany ksztattu komdrek
przyczynia sie robwniez dziatanie efryn (o czym nizej).

Do dobrego przylegania komoérek nabtonkowych w czasie epitelizacji, oprécz obecnosci
integryn na ich powierzchni, przyczynia sie zapewne sygnalizacja Notch. Polaczenie
pozakomérkowych domen Delta i Notch wzmaga adhezje komérek. Zaznaczy¢
trzeba, ze dziatanie preseniliny (patrz nizej) w ciggu Kilku minut niweluje to silne
potaczenie [2].

POWSTAWANIE SZPARY | GRANIC SOMITU

Pierwszym morfologicznym przejawem oddzielania sie somitu od PSM jest tworzenie
sie na poziomie B-I szczeliny prostopadtej do dtugiej osi PSM. W obrebie niej zanika
bezposredni kontakt miedzy komérkami. Zachodzi tu prawdopodobnie odpychanie sie
komoérek. Po utracie przylegania u danio kaudalne komérki presomitu grupuja sie
(colescent) i przesuwajg nieco ku przodowi. RGwnoczesnie na rostralnym brzegu PSM
komorki grzbietowe, boczne i brzuszne obkurczajg sie (retrakcja) i zmieniajg ksztatt.
Stanowig one nastepnie rostralny brzeg tworzacego sie kolejnego somitu. W szparze
gromadzi sie substancja miedzykomérkowa zawierajgca fibronektyne [18].

Wykazano, ze w tworzeniu sie szpary biora udziat kadheryny, biatka szlakéw
sygnalizacyjnych Eph/efryna oraz Notch. System Eph/efryna dziata dwukierunkowo,
zaleznie od rodzaju efryny powoduje zwiekszenie przylegania lub rozsuniecie sie
sgsiednich komorek. Efryny wystepujgw dwoch postaciach, jedne sg zwigzane z btong
komorkowa, drugie sekrecyjne sgwydzielane z komérki. Zaréwno efryny transbtonowe,
jak i ich receptory Eph po aktywacji mogajednoczesnie przekazywaé sygnat do komérek.
Stad zwigzanie sie takiej efryny z Eph moze spowodowac zmiany w obu komérkach
biorgcych udziat w przekazywaniu sygnatu. System ten dziatajagcy w dwoch kierunkach
nazwano ,,forward and reverse signaling” [18,32]. Sekrecyjne efryny moga dziata¢
jako negatywnie dominujace biatka, gdyz moga sie wigzac z receptorami, lecz ich nie
aktywuja i nie powoduja ich agregacji.

Transbtonowa efryna B2 zdolna do sygnalizacji sSrodkomérkowej oraz sekrecyjna
efryna A-LI obecne sg na kaudalnym koncu SO (tj. przysztym kaudalnym koricu
somitu 1), a w rostralnej czesci S-1 wystepuje receptor EphA4, zdolny do wigzania
sie z oboma rodzajami efryn (ryc. 8 A). Przed wytworzeniem szpary mozna uwidocznié
efryne B2 oraz receptor EphA4 w PSM w postaci dwoch réwnolegtych prazkéw
poprzecznych do osi A/P, poczatkowo oddzielonych od siebie pasmem pojedynczych
komorek niezawierajgcych tych biatek. Potozenie naprzeciw siebie liganda efryny B2 i
receptora EphA4 umozliwia ich tatwe zwigzanie. Aktywowany receptor EphA4 wplywa
na cytoszkielet i przez to utatwia zmiany ksztaktu komérek i ich epitelizacje. Powoduje
bowiem polaryzacje komoérki i przybranie przez komorke ksztattu cylindrycznego,
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RYCINA 8. Schemat tworzenia sie szpary miedzy SO a S-I: A - rozmieszczenie Deltal, Notch 1, Lfng,
efryny i jej receptora EphA4 oraz fibronektyny, B - modele dziatania sygnalizacji Notch w tworzeniu
szpary (wg Sato i wspotautoréw [62] zmienione)

przesuniecie jader komérkowych do jej czeSci podstawowej, przemieszczenie sie
kateniny [3 do apikalnej czesci komoérki. W nowowytworzonym somicie Sl efryny
wystepujg wytgcznie na bocznej jego krawedzi [18, 19].

W kaudalnej czesci presomitu SO u danio gromadzi sie fibronektyna [39]. Zaréwno
epitelizacja, jak i gromadzenie sie fibronektyny zalezg od integryn. W przysrodkowej
czesci presomitu wykryto ekspresje genu integryny itg 5a. Integryna ta wspotpracuje z
systemem efiyna/Eph dla utrzymania granic somitu. Dziatanie eifyny moze w tym obszarze
powodowac¢ odpychanie sie komorek na styku S -1 i SO, a dziatanie kadheryn ich segregacje
w obrebie presomitu na dwa rodzaje nabtonkowe i mezenchymatyczne [41].

Niewatpliwy jest udziat genéw szlaku Notch w tworzeniu sie szpary. Powstaje ona
w miejscu, w ktérym stykaja sie ze soba komorki o aktywnym Notch! z komdérkami o
nieaktywnym Notch 1. Takie rozgraniczenie komdrek rozpoczyna sie tworzy¢ na linii
B-I, tj. miedzy S-l1 a SO. W rostralnej czesci S-1 gromadzi sie Lfng, ktére w tym
obszarze modyfikuje i aktywuje Notchl i réwnoczesnie hamuje ekspresje dlii. Ostra
granica nagromadzenia mRNA Lfgn na poziomie linii B-l jest, jak sie przypuszcza,
nieodzowna dla wytworzenia szpary. Natomiast lokalizacja nieaktywnego Notchl w
S0 pokrywa sie z obecnoscig MESP2 (ryc. 8 A). Aktywne Notchl w komérkach na
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rostralnym brzegu S-I taczy sie z Deltal na komérkach kaudalnego SO i powoduje, ze
komarki w kaudalnej czesci SO nie podlegaja epitelizacji [18, 51,59,63].

Sato i wsp. [62] przypuszczaja, ze przy tworzeniu szpary sygnalizacja Notch moze
dziata¢ albo przez mechanizm ,,hamowania bocznego” lub/i przez mechanizm wing
disk (tarczka imaginalna skrzydta]. W mechanizmie hamowania bocznego Notchl na
komorkach rostralnego brzegu S-1 wigze sie z Deltal na powierzchni komérek
kaudalnego brzegu SO i hamuje w tych komérkach aktywno$¢é Notch. Rownoczesnie
komorki brzegu rostralnego S-! produkujablizej jeszcze nieznany czynnik indukujacy
zmiany w komdrkach kaudalnego SO. Czynnik taki nazwany zostat przez autorow
segmenterem, by¢ moze jest nim Hes7 (ryc. 8 B). W mechanizmie wing disk Lfgn
modyfikujac Notchl w komédrkach brzegu rostralnego S-l1 pobudza takze ekspresje
delta3. W takim przypadku dochodzi do réwnoczesnego wigzania sie Notchl z Delta
1, jak w modelu poprzednim, i do wigzania sie Delta '3 zlokalizowanego na komoérkach
brzegu rostralnego S-1 z Notch | na komérkach kaudalnego brzegu SO. W tym przypadku
Lfng powodowatoby odmienng odpowiedz Notch | na dziatanie Delta! i Delta 3 [62],
Obydwa te mechanizmy powoduja powstanie dwéch rodzajow komdérek by¢ moze
wzajemnie sie odpychajgcych.

W ustalaniu potozenia szpary odgrywa role takze biatko Sipl (Smad integrating
protein?), kt6re zapobiega rozprzestrzenianiu sie rostralnie (ku przodowi) FGF8, Wnt3a,
D113, Tbx6, ale nie hamuje rozciggania sie ku przodowi Lfng, Hes7, DIl i wptywa na
granice RA [48],

Szczegolnie silne zdolnosci indukowania tworzenia sie szpary majg komorki brzuszno-
rostralne brzegu PSM. Komorki takie bowiem przeniesione w kaudalna, niesegmen-
towang PSM indukuja powstanie ektotopowej szpary. Komorki te dziatajgw kierunku
dogrzbietowym niezaleznie od tego, jak przeszczep zostat zorientowany. Przypuszczalnie
w wytworzeniu szpary dziatajg dwa odrebne jednokierunkowe sygnaty, jeden w osi
AJP, adrugi w osi D/V [63].

Kontakt PSM z narzgdami pierwotnymi, a szczegoélnie z ektoderma powierzchniowg
jest takze potrzebny dla powstania szpary. W tworzeniu jej instruktywng role graja
komorki grzbietowej ektodermy zlokalizowane z tytu linii B-1, prawdopodobnie indukujac
ekspresje genu tcfl5 kodujacego paraxis. Natomiast komérki endodermy jelitowej
stykajace sie z PSM majgjedynie whasciwosci permisyjne [63].

POLARYZACJA SOMITU

Nowopowstaty somitjest spolaryzowany wzdtuz dwaoch osi: A/P | D/V. Polaryzacja
D/V jest narzucona w pewnym stopniu juz komérkom macierzystym tworzacym kohorte,
jakjuz zaznaczono uprzednio. Polaryzacja wzdtuz osi A/P rozpoczyna sie w rostralnej
PSM dopiero po ustaniu oscylacyjnej ekspresji genéw. Segregacja na komaorki rostralne
i kaudalne somitu ma miejsce na poziomie S-I, kiedy to pojawia sie w presomicie
MRNA molekularnych markeréw somitu: rostralnego papc (paraxial protocadherin
C) u danio, cerrl (cerberusl) u kury, tbxI8 u myszy oraz kaudalnego myoD (mio-
genic determinantfactor) u danio, uncx4.1. .u-myszy [10, 34, 67, 68,73],
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RYCINA 9. Zmiany molekularne zwigzane z segregacja komoérek na rostralne i kaudalne somitu wedtug
przypuszczenh Kozumi i wspétautoréw [43 ] oraz Takahasi i wspoétautorow [72]: A — Sie¢ interakcji
molekularnych miedzy Dlii, D113, Mesp2 i preseniling zachodzacych w S-1, B — Odmienna regulacja
sygnalizacji Notch w komaérkach rostralnej i kaudalnej czesci presomitu SO. Sygnalizacja Notch z udziatem
preseniliny zaznaczona przerywanymi liniami

Wedtug Oates i Rhode [56] u danio polaryzacja somitu zachodzi w trzech etapach,
najpierw wyodrebniajg sie komérki rostralne, po czym komunikujg sie z czesciowo
skaudalizowanymi sgsiadkami i indukujgw nich petng kaudalizacje.

U myszy w polaryzacji A/P biorg udziat Dli 1, D113, Mesp2 oraz preseniling. Biatka
te tworzg w S-l skomplikowana sie¢ interakcji molekularnych pomiedzy sgsiednimi
komérkami (ryc. 9A). DIil i D113 ulegaja ekspresji w rostralnej PSM. Jak juz zaznaczono,
ekspresja mesp2 w presomicie SO zostaje ograniczona do jego rostralnej czesci.
Ograniczenie to spowodowane jest rézng regulacja sygnalizacji Notch w rostralnej i
kaudalnej czesci tego presomitu (ryc. 9B). W obrebie SO nastepuje segregacja: Dlii i
D113. Dli! lokuje sie w komorkach kaudalnej czesci tego presomitu, a D113 w komérkach
rostralnych, co wigze sie z ich odmiennymi funkcjami. Dlii i D113 dziatajg w dwoch
r6znych petlach sprzezenia zwrotnego, jako antagonisci w wyznaczaniu rostralnej i
kaudalnej czesci somitu. Do ich regulacji wiacza sie biatko preseniling - Psi
(presenilin 7)3. D113 wigzac sie bezposrednio z Notch hamuje w czesci rostralnej
ekspresje dlii. Natomiast D113 wigzac sie z Notch za posrednictwem preseniliny zwigksza
produkcje Mesp, ktore aktywuje geny markeréw rostralnych cerl i EphA4 oraz
zawiesza ekspresje uncx4.1. W komorkach kaudalnej czesci SO dziata negatywna
petla sprzezenia zwrotnego przy posrednictwie preseniliny, w ktérej DIii indukuje
ekspresje swojego wihasnego genu oraz uncx4.l [42, 73].

3Presenilina Psi —preseniliir, transbtonowe biatko, kodowane przez gen Psenl reguluje dziata-
nie receptora Notch, dziata proteolitycznie jak y-sekretaza, reguluje translokacje $rodkomorko-
wej domeny Notch [NICD] do jadra komérkowego.
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Nie wiadomo, jakie jeszcze inne czynniki wptywajatakze na polaryzacje somitu. U
kury w rostralnej PSM zachodzi ekspresja genu tbxI8, ktdra nastepnie ogranicza sie
do rostralnej czesci somitu. U myszy TbhxI8 wystepuje w catej PSM [28].

INFORMACJA POZYCYJNA SOMITOW

Morfologiczne zréznicowanie kregdbw w obrebie kregostupa na szyjne, piersiowe,
ledZzwiowe, krzyzowe i ogonowe jest odbiciem informacji pozycyjnej, jaka uzyskaty
somity w czasie ich rozwoju. Informacja pozycyjnajest nadawana w dwdéch wymiarach
przednio-tylnym (rostralno-kaudalnym) i przysrodkowo-bocznym (medio-lateralnym)
[24]. Informacje pozycyjnaboczno-przysrodkowa uzyskujajuz komoérki wyodrebniajacej
sie kohorty (0 czym juz wyzej wspomniano). Informacja o potozeniu przednio-tylnym
decyduje o odmiennych wiasciwosciach, czyli identycznos$¢ poszczegélnych somitow i
nastepnie kregéw. Ta informacja pozycyjna jest takze wcze$nie determinowana w
somitogenezie. Jest zalezna od czasu wyodrebniania sie kohorty komérek macierzystych.
Im p6zniej w rozwoju kohorta wyodrebnia sie i im wiecej cykli oscylacyjnych przejdzie
w paczku ogonowym i kaudalnej PSM, tym bardziej kaudalny charakter ma powstaty
z niej somit. Informacja pozycyjnajest mocno ,,zapisana” w kazdym rozwijajgcym sie
somicie. Wycinek PSM lub nowowytworzony somit przeszczepiony w inne ektotopowe
miejsce (inny poziom) na osi A/P zachowuje zaprogramowang identyczno$¢ pozycyjna
i tworzy ektotopowsa strukture, takgjakby rozwijat sie w swoim normalnym miejscu.
Komorki kazdej kohorty sg zdolne do interpretacji zewnetrznych sygnatéw, ale tworzg
strukture wedtug nadanej im informacji pozycyjnej [21].

Juz stosunkowo dawno wykazano, ze identyczno$¢ somitow jest w duzej mierze
determinowana przez ekspresje genéw tak zwanego kodu Hox [8,43]. Geny te koduja
czynniki transkrypcyjne zawierajgce domene homeoboks. Charakteryzuja sie tym, ze
wystepujg w 4 kompleksach zlokalizowanych na réznych chromosomach. Kazdy
kompleks obejmuje 9-13 gendw paralogicznych4, utozonych liniowo na chromosomie.
Mutacje pojedynczych gendw paralogicznych powodujg homeotyczne zmiany somitu,
tojest zmiane ich wkasciwosci na bardziej kaudalne lub bardziej rostralne. Geny kodu
Hox ulegaja ekspresji w PSM i somitach zgodnie z zasadg kolineamosci przestrzennej
i czasowej w coraz wiekszej liczbie w kierunku doogonowym. W somitomerach
czaszkowych zachodzi ekspresja tylko pierwszych trzech (1-3) grup paralogicznych, a
w somitach ogonowych wszystkich grup paralogicznych (1-13) [9].

Aktywacja gendw Hox jest zalezna od czasu powstawania kohorty i od jej potozenia
na osi A/P zarodka. Ekspresja gendw Hox w somitogenezie myszy wg Cordes et al.
[14] zachodzi w dwdch etapach. Prawdopodobnie juz w komérkach prekusorowych
PSM w smudze pierwotnej sg aktywowane geny Hox i moze zachodzi¢ ich transkrypcja.
W drugim etapie w rostralnej PSM po ,,przejsciu” kohorty przez czoto determinujace,

4 Geny paralogiczne majg takg samg strukture, wzorzec transkrypcji i analogiczng funkcje, w
ramach kodu Hox oznaczane sg kolejnymi cyframi arabskimi.
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zachodzi wjej komorkach definitywna ekspresja odpowiednich genéw dla danego kolejno
powstajgcego somitu. Jest ona przynajmniej czeSciowo kontrolowana przez sygnalizacje
Notch i zwigzana jest z zegarem oscylacyjnym, ktére to mechanizmy zapewniajg
aktywacje gendw Hox odpowiednich dla danego segmentu. Interakcja miedzy zegarem
oscylacyjnym i genami Hox moze ustanawia¢ poprawng koordynacje kolejnego formo-
wania sie segmentéw i ukierunkowywanie (specyfikacje) ich wzdtuz osi A/P [23], Sa
réwniez dowody, ze FGF8 | Wnt3a wptywajg na ekspresje gendw Hox. Poziom Wnt3a
w smudze pierwotnej i pgczku ogonowym moze kontrolowac, zgodnie z gradientem,
kolejna ekspresje gendéw Hox, dostarczajac informacji pozycyjnej komérkom wzdtuz
osi A/P [3,4,16]. Aktywacja genéw Hox jest zalezna od czasu powstawania kohorty i
od jej potozenia na osi A/P zarodka.

SYNCHRONIZACJA ROZWOJU SOMITOW

Kolejne zmiany zachodzgce w obrebie kohorty komorek poczgwszy od komérek
macierzystych do uformowanego somitu sg zsynchronizowane. Przypuszcza sie, ze za
ta synchronizacje odpowiedzialna jest sygnalizacja Notch, jak wspomniano wyzej.
Ponadto zsynchronizowane sg przemiany w kazdej parze tworzacych sie somitdw,
zaréwno pod wzgledem morfologicznym jak i przemian molekularnych. Mechanizm tej
dwubocznej synchronizacji jest nieznany. Przypuszcza sig, ze bierze w niej udziat kwas
retinowy, poniewaz przy jego braku zostaje opézniony rozwoj somitow po prawej stronie,
co takze zwigzane jest z desynchronizacjg zegara oscylacyjnego [79]. Wnt3a dzialajac
jako sygnat o dalekim zasiegu moze niwelowac dziatanie mechanizmu kierujgcego
odroznieniem prawej i lewej strony zarodka, rozpoczynajgcym dziatanie juz w wezle
Henzena [52], Symetria pary jest prawdopodobnie utrzymywana przy udziale czynnika
transkrypcyjnego Cdxl obecnego w komorkach somitu.

UWAGI KONCOWE

Przedstawione powyzej procesy molekularne zachodzace w czasie somitogenezy
u kregowcdw satylko czubkiem gory lodowej w stosunku do istotnych, ale niepoznanych
jeszcze mechanizméw regulujacych réznicowanie sie somitow. Swiadcza, jak bardzo
ztozone sg mechanizmy powodujace réznicowanie sie narzgdoéw w czasie rozwoju
zarodkowego. Molekularny mechanizm, jaki kieruje zegarem oscylacyjnym, jestjeszcze
daleki od petnego wyjasnienia. Dowodem moga by¢ doniesienia o udziale coraz to
nowych gendéw w somitogenezie, jak np. u danio genu receptora fosfatazy \|/ - RPTP\//
{receptorprotein phosphatase \|/), ktérego ekspresja oscyluje w kaudalnej PSM [1].
Do wyjasnienia zostaje wiele problemdw, chocby takich, wjaki sposob zegar oscylacyjny
jest ttumaczony na zmiany morfologiczne wyrazajace sie w tworzeniu oddzielnych
segmentéw? Czy zegar oscylacyjny moze wystepowac w trakcie réznicowania sie
innych narzadéw? Nie zaobserwowano go w segmentacji tytomdzgowia, ktéra rowniez
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jest oparta na sygnalizacji Notch. Masamizu i wspotautorzy [49] przypuszczaja, ze
oscylacja ekspresji gendw moze zachodzi¢ w réznego rodzaju komoérkach w réznych
procesach biologicznych, lecz jest odmiennie regulowana niz w zegarze oscylacyjnym
w somitogenezie. Ostatnio wykazano, ze in vitro w fibroblastach myszy i w pewnych
ustalonych liniach komaorkowych geny hesl wykazujg pulsacyjna ekspresje. Pulsacja
tajest jednak nieregularna i krétkotrwata [23,49].

Morfogeneza somitow u kregowcOw jest procesem konserwatywnym, mozna takze
przypuszcza¢ na podstawie obserwacji przedstawicieli tylko 3 gromad, ze réwniez
procesy molekularne Kierujgce somitogenezg sg konserwatywne. U przebadanych
gatunkéw somitogeneza opiera sie na oddziatywaniu sygnalizacji Notch, Wnt i FGF
oraz ich wzajemnej regulacji poprzez r6znego rodzaju molekularne petle sprzezenia
zwrotnego. Model ten odbiega znacznie od powszechnie przedstawianego modelu
molekularnego segmentacji u zarodkow Drosophila, ktoéry opiera sie o tak zwane
geny segmentacyjne, geny reguly parzystej i geny polamosci [39,43]. Somitogenezg
bardziej zblizonajest do przebiegu réznicowania sie skrzydet z dyskow imaginalnych
larw tego gatunku, w ktérym wazng role gra sygnalizacja Notch. Mato wiemy o
mechanizmach Kkierujgcych segmentacja u bezkregowcdw, nawet takich o wysokim
stopniu metameryzacji jak pierscienice. Ostatnio ukazaty sie publikacje Swiadczace, ze
u niektoérych pajgkéw w segmentacji zarodka bierze udziat kanoniczna sygnalizacja
Notch oraz ulegajgekspresji geny homologiczne do aktywnych w somitogenezie [66,71].

Podziw dla natury budzi obserwowanie, jak jeden szlak sygnalizacyjny moze byé
regulowany przez rozne czynniki, na roznych poziomach translacji dajac catkowicie
odmienne, a niekiedy przeciwne efekty. Taka ekonomia komdrkowa prowadzi do
wykorzystywaniajednego szlaku wielokrotnie w ciggu rozwoju w wielu réznorodnych
procesach. Czy wobec tak skomplikowanych i subtelnych mechanizméw molekularnych
i mozliwosci réznorodnych zmian w regulacji nawet jednego genu bedzie mozliwe
tatwe wyprodukowanie z komérek macierzystych narzadow in vitro?

PISMIENNICTWO

[1] AERNE B, ISH-HOROWICZ D. Receptor tyrosine phosphatase tp is required for Delta/Notch signalling
and cyclic gene expression in the presomitic mesoderm. Development 2004; 131: 3391-339.

[2] AHIMOU F, MOK LP, BARDOT B, WESLEY C. The adhesion force of Notch with Delta and the rate of
Notch signalling. J Cell Biol 2004; 167: 1217-1220.

[3] AULEHLA A, HERMANN BG. Segmentation in vertebrates clock and gradient finally joined. Gen Dev
2004; 18: 2060-2067.

[4] AULEHLA A, WEHRL E, BRAND-STABERIB, KEMLER R, GOSSLER A, KANZLER B, HERMANN BG.
Whnt3a plays a major role in segmentation clock controlling somitogenesis. Dev Cell 2003; 4: 395-406.

[5] BESSHO Y, HIRATA H, MASAMIZU Y, KAGEYAMA R. Periodic repression by the bHLH factor Hes7
is an essential mechanism for the somite segmentation clock. Gen Dev 2003; 7: 1451-1456.

[6] BESSHO Y, SAKATA R, KOMATSU S, SHIOTA K, YAMADA S, KAGEYAMA R. Dynamic expression
and ess’ential functions of Hes7 in somite segmentation. Gen Dev 2001; 15: 2642-2647.

[71 BIELANSKA-OSUCHOWSKA Z. Paczek ogonowy. Post Biol Korn 2004; 31: 681-702.

[8] BIELANSKA-OSUCHOWSKA Z. Zarys Organogenezy. Roéznicowanie sie komoérek w narzadach. Wy-
dawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2004.



416 Z. BIELANSKA-OSUCHOWSKA

[91 BURKE AC, CRAIG EN, MORGAN BM, TABIN C. Hox genes and the evolution of vertebrate axial
morphology. Development 1995; 121: 333-346.

[10] BUSSE M, PETRY M, SCHUSTER-GOSSLER K, LEITGES M, GOSSLER A, KISPERT A. The T-box
transcription factor TbxI8 maintains the separation of anterior and posterior somite compartment.
Gen Dev 2004; 18: 1209-1220.

[11] CHRIST B, ORDAHL CP. Early stages of chick somite. Anat Embryol 1995; 191: 381-396.

[12] COLE SE, LEVORSE JM, TIGHMAN M, VOGT TF. Clock regulatory elements control cyclic expres-
sion of Lunatic fringe during somitogenesis. Dev Cell 2002; 3: 75-84.

[13] COOKE J, ZEEMAN EC. A clock and wavefront model for control of the number of repeated structures
during animal morphogenesis. J Theor Biol 1976; 58: 455-"476.

[14] CORDES R, SCUSTER-GOSSLER K, SERTH K, GOSSLER A. Specification of vertebral identity is
coupled to Notch signalling and the segmentation clock. Development 2003; 131: 1221-1233.

[15] CORREIA KM, CONLON R. Surface ectoderm is necessary for the morphogenesis of the somites. Meeh
Dev 2000; 91: 19-30.

[16] DUBRULLE J, MCGREW MJ, POURQUIE O. Fgf signalling controls somite boundary position and
regulate segmentation clock control of spatiotemporal Hox gene activation. Cell 2001; 106: 219-232.

[17] DUBRULLE J, POURQUIE O.fgf8 mRNA decay establishes a gradient that couples axial elongation to
patterning vertebrate embryo. Nature 2004; 427: 4197422,

[18] DUBRULLE J, POURQUIE O. Coupling segmentation to axis formation. Development 2004; 131:
5783-5793.

[19] DURBIN L, BRENNAN C, SHIOM1K, COOKE J, BARRIOS A, SHANMUGALINGAM S. GUTHRIE B.
LINDBERG R, HOLDER N. Eph signaling is required for segmentation and differentiation of the
somites. Gen Dev 1998; 12: 3096-3109.

[20] ELOY-TRINQUET S, NICOLAS JF. Cell coherence during production of the presomitic mesoderm and
somitogenesis in the mouse embryo. Development 2002; 129: 3609-3619.

[21] FOMENOU MD, SCAAL M, STOCKDALE FE, CHRIST B, HUANG R. Cells and all somitic compart-
ments are determinated with respect to segmental identity. Dev Dyn 2005; 233: 13876-1393.

[22] FORSBERG H, CROZET F, BROWN NA. Waves of mouse Lunatic fringe expression, in four-hour cycle
at two intervals, precede somite boundary formation. Curr Biol 1998; 8: 1027-1030.

[23] FREITAS C, RODRIGUES S, SAUDE L, PALMEIRIM I. Running after the clock. IntJDev Biol 2005;
49: 317-324.

[24] FREITAS C, RODRIGUES S, CHARRIER JB, TEILLET MA, PALMEIRIM |. Evidence for medial/lateral speci-
fication and positional information within the presomitic mesoderm. Development 2001; 128: 5139-51417.

[25] GAJEWSK1 M, SIEGER D, ALT BA, LEVE C, HANS S, WOLFF C, ROHR KB, TAUTZ D. Anterior and
posterior waves ofcyclic herl gene expression are differentially regulated in the presomitic mesoderm of
zebrafish. Development 2003; 130: 4269-4278.

[26] GALCERAN J, SUSTMANN C, HSU SC, FOLBERTH S, GROSSCHEDL R. LEF1-mediated regulation of
Delta-like 1 links WNT and Notch signaling in somitogenesis. Gen Dev 2004; 18: 2718-2723.

[27] MC GREW MJ, DALE JK, FRABOULET S, POURQUIE O. The Lunatic Fringe gene is target of the
molecular clock linked to segmentation in avian embryo. Curr Biol 1998; 8: 979-982.

[28] HENRY CA, URBAN MK, DILL KK, MERLIE JP, PAGE MF, KIMMEL CB, AMACHER SL. Two linked
hairy/Enhancer-of-split-related zebrafish genes, herl and her7 function together to refine alternating
somites boundaries. Development 2002; 129: 3693-3704.

[29] HAENIG B, KISPERT A. Analysis of TbxI8 expression in chick embryo. Dev Genes Evol 2004; 214:
407-411.

[30] HIRATA H, BESSHO Y, KOKUBU H, MASAMIZU Y, YAMADA S, LEWIS J, KAGEYAMA R. Instabi-
lity of Hes7 protein is crucial for the somite segmentation clock. Nat Genet 2004; 36: 750-754.

[31] HOFMANN M, SCHUSTER-GOSSLER K, WATANABE-RUDOLPH M, AULEHLA A, HERRMANN
BG, GOSSLER A. WNT signalling, in synergy with T/TBX6, controls Notch signalling by regulating Dill
expression in the presomitic mesoderm of mouse embryos. Gen Dev 2004; 18: 2712-2717.

[32] HOLDER N, KLEIN R. Eph receptors and ephrins; effectors of morphogenesis. Development 1999; 126:
2033-2044.

[33] HOLLEY SA, GEISLER R, NUSSLEIN-VOLHARD C. Control of herl expression during zebrafish somitogenesis
by a De/to-dependent oscillator and an independent wave-front activity. Gen Dev 2000; 14: 1678-1690.

[34] HOLLEY SA, JULICH D, RAUCH GJ, GOSSLER R, NUSSLEIN-VOLHARD C. herl and the notch
pathway function within the oscillator mechanism that regulates zebrafish somitogenesis. Development
2002; 129;1175-1183.



MOLEKULARNY ZEGAR W SOMITOGENEZIE 417

[35] ISHIKAWA A, KITAJIMA S, TAKAHASHI Y, KUKOBO H, KANNO J, INOUE TR, SAGA Y Mouse
Nkdl, a Wnt antagonist, exhibits oscillatory gene expression in the PSM under the control of Notch
signaling. Meeh Dev 2004; 121: 1443-1453.

[36] JOUVE C, IIMURA T, POURQUIE O. Onset ofthe segmentation clock in the chick embryo evidence for
oscillation’s in somite precursors in the primitive streak. Development 2002; 129: 1107-1117.

[37] JOUVE C, PALMEIRIM I, HENRIQUE D, BECKERS J, GOSSLER A, ISH-HOROWICZ D, POURQUIE
O. Notch signaling is required for cyclic expression of hairy-like gene HES1 in the presomitic mesoderm.
Development 2000; 127: 1421-1429.

[38] JULICH D, GEISLER R, HOLLEY SA. Integrin alpha5 and delta/notch signaling have complementary
spatiotemporal requirements during zebrafish somatogensis. Dev Cell 2005; 8: 575-586.

[39] JURA C, KLAG J [red.] Podstawy embriologii zwierzat i cztowieka, Wydawnictwo Naukowe PWN,
Warszawa 2005.

[40] KAWAHARA A, CHE YS, HANAOKA R, TAKEDA H, DAWID IB. Zebrafish GADD456 genes are
involved in somite segmentation. PNAS 2005; 102: 361-366.

[41] KOSHIDA S, KISHIMOTO Y, USTUMI H, SHIMIZU T, FURUTANI-SEIKIN, KONDOH H, TAKADA
S. Integrin alpha-dependent fibronectin accumulation for maintenance of somite boundaries in zebrafish
embryos. Dev Cell 2005; 8: 587-598.

[42] KOIZUMI K, NAKAJIMA M, YUASA S, SAKAI T, KURIYAMA T, SHIRASAWA T, KOSEKI H. The
role of presenilin | during segmentation. Development 2001; 128: 1391-1402.

[43] KRZANOWSKA H, SOKOL-MISIAK W. [red.] Molekularne mechanizmy rozwoju zarodkowego. Wy-
dawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2002.

[44] KUME T, HANG HY, TOPCZEWSKA JM, HOGAN BLM. The murine winged helix transcription
factors, Foxcl and Foxc2, are both required for cardiovascular development and somitogenesis. Gen Dev
2001; 15: 2470-2482.

[45] LE BORGNE R, REMAUD S, HMEL S, SCHWEISGUTH F. Two distinct E3 ubiquitin ligases have comple-
mentary functions in the regulations of Delta and Serrate signaling in Drosophila. PLos Biol 2005: €96.

[46] MADEN M, SONNEVELD E, van den SAAG PT, GALE E. The distribution ofendogenous retinoic acid
in the chick embryo implications for developmental mechanisms. Development 1998; 125: 4133-4144.

[47] MAROTO M, DALE KJ, DEQUEANT ML, PETIT AC, POURQUIE O. Synchronised cycling gene
oscillations in presomitic mesoderm cells require cell-cell contact. Int J Dev Biol 2005; 49: 309-315.

[48] MARUHASHI H, van de PUTTE T, HUYLEBROECK D, KONDOH H, HIGASHI Y. Involvement of
SIP1 in positioning of somites boundaries in the mouse embryo. Dev Dyn 2005; 234: 332-338.

[49] MASAMIZU Y, OHTSUKA T, TAKASHIMA Y, NAGAHARA H, TAKENEKA Y, YOSHIKAWA K,
OKAMURA H, KAGEYAMA R. Real-time imaging of the somite segmentation clock: Revelation of
unstable oscillators in the individual presomitic mesoderm cells. PNAS 2005; 103: 1313-1318.

[50] MORALES AV, YASUDA Y, ISH-HOROWICZ D. Periodic Lunatic fringe expression is controlled during
segmentation by a cyclic transcriptional enhancer responsive to Notch signaling. Dev Cell 2002; 3: 63-74.

[51] MORIMOTO M, TAKAHASHI Y, ENDO M, SAGA Y. The Mesp2 transcription establishes segmental
borders suppressing Notch activity. Nature 2005; 435: 354-359.

[52] NAKAYA Y, KURODA S, KATAGIRI YT, KAIBUCHI K, TAKAHASI Y. Mesenchymal-epithelial
transition during somite segmentation is regulated by differential roles of Cdc42 and Rael. Dev Cell
2004; 7: 425-438.

[53] NIKAIDO M, KAWAKAMI A, SAWADA, FURUTANI-SEIKI M, TAKEDA H, ARAKI K. Thx24,
encoding a T-Box protein, is mutated in the zebrafish somite — segmentation mutant fused somites.
Nature Gen 2002; 31: 195-199.

[54] NICOLAS JF, MATHIS L. BONNEROT C, SAURIN W. Evidence in the mouse for selfrenewing stem cell in
the formation of segmented longitudinal structure, the myotome. Development 1995; 122: 2933-296.

[65] OATES AC, HO RK. Hairy/E(spl)-related (Her) genes are central components of the segmentation
oscillator and display redundancy with the Delta/Notch signalling pathway in the formation of anterior
segmental boundaries in the zebrafish. Development 2002; 129: 2929-2946.

[56] OATES AC, RHODE LA, HO RK. Generation of segment polarity in the paraxial mesoderm of the
zebrafish through a T-box-dependent inductive event. Dev Biol 2005; 283: 204—214.

[57] PALMEIRIM I, HENRIQUE D, ISH-HOROWICZ D, POURQUIE O. Avian hairy gene expression identi-
fies a molecular clock linked to vertebrate segmentation and somitogenesis. Cell 1997; 91: 639-648.

[58] PASINI A, JIANG YJ, WILIKINSON DG. Two zebrafish Notch-dependent hairy/Enhancer-of-split-
related genes her6 and her4, are required to maintain the co-ordination of cyclic gene expression in the
presomitic mesoderm. Development 2003; 131: 1529-1541.



418 Z. BIELANSKA-OSUCHOWSKA

[59] POURQUIE O. Vertebrate somitogenesis a novel paradigm for animal segmentation? Int J Dev Biol
2003; 47: 597-503.

[60] POURQUIE O, KUSUMI K. When body segmentation goes wrong. Clin Genet 2001; 60: 409—416.

[61] POURQUIE O, TAM PPL. A nomenclature for prospective somites and phases of cyclic gene expression
in the presomitic mesoderm. Dev Cell 2001; 1: 619-620.

[62] SAKAI Y, MENO C, FUJII H, NISHINO J, SHIRATORI H, SAIJOH Y, ROSSANT J, HAMADA H. The
retinoic acid-inactivating enzyme CYP26 is essential for establishing an uneven distribution of retinoic
acid along the anterior-posterior axis within the mouse embryo. Gen Dev 2001; 15: 213-225.

[63] SATO Y, YASUDA K, TAKAHASI Y. Morphological boundary forms by a novel inductive event
mediated by Lunatic fringe and notch during somitic segmentation. Development 2002; 129; 3633—
3644.

[64] SAWADA A, FRITZ A, JIANG YJ, YAMAMOTO A, YAMASU K, KUROIWA A, SAGA Y, TAKEDA H.
Zebrafish Mesp family genes, mesp-a and mesp-b are segmentally expressed in the presomitic mesoderm. And
Mesp-b confers the anterior identity to the developing somites. Development 2000; 127: 1691-1702.

[65] SAWADA A, SHINHYA M, JIANG YJ, KAWAKAMI A, KUROIWA A. Fgf/MAPK signalling is a crucial
positional cue in somite boundary formation. Development 2001; 128: 4873—4880.

[66] SCHOPPEMEIER M, DAMEN WG. Suppressors of Hairless and presenelin phenotypes imply involvement of
canonical Notch signaling in segmentation of the spider Cupiennius salei. Dev Biol 2005; 280: 1211-1224.

[67] SERTH K, SCHUSTER-GOSSLER K, CORDES R. GOSSLER A. Transcriptional oscillation of Lunatic
fringe is essential for somitogenesis. Gen Dev 2003; 17: 912-925.

[68] SHAWLOT W, DENG JM, BEHRINGER RR. Expression ofthe mouse cerberus related gene, Cerrl, suggests
a role in anterior neural induction and somitogenesis. Proc Natl Acad Sci USA 1998; 95: 6198-6203.

[69] SIEGER D, TAUTZ D, GAJEWSKI M. The role ofthe Suppressor of Hairless in Notch mediated signaling
during zebrafish somitogenesis. Meeh Dev 2004; 120: 1083-1094.

[70] SIEGER D, TAUTZ D, GAJEWSKI M. Herl! is involved in the somitogenesis in zebrafish. Dev Genes
Evol 2004; 214: 393-406.

[71] STOLLEWERK A, SCHOPPEMEIER M, DAMEN WG. Involvement of Notch and Delta genes in
spider segmentation. Nature 2003; 423: 863-865.

[72] TAKAHASI Y, KITAJIMA S, INOUE T, KANNO J, SAGA Y. Differential contributions of Mespl and
Mesp2 to the epithelization and rostro-caudal patterning of somites. Development 2005; 132: 787-796.

[73] TAKAHASI Y, INOUE T, GOSSLER A, SAGA Y. Feedback loops comprising DIl 1, D113 and Mesp2, and
differential involvement of Psenl are essential for rostrocaudal patterning of somites. Development
2003; 130: 4259-4268.

[74] TAM PPL, BEDINGTON RSP. The formation of the mesodermal tissues in the mouse embryo during
gastrulation and early organogenesis. Development 1987; 99: 109-106.

[75] TAM PPL,TAN SS. The somitogenetic potential of cells in the primitive streak and tail bud of the
organogenesis — stage mouse embryo. Development 1992; 115: 703-715.

[76] TAM PPL, TRAINOR A. Specification and segmentation of the paraxial mesoderm. Anat Embryol
1994; 189: 275-305.

[77] TOPCZEWSKA JM, TOPCZEWSKI J, SHOSTAK A, KUME T, SOLNICA-KREZEL L, HOGAN BLM.
The winged helix transcription factor Foxcla is essential for somitogenesis in zebrafish. Genes Dev
2001; 15: 2483-2490.

[78]1 TWYMAN TM. Krotkie wyktady. Biologia rozwoju. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2003.

[79] VERMOT J, POURQUIE O. Retinoic acid co-ordinates somitogenesis and left-right patterning in verte-
brate embryos. Nature 2005; 435: 1215-1220.

[80] WHITE PH, CHAPMAN DL. Dilll is a downstream target of Tbx6 in the paraxial mesoderm. Genesis
2005; 42: 193-202.

[81] YOON JK, WOLD B. The bHLH regulatorpMesogenin 1 is required for maturation and segmentation of
paraxial mesoderm. Gen Dev 2000; 14: 3204-3214.

Redaktor prowadzacy - Jerzy Kawiak

Otrzymano: 10.04. 2006 r.
Przyjeto: 10.05. 2006 r.
ul. Nowoursynowska 159, 02-776 Warszawa



419

INFORMACJE O NOWYCH KSIAZKACH

Ukazat sie podrecznik autorstwa Zofii Bielanskiej Osuchowskiej pt.
ZARYS ORGANOGENEZY - Réznicowanie sie komérek w narzadach, wydany
przez Wydawnictwo Naukowe PWN SA (Warszawa, 2004).

Jest to podrecznik embriologii szczeg6towej, przystepnie napisany i bogato
ilustrowany. Omoéwiono w nim zaréwno zmiany morfologiczne, jak i molekularne
procesu réznicowania sie narzadoéw u ptakéw i ssakow. W ksiazce zostaty opisane:

+ nowoczesne metody badan embriologicznych

+ mechanizmy gestrulacji i rozwéj narzgdéw pierwotnych
+ poczatkowy rozwoj uktadu nerwowego

+ komorki grzebienia nerwowego

+ rdéznicowanie sie i rozw0j konczyn u ssakow i ptakow

+ rozwoj uktadéw krwionos$nego i limfatycznego

+ rozwdj przewodu pokarmowego

+gruczoty przewodu pokarmowego

+ rozwoj uktadu oddechowego

+ jamy ciatai krezki

+ narzady wydalnicze

+ rozwoj narzadow piciowych, gruczotow dokrewnych i powtoki zewnetrznej.

Ukazat sie rowniez SEOWNIK BIOLOGII KOMORKI poswigcony pamieci
Profesor Haliny Krzanowskiej, wydany przez Polskg Akademie Umiejetnosci (Krakéw
2005).

Autorami stownika jest 37 os6b wysoko cenionych w zakresie wiedzy o biologii
komorki. Recenzentami stownika byli: prof. dr hab. Maria J. Olszewska oraz prof. dr
hab. Szczepan Bilinski.

Ukazanie sie stownika byto mozliwe dzieki kompetentnej i Scistej wspotpracy autorow
i redaktoréw, zmudnej pracy redaktoréw technicznych: Elzbiety Kotaczkowskiej i Jacka
Goduli oraz duzej zyczliwosci Wydawcy.
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OFERTA WYDAWNICZA

Zeszytéw naukowych pod nazwa ,,Postepy Biologii Komorki”

Zeszyty naukowe pn. Postepy Biologii Komoérki ukazuja sie od 1974 r.
jako kwartalnik.

Gléwnym wydawca i dystrybutorem kwartalnika naukowego jest Fundacja
Biologii Komadrki i Biologii Molekularnej - 01-813 Warszawa ul. Marymoncka
99,

tel. (022) 5693830, fax. (022) 5693712, e-mail jkawiak@cmkD.edu.pl

W ,,Postepach Biologii Komarki” publikowane sg artykuty omawiajace najnowsze
osiggniecia z zakresu biologii komorki. Zeszyty sg przeznaczone dla studentéw i
nauczycieli, pracownikéw naukowych uczelni i instytutéw naukowych. Wydawanie
czasopismajest mozliwe dzieki wsparciu finansowemu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego.

Zapraszamy wszystkich zainteresowanych problematyka naukowo-badawczg
prezentowang w naszym kwartalniku do korzystania z zamowien zbiorowych i
indywidualnych, tzn. z prenumeraty rocznej. Istnieje rowniez mozliwo$¢ zakupu
pojedynczych egzemplarzy, réwniez archiwalnych.

W zatgczeniu: cennik, warunki zakupu i prenumeraty oraz formularz zaméwienia.

Cennik:

WYSZCZEGOLNIENIE CENA W PLN
Prenumerata roczna dla jednostek bedacych osobami prawnymi 150,00
Prenumerata roczna dla 0séb indywidualnych 50,00
Komplet archiwalny dlajednostek bedacych osobami prawnymi 100,00
Komplet archiwalny dla oséb indywidualnych 30,00
Zakup pojedynczego egz. dlajednostek bedacych osobami prawnymi 40,00

Zakup pojedynczego egz. dla 0s6b indywidualnych 20,00


mailto:jkawiak@cmkD.edu.pl
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Warunki otrzymywania czasopisma
- ztozenie zaméwienia: faxem, poczta itp.
-jednoczesne dokonanie wptaty na konto:

Fundacja Biologii Komorki i Biologii Molekularnej w Warszawie
Nr konta 20 1240 1053 1111 0000 0440 9533

- po otrzymaniu wptaty wystawiamy fakture VAT.

W sytuacji, kiedy wptata nastgpi w trakcie trwania prenumeraty, wysytamy wszystkie zeszyty
(numery) czasopisma, ktére ukazaty sie w okresie objetym prenumerata.

tu odciac
ZAMOWIENIE

nazwa i adres zamawiajgcego

Fundacja Biologii Komorki
i Biologii Molekularnej

ul. Marymoncka 99

01-813 WARSZAWA

L. Dz,

Zamawiamly............. egz. /Kmpl.....ccooevniiiiis ,»Postepow Biologii Komarki”.
Kwote ......coevnne ztotych (stownie ZIotyCh ... )
PrzekazaliSmy na Wasze konto dnia........c.cc.cccceuenee.

NASZ NIP...ooiiii

Jednoczes$nie upowazniamy do wystawienia faktury bez potwierdzajacego odbiér podpisu
odbiorcy.

(pieczatka imienna i podpis zamawiajacego)
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KOMUNIKATY

KOMITET ORGANIZACYJINY
XXII Zjazdu Polskiego Towarzystwa Hematologéw i Transfuzjologéw

uprzejmie informuje o organizowanym w dniach 6-9 wrzesnia 2007 roku w
Warszawie XXII Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Hematologow i Transfuzjologow.

Prof. dr hab. n. med. Krzysztof Warzocha
Przewodniczacy Komitetu Organizacyjnego
XXIl Zjazdu PTHIT

Adres Komitetu:
Instytut Hematologii i Transfuzjologii
ul. Chocimska 5, 00-957 Warszawa, tel/fax (022) 849-85-07

ERRATA

do atykutu pt. ,,Udziat biatek stresowych w adaptacji wysitkowej” autorstwa
Z. Jethona, E. Morawskiej-Ciatowicz, P. Dziegiela, M. Podhorskiej-Okotéw
opublikowanego w Postepach Biologii Komérki nr4 tom 32 z 2005 r.

Strona 702 konczy sie:
sarkoplazmatycznych i btonowych [31,36,41 ]. Aktywacja apoptozy miataby w tym
a powinna sie konczy¢

sarkoplazmatycznych i btonowych [31,36, 41]. Aktywacja apoptozy miataby w tym
konteksScie znaczenie jako mechanizm usuwania ,,zuzytych” lub ,,zbednych” biatek i
umozliwienie w to miejsce syntezy nowych struktur biatkowych, bardziej przystoso-

Za zaistniatg pomyike serdecznie przepraszamy Czytelnikow i Autoréw.
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Errata

Errata do artykutu autorstwa: J. Koziot-Lipinskiej, E. Simeonowej i A. Mostowskiej,
pt. Czy mitochondria indukuja programowang $mieré¢ komérki w roslinach?
opublikowanego w Postepach Biologii Komérki z 2006 r. t. 33, nr | s. 81-94.

Na str, 85 zamieszczono ryc. | w nastepujacej postaci

Powinna ona mie¢ posta¢ nastepujaca:
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Wskazdwki przygotowania rysunkéw i streszczen do publikacji w PBK

Dostarczane na dyskietkach teksty powinny by¢ napisane w Wordzie, wersja 6,0 lub wczesniejsza.
Jesli w tekst zostaty wstawione rysunki, powinny one zosta¢ umieszczone osobno na dyskietce lub
ptycie. Powinny to by¢ albo mapy bitowe (TIF, JPG), albo pliki z Corela, wersja 9,0 lub wcze$niejsza.
Kazda wersja Worda lub Corela pozwala na zachowanie pracy w formacie wersji wczes$niejszej. Rysunki,
schematy, zdjecia i wykresy w podpisach i w powotaniach w tek$cie powinny nosi¢ nazwe rycina (ryc.) i
by¢ numerowane kolejno. Na zdjeciach konieczne jest umieszczanie podziatki wskazujacej powiekszenie
obiektéw, a nie podawanie powiekszen w podpisach, gdyz zdjecia ulegajg zmniejszeniu do formatu B_.

Prosimy Autoréw o podawanie adreséw e-mail.

Cennik dla Autoréw w 2006 r.

odbitek prac pdf barwne ryciny  str. druku (ponad 15)
Liczba odbitek 50 100 200 1 szt. 1 str.
Cena zt 100,00 120,00 150,00 100,00 400,00 50,00

Zamoéwienie na odbitki musi by¢ ztozone wraz z przestang korektg pracy

Warunki prenumeraty kwartalnika PBK

Prenumerata roczna

Redakcja przyjmuje optate prenumeraty za rok 2006 pod adresem:
FUNDACJA BIOLOGII KOMORKI | BIOLOGII MOLEKULARNEJ,

ul. Marymoncka99,01 -813 Warszawa; tel. (022) 5693830, fax. (022) 5693712,
email: jkawiak@cmkp.edu.pl

na konto: FUNDACJA BIOLOGII KOMORKI | BIOLOGII MOLEKULARNEJ,
ul. Marymoncka 99,01-813 Warszawa; Bank Polska Kasa Opieki S. A.,

IV OAVarszawa 20124010531111000004409533.

Cena prenumeraty rocznika na rok 2006
dla instytucji (bibliotek) wynosi 150 zt
dla odbiorcéw indywidualnych 50zt

Subscription ordersfor POSTEPY BIOLOGII KOMORKI for 2006

should be placed at local press distributors or directly at Editorial Board of
POSTEPY BIOLOGII KOMORKI, Marymoncka str. 99,01-813 Warszawa /Poland,
tel. (022) 5693830, fax. (022) 5693712, email: jkawiak@cmkp.edu.pl.

On account: FUNDACJA BIOLOGII KOMORKII BIOLOGII MOLEKULARNE]J,
ul. Marymoncka 99,01 -813 Warszawa; Bank Polska Kasa Opieki S. A,,

IV OAVarszawa, No 20124010531111000004409533.

Price per year 25 dollars USA or 21 euro.


mailto:jkawiak@cmkp.edu.pl
mailto:jkawiak@cmkp.edu.pl

INFORMACJE DLA AUTOROW

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI drukujg artykuty przegladowe z zakresu najnowszych osiagnieé biologii
komérki, niepublikowane dotagd w innych wydawnictwach biologii komoérki. Nadestane manuskrypty sa
recenzowane. Autorzy odpowiadajg za $cistos¢ podawanych informacji. Obowigzuje terminologia zgodna z
polskim mianownictwem biologii komérki, biochemicznym, histologicznym, anatomicznym i embriolo-
gicznym. Artykuty drukowane w POSTEPACH BIOLOGII KOMORKI nie moga by¢ bez zgody redakcji
publikowane w innych periodykach. Prosimy Autoréw o nadsytanie prac bezposrednio do Redaktoréw
odpowiedniej specjalnosci (adresy na 2 str. okfadki), a do Redakcji w Warszawie tylko te artykuty, ktdre nie
odpowiadajg zadnej z wymienionych specjalnosci.

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI zamieszczajg

1) artykuty przegladowe nie przekraczajace 15 stron druku ido 100 pozycji bibliograficznych koniecznie z ostatnich 5
lat (natomiast wczesniejsze prace moga by¢ pracami przegladowymi); 2) doniesienia z ostatniej chwili na 3-5 stronach
druku z kilkoma pozycjami bibliograficznymi z ostatniego roku (liczac od daty wystania do redakcji); 3) listy do redakcji
(do 1 strony maszynopisu).

Tekst pracy i zatgczniki nalezy przesyta¢ w dwéch egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ pisany
jednostronnie na papierze formatu A4 w uktadzie normalnym 1800 znakéw na stronie z podwéjnym odste-
pem. Ostateczna wersja tekstu i rysunki (wskazowki s.424) powinna by¢ przystana jako plik (file) Windows
lub ASCII. Pierwsza strona nienumerowana przeznaczona dla redakcji winna zawieraé: imiona, nazwiska,
tytuty naukowe autoréw i adresy: w pracy, domowy wraz z telefonem i e-mail, tytut pracy w jezyku polskim
i angielskim oraz liczbe stron maszynopisu, liczbe tabel i rycin. Na pierwszej (numerowanej) stronie nalezy
poda¢ kolejno tytut pracy w jezyku polskim i angielskim, imiona (w petnym brzmieniu) i nazwiska autoréw,
nazwe zakfadu naukowego, nazwisko i adres autora prowadzacego korespondencje, informacje o dofinansowa-
niu pracy oraz skrot tytutu (do 40 znakdw). Nastepna strona powinna zawiera¢ w jezyku polskim i angielskim
streszczenie oraz stowa kluczowe, 3 do 10 stéw zgodnych z terminami w Medical Subject Headings (Index
Medicus), o ile sg tam zawarte. W tytule i streszczeniu mozna stosowaé jedynie powszechnie przyjete skroty,
np. DNA. Tekst artykutu nalezy rozpocza¢ od nowej strony. W tekscie nie zamieszcza¢ tabel, schematéw lub
rycin, a jedynie zaznaczy¢ otéwkiem na marginesie ich lokalizacje (np. tab. 1, rye. 1 itp.). Dla przejrzystosci
tekst mozna podzieli¢ na tytutowane i numerowane rozdziaty oraz podrozdziaty. Od nowej strony nalezy
podac spis literatury. Skroty nazw czasopism podawac nalezy wedtug Index Medicus (listy czasopism publiko-
wane sg corocznie w numerze styczniowym). Powotanie w tekscie nastepuje przez podanie kolejnego numeru
pozycji w spisie literatury w nawiasie kwadratowym (np. [5]). Spis literatury nalezy zestawi¢ alfabetycznie
wedtug nastepujacego wzoru:

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

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

Tabele, opisy schematow i rycin powinny by¢ zataczone na oddzielnych stronach. Schematy i rysunki
muszg by¢ wykonane w postaci nadajacej sie do reprodukcji. Fotografie powinny by¢ kontrastowe i wykonane
na blyszczacym papierze. Barwne ryciny i zdjecia sa ptatne.Wymiary poszczeg6lnych rycin, schematow
i fotografii nie moga przekracza¢ 125 x 180 mm lub ich potowy. Na zdjeciach prosimy zamieszcza¢ podzial-
ke, a nie podawa¢ powiekszenia w podpisie w zwigzku z potrzebg zmniejszania ilustracji. Jezeli zataczniki sa
zapozyczone z innych zrodet, nalezy podaé, skad zostaty zaczerpniete i dotaczy¢ zgode autora i wydawnictwa
na reprodukcje, jezeli materiaty te zamieszcza sie w niezmienionej formie. Wszystkie zataczniki, np. wykaz
skrétéw, musza mie¢ na odwrocie nazwisko 1. autora i oznaczenie gory i dotu ilustracji. Jednostki miar muszg
by¢ zgodne z uktadem SI.

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skrétéw uzgodnionych z autorem. Autor zobowigzany jest
do wykonania korekty autorskiej i zwrdcenia jej w ciagu doby. Koszty, spowodowane wiekszymi zmianami
tekstu wprowadzanymi w korekcie poza poprawkami bteddw drukarskich, ponosi autor. Autorzy otrzymuja-
bezptatnie 1 egz. zeszytu PBK z opublikowang praca oraz moga zamowic¢ odbitki odptatnie odsytajac korekte.
Odptatnos¢ za artykut nieprzekraczajacy 15 str. druku wynosi 300,- zt .

Redakcja prosi takze o dotaczenie tytutu artykutu i podpisanej odpowiedzi na nastepujace pytania:

Dotaczono 2 kopie maszynopisu, tabel Tres¢ pracy nie byta uprzednio publikowana,

i rycin tak nie nie zostata wystana do innej redakcji tak nie
Wszyscy Autorzy znajg i akceptuja prace tak nie Dotgczono kopie pracy wraz z rycinami na dyskietce lub ptycie
Jest zgoda osob, ktérych informacje nie- z podaniem nazwy pliku i uzytego programu edycyjnego
publikowane sa zamieszczone w tekscie tak nie  z komputera IBM tak nie

Odpowiadam za cato$¢ pracy opisanej w zatgczonym maszynopisie  tak nie
Wyrazam zgode na to, ze artykut po przyjeciu do druku w ,,Postepach” przechodzi na wtasno$¢ Fundacji Biologii
Komoérki i Biologii Molekularnej i jego reprodukcja wymaga zgody redakecji.
podpisy wszystkich autoréw
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