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W tym Zeszycie

W oku kręgowców występują dwa funkcjonalnie odmienne szlaki odbioru światła. 
Jeden z nich służy do tworzenia obrazów (pręciki i czopki), a drugi rejestruje zmia­
ny intensywności promieniowania w czasie i uczestniczy w tzw. niewzrokowych 
odpowiedziach na światło (regulacji rytmów biologicznych, zwężaniu źrenicy). W 
tym drugim szlaku uczestniczy melanopsyna, której budowa i funkcje są omawia­
ne w artykule na stronie 229.

W krajach wysoko rozwiniętych rak stercza jest drugą po raku płuca przyczyną zgonu 
mężczyzn. Badania in vitro na liniach komórkowych wyizolowanych z przerzu­
tów raka przyczyniają się do poznania mechanizmu tego procesu. W artykule na 
stronie 257 omówiono cząsteczki adhezyjne i niektóre antygeny komórek raka 
prostaty biorące udział w adhezji, co ma znaczenia w powstawaniu przerzutów.

Powstawanie osteoklastów jest procesem tworzenia wielojądrowych komórek zdol­
nych do resorbowania macierzy kostnej. Komórki te powstają przez fuzję makro- 
fagów regulowaną cytokinami oraz ligandami uwalnianymi lub eksponowanymi 
przez komórki kościotwórcze. Więcej na ten temat Czytelnik znajdzie na stronie 
273.

Metalotioneiny to niskocząsteczkowe białka bogate w reszty cysteinowe, zdolne do 
wiązania metali ciężkich. Większość metalotionein roślinnych podlega ekspresji 
tkankowospecyficznej. Więcej na ten temat jest na stronie 285.

Interleukina 15 ma wielokierunkowy wpływ na układ odpornościowy. Cytokina ta sta­
nowi czynnik wzrostu dla limfocytów T CD8 pamięci oraz działa na nie antyapop- 
totycznie. Indukuje powstawanie komórek NK i nasila ich aktywność cytotok- 
syczną. Więcej na temat tej interleukiny oraz jej znaczenia w procesach chorobo­
wych znajdzie Czytelnik na stronie 303 oraz 327.

Somitogeneza, w czasie której z trzyosiowej mezodermy tworzą się somity, jest pod­
stawą segmentacji ciała u kręgowców. Komórki trzyosiowej mezodermy przecho- 
dą przez trzy fazy różnicowania i dojrzewania. W pierwszej fazie komórki macie­
rzyste przekształcają się w komórki progenitorowe tworzące mezodermę przedso- 
mitową. Potem następuje faza przygotowania do segmentacji oraz segmentacja. 
W artykule na stronie 393 omówiono mechanizm działania molekularnego oscyla­
cyjnego zegara u zarodków, regulującego somitogenezę.
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MOLEKULARNE MECHANIZMY POWSTAWANIA 
ZESPOŁU RETTA*

*Praca częściowo przygotowana w ramach projektu KBN nr 3PO5E11222.

MOLECULAR MECHANISMS IN RETT SYNDROME

Dorota JURKIEWICZ1, Ewa POPOWSKA1, Anna TYLKI-SZYMAŃSKA2, 
Małgorzata KRAJEWSKA-WALASEK1

Zakład Genetyki Medycznej1; Klinika Pediatrii, Oddział Chorób Metabolicznych2; 
Instytut “Pomnik - Centrum Zdrowia Dziecka”, Warszawa

Streszczenie: Zespół Retta (RTT) jest chorobą zaburzającą rozwój układu nerwowego, o charakterze 
dominującym, sprzężoną z chromosomem X. RTT występuje prawie wyłącznie u dziewczynek. U 
pacjentek z zespołem Retta i jego wariantami fenotypowymi zidentyfikowano mutacje w genie MECP2. 
Gen MECP2 koduje represor transkrypcji (MeCP2, methyl-CpG-binding protein 2), który działa po­
przez wiązanie się do zmetylowanego DNA i zagęszczenie struktury chromatyny. Białko MeCP2 ulega 
szczególnie silnej ekspresji w mózgu. Dotychczas wykryto 370 różnych mutacji w genie MECP2. Więk­
szość z nich powstaje de novo na chromosomie pochodzącym od ojca. W kilkunastu przypadkach udało 
się stwierdzić korelację pomiędzy genotypem a fenotypem choroby. Jedną z przyczyn zmienności 
objawów zespołu Retta może być ukierunkowana inaktywacja chromosomu X. Mutacje w genie MECP2 
zostały też zidentyfikowane u kilkunastu chłopców. Badania przeprowadzone na mysich modelach 
zespołu Retta wykazują, że gen MECP2 jest niezbędny dla prawidłowego rozwoju i funkcjonowania 
układu nerwowego. Białko MeCP2 reguluje ekspresję genów, których produkty biorą udział w tworzeniu 
nowych połączeń synaptycznych. Ważna rola białka MeCP2 w procesie synaptogenezy tłumaczy spe­
cyficzny fenotyp u pacjentów z zespołem Retta.

Słowa kluczowe: zespół Retta (RTT), gen MECP2, białko MeCP2, mutacje, mysi model zespołu 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 of different 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 of the RTT phenotypic heterogeneity. 
MECP2 mutations have been also revealed in several male cases. Studies performed on RTT mouse models
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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

Zespół Retta (RTT, MIM#312750) jest chorobą zaburzającą rozwój układu nerwo­
wego, występującą prawie wyłącznie u dziewczynek. Zespół ten został po raz pierwszy 
opisany w 1966 roku [62]. RTT stanowi jedną z najczęstszych przyczyn niepełno­
sprawności intelektualnej u kobiet i występuje z częstością od 1/15000 do 1/10000 urodzeń 
[24], RTT jest chorobą o charakterze dominującym, sprzężoną z chromosomem X [61 ].

W klasycznej postaci zespołu Retta pojawianie się objawów zachodzi według 
określonego schematu. Dziewczynki rodzą się zdrowe i po okresie normalnego rozwoju 
następuje zahamowanie rozwoju neurologicznego, a nawet regresja zdobytych umiejęt­
ności. Przebieg choroby można podzielić na cztery etapy. W pierwszej fazie (6-18 
mieś.) następuje zatrzymanie prawidłowego rozwoju z pojawieniem się cech 
autystycznych. W drugim etapie (1-4 lata) dzieci tracą nabyte umiejętności, takie jak 
mowa i celowe używanie rąk, pojawiają się stereotypowe ruchy rąk, zaburzenia 
oddychania i zahamowanie przyrostu obwodu głowy. W kolejnym etapie (4-7 lat) 
następuje pewna stabilizacja, dzieci mogą nauczyć się nawiązywać kontakt z otoczeniem, 
jednak równocześnie obserwuje się zahamowanie rozwoju somatycznego, wystąpienie 
skoliozy i napadów padaczki. Czwarty, ostatni etap choroby (5-15 lat lub więcej) przynosi 
dalsze pogorszenie czynności somatycznych i neurologicznych [60].

Oprócz klasycznej formy RTT rozróżnianych jest pięć innych wariantów choroby o 
różnym stopniu nasilenia cech klinicznych. Warianty z lżejszymi objawami to: forme 
fruste, wariant późnej regresji (ang. late regression variant) i wariant z zachowaną 
zdolnością mowy (ang. preserved speech variant). Formy z cięższymi objawami 
fenotypowymi to: forma wrodzona (ang. congenital form) i wariant z wczesno- 
dziecięcą padaczką (ang. early-seizure-onset variant) [60].

GEN MECP2 ODPOWIEDZIALNY ZA RTT

W roku 1998 zlokalizowano locus związany z występowaniem zespołu Retta na długim 
ramieniu chromosomu X w regionie q28 [68, 77, 78]. Zanalizowano wiele genów z tego 
obszaru w poszukiwaniu mutacji występujących u pacjentów z zespołem Retta. Ostatecznie 
w 1999 roku zidentyfikowano mutacje w genie MECP2 (MIM# 300005) [3],

Gen MECP2 obejmuje 112,7 kpz (tysięcy par zasad) i składa się z czterech egzonów 
[59]. Sekwencja genu charakteryzuje się obecnością bardzo długiego intronu 2 (około
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RYCINA 1. Struktura genu MECP2. Gen MECP2 podlega alternatywnemu składaniu tworząc transkrypty 
MECP2A i MECP2B. Transkrypt MECP2A obejmuje część egzonu 2, egzon 3 i 4, transkrypt MECP2B 
obejmuje egzon 1,3 i 4

60 kpz) oraz ewolucyjnie konserwatywnego regionu 3’UTR o długości 8,5 kpz [15]. 
Istnieją dwie izoformy transkryptu: MECP2A i MECP2B. Izoforma MECP2A obejmuje 
część egzonu 2, egzon 3 i 4, natomiast izoforma MECP2B składa się z egzonu 1,3 i 4, 
natomiast nie ma 124-nukleotydowego egzonu 2 (ryc. 1) [48], W wyniku stosowania 
alternatywnych sygnałów poliadenylacji w regionie 3 ’UTR powstają transkrypty o różnej 
wielkości (1,9; 5; 10,1 kpz) [15,17,59].

BUDOWA I FUNKCJA 
BIAŁKA MeCP2

Gen MECP2 koduje białko MeCP2 
(ang. methyl-CpG-binding protein 2) 
zbudowane z 486 aminokwasów (izofor­
ma MeCP2A) lub z 498 aminokwasów 
(izoforma MeCP2B) w zależności od 
użytego alternatywnego miejsca wycina­
nia intronów [37, 48]. Białko MeCP2 
składa się z czterech domen: 85-amino- 
kwasowej domeny wiążącej zmetylowane 
ugrupowania CpG (ang. MBD, methyl- 
CpG-binding domain), 104-aminokwa- 
sowej domeny uczestniczącej w represji 
transkrypcji (ang. TRD, transcriptional 
repression domain), 17-aminokwaso- 
wego sygnału lokalizacji jądrowej (ang. 
NLS, nuclear localization signal) leżą­
cego w obrębie domeny TRD oraz regio­
nu wiążącego domenę WW (ang. WW 
domain binding region) złożonego z 162 
aminokwasów (ryc. 3) [6, 7, 40, 52, 53, 

RYCINA 2. Mechanizm represyjnego działania 
białka MeCP2 z udziałem korepresora Sin3A i 
deacetylazy histonowej (HDAC)
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55]. Ważną funkcję w białku MeCP2 odgrywa sygnał lokalizacji jądrowej (NLS), który 
jest niezbędny w procesie transportu białka do jądra komórkowego [55]. Region wiążący 
domenę WW ma zdolność do wiązania się z domeną WW czynników biorących udział w 
wycinaniu intronów (czynniki FBP i HYPC) [6].

Białko MeCP2A występuje w różnych tkankach, takich jak: fibroblasty, komórki 
limfoblastyczne, wątroba, mięśnie szkieletowe [1, 48, 66, 67]. Najwyższy poziom 
ekspresji izoformy MeCP2B obserwuje się w mózgu, gdzie jest identyfikowana głównie 
w neuronach i w mniejszych ilościach w gleju. Ekspresja białka jest związana z procesem 
tworzenia połączeń synaptycznych [51].

Białko MeCP2 jest represorem transkrypcji, który może działać za pomocą dwóch 
mechanizmów. Według jednego z nich białko MeCP2 wiąże się za pomocą domeny 
MBD do zmetylowanego fragmentu DNA w miejscach bogatych w dwunukleotydy 
CpG. W następnym etapie zachodzi oddziaływanie domeny TRD białka z korepresorem 
Sin3A i deacetylaząhistonową(HDAC) 1 i 2, co prowadzi do deacetylacji histonów 
H3 i H4 w nukleosomach i zagęszczenia struktury chromatyny, która staje się niedo­
stępna dla kompleksu transkrypcyjnego [31, 54] (ryc. 2). Białko MeCP2 może 
oddziaływać także z korepresorem c-Ski i N-CoR poprzez domenę TRD i tworzyć z 
nimi kompleks bez pośrednictwa korepresora Sin3A [36]. Drugi mechanizm działania 
białka MeCP2 polega na hamowaniu transkrypcji bezpośrednio na poziomie kompleksu 
preinicjacyjnego poprzez interakcje domeny TRD z czynnikiem transkrypcyjnym 11B 
(TFI1B) [33].

MUTACJE W GENIE MECP2

Dotychczas zidentyfikowano 370 różnych mutacji w grupie 1700 pacjentów z RTT 
[http://mecp2.chw.edu.au, 47]. Zmiany są rozproszone wzdłuż całego genu i obejmują 
wszystkie typy mutacji: zaburzające prawidłowe składanie genu (ang. splice site 
mutations), powodujące zmianę informacji kodonu (ang. missense mutations), 
wprowadzające kodon terminacyjny (ang. nonsense mutations), delecje i insercje 
prowadzące do zmiany ramki odczytu (ang. frameshift mutations) i duże przegrupo­
wania w regionie genu MECP2 (ryc. 3).

Mutacje typu missense są zlokalizowane głównie w obszarze kodującym domenę MBD. 
Wiele zmian tego rodzaju, np. R106W, RH IG, Y123A, II25A, R133C, F155S, T158M, 
znacząco zmniejsza powinowactwo białka MeCP2 do zmetylowanego DNA [21].

Mutacje typu nonsense są rozproszone wzdłuż całego genu, przy czym większość 
znajduje się w regionie kodującym fragment białka pomiędzy domenami MBD i TRD 
oraz w regionie kodującym domenę TRD. Lokalizacja tego typu mutacji sprawia, że 
powodują one powstanie białka MeCP2 z prawidłową domeną MBD, lecz skróconą 
domeną TRD lub całkowicie pozbawione tej domeny. Uszkodzone białko nie traci 
zdolności wiązania się do zmetylowanego DNA, lecz ma zaburzoną funkcję represji 
transkrypcji [79].
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RYCINA 3. Budowa białka MeCP2 i lokalizacja mutacji powtarzalnych. Oznaczenia: MBD - domena 
wiążąca zmetylowane ugrupowania CpG, TRD - domena represji transkrypcji, NLS - sygnał lokalizacji 
jądrowej. Białe prostokąty - mutacje missense, jasnoszare prostokąty - mutacje nonsense, ciemnoszare 
prostokąty - mutacje frameshift

Niewielkie kilkunukleotydowe delecje i insercje występują wzdłuż całego genu [47]. 
W egzonie 1, kodującym fragment izoformy MeCP2B, zidentyfikowano delecje 5,8 i 11 
par zasad oraz duplikację 5 par zasad [48,49,58]. Delecje fragmentów genu o wielkości 
od kilku do około trzystu nukleotydów są identyfikowane głównie w C-końcowym regionie 
genu, kodującym powtórzenia polihistydynowe i stanowią około 40% wszystkich 
wykrywanych mutacji. Delecje w C-terminalnym rejonie powodują utratę końcowych 
fragmentów białka MeCP2, co prowadzi do utraty zdolności wiązania z domenami WW 
oraz znacząco zmniejsza trwałość białka [6,27, 69, 79].

Wykrywane są również duże delecje obejmujące swoim zasięgiem kilka tysięcy par 
zasad i prowadzące bądź do całkowitej utraty możliwości tworzenia białka lub 
powstawania białka pozbawionego różnych domen [38, 65].

Mutacjami najczęściej występującymi w genie MECP2 są substytucje pojedynczego 
nukleotydu (C>T) w ugrupowaniach CpG, które są prawdopodobnie spowodowane 
spontaniczną dezaminacją zmetylowanej cytozyny [13]. Mutacje tego typu stanowią 
około 60% wszystkich opisanych zmian. Najpowszechniej występuje osiem mutacji 
tego rodzaju: R168X (182 przypadki), T158M (179 przypadków), R255X (159 
przypadków), R270X (138 przypadków), R294X (115 przypadków), R306C (92 
przypadki), R133C (89 przypadków), R106W (70 przypadków).

W genie MECP2 zidentyfikowano też około 50 różnych zmian polimorficznych, 
nieuważanych za patogenne. Są to jednonukleotydowe podstawienia, które nie powodują 
zmiany informacji kodonu. Mogą to być również substytucje prowadzące do wstawienia 
niewłaściwego aminokwasu (np. G428S), które są wykrywane zarówno u chorych, jak 
i u zdrowych osób, co wskazuje, że zmiany te nie są związane z występowaniem 
zespołu Retta.
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Mutacje w genie MECP2 są identyfikowane także u niektórych osób z objawami 
zespołu Angelmana, które nie mają nieprawidłowości w budowie regionu 15q 11-13, 
występujących u większości pacjentów z tym zespołem [42].

POCHODZENIE MUTACJI MECP2

Prawie wszystkie przypadki mutacji w genie MECP2 pojawiają się sporadycznie. 
Analiza haplotypów w rodzinie wykazała, że ponad 95% zmian powstaje na chromoso­
mie pochodzącym od ojca [22,71], Można to tłumaczyć faktem, że większość mutacji 
w genie MECP2 zachodzi w metylowanych ugrupowaniach CpG, a męskie komórki 
płciowe we wczesnych etapach gametogenezy mają wysoko zmetylowane chromosomy. 
Dodatkowo w męskiej linii płciowej zachodzi więcej podziałów mitotycznych w 
porównaniu z żeńską linią płciową [19].

Znane są też przypadki, w których mutacja została odziedziczona od zdrowej lub 
wykazującej bardzo łagodne objawy matki. Obecność zdrowych nosicielek można 
tłumaczyć występowaniem mozaikowatości germinalnej lub ukierunkowanej inaktywacji 
chromosomu X, podczas której zostaje inaktywowany głównie zmutowany allel genu. 
Jednak wyniki badań dotyczące inaktywacji chromosomu X u pacjentów z zespołem 
Retta nie są jednoznaczne. Niektóre grupy badawcze zidentyfikowały silnie ukierunko­
waną inaktywację chromosomu X u zdrowych nosicielek i częściowo ukierunkowaną 
inaktywację u osób z łagodnymi objawami [5, 26, 74, 80], podczas gdy inna grupa 
wykazała występowanie losowej inaktywacji u zdrowych nosicielek [46]. Te sprzeczne 
rezultaty można tłumaczyć zróżnicowanym wzorem X-inaktywacji w różnych tkankach. 
Istnieje możliwość, że zdrowe nosicielki ze zrównoważoną X-inaktywacją zidentyfiko­
waną w leukocytach krwi obwodowej prezentują ukierunkowaną inaktywację 
chromosomu X w mózgu [60].

KORELACJA POMIĘDZY GENOTYPEM A FENOTYPEM

Badania nad ustaleniem korelacji pomiędzy genotypem a objawami zespołu Retta 
prowadzą do niespójnych wniosków. Niektóre grupy badawcze nie znalazły znaczącej 
zależności genotyp-fenotyp [2, 5,27], podczas gdy inne wykryły taką korelację [8, 16, 
26, 50, 69, 80]. Te niezgodności mogą wynikać z różnic w ustalaniu kryteriów oceny 
ciężkości fenotypu choroby i odmiennej klasyfikacji mutacji w genie MECP2. Ponadto 
różne czynniki modyfikujące, takie jak wzór inaktywacji chromosomu X czy oddzia­
ływanie tła genetycznego, mogą powodować występowanie różnego obrazu klinicznego 
u pacjentów z taką samą mutacją.

Autorzy prac, w których wykryto korelację genotyp-fenotyp, wykazali, że mutacje 
powodujące utratę większej części białka (ang. early truncating mutations) powodują 
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wystąpienie cięższych objawów choroby w porównaniu z mutacjami prowadzącymi 
do utraty tylko małego fragmentu MeCP2 (ang. late truncating mutations). Dwa 
zespoły badawcze dowiodły, że mutacje typu missense prowadzą do łagodniejszego 
fenotypu niż mutacje skracające białko [8, 50], U pacjentów z klasycznymi objawami 
RTT zidentyfikowano wszystkie typy mutacji, podczas gdy u pacjentów z zachowaną 
mową wykryto tylko mutacje typu missense i late truncating. Powyższe stwierdzenia 
potwierdzają pogląd, że mutacje powodujące utratę prawie wszystkich funkcji MeCP2 
są związane z cięższym fenotypem, natomiast zmiany, które nie znoszą całkowicie 
funkcji białka, prowadzą do lżejszych objawów. Istnieją również dane wykazujące 
związek między ciężkim fenotypem a mutacjami uszkadzającymi region genu kodujący 
sygnał lokalizacji jądrowej [26].

MUTACJE W GENIE MECP2 U MĘŻCZYZN

Zespół Retta jest wykrywany prawie wyłącznie u kobiet, ale opisano również 
przypadki kilkunastu mężczyzn z wariantami zespołu Retta. Chorych mężczyzn z 
mutacją zidentyfikowaną w genie MECP2 można podzielić na trzy grupy. Pacjenci 
pierwszej grupy mają mutacje niezaprzeczalnie patogenne, typu nonsense lub missense, 
które występują również u kobiet z RTT. Wszyscy pacjenci z tej grupy reprezentują 
rzadko występujące przypadki RTT i charakteryzują się wczesnym wystąpieniem 
objawów choroby i ciężką encefalopatią. Druga grupa chorych ma mutację w postaci 
mozaiki pojawiającej się postzygotycznie i w tym przypadku stopień nasilenia objawów 
zależy od proporcji zmutowanego i zdrowego allela w neuronach. Pacjenci ci mogą 
prezentować fenotyp RTT lub Retto-podobny. Do tej grupy można też zaliczyć mężczyzn 
z kariotypem 47, XXY. Trzecia grupa chorych obejmuje pacjentów z mutacjami missense 
odziedziczonymi od matek, które to mutacje nigdy nie są identyfikowane u kobiet z 
objawami zespołu Retta. U chłopców z tego typu zmianą zawsze występuje niepełno­
sprawność intelektualna. Szacuje się, że mutacje w genie MECP2 występują u około 
2% mężczyzn z niepełnosprawnością intelektualną [14]. Szczególnie interesującą zmianą 
wykrywaną u mężczyzn jest mutacja A140V, która jest związana z różnego rodzaju 
fenotypami, takimi jak: niepełnosprawność intelektualna, niepełnosprawność intelektualna 
z występowaniem zaburzeń mowy, schizofrenia z utratą mowy i psychoza maniakalno- 
depresyjna [11,14,35,39,57].

MYSIE MODELE ZESPOŁU RETTA

Białko MeCP2 było początkowo uważane za powszechnie występujący represor 
transkrypcji, który wiąże się z różnymi zmetylowanymi genami, takimi jak: geny 
imprintingowe, tkankowo specyficzne i retrowirusowe [ 18,20,41 ]. Trudno jednak było 
znaleźć wytłumaczenie, w jaki sposób represor o tak szerokim zakresie działania 
powoduje objawy ograniczone tylko do zaburzeń układu nerwowego. W celu wyjaśnienia 
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mechanizmów działania mutacji uszkadzających białko MeCP2 stworzono kilka 
modelów mysich. Myszy całkowicie pozbawione genu Mecp2 i myszy z selektywnie 
usuniętym genem z tkanki mózgowej prezentują kliniczne objawy podobne do objawów 
zespołu Retta [9, 23]. Mutanty mysie, u których gen Mecp2 został usunięty z 
rozwijających się neuronów, oraz mutanty, u których Mecp2 był usunięty z już 
zróżnicowanych neuronów, wykazują ten sam fenotyp. Obserwacje te dowodzą, że 
gen Mecp2 jest potrzebny dla prawidłowego funkcjonowania układu nerwowego i 
sugerują, że przyczyną wystąpienia objawów RTT nie są zaburzenia we wczesnych, 
lecz późniejszych etapach rozwoju mózgu.

Badania przeprowadzone na modelu mysim płci męskiej z zachowaną częściowo 
funkcją Mecp2 wykazały, że zaburzenia w działaniu Mecp2 wpływają na acetylację 
histonów i budowę chromatyny [66].

W innych eksperymentach starano się wyjaśnić, czy inne białka, takie jak MBD1 i 
MBD2, które wiążą się ze zmetylowanym DNA i wpływają na transkrypcję, mogą 
częściowo zastępować funkcję białka MeCP2. Uzyskane rezultaty wykazały, że 
usunięcie genu Mbd2 z mutanta niemającego genu Mecp2 nie pogarsza fenotypu 
myszy, co sugeruje, że białko Mbd2 nie rekompensuje braku białka Mecp2 [23].

MECHANIZMY POWSTAWANIA CHOROBY 
WPŁYW MUTACJI MECP2 NA SYNAPSY

Większość mutacji w genie MECP2 powoduje całkowitą lub częściową utratę funkcji 
białka MeCP2, co wskazuje, że objawy zespołu Retta są spowodowane działaniem 
mechanizmu niedoboru prawidłowej formy białka [43]. Ostatnio stwierdzono, że także 
nadmierna ekspresja MECP2 jest szkodliwa i może prowadzić do niepełnosprawności 
intelektualnej u mężczyzn [72].

Zaangażowanie białka MeCP2 w represję transkrypcji zależną od metylacji wskazuje, 
że zespół Retta jest spowodowany zmianami w regulacji ekspresji genów. W wyniku 
badania profilu ekspresji genów w tkance mózgowej pobranej od zmarłych pacjentów 
z RTT wykryto zmiany w ekspresji 131 genów [12]. Nadekspresji ulegają geny kodujące 
białka typowe dla astrogleju, natomiast niższy poziom ekspresji prezentują geny kodujące 
białka synaptyczne, cytoszkieletalne i dendrytyczne [30]. Uzyskane wyniki są zgodne 
z wynikami analizy histopatologicznej tkanki mózgowej zmarłych pacjentów z RTT, 
które wykazały zmniejszoną liczbę synaps i dendrytów [4]. Powyższe badania wskazują, 
że mutacje w genie MECP2 zaburzają tworzenie i dojrzewanie synaps.

Obecnie postuluje się, że zespół Retta jest spowodowany zaburzeniami w tworzeniu 
i utrzymywaniu połączeń synaptycznych. Wadliwe funkcjonowanie białka MeCP2 
prowadzi do nieprawidłowości w rozwoju mózgu prawdopodobnie poprzez brak represji 
transkrypcji genów, które powinny być nieaktywne podczas synaptogenezy. Fenotyp 
zespołu Retta pojawia się, kiedy silna dysfunkcja białka MeCP2 jest obecna w czasie 
różnicowania neuronów [28,34,64].
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Na prawdziwość powyższej hipotezy wskazują ostatnie odkrycia demonstrujące 
istotną rolę białka MeCP2 w regulacji genów, których produkty są niezbędne do 
prawidłowego funkcjonowania układu nerwowego.

Wykazano, że białko MeCP2 kontroluje ekspresję czynnika neurotroficznego pocho­
dzącego z mózgu (ang. BDNF, brain derived neurotrophic factor). Białko MeCP2 
wiąże się do promotora genu BDNF, hamując jego transkrypcję w niepobudzonych 
neuronach. Depolaryzacja błony komórki nerwowej prowadzi do fosforylacji białka 
MeCP2 w obecności jonów wapnia i jego odłączenia od promotora, co umożliwia 
transkrypcję BDNF [10, 45]. Powyższe odkrycie wskazuje, że białko MeCP2 może 
regulować transkrypcję genów, których ekspresja zależy od stanu aktywności komórki 
nerwowej i które odgrywają ważną rolę w tworzeniu i utrzymywaniu połączeń 
synaptycznych [29,76].

Ostatnio ukazała się praca, w której opisano powiązanie objawów zespołu Retta z 
zaburzeniami transkrypcji genu DLX5 [25]. Badania na myszach wykazały, że brak 
białka MeCP2 powoduje zwiększenie produkcji białka Dlx5, które odgrywa ważną rolę 
w syntezie neurotransmitera GABA. Zwiększenie ekspresji genu Dlx5 przy braku 
MeCP2 zachodzi w wyniku zmiany trójwymiarowej struktury chromatyny w sąsiedztwie 
genów Dlx5 i Dlx6. Podejrzewa się, że podobne zaburzenia struktury chromatyny 
mogą dotyczyć także innych genów, na których ekspresję wpływa MeCP2 [25].

Białko MeCP2 może wpływać także na ekspresję genów indukowanych przez 
glukokortykoidy Sgkl i Fkbp5 [56]. Brak MeCP2 prowadzi do nadmiernej ekspresji 
genu Sgkl, co powoduje aktywację specyficznych kanałów jonowych i zmiany w 
pobudliwości neuronów. Nadekspresja genu Fkbp5, który koduje receptor glukokorty- 
koidowy, może prowadzić do zaburzeń w szlakach sygnalizacji aktywowanych poprzez 
hormony steroidowe [43].

Innym genem, na którego aktywność wpływa białko MeCP2, jest gen UBE3A, 
którego mutacje są odpowiedzialne za występowanie zespołu Angelmana, co prawdopo­
dobnie tłumaczy obecność niektórych cech charakterystycznych dla zespołu Angelmana 
u pacjentów z zespołem Retta [44].

Przeprowadzone badania wskazują, że białko MeCP2, uważane do tej pory za ogólnie 
działający represor transkrypcji, działa specyficznie w centralnym układzie nerwowym. 
Białko MeCP2 reguluje ekspresję genów, których produkty występują w komórkach 
nerwowych i biorą udział w tworzeniu nowych połączeń synaptycznych. Ważna rola 
białka MeCP2 w procesie synaptogenezy tłumaczy specyficzny fenotyp, związany z 
występowaniem mutacji w genie MECP2, u pacjentów z zespołem Retta [29, 64, 75].

UDZIAŁ INNYCH GENÓW W PATOGENEZIE ZESPOŁU RETTA

Mutacje w genie MECP2 są identyfikowane tylko u 70-80% sporadycznych 
przypadków i u około 50% rodzinnych przypadków klasycznej formy RTT. Brak 
obecności mutacji w tak dużej grupie pacjentów może być spowodowany trudnymi do 
wykrycia dużymi delecjami [65] lub mutacjami w niekodujących regionach genu, które 
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nie są objęte badaniami molekularnymi. Innym możliwym wytłumaczeniem jest 
występowanie mutacji w innym genie, którego produkt uczestniczy w mechanizmach 
zależnych od obecności białka MeCP2 lub wpływa na regulację poziomu MeCP2 w 
mózgu [73].

W nietypowych formach zespołu Retta obserwuje się jeszcze mniejszą wykrywalność 
mutacji. Większość pacjentów z wariantem zachowanej mowy ma mutacje w genie 
MECP2, ale w przypadkach formę fruste i form wrodzonych mutacje występują tylko 
u 20-40% pacjentów. Jedna z hipotez tłumaczących ten fakt zakłada możliwość 
częstszego występowania mutacji w regionach regulatorowych MECP2 u pacjentów 
z nietypowym RTT w porównaniu z pacjentami prezentującymi klasyczną formę tego 
zespołu [60].

Ostatnio pojawiły się doniesienia o mutacjach w genie kodującym kinazę zależną od 
cykliny (CDKL5, STK9, OMIM#300203). Mutacje w tym genie zidentyfikowano u 
dwunastu pacjentów z nietypową formą zespołu Retta, związaną z objawami wczesno- 
dziecięcej padaczki [32, 43, 63, 70, 75, 76]. Podobne fenotypowe spektrum mutacji 
genów MECP2 i CDKL5 świadczy o roli obu genów, jaką odgrywają w powszechnym 
procesie patogenezy. Ekspresja obu genów w różnych strukturach mózgu jest podobna, 
lecz nie identyczna. Pozostaje do wyjaśnienia wzajemna relacja obu genów, czy oddziałują 
ze sobą bezpośrednio czy pośrednio i jaką rolę odgrywają w ujawnieniu różnych form 
zespołu Retta.
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POMPY PROTONOWE PLAZMOLEMY
I ICH REGULACJA W KOMÓRKACH ROŚLINNYCH

THE PLASMA MEMBRANE PROTON PUMPS
AND THEIR REGULATION IN PLANT CELLS

Ewa MŁODZIŃSKA, Grażyna KŁOBUS

Zakład Fizjologii Roślin, Instytut Biologii Roślin, Uniwersytet Wrocławski

Streszczenie'. Stężenie jonów wodorowych jest wielokrotnie wyższe na zewnątrz komórki niż w jej 
wnętrzu. Ta różnica utrzymywana jest dzięki obecności w plazmolemie pierwotnych pomp protono­
wych (H+), które sprzęgają transport protonów z procesem uwalniania energii. Źródłem energii jest 
hydroliza ATP i dlatego białka te traktowane sąjako enzymy mające właściwości ATP-az. Pompa proto­
nowa wykorzystuje ATP jako substrat i wyrzuca H z komórki, a to powoduje ich asymetryczne 
rozmieszczenie i powstanie gradientu elektrochemicznego, który wykorzystywany jest w wielu proce­
sach fizjologicznych m.in. we wzroście komórek, osmoregulacji i transporcie substancji do wnętrza 
komórki. W ciągu ostatnich 15 lat poświęcono wiele uwagi zagadnieniom związanym z regulacją potrans- 
lacyjną H ATP-az przez różne bodźce egzo- i endogenne o charakterze chemicznym (hormony, NaCl) i 
fizycznym (temperatura, uszkodzenia mechaniczne). A dynamiczny rozwój badań w dziedzinie biologii 
molekularnej pozwolił na odkrycie wielu nowych informacji na temat ich genetyki. H+ATP-aza jest 
kodowana przez złożoną rodzinę genów sklasyfikowanych w 5 podrodzinach, z których dwie ( I i II) 
ulegają ekspresji w wielu organach i tkankach, a trzy pozostałe tylko w określonych warunkach, np. w 
niektórych stadiach rozwoju roślin. Z uwagi na kluczową rolę pomp protonowych w utrzymaniu wielu 
procesów fizjologicznych w komórce, niezbędna jest ich precyzyjna regulacja na poziomie transkrypcyj- 
nym i posttranslacyjnym, ale mechanizmy tej regulacji nie są do końca poznane. Niniejszy artykuł jest 
próbą syntezy wiedzy o obu poziomach kontroli i funkcjonowaniu plazmolemowych pomp protono­
wych w komórkach roślinnych.

Słowa kluczowe'. H+ATP-aza, plazmolema, izoformy, ekspresja genów, 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 of chemical nature (hormones, NaCl) and physical nature (tempe­
rature, mechanical damage). A dynamic development of research 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 of genes classified into 
5 subfamilies, two of which (I and II) 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.

WSTĘP

O ile w komórkach zwierząt za utrzymanie gradientu elektrochemicznego błony 
komórkowej jest odpowiedzialna Na+-K+ATP-aza, o tyle w komórkach zarówno roślin, 
jak i bakterii i grzybów (w tym drożdży) gradient ten jest tworzony zazwyczaj przez 
H+ATP-azę, należącą do rodziny pierwotnych transporterów typu P [57,59]. Wykorzy­
stując energię z hydrolizy trifosforanu adenozyny (ATP) pompa protonowa prowadzi 
do jednokierunkowej translokacji H+ na zewnątrz komórki. Takie przemieszczenie 
jonów wodorowych powoduje ich asymetryczne rozmieszczenie i generuje gradient 
elektrochemiczny, który jest wykorzystywany w komórce w podstawowych procesach 
fizjologicznych, takich jak: regulacja wewnątrzkomórkowego pH, utrzymanie turgoru i 
związane z nim procesy (otwieranie aparatów szparkowych, ruchy organów), kiełkowa­
nie (szczególnie w fazie imbibicji), „kwaśny” wzrost komórek oraz transport składników 
odżywczych w drodze symportu i antyportu [4, 5, 17, 49]. H+ATP-aza uczestniczy 
ponadto w adaptacjach do warunków stresowych, pojawiających się podczas całego 
życia rośliny (zasolenie, uszkodzenia mechaniczne, atak patogenów, wysoka i niska 
temperatura, stres związany z niedoborem składników mineralnych w środowisku) 
[35,40,52,65,72],

RYCINA 1. Struktura plazmolemowej pompy protonowej występującej w komórkach rośinnych (wg 
Portillo [2000] zmodyfikowane) rcin.org.pl
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Roślinna H+ATP-azajest białkiem monomerycznym o masie cząsteczkowej ok. 100 
kDa, którego skład aminokwasowy został określony na podstawie poznanych sekwencji 
nukleotydowych genów kodujących ten enzym. Stosując badania krystalograficzne 
ujawniono, że strukturę białka pompy protonowej stanowi łańcuch polipeptydowy, którego 
10-12 fragmentów w formie oc-helis przenika przez plazmolemę, a rozbudowana część 
hydrofitowa z dużą i małą pętlą znajduje się po stronie cytoplazmatycznej [49, 68]. 
Duża pętla cytoplazmatyczna zawiera miejsce wiązania i hydrolizowania ATP, a mała 
stanowi miejsce sprzężenia pomiędzy transportem protonów a domeną hydrolityczną. 
Koniec łańcucha C i N również znajdują się po stronie cytoplazmatycznej (ryc. 1). 
Terminalny fragment łańcucha stanowi region autoinhibitorowy białka, który poprzez 
interakcję z regionem katalitycznym, zasłaniając miejsce wiązania ATP i kanał protonowy, 
prowadzi do inaktywacji pompy protonowej.

Aktywność H ATP-azyjest hamowana przez ortowanadan, który jest inhibitorem 
kompetencyjnym ATP-az typu P, ponieważ łączy się z ufosforylowaną formą enzymu 
i blokuje jego aktywność. Podobne działanie inhibitorowe wykazują dietylostilbesterol, 
dicykloheksylokarbodiimid ierytrozynaB [45].

Z uwagi na udział w podstawowych procesach metabolicznych tego enzymu 
określanego przez badaczy anglosaskich jako „master" podlega on bardzo czułej regulacji 
na poziomie transkrypcyjnym i posttranslacyjnym. Obydwa poziomy kontroli są obiektem 
nieustannych badań, które mają przybliżyć mechanizmy działania pomp protonowych 
w komórkach roślinnych.

REGULACJA EKSPRESJI GENÓW PLAZMOLEMOWEJ 
POMPY PROTONOWEJ

Roślinna H*  ATP-aza jest kodowana przez złożoną rodzinę genów (rodzina multige- 
nowa). Jakkolwiek funkcje fizjologiczne wielu izoform H ATPazy nie są jeszcze 
wyjaśnione, to jednak powszechnie uważa się, iż odpowiadają one za utrzymanie 
prawidłowego, podstawowego metabolizmu komórkowego (ang. housekeeping 
enzymes). Multigenowe rodziny jednostek dziedziczenia z indywidualnymi promotorami 
umożliwiają różną ekspresję każdej izoformy H+ATP-azy w zależności od funkcji, 
miejsca występowania, stanu fizjologicznego i stadium rozwojowego komórki roślinnej 
[2,3]. Różnorodny poziom ekspresji genów kodujących HATP-azę może być regulowa­
ny zarówno przez sygnały środowiska, jak i hormony. Być może więc takie bogactwo 
genów umożliwia indywidualne dopasowanie enzymu do każdego typu komórki lub/i 
do funkcji, jakie ma w niej pełnić pompa protonowa. Szczegółowe przeszukiwanie 
cDNA i bibliotek genomowych pozwoliło na dokładną identyfikację następujących 
genów plazmolemowej pompy protonowej (tab. 1) Wszystkie zidentyfikowane geny 
plazmolemowej pompy protonowej zostały sklasyfikowane w 5 podrodzin (I, II, III, IV, 
V) na podstawie filogenetycznych podobieństw i analiz porównawczych sekwencji 
nukleotydowych [2]. Geny, których ekspresja zachodzi na wysokim poziomie w wielu
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TABELA 1. Tkankowa i organowa ekspresja zidentyfikowanych genów H+ATP-azy u wybranych 
gatunków roślin, numer dostępu wg National Center for Biotechnology Information - NCBI: 
http y/www. nc b i. nim. nih. go v/

Gen Numer dostępu
NCBI

Lokalizacja produktu białkowego 
w organach/tkankach

Literatura

Arabidopsis thaliana

AHA1 korzenie/todygi [2]
AHA2 J05570 korzenie /epiderma [2] [30]
AHA3 komórki towarzyszące floemu [2] [16] [30]
AHA4 korzenie/k wiaty [2]
AHA 5
AHA 6
AHA7
AHA8
AHA9 X73676 worki pyłkowe pręcików [2] [7]
AHA10 S74033 rozwijające się nasiona [7]
AHA11

Oryza sativa

OSA1 Dl0207 [2]
OSA 2 D31843 [2]
OSA 3 AF110268 [2]
OSA 4 AJ440001 [2]
OSA 5 AJ440216 [2]
OSA 6 AJ440217 [2]
OS A 7 AJ440219 [2]
OSA 8 AJ440219 [2]
OSA 9 AJ440220 [2]
OSA 10 AJ440221 [2]

Nicotiana plumbaginifolia

PMA1 M80489 korzenie/łodygidiście/kwiaty/komórki szparkowe [2] [56]
PMA2 M80492 korzenie/liście/kwiaty/floenTkomórki szparkowe [2] [58]
PMA3 M80490-1 kwiaty /komórki szparkowe
PMA4 X66737 kwiaty /korzenie/floertYkomórki szparkowe [48] [55]
PMA5 floem [2]
PMA6 liście/kwiaty /w mechanicznie uszkodzonych tkankach [53]
PMA7
PM A 8 łodygi /liście [53]
PMA9 floem [53]
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TABELA 1 cd.

Gen Nr dostępu 
NCBI

Lokalizacja produktu białkowego 
w organach/tkankach

Literatura

Lycopersicon esculentum

LHA1 M60166 korzenie/todygi/liście/kwiaty/owoce [2] [19] [20]
LHA2 AF179442 korzenie/łodygi/liście/kwiaty/owoce/

symbioza z grzybem
[2] [20] [22]

LHA3 [19]
LHA4 U263917 korzenie/todygi/liście/kwiaty/owoce [2]
LHA5 korzenie/liście [19]
LHA6 korzenie/liście [19]
LHA7
LHA8 AF263917 korzenie/liście/ po traktowaniu NaCl [31]

Vcia faba

VHA1 liście/komórki szparkowe, mezofil [2] [50]
VHA2
VHA3
VHA4
VHA5

U38965 liście/komórki szparkowe, mezofil [2] [50]

Zea mays

MHA1 U09989 korzenie [66]
MHA2 X85805 korzenie/łodygi/liśc ie [66]
MHA3 AJ441084 korzenie/wrażliwe na NO3” [66] [67]
MHA4 AJ539534 korzenie/wrażliwe na NO3 [66] [67]

Cucumis sativus

CsHAl AJ703810 korzenie/wrażliwe na niedobór Fe"
CsHA2 AJ703811 korzenie/liście

AF289025 korzenie/wrażliwe na odżywianie azotowe [dane niepublikowane]

Solanum tuberosum

PHAl X76536 liść ie/korzenie/bulwy [29]
PHA2 X76535 liść ie/korzenie/bułwy [29]

organach, bez względu na miejsce występowania, stan fizjologiczny i rozwojowy komórki 
roślinnej, zaliczono doi i II podrodziny. Natomiast geny, których ekspresja jest tkankowo 
specyficzna, czy też ograniczona do określonego stadium rozwoju bądź indukowana 
określonymi bodźcami endogennymi (czynniki transkrypcyjne, hormony) lub egzogen­
nymi (stres solny, uszkodzenia mechaniczne) zostały przyporządkowane trzem 
pozostałym podrodzinom (III, IV, V). Genowa kompozycja (wzór ułożenia intronów) i 
analiza ekspresji różni się między gatunkami roślin w obrębie tych pięciu podrodzin. 
Ponadto heterologiczna ekspresja w komórkach Saccharomyces cerevisiae ujawniła, 
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że różne izoformy należące do jednej podrodziny mają odmienne właściwości bioche­
miczne i regulatorowe, ale mogą współistnieć w jednym typie komórek. I tak, produkty 
genów AHA1, 2 należące do II podrodziny wykazują różnice w parametrach Km i V 
max, ale mają zbliżone powinowactwo do ATP i wanadanu, podczas gdy podobne do 
nich w 88% białko kodowane przez geny AHA3, charakteryzuje się niższym 
powinowactwem do obu tych substancji [2].

Biochemiczna charakterystyka izoform PMA2 i PMA4 (II podrodzina), które ulegają 
ekspresji w komórkach drożdży, ujawniła znaczne różnice w optimum pH, a także 
różną wrażliwość na lizofosfatydylocholinę [32], PMA4 wykazywał wyższą aktywność 
przy niskim pH. Hipotetyczne wyjaśnienie tego zjawiska opiera się na mniejszej kontroli 
PMA4 przez domenę autoinhibitorową, niż ma to miejsce dla PMA2, co przyczynia się 
do wyższej aktywności w wypompowywaniu H . Pojedynczo regulowane enzymy, 
które wykazują odmienne właściwości kinetyczne, mogą łatwiej przystosować komórki 
do zmiennych warunków środowiska.

Wysoka ekspresja PM A1,2 i 3, zachodząca tylko w komórkach szparkowych i w kwiatach 
[48,58], wydaje się być uwarunkowana wiekiem i czynnikami zewnętrznymi. W komórkach 
szparkowych Nicotianaplumbaginifolia podczas optymalnych warunków wzrostu ekspresja 
genu PMA1 jest często niewykrywalna, natomiast gdy młode liście zostaną zanurzone na 
kilka godzin w wodzie lub w pożywce o bogatym składzie mineralnym, poziom ekspresji tego 
genu gwałtownie rośnie [45], Wysoki poziom transkryptu tych trzech izoform w kwiatach 
można z kolei tłumaczyć specyfiką organu, bowiem w trakcie rozwoju kwiatów wzrasta 
zapotrzebowanie na metabolity, czerpane przecież z innych tkanek w drodze wtórnego, 
aktywnego transportu z udziałem H+ATP-azy.

Jeden z genów tytoniowych (PMA6) charakteryzował się podwyższoną ekspresją 
w warunkach stresu mechanicznego, sugerując udział tej izoformy w tkankach 
narażonych na uszkodzenie mechaniczne [55]. Udowodniono także, że ekspresja genów 
pompy protonowej była wyższa podczas stresu solnego [51]. NaCl indukował wzrost 
mRNA H+ATP-azy zarówno u glikofitów (podczas stresu solnego w korzeniach 
Nicotiana plumbaginifolia aktywowana jest ekspresja genów PMA2, pma4, pma5\ 
jak i u halofitów [51, 58]. U tych ostatnich podwyższony poziom mRNA i synteza de 
novo H+ATP-azy może stanowić mechanizm adaptacyjny i decydować o tolerancji tej 
grupy roślin na zasolenie.

Scharakteryzowano także jedną z izoform plazmolemowych pomp protonowych, 
która może odgrywać rolę w odpowiedzi pomidorów na stres solny. Obserwowano 
akumulację transkryptu LHA8 w liściach i w korzeniach, po ekspozycji roślin na NaCl. 
Indukcja ta wydawała się być specyficznie wywoływana raczej przez komponent jonowy, 
a nie stres osmotyczny, ponieważ zastąpienie soli polietylenoglikolem nie wpływało na 
poziom ekspresji tego genu [31]. Transport Na*  i Cl przez błony jest zależny od gradientu 
elektrochemicznego wytworzonego przez pompę protonową. W ten sposób regulacja 
ekspresji genów kodujących H+ATP-azy i kontrola jej aktywności na poziomie białka 
może stanowić ważny element komórkowy, warunkujący tolerancję na zasolenie. Ta 
tolerancja wydaje się być związana z gatunkiem roślin, a nawet z indywidualnymi 
cechami odmianowymi w obrębie tego samego gatunku. Badano dwie odmiany 
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pszenicy YJ24 i LH20 różniące się między sobą wrażliwością na traktowanie NaCl. 
Przy 150 mM NaCl zauważono dużo silniejsze zahamowanie wzrostu odmiany YJ24 
niż odmiany LH20. W dodatku, w odpowiedzi na działanie soli zanotowano wyższy 
stopień przepuszczalności błon komórkowych u odmiany YJ24 w porównaniu z LH20. 
Analiza peroksydacji lipidów w pęcherzykach plazmolemowych wskazywała, że 
traktowanie chlorkiem sodu powoduje znacznie większe uszkodzenia lipidów w błonach 
odmiany YJ24 niż u LH20. Z kolei analizy Westem-blot ujawniły mniejszą ilość białka 
H"ATP-azy w korzeniach YJ24 eksponowanych przez 72 h na 100 mM NaCl, co 
mogło być efektem degradacji białka enzymatycznego lub zahamowania jego syntezy. 
Natomiast wzrost aktywności tego enzymu w korzeniach LH20 mógł być związany ze 
zmianą w ekspresji genów kodujących ten enzym podczas stresu solnego [77].

Sklonowano również inne geny kodujące plazmolemową pompę protonową u pomidora 
(Lycopersicon esculentum L.) (tab. 1). Analizy Northem-blot wykazały, że transkrypty 
LHA1, LHA2, LHA4 były widoczne we wszystkich badanych organach (korzenie, 
łodygi, liścienie, liście, zielone i dojrzałe, czerwone owoce), jednak ich ilość różniła się 
w zależności od rodzaju tkanki. I tak, najwyższy poziom transkryptu LHA1 znajdowano 
w dojrzałych owocach, a najniższy w korzeniach. Ekspresja LHA2 w przeważającej 
części dotyczyła liścieni i liści i była prawie niewykrywalna w łodygach i korzeniach. 
W przeciwieństwie do LHA2, mRNA LHA4 był obecny głównie w korzeniach [19, 
20]. Natomiast analizy izoform LHA3, 5, 6, 7 ujawniły, że izoformy te są bardzo słabo 
wykrywalne, co hipotetycznie może być związane z regulowaniem ich przez do tej 
pory niezidentyfikowane czynniki środowiska bądź bodźce endogenne [20]. Interesujące 
są również wyniki eksperymentów genetycznych dotyczące wpływu światła i cukrów 
na ekspresję genu LHA4. Ilość transkryptu była 2,5-krotnie wyższa w hypokotylach 
roślin uprawianych w ciemności w porównaniu z roślinami poddanymi optymalnemu 
oświetleniu. Poza tym akumulacja mRNA LHA2 i LHA4 była indukowana po dodaniu 
do pożywek 100 mM cukrów (glukozy, fruktozy i sacharozy) i ta indukcja wydawała 
się być uzależniona od pobierania i metabolizmu węglowodanów, ponieważ mannitol i 
3-O-metyloglukoza nie zmieniały kumulacji transkryptu tych trzech genów. Można, 
więc przyjąć, że w aktywacji genów przez światło pośredniczą cukry [46].

Z kolei badania na korzeniach pomidora, żyjących w symbiozie z grzybem Glomus 
mosseae, wykazały, że o aktywności plazmolemowych pomp protonowych decyduje 
obecność partnera grzybowego. W korzeniach pomidorów zainfekowanych grzybem 
obserwowano spadek ekspresji genu LHA1, natomiast wzrost poziomu mRNA genu 
LHA2. Nie zanotowano natomiast żadnych zmian w poziomie ekspresji genu LHA4. 
Selektywną indukcję LHA2 można tłumaczyć tym, że białko LHA2 odpowiada 
prawdopodobnie za generowanie gradientu potencjału elektrochemicznego w błonach 
przylegających do strzępek grzyba, co jest niezbędne dla aktywnego transportu 
fosforanów (symport H7fosforan) do symbiotycznej przestrzeni komórek kortykalnych 
korzeni [22]. Symbioza mikoryzowa zmieniała również wzór ekspresji jednej z izoform 
genu u Glomus mosseae (GmPMA5\ która osiągała 12-krotnie wyższy poziom w 
trakcie kontaktu z gospodarzem roślinnym [62], Analiza białek błonowych metodą 
Westem-blot, z użyciem przeciwciał skierowanych przeciwko H+ATP-azie Arabidopsis 
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thaliana ujawniła, że w komórkach korzeni żyjących w układzie symbiotycznym ilość 
tego białka była większa. W dodatku pęcherzyki błonowe izolowane z korzeni mikoryzowych 
wykazywały wyższą aktywność H'ATP-azy wrażliwej na wanadan niż błony pochodzące z 
roślin niezwiązanych z komponentem grzybowym. Niektórzy autorzy sugerują jednak, że 
mikoryza może regulować aktywność H+ATP-azy także poprzez lepsze sprzężenie transportu 
protonów z hydrolizą ATP. Obserwowano bowiem, że mikoryza indukowała prawie 2-krotny 
wzrost w tempie pompowania H+ bez istotnych zmian w szybkości hydrolizy ATP. Nie 
wyjaśniono do tej pory mechanizmu tego zjawiska [8].

Zostało również udowodnione, że aktywacja i hamowanie H+ATP-azy w kulturach 
komórkowych pomidora w drodze transkrypcyjnej i potranslacyjnej może być skutkiem 
reakcji roślin na infekcje przez patogenów czy zranienia [69]. Podobne wyniki 
otrzymano z doświadczeń na buraku cukrowym, wykazano bowiem, że zmiany 
aktywności plazmolemowej pompy protonowej zachodzą na poziomie genu i gotowego 
białkowego produktu w trakcie stresu mechanicznego [52],

Badania molekularne na różnych gatunkach roślin ilustrowały zmiany w poziomach 
mRNA w zależności od warunków zewnętrznych. Obserwowano zwiększony poziom 
transkryptów w odpowiedzi na traktowanie auksyną [33, 34, 38], niski potencjał wodny 
[ 10] i niskie pH [ 14]. Dość dokładnie opisano wpływ niskiego zewnątrzkomórkowego pH 
na wzrost poziomu ekspresji genów u dwóch gatunków glonów Dunaliella acidifolia i D. 
salina. W obu przypadkach niskie wartości pH prowadziły do nadekspresji genów 
kodujących plazmolemowe pompy protonowe, przy czym odpowiedź kwasolubnego glonu 
D. acidifolia wydaje się konstytutywna, natomiast u D. salina ma charakter indukcyjny. 
Wysoki wzrost poziomu ekspresji genu kodującego H+ATP-azę u D. salina występował 
po 12 godzinach od przeniesienia tych glonów z pH = 9,0 (warunki kontrolne) do pH = 7,0 
[74], Pompa protonowa w komórkach bakterii kwaśnolubnych Oenococcus oeni była 
również indukowana niskim pH, a jej aktywacja, jak wykazano, mogła odbywać się na 
poziomie genetycznym, ponieważ komórki bakterii, które rosły przy niskim odczynie (pH = 
3,5), miały wyższą zawartość mRNA kodującego plazmolemową HATP-azę [24]. Jednak 
podobne badania przeprowadzone na plazmole-mowej pompie protonowej z korzeni 
słonecznika nie ujawniły różnic w aktywności i ilości enzymu podczas zakwaszania czy 
alkalizacji środowiska zewnętrznego [63].

Także przejściowe spadki temperatur (6-10°C) uruchamiają procesy prowadzące 
do aktywacji ATP-az. Początkowy wzrost aktywności H+ ATP-azy w korzeniach ogórka 
jest odwracalny i stopniowo zmniejsza się w trakcie przedłużania czasu działania niskiej 
temperatury, co jest skorelowane z obniżaną ekspresją genu kodującego to markerowe 
białko plazmolemy [1]. W odpowiedzi na niską temperaturę następuje zwiększona 
ekspresja genów kodujących kinazy zależne od jonów wapnia [43], otwieranie kanałów 
wapniowych i wzrost stężenia kwasu abscysynowego, a to najprawdopodobniej prowadzi 
do aktywacji plazmolemowych pomp protonowych.

Wysoką ekspresję genu NaPHA3 kodującego pompę protonową u Nepenthes alata 
stwierdzono również w warunkach niskiego pH w wyspecjalizowanych organach roślin 
owadożemych, np. w dzbankach. Z jednej strony niskie pH jest wymagane do aktywacji 
enzymów proteolitycznych, a z drugiej może aktywować łTATP-azę, która generując gradient 
elektrochemiczny napędza pobieranie składników odżywczych z trawionych owadów [36].rcin.org.pl
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Modyfikacje aktywności roślinnych pomp plazmolemowych na poziomie transkryp- 
cyjnym mogą być wywoływane także przez dostępność określonych składników 
mineralnych. Analiza RT-PCR wykazała, że azotany już po trzech godzinach stymulują 
ekspresję genów MHA3 i MHA4 w korzeniach kukurydzy, chociaż odpowiedź była 
różna w tych obu przypadkach. Ilość transkryptu MHA3 względem kontroli wewnętrznej 
(tubuliny) była wyższa o 50-70%, natomiast w przypadku MHA4 - 120% w porównaniu 
z kontrolą [66]. Okazało się również, że obecność azotu w pożywce istotnie wpływa 
na plazmolemową pompę protonową w korzeniach ogórka, a to w jaki sposób zmieniała 
się jej aktywność, zależało od formy związku azotowego. I tak, obecność azotanów w 
pożywce wyraźnie stymulowała aktywność hydrolityczną i transporterową pompy, 
podczas gdy jony amonowe hamowały obie aktywności (dane niepublikowane). 
Udowodniono, że działanie azotanów i jonów amonowych na aktywność plazmolemowej 
pompy protonowej obejmowało zarówno poziom genetyczny, jak i różnorakie modyfi­
kacje potranslacyjne. Najnowsze badania [65] dowiodły, że niedobór żelaza może także 
powodować wzrost transkryptu jednej z izoform CsHAl występującej tylko w 
korzeniach Cucumis sativus nawet o 160% w porównaniu z roślinami kontrolnymi, 
którym podawano Fe. Natomiast druga znaleziona izoforma CsHA2 nie była wrażliwa 
na ten mikroelement, a jej obecność wykryto zarówno w korzeniach, jak i liściach 
ogórka. Należy przy tym zaznaczyć, że obydwie izoformy CsHAl i CsHA2 należą do 
tej samej II podrodziny.

POTRANSLACYJNE MODYFIKACJE PLAZMOLEMOWEJ 
POMPY PROTONOWEJ

Szereg czynników środowiskowych reguluje katalityczną aktywność roślinnej 
ITATP-azy na poziomie potranslacyjnym, poprzez modyfikacje struktury białka. Wiado­
mo, że koniec karboksylowy, tzw. C-koniec jest domeną regulatorową i pełni rolę 
autoinhibitorową. Odłączenie końca C (trawienie trypsyną), czy zmiany genetyczne 
(punktowe mutacje i delecje) zmieniające skład aminokwasowy łańcucha oraz inne 
modyfikacje, takie jak: fosforylacja wybranych reszt aminokwasowych Thr 947, Thr 
948 przez specyficzne grupy kinaz (kinazy PKC oraz kinazy białkowe CDPK-zależne 
od jonów wapnia i kalmoduliny), a także przyłączenie aktywatorów typu fuzikokcyna, 
białko 14-3-3 do C końca pozwalają na przyjęcie przez enzym aktywnej konformacji 
(ryc. 1). Nie wyjaśniono natomiast jeszcze, jakie funkcje pełniłby koniec z wolną grupą 
aminokwasową(N-koniec) [25, 42, 56, 57, 61,71].

Eksperymenty, w których zastosowano proteazy (trypsynę) i usunięto fragment 
C końca, wykazały, że aktywność enzymu wzrosła [56]. Wykazano także, że mutacje 
punktowe w regionie fragmentu C aktywują działalność ITATP-azy. Mutacje te 
powodują identyczny efekt na końcu N enzymu. O tym, że region C pełni funkcje 
regulatorowe, przekonano się, gdy zbadano kinetykę roślinnego enzymu, którego eks­
presja zachodziła w komórkach drożdży. Dowiedziono, że wszystkie mutanty, które 
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miały skrócony koniec C, wykazywały większą wrażliwość na wanadan i charakteryzo­
wały się wyższą aktywnością enzymatyczną w porównaniu z roślinami kontrolnymi z 
normalną długością końca węglowego [61].

Jak ujawniono, przynajmniej jedna z reszt serynowych lub treoninowych domeny 
autoinhibitorowej ulega odwracalnej fosforylacji. Fosforylacja aminokwasów końca C 
łańcucha polipeptydowego powoduje wzrost aktywności enzymu, więc zasadnicza 
modyfikacja potranslacyjna plazmolemowej H+ATP-azy u roślin i grzybów polega na 
fosforylacji białka enzymatycznego. Obecnie wiadomo, że fosforylacja białka jest 
niezbędna dla jego aktywacji. W procesie fosforylacji mogą uczestniczyć kinazy serynowo 
/treoninowe (należące do kinaz typy PKC) oraz kinazy białkowe (CDPK) zależne od 
jonów wapnia i kalmoduliny [42,64], Zastosowanie inhibitorów kinazy białkowej zależnej 
od Ca2+ powodowało zahamowanie transportu H+ [15, 27, 75], Odmienne wyniki 
uzyskano z badań korzeni buraka czerwonego, w których udowodniono, że zależna od 
jonów wapnia fosforylacja H+ATP-azy hamuje jej aktywność enzymatyczną. Inhibicja 
ta była odwracalna po traktowaniu alkaliczną fosfatazą [39],

Dodatkowo przyłączenie białka 14-3-3 do ufosforylowanej reszty aminokwasowej na 
C końcu powodowało przejście enzymu ze stanu niskiej do wysokiej aktywności. Do 
przyłączenia białka 14-3-3 wymagana jest jedynie fosforylacja pompy protonowej. Po 
przyłączeniu do ufosforylowanej reszty seryny bądź treoniny białko 14-3-3 powoduje 
odsunięcie odcinka autoinhibitorowego od domeny katalitycznej [13,71]. Białka 14-3-3 
są klasą białek obecnych we wszystkich organizmach eukariotycznych i funkcjonują 
jako aktywatory wielu kluczowych enzymów metabolizmu węglowego i azotowego w 
komórce [13,41],

Roślinna H+ATP-aza jest również stymulowana przez toksyny grzybowe m.in. 
fuzikokcynę, produkowaną przez grzyba Fusicoccum amygdali. Toksyna ta prawdo­
podobnie działa na końcu C aktywując nieaktywny enzym, a nie indukując jego syntezy 
de novo. Fuzikokcyna promuje wiązanie białka 14-3-3 do ufosforylowanego końca 
węglowego. Najpierw wiążę się z 14-3-3, a potem kompleks ten wiąże się z ufosforylo- 
waną domeną autoinhibitorową, odsłaniając domenę katalityczną i stabilizując aktywną 
konformację enzymu [53]. Stwierdzono, że roślinny receptor fuzikokcyny należy do 
rodziny białek 14-3-3. Związany z błoną receptor wiąże fuzikokcynę i kompleks ten 
aktywuje H+ATP-azę. Przypuszcza się, że zmiany metaboliczne wywołane przez fuzi­
kokcynę mogą przebiegać przez swoiste reakcje fosforylacji, angażując kinazy białkowe. 
Białko 14-3-3 pełni, więc nie tylko funkcję receptora dla fuzikokcyny, ale reguluje również 
kinazy białkowe specyficzne dla H+ATP-azy [54], Siryngomycyna - toksyna z grzyba 
Pseudomonas syringae stymulowała także aktywność plazmolemowej H ATP-azy 
w pęcherzykach izolowanych z łodyg ryżu, ale ten efekt był niwelowany przez dodanie 
Brij 58, a to sugerowałoby, że siryngomycyna odwraca pęcherzyki i czyni je łatwiej 
dostępnymi dla ATP [6]. Inna toksyna - betikolina, produkowana przez patogeniczne 
grzyby Cerospora beticola hamuje aktywność H+ATP-azy wiążąc jony Mg2+, a te 
wymagane są do katalizowania reakcji hydrolizy ATP przez enzym [26].

Najnowsze prace przedstawiają nowo zidentyfikowane na poziomie cDNA i wstępnie 
scharakteryzowane białko PPI1, które oddziałuje z C końcem H+ATP-azy powodując 
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przejście ze stanu niskiej do wysokiej aktywności. Stymulacja ta ma charakter 
synergistyczny, bowiem zachodzi również po wcześniejszym traktowaniu białka 
enzymatycznego fuzikokcyną, a także po usunięciu regionu C, dowodząc, że PPI1 
może wchodzić w interakcje także powyżej C-końca [47].

Aktywność H+ATP-azy jest również regulowana przez lizofosfolipidy, które są 
naturalnymi detergentami wytwarzanymi w wyniku działania fosfolipazy i rozkładu 
fosfolipidów błonowych. Lizofosfolipidy (lizofosfocholina) 2-3-krotnie zwiększają 
aktywność H+ATP-azy. Aktywacja enzymu może wynikać z bezpośredniego oddziały­
wania lizofosfolipidu na białko i ze zmian konformacyjnych, które prowadzą do 
odsłonięcia centrum aktywnego. Lizofosfocholina podnosiła stopień hydrolizy ATP i 
transport H+, jednakże wzrost transportu protonów nie wynikał z jej właściwości 
detergentowych, ponieważ nie zwiększała ona przepuszczalności błony i pasywnego 
przepływu PT [32,57], Niektórzy badacze uważają, że cholesterol i stigmasterol stymulują 
aktywność pompy protonowej, podczas gdy inne sterole działająjak inhibitory [45].

Udowodniono, że wiele środowiskowych czynników reguluje aktywność H+ATP-azy 
nie tylko poprzez zmienioną ekspresję genów, ale także w drodze modyfikacji 
potranslacyjnych. Modulacje te obejmują bezpośrednio zmiany w samej cząsteczce białka 
H*ATP-azy  oraz mogą być związane ze zmianami składu frakcji lipidowej błony, co 
pośrednio również może regulować aktywność enzymu. I tak, światło niebieskie, [ 18,79] 
uszkodzenia tkanek (patogeny) [23,73,78, 80], niskie pH [ 11,21,37,76], zasolenie [9, 
35, 70], niedobór żelaza [65] i fosforu [60] oraz obecność kwasów humusowych [12] 
aktywują H+ATPazę poprzez indukcję fosforylacji specyficznych reszt aminokwasowych 
w obrębie domeny autoinhibitorowej. Dość dokładnie poznano ścieżkę transdukcji sygnału 
prowadzącą do aktywacji pompy protonowej w warunkach stresu solnego u rzodkiewnika. 
Badania nad mutantami tych roślin wykazały, że podwyższone stężenie chlorku sodu 
aktywuje gen SOS2 kodujący białko wiążące wapń i gen SOS3 kodujący kinazę białkową. 
Kompleks SOS2/SOS3 prawdopodobnie podwyższa aktywność H+ATP-azy w drodze 
fosforylacji, a wytworzona siła protonomotoryczna jest wykorzystywana do napędzania 
funkcjonującego w plazmolemie antyportera Na7H+ [35,70].

Wzrost aktywności enzymu poprzez jego zmiany ilościowe może być wywoływany 
przez auksyny. H+ATP-aza jest syntetyzowana w retikulum endoplazmatycznym i stamtąd 
w wyniku egzocytozy jest wydzielana do cytoplazmy, a auksyny zwiększają sekrecyjny 
przepływ pęcherzyków z siateczki śródplazmatycznej i ich fuzję z plazmolemą[28].

PODSUMOWANIE

W wielu roślinach i mikroorganizmach transport protonów zależny od ATP związany 
jest głównie z regulacją równowagi jonowej i kojarzy się z pompą protonową, której 
działanie jest podobne do pompy sodowo-potasowej występującej w organizmach 
zwierzęcych.

Powszechnie wiadomo, że H+ATP-azy, z uwagi na istotny udział w podstawowych 
procesach fizjologicznych podlegają bardzo czułej regulacji, pozwalającej na adaptację 
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komórek do zmiennych warunków środowiska. Z danych literaturowych wynika, że 
czynniki, takie jak: zasolenie podłoża, stosunki wodne, warunki świetlne czy hormony 
roślinne, determinują aktywność enzymu. Niezależnie czy regulacja aktywności enzymu 
dotyczy poziomu ekspresji genu, czy modyfikacji potranslacyjnych gotowego produktu 
białkowego musi ona odbywać się bez zakłóceń na wszystkich jej poziomach, aby 
zapewnić optymalne funkcjonowanie H+ATP-azy w komórkach roślinnych.
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UDZIAŁ RECEPTORÓW ANGIOTENSYNY ATI, AT2
I AT4 W REGULACJI PROCESÓW POZNAWCZYCH

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

Przemysław WIELGAT, Jan Józef BRASZKO

Zakład Farmakologii Klinicznej, Akademia Medyczna w Białymstoku

Streszczenie'. Behawioralne, anatomiczne i molekularne badania ostatnich lat przyniosły znaczny postęp 
w rozumieniu mechanizmów uczenia się i pamięci. Opisano regiony mózgu odpowiedzialne za uczenie się 
i pamięć, jak również szereg czynników, które mogą modyfikować te procesy. Badania behawioralne 
wykazały, że poszczególne peptydy angiotensynowe, zwłaszcza angiotensyna II i angiotensyna IV, 
uczestniczą w procesach uczenia się i pamięci, ale mechanizmy odpowiedzialne za te procesy są niejasne. 
Badania in vitro wykazały, że ważnym ogniwem sygnalizacji za pośrednictwem receptora ATI jest 
wzrost aktywności kinaz MAP, prowadzący do aktywacji czynników transkrypcyjnych i syntezy 
poszczególnych białek. Prokognitywne działanie angiotensyny IV odnotowane w badaniach behawioral­
nych zostało potwierdzone przez jej związek z niektórymi neurotransmiterami i neuropeptydami uczest­
niczącymi w procesach pamięci i metabolizmie glukozy. Praca opisuje udział receptorów angiotensyno- 
wych w procesach poznawczych.

Słowa kluczowe', angiotensyny, receptory angiotensynowe, uczenie się, pamięć, mózg.

Summary-. Recent behavioural, anatomical and molecular studies brought a considerable progress in under­
standing mechanisms of learning and memory. Several areas of brain 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 II 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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WSTĘP

Zapamiętywanie, przechowywanie i odtwarzanie danych należą do podstawowych 
procesów psychicznych. Badania układu nerwowego w zakresie procesów poznaw­
czych skupiają się na poszukiwaniu struktur i mechanizmów odpowiedzialnych za uczenie 
się i pamięć oraz czynników, które te procesy mogą modyfikować. Szeroki zakres tych 
badań wykracza również poza układ nerwowy obejmując wzajemne oddziaływania z 
innymi systemami i ich wpływ na czynności umysłowe. Badania anatomiczne wykazały, 
że konsolidacja różnych typów pamięci zależy od aktywności i sprawności specyficznych 
regionów mózgu, m.in. hipokampa, jądra migdałowatego, prążkowia i kory przedczołowej 
[ 1 ]. W obrębie tych struktur opisano neurotransmitery i neuromodulatory zaangażowane 
w procesy poznawcze, m.in. acetylocholinę, dopaminę, glutaminian, noradrenalinę, 
serotoninę, kwas y-aminomasłowy, angiotensynę IV, somatostatynę, substancję P, 
wazopresynę i oksytocynę. Udział w formowaniu pamięci przypisuje się również insulinie, 
która reguluje przemiany energetyczne w neuronach i astrocytach oraz syntezę niektó­
rych neuroprzekaźników, głównie dopaminy, serotoniny, kwasu y-aminomasłowego i 
kwasu glutaminowego [68]. Jednym z najlepiej opracowanych na poziomie molekular­
nym i komórkowym modelów uczenia się i pamięci jest długotrwałe wzmocnienie 
synaptyczne (LTP - long term potentiation) [52]. Proces ten jest odpowiedzią komórki 
na kaskadę sygnałów wyzwalaną po pobudzeniu niektórych receptorów postsynap- 
tycznych, np. receptorów glutaminianowych typu NMDA i prowadzi do utrwalenia 
sieci połączeń pomiędzy neuronami i modyfikacji plastyczności neuronalnej. Kodowanie 
informacji jest procesem zależnym od czasu i obejmuje 2 fazy: pamięć krótkotrwałą 
(STM - short term memory), która trwa kilka minut i pamięć długotrwałą (LTM - 
long term memory) utrzymującą się kilka dni [35]. Zmiana pamięci krótkotrwałej w 
długotrwałą wymaga biochemicznych i strukturalnych modyfikacji w obrębie neuronów. 
Formowanie pamięci krótkotrwałej obejmuje modyfikacje istniejących już białek i 
połączeń synaptycznych. Zapis danych na czas dłuższy niż kilka minut wymaga bardziej 
złożonych procesów, bowiem związany jest on ze wzrostem ekspresji genów, syntezą 
nowych białek i formowaniem nowych synaps [35]. Podstawą tych zmian w biologii 
komórki są specyficzne mechanizmy sygnalizacyjne opierające się na aktywności kinaz 
i fosfataz oraz czynników transkrypcyjnych. Badania ostatnich 15 lat z użyciem 
inhibitorów enzymów wykazały, że kluczowymi ogniwami mechanizmu konsolidacji 
pamięci są: kinaza białkowa C (PKC -protein kinase Cj, kinaza białkowa 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 of trancription) 
[1,5]. Przekazywanie sygnału przez kinazy i czynniki transkrypcyjne zwiększa syntezę 
białek strukturalnych i receptorowych, kanałów jonowych, neuroprzekaźników i 
neuromodulatorów, reguluje adhezję komórkową z jednoczesnym formowaniem nowych 
synaps oraz czynność elektryczną i chemiczną neuronów w regionach mózgu 
związanych z procesami uczenia się i pamięci.
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FUNKCJE UKŁADU RENINA - ANGIOTENSYNA 
W OŚRODKOWYM UKŁADZIE NERWOWYM (OUN)

Układ renina - angiotensyna jest kaskadą enzymatyczną, której główny produkt - 
angiotensyna II reguluje podstawowe funkcje organizmu związane z czynnością systemu 
sercowo-naczyniowego, podtrzymywaniem ciśnienia krwi, gospodarką wodno-elektro- 
litową oraz aktywnością seksualną [17,41]. Angiotensyna II jest prekursorem innych 
fizjologicznie występujących angiotensyn, takich jak: angiotensyna III, IV, (1-7) i (3-7), 
które powstają przy udziale aminopeptydazy A i N [63]. Wszystkie angiotensyny są 
biologicznie czynne i różnią się występowaniem w tkankach i powinowactwem do 
receptorów. Badania w obrębie mózgu wykazały obecność wszystkich elementów 
układu renina - angiotensyna oraz receptorów AT1, AT2 i AT4 w OUN [24]. Ośrodkowe 
działanie angiotensyny II wiąże się z regulacją pragnienia i łaknienia, stymulacją 
wydzielania hormonów w mózgu, głównie wazopresyny, hormonów adrenokortyko- 
tropowego i luteinizującego oraz zwiększania ciśnienia krwi przez pobudzanie neuronów 
adrenergicznych w polu końcowym rdzenia kręgowego. Obok klasycznych funkcji w 
OUN, układ renina - angiotensyna bierze udział w procesach uczenia się i pamięci. 
Liczne badania behawioralne wykazały, że stymulacja receptorów AT1, AT2 i AT4 
może ułatwiać uczenie się i konsolidację pamięci [8,9,38,42]. Z tego względu analiza 
molekularnych podstaw procesów poznawczych zachodzących z udziałem tych recepto­
rów wydaje się w pełni uzasadniona. Również badania z użyciem radioligandów wykazały 
duże zagęszczenie receptorów angiotensynowych, zwłaszcza AT4, w strukturach mózgu 
ściśle związanych z pamięcią [14, 3].

Angiotensyna II reguluje podstawowe procesy fizjologiczne przez stymulację 
receptorów AT1 i AT2. Receptory AT zbudowane są z 3-krotnie glikozylowanego 
łańcucha peptydowego złożonego z 359 aminokwasów w receptorze AT1 i 363 
aminokwasów w receptorze AT2. Receptor AT przenika 7-krotnie błonę komórkową 
tworząc po 3 zewnątrz- i 3 wewnątrzkomórkowe pętle. Pierwsza wewnątrzkomórkowa 
pętla łączy się z białkiem G, które reguluje proces tworzenia sygnału wewnątrzko­
mórkowego [54]. Mimo zbliżonej długości łańcucha białka receptorowego, receptor 
AT1 i AT2 u człowieka wykazują jedynie 34% podobieństwo. U gryzoni opisano 2 
podtypy receptora AT 1: AĘĄ i AT]B o wysokiej (94%) homologii [24].

MECHANIZM PRZEKAZYWANIA SYGNAŁU OD RECEPTORA 
AT1 I JEGO UDZIAŁ W PROCESACH POZNAWCZYCH

Większość efektów angiotensyny II w OUN inicjowanych jest przez pobudzenie 
receptora AT1 zlokalizowanego w neuronach w obrębie podwzgórza i pnia mózgu [27, 
64, 4], Poza tym działanie to obejmuje także stymulację szlaków noradenergicznych, 
dopaminergicznych i glutaminianergiczych [56, 69]. Pobudzenie receptora AT 1 może 
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uruchomić co najmniej 5 różnych mechanizmów sygnalizacyjnych, które regulują 
komórkowe i funkcjonalne efekty angiotensyny II w sercu, nerkach i mięśniówce 
naczyń. W przekaźnictwie komórkowym uczestniczą fosfolipaza A,, fosfolipaza C, 
fosfolipaza D, cyklaza adenylanowa i kanały wapniowe [ 17]. Z badań in vitro wynika, 
że mechanizmy przekazywania sygnału od receptora AT 1 w neuronach są podobne do 
tych w tkankach nieneuronalnych i wywołują podobne efekty [57]. Pobudzenie receptora 
ATI w mózgu stymuluje wzrost aksonów i dendrytów, adhezję komórek oraz aktywność 
elektryczną i chemiczną neuronów. Procesy te mogą być kluczowe w procesach 
poznawczych.

Dobrze poznanym mechanizmem sygnalizacyjnym uruchamianym w wyniku pobudze­
nia receptora AT 1 jest stymulowana przez białko G hydroliza bisfosforanu fosfatydylo- 
inozytolu do trifosforanu inozytolu i diacyloglicerolu przez fosfolipazę C z jednoczesnym 
uwolnieniem jonów wapniowych Ca2+ z zasobów wewnątrzkomórkowych i aktywacją 
kinaz zależnych od wapnia, tj. kinazy białkowej C i zależnej od kalmoduliny kinazy 
białkowej typu II (CaMKII) [57,15]. Z kolei fosfolipaza A2 i fosfolipaza D, aktywowane 
przez kinazę białkową C, degradują fosfolipidy komórkowe do arachidonianów i kwasów 
tłuszczowych [53]. Angiotensyna II wywołuje zarówno krótkotrwałe, jak i długotrwałe 
zmiany w fizjologii neuronów. Zmiany krótkotrwałe dotyczą regulacji przepływu jonów 
potasowych i wapniowych przez specyficzne kanały potasowe i wapniowe [58] (ryc. 2). 
Zmiany aktywności błonowych kanałów jonowych decydują o częstości potencjału 
czynnościowego i czasie jego trwania [57], Wykazano, że angiotensyna II wiążąc się z 
receptorem ATI stymuluje przepływ jonów wapniowych i hamuje aktywność kanałów 
potasowych typu A i kanałów potasowych o właściwościach prostujących [58]. Analizy 
farmakologiczne, biofizyczne i molekularne wykazały, że w indukowanym przez 
angiotensynę zahamowaniu przepływu jonów uczestniczą bezpośrednio podjednostki 
kanałów Kv2.2 i Kvl.4 [47, 25]. Powyższe zmiany nie występują po zablokowaniu 
receptora ATI przez losartan [59]. Potwierdza to udział receptora ATI w modulowaniu 
potencjału czynnościowego w neuronach. Stymulacja lub inhibicja przepływu jonów przez 
błonę komórkową oraz oddziaływanie na kanały jonowe za pośrednictwem receptorów 
związanych z białkiem G mogą zachodzić przez bezpośrednie sprzęgnięcie jednostki białka 
G z kanałem jonowym lub złożony mechanizm enzymatyczny z udziałem kinaz i fosfataz 
[44], Analiza wewnątrzkomórkowych mechanizmów uczestniczących w zmianie 
przepływu jonów potasu i wapnia przez angiotensynę II wskazuje, że jest to proces zależny 
od jonów wapniowych. Stymulujący wpływ angiotensyny II na przepływ Ca2+ jest 
znoszony po zahamowaniu aktywności kinazy białkowej C przez kalfostynę C [59]. 
Aktywatory PKC, tj. estry forbolu, hamują przepływ jonów przez kanały potasowe typu 
A [47]. Podobny mechanizm reguluje przepływ jonów przez kanały potasowe o 
właściwościach prostujących [60]. Dodatkowo wykazano, że ruch tych jonów przez 
kanały potasowe jest zależny od aktywności CaMKII. Całkowite zahamowanie aktyw­
ności CaMKII znosi wpływ angiotensyny II na czynność kanałów potasowych 
prostujących. Opisane zmiany w przepływie jonów potasowych i wapniowych zwiększają 
częstotliwość powstawania potencjału czynnościowego, tym samym wzrost aktywności 
neuronów [57].
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Poza modulacją aktywności elektrycznej neuronów, angiotensyna II wywołuje również 
zmiany długoterminowe, które decydują o strukturze komórek i tkanek oraz ich 
aktywności chemicznej. Receptor ATI w tkankach obwodowych zwiększa aktywność 
kinaz białkowych, co prowadzi do wzrostu ekspresji genów i syntezy nowych białek 
[67, 7] (ryc. 1). Wszystkie efekty angiotensyny II w OUN, w tym wpływ na procesy 
poznawcze, są ściśle związane z powstawaniem nowych białek [46]. Zwiększenie 
ekspresji genów i syntezy białka za pośrednictwem aktywnego receptora ATI może 
zachodzić za pośrednictwem mechanizmów zależnych lub niezależnych od białka G. 
Przykładem zmian długotrwałych w mózgu jest stymulujący wpływ angiotensyny II na 
neurony noradrenergiczne [51]. Duże zagęszczenie receptorów ATI w tych neuronach 
wykazano w strukturach pnia mózgu. Domózgowe podanie angiotensyny II nasila 
neurotransmisję z udziałem noradrenaliny, czego efektem jest wzrost ciśnienia krwi. 
Badania behawioralne wykazały, że stymulacja neuronów noradrenergicznych i dopamin- 
ergicznych za pośrednictwem receptora ATI poprawia funkcje poznawcze [51]. 
Inkubacja neuronów noradrenergicznych z angiotensyną II zwiększa aktywność 
hydroksylazy tyrozyny i [3-hydroksylazy dopaminy [67,22]. Zmiany te nie zachodzą w 
obecności blokerów receptora ATI i inhibitorów kinaz z grupy MAP [23]. Angiotensyna 
II zwiększa aktywność kinazy Erk w sposób zależny od białek Ras i Raf, ekspresję 
genów cfos i cjun oraz syntezę białek Fos i Jun [65, 21]. Białka Fos i Jun dimeryzują 
tworząc czynnik transkrypcyjny AP-1 [34]. Aktywny czynnik transkrypcyjny AP-1 
łączy się ze specyficznymi miejscami na genach promotorowych zwiększając syntezę 
mRNA i białek enzymatycznych. Ekspresja genów c-fos i c-jun oraz aktywacja czynnika 
AP-1 w mózgu jest ściśle związana z plastycznością neuronalną i procesami formowania 
pamięci [34, 49], Aby wytworzyć aktywny kompleks AP-1, białka Fos i Jun ulegają 
fosforylacji, w której uczestniczą kinazy FRK i JNK. W badaniach in vitro angiotensyna 
II zwiększa aktywność kinaz JNK i FRK, ale mechanizm tego procesu nie jest do 
końca poznany [30]. Prawdopodobnie aktywacja kinazy FRK jest zależna od jonów 
wapnia, a więc mogą w niej uczestniczyć zależne od wapnia kinazy PKC i CaMKII. 
Aktywność kinazy JNK nie zależy od jonów wapniowych, a mechanizm fosforylacji 
tego białka opiera się na oddziaływaniu angiotensyny II na kinazę PI3K [30].

Komunikacja między neuronami, która jest podstawą aktywność i umysłowej, inicjuje 
również ekspresję genów niezbędnych do syntezy specyficznych cząstek warunkujących 
stabilne połączenia między neuronami [34]. Według Wrighta i wsp. [64] cząsteczki 
macierzy zewnątrzkomórkowej oraz cząsteczki adhezyjne stabilizują połączenia neuro- 
nalne, regulują morfologię komórek i organizację cytoszkieletu, co wpływa na przenosze­
nie informacji przez błony komórkowe. W oddziaływaniach komórka - komórka i 
komórka - macierz uczestniczą proteoglikany, glikoproteiny oraz cząsteczki adhezyjne. 
W rozwijającym się i dojrzałym mózgu występują związane z macierzą 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 świetle dotych­
czasowych badań ich rola w mózgu ogranicza się do stabilizacji połączeń neuronalnych, 
a więc wpływa na plastyczność neuronalną [ 1,33]. Składnikami błon komórkowych w
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RYCINA 1. Wewnątrzkomórkowe mechanizmy sygnalizacyjne w odpowiedzi na stymulację receptora 
AT1 (omówienie procesu i objaśnienie skrótów w tekście)

mózgu są liczne cząsteczki adhezyjne, m.in. integryny, kadheryny, selektyny i neuronalne 
cząsteczki adhezji komórkowej (NCAM - neural cell adhesion molecules) [35, 60, 37, 
39]. Badania in vitro na neuronach hipokampu wykazały, że cząsteczki adhezyjne uczestniczą 
w powstawaniu i podtrzymywaniu LTP [53], Inkubacja tych neuronów z przeciwciałami 
przeciwko integrynom i kadherynom uniemożliwia LTP [61].

Dotychczasowe badania nie wykazały bezpośredniego wpływu angiotensyny II na 
syntezę glikokoniugatów w mózgu, ale takiej możliwości nie można wykluczyć. 
Stymulacja receptora ATI zwiększa znamiennie syntezę de novo proteoglikanów w 
komórkach mięśniowych naczyń krwionośnych. Figueroe i wsp. wykazali, że angioten- 
syna II w stężeniu 1 pM zwiększa inkorporację [3H]glukozoaminy do łańcucha 
glikozoaminoglikanowego [20]. Losarían w stężeniu 2 pM całkowicie hamuje stymu­
lowaną przez angiotensynę syntezę proteoglikanów, co sugeruje udział receptora ATI 
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w tym procesie. Zwiększenie syntezy proteoglikanów przez angiotensynę II wiąże się 
z jej udziałem w przemodelowaniu tkanek i przebudowie cytoszkieletu [20]. W obrębie 
tkanek nieneuronalnych zmiany te są podłożem procesów patologicznych [7]. Dotyczy 
to głównie układu krążenia, gdzie zwiększona ekspresja glikokoniugatów prowadzi do 
przerostu naczyń krwionośnych i wiązania lipoprotein o niskiej gęstości (LDL - Iow 
density lipoproteins) [20].

W mózgu zmiany te mogą mieć inny przebieg. Syntezowane przez astrocyty proteo- 
glikany i glikoproteiny wydzielane są do przestrzeni międzykomórkowej i wchodzą w 
skład sieci perineuronalnej [45,64], Te siatkowate struktury otaczają perikariony i dendryty, 
regulują wzrost zakończeń nerwowych i biorą udział w procesach plastyczności neuronalnej 
[45, 63]. Prawdopodobnie pełnią rolę ochronną w chorobach neurodegeneracyjnych i 
zapalnych. Molekularne mechanizmy stymulacji syntezy proteoglikanów przez angio­
tensynę II nie są w pełni poznane. Badania enzymatyczne z użyciem inhibitorów wykazały, 
że w procesie tym uczestniczy kinaza białkowa C [20]. Poza PKC, w procesie modulacji 
macierzy pozakomórkowej i cytoszkieletu przez angiotensynę uczestniczą kinazy FAK 
(FAK - focal adhesion kinases) [7, 62, 64]. Angiotensyna II stymuluje aktywację 
FAK przez kinazy PI3K, co powoduje przeniesienie tych kinaz w okolice błony komórkowej 
i połączenie z integrynami [7]. Kinazy FAK fosforylują białka paksilinę i tallinę, które 
uczestniczą w regulacji morfologii komórki. Według Wrighta i wsp. mechanizm ten jest 
kluczowy w regulacji połączeń synaptycznych w mózgu [64].

Zwiększenie ekspresji genów odpowiedzialnych za syntezę składników macierzy 
zewnątrzkomórkowej może zachodzić za pomocą dwóch mechanizmów. Pierwszy z 
nich, z udziałem kinaz MAP, został już opisany. Angiotensyna II, poprzez receptor AT1 
prowadzi do fosforylacji kinaz z rodziny Janus, m.in. kinazy Jak2 i Tyr2 [7]. Połączenie 
Jak2 z receptorem AT1 zależne jest od aminokwasowej sekwencji YIPP na końcu 
COOH wewnątrzkomórkowej domeny receptora AT1. Kinaza Jak2 łączy się z cząstecz­
ką STAT1 przez „dok białkowy” p59Fyn, co prowadzi do jej fosforylacji i przeniesienia 
czynnika transkrypcyjnego do jądra komórkowego [7]. Droga przenoszenia sygnału 
Jak2 - STAT1 może więc wpływać na aktywność genów odpowiedzialnych za wzrost 
komórek, remodeling cytoszkieletu i syntezę cząsteczek macierzy zewnątrzkomórkowej 
P,17].

Pobudzenie neuronów w procesach uczenia się i pamięci stymuluje również aktyw­
ność metaboliczną astrocytów. Komórkom tym przypisuje się głównie funkcje troficzne. 
Sumners i wsp. wykazali, że wychwyt glukozy może zależeć od angiotensyny II w 
hodowli astrocytów z okolic podwzgórza i pnia mózgu [62]. Proces ten reguluje receptor 
AT1 i kinaza białkowa C. Inkubacja angiotensyny II z losartanem i inhibitorami PKC w 
hodowli astrocytów zmniejsza pobieranie 2-deoksy-[3H]glukozy, co potwierdza udział 
receptora AT1 i związanych z nim mechanizmów sygnalizacyjnych [62], Angiotensyna 
II zwiększa syntezę mRNA dla transporterów glukozy GLUT-1, a efekt ten hamuje 
aktynomycyna D i cykloheksimid. Opisane zjawisko może mieć w mózgu dwojakie 
znaczenie, co zależy od kierunku metabolizmu glukozy. Po pierwsze, angiotensyna 
reguluje troficzne właściwości astrocytów. Glukoza stanowi główne źródło energii w 
mózgu. Indukowana steptozotocyną hipoglikemia osłabia potencjał postsynaptyczny 
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(EPSP) w regionie CA1 hipokampu i hamuje powstawanie LTP [62]. Badania in vitro 
wykazały, że powstający w astrocytach pirogronian i mleczan jest źródłem energii dla 
neuronów podczas transmisji synaptycznej i indukcji LTP [32]. Po drugie, proces ten 
pośrednio wpływa na aktywność neurosekrecyjną neuronów. Powstająca w astrocytach 
z pirogronianu glutamina przenoszona jest przez transportery glutaminowe do sąsiadu­
jących neuronów i jest wyjściowym substratem do syntezy glutaminianu [48]. Dotych­
czasowe dane o udziale angiotensyny, insuliny, glukozy i glutaminianu w procesach 
poznawczych tworzą ciekawy ciąg zależności, jednak prace dotyczące tych zależności 
są nieliczne. Stymulacja receptora ATI związana jest z aktywacją kinaz białkowych i 
czynników transkrypcyjnych, czego wynikiem w różnych tkankach, również w mózgu, 
jest ekspresja określonych genów i synteza nowych białek.

ROLA RECEPTORA AT2 W ROZWOJU I AKTYWNOŚCI 
NEURONÓW

Większość efektów układu renina - angiotensyna odnosi się do receptora ATI, 
ponieważ występuje on najliczniej w dojrzałych tkankach. Angiotensyna II wykazuje 
duże powinowactwo do receptora AT2, który najliczniej występuje w tkankach 
płodowych, a jego ekspresja w tkankach dojrzałych jest ograniczona do niektórych 
części mózgu, serca, mięśniówki macicy i gruczołów nadnerczy [29], Największe 
zagęszczenie receptora AT2 w mózgu zanotowano w środkowo-grzbietowym jądrze 
wzgórza, przegrodzie bocznej i brzusznej oraz miejscu sinawym, a jego funkcja nie 
wydaje się być związana z regulacją ciśnienia krwi, pragnienia i sekrecją wazopresyny. 
Zwiększona ekspresja receptora AT2 w tkankach płodowych wiąże się z jego udziałem 
w procesach rozwoju i różnicowania tkanek. W wyniku pobudzenia receptora AT2, w 
przeciwieństwie do ATI, dochodzi do zahamowania wzrostu komórek, nasilenia ich 
różnicowania i apoptozy, rozkurczu naczyń krwionośnych, regulacji transportu sodu 
oraz przepływu jonów wapniowych i potasowych przez kanały jonowe [16].

Mimo przeciwstawnego wpływu angiotensyny II w tkankach obwodowych, badania 
behawioralne z zastosowaniem antagonistów receptorów ATI i AT2 potwierdziły, że 
receptor AT2 uczestniczy w procesach poznawczych u szczurów [8], Zjawisko to 
wydaje się być interesujące z uwagi na znaczną odrębność mechanizmów sygnaliza­
cyjnych. Dotychczas poznano dosyć dobrze trzy kaskady enzymatyczne, które korelują 
z odpowiedzią komórkową i funkcjonalną w narządach docelowych. Wiadomo, że 
receptor AT2 hamuje proliferację komórek i stymuluje apoptozę [28,29]. W mechaniz­
mach uczestniczących w zahamowaniu wzrostu przez receptor AT2 biorą udział 
fosfatazy tyrozynowe i fosfatazy serynowo-treoninowe. Z receptorem AT2 związane 
są trzy fosfatazy, które interferują z kaskadą 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 cząstek STAT, która prowadzi do zmniej­
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szenia ekspresji genów c- fos i syntezy białka Fos [29]. Badania wykazały, że receptor 
AT2 wpływa hamująco na wszystkie komponenty kaskady związanej z ERK oraz 
przeszkadza w autofosforylacji kinaz tyrozynowych [6]. Z zahamowaniem aktywności kinaz 
białkowych wiąże się również proapoptotyczne działanie receptora AT2. Ważnym ogniwem 
sygnalizacji po pobudzeniu receptora AT2 jest nasilenie syntezy tlenku azotu i cGMP [55]. 
Tlenek azotu okazał się ważnym czynnikiem stymulującym rozwój neurytów i różnicowanie 
się komórek nerwowych w mózgu. Działanie to potwierdzono również na liniach 
komórkowych PC 12W i NG108-15 [29],

Badania behawioralne wykazały także, że stymulacja receptora AT2 wpływa na 
zachowanie zwierząt doświadczalnych, reguluje odruch pragnienia i aktywność ruchową 
[24]. Prace ostatnich kilku lat potwierdziły również udział receptora AT2 w procesach 
poznawczych. Podstawy molekularne efektów pobudzenia receptora AT2 w OUN nie 
są w pełni wyjaśnione. Jaka jest więc droga przepływu sygnału z receptora AT2 do 
wnętrza komórki, która stymuluje aktywność poznawczą? Mechanizmy sygnalizacyjne 
za pośrednictwem receptora AT2 w neuronach i w tkankach nieneuronalnych są 
podobne. W mózgu, szlaki sygnalizacyjne związane z tym receptorem mają zasadnicze 
znaczenie w rozwoju tkanki mózgowej i późniejszej komunikacji neuronalnej [29], Po 
pierwsze, stymulacja receptora AT2 w rozwijającym się mózgu sprzyja rozwojowi włó­
kien nerwowych i różnicowaniu neuronów. Wykazano, że w komórkach NG108-15 
angiotensyna II nasila formowanie mikrotubuli i rozwój wypustek nerwowych. Stymulo­
wany przez receptor AT2 rozwój komórek nerwowych i ich różnicowanie zachodzi

RYCINA 2. Wewnątrzkomórkowy mechanizm regulacji przepływu jonów wapnia i potasu przez kanały 
jonowe za pośrednictwem receptorów AT1 i AT2, omówienie procesu i objaśnienie skrótów w tekście 
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prawdopodobnie przez wzrost produkcji tlenku azotu [29]. Endogenny tlenek azotu, który 
powstaje w odpowiedzi na pobudzenie receptora AT2, jest ważnym ogniwem szlaku 
sygnalizacyjnego, który może regulować wewnątrzkomórkowy poziom jonów wapniowych 
oraz fosforylację białek [7]. Prawdopodobnie może on stymulować kinazę ERK. Zjawisko 
to obserwuje się w komórkach mięśniówki naczyniowej, nie potwierdzono tego jednak w 
neuronach [7]. Aktywny receptor AT2 reguluje również czynność kanałów jonowych i 
ruch jonów przez błonę komórkową neuronu, dając przeciwstawne do receptora ATI 
efekty w przepływie jonów potasowych przez kanały A i kanały o działaniu prostującym 
(ryc. 2). W komórkach NG108-15 zanotowano również zatrzymanie przepływu jonów 
wapniowych przez kanały wapniowe typu T [ 12]. W przypadku receptora AT2, czynność 
kanałów potasowych nie zależy od mechanizmu charakterystycznego dla receptora AT 1 
[36]. Otwarcie tych kanałów nie wymaga więc hydrolizy fosfatydyloinozytolu, formowania 
IP, i aktywacji kinazy białkowej C. Jest to zgodne z ogólnie przyjętym założeniem, że 
receptor AT2 nie stymuluje hydrolizy fosfatydyloinozytolu i aktywności PKC ani w 
neuronach, ani w innych tkankach [59]. Badania w hodowlach neuronalnych wskazują 
na udział fosfodiesterazy i fosfatazy białkowej 2 w regulacji przepływu jonów [59]. Pewny 
jest fakt, że regulowany przez receptor AT2 wzrost przepływu jonów potasowych zależy 
od białka G. Poddanie neuronów w warunkach in vitro działaniu toksyny krztuśca lub 
przeciwciał anty-Gi całkowicie hamuje ruch jonów [36,70,71 ]. Sumners i wsp. wykazali, 
że pobudzenie receptora AT2 w hodowli neuronów stymuluje aktywność fosfolipazy A , 
a w konsekwencji rozkład fosfolipidów komórkowych i zwiększenie poziomu kwasu 
arachidonowego [57, 58, 59]. Kwas arachidonowy i jego metabolity są znanymi 
modulatorami przepływu jonów potasowych przez błonę komórkową. Wyniki badań 
zespołu Sumnersa wskazują, że stymulujący wpływ angiotensyny II na przepływ jonów 
potasu przez kanały prostujące zależy od kwasu arachidonowego; 12-lipooksygenazy, 
która go rozkłada, oraz produktu tej reakcji - kwasu 12-(s)-hydroksy-(5Z, 8Z, 10E, 14Z)- 
eikozatetraenowego [59]. Mechanizm ten prawdopodobnie jest odpowiedzialny za czynność 
kanałów potasowych typu A.

Nie jest on jedynym mechanizmem regulującym ten proces. Zhu i wsp. oraz Kang 
i wsp. wykazali, że stymulowany przez angiotensynę II i receptor AT2 przepływ jonów 
zależy również od fosfatazy białkowej 2A [36,70,71 ]. Inhibicja tego enzymu zatrzymuje 
całkowicie przepływ jonów potasowych zwiększony przez kwas arachidonowy, ale nie 
wpływa na syntezę tego kwasu wywołaną pobudzeniem receptora AT2 [70]. Zhu 
sugeruje, że w regulacji przepływu jonów potasowych ważną funkcję pełnią kanały 
Kv2.2, które uczestniczą także w mechanizmach związanych z receptorem ATI [70, 
71]. Powyższy mechanizm sygnalizacyjny może być jednym z wielu sposobów regulacji 
czynności kanałów jonowych w neuronach. Możliwe jest także związanie białka G z 
podjednostkami kanału w odpowiedzi na pobudzenie receptora AT2. Jakie jest znaczenie 
opisanego procesu w fizjologii tkanki nerwowej i procesów poznawczych? Pytanie to 
dotyczy fukcjonalnego znaczenia stymulowanych przez receptor AT2 zmian w prze­
pływie jonów i aktywności neuronalnej. Zwiększony przepływ jonów potasowych przez 
kanały typu A i kanały o właściwościach prostujących skraca czas trwania potencjału 
czynnościowego i jednocześnie zwiększa aktywność komórek nerwowych [58, 59].
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Dokładne poznanie funkcji receptora AT2 i mechanizmów przekazywania sygnałów 
za jego pośrednictwem w dojrzałym mózgu może potwierdzić udział angiotensyny II 
jako neuromodulatora w procesach poznawczych.

RECEPTOR AT4

Jednym z największych sukcesów w badaniach nad rolą angiotensyn w procesach 
poznawczych było odkrycie udziału angiotensyny IV w uczeniu się i konsolidacji pamięci. 
W 1989 roku jako pierwsi wykazaliśmy, że domózgowe podanie angiotensyny IV istotnie 
poprawia pamięć u szczurów [9]. Spostrzeżenie to zostało wielokrotnie potwierdzone 
m.in. przez Wrighta i wsp. [64] i Albistona i wsp. [2, 3]. W dwóch modelach amnezji 
u szczurów, indukowanej chemicznie i chirurgicznie, stymulacja receptora AT4 znacznie 
poprawia pamięć i zdolności poznawcze u zwierząt w testach behawioralnych.

Angiotensyna IV definiowana była przez szereg lat jako nieaktywny biologicznie 
produkt rozpadu angiotensyny II. Badania farmakologiczne i molekularne z użyciem 
radioligandów wykazały, że peptyd ten wiąże się z dużym powinowactwem (1-10 nM) 
ze specyficznym receptorem oznaczonym jako AT4 [2,3]. Nasiloną ekspresję receptora 
AT4 zaobserwowano w płatach czołowych, śródmózgowiu, jądrze Meynerta, korze 
nowej i polach CA 1 i CA3 hipokampu, co może wskazywać ścisły związek angiotensyny 
IV i receptora AT4 z funkcjami poznawczymi [14], W wyniku szczegółowej analizy 
budowy i lokalizacji receptora AT4 odrzucono początkową tezę o jego strukturalnym 
podobieństwie do receptorów ATI i AT2. Angiotensynę IV wiąże glikoproteina o m.c. 
165 kDa, która ma tylko jeden region przezbłonowy. Analiza biochemiczna i farmakolo­
giczna przeprowadzona przez Albistona i wsp. określiła receptor AT4 jako aminopepty- 
dazę błonową, której aktywność reguluje insulina (IRAP - insulin regulated aminopep­
tidase) [3], Komórki transfekowane cDNA dla IRAP wiążąz dużym powinowactwem 
angiotensynę IV [3]. Zarówno ekspresja mRNA, jak i synteza IRAP w mózgu są 
identyczne z rozmieszczeniem miejsc wiążących angiotensynę IV.

Jaki jest więc udział tego nietypowego receptora angiotensynowego w procesie 
uczenia się i pamięci? Badania z wykorzystaniem potencjalnych inhibitorów i substratów 
IRAP wykazały, że aktywność tego enzymu może mieć kluczowe znaczenie w proce­
sach poznawczych. Substraty IRAP - wazopresyna, somatostatyna i cholecystokini- 
na-8 w testach behawioralnych ułatwiają uczenie się gryzoni [40]. Usprawnienie 
procesów poznawczych przez domózgowe podanie angiotensyny IV lub jej analogów 
może być przynajmniej częściowo efektem ochrony neuroaktywnych peptydów przed 
rozkładem enzymatycznym [3]. Agoniści receptora AT4, angiotensyna IV i LVV- 
hemorfina 7, łącząc się z miejscem aktywnym IRAP, całkowicie hamująjego aktywność 
enzymatyczną [2]. Dokładna analiza ekspresji IRAP w komórkach wrażliwych na 
insulinę wykazała, że enzym ten pierwotnie występuje w pęcherzykach post-endoso- 
malnych i sieci irans-Golgi, które zawierają zależny od insuliny transporter glukozy 
GLUT4. W mózgu rozmieszczenie IRAP jest podobne do lokalizacji GLUT4 i 
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koncentruje się głównie w hipokampie i korze nowej [3], W odpowiedzi na insulinę, 
pęcherzyki zawierające GLUT4 i IRAP przemieszczają się w kierunku błony komórko­
wej i łączą się z nią. Mechanizm tego zjawiska jest podobny do uwalniania neurotrans- 
miterów w synapsie nerwowej [11]. Wspólna lokalizacja IRAP i GLUT4 w tym samym 
neuronie i ich podobna reakcja na insulinę może sugerować udział tych cząstek w 
formowaniu pamięci. Nie wiadomo, czy zahamowanie aktywności IRAP przez angioten­
synę IV zwiększa czynność transporterów GLUT4, ale jest to prawdopodobne [3]. 
Nie ulega jednak wątpliwości, że glukoza może warunkować aktywność neuronów i 
syntezę neurotransmiterów uczestniczących w procesach poznawczych, np. acetylo­
choliny [3]. Według Lee i wsp. angiotensyna IV zwiększa wydzielanie acetylocholiny, 
prawdopodobnie przez swój wpływ na aktywność IRAP [43], Podsumowując, modulacja 
IRAP i GLUT4 przez angiotensynę IV może poprawiać zdolności poznawcze poprzez 
zwiększenie okresu półtrwania endogennych neuropeptydów zwiększających pamięć 
oraz regulację transportu i metabolizmu glukozy [3]. Niezależnie od tego, uwagę skupia 
fakt, że angiotensyna IV może regulować mechanizm związany z kinazami MAP. Handa 
i wsp. wykazali, że w hodowli cholinergicznych komórek linii Sn56 angiotensyna IV 
zwiększa aktywność kinaz MAP i czynników transkrypcyjnych [26, 3], Dokomorowe 
podanie angiotensyny IV stymuluje ekspresję genu c-fos w polach CAI i CA3 hipo- 
kampu. Potwierdzono również, że stymulacja tego receptora w hipokampie zwiększa 
transmisję synaptyczną i indukuje LTP, co wiąże się z bezpośrednim udziałem w 
plastyczności neuronalnej [41].

PODSUMOWANIE

Badania behawioralne i biochemiczne procesów poznawczych przyniosły duży postęp 
wiedzy w tej dziedzinie. Poznano regiony mózgu odpowiedzialne za uczenie się i pamięć 
oraz szereg czynników endo- i egzogennych, które mogą modyfikować te procesy. 
Odkrywane są stopniowo poszczególne elementy złożonego mechanizmu molekularnego 
związanego z konsolidacją pamięci. Znany jest mechanizm przekazywania sygnału z 
receptorów związanych z czynnościami umysłowymi, od jego rozpoznania przez komórki 
i przetworzenia przy udziale przekaźników do zmiany ekspresji genów, syntezy białek i 
kodowania informacji. W szlaku prowadzącym do indukcji aktywności genów regulu­
jących syntezę „białek pamięci” głównym ogniwem jest grupa kinaz MAP, za pośrednic­
twem których jest przekazywany sygnał komórkowy bezpośrednio do jądra komórko­
wego, aktywuje ona czynniki transkrypcji STAT, CREB i AP-1 oraz zwiększa ekspresję 
genów c-fos i c-jun. W ostatnich latach badania dostarczyły również dowodów na to, 
że angiotensyna II i IV mogą ułatwiać uczenie się i zapamiętywanie. Pomimo znacznych 
osiągnięć w badaniach nad rolą angiotensyn na poziomie komórki, niewiele wiadomo, 
w jaki dokładnie sposób peptydy te regulują procesy poznawcze in vivo w mózgu. Z 
badań in vitro wynika, że istotnym ogniwem łańcucha odbierania i przekazywania 
sygnału z receptora AT 1 jest zwiększenie aktywności kinaz MAP i czynników transkryp­
cyjnych oraz syntezy białka. Prokognitywne działanie angiotensyny IV, potwierdzone 
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w licznych badaniach behawioralnych, może wiązać się z zatrzymaniem rozkładu 
neuroprzekaźników uczestniczących w formowaniu pamięci oraz regulacją metabolizmu 
glukozy.
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Streszczenie: Siatkówka oka jest tkanką wyspecjalizowaną do odbioru informacji świetlnej. W oku 
kręgowców występują dwa anatomicznie i funkcjonalnie odmienne szlaki odbioru światła. Pierwszy z 
nich, oparty na fotodetekcji pręcików i czopków, służy do tworzenia obrazów (tzw. fotodetekcja 
wzrokowa). W drugim układzie fotony światła są wychwytywane przez melanopsynę, nowo odkryty 
barwnik wzrokowy z rodziny opsyn. Układ ten rejestruje zachodzące w czasie zmiany w intensywno­
ści promieniowania i uczestniczy w tzw. niewzrokowych odpowiedziach na światło (regulacja rytmów 
biologicznych, odruch zwężenia źrenicy). Przypuszcza się, że w dojrzałej siatkówce systemy widze­
nia wzrokowego i niewzrokowego wzajemnie ze sobą współpracują. U ssaków melanopsyna wystę­
puje w małej subpopulacji światłoczułych komórek zwojowych siatkówki (ipRGCs), które dzięki 
rozbudowanemu drzewu dendrytycznemu mogą zbierać informacje świetlne z obszaru całej siatkówki. 
W rozwoju osobniczym ssaków tzw. widzenie niewzrokowe, pozwalające na synchronizację rytmów 
okołodobowych z warunkami oświetlenia środowiska, pojawia się jako pierwsze, wyprzedzając roz­
wój klasycznego systemu wzrokowego. Podobnie jak opsyny bezkręgowców, melanopsyna prawdo­
podobnie pełni podwójną funkcję fotobarwnika i fotoizomerazy retinalu. W komórkach zawierających 
melanopsynę pod wpływem światła dochodzi do długo utrzymującej się depolaryzacji, będącej wyni­
kiem aktywacji białka G /G i fosfolipazy C. Obserwowany wzrost stężenia jonów Ca2’ zależy 
zarówno od uruchomienia wewnątrzkomórkowych magazynów wapniowych, jak i otwarcia kanałów 
kationowych typu TRPC.

Słowa kluczowe: melanopsyna, komórki zwojowe siatkówki, pręciki, czopki, siatkówka, widzenie, ryt­
my okołodobowe.

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

WSTĘP

Siatkówka oka jest tkanką wyspecjalizowaną do odbioru informacji świetlnej. Do 
niedawna uważano, że jedynymi fotoreceptorami w siatkówce kręgowców są pręciki 
i czopki. Segmenty zewnętrzne tych komórek, zawierające barwniki wzrokowe z rodziny 
opsyn, po pochłonięciu fotonów światła uruchamiają kaskadę procesów, w której sygnał 
świetlny przekształcany jest w sygnały neuronalne. Sygnały te, po integracji i modulacji 
w warstwach neuronalnych siatkówki, są zbierane przez komórki zwojowe i następnie 
przesyłane nerwem wzrokowym do mózgu. Pierwsze informacje wskazujące na 
obecność w oku dodatkowego systemu detekcji światła, który wykorzystuje receptory 
inne niż czopki i pręciki, pojawiły się w latach dziewięćdziesiątych XX wieku. Pochodziły 
one z badań nad mechanizmami świetlnej regulacji rytmów okołodobowych. W doświad­
czeniach przeprowadzonych na zmodyfikowanych genetycznie szczepach myszy 
(rd/rd, rd/rd cl) wykazano, że utrata pręcików i czopków nie zmienia chronobio- 
logicznych odpowiedzi zwierząt na światło (takich jak: supresja nocnych poziomów 
melatoniny, hamowanie nocnej aktywności ruchowej, synchronizacja rytmu aktywności 
ruchowej do cyklu oświetlenia, przesunięcia faz okołodobowego rytmu aktywności 
ruchowej), a także nie wpływa na odruch zwężenia źrenicy pod wpływem światła 
[7,16,17,37,39,-45,69]. Ponadto, w badaniach klinicznych zaobserwowano, że u niektó­
rych osób niewidomych zachowana jest zdolność do regulacji przez światło syntezy 
melatoniny, rytmu sen-czuwanie oraz dobowych oscylacji poziomów kortyzolu w osoczu 
[ 10,36]. Te pionierskie prace stanowiły podstawę do wysunięcia hipotezy, że przynajmniej 
w siatkówkach ssaków występuje nieopisany dotąd system odbioru i kodowania infor­
macji świetlnej. System ten, w przeciwieństwie do układu opartego na fotodetekcji kla­
sycznych fotoreceptorów i wykorzystywanego do tworzenia obrazów (tzw. fotodetek- 
cja wzrokowa; image-forming photoreceptor system lub visual photoreceptor 
system), służy do pomiaru zmieniającej się w czasie intensywności promieniowania 
świetlnego i odbiera fotony światła w innych celach niż tworzenie obrazów wzrokowych
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(non-image-forming photoreceptor system; non-visual photoreceptor system). 
Wyniki kilkuletnich poszukiwań niewzrokowych (okołodobowych) fotoreceptorów 
pozwalają sądzić, że u ssaków rolę tę pełni mała populacja komórek zwojowych 
wykorzystująca nowo odkryty barwnik - melanopsynę [5,6,15,16,34,56,63].

BUDOWA MELANOPSYNY

Melanopsynę po raz pierwszy sklonowano w 1998 r. z mRNA pochodzącego z 
melanoforów skóry żaby szponiastej (Xenopus laevis); cechą charakterystyczną tych 
komórek jest bezpośrednia wrażliwość na światło [51], Nazwa melanopsyna (ang. 
melanopsiri) odzwierciedla zarówno pierwotne źródło izolacji peptydu, jak i fakt, że należy 
on do grupy opsyn. Gen kodujący melanopsynę oznaczono symbolem Opn4 [51]. 
Melanopsyna Xenopus zbudowana jest z 534 reszt aminokwasowych (aa). U kurczęcia 
wykryto dwa geny kodujące melanopsynę - cOpn4-a i cOpn4-b, których ekspresja jest 
zróżnicowana. Dominujący cOpn4-a koduje białko zbudowane z 543 aa. Z kolei 
cOpn4-b, który w porównaniu z cOpn4-a po nukleotydzie 1242 ma sekwencję 86 par

Opsyny kręgowców 
(cilliary-like opsins)

Opsyny bezkręgowców, 
melanopsyna 
(rhabdomeric-like opsins)

RYCINA 1. Schemat drzewa filogenetycznego opsyn opartego na budowie struktury I-rzędowej domen 
transbłonowych TM 1-7 białek. Dane dla opsyn kręgowców przedstawiają stopień podobieństwa 
pomiędzy opsynami kurczęcia: MWS1 (ang. middle-wavelength-sensitive) — opsyna wrażliwa na 
promieniowanie niebieskie; MWS2 (ang. middle-wavelength-sensitive) - opsyna wrażliwa na 
promieniowanie zielone; SWS (ang. short-wave-sensitive) - opsyna wrażliwa na promieniowanie fioletowe; 
LWS (long-wave-sensitive) - opsyna wrażliwa na promieniowanie czerwone. Wartości liczbowe 
przedstawiają procent homologii struktury I-rzędowej pomiędzy poszczególnymi opsynami [16,51]rcin.org.pl



232 J. B. ZAWILSKA, K. CZARNECKA

zasad z „przedwczesnym” kodonem stop, odpowiada za syntezę krótszego białka 
zbudowanego z 425 aa [67]. Także u przedstawiciela gromady ryb - dorsza atlantyckiego 
(Gcidus morhua) występują dwa odrębne geny kodujące syntezę melanopsyny, Opn4a 
i Opn4b, o zróżnicowanej ekspresji tkankowej i komórkowej [12], Dotychczas sklonowane 
melanopsyny kręgowców (dorsza, danio pręgowanego, żaby szponiastej, kurczęcia, myszy, 
szczura, człowieka) wykazują znacznie więcej homologii strukturalnej z opsynami 
bezkręgowców (około 40%) niż z opsynami kręgowców (do 30%) [4,9,12,16,28,51,52]. 
Analiza filogenetyczna wskazuje na to, że melanopsyna i opsyny bezkręgowców 
prawdopodobnie wywodzą się od wspólnego przodka [51]. W obrębie rodziny 
scharakteryzowanych dotychczas melanopsyn stopień homologii struktury I-rzędowej 
dla białek różnych gatunków kręgowców wynosi 60-70%.

Szczegółowa analiza budowy melanopsyny wskazuje, że należy ona do nadrodziny 
receptorów sprzężonych z białkami G [31,51]. Łańcuch białkowy siedmiokrotnie 
przechodzi przez błonę komórkową tworząc w obrębie błony siedem hydrofobowych 
domen transbłonowych (TM) połączonych naprzemiennie pętlami cytoplazmatycznymi 
i zewnątrzkomórkowymi. A-końcowy fragment białka znajduje się w obszarze zewnątrz- 
komórkowym, a fragment C-końcowy w cytoplazmie. Podobnie jak u innych opisanych 
dotychczas białek z rodziny opsyn, w siódmej domenie TM melanopsyny występuje 
lizyna (Lys294), do której przyłącza się chromofor (najprawdopodobniej 11-cA-retinal) 
tworząc zasadę Schiffa. Reszty cysteinowe (Cys100 i Cys178), obecne w drugiej i trzeciej 
pętli zewnątrzkomórkowej, uczestniczą w tworzeniu mostka dwusiarczkowego 
stabilizującego strukturę Ill-rzędową białka. W obrębie A-końca melanopsyny nie 
występują natomiast miejsca A-glikozylacji, które są charakterystyczne dla innych opsyn. 
Melanopsyna Xenopus, podobnie jak i sklonowane później melanopsyny innych 
gatunków zwierząt, ma długi C-koniec, w którym występują liczne miejsca (kilkanaście) 
mogące ulegać fosforylacji. Sugeruje to możliwość regulacji aktywności białka przez 
kinazy. Analogicznie do opsyn bezkręgowców, melanopsyna ma w trzeciej domenie 
transbłonowej (TM3) aromatyczny aminokwas - tyrozynę (Tyr103), która może 
uczestniczyć w stabilizacji zasady Schiffa. Z kolei w trzeciej pętli cytoplazmatycznej 
obecny jest charakterystyczny fragment Asn225 - Gly233, wstawka ta nie występuje w 
opsynach kręgowców [51]. Budowa tej pętli w znacznym stopniu determinuje rodzaj 
białka G, na który będzie przenoszony sygnał z receptora światła, jakim jest opsyna. 
Obecność fragmentu Asn225 - Gly233 w białku melanopsyny sugeruje, że uruchamiany 
przez nią szlak transdukcji sygnału może być analogiczny do szlaku aktywowanego 
przez opsyny bezkręgowców. Słuszność powyższej hipotezy potwierdziły wyniki 
najnowszych badań przeprowadzonych na oocytach Xenopus laevis i liniach komór­
kowych, w których dokonano ekspresji genu Opn4 [41,47,54].

WYSTĘPOWANIE

Wykorzystując techniki immunohistochemiczne oraz hybrydyzacji in situ obecność 
melanopsyny wykazano w melanoforach skóry, oku (siatkówce, nabłonku barwnikowym 
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siatkówki - RPE i w tęczówce) i w mózgu (jądrach nadskrzyżowaniowych podwzgórza 
i wielkokomórkowym jądrze przedwzrokowym) Xenopus laevis [51]. U dorsza 
atlantyckiego ekspresję genu Opn4a stwierdzono w siatkówce i w jądrach nadskrzyżo­
waniowych podwzgórza, natomiast ekspresję genu Opn4b - w siatkówce i w uzdeczce 
[12], U kury (Gallus domesticus) melanopsyna występuje w siatkówce, szyszynce i 
mózgu (przegrodzie, uzdeczce, wzgórzu, prążkowiu, jądrze przedwzrokowym, obszarze 
pomiędzy jądrem okrągłym a jądrem kolankowatym bocznym oraz obszarze pomiędzy 
pokrywą wzrokową a jądrem soczewkowatym śródmózgowia) [1,9,67]. Obecność 
melanopsyny stwierdzono ponadto w siatkówkach ssaków (myszy, szczura, kretoszczura, 
chomika, kota, makaka, człowieka) i ryby (danio pręgowany; ang. zebrafish) [4,11,13,22- 
26, 28,43,49,52,53,62], Należy podkreślić, że w obrębie siatkówki rozmieszczenie 
melanopsyny wykazuje bardzo duże zróżnicowanie pomiędzy badanymi gromadami 
kręgowców. U płazów (Xenopus laevis) obecność melanopsyny stwierdzono w RPE, 
zewnętrznej części warstwy jądrowej wewnętrznej i w nielicznych komórkach 
zwojowych [51]. W siatkówkach ryb1 melanopsyna występuje w komórkach 
poziomych i amakrynowych (warstwa jądrowa wewnętrzna) oraz w komórkach 
zwojowych [4,12]. U ptaków (kura domowa) obecność melanopsyny wykazano głównie 
w warstwie jądrowej wewnętrznej siatkówki (przypuszczalnie w perikarionach komórek 
poziomych i dwubiegunowych), a ponadto w warstwie jądrowej zewnętrznej (komórki 
fotoreceptorowe) i, w znacznie mniejszym stopniu, w komórkach zwojowych oraz w 
RPE [9,67]. Z kolei u ssaków melanopsyna występuje przede wszystkim w komórkach 
zwojowych siatkówki oraz w pojedynczych komórkach amakrynowych położonych 
pomiędzy warstwą komórek zwojowych a warstwą jądrową wewnętrzną [3,11,13,20,24,- 
26,28,49,52,53].

Badania przeprowadzone w okresie ostatnich kilku lat wykazały, że w siatkówkach 
ssaków występuje mała (licząca, w zależności od gatunku i wieku, od ułamka do 
kilkunastu procent ogólnej liczby) populacja komórek zwojowych mających zdolność 
do bezpośredniego pochłaniania fotonów światła (ang. intrinsically photosensitive 
retinal ganglion cells; ipRGCs). Komórki te odgrywają kluczową rolę w regulacji 
tzw. niewzrokowych odpowiedzi na światło (ang. non-visual photic responses; non- 
image forming photic responses), takich jak: hamowanie syntezy melatoniny, regulacja 
okołodobowego rytmu aktywności ruchowej, zwężanie źrenicy [5,6,18,30,38]. Co 
najmniej 80% ipRGCs zawiera melanopsynę [5]. W siatkówce człowieka komórki 
zawierające melanopsynę stanowią0,2-0,8% całkowitej populacji komórek zwojowych. 
Ich gęstość wynosi 3-5 komórek/mm2 na obwodzie siatkówki i 20-25 komórek/mm2 
w części dołkowej [ 11 ]. W siatkówkach ssaków, w tym także w siatkówce człowieka, 
przeważająca część komórek zwojowych zawierających melanopsynę wykazuje ko- 
ekspresję PACAP [13,24,26] - polipeptydu aktywującego przysadkową cyklazę 
adenylanową (ang. pituitary adenylate cyclase - activating polypeptide). Należy 
podkreślić, że PACAP jest uważany za neurochemiczny marker szlaku siatkówkowo-

*U dorsza atlantyckiego ekspresję genu Opn4a zaobserwowano w komórkach poziomych, 
amakrynowych i zwojowych siatkówki, a ekspresję genu Opn4b - w komórkach amakrynowych 
i zwojowych [12].
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RYCINA 2. Schemat budowy siatkówki ssaków. Światłoczułe komórki zawierające melanopsynę 
wyróżniają się z grupy komórek zwojowych rozbudowanym drzewem dendrytycznym. Komórki te 
mogą odbierać sygnały pochodzenia czopkowego i pręcikowego. Pozostałe objaśnienia w tekście ([5,63] 
zmodyfikowano)

podwzgórzowego [21], Melanopsyna występuje w błonie komórkowej subpopulacji 
komórek zwojowych, głównie w obrębie dendrytów oraz perikarionów [24,28]. 
Perikariony nielicznych komórek melanopsynowych znajdują się w warstwie jądrowej 
wewnętrznej [28]. Najbardziej uderzającą cechą morfologiczną ipRGCs jest ich szerokie 
drzewo dendrytyczne, najbardziej rozbudowane w grupie wszystkich komórek zwojowych. 
Większość komórek zwojowych zawierających melanopsynę ma dwa lub trzy główne, 
długie dendryty rozgałęziające się w warstwie splotowatej wewnętrznej [3,5], Wypustki 
dendrytyczne melanopsynowych komórek zwojowych nakładają się na siebie i tworzą 
gęstą sieć obejmującą cały obszar siatkówki. Fotorecepcyjne drzewo dendrytyczne 
pojedynczej ipRGC pokrywa obszar około 500 pm2, podczas gdy powierzchnia zajmowana 
przez światłoczuły segment zewnętrzny pręcika lub czopka to około 1 pm2 [5], Dendryty 
komórek zwojowych zawierających melanopsynę docierają do warstwy splotowatej 
wewnętrznej oraz, w znacznie mniejszym stopniu, do warstwy jądrowej wewnętrznej 
[3,5,11,26,28]. W obrębie warstwy splotowatej wewnętrznej dendryty tych komórek są 
położone postsynaptycznie w stosunku do zakończeń komórek dwubiegunowych i 
amakrynowych, co wskazuje na możliwość modulacji funkcji ipRGCs przez sygnały 
pochodzenia pręcikowego bądź czopkowego [3].

U ssaków komórki zwojowe zawierające melanopsynę [5,11,26,28,43] wysyłają swoje 
aksony do:
(1) jąder nadskrzyżowaniowych przedniej części podwzgórza (ang. suprachiasmatic 

nucler, SCN) - struktury uważanej za miejsce głównego zegara biologicznego 
ssaków; rcin.org.pl
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(2) kompleksu ciała kolankowatego bocznego - głównie do listka ciała kolankowatego 
bocznego (ang. intergeniculate leaflet’, IGL), który uczestniczy w modulacji ryt­
mów okołodobowych;

(3) przedpokrywowego jądra oliwki (ang. olivary pretectum nucleus; OPN), odpo­
wiedzialnego za odruch zwężania źrenicy pod wpływem światła;

(4) brzusznobocznego jądra przedwzrokowego (ang. ventrolateral preoptic nucleus; 
VLPO) - struktury zaangażowanej w kontrolę rytmu sen-czuwanie;

(5) brzusznej części obszaru okołokomorowego (ang. ventral subparaventricular 
zone; vSPZ) - rejonu mózgu uczestniczącego w kompleksowej regulacji rytmów 
okołodobowych. U gryzoni obszar ten najprawdopodobniej odgrywa zasadniczą 
rolę w procesie hamowania przez światło nocnej aktywności ruchowej (tzw. ne­
gative masking).

DOBOWE/OKOŁODOBOWE ZMIANY EKSPRESJI 
MELANOPSYNY

W siatkówce szczura stopień ekspresji melanopsyny zmienia się rytmicznie w ciągu 
doby [58,59]. U zwierząt przebywających w cyklicznie zmieniających się warunkach 
oświetlenia (12 godz. światła : 12 godz. ciemności) najwyższy poziom mRNA dla

RYCINA 3. Światłoczułe komórki zwojowe zawierające melanopsynę (ipRGCs) wysyłająswoje wypustki 
aksonu do ośrodków kontrolujących rytmy okołodobowe, tj. jąder nadskrzyżowaniowych przedniej 
części podwzgórza (SCN) i do kompleksu ciała kolankowatego bocznego (jądra ciała kolankowatego 
bocznego - LGN oraz listka ciała kolankowatego bocznego - IGL), a także do przedpokrywowego jądra 
oliwki (OPN), które odpowiada za odruch zwężenia źrenicy. Struktury te zaznaczone zostały na schemacie 
kolorem żółtym. Chronobiologiczny sygnał świetlny z SCN jest przesyłany do szyszynki szlakiem 
wieloneuronalnym zaznaczonym na kolor czerwony; PVN (ang. paraventricular nucleus) - jądro 
przykomorowe podwzgórza. Szlak neuronalny kontrolujący proces zwężania źrenicy, w skład którego 
wchodzą OPN, jądro Edingera-Westphala (EW), zwój rzęskowy, przed- i zazwojowe włókna przywspół- 
czulne oraz tęczówka, został zaznaczony kolorem niebieskim (wg [5] zmodyfikowano)
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melanopsyny zaobserwowano pod koniec fazy jasnej i na początku fazy ciemnej cyklu, 
a najniższy pod koniec fazy ciemnej i w pierwszej połowie fazy jasnej. Z kolei immuno- 
reaktywność melanopsynowa, odzwierciedlająca poziom białka, była najwyższa w 
połowie fazy ciemnej, a najniższa w połowie fazy jasnej. Rytmiczne zmiany ekspresji 
melanopsyny utrzymywały się w siatkówkach szczurów przebywających w warunkach 
stałej ciemności, co wskazuje, że jest to rytm okołodobowy. Degeneracja pręcików i 
czopków (badania na szczurach RCS/N-rafy) pociągała za sobą dramatyczny (>90%) 
spadek poziomów mRNA dla melanopsyny i immunoreaktywności melanopsynowej 
oraz zanik rytmicznych zmian w ekspresji melanopsyny [59]. Z kolei chemiczne 
zniszczenie neuronów siatkówkowych, których perikariony tworzą warstwę jądrową 
wewnętrzną, prowadziło do zmniejszenia amplitudy zmian poziomów mRNA dla 
melanopsyny w siatkówkach szczurów trzymanych w cyklicznie zmieniających się 
warunkach oświetlenia, a także do zaniku okołodobowego rytmu mRNA [58]. Przypusz­
cza się, że w regulacji ekspresji melanopsyny (a także neuropeptydu PACAP, który 
współwystępuje z melanopsyną w światłoczułych komórkach zwojowych) w siatkówce 
szczura istotną rolę odgrywają z jednej strony klasyczne fotoreceptory (pręciki i czopki), 
a z drugiej - siatkówkowe obwody neuronalne. Sugeruje się ponadto znaczący udział 
dopaminergicznych komórek amakrynowych i receptorów D,-dopaminowych (znajdują­
cych się na ipRGCs) w kontroli rytmicznych zmian poziomów melanopsyny w siatkówce 
szczura [58],

W siatkówce i szyszynce kury poziomy mRNA dla melanopsyny zmieniają się w 
rytmach okołodobowych o przeciwstawnych fazach. Na początku fazy jasnej w 
siatkówce obserwowano najwyższą ekspresję melanopsyny, natomiast w szyszynce 
najniższą. Z kolei w czwartej godzinie fazy ciemnej poziomy mRNA dla melanopsyny 
w siatkówce były najniższe, a w szyszynce najwyższe [9]. W obrębie warstw siatkówki 
wyższe „dzienne” poziomy mRNA stwierdzono w RPE i w warstwie jądrowej 
wewnętrznej, dobowy profil zmian w fotoreceptorach był analogiczny do profilu 
szyszynkowego, a ekspresja melanopsyny w warstwie komórek zwojowych utrzymy­
wała się na zbliżonym poziomie w ciągu doby [9].

SZLAKI TRANSDUKCJI SYGNAŁU

Scharakteryzowane dotychczas światłoczułe opsyny bezkręgowców i kręgowców 
należą do nadrodziny receptorów sprzężonych z białkami G i jako chromofory 
wykorzystują 11-cA-retinal lub jego homolog [27,35,50]. Pochłonięcie fotonu światła 
wywołuje konwersję 1 l-czs-retinalu do całkowicie-Zrans-retinalu, co pociąga za sobą 
zmianę konformacji przestrzennej opsyny, a następnie aktywację białka G i odpowied­
niego szlaku transdukcji sygnału. U kręgowców opsyny „współpracują” z wrażliwą na 
toksynę krztuśca transducyną (Gt), natomiast u bezkręgowców - z białkami Gq, które 
nie są wrażliwe na toksynę krztuśca [27,35,50], Warunkiem niezbędnym do odbudowy 
zdolności barwnika wzrokowego do ponownej fotodetekcji jest regeneracja chromoforu. 
U kręgowców po odłączeniu całkowicie-tra/zs-retinalu od opsyny, w złożonym, 
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wieloetapowym procesie zachodzącym w RPE dochodzi do przekształcenia całkowicie- 
trans-retinalu do 1 1-cZs-retinalu [35]. Z kolei opsyny bezkręgowców wykorzystują 
energię z pochłoniętych fotonów światła do izomeryzacji całkowicie-Zra/w-retinalu, a 
w procesie tym uczestniczy arestyna [33]. Opsyny bezkręgowców działają zatem także 
jako fotoizomerazy.

Dla zrozumienia roli fizjologicznej melanopsyny istotne było uzyskanie odpowiedzi 
na następujące pytania:
(1) jakie zmiany elektrofizjologiczne zachodzą pod wpływem światła w komórkach 

zawierających melanopsynę,
(2) jaki chromofor jest niezbędny do fotodetekcyjnej roli melanopsyny,
(3) jakiego typu białko G jest aktywowane przez melanopsynę,
(4) jaki szlak/szlaki transdukcji sygnału są uruchamiane w wyniku fotodetekcji światła

przez melanopsynę,
(5) czy melanopsyna, poprzez analogię z opsynami bezkręgowców, może pełnić rolę 

fotoizomerazy.
Badania przeprowadzone na oocytach Xenopus laevis [47] i dwóch liniach 

komórkowych, Neuro-2a [41] i HEK293 [54], w których dokonano ekspresji cDNA 
kodującego melanopsynę, pozwoliły sformułować hipotezę, w jaki sposób pracują 
komórki melanopsynowe. Po pierwsze udowodniono, że komórki zawierające melano­
psynę są bezpośrednio światłoczułe. Pod wpływem ekspozycji na światło dochodzi w 
nich do opóźnionej, ale jednocześnie długo utrzymującej się depolaryzacji błony komór­
kowej2. Analiza spektralna wskazuje, że efekt taki wywiera światło o długości fali 
około 480 nm [47,52], Należy podkreślić, że światło o takiej długości fali aktywuje 
ipRGCs [5]. Warunkiem niezbędnym do detekcji fotonów światła przez melanopsynę 
jest obecność chromoforu - 11 -czs-retinalu (bądź jego analogu 9-cA-retinalu)[ 19,30,47], 
Melanopsyna zachowuje zdolność do fotodetekcji również w obecności całkowicie- 
iraztę-retinalu. Sugeruje to, że podobnie jak opsyny bezkręgowców może ona pełnić 
podwójną rolę - fotopigmentu i fotoizomerazy retinalu. Przebiegający przy udziale 
melanopsyny proces fotoizomeryzacji całkowicie-traws-retinalu prawdopodobnie zależy 
od arestyny [47], Badania przeprowadzone na genetycznie zmodyfikowanych myszach 
pozbawionych genu kodującego białko odpowiedzialne za regenerację retinalu w ko­
mórkach RPE (rpr65"), u których analizowano wywołane przez światło zmiany 
szerokości źrenicy (badania behawioralne) oraz zmiany potencjału błony komórkowej 
(badania typu current clump i voltage clump pojedynczych komórek zwojowych siatkówki), 
stanowią dowód potwierdzający słuszność hipotezy, że melanopsyna występująca w ipRGCs 
jest zarówno barwnikiem wzrokowym jak i fotoizomerazą [19],

Przypuszcza się, że pochłonięcie fotonów światła przez kompleks melanopsyna - 
11 -czs-retinal prowadzi do aktywacji białka G /Gn z następującą stymulacją fosfolipazy 
C (PLC) i wzrostem wewnątrzkomórkowego stężenia wolnych jonów wapniowych 
([Ca2*].),  wywołującym tzw. falę wapniową [41,47,54], Do tej pory nie wyjaśniono do

’Pochłonięcie fotonów światła przez opsyny pręcików i czopków prowadzi do bardzo szybkiej i 
krótkotrwałej hiperpolaryzacji błony komórkowej, będącej wynikiem zamknięcia zależnych od 
cGMP kanałów kationowych w segmentach zewnętrznych komórek [35,50],
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końca, w jaki sposób aktywacja PLC uruchamia falę wapniową w komórce zawierającej 
melanopsynę. Prawdopodobnie w procesie tym uczestniczy inozytolo-1,4,5-trisfosforan 
(IP3), powstały w wyniku działania PLC, który uruchamia wewnątrzkomórkowe 
magazyny Ca2+ i podnosi stężenie [Ca2+]_ w komórce [32]. Sugeruje się ponadto, że w 
powstawaniu fali wapniowej istotną rolę odgrywają przepuszczalne dla Ca2 , nieselek- 
tywne kanały kationowe TRPC (ang. transient receptor potential cation channels) 
[47,54]. Budowa i funkcja kanałów TRPC jest zbliżona do kanałów typu Trp i Trpl, 
które występują w fotoreceptorach muszki owocowej i uczestniczą w procesie 
fototransdukcji [42].

Najnowsze badania wykazały, że podobnie jak w przypadku klasycznych fotorecep- 
torów [ 14,35], wrażliwość ipRGCs na światło ulega plastycznym zmianom w odpowiedzi 
na utrzymujące się stałe warunki oświetlenia [71 ]. W tzw. procesie adaptacji do światła, 
w czasie ekspozycji na światło o jednakowym natężeniu promieniowania dochodzi do 
stopniowego zmniejszania odpowiedzi elektro fizjologicznej komórek, czyli do ich 
desensytyzacji. Nowe bodźce świetlne, o wyższym natężeniu promieniowania niż 
wcześniejsze „tło”, do którego zaadaptowały się komórki, będą indukowały odpowiedzi 
o wzrastającej amplitudzie, dochodzi wówczas do resensytyzacji ipRGCs. Z kolei proces 
adaptacji do ciemności polega na stopniowej, trwającej nawet kilka godzin, pełnej 
odbudowie fotowrażliwości ipRCGs. Proces ten obserwuje się w komórkach siatkówek, 
które po długotrwałej ekspozycji na światło umieszczono w ciemności [71]. Przypuszcza 
się, że adaptacyjne zmiany ipRGCs do panujących warunków oświetlenia są najprawdo­
podobniej wynikiem zmian w szlaku przepływu sygnału z melanopsyny na kanały 
kationowe, a nie zmian w pracy samych kanałów. Fizjologiczne znaczenie zjawiska 
plastyczności ipRGCs jest dotychczas nieznane. Być może zdolność ipRGCs do zmian 
adaptacyjnych w odpowiedzi na „historię” oświetlenia siatkówki pozwala im rozpoz­
nawać i kodować zmiany w natężeniu oświetlenia w bardzo szerokim zakresie 
charakterystycznym dla zmian zachodzących w ciągu dnia (np. światło o wschodzie 
słońca - światło w południe - światło o zachodzie słońca) oraz o różnych porach roku. 
Umożliwiałoby to kluczowy udział tych komórek w regulacji zależnych od światła 
procesów chronobiologicznych przebiegających na długiej przestrzeni czasu (rytmy 
okołodobowe, rytmy sezonowe) [71].

ZMIANY EKSPRESJI MELANOPSYNY W PRZEBIEGU 
ROZWOJU OSOBNICZEGO

Oprócz systemu transdukcji sygnału i zdolności do fotoizomeryzacji chromoforu, 
kolejną cechą, która odróżnia melanopsynę od klasycznych opsyn pręcików i czopków, 
są zmiany w stopniu ekspresji tego białka w przebiegu rozwoju siatkówki. Melanopsyna 
pojawia się w rozwoju embrionalnym bardzo wcześnie, znacznie wyprzedzając rozwój 
pręcików i czopków (a następnie specyficznych dla tych fotoreceptorów opsyn) oraz 
nerwu wzrokowego. Ekspresję melanopsyny, podobnie jak i innych opsyn, które nie są związane 

rcin.org.pl



240 J. B. ZAWILSKA, K. CZARNECKA

z pręcikami i czopkami: peropsyny, encefalopsyny i RGR-opsyny (ang. retinal G-pmtein coupled 
receptor opsiri) [34], wykryto już u 9-tygodniowych płodów ludzkich [65].

Badania morfologiczne i elektrofizjologiczne dowodzą, że sygnalizacja wzrokowa w oku 
myszy pojawia się dopiero w dziesiątym dniu po urodzeniu (P10) [2,55]. U myszy pręciki i 
czopki powstają w czasie rozwoju embrionalnego, ale dojrzewają anatomicznie i funkcjonalnie 
dopiero w okresie postnatalnym [60,65]. Różnicowanie czopków opisano u 10-dniowych 
zarodków (E10), natomiast ekspresję genu kodującego opsynę UVS/VS w PI, a opsynę 
LWS - w P7. Z kolei różnicowanie pręcików w siatkówce myszy zachodzi w El2, ale 
ekspresja genu kodującego opsynę pręcikową jest wykrywalna dopiero w P5. Ponadto, 
błony segmentów zewnętrznych pręcików i czopków pojawiają się po raz pierwszy w 
P4-P6 i dojrzewają w pełni w P20. W okresie pomiędzy P10 i P20 obserwuje się dojrzewanie 
i akumulację w siatkówce myszy estru 1 l-cis-retinylu-prekursora 1l-czs-retinalu. Powyższe 
zmiany rozwojowe korelują w czasie z pojawieniem się odpowiedzi ON/OFF komórek 
zwojowych siatkówki myszy na światło.

Ekspresję melanopsyny w siatkówce myszy stwierdzono już w E10, tj. w tym samym 
czasie, kiedy w rozwoju embrionalnym tego gatunku pojawiają się komórki zwojowe siatkówki 
[60]. W siatkówkach wyizolowanych od noworodków mysich gęstość komórek zwojowych 
zawierających melanopsynę wynosiła 182/mm2, u myszy 4-dniowych-226/mm2, natomiast 
u myszy 14-dniowych-tylko 63/mm2 [60]. Zmiany liczby komórek zwojowych zawierających 
melanopsynę opisano także w przebiegu rozwoju siatkówki szczura [13]. Słaby sygnał, 
obecny w warstwie neuroblastycznej wewnętrznej, wskazujący na immunoreaktywność 
melanopsynową zarejestrowano najwcześniej w El8. Następnie liczba komórek 
melanopsynowych wzrastała aż do drugiego tygodnia życia. Komórki te występowały w 
warstwie komórek zwojowych. Należy podkreślić, że u szczurów w wieku od 1 do 12 dni 
ekspozycja na światło prowadziła do ekspresji c-Fos wyłącznie w tych komórkach 
zwojowych siatkówki, które zawierały melanopsynę [ 13,22,23].

W kontekście potencjalnej roli fizjologicznej melanopsyny i ipRGCs za niezwykle 
ważne można uznać wyniki badań nad rozwojowymi zmianami w elektrofizjologicznej 
odpowiedzi komórek zwojowych na światło. Badania te przeprowadzono na myszach 
dzikich i myszach z knockoutem genu kodującego melanopsynę (Opn4~ j [60]. W 
siatkówkach pobranych od myszy dzikich w wieku P0-P1 w 13,7% komórek zwojowych 
pod wpływem światła (o długości fali 470 nm) obserwowano zmiany w intensywności 
fluorescencji FURA-2 odzwierciedlające wzrost [Ca2+]. (falę wapniową). Zdecydowana 
większość (93%) zarejestrowanych zmian utrzymywała się do końca ekspozycji na 
światło. W wieku P4-P5 tylko 5,4% komórek zwojowych siatkówki odpowiadało falą 
wapniową na bodziec świetlny, przy czym około jednej czwartej tych odpowiedzi miało 
charakter przejściowy (szybki wzrost, a następnie spadek [Ca2"].). Wyeliminowanie 
potencjalnych sygnałów z pręcików i czopków (inkubacja siatkówek w obecności 
antagonistów glutaminergicznych receptorów jonotropowych i agonisty glutaminer- 
gicznych receptorów metabotropowych) nie zmieniało liczby komórek zwojowych 
odpowiadających na światło. Stanowi to dowód na to, że w siatkówce myszy występuje 
subpopulacja komórek zwojowych charakteryzujących się zdolnością do pochłaniania 
fotonów światła, a zatem bezpośrednią wrażliwością na światło [60]. Ponieważ w 
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siatkówkach pobranych od 4-dniowych myszy Opnf'' pod wpływem światła nie 
rejestrowano zmian w [Ca2+]., sądzi się, że światłoczułe komórki zwojowe zawierają 
melanopsynę. W tym miejscu należy podkreślić, że u 4-dniowych myszy dzikich, ale 
nie u myszy OpiuH', godzinna ekspozycja na światło indukuje ekspresję c-Fos w SCN 
[60]. U dorosłych, genetycznie zmodyfikowanych myszy (rdrd/cl), u których w wyniku 
mutacji doszło do zaniku pręcików i czopków, tylko 2,7% neuronów warstwy zwojowej 
siatkówki w odpowiedzi na światło wykazywało wzrost [Ca2 ], [60].

Badania elektrofizjologiczne przeprowadzone na wyizolowanych siatkówkach myszy 
[68] wykazały, że w tkankach pobranych od zwierząt 8-dniowych występujątrzy rodzaje 
światłoczułych komórek zwojowych zawierających melanopsynę. Komórki typu I (72% 
całej populacji ipRGCs) charakteryzują się długą, kilkusekundową latencją odpowiedzi 
na światło monochromatyczne (Xm.iks = 480 nm; subsaturacyjne natężenie promienio­
wania) i szybkim zanikiem odpowiedzi elektrofizjologicznej po wyłączeniu światła. 
Komórki typu II (15%) odpowiadają na bodziec świetlny z kilkusekundowym opóźnie­
niem, a ich wyładowania elektryczne powoli zanikają po wyłączeniu światła. Komórki 
typu III (13%) wykazują natomiast bardzo krótki czas latencji i najdłużej utrzymującą 
się odpowiedź. Wrażliwość na światło komórek typu II była 10-krotnie niższa od 
wrażliwości komórek typu I i III. Z kolei w siatkówkach myszy 5-tygodniowych 
występują tylko dwie klasy ipRGCs, którym ze względu na podobieństwa w zapisie 
odpowiedzi elektrofizjologicznych na światło nadano nazwy „dorosły” typ II i „dorosły” 
typ III. Przypuszcza się, że w czasie rozwoju siatkówki najprawdopodobniej dochodzi 
do przekształcenia się komórek typu I w komórki typu II [68].

Na podstawie zgromadzonych danych doświadczalnych przypuszcza się, że w późnym 
okresie embrionalnego rozwoju siatkówki najprawdopodobniej dochodzi do nadprodukcji 
światłoczułych komórek zwojowych zawierających melanopsynę, po czym po urodzeniu 
następuje faza szybkiego ich obumierania, trwająca kilka dni [ 13,23,60,63,68]. W ciągu 
dwóch pierwszych tygodni życia prawdopodobnie dochodzi także do intensywnego rozwoju, 
a następnie zmian morfologicznych drzewa dendrytycznego ipRGCs [13,68]. Od dnia 
narodzin, czyli zanim funkcjonalnie dojrzeją pręciki i czopki, światło aktywuje grupę 
komórek zwojowych tworzących szlak siatkówkowo-podwzgórzowy. Komórki te 
zawierają melanopsynę oraz PACAP; stanowią one podstawowy element odbioru tzw. 
niewzrokowej informacji świetlnej. W okresie dojrzewania siatkówki, kiedy zmniejsza się 
populacja komórek zwojowych zawierających melanopsynę, następuje wykształcenie 
się systemu odbioru informacji świetlnej opartego na fotodetekcji pręcików i czopków. 
Przypuszcza się, że klasyczne fotoreceptory stopniowo włączają się w system fotode­
tekcji niewzrokowej i dochodzi do wzajemnej integracji tych dwóch szlaków fotore- 
cepcyjnych - wzrokowego i niewzrokowego [3,8,60,63]. Spadek liczby melano- 
psynowych ipRGCs obserwuje się także u zwierząt starych [59,61], Uważa się, że w 
patomechanizmie zaniku ipRGCs istotną rolę może odgrywać redukcja, a następnie 
brak modulujących sygnałów ze strony pręcików i czopków. U starych myszy rd/rd cl 
liczba komórek zwojowych zawierających melanopsynę, w których obserwowano 
ekspresję c-Fos pod wpływem światła, była znamiennie niższa niż w siatkówkach myszy 
dzikich w tym samym wieku [61],
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ROLA FIZJOLOGICZNA

Komórki zawierające melanopsynę spełniają wiele kryteriów stawianych potencjal-nym 
kandydatom na fotoreceptory okołodobowe. W przeciwieństwie do klasycznych 
fotoreceptorów, komórki zawierające melanopsynę (ipRGCs bądź komórki, w których 
dokonano ekspresji genu Opn4) są najbardziej wrażliwe na fale o długości około 480 nm 
(promieniowanie w tym zakresie wywiera najsilniejsze działanie na układ okołodobowy 
kręgowców i odruch zwężania źrenicy) oraz kodują energię promieniowania świetlnego i 
rejestrują zmiany w natężeniu promieniowania zachodzące w ciągu dłuższego czasu 
[29,38,54], Obecność melanopsyny w obrębie rozbudowanego drzewa dendrytycznego 
ipRGCs pozwala na zbieranie informacji świetlnej z obszaru całej siatkówki [28]. Aksony 
ipRGCs docierają do struktur mózgowych odpowiedzialnych za wytwarzanie i regulację 
rytmów okołodobowych (SCN, IGL, jąder przedwzrokowych) oraz do OPN - struktury 
odpowiedzialnej za odruch zwężania źrenicy pod wpływem światła [5,11,20,24,26,28]. Myszy 
pozbawione genu kodującego melanopsynę (Opn4''), pomimo prawidłowego rozwoju 
komórek zwojowych siatkówki, wykazywały znamiennie osłabione następujące odpowiedzi 
behawioralne: zwężenie źrenic pod wpływem światła, indukowane przez światło przesuwanie 
faz okołodobowego rytmu aktywności ruchowej w warunkach kilkudniowej adaptacji do 
ciemności, wydłużanie cyklu rytmu aktywności ruchowej w warunkach kilkudniowej adaptacji 
do światła [29,38^40,44,48,57]. Całkowity zanik tzw. niewzrokowych odpowiedzi na światło 
obserwowano u myszy homozygotycznych z potrójnym knockoutem (Opn4'/', Gnatl f 
CngaS^'), a więc u zwierząt pozbawionych melanopsyny oraz funkcjonalnej fototransdukcji 
pręcikowej (knockout genu kodującego podjednostkę a transducyny-1) i fototransdukcji 
czopkowej (knockout genu kodującego podjednostkę 3 kanału A zależnego od cGMP) 
[29]. Ponadto, myszy math5''', u których w wyniku mutacji nie wykształcają się komórki 
zwojowe siatkówki i szlak siatkówkowo-podwzgórzowy (dochodzi zatem do genetycznego 
„odnerwienia” SCN), nie wykazywały synchronizacji rytmu aktywności ruchowej z 
warunkami oświetlenia środowiska [70], Powyższe dane, w połączeniu z sugestiami 
na temat wzajemnych powiązań funkcjonalnych pomiędzy światłoczułymi komórkami 
zwojowymi zawierającymi melanopsynę a neuronami siatkówkowymi przenoszącymi 
informacje od pręcików i czopków, pozwalają przypuszczać, że do zachowania 
prawidłowych odpowiedzi niewzrokowych konieczna jest obecność w oku zarówno 
fotoreceptorów okołodobowych (ipRGCs), jak i klasycznych fotoreceptorów. Przypusz­
cza się także, że sygnały wzrokowe mogą być modulowane przez światłoczułe komórki 
zwojowe [3,11,15,61].

Fakt, że komórki zwojowe zawierające melanopsynę rozwijają się wcześnie i są 
funkcjonalnie dojrzałe już w dniu narodzin [63], czyli znacznie wcześniej niż klasyczne 
fotoreceptory [46], podkreśla jak duże znaczenie odgrywa u ssaków synchronizacja 
rytmów okołodobowych z warunkami oświetlenia środowiska. System „widzenia 
chronobiologicznego” pozwala na szybkie przestawienie się kompleksu zegara biologicz­
nego z odbioru informacji o porze dnia zakodowanych w sygnałach wytwarzanych 
przez organizm matki (głównie w cząsteczkach melatoniny, która przechodzi przez
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łożysko i działa na receptory melatoninowe zlokalizowane w SCN płodu [64,66]) na 
odbiór sygnałów powstających pod wpływem światła w oku noworodka [63], Elektro- 
fizjologiczna aktywność komórek zwojowych zawierających melanopsynę w późnym 
okresie embrionalnym (spontaniczna) i we wczesnym okresie postnatalnym (zarówno 
spontaniczna jak i indukowana przez światło) sugeruje ponadto, że mogą one odgrywać 
istotną rolę w plastycznym dojrzewaniu struktur ośrodkowego układu nerwowego 
zaangażowanych w wytwarzanie i kontrolę rytmów okołodobowych [63],
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Streszczenie: W pracy przedstawiono pięć grup czynników (rozpuszczalne formy TLR, wewnątrzko­
mórkowe receptory, regulatory transbłonowe oraz czynniki redukujące ekspresję TLR i redukujące efekt 
TLR) działających hamująco na receptory Toll-podobne (TLR).

Słowa kluczowe: TLR, układ odpornościowy.

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) było dla współczes­
nych badaczy, jak pisze O’Neill [23], czymś nie mniej istotnym niż odkrycie dokonane 
przez Kolumba dla średniowiecznych Europejczyków. Poznanie i sklasyfikowanie ich 
jako zupełnie nowej klasy receptorów w obrębie PRR (pathogen recognition receptors') 
stworzyło zupełnie nową jakość w immunologii, w tym odporności naturalnej
[7,21,23,24,26].  Receptory Toll-podobne swoją nazwę zawdzięczają receptorom Toll u 
muszki owocowej, u której receptor ten odpowiedzialny jest za grzbietowo-brzuszny 
rozwój tych owadów oraz odporność przeciwgrzybiczą [7,21,24,26]. U ssaków zafascy-

rcin.org.pl



248 W. DEPTUŁA, P. NIEDŹWIEDZICA, B. TOKARZ-DEPTUŁA

nowanie tego typu receptorami wzięło swój początek od receptora TLR4, zidentyfi­
kowanego po raz pierwszy przez Medzhitova u człowieka [19]. Obecnie opisano 13 
TLR, dla większości których określono odpowiednie ligandy i drogi ich sygnałów 
wewnątrzkomórkowych [7,21,26], Wykazano także [7,21,26], że efektywność odpo­
wiedzi układu odpornościowego (UO) związana jest w głównej mierze ze specyficz­
nym wiązaniem się TLR z ligandami zarazków, co powoduje nie tylko przyśpieszenie 
reakcji UO, ale także zwielokrotnienie ich intensywności. Trandukcja sygnału, poprzez 
TLR, wzmacniającego reakcję elementów UO, wymaga obecności wielu białek, wśród 
których najważniejsze jest białko adaptorowe MyD88 (myeloid differentiation 88)
[7,16,21,25,26].  Niepodważalne znaczenie tej proteiny zostało udowodnione u myszy z 
jej niedoborem, u których zarejestrowano zupełny brak reakcji na stymulację 1L-1 i 
innych cytokin związanych z IL-1R (IL-18) [25]. Ponadto stwierdzono, że mysie 
makrofagi niemające MyD88 są niewrażliwe na lipopolisacharyd (LPS), peptydoglikan 
(PGN), lipoproteiny, CpG DNA (cytosine-phosphate-guanosine DNA) i flageliny 
bakteryjne - fundamentalne ligandy dla TLR [25,26]. Transdukcję sygnału, poprzez 
TLR, warunkują elementy strukturalne MyD88, w tym przede wszystkim domena TIR 
(Toll/interleukin-1 receptor), a także „domena śmierci” - FADD (Fas-associated 
death domain). Ta ostatnia indukuje apoptozę tylko w drodze zależnej od kaspaz. 
Wykazano [7,16,21,25,26], że ścieżki sygnalne poprzez receptory Toll-podobne są 
inicjowane w wyniku dimeryzacji TLR, co powoduje formowanie homodimerów (jak 
w przypadku TLR4) czy heterodimerów (jak w przypadku TLR2 i TLR1). Dalej droga 
sygnału pobudzenia prowadzi do interakcji domeny TIR TLR z domeną TIR cząsteczki 
adaptorowej MyD88 [7,16,21,25,26], poprzez fosforylację kinazy IRAKI i IRAK4 
(IL-1 receptor-associated kinase), które z kolei aktywowane są poprzez domenę 
śmierci FADD MyD88 [7,16,21,25,26]. Następny etap to uruchomienie TRAF6 
(tumour-necrosis factor-receptor-associated factor 6), który wchodzi w interakcje 
z komplek-sem składającym się z TAKI (transforrning growth factor-beta-associated 
kinase), TAB1 i TAB2 (TAK-bindingproteins), prowadząc także do fosforylacji tych 
dwóch ostatnich białek i translokacji TRAF6 i TAB1 do cytozolu [7,16,21,25,26]. 
Niektórzy autorzy podają [16], że TRAF6 może występować w tym układzie w 
kompleksie z enzymami wiążącymi ubikwitynę (ubiąuitin-conjugating enzymes) - 
UEV1 i UBC13. Dodać należy i to, że aktywacja czynnika TAKI w cytoplazmie 
prowadzi do aktywacji kinazy IkB (IKK-inhibitor ofNF-kB kinases), co w rezultacie, 
poprzez fosforyzację i degradację, doprowadza do uwolnienia NF-kB (nuclear 
factor-KB) [7,16,21,25,26]. Stan taki jest przyczyną wniknięcia NF-kB dojądra komór­
kowego i indukcji ekspresji genów niezbędnych dla cytokin prozapalnych, cząstek kosty- 
mulujących oraz antygenów kompleksu zgodności tkankowej (MHC) klasy I i II
[7,16,21,25,26].  Inne drogi aktywacji UO poprzez TLR, przebiegające niezależnie od 
MyD88, powodują, że reakcje te zachodzą w mniejszym natężeniu, są wolniejsze i 
mniej efektywne, co wykazano u makrofagów z niedoborem MyD88 [7,16,21,25,26].
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Do tej pory charakteryzując mechanizm łączenia się poszczególnych TLR między innymi 
z ligandami zarazków, opisywano i podawano jedynie ich aktywujący wpływ na elementy i 
reakcje UO [7,16,21,25,26], Prace z ostatnich miesięcy wskazujątakże na istnienie czynników 
negatywnej regulacji, to jest elementów hamująco oddziałujących na reakcję TLR - komórki 
UO makroorganizmów [16]. Jak dotychczas opisano pięć grup takich czynników i są to: 
rozpuszczalne formy TLR, wewnątrzkomórkowe receptory, regulatory transbłonowe oraz 
czynniki redukujące ekspresję TLR i redukujące efekt TLR (tab. 1).

TABELA 1. Charakterystyka czynników działających hamująco na receptory TLR

Czynniki negatywnej regulacji Rodzaj TLR, 
na który 
działaNazwa grupy Nazwa 

czynnika
Miejsce występowania Mechanizm działania

Rozpuszczalne sTLR2 mleko i surowica krwi Działa antagonistycznie do TLR2 TLR2
formy TLR sTLR4 nieznane Blokuje interakcję TLR4 i MD2 TLR4

Wewnątrz­
komórkowe

MyD88s głównie śledziona (ekspresja 
indukowana LPS)

Działa antagonistycznie do MyD88 TLR4

receptory IRAKM, 
IRAK 1,2,4

monocyty (ekspresja 
indukowana LPS)

Hamuje fosforylację IRAKI TLR4, 9

socsi makro lagi (ekspresja 
indukowana LPS i CpG)

Obniża działanie IRAK TLR4, 9

NOD2 nieznane Obniża działanie NF-kB, kontroluje 
sekrecję a-defensyn, indukuje 
ubikwitylację NEMO

TLR2

PI3K większość komórek Hamuje dziafanie p38, JNK, NF-kB TLR2,4,9
TOLLIP większość tkanek Autofosforyluje IRAK 1 TLR2, 4
A20 makroiagi (ekspresja 

indukowana LPS)
Deubikwityluje TRAF6 TLR2, 3,4, 9

Regulatory 
transbłonowe

ST2L makroiagi (ekspresja 
indukowana LPS)

Zakłóca działanie MyD88 i MAL TLR2,4,9

SIGIRR komórki nabłonkowe 
i niedojrzałe DC

Obniża działanie NF-kB TLR,4,9

TRAILR większość komórek i 
tkanek

Stabilizuje iKBa TLR2,3,4

Czynniki TRIAD3A większość komórek i tkanek Ubikwityluje TLR TLR4, 9
redukujące 
ekspresję TLR

TGF-B i
IL-10

większość komórek i tkanek Indukuje degradację MyD88. hamuje 
produkcję cytokin prozapalnych

TLR3. 4

Czynniki 
redukujące 
efekt TLR

FADD, 
kaspaza-8, 
NUR77

większość komórek i tkanek Apoptoza TLR2
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Rozpuszczalne formy TLR

Pierwszym elementem hamująco oddziałującym na receptory Toll-podobne są ich 
rozpuszczalne formy, tzw. sTLR (soluble TLR) (tab.l), które w sposób najbardziej 
bezpośredni oddziałują supresyjnie na reakcje odpornościowe [11,15,16], Dotychczas 
wykazano jedynie istnienie form rozpuszczalnych receptora TLR2 i TLR4, z tym że 
wśród sTLR2 opisano sześć izoform, których istnienie warunkowane jest modyfikacjami 
postranslacyjnymi tych receptorów błonowych [11,15,16], Formy sTLR2 i sTLR4 mają 
wielkość od 20 do 85 kDa i występują w stanie fizjologicznym w mleku ludzkim i 
surowicy krwi i wchodzą w interakcje z rozpuszczalnym CD 14 [ 15,16], Dzięki obecności 
sTLR2 dochodzi między innymi do zahamowania produkcji przez makrofagi IL-8 oraz 
TNF [15,16], Natomiast w przypadku izoformy sTLR4 stwierdzono, że ma ona 
możliwość łączenia się z wieloma produktami mRNA pojedynczej kopii genu TLR4, 
jednakże jak do tej pory nie zidentyfikowano czynnika powodującego ekspresję i indukcję 
TLR4 [ 11,16]. Ta rozpuszczalna forma sTLR4 składa się z 122 aminokwasów, z czego 
aż 86 wykazuje dużą homologię z domeną zewnątrzkomórkową TLR, utworzoną przez 
domeny z powtórzeniami bogatymi w leucynę LRR (leucine rich repeats) - mające 
zasadniczne znaczenie w rozpoznawaniu patogenów [7,25], Przyjmuje się, że sTLR4 
blokuje interakcję pomiędzy TLR4 i koreceptorami, takimi jak MD2 i CD 14, co w 
efekcie prowadzi do całkowitego zahamowania ścieżki sygnalnej TLR4 [11,16], Mecha­
nizm hamującego działania związany jest zatem z aktywowaniem receptora CD 14, w 
wyniku tworzenia kompleksu z glikoproteiną adaptorową MD2, co stwarza możliwość 
rozpoznania LPS bakteryjnego jako ligandu dla TLR4 [7], Stąd wnioskuje się, że te 
właśnie dwie rozpuszczalne formy TLR mogą służyć jako istotny element regulacji 
negatywnej, prowadzący do obniżenia intensyfikacji reakcji UO na patogeny i ich 
produkty, w wyniku rozpoznania ich przez Toll-podobne receptory [11,15,16], Ostatnio 
[8] opisano cząsteczkę RP105, pod względem struktury podobną do TLR4 i określoną 
jako homolog TLR4. Białko to wykazuje zbliżony mechanizm hamowania TLR4 jak 
sTLR4, to jest przez cząsteczkę MD2 i MDI. Ponadto wykazano [8], że fizjologicznie 
RP105 występuje na niedojrzałych komórkach dendrytycznych (DC).

Wewnątrzkomórkowe receptory

Innymi elementami, działającymi hamująco na TLR, są opisane różnorodne receptory 
wewnątrzkomórkowe, wśród których wyodrębniono siedem form, to jest: MyD88s, 
IRAKM, SOCS1, NOD2, PI3K, TOLLIP i A20 (tab. 1).

Jedną z podstawowych molekuł mających wpływ na hamowanie ścieżki sygnalnej 
TLR - głównie TLR4, jest skrócona forma podstawowej cząsteczki adaptorowej dla 
receptorów MyD88, to jest MyD88s, której ekspresję stwierdzono w śledzionie oraz w 
śladowych ilościach w mózgu [7,9,12,16,21,26], Wykazano także [9,12], że jej ekspresja 
wzmaga obecność LPS bakteryjnego. Nadekspresja MyD88s, mediowana LPS i IL- 
1, hamuje aktywację czynnika jądrowego NF-kB oraz sprzyja powstawaniu heterodi- 
merów MyD88-MyD88s, w obecności których molekuła IRAKI, mimo że bierze udział 
w ścieżce sygnalnej, nie podlega fosforylacji, co uniemożliwia interakcję MyD88s z 
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IRAK4 [9,12]. Nadto wykazano, że MyD88s, w przeciwieństwie do MyD88, hamuje 
również zdolność IRAK4 do fosforylowania IRAKI i z tego względu nie zachodzi 
interakcja pomiędzy MyD88s a IRAK4 i to jest następna droga negatywnego 
oddziaływania tejże molekuły w regulacji TLR4 [9,12],

Innym negatywnym elementem wewnątrzkomórkowym wpływającym hamująco 
na TLR4 i 9 jest białko IRAKM oraz kinazy IRAKI i 2 wraz z ich wariantami oraz 
IRAK4 [ 16,28]. Szczególnie istotną rolę w tym oddziaływaniu odgrywa IRAKM, które 
to białko wykazuje 30-40% homologię z innymi molekułami IRAK [28]. Pomimo faktu, 
iż nie został do końca poznany mechanizm działania IRAKM, wykazano, że kinaza ta 
hamuje fosforylację IRAKI i 4 oraz stabilizuje kompleks TLR-MyD88-IRAK4, co 
powoduje opóźnienie oddysocjowania IRAKI od kompleksu i hamowanie reakcji 
odpornościowych [16,28]. Dodatkowo wykazano, że nadekspresja wariantów IRAK2 
(IRAK2c i IRAK2b), hamuje aktywację czynnika NF-kB, który stymuluje wiele 
procesów w komórce, w tym także te, które prowadzą do podwyższenia odporności.

Kolejnym czynnikiem z tej grupy jest SOCS1, który wykazuje hamujące działanie 
na receptor TLR4 i 9. Rolę SOCS1 udowodniono w trakcie stymulacji LPS i CpG 
DNA myszy z defektem tego czynnika, u których stwierdzono śmierć tych zwierząt po 
trzech tygodniach na skutek posocznicy, mimo że ich makrofagi produkowały duże 
ilości cytokin prozapalnych i tlenku azotu [1,13,20]. Dodatkowo zarejestrowano u tych 
zwierząt wzmożoną fosforylację czynników, takich jak: STATI, IkBoc, p38 i JNK 
[1,13,20]. Istnieją także dowody, że SOCS1 obok wpływu na TLR4 i TLR9 działa na 
inne spośród tych receptorów, jednak regulacja ta jest pośrednia i związana jest z 
hamowaniem ścieżki syntezy IFN typu I [1,13,20].

Dalszym czynnikiem z grupy wewnątrzkomórkowych receptorów, który wykazuje 
hamujące działanie na TLR, jest proteina NOD2 (nucleotide-bindingoligomerization 
domain) [ 14,16,17,22], której supresyjny udział tylko wobec TLR2 został potwierdzony 
w czasie zakażeń bakteryjnych, choć rolę NOD2 udowodniono również w chorobie 
Crohna - schorzenia, którego etiologię łączy się z infekcją Mycobacterium avium 
subsp. paratuberculosis [7,14,17,22]. Obserwacje nad NOD2 dotyczą głównie reakcji 
TLR2 z PGN bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych. W badaniach tych wykazano, 
że komórki pozbawione NOD2, po połączeniu się TLR2 z PGN, charakteryzują się 
wzmożoną reakcją odpornościową, co świadczy o specyficznym - negatywnym 
hamującym efekcie tego czynnika [14,17,22]. Wykazano, że proteiny NOD2 i NOD1, 
występujące w komórkach mieloidalnych i nabłonkowych, łącząc się z LPS i PGN, 
aktywują czynnik jądrowy NF-kB poprzez kinazę RICK (receptor interacting serine/ 
threonine kinase) i w ten sposób udowodniono istnienie dodatkowej drogi rozpoznawania 
patogenów [10]. Ponadto wykazano ostatnio [18], że NOD2 ma również znaczenie w 
przebiegu syndromu Blau - rzadkiego genetycznego defektu autosomalnego, niezwią- 
zanego bezpośrednio z chorobą Crohna. Nadto NOD2 kontroluje także sekrecję 
antybakteryjnych a-defensyn oraz indukuje ubikwitylacjęNEMO [18].

Receptorem wewnątrzkomórkowym o działaniu negatywnym w stosunku do recepto­
rów Toll-podobnych jest także cząsteczka PI3K (tab. 1), której ekspresja ma miejsce 
w większości komórek makroorganizmów [5,16]. Działanie jej zostało udowodnione w 
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stosunku do TLR2, TLR4 i TLR9 wobec ligandów, takich jak: LPS, PGN i CpG DNA 
[5]. Główne zadanie tej cząsteczki związane jest z hamowaniem syntezy IL-12 oraz 
obniżeniem aktywności czynników p38, JNK i NF-kB, jak także z hamowaniem 
aktywności limfocytów T l [5].

Kolejnym czynnikiem z tej grupy wewnątrzkomórkowych receptorów hamująco 
oddziałujących na TLR jest białko TOLLIP (Toll-interactingprotein) (tab. 1), która 
to substancja reaguje z TLR i jest odpowiedzialna za autofosforylację IRAKI [ 16,29]. 
To ostatnie zjawisko może być przyczynąjej ubikwitylacji i degradacji, co uniemożliwia 
szybkie przeprowadzenie wielu reakcji prowadzących do prawidłowej odpowiedzi 
immunologicznej poprzez TLR [29].

Natomiast ostatnim z tej grupy elementem działającym hamująco na TLR2,3,4 i 9 jest 
białko A20, którego ekspresję stwierdzono przede wszystkim w makrofagach, choć także 
rejestruje się je w większości komórek. Działanie tego białka polega na deubikwitylacji 
TRAF6, co w konsekwencji prowadzi do translokacji NF-kB i obniżenia aktywności UO 
[3,16], Wykazano, że makrofagi myszy, w wyniku połączenia się TLR2 z PGN czy kwasem 
lipoteichowym, TLR3 z łańcuchem polyI:C oraz TLR9 z CpG DNA, niemające A20, 
produkują zwiększoną ilość cytokin prozapalnych. Stwierdzono także, że A20 bierze udział 
w zapobieganiu szokowi endotoksycznemu, gdyż hamuje odpowiedź immunologiczną 
powstającą w wyniku reakcji TLR-ów z LPS [3].

Regulatory transbłonowe

Do tej grupy czynników białkowych hamująco oddziałujących na receptory Toll- 
podobne, zalicza się ST2, SIGIRR oraz TRAILR (tab. 1). Receptor sierocy - ST2 
(określany również w wielu źródłach jako Tl, Fit-1, DER4) stanowi bardzo istotny 
element negatywnej regulacji TLR2,4 i 9, szczególnie ze względu na fakt występowania 
jego w dwóch formach, to jest ST2L i sST2. Ekspresja formy ST2L zachodzi w 
większości komórek organów hemopoetycznych, podczas gdy ekspresja rozpuszczalnej 
formy sST2 zachodzi tak w organach hemopoetycznych, jak i niehemopoetycznych 
[16]. Stwierdzono [ 16], że pomimo zdolności ST2L do aktywacji ścieżki sygnalnej MAPK 
(mitogen-activated protein kinase) nie dochodzi do aktywacji czynnika jądrowego 
NF-kB. Wykazano również [16], że poprzez formę sST2 negatywna regulacja TLR2 
dotyczy głównie chorób manifestujących się stanami zapalnymi [16], Inną hipotezę [4] 
o roli ST2 jako negatywnego regulatora TLR wysunięto na podstawie porównywania 
elementów strukturalnych, które biorą udział w reakcji łączenia się receptora TLR4 z 
jego ligandami. Dowiedziono, że forma ST2, której prolina w pozycji 431 została 
zastąpiona histydyną, nie miała hamującego wpływu na ścieżkę sygnalną TLR4 [4].

Również receptor SIGIRR zaliczany jest do receptorów sierocych i podobnie jak 
ST2L hamuje działanie TLR4 i 9, gdyż nie indukuje aktywacji czynnika jądrowego 
NF-kB [16,27]. Jego ekspresja ma miejsce na większości komórek nabłonkowych 
oraz niedojrzałych komórkach dendrytycznych (DC), co powoduje, że rola jego w 
aktywacji DC łączy się głównie z ich procesem dojrzewania [16,27].

Trzecim z tej grupy czynnikiem, który mimo braku domeny TIR w swej budowie 
należy także do rodziny TNF i który ma istotny wpływ na hamowanie aktywności 
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komórek poprzez TLR2, TLR3 i TLR4, jest TRAILR [16]. Wykazano, że ekspresja tej 
molekuły ma miejsce w większości komórek i tkanek [16]. Stwierdzono [16], że 
makrofagi zawierające TRAILR, mimo że dochodzi u nich do połączenia między TLR2, 
3 i 4 a ligandami, wykazują obniżoną produkcję cytokin, jako że TRAILR hamuje efekty 
wywoływane przez TLR poprzez stabilizację IkBoc [16].

Czynniki redukujące ekspresję TLR

Wykazano, że hamowanie działania TLR następuje w wyniku ekspresji TGF-[3 i IL-10 
oraz TRAID3A [6,16], Taki efekt uzyskiwany jest poprzez degradację TLR w drodze 
ubikwitylacji lub inhibicję ekspresji TLR przez cytokiny antyzapalne, na przykład TGF-[3 
(transforminggrowth factor-fi) oraz IL-10 [6,16], Mechanizm redukcji ekspresji TLR3 
i 4 opiera się na inhibicyjnym działaniu tych cytokin antyzapalnych [6,16]. Wykazano, że 
rola cytokiny TGF-[3 polega głównie na hamowaniu działania TLR4 i indukowaniu 
degradacji MyD88 poprzez proteosomy, natomiast działanie IL-10 wiąże się z hamowaniem 
produkcji cytokin prozapalnych, między innymi po stymulacji LPS, lipoarabinomannanem 
oraz innymi PAMP bakteryjnymi [6,16]. Ponadto wpływ na redukcję ekspresji TLR ma 
molekuła TRIAD3 A, występująca na większości komórek i tkanek (tab. 1), której zadaniem 
jest wiązanie domeny cytoplazmatycznej TLR4 i TLR9 [6,16].

Czynniki redukujące efekt TLR

Elementem, którego rolę udowodniono w hamowaniu reakcji wywoływanych poprzez 
receptory Toll-podobne, jest proces apoptozy warunkowany obecnością domeny śmierci 
- FADD w molekule MyD88, która redukuje efekt działania TLR2 [2,16]. Przypuszcza 
się, że efekt apoptyczny, który uzyskano w doświadczeniu z wykorzystaniem TLR2 na 
makrofagach, może dotyczyć również innych TLR, jako że czynnik MyD88 jest 
praktycznie niezbędny do pobudzenia ich działania [2,16]. Wykazano dwie drogi działania 
sygnału zmuszającego komórki do apoptozy - drogę zależną i niezależną od kaspaz 
[2,16]. W drodze zależnej od kaspaz, główna rola dotyczy kaspazy-8, a droga niezależna 
od tych cząsteczek przebiega przez receptor jądrowy NUR77 (miclear-dependent 
receptor route) [2,16]. Zatem stwierdzenie istnienia więcej niż jednej ścieżki prowadzącej 
do apoptozy komórek może dowodzić istoty tego mechanizmu [2,16].

PODSUMOWANIE

Opisanie pięciu grup czynników (rozpuszczalne formy TLR, wewnątrzkomórkowe 
receptory, regulatory transbłonowe oraz czynniki redukujące ekspresję TLR i redukujące 
efekt TLR) wpływających hamująco na efekt działania TLR wskazuje nowe kierunki 
badań dotyczących tych „superaktywatorów” UO. Odkrycie ich oraz opisanie ligandów, 
z którymi receptory te łączą się, spowodowało, że badania z tego zakresu nie tylko 
rzucają nowe światło na obraz i biologię odpowiedzi immunologicznych, ale także 
stwarzają możliwości poszukiwania nowych rozwiązań, w tym również w zakresie 
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terapii i zapobieganiu chorobom, głównie tła zakaźnego. Obecnie prezentowany obraz 
dotyczący elementów hamujących najważniejsze receptory odporności naturalnej, 
jakimi są TLR, może stanowić element „prawdy” dotyczącej wciąż tajemniczego 
współgrania ze sobą wielu elementów i procesów biologicznych w ustroju ssaków, w 
tym człowieka, których pobudzenie musi być także hamowane, bo rozpoznanie i 
niszczenie mikroorganizmów oraz innych antygenów łączy się i wynika z harmonijnego 
działania UO.
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RAK GRUCZOŁU KROKOWEGO W BADANIACH 
IN VITRO: CHARAKTERYSTYKA LINII 

KOMÓRKOWYCH PC3, DU145 I LNCaP*

IN VITRO STUDIES ON PROSTATE CANCER: CHARACTERISTICS 
OF PC3, DU145 AND LNCaP CELL LINES

Anna STACHURSKA, Michal WRONKA, Hanna M. KOWALCZYŃSKA

Zakład Biofizyki
Centrum Medyczne Kształcenia Podyplomowego w Warszawie

Streszczenie: W krajach wysoko rozwiniętych rak stercza jest drugą po raku płuc najczęstszą przyczyną 
śmierci mężczyzn. Wczesne wykrycie tego nowotworu pozwala na skuteczną terapię, jednak u chorych 
ze stwierdzonymi przerzutami szanse na wyleczenie znacznie maleją. Kluczowe w leczeniu raka gruczo­
łu krokowego jest zapobieganie przerzutom, dlatego w wielu laboratoriach prowadzone są badania mode­
lowych linii komórkowych, mające wyjaśnić molekularne mechanizmy powstawania przerzutów. Pomi­
mo bardzo wielu artykułów w czasopismach o zasięgu międzynarodowym, w piśmiennictwie polskim 
prace przeglądowe poświęcone tej tematyce są nieliczne. Celem niniejszego artykułu jest zaprezentowa­
nie aktualnego stanu wiedzy z zakresu badań in vitro nad rakiem stercza. Zebrano wyniki doświadczeń 
przeprowadzonych na klasycznych liniach komórkowych: PC3, DU145 i LNCaP wyizolowanych, od­
powiednio, z przerzutów do kości, mózgu i węzłów chłonnych. Opisano morfologię komórek i przy­
puszczalny mechanizm powstawania przerzutów. Omówiono cząsteczki adhezyjne i niektóre antygeny 
biorące udział w adhezji. Przedstawiono wyniki dotyczące zarówno mechanizmów hormonalnej regulacji 
wzrostu oraz migracji komórek, jak i unikania przez nie apoptozy.

Słowa kluczowe: rak stercza, DU145, PC3, LNCaP, adhezja komórek, cząsteczki 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 of solving the problem 
of the molecular mechanism of metastases, but despite many experiments some aspects of the 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.

WSTĘP

Gruczoł krokowy (stercz, prostata) jest narządem, który w męskiej populacji często 
ulega procesom chorobowym. Podczas gdy u młodych mężczyzn schorzeniem dominu­
jącym stercza jest zapalenie gruczołu krokowego (prostatitis), to u osób starszych (po 
40 roku życia) częściej występuje łagodny rozrost stercza (BPH, ang. benign prostate 
hyperplasia) i nowotwór złośliwy gruczołu krokowego (PCa, ang. prostate cancer) 
[37,38,65], Należy zaznaczyć, że żadne z tych schorzeń nie wyklucza jednoczesnego 
wystąpienia drugiego.

Przebieg procesu nowotworzenia w raku stercza jest trudny do przewidzenia. Zazwyczaj 
choroba rozpoczyna się od pojedynczego ogniska zlokalizowanego w zewnętrznej części 
gruczołu. W takiej postaci nie daje objawów i nazywa się stadium ograniczonym do narządu. 
Po pewnym czasie nowotwór rozrasta się, nacieka stercz i tkanki okołosterczowe, 
przechodząc w stan określany mianem raka miejscowo zaawansowanego. W tym czasie 
chory zaczyna odczuwać dolegliwości podobne do takich jak w łagodnym przeroście gruczołu 
krokowego, tj. częstomocz, parcia naglące i trudności w oddawaniu moczu. Z czasem 
komórki raka stercza mogą naciekać okoliczne tkanki, przemieszczać się drogą naczyń 
krwionośnych i limfatycznych do innych miejsc organizmu i tworzyć tam przerzuty. 
Wykazano, że wtórne ogniska przerzutowe są najczęstszą przyczyną zgonu pacjentów 
cierpiących na raka gruczołu krokowego [54],

W krajach wysoko rozwiniętych rak stercza jest najczęściej stwierdzanym nowotwo­
rem złośliwym. Według danych American Cancer Society, w 2004 roku rozpoznano w 
USA 230 000 nowych przypadków raka gruczołu krokowego; okazało się, że nowotwór 
ten był przyczyną śmierci ponad 30 000 mężczyzn, co klasyfikuje go na drugim po raku 
płuc miejscu pod względem śmiertelności [33]. Wczesne wykrycie tego nowotworu 
pozwala na skuteczną terapię, jednak u chorych ze stwierdzonymi przerzutami szanse 
na wyleczenie znacznie maleją.

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

MECHANIZM POWSTAWANIA PRZERZUTÓW 
NOWOTWOROWYCH

Powstawanie przerzutów jest procesem wieloetapowym, w którym właściwości 
adhezywne oraz zdolność komórek nowotworowych do aktywnego ruchu są ważnymi
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RYCINA 1. Schemat powstawania przerzutów nowotworowych (objaśnienia w tekście)

czynnikami determinującymi ich inwazyjność. Badania in vitro nad szczurzymi liniami 
komórkowymi raka stercza różniącymi się inwazyjnością przeprowadzone przez zespół 
Korohody i Madei pokazały, że oddziaływania homotypowe między komórkami nowo­
tworowymi oraz oddziaływania heterotypowe między komórkami nowotworowymi a 
prawidłowymi powodują wzrost średniej prędkości migracji komórek raka [41,43].

Opierając się na wynikach badań klinicznych i doświadczalnych można przyjąć, że 
mechanizm powstawania przerzutów jest podobny w przypadku różnych nowotworów. 
Początkowo rozwijający się nowotwór nie nacieka sąsiadujących tkanek (stadium 
przedinwazyjne) (rye. 1 A). Tworzenie przerzutów zapoczątkowuje inwazja sąsiednich 
tkanek, co jest związane z zanikiem połączeń między komórkami guza. Komórki 
rozpoczynają aktywną migrację przechodząc przez błonę podstawną, po czym przedostają 
się do naczyń krwionośnych lub limfatycznych (intrawazacja) (rye. 1 B). Uwolnione z 
guza komórki są przenoszone biernie przez krew do odległych miejsc w organizmie, gdzie 
adherują specyficznie do komórek śródbłonka naczyń (rye. 1 C) lub zostają mechanicznie 
zatrzymane w naczyniach włosowatych, gdzie mogą tworzyć zatory (rye. 1 C*).  W 
miejscu zatrzymania dochodzi do adhezji między komórkami nowotworowymi a komórkami 
śródbłonka, następnie komórki rakowe przemieszczają się między komórkami śródbłonka 
i wydostają się z naczynia (ekstrawazacja) (ryc.l D). Pod wpływem wielu czynników 
obecnych w miejscu, do którego przedostały się komórki, zaczynają one proliferować i 
tworzyć wtórne ogniska nowotworowe [52,66], a w guzach o średnicy większej niż 
0,2 cm dochodzi do procesu angiogenezy, co pozwala na dalszy rozrost tkanki nowo­
tworowej [19] (rye. 1 E).

Molekularny mechanizm tłumaczący, dlaczego rak gruczołu krokowego daje przerzuty 
w określone miejsca organizmu, nie został dotąd wyjaśniony. Powszechnie znana i 
akceptowana jest teoria „ziarna i gleby” (ang. „Seed and Soil ”). Według niej komórki 
nowotworowe (nasiona) krążą w organizmie, zakotwiczają się i namnażajątam, gdzie 
znajdą najlepsze warunki do wzrostu (gleba) [47]. W zaawansowanym stadium choroby 
przerzuty rozwijają się głównie w kościach, ale także w węzłach chłonnych, mózgu, 
wątrobie i płucach. Wśród pacjentów, którzy umarli z powodu raka stercza, stwierdzono 
obecność przerzutów do kości aż u 90% chorych [48].
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LINIE KOMÓRKOWE RAKA GRUCZOŁU KROKOWEGO

Badania in vitro nad liniami komórkowymi pochodzącymi z raka stercza trwają już od 
dwóch dziesięcioleci i są źródłem wiedzy na temat patogenezy tego nowotworu. Opisano 
kilkaset linii komórkowych wyprowadzonych z guza pierwotnego oraz z przerzutów [57]. 
Szczególnie intensywnie badane są trzy niżej wymienione linie komórkowe pochodzenia 
nabłonkowego, wyizolowane z najczęstszych miejsc przerzutów:
PC3 - linia po raz pierwszy opisana przez Kaighna [34]. Komórki tej linii wywodzą się 

z przerzutów do kości i charakteryzują się dużą inwazyjnością (stadium IV) [67]; 
DU145 - linia pochodząca z przerzutów do mózgu wyizolowana przez Stone'a [59], 

Komórki tej linii charakteryzują się stosunkowo małą inwazyjnością w porównaniu 
z komórkami PC3 (stadium II) [57,67];

LNCaP - linia komórek wyizolowanych po raz pierwszy przez Horoszewicza z prze­
rzutów raka gruczołu krokowego do nadobojczykowego węzła chłonnego [27], W 
badaniach in vitro charakteryzują się one stosunkowo powolnym wzrostem [67].

Komórki tych linii różnią się zarówno stopniem inwazyjności, jak i wrażliwością na 
leczenie hormonalne (PC-3, DU-145-linie niewrażliwe na terapię hormonalną, linia 
LNCaP-wrażliwa) i wydają się być dobrym modelem do badań in vitro nad rakiem 
stercza.

MORFOLOGIA KOMÓREK PC3, DU145 I LNCaP

Komórki opisywanych linii wykazują morfologię charakterystyczną dla komórek 
nowotworowych pochodzenia nabłonkowego, o czym świadczy ekspresja specyficznych 
cytokeratyn 8 i 18, brak desminy i czynnika VIII [67]. Morfologię komórek raka stercza 
przedstawiono na przykładzie komórek PC3 (ryc. 2). Wspólną cechą nowotworowych 
linii raka gruczołu krokowego jest obecność w komórkach anormalnych jąder, jąderek 
oraz mitochondriów. W cytoplazmie zwraca uwagę obecność ziarnistości i ciał tłusz­
czowych oraz duża liczba lizosomów i mitochondriów (ryc. 2 A), co świadczy o inten­
sywnym metabolizmie typowym dla komórek nowotworowych. Na zdjęciach z 
mikroskopu elektronowego widoczne są liczne charakterystyczne mikro wypustki (ryc. 
2 A,B). W hodowlach in vitro komórki PC3, DU145 i LNCaP wykazująbrak inhibicji 
kontaktowej, co prowadzi do wielowarstwowego wzrostu (ryc. 2 C,D). Wynika to 
przede wszystkim z różnic w budowie błony komórek prawidłowych i nowotworowych 
(np. odmienna glikozylacja białek i lipidów).

Stwierdzono, że w procesie powstawania przerzutów nowotworowych kluczową 
rolę odgrywają oddziaływania między komórkami nowotworowymi, między komórkami 
nowotworowymi a komórkami prawidłowymi oraz między komórkami nowotworowymi 
a macierzą zewnątrzkomórkową [42,68]. Oddziaływania te prowadzą do adhezji 
komórek, a receptory błonowe w nich uczestniczące zidentyfikowano zarówno na 
powierzchni komórek normalnych, jak i nowotworowo zmienionych.
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RYCINA 2. Morfologia komórek raka stercza (linia PC3). Obraz otrzymany z zastosowaniem mikroskopii 
elektronowej (A), widoczne organelle komórkowe (N - jądro, M - mitochondria, L - lizosomy, Mv - 
mikrowypustki); obraz otrzymany z zastosowaniem mikroskopii skaningowej (B), widoczne mikro- 
wypustki komórek (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 KOMÓREK RAKA GRUCZOŁU KROKOWEGO

Cząsteczki adhezyjne

Na każdym etapie procesu powstawania przerzutów raka stercza istotną rolę 
odgrywają cząsteczki adhezyjne (CAM, ang. cell adhesion molecules'). Na powierzchni 
komórek PC3, DU145 i LNCaP zidentyfikowano wiele typów CAM (tab. 1) należących 
do rodzin integryn, kadheryn i białek typu immunoglobulin. Rozmieszczenie i aktywność 
wyżej wymienionych cząsteczek decydują o procesie adhezji. Na żadnej z opisywanych 
linii komórkowych nie stwierdzono obecności selektyn.

Integryny - zbudowane są z dwóch połączonych niekowalencyjnie podjednostek 
a i p. W każdej z nich znajdują się trzy domeny: duża zewnątrzkomórkowa (aminotermi-
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TABELA 1. Występowanie cząsteczek adhezyjnych na powierzchni komórek raka stercza linii 
PC3, DU145 I LNCaP [3,4,7,10,13,20,30,36,45,50,56,58,62-65,70]

Cząsteczki 
adhezyjne

Ligandy Komórki raka stercza

PC3 DU145 LNCaP

Integryny

aiIbB3 fibronektyną, fibrynogen, 
trombospondyną,witronektyną

+ + brak danych-

Mi fibronektyną, osteopontyna + + -
fibronektyną, fibrynogen,kolagen , laminina, 
osteonektyna,osteopontyna,trombospondyną 
witronektyną

+ + +

osteonektyna,osteopontyna, witronektyną + - -
a2Bt kolagen, laminina + + +
a3Bt epiligryna,fibronektyną, inwazyna, kolagen, 

laminina
+ + -1-

a5B, fibronektyną, inwazyna + + +
a.B,6 4 laminina, osteopontyna, witronektyną + + +

Kadheryny

E-Kadheryny adhezja homotypowa + + +
N-Kadheryny adhezja heterotypowa + - -
P-Kadheryny adhezja heterotypowa + + -

Białka z rodziny immunoglobulin

ALCAM CD6, adhezja homotypowa - + +
ICAM-1 LFA-1, MAC 1 + + -

Selektyny - - - -

nalna), transbłonowa i mała wewnątrzkomórkowa (karboksyterminalna) [1,30]. Część 
zewnątrzkomórkowa może wiązać się z białkami macierzy zewnątrzkomórkowej (ECM, 
ang. extracellular matrix) i białkami błony podstawnej (fibronektyną, witronektyną, 
trombospondyną, lamininą i kolagenem) oraz z receptorami komórek śródbłonka - 
VCAM (ang. vascular cell adhesion molecules). Część wewnątrzkomórkowa wiąże 
się z cytoszkieletem aktynowym komórki przez białka pośredniczące, takie jak: talina, 
winkulina i a-aktynina (ryc. 3 A). Wyjątek stanowi integryna afJ34 wiążąca się do 
filamentów pośrednich, której obecność stwierdzono w hemidesmosomach [20,58], W 
wyniku interakcji domeny aminoterminalnej z określonym ligandem dochodzi do 
grupowania się i zwiększonej aktywności receptorów integrynowych. Następuje reor­
ganizacja cytoszkieletu, komórka zmienia kształt i rozpłaszcza się (ang. spreading). W 
efekcie dochodzi do utworzenia włókien naprężeniowych oraz kontaktów zognisko­
wanych [55]. W doświadczeniach polegających na usunięciu wewnątrzkomórkowej
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RYCINA 3. Schemat budowy cząsteczek adhezyjnych: integryny (A), kadheryny (B), białka z rodziny 
immunoglobulin (C), selektyny (D)

domeny integryn wykazano, że w komórkach nowotworowych, podobnie jak w 
normalnych, dochodzi do interakcji integryny z ligandem, nie zachodzi jednak dalsza 
część kaskady sygnałowej prowadzącej do powstania kontaktów zogniskowanych [2]. 
Integryny oprócz udziału w adhezji, funkcjonują jak klasyczny receptor błonowy i w 
sposób aktywny przekazują sygnał do wnętrza komórki [ 18,45]. Wtórnymi przekaźnikami 
sygnału integrynowego są cytoplazmatyczne kinazy MAPK (ang. mitogen-activated 
protein kinase) i FAK (ang. focal adhesion kinase). W niezmienionych nowotworowo 
komórkach aktywność tych kinaz decyduje o prawidłowym przebiegu kluczowych 
procesów, takich jak: migracja, różnicowanie i apoptoza. Komórki raka stercza wykazują 
zwiększoną aktywność MAPK i FAK, co powoduje zahamowanie procesu apoptozy i 
wzrost zdolności do migracji [20].
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Kadheryny - są to transbłonowe glikoproteiny, których funkcja zależy od jonów 
Ca+2. Ich domeny zewnątrzkomórkowe odpowiadają za homotypowe oddziaływania z 
kadherynami powierzchni innych komórek. Po wewnętrznej stronie błony komórkowej 
kadheryny oddziałują z cytoszkieletem przez białka - kateniny (ryc. 3 B). E-kadheryny 
odgrywają istotną rolę w początkowych etapach powstawania przerzutu, gdyż odpowie­
dzialne są za oddziaływania adhezyjne między komórkami nowotworowymi guza 
pierwotnego [42,63]; wysoka ekspresja E-kadheryn zapobiega odrywaniu się komórek 
[60]. Pokazano, że w komórkach raka stercza spadek ekspresji E-kadheryny i wzrost 
ekspresji N-kadheryn wiąże się ze zwiększoną zdolnością do tworzenia przerzutów 
[7,63]. Do zwiększenia inwazyjności komórek raka gruczołu krokowego mogą 
prowadzić także zaburzenia w funkcjonowaniu białek, takich jak kateniny [29,45].

Białka z rodziny immunoglobulin - zalicza się do nich cząsteczki adhezyjne, takie 
jak: ALCAM (ang. activated leukocyte cell adhesion molecule) i ICAM-1 (ang. 
intercellular adhesion molecules), które w swojej budowie zawierają domenę Ig-podobną 
(ryc. 3 C). W komórkach linii DU145 i LNCaP cząsteczki ALCAM znaleziono w 
miejscach kontaktów komórek guza, gdzie odpowiadają one za homo- i heterotypowe 
oddziaływania adhezyjne. Komórki linii PC3, które charakteryzuje brak funkcjonalnej 
a-kateniny, syntetyzują białko ALCAM w cytoplazmie, jednak nie jest ono transpor­
towane na powierzchnię błony komórkowej. Stwierdzono, że aktywność ALCAM jest 
warunkowana przez obecność w komórkach funkcjonalnych kompleksów E-kadheryn z 
a-kateninami. W doświadczeniach, polegających na transfekcji komórek PC3 
prawidłowym genem a-kateniny, wykazano, że dochodzi do formowania kompleksów 
E-kadheryn z a-kateninami i transportu ALCAM do miejsc kontaktu komórka-komórka. 
Ponieważ zaobserwowano, że spadek ekspresji ALCAM na powierzchni komórek wiąże 
się ze wzrostem inwazyjności nowotworu, cząsteczka ta jest dobrym wskaźnikiem 
zaawansowania choroby u pacjentów [62], Zarówno na komórkach PC3, jak i DU145 
wykazano obecność ICAM-1, natomiast cząsteczki tej nie mają komórki LNCaP. 
Ponieważ ligandem ICAM-1 jest receptor LFA (ang. lymphocyte function associated) 
obecny na powierzchni limfocytów, istnieje przypuszczenie, że brak ICAM-1 chroni komórki 
LNCaP przed cytotoksycznym działaniem komórek odpornościowych obecnych w 
węzłach chłonnych.

Selektyny - należą do glikoprotein, zawierających domenę lektynową, rozpoznającą 
reszty węglowodanowe na powierzchni komórek (ryc. 3 D). Na komórkach raka stercza 
nie stwierdzono obecności selektyn [50], wykazano natomiast obecność sialowanych 
glikoprotein, zawierających antygen Lewisa (SLeX, ang. sialyl Lewis X) i będących ligandami 
dla selektyn. Oddziaływanie sialowanych glikoprotein komórek raka stercza z E-selektynami 
komórek śródbłonka, powoduje chwilowe zatrzymanie i słabą adhezję komórek 
nowotworowych [14,15]. Dzięki inicjującemu oddziaływaniu selektyn i sialowanych 
glikoprotein, w kolejnych etapach tworzenia przerzutu możliwa jest silna adhezja poprzez 
inne cząsteczki adhezyjne i ekstrawazacja komórek nowotworowych [46].

rcin.org.pl



RAK GRUCZOŁU KROKOWEGO W BADANIACH IN VITRO 265

Receptory hormonów płciowych

Gruczoł krokowy podlega ścisłej regulacji hormonalnej. Stymulowane przez przysadkę 
komórki Leydiga znajdujące się w jądrach wydzielają testosteron, który przedostaje się 
do nabłonka gruczołowego stercza, przekształcając się w aktywny dihydrotestosteron 
(DHT, ang. dihydrotestosterone). Działając przez receptor dla androgenów (AR, ang. 
androgen receptor) DHT wpływa na syntezę białek indukując odpowiedź komórek 
nabłonkowych. Receptor AR jest jednym z czynników transkrypcyjnych, który po 
związaniu liganda stymuluje ekspresję genów odpowiedzialnych za rozwój i proliferację 
komórek [16].

W początkowych stadiach raka gruczołu krokowego, kiedy komórki wykazują mały 
stopień zróżnicowania, rozwój nowotworu uzależniony jest od obecności hormonów 
płciowych. W późniejszych stadiach komórki stają się androgeno-niezależne [ 17,32].

Opisywane linie komórkowe wykazują różną wrażliwość na wymienione hormony. 
Jedynie komórki LNCaP mają funkcjonalne receptory androgenów. Na skutek 
punktowej mutacji w genie receptora jego aktywność w komórkach nowotworowych 
jest dużo wyższa niż w prawidłowych. W komórkach linii DU145 wykryto wysoką 
ekspresję nieaktywnego receptora AR, co jest najprawdopodobniej spowodowane 
zmianą w obrębie domeny wiążącej, która uniemożliwia połączenie z ligandem. Natomiast 
komórki linii PC3 wykazują znikomą ekspresję prawidłowego receptora AR, dlatego 
testosteron nie ma wpływu na ich wzrost [67].

Synergistycznie z androgenami na funkcjonowanie gruczołu krokowego mają wpływ 
także estrogeny (estron i 17-p-estradiol), które regulują wzrost i różnicowanie komórek 
[16]. Pomimo to, że w badaniach in vitro wykazano hamujący wpływ estradiolu na 
wzrost komórek PC3, to zarówno w cytoplazmie komórek tej linii, jak i DU145 i LNCaP 
nie stwierdzono obecności receptora ER (ang. Estrogen receptor) [26], Wyniki prac 
poświęconych obecności receptora w komórkach raka stercza są jednak często 
sprzeczne, a zagadnienie to wymaga dalszych badań [26, 28, 40].

Receptory czynników wzrostu

TGF-P - spośród pięciu opisanych klas transformującego czynnika wzrostu (TGF, 
ang. transforming growth factor), w komórkach raka stercza PC3 i DU 145 zna­
leziono receptory dla TGF-P 1. Badania in vitro wykazały, że TGF-P 1 nie ma wpływu 
na wzrost androgeno-zależnej linii komórek LNCaP, natomiast w stopniu zależnym 
od dawki hamuje on rozwój komórek PC3 i DU145 [8,67]. Komórki tych dwóch 
linii mają także zdolność do syntezy i wydzielania aktywnej formy TGF-P 1 [5,12]. 

EGF i TGF-a-oba czynniki działają poprzez receptor nabłonkowego czynnika wzro­
stu (EGF, ang. epidermal growth factor), który zidentyfikowano na powierzchni 
komórek linii PC3, DU145, LNCaP. Wykazano, że komórki te mają zdolność do 
endogennej syntezy EGF i TGF-ot [67], i że oba te czynniki po związaniu z recep­
torem EGF stymulują wzrost komórek. W przypadku androgeno-zależnej linii 
LNCaP, uwrażliwienie komórek na autokrynne czynniki wzrostowe możliwe jest 
dopiero po stymulacji hormonami płciowymi, gdyż dochodzi wówczas do zwięk­
szenia ekspresji receptora [4,8].rcin.org.pl
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IGF - spośród dwóch typów receptorów wiążących insulinopodobny czynnik wzrostu 
(IGF, ang. insulin-like growth factor), w regulację proliferacji komórek gruczołu 
krokowego zaangażowany jest receptor wiążący prawie wyłącznie IGF-I. Wyka­
zano, że IGF-I stymuluje proliferację komórek PC3 i DU145, natomiast nie zaob­
serwowano stymulacji w przypadku komórek LNCaP [67].

FGF - komórki raka stercza linii PC3 i DU 145 syntetyzują endogennie czynnik wzrostu 
fibroblastów (FGF, ang. fibroblast growth factor). Na ich powierzchni obecny jest 
receptor dla tej cząsteczki. Okazało się, że tylko komórki linii DU 145 odpowiadają na 
FGF intensywniejszą proliferacją, natomiast w hodowlach PC3 czynnik ten nie wy­
wołuje takiego efektu [4,67]. Aktywacja receptora dla czynnika FGF (FGFR1) jest 
istotna we wczesnym stadium nowotworzenia [39]. Stymulacja komórek poprzez 
FGF powoduje aktywację czynnika wzrostu śródbłonka naczyń (VEGF, ang. vascu­
lar endothelium growth factor) indukującego angiogenezę [21].

ADHEZJA I MIGRACJA KOMÓREK RAKA GRUCZOŁU 
KROKOWEGO

W procesie powstawania przerzutów komórki raka stercza migrują z ogniska 
pierwotnego do kości, węzłów chłonnych, płuc, wątroby i mózgu. Zbadano, że u 
większości pacjentów głównym miejscem inwazji nowotworowej jest mikrośrodowisko 
szpiku [36]. Molekularne i komórkowe mechanizmy procesu nowotworzenia nie są 
dobrze poznane. Podczas rozrostu guza pierwotnego w komórkach położonych w 
strefie brzegowej dochodzi do zmniejszenia ekspresji E-kadheryn i wzrostu ekspresji 
N-kadheryn [51,61 ]. Prowadzi to do zmniejszenia oddziaływania pomiędzy komórkami 
nowotworowymi i zwiększenia oddziaływania komórek nowotworowych z komórkami 
otaczającej je mezenchymy, co powoduje odrywanie pojedynczych komórek od guza 
pierwotnego. W kolejnym etapie powstawania przerzutu istotną rolę odgrywa trombina, 
która przedostaje się do tkanki otaczającej nowotwór na skutek zjawiska opisanego 
jako „przeciekanie” śródbłonka [9]. Zarówno na komórkach raka gruczołu krokowego, 
jak i śródbłonka wykazano obecność receptora trombiny (PAR, ang. platelet activated 
receptor). Aktywacja PAR na powierzchni komórek raka stercza powoduje wzrost 
adhezji do białek macierzy oraz wydzielanie metaloproteinaz (MMP, ang. matrix 
metalloproteinases), kolagenazy, stromalizyny, gelatynazy [9], Enzymy te trawią ECM 
oraz błonę podstawną, co pozwala na migrację komórek nowotworowych do światła 
naczyń krwionośnych lub limfatycznych. Aktywacja białka PAR na powierzchni komórek 
nowotworowych powoduje również wzrost ekspresji integryn, takich jak: a1IbP3 i ocvPr 
Integryny te zidentyfikowano także na powierzchni płytek krwi. Ligandami a|IhP, oraz 
avp3 sąbiałka odpowiedzialne za krzepnięcie krwi (fibryna, fibrynogen) [6,64]. Białka 
te pośredniczą w oddziaływaniu komórek nowotworowych z płytkami krwi, co prowadzi 
do powstawania heterogennych, wielokomórkowych agregatów. Utworzenie agregatów 
umożliwia komórkom nowotworowym przeżycie, gdyż chroni je przed odpowiedzią 
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immunologiczną oraz działaniem sił fizycznych powodowanych przez warunki hydrody­
namiczne panujące w układzie krążenia [6]. Podczas procesu nowotworowego w orga­
nizmie rozwija się ogólnoustrojowy stan zapalny. Efektem tego jest wzrost stężenia cytokin 
prozapalnych w krwi obwodowej. Wykazano, że cząsteczki, takie jak: TNF-a stymulują 
komórki śródbłonka naczyń do zwiększonej ekspresji E-selektyn i cząsteczek VCAM 
[ 12], Na powierzchni komórek raka gruczołu krokowego ligandami E-selektyn śródbłonka 
sąglikoproteiny, takie jak: PSGL-1 (ang. P-selectin glycoprotein ligand-1), zawierające 
antygen SLeX [15]. Dzięki oddziaływaniom E-selektyn i sialowanych glikoprotein może 
dojść do „toczenia się” (rolling) komórek nowotworowych po warstwie komórek 
śródbłonka [ 14]. W wyniku zbliżenia komórek nowotworowych do komórek śródbłonka 
na odległość około 20 nm może dojść do początkowo słabych (docking), a następnie 
silnych oddziaływań adhezyjnych (locking) [46], W pierwszym etapie adhezji (docking) 
istotną rolę odgrywa oddziaływanie domeny węglowodanowej antygenu Thomsena- 
Friedenreicha komórek raka stercza z galektyną-3 komórek śródbłonka [23]. Dalszy 
etap tworzenia silnej adhezji obejmuje oddziaływanie integryn komórek nowotworowych 
z VCAM komórek śródbłonka. Następnie komórki nowotworowe przemieszczają się 
między komórkami śródbłonka, adherujądo białek ECM i migrują do miejsc, gdzie mogą 
utworzyć wtórne ognisko [52].

Pod wpływem czynników chemotaktycznych zaadherowane komórki nowotworowe 
mogą rozpocząć migrację do kości, a wzmożona aktywność PAR i MMPs umożliwia 
przechodzenie komórek nowotworowych przez śródbłonek [9], Do rozwoju guza 
wtórnego przyczyniają się także komórki obecne w mikrośrodowisku kości (osteoblasty 
i osteoklasty). Dostarczają one komórkom nowotworowym niezbędnych czynników 
angiogennych, adhezyjnych i wzrostowych [31,69].

Przy tworzeniu przerzutów do kości, w przypadku silnej adhezji komórek raka 
gruczołu krokowego do śródbłonka naczyń odbywającej się z udziałem integryn, 
podkreśla się znaczenie dimerów zawierających podjednostki 0, [12,14,20,56]. Duża 
liczba cząstek TGF-P w kostnej ECM stymuluje komórki raka stercza do ekspresji 
integryny 1 (receptor kolagenu I). W efekcie komórki nowotworowe adherują do 
macierzy szpiku, utworzonej głównie z kolagenu I i osteopontyny. Rozwój komórek 
nowotworowych w kości wymaga aktywności osteoblastów i osteoklastów. Osteoblasty 
wydzielają szereg czynników wzrostowych (bFGF, PDGF, EGF, IGF I, IGF II, BMPs, 
TGFoc), które bez osteolitycznej aktywności osteoklastów byłyby niedostępne dla 
komórek nowotworowych. Aktywacja osteoklastów przez komórki PCa powoduje 
bowiem resorpcję kości i uwalnianie czynników wzrostu, stymulujących podziały 
komórek nowotworowych i tworzenie przerzutów w kości [36].

Szczególną rolę w powstawaniu przerzutów raka gruczołu krokowego do kości 
przypisuje się integrynom oc^p3, które pośredniczą w adhezji i migracji komórek PC3 
oddziałując z osteopontyną i witronektyną [9,13,44,70]. Integryny asP|5 oraz
są istotnymi receptorami pośredniczącymi w oddziaływaniu komórek PC3 z fibronektyną 
[3,20]. Porównując oddziaływanie komórek PC3 z fibronektyną, lamininą, kolagenem i 
transferyną, zaobserwowano największe powinowactwo tych komórek do lamininy, 
natomiast nie zaobserwowano adhezji do transferyny [10,11].
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ZABURZENIA APOPTOZY KOMÓREK PC3, DU145 I LNCaP

Programowana śmierć komórek prawidłowych obejmuje szereg przemian bioche­
micznych (aktywacja kaspaz, wydzielanie cytochromu c, pojawienie się fosfatydylo- 
seryny na powierzchni komórki) oraz morfologicznych (obkurczanie komórki, konden­
sacja chromatyny i rozpad jądra). Apoptoza może być zapoczątkowana przez czynniki 
fizjologiczne, takie jak: hormony, cytokiny, wirusy, niefizjologiczne czynniki chemiczne 
(cytostatyki, wolne rodniki tlenowe) oraz czynniki fizyczne (promieniowanie UV i 
jonizujące) [53].

W początkowym etapie programowanej śmierci, w zależności od rodzaju bodźca 
i typu komórki, aktywowane są odpowiednie drogi sygnałowe: zewnątrzkomórkowa, 
indukowana przez ligand Fas oraz wewnątrzkomórkowa kaskada sygnałowa indukowana 
przez czynniki fizyczne powodujące wzrost wewnątrzkomórkowego stężenia Ca?. Te 
szlaki przekazywania sygnału prowadzą do aktywacji efektorowych kaspaz, fragmentacji 
DNA i śmierci komórki. Nieprawidłowo funkcjonujące szlaki apoptozy w komórkach 
mogą powodować transformację nowotworową. Badania ostatnich lat skoncentrowane 
na zrozumieniu molekularnych podstaw apoptozy mogą przyczynić się do zastosowania 
właściwej terapii nowotworów [35,53],

Linie komórkowe raka stercza, których wzrost nie zależy od hormonów płciowych 
(PC3 i DU 145), wykształciły szereg mechanizmów uniemożliwiających prawidłowy 
przebieg apoptozy. Zaburzenia te związane sąm.in. z nadekspresją białek antyapopto- 
tycznych Bclxl oraz Bcl-2 (ang. B-cell leukemia/lymphoma) [48]. Wymienione proteiny 
hamują apoptozę indukowaną przez wydzielanie wewnątrzkomórkowego Ca2' z ER 
oraz blokują uwalnianie cytochromu c i czynnika AIF (ang. apoptosis inducingfactor) 
do cytoplazmy. W efekcie prowadzi to do inaktywacji kaspazy 3 i 9 oraz do braku 
degradacji lamininy. W komórkach raka stercza niewrażliwych na terapię hormonalną 
stwierdzono też zwiększoną ekspresję kinazy IKK (ang. IkB kinase), wpływającej na 
wzrost aktywności czynnika transkrypcyjnego NF-kB (ang. nuclear factor kB) [22]. 
Czynnik ten jest regulatorem funkcji wielu białek przeżycia, takich jak: TRAF-1, 
TRAF-2 (ang. TNF-R- associated factor), Bcl-2, czy IAP (ang. inhibitory apoptosis 
protein). Oprócz funkcji antyapoptotycznych wpływa on także na proces angiogenezy
1 na inwazję komórek nowotworowych, powodując wzrost transkrypcji genów IL-8, 
VEGF oraz metaloproteinaz [24], Z progresją nowotworową związany jest także wzrost 
aktywności kinazy Akt hamującej apoptozę poprzez inaktywację białek Bad (ang. Bcl-
2 antagonist of celi death) i kaspazy 9. Podwyższony poziom mRNA białka Akt 
obserwuje się w komórkach PC3 i DU 145. Aktywacja drogi sygnałowej prowadzącej 
poprzez kinazy PI3K (ang. phosphatidylinositol 3-kinase) i Akt prowadzi do inakty­
wacji genów w receptorach AR [24].

Zahamowanie apoptozy w komórkach raka gruczołu krokowego może być również 
związane z inaktywacją czynników supresorowych: PTEN, p53, Binl oraz PAR4. 
Jednym z wiodących regulatorów cyklu komórkowego, apoptozy i różnicowania jest 
p53, którego brak lub mutacje prowadzą w komórkach PC3 i DU145 do nadmiernej 
proliferacji oraz hormonoopomości [49]. Czynnik ten powoduje wzrost aktywności 
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genów p21/WAF 1, bax fas/apol, co prowadzi do zahamowania apoptozy [25]. W 
komórkach PC3 i DU145 obserwuje się też zredukowaną ekspresję supresora Bin 1, 
który hamuje transformację nowotworową poprzez oddziaływania z czynnikiem c-myc. 
Bin 1 wpływa na apoptozę niezależną od kaspaz, tj. na obkurczanie komórki, wakuoli- 
zację cytoplazmy i degradację DNA. Jest on również induktorem śmierci komórek 
nowotworowych, w których amplifikowany jest czynnik c-myc [24],

W przypadku komórek LNCaP, których wzrost zależy od hormonów płciowych, 
ogólny mechanizm apoptozy jest podobny, zaobserwowano jednak pewne różnice 
dotyczące początkowego etapu procesu [48].

Na przebieg apoptozy w komórkach raka stercza ma także wpływ czynnik wzrostu 
TGF-P1. Hamuje on wzrost komórek nowotworowych głównie pochodzenia nabłonko­
wego poprzez wpływ na poziom inhibitorów cyklin p 15, p21 oraz p27. Komórki raka 
gruczołu krokowego (PC3, DU145) unikająapoptozy indukowanej przez TGF-01 poprzez 
utratę funkcjonalnych receptorów dla tego czynnika [5].

PODSUMOWANIE

Na podstawie prac omówionych w tym artykule można stwierdzić, że wyniki badań 
in vitro, przeprowadzanych przez ostatnie lata nad rakiem stercza, w znacznym stopniu 
przybliżają nas do poznania molekularnego mechanizmu powstawania przerzutów. 
Jednak liczne aspekty tego procesu pozostają niewyjaśnione i wymagają dalszych badań.
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Streszczenie: Powstawanie osteoklastów - osteoklastogeneza - jest procesem tworzenia wielojądrowych 
komórek zdolnych do resorbowania macierzy kostnej podlegającym precyzyjnej regulacji licznymi ścież­
kami sygnałowymi. Fuzja wywodzących się ze szpiku makrofagów, kontrolowana cytokinami oraz 
ligandami uwalnianymi lub eksponowanymi przez komórki kościotwórcze - osteoblasty - prowadzi do 
powstania wielojądrzastych osteoklastów. Omówiono strukturę i funkcję tych komórek oraz przedsta­
wiono wpływ czynników osteotropowych, cytokin i niektórych stanów patologicznych na proces 
powstawania tych komórek i ich aktywności.

Słowa kluczowe: makrofagi, oddziaływanie osteoblast/osteoklast, osteoklastogeneza, osteoklast.

Summary: Osteoclastogenesis - formation of polynuclear cells capable to resorb bone matrix, is tightly 
regulated by the number of signaling pathways. Fusion of bone marrow-derived macrophages, controlled 
by cytokines and osteoblast-bound ligands, leads eventually to formation of osteoclast. 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.

Dojrzałe osteoklasty, wyspecjalizowane komórki zdolne do degradacji organicznej i 
nieorganicznej komponenty macierzy kostnej, powstają w drodze zlania się (fuzji) 
jednojądrzastych komórek prekursorowych. Mechanizmy fuzji nie są w pełni wyjaśnione, 
a ich poznanie pozwoli na interweniowanie w proces osteoklastogenezy, a pośrednio w 
procesy resorpcji kości, tak ważne z uwagi na epidemiczne rozmiary osteoporozy. 
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Dojrzałe osteoklasty są dużymi komórkami wielojądrzastymi. W odróżnieniu od komórek 
ciał obcych, również wielojądrzastych, które powstają w niektórych typach reakcji 
zapalnych, osteoklasty są zdolne do resorbowania organicznej macierzy kostnej po jej 
uprzedniej demineralizacji poprzez wydzielanie protonów i jonów chloru. Osteoklast 
wyposażony jest więc w zestaw enzymów hydrolitycznych oraz w system, pozwalający 
na uwalnianie jonów chlorowych i wodorowych (przegląd [48]). Po wypłukaniu części 
nieorganicznej, którą stanowi hydroksyapatyt maskujący macierz organiczną, enzymy 
hydrolityczne mogą trawić elementy organiczne kości.

Uwalnianie jonów wodorowych oraz enzymów hydrolitycznych przez osteoklasty 
odbywa się w biegunie komórki przylegającym do resorbowanej kości, z którą łączy 
się na obrzeżu za pomocą receptorów dla witronektyny [25]. Na tym biegunie występuje 
system uwypukleń błony komórkowej, zwany rąbkiem koronkowym. Białka adhezyjne 
łączące się z sekwencjami RGD witronektyny macierzy kości uszczelniają styk 
osteoklastu z podłożem, umożliwiając miejscowe działanie uwalnianych drogąegzocytozy

RYCINA 1. Schemat dojrzałego osteoklastu resorbującego macierz kostną. Opis mechanizmów 
oddziaływania wymienionych czynników zamieszczony jest w tekście
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pęcherzyków lizosomalnych, zawierających enzymy proteolityczne (ryc. 1) [2,47]. W 
polaryzację dojrzałych osteoklastów zaangażowanych jest szereg cząsteczek sygnało­
wych (przegląd [47]). Morfologicznym wyrazem aktywności osteoklastycznej jest 
powstawanie od strony rąbka koronkowego ubytków macierzy kostnej, zwanych 
zatokami resorpcyjnymi (ryc. 2).

Oprócz obecności receptorów dla witronektyny, dojrzałe osteoklasty mają receptory 
dla czynnika wzrostu monocytów - M-CSF, dla kalcytoniny [25] oraz receptor RANK 
dla cytokiny RANK-L (ligand dla receptora aktywującego czynnik jądrowy kappa B - 
NFkB). Oprócz ekspresji receptora RANK dojrzałe osteoklasty charakteryzuje wysoka 
ekspresja transbłonowego białka DC-STAMP (ang. dendrytic cell specific transmem­
brane protein), proteiny specyficznej dla komórek dendrytycznych - jednej z postaci 
makrofagów. Osteoklasty charakteryzuje ponadto wysoka aktywność fosfatazy 
zasadowej winiano-opomej (ang. tartrate resistant alkaline phosphatase, TRAP), 
katepsyny K oraz metaloproteinazy MMP-9 [31]. Istnieje wiele godnych polecenia 
prac przeglądowych, poświęconych biologii osteoklastów omawiających te procesy 
szerzej [2, 15,47].

Prekursorowymi komórkami osteoklastów są wywodzące się ze szpiku komórki 
monocytame. Dzięki pracom nad generowaniem osteoklastów in vitro ustalono, że 
występują one wśród populacji GM-CFU [9], nie ma ich jednak w koloniach M-CFU. 
Czysta postać komórek prekursorowych ma fenotyp CD-14 [35], W warunkach hodowli 
osteoklastów in vitro komórki prekursorowe występują w populacji mononukleamych

RYCINA 2. Dojrzały osteoklast resorbujący heterotopową beleczkę kostną indukowaną u myszy 
przeszczepem ludzkich nabłonkowych komórek ustalonej linii WISH
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komórek krwi obwodowej [21] lub pępowinowej [39], we krwi pacjentów z ostrą 
postacią szpiczaka [17], w makrofagach uzyskiwanych z tkanek patologicznych [40], 
objętych procesem nowotworowym lub zapalnym [4], z błony maziowej pacjentów z 
osteoarthritis, z guzów osteoklastoma [25, 56]. Najczęściej stosowanymi w badaniach 
in vitro źródłami komórek prekursorowych są komórki uzyskane ze szpiku lub śledziony 
[12]. Także ustalona mysia linia monocytama, RAW 264.7jest zdolna do różnicowania 
się w komórki osteoklastyczne [20, 57, 62]. Interesujące jest, że proliferacja komórek 
prekursorowych nie jest warunkiem koniecznym dla powstawania dojrzałych osteoklas- 
tów [9].

AKTYWACJA DOJRZAŁYCH OSTEOKLASTÓW 
ORAZ POBUDZANIE OSTEOKLASTOGENEZY

Pomiędzy linią komórek osteoklastycznych a linią komórek kościotwórczych istnieje 
ścisłe powiązanie funkcjonalne (ryc. 3). Komórki osteoblastyczne, w tym komórki 
zrębowe szpiku, regulują aktywność osteoklastyczną za pomocą dwóch czynników. 
Po pierwsze, produkują ligand dla receptora RANK, który znajduje się na powierzchni 
osteoklastów. Jego pobudzenie poprzez związanie ligandu (RANK-L) uaktywnia NFkB, 
który transaktywuje szereg genów osteoklastu [ 1 ]. Drugim czynnikiem produkowanym 
przez osteoblasty jest osteoprotegeryna (OPG) - rozpuszczalny receptor-atrapa, mający 
powinowactwo do RANK-L (przegląd [7, 43]). OPG współzawodniczy z receptorem 
RANK o RANK-L, antagonizując działanie RANK. OPG okazała się być opisanym 
wcześniej czynnikiem hamującym osteoklastogenezę - OCIF [60], Związanie OPG z 
RANK-L uniemożliwia interakcję RANK/RANK-L, a więc nie dochodzi do aktywacji 
NFkB, a tym samym do aktywacji osteoklastu. Osteoprotegeryna jest więc czynnikiem 
przeciwdziałającym aktywacji osteoklastów. Podobne działanie wywiera też inny produkt 
aktywowanych osteoblastów - białko sFRP-1 (secreted Frizzled-related protein), 
także blokujące RANK-L [20]. Znanych jest wiele czynników, aktywujących osteoklasty 
i osteoklastogenezę. Są to deksametazon, który powoduje zahamowanie syntezy OPG, 
a wzrost ekspresji RANK-L w osteoblastach i komórkach zrębowych szpiku [44], 
witamina D3 [37, 53], czynnik martwicy nowotworów alfa (TNFa), którego działanie 
manifestuje się wzrostem ekspresji receptorów dla kalcytoniny, wzrostem ekspresji 
RANK oraz katepsyny K [28,38]. Ta ostatnia cytokina zwiększa również pulę komórek 
prekursorowych w organizmie [30]. TNF-alfa produkowany jest w znacznych ilościach 
w przebiegu reakcji zapalnych i to tłumaczy, dlaczego wielu procesom zapalnym 
towarzyszy resorpcja kości.

Inna cytokina - transformujący czynnik wzrostu beta (TGF-0) może również 
pobudzać osteoklasty przy braku dostępności RANK-L, ale jej wpływ na osteoklasto­
genezę zależy od czasu i długości trwania działania (patrz dalej).

Czynnik aktywujący kolonie granulocytamo-monocytame (GM-CSF), produkowany 
m.in. przez komórki prekursorowe osteoklastów - monocyty, podany jednocześnie z

rcin.org.pl



FUZJA PREKURSORÓW OSTEOKLASTÓW 1 REGULACJA AKTYWNOŚCI OSTEOKLASTÓW 277

RYCINA 3. Udział osteoblastów w fuzji prekursorów osteoklastów (opis w tekście)

białkiem chemotaktycznym dla monocytów - MCP-1 prowadzi do powstawania 
wielojądrzastych osteoklastów bez udziału RANK-L . W obecności RANK-L krótko­
trwała (2-48 godz.) ekspozycja GM-CSF aktywuje osteoklastogenezę, natomiast stała 
ekspozycja na GM-CSF prowadzi do generowania z prekursorów komórek dendrytycz- 
nych, zamiast osteoklastów [23].

Wpływ prostaglandyny PGE2 na osteoklastogenezę u ludzi i u zwierząt bywa 
odmienny. Mysie makrofagi w obecności PGE2 i RANK-L różnicująsię w osteoklasty, 
natomiast wobec komórek ludzkich PGE2 hamuje osteoklastogenezę.

Ostatnio dyskutowana jest rola receptorów purynergicznych w osteoklastogenezie 
[3, 5, 6]. Nukleotyd ATP jest czynnikiem proresorpcyjnym i stwierdzono, że wolne 
nukleotydy aktywują w osteoblastach RANK-L [8, 13, 14, 22]. Jednym z lepiej 
poznanych receptorów purynergicznych jest receptor P2X7, stanowiący błonowy kanał 
jonowy. Aktywacja tego receptora przez ATP prowadzi do wytworzenia porów w błonie 
komórkowej prekursorów osteoklastów. Aktywacja tych porów ma związek z fuzją 
komórek, gdyż blokada receptorów P2X7 zapobiega osteoklastogenezie właśnie przez 
zapobieżenie fuzji [16],

W niniejszym przeglądzie nie dyskutujemy szczegółowo roli parathormonu (PTH) w 
aktywacji osteoklastów, gdyż temat ten jest zbyt szeroki, wykraczający poza ramy tego 
opracowania. PTH aktywuje osteoklasty poprzez zwiększanie ekspresji RANK-L na 
osteoblastach, które, w przeciwieństwie do osteoklastów, mają receptory dla PTH. Wpływ 
PTH na przebudowę kości nie jest jednak jednoznaczny; niskie dawki PTH działają 
pobudzająco na osteogenezę, wyższe - są czynnikiem proresorpcyjnym.
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CZYNNIKI WYWIERAJĄCE HAMUJĄCY EFEKT 
NA GENEROWANIE OSTEOKLASTÓW

Spośród czynników negatywnie regulujących fuzję komórek CD 14+ w osteoklasty należy 
przede wszystkim wymienić wspomnianą uprzednio osteoprotegerynę (OPG) oraz, w 
odniesieniu do ludzi, prostaglandynę E2 [52]. Inhibitorem osteoklastogenezy jest także stała 
ekspozycja komórek prekursorowych na działanie GM-CSF oraz interferon gamma - 
produkty m.in. aktywowanych limfocytów T [42]. Jednak w przypadku pacjentów z 
osteopetrozą interferon gamma wzmaga osteoklastogenezę in vitro [32].

Leptyna, hormon sytości, wywiera hamujący efekt na osteoklastogenezę poprzez 
zwiększanie ekspresji OPG w komórkach osteoblastycznych i zrębowych szpiku [18], 
Również inhibitory proteasomów hamują osteoklastogenezę poprzez negatywny wpływ 
na aktywację NFkB [61]. Flawonoid kwercetyna również działa hamująco na proces 
powstawania osteoklastów w drodze hamowania przez RANK-L aktywacji NFkB 
oraz białka aktywującego AP-1 [57]. Białko sFRP-1, produkt osteoblastów pobudzanych 
PGE2 lub interleukiną 11 hamuje osteoklastogenezę poprzez hamowanie w komórkach 
prekursorowych sygnalizacji RANK-L [20].

UDZIAŁ TGF-p W PROCESACH OSTEOKLASTOGENEZY

Ta cytokina jest bardzo silnym modulatorem osteoklastogenezy, wywierającym różne, 
przeciwstawne efekty, w zależności od sposobu jej podania [26]. Ekspozycja prekurso­
rów CD 14+ na TGF-P przez krótki czas hodowli in vitro (1-7 dni) prowadzi do aktywacji 
osteoklastogenezy, mierzonej aktywnością enzymu TRAP+ i stopniem resorpcji matrycy 
kostnej. Jednakże ta sama cytokina, podawana przez cały czas hodowli (1-21 dni), 
wywiera efekt odwrotny - spadek liczby komórek TRAP+, spadek aktywności 
resorpcyjnej, spadek ekspresji enzymów hydrolitycznych - katepsyny K i metalo- 
proteinazy MMP-9. Ta stała ekspozycja TGF-P powoduje zahamowanie ekspresji 
receptora RANK. Stwierdzono również, że enzym MMP-9 może aktywować latentną 
formę TGF-P obecną w macierzy kostnej. Sugeruje się, że TGF-P ulega aktywacji 
przez MMP-9 pochodzącą z osteoklastów. TGF-P aktywuje w monocytach kinazę p38 
MAPK, odpowiedzialną za chemotaksję i proliferację monocytów. Uwzględniając te 
dane postuluje się, że TGF-P pobudza osteoklastogenezę ludzkich monocytów w drodze 
stymulacji szlaku p38 MAPK, odpowiedzialnego za chemotaksję monocytów, dostar­
czając „materiału” dla przyszłych osteoklastów. Natomiast ciągła ekspozycja na 
TGF-P, hamując ekspresję RANK, wpływa negatywnie na osteoklastogenezę poprzez 
osłabienie sygnalizacji RANK/RANK-L.

TGF-P, przy braku RANK-L, a w obecności M-CSF pobudza monocyty do 
różnicowania się w kierunku komórek zdolnych do resorbowania macierzy kostnej, ale 
pozbawionych cech morfologicznych osteoklastów [24].
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FUZJA KOMÓREK PREKURSOROWYCH

Dojrzałe osteoklasty powstają w drodze fuzji komórek jednojądrzastych. Dokładny 
mechanizm fuzji komórek wielojądrzastych - osteoklastów i komórek olbrzymich ciał 
obcych nie zostały w pełni wyjaśnione, choć znanych jest wiele czynników, promujących 
lub hamujących ten proces. Cytokiny, transformujący czynnik wzrostu alfa (TGF-oc) 
oraz naskórkowy czynnik wzrostu EGF pobudzają proliferację komórek prekursorowych 
osteoklastów [50]. Na powierzchni makrofagów występują molekuły odpowiedzialne 
za fuzję: E-kadheryna [33] oraz antygen CD44 [55]. Udział w fuzji mająchemokiny: 
RANTES (ang. regulated on activation normal T cell expressed and secreted - 
wydzielane przez aktywowane limfocyty T) oraz chemotaktyczne białko monocytów 
MCP-1 [27]. Dodanie tych chemokin do hodowli komórek prekursorowych pozwala 
na powstanie, przy braku w systemie RANK-L, wielojądrzastych komórek TRAP+, 
które jednak nie wykazują zdolności do resorbowania kości. Zdolność tę nabywają 
dopiero w obecności chemokiny MCP-1 oraz ligandu RANK-L.

Cyklosporyna A powodując w monocytach spadek ekspresji chemokiny MCP-1 hamuje 
sygnalizację RANK/RANK-L, ale dodanie do hodowli chemokin RANTES i MCP-1 
prowadzi do różnicowania się osteoklastów TRAP+, zdolnych do resorbowania kości [36].

CZYNNIKI PROMUJĄCE FUZJĘ PREKURSOROWYCH 
KOMÓREK OSTEOKLASTÓW

Celem uzyskania osteoklastogenezy w warunkach in vitro do środowiska hodowlane­
go musi być dodany czynnik wzrostu M-CSF oraz ligand (RANK-L) dla receptora 
RANK [23, 45, 47, 49, 51], Ich niedostatek lub brak hamuje lub uniemożliwia fuzję i 
osteoklastogenezę in vitro.

Ostatnio stwierdzono, że fuzja prekursorów zachodzi przy udziale transbłonowego białka 
DC-STAMP [59]. Jest to, siedmiokrotnie przechodząca przez błonę komórkową pętla 
łańcucha białkowego, występującego w komórkach dendrytycznych - jednej z postaci 
makrofagów. Okazuje się, że bardzo wysoką ekspresję tego białka wykazują dojrzałe 
osteoklasty oraz komórki olbrzymie ciał obcych. Mutanty zwierząt, niezdolnych do syntezy 
tego białka, nie wytwarzają ani osteoklastów, ani komórek olbrzymich ciał obcych.

Na makrofagach, ulegających fuzji, opisano specyficzny, niezdefiniowany antygen 
150 kD, nieobecny na makrofagach nieulegających fuzji, a przeciwciała monoklonalne 
wobec tego antygenu zapobiegają fuzji komórek [41], Białko CD44 wiąże się z 
receptorem dla tych przeciwciał, tak więc cząsteczka CD44, a także CD47 biorą udział 
w fuzji komórek prekursorowych [54]. Także wewnątrzkomórkowa domena antygenu 
CD44 (CD44-ICD), odcinana w makrofagach, aktywuje w jądrze czynnik transkryp- 
cyjny NFkB, niezbędny dla aktywacji osteoklastów [10]. Za homotypową fuzję 
makrofagów odpowiedzialny jest receptor MRF (ang. macrophage fusion receptor), 
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dla którego ligandem jest cząsteczka CD47. Dzięki temu receptorowi makrofagi 
„rozpoznają” się przed fuzją. Rolę receptora purynergicznego P2X7 w fuzji prekursorów 
omówiono wyżej. Do czynników promujących fuzję zalicza się także zasadowy czynnik 
wzrostu fibroblastów FGF-[3 [62] oraz czynniki aktywujące fosfoli-pazę A2. Aktywacja 
tej niezależnej od jonów wapnia fosfolipazy powoduje w komórkach wzrost ekspresji 
markerów siateczki endoplazmatycznej (ER). Powstawanie komórek wielojądrzastych 
w drodze fuzji prekursorów ma wiele cech wspólnych z fagocytozą [34]. Fuzja 
makrofagów związana jest ze „stapianiem się” błony komórkowej jednego makrofaga 
z błoną drugiego. Występuje tu analogia do fagocytozy cząsteczek opsonino-wanych 
(okrytych przeciwciałem). Polimeryzacja włókien aktynowych wokół two-rzącego się 
fagosomu jest cechą nie tylko endocytozy, ale wszystkich rodzajów fago-cytozy. a 
zahamowanie tej polimeryzacji, np. za pomocą cytocholazyny, całkowicie zapobiega 
fuzji makrofagów i wytwarzaniu wielojądrzastych komórek ciał obcych.

Fuzja makrofagów pod wpływem IL-4 odbywa się przy udziale receptorów mannozy, 
które są jednocześnie receptorami występującymi w procesach fagocytozy i endocytozy. 
Markery fagocytozy zachodzącej przy udziale retikulum endoplazmatycznego - 
calurexyna i calregulina - obecne są w makrofagach, ulegających fuzji i występują w 
większym stężeniu w miejscach zachodzącej fuzji błon. Markery te kolokalizują z 
miejscem wiązania Konkanawaliny A - lektyny wykazującej powinowactwo do mannozy. 
Może to sugerować, że podczas fuzji makrofagów siateczka endoplazmatyczna 
wykazuje ekspresję receptorów dla ligandu mannozy [34].

CZYNNIKI HAMUJĄCE FUZJĘ KOMÓREK 
PREKURSOROWYCH OSTEOKLASTÓW

Oprócz osteoprotegeryny (OPG) oraz białka sFRP-1, czynnikami znacząco hamujący­
mi wczesne etapy osteoklastogenezy są statyny-inhibitory reduktazy 3-hydroksy- 
3-metyloglutarylo-koenzymu A (HMG-CoA) [46]. Geranylogeranylacja białek G (Rho, 
Rac) potrzebna jest we wczesnych etapach osteoklastogenezy [11]. Podanie statyn, 
np. Mevastatyny, zapobiega powstawaniu osteoklastów, ale ten hamujący efekt statyn 
znosi podanie związków szlaku cholesterolowego - mevalonianu, famezylu i geranylo- 
geranylu [58], Zmniejszona synteza cholesterolu, będąca następstwem podania statyn, 
znacząco upośledza fuzję błon [29]. Także obniżony poziom LDL jest czynnikiem 
upośledzającym fuzję komórek.

Znajomość czynników regulujących fuzję komórek prekursorowych w osteoklasty, 
ich receptorów oraz czynników modulujących transdukcję wywołanego tymi ligandami 
sygnału, umożliwia ingerencję w mechanizmy prowadzące do patologicznej resorpcji 
kości. Poznane do tej pory i potencjalne, nowe cząsteczki, wpływające na ten proces, 
pozwolą w przyszłości na skuteczną terapię schorzeń związanych z zaburzoną funkcją 
osteoklastów.
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Streszczenie: Metalotioneiny to niskocząsteczkowe białka bogate w reszty cysteinowe, zdolne do wią­
zania metali ciężkich. Występują u niektórych Prokaryota, grzybów, roślin i zwierząt. Próby wyizolo­
wania natywnych białek roślinnych były zazwyczaj nieudane, jednak u wielu roślin jedno- i dwuliścien­
nych, a także u niektórych nagonasiennych i glonów zidentyfikowano geny kodujące metalotioneiny. 
Podobnie jak u zwierząt tworzą one małe rodziny genów, a ich ekspresja jest indukowana rozmaitymi 
czynnikami endo- i egzogennymi, w tym jonami metali. Jednak w przeciwieństwie do zwierzęcych 
homologów nie tworzą one zgrupowań na jednym chromosomie, ale są rozproszone w genomie. Więk­
szość metalotionein roślinnych ulega ekspresji tkankowospecyficznej. Sugeruje się, że roślinne metalo­
tioneiny uczestniczą w homeostazie metali niezbędnych do życia i detoksykacji szkodliwych jonów 
metali oraz chronią tkanki przed stresem oksydacyjnym.

Słowa 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 białka o niskiej masie cząsteczkowej (4-8 kDa) i dużej zawartości 
reszt cysteinowych, wiążące koordynacyjnie jony metali - stąd właśnie nazwa tych 
białek [2,7,9,47]. Pierwszy raz terminu metalotioneina użyli w 1957 roku Margoshes 
i Vallee, dla opisania białka wyizolowanego z kory nerki konia, które zawierało duże 
ilości kadmu i siarki [60].

TABELA 1. Charakterystyka metalotionein, podział wg [60]

Kla­
sa

Cechy Występowanie

I 20 reszt cysteinowych w konserwatywnych pozycjach 
w obrębie całego łańcucha białkowego, 
brak aminokwasów aromatycznych, 
cząsteczka białka zwija się w dwie domeny wiążące metale 
oddzielone od siebie krótkim odcinkiem aminokwasowym 
[19]

u niektórych grzybów, np. u 
Neurospora crassa i 
pieczarki dwuzarodnikowej, 
rozpowszechnione 
u zwierząt kręgowych, 
zwłaszcza u saków

11 struktura pierwszorzędowa, zwłaszcza rozmieszczenie reszt 
cysteinowych, nie odpowiada strukturze białek klasy I, 
u roślin reszty cysteinowe zgrupowane w dwóch domenach 
terminalnych, domena centralna o długości ok. 40 amino­
kwasów zawiera aminokwasy aromatyczne [14], 
u roślin ze względu na aranżację reszt cysteinowych 
podzielono metalotioneiny na cztery typy [14]

u niektórych Prokaryota, 
u większości grzybów, 
u roślin,
u zwierząt bezkręgowych

111 liniowe polimery dipeptydów y-glutamylocysteinowych, 
terminalnym aminokwasem najczęściej jest glicyna [14,66], 
syntezowane w drodze enzymatycznej [14,66]

kadystyny u niektórych 
grzybów [66], 
fitochelatyny u roślin [14]

Trzy dekady później Robinson i wsp. [60] odkryli, że większość jonów kadmu w 
komórkach bielunia indiańskiego związanych jest z peptydami indukowanymi przez 
metale, które później nazwano fitochelatynami (w tym samym roku zostały one zaliczone 
do metalotionein jako klasa III). Okazało się, że powstają one z glutationu w reakcji 
katalizowanej przez syntazę fitochelatynową i odpowiadają za detoksykację metali 
ciężkich [14, 60, 66]. Wraz z odkryciem białka Ec {early cysteine-labeled) zidentyfi­
kowanego u pszenicy [36] zniknęły wątpliwości co do istnienia u roślin metalotionein 
typu zwierzęcego. Próby wyizolowania natywnych białek z innych gatunków roślin 
skończyły się niepowodzeniem, chociaż uzyskano zrekombinowane białka w komórkach 
E. coli [25, 65]. W toku dalszych badań okazało się, że strukturalnie podobne białka i 
kodujące je geny występują u niektórych cyjanobakterii i są szeroko rozpowszechnione 
w świecie grzybów, roślin i zwierząt [2,7, 14,47]. Zdecydowaną większość roślinnych 
genów kodujących metalotioneiny zidentyfikowano u roślin okrytonasiennych zarówno 
jedno-, jak i dwuliściennych. Niewiele jednak wiadomo na temat ich homologów u 
roślin nagonasiennych i glonów, chociaż podobne geny zidentyfikowano u daglezji [8],
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TABELA 2. Klasyfikacja roślinnych metalotionein na podstawie aranżacji reszt cysternowych 
wg [14]

Typ 
metalo­
tioneiny

Liczba reszt cysteinowych i ich układ Występowanie w roślinach

Typ 1 12 reszt w motywach Cys-X-Cys kukurydza [18], groch [21], 
rzodkiewnik [14]

Typ 2 14 reszt w motywach Cys-Cys, Cys-X-Cys 
i Cys-X-X-Cys

pomidor [28], ryż [10], słonecznik 
bulwiasty [7]

Typ 3 10 reszt, część w motywach Cys-X-Cys jabłoń [58], rzodkiewnik [50], 
winorośl [17], batat [9]

Typ 4 wyjątkowo trzy domeny bogate w reszty 
cysteinowe, których część jest zgrupowana 
w motywach Cys-X-Cys

pszenica [36], kukurydza [69], 
rzodkiewnik [29], petunia [30]

a także morszczynu pęcherzykowatego [48]. Jednakże metalotioneiny przez nie 
kodowane mają odmienną strukturę, dlatego niezbędne są dalsze badania w celu ustalenia, 
czy również u tych gatunków obecna jest rodzina genów, podobna do tej, która występuje 
u roślin kwiatowych.

Niniejszy artykuł podsumowuje informacje dotyczące metalotionein roślinnych. Na 
temat fitochelatyn powstało wiele prac przeglądowych [13, 14, 56, 57, 60, 66, 72], 
dlatego zainteresowanego tym tematem czytelnika odsyłamy do nich.

KLASYFIKACJA METALOTIONEIN

Pierwsze próby usystematyzowania przedstawicieli metalotionein pojawiły się w 
latach siedemdziesiątych ubiegłego wieku, kiedy to wyodrębniono je jako osobną 
nadrodzinę białek [3]. Włączono do niej wszystkie te białka, które miały pewne cechy 
wspólne z pierwszą odkrytą metalotioneiną, wyizolowaną z nerki konia. Do tych cech 
należą: niska masa cząsteczkowa, wysoka zawartość reszt cysternowych zgrupowanych 
w charakterystycznych motywach Cys-X-Cys (gdzie w miejscu X występuje dowolny 
aminokwas), a także obecność metali związanych z tymi białkami poprzez grupy tiolowe 
reszt cysternowych. Jednakże obecność istotnych różnic pomiędzy białkami należącymi 
do nadrodziny przyczyniła się do jej podziału na trzy klasy, stworzonego na podstawie 
charakterystycznego wzorca rozmieszczenia reszt cysteinowych [14], Poszczególne 
klasy scharakteryzowano w tabeli 1 i 2, a przykłady roślinnych genów metalotionein 
należących do klasy II i ich zależności filogenetyczne przedstawiono na rycinie la i b.

Alternatywną klasyfikację zaproponowali Binz i Kagi [3]. Podzielili oni nadrodzinę 
metalotionein na piętnaście rodzin, uwzględniając zarówno podobieństwa w strukturze 
pierwszorzędowej, jak i zależności filogenetyczne. Warto zwrócić uwagę, że według 
tej klasyfikacji do metalotionein nie należą fitochelatyny.
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RYCINA 1. A. Porównanie sekwencji aminokwasowych roślinnych metalotionein. Reszty cysteinowe 
konserwatywne w obrębie każdego typu oznaczono gwiazdkami. Sekwencje aminokwasowe ustalono na 
podstawie sekwencji nukleotydowych genów kroplika żółtego (MS), grochu (PS), rzodkiewnika (AT), 
batata (IB), dębu korkowego (QS), jabłoni domowej (MD), słonecznika bulwiastego (HT), bananowca 
(MA), winorośli (W), aktinidii chińskiej (kiwi) (AD), pszenicy (TA), kukurydzy (ZM) i petunii (PH) 
[14, zmodyfikowane]. B - Dendrogram wykonany programem ClustalW, ukazujący zależności 
filogenetyczne między przedstawicielami czterech typów metalotionein

STRUKTURA GENU I ORGANIZACJA GENOMOWA
METALOTIONEIN

Dotychczas w genomowym DNA roślin zidentyfikowano sekwencje nielicznych 
genów kodujących metalotioneiny, jednak już te dane dostarczają pewnych informacji 
na temat ich struktury. Okazało się, że w przeciwieństwie do zwierzęcych, roślinne 
sekwencje promotorowe większości poznanych genów nie zawierają elementów 
odpowiedzi na metale, tzw. MRE (metal response element). U zwierząt to właśnie 
element MRE odpowiada za indukcję ekspresji genów metalotionein [60], Odbywa się 
to przy udziale czynnika transkrypcyjnego MTF1 (MRE-binding transcription factor), 
który po połączeniu z jonami cynku transportowany jest z cytoplazmy do jądra 
komórkowego i tam aktywuje geny metalotionein w odpowiedzi na metale ciężkie, 
stres oksydacyjny i niedotlenienie [35].

W przypadku roślin jedynie w promotorze genu LeMTti występuje przypuszczalny 
element odpowiedzi na metale, jednak Whitelaw [70] nie wykazał, czy jest on 
funkcjonalny. Ten sam gen wyizolował Giritch [28] (nazwał go LEMT1) i wykazał aż rcin.org.pl
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sześciokrotny wzrost ekspresji LEMT1 pod wpływem jonów cynku. Możliwe, że jony 
cynku działały indukująco dzięki obecności sekwencji obejmującej przypuszczalny 
element odpowiedzi na metale. Element o sekwencji TGCACACC występuje z kolei 
w promotorze genu PsMT Ą grochu. Różni się on od typowego elementu MRE obecnością 
adeniny w pozycji 6. Wcześniej wykazano, że występowanie w tym miejscu jednego z 
trzech pozostałych nukleotydów pozwala na normalną regulację ekspresji jonami metali. 
Natomiast sekwencja z nukleotydem adeninowym powoduje, że gen ulega stałej ekspresji 
na wysokim poziomie. Tak jest również w przypadku genu PsMTr

Elementy charakterystyczne dla genów roślinnych metalotionein, w tym regulujące 
ich ekspresję, przedstawiono w tabeli 3.

Roślinne geny kodujące metalotioneiny tworzą małe rodziny genów. Przykładowo u 
grochu występują dwa geny kodujące 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, MTlb [25] i MET 
[GenBank AB 176562] oraz dwa geny typu 2\ MT2 [25] i MET [GenBank AB 176563],

TABELA 3. Charakterystyka roślinnych genów kodujących metalotioneiny

Charaktery­
styczne 
elementy genu

Funkcja Sekwencja Występowanie

Elementy promotora

MRE Indukcja ekspresji 
pod wpływem 
jonów metali

TACGCGCG gen LeMTB pomidora między -495 
a -488 nt [70]

Element odpo­
wiedzi na ABA

Indukcja lub 
represja 
ekspresji

CACGTGGA gen Ec pszenicy między -608 
a -601 nt [36]
gen B22EL8 jęczmienia [40]

Element 
wzmacniający 
działanie etylenu

AATTCAAA gen LeMTB pomidora między -418 
a -411 nt [70]

Element G-box Indukcja ekspresji 
pod pływem 
stresu, światła, 
ABA, etylenu

CACGTG gen LeMTB pomidora między -150 
a -145 nt [70]

Introny

Brak intronów gen Ec pszenicy [36]

Jeden intron geny typu 1: u kukurydzy [18], 
kostrzewy czerwonej [45], grochu [21]

Dwa introny geny typu 2: u słonecznika bulwiastego 
[7], dębu korkowego [47], ryżu [14] 
oraz typu 3: u palmy olejowej [1]

rcin.org.pl



ROŚLINNE METALOTIONEINY 291

a u topoli aż sześć genów, po dwa z typu 1, 2 i 3 [41], U rzodkiewnika, ryżu i trzciny 
cukrowej występują geny kodujące wszystkie cztery typy metalotionein [14]. Niewy­
kluczone, że również u innych gatunków istnieje taka sytuacja i w bliskiej przyszłości 
uda się wyizolować geny pozostałych typów.

Lokalizacja genów na chromosomach, określona dla rzodkiewnika w wyniku 
sekwencjonowania genomu [14,74] oraz pomidora poprzez analizę RFLP [28], pozwoliła 
stwierdzić, że u tych roślin geny kodujące metalotioneiny są rozproszone w genomie. 
Podobnie jest u drożdży Candida glabrata i nicienia Caenorhabditis elegans [28], 
w przeciwieństwie do genomów ssaków, gdzie geny metalotionein znajdują się w bliskim 
sąsiedztwie [55].

EKSPRESJA ROŚLINNYCH GENÓW KODUJĄCYCH 
METALOTIONEINY

Wiele genów kodujących metalotioneiny ulega w tkankach roślinnych silnej ekspresji. 
Potwierdza to analiza ekspresji genów ryżu wykorzystująca procedurę SAGE (Serial 
Analysis of Gene Expression). Okazało się, że najczęściej występującym transkryptem 
w liściach jest mRNA metalotioneiny typu 3. Stanowi on prawie 3% wszystkich 
transkryptów. Zidentyfikowano go także pośród puli mRNA w tkankach niedojrzałych

TABELA 4. Organospecyficzna ekspresja roślinnych genów kodujących metalotioneiny

Organy Typy 
metalo­
tionein

Gatunki roślin

Bulwy typ i 
typ 2

batat [33] 
słonecznik bulwiasty [7]

Korzenie typ i 
typ 2 i 3

kroplik żółty [19], groch [21], rzodkiewnik [26] 
pomidor [28], batat [9]

Łodygi typ i 
typ 2 
typ 3

batat [33]
batat [9], słonecznik bulwiasty [7] 
batat [9]

Liście typ i 
typ 2 
typ 3

rzodkiewnik [26], batat [33]
rzodkiewnik [73,50,26], pomidor [28], batat [9], słonecznik bulwiasty [7] 
jabłoń [58], batat [9]

Pąki typ 2 słonecznik bulwiasty [7]

Kwiaty typ 2 pomidor [28], kapusta pekińska [38]

Owoce typ i 
typ 2 
typ 3

gruszka japońska [34],
jabłoń [58], gruszka japońska [34] 
kiwi [42], jabłoń [58], winorośl [17], palma olejowa [1]
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nasion, jednakże w znacznie mniejszej ilości - spośród 100 najczęściej występujących 
tam transkryptów, uplasował się on na pozycji 42. Natomiast 28 pozycję na tej liście 
zajął transkrypt metalotioneiny typu 4 [27].

Geny kodujące metalotioneiny ulegają ekspresji pod wpływem różnych czynników 
zarówno endogennych, jak i egzogennych. U zwierząt wzrost stężenia metalotionein w 
komórce zależy od rozmaitych czynników chemicznych, tj. hormonów, cytokin, etanolu, 
kwasu masłowego, czynników alkilujących, endotoksyn, chloroformu, czterochlorku 
węgla, a także czynników stresowych, np. głodu, infekcji, szoku termicznego, 
naświetlania promieniami UV i Roentgena [2,22,24, 53, 71 ].

Przykłady czynników oraz mechanizmy ich oddziaływania na ekspresję metalotionein 
roślinnych przedstawiono w tabelach 4,5 i 6. Najszerzej badano działanie jonów metali. 
W większości przypadków przyczyniały się one do wzrostu poziomu transkrypcji, chociaż 
u kroplika żółtego powodowały one represję ekspresji [19]. Obniżona ekspresja metalo­
tionein przy dużej koncentracji jonów metali w środowisku może świadczyć, że takie 
białka są bardziej potrzebne w przypadku niskiego stężenia jonów metali. Wówczas 
działają one jako wydajne transportery tych jonów, dostarczające je do ważnych 
metaloprotein komórkowych [25]. U niektórych roślin synteza mRNA metalotionein

TABELA 5. Ekspresja roślinnych genów kodujących metalotioneiny pod wpływem jonów 
metali

Jony 
metali

Wpływ na 
ekspresję 
genów 
metalotionein

Typy 
metalo­
tionein

Gatunki roślin

Miedź indukcja typ i

typ 2

liście rzodkiewnika [50], korzenie i pędy kostrzewy 
czerwonej [45]
siewki rzodkiewnika [50]

represja typ i 
typ 2

korzenie kroplika żółtego [19] 
łodygi słonecznika bulwiastego [7]

Cynk indukcja typ i 
typ 2

liście rzodkiewnika [50] 
siewki rzodkiewnika [50]

represja typ 2 łodygi słonecznika bulwiastego [7]

Kadm indukcja typ i

typ 2
typ 3

liście rzodkiewnika [50], korzenie i pędy kostrzewy 
czerwonej [45]
siewki rzodkiewnika [50] 
rzodkiewnik [43]

Nikiel indukcja typ i 
typ 2

liście rzodkiewnika [50] 
siewki rzodkiewnika [50]

Srebro indukcja typ i 
typ 2

liście rzodkiewnika [50] 
siewki rzodkiewnika [50]
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TABELA 6. Pozostałe czynniki wpływające na ekspresję roślinnych genów kodujących 
metalotioneiny

Czynnik Typy 
metalo- 
tionein

Gatunki roślin

Kwas abscysynowy typ 2
typ 4

ryż [32]
zarodki pszenicy [36], zarodki kukurydzy [69]

Etylen typ i
typ 2

gruszka japońska [34] 
batat [9]

Wysoka temperatura typ i 
typ 2

ryż [31,32]
ryż [32], rzodkiewnik [49], dąb korkowy [47]

Niska temperatura typ 2 i 3 jabłoń [58]

Stres oksydacyjny typ 2 dąb korkowy [47]

Stres osmotyczny typ i 
typ 4

rzodkiewnik [20] 
kukurydza [69]

Niska zawartość składników 
odżywczych w podłożu

typ i 
typ 2

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

Silne światło typ i rzodkiewnik [20]

Susza typ i rzodkiewnik [20,59]

Ciemność typ i 
typ 2

rzepak [6] 
batat [9]

Zranienie typ i 
typ 2

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

Atak patogenów typ i
typ 2

rzodkiewnik [59] 
Nicotiana glutinosa [12]

Procesy fizjologiczne: 
kiełkowanie pyłku 
rozwój embrionalny 
dojrzewanie owoców 
starzenie się organów

nekroza
apoptoza

typ 4 
typ 4 
typ 2 i 3 
typ i 
typ 2 
typ 3 
typ i 
typ i

petunia [30]
pszenica [36], kukurydza [69] 
jabłoń [58]
liście batata [33], rzodkiewnika [26], rzepaku [5] 
liście batata [9]
liście winorośli [17], płatki kwiatów alstremerii [4] 
rzepak [6] 
czarny bez [15]
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indukowana była obniżoną zawartością żelaza w podłożu. Tak było w przypadku 
transkryptu LEMT1 (LeMTB) u pomidora oraz jęczmienia. Jednakże w warunkach 
niedoboru żelaza rośliny akumulowały więcej miedzi, manganu i cynku i prawdopodobnie 
to było przyczyną podwyższonej ekspresji genów kodujących metalotioneiny [28].

PRODUKTY BIAŁKOWE

Jak to zostało wspomniane we wstępie, metalotioneiny to białka o niskiej masie 
cząsteczkowej - poniżej 7000 Da, bogate w reszty cysteinowe, poprzez które wiążąjony 
metali. Są to monomery zbudowane z prostego łańcucha białkowego, u ssaków mającego 
długość około 60 aminokwasów [60], Metalotioneiny zazwyczaj zawierają dwie domeny 
wiążące metale, które po połączeniu z Ugandami nadają białku konformację hantelki [ 14] 
-jej rączka to krótki mostek aminokwasowy łączący dwie domeny (główki hantelki). 
Jakkolwiek wyizolowano wiele zwierzęcych metalotionein i dobrze poznano ich strukturę, 
to jednak u roślin sytuacja jest odmienna. Do tej pory udało się wyizolować i oczyścić w 
całości tylko jedno białko - Ec. W związku z tym przyjęło się nazywać geny roślinne 
„genami podobnymi do genów metalotionein” (,jnetaUothionein-like geneś”) w obawie, 
że nie ulegają one translacji. Wydaje się to jednak mało prawdopodobne biorąc pod uwagę 
fakt, że produkty transkrypcji wielu z nich obecne są w tkankach na wysokim poziomie i 
geny te kodują białka podobne do metalotionein zwierzęcych i grzybowych, z zawartym 
w ich sekwencji znanym motywem odpowiedzialnym za wiązanie metali [14]. Ponadto 
cząsteczki mRNA powstające na matrycy tych genów zawierają sygnał poliadenylacji 
(AAUAA) i ogon poli A; tak jest np. u pszenicy [36], kostrzewy czerwonej [45], kapusty 
pekińskiej [38], dębu korkowego [47] czy kroplika żółtego [19]. Transkrypty u tego 
ostatniego zawierają ponadto sekwencje miejsca wiązania do rybosomu, obecne są one 
również w transkryptach genu LeMTĄ pomidora [70].

Istnieją dowody wskazujące, że również pozostałe roślinne geny kodujące metalotio­
neiny ulegają translacji. Murphy i wsp. [50] wyizolowali z siewek rzodkiewnika trzy 
frakcje niskocząsteczkowych białek (o wielkości 4,5 kDa, 7 kDa i 8 kDa) bogatych w 
reszty cysteinowe i zdolnych do wiązania miedzi, co potwierdziła chromatografia 
powinowactwa. Białko o wielkości 8 kDa zdolne było również do wiązania cynku. 
Analiza sekwencji wykazała, że badaczom udało się wyizolować fragmenty metalo­
tionein rzodkiewnika (ryc. 2). Frakcja o najniższej masie cząsteczkowej zawierała dwa 
peptydy składające się na jedną trzecią sekwencji aminokwasowej przewidzianej dla 
produktu genu MTla. Frakcja o wielkości 8 kDa zawierała peptyd odpowiadający 
przypuszczalnej sekwencji MT2a i dwa fragmenty identyczne z częścią sekwencji 
przewidzianej dla MT2b. We frakcji o pośredniej wielkości otrzymano trzy peptydy, 
składające się na 45% przypuszczalnej sekwencji MT3. Murphy wykazał również, że 
wzory akumulacji białka MT1 i MT2 odpowiadają wcześniej ustalonemu wzorowi 
akumulacji mRNA, co potwierdziła analiza z użyciem przeciwciał skierowanych 
przeciwko MT1 i MT2. Ponadto przeciwciała skierowane przeciw MT2 reagowały z 
dwoma białkami o wielkości ok. 8 kDa, co jest zgodne z wynikami badań wskazującymi 
na istnienie dwóch izoform genu, MT2a i MT2b.rcin.org.pl
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RYCINA 2. Sekwencje aminokwasowe metalotionein rzodkiewnika, ustalone na podstawie sekwencji 
nukleotydowych kodujących je genów. Podkreślono fragmenty, które zostały wyizolowane i zsekwen- 
cjonowane (wg [50] zmodyfikowane)

MTla MAD5NCGCG5 SCKCGDSCSC EKNYNKECDN CSCG5NC5CG SNCNC
MT2a MSCCGGNCGC 

NAENDACKCG
GSGCKCGNGC 
SDCKCDPCTC

GGCKMYPDLG
K

FSGETTTTET FVLGVAPAMK NQYEASGESN

MT2b MSCCGGSCGC 
DAZKCGSDCK

GSACKCGNGC
CNPCTCK

GGCKRYPDLE NTATETLVLG VAPAMNSQYE ASGETFVAEN

MT3 MSSNCGSCDC
CVNCTCCPN

ADKTQCVKKG TSYTFDIVET QESYKEAMIM DVGAEENNAN CKCKCGSSCS

Kolejny dowód na istnienie metalotionein roślinnych dostarczył de Miranda z wsp. 
[19], Podczas prób izolacji fitochelatyn z kroplika żółtego wyizolowano również 
niskocząsteczkowe białka wiążące miedź, niebędące y-glutamylocysteinyloglicynami. 
Skład aminokwasowy i wielkość otrzymanych peptydów odpowiadała dwóm terminal­
nym domenom metalotioneiny. Wcześniejsza analiza komputerowa przypuszczalnej 
sekwencji aminokwasowej metalotioneiny kroplika przewidywała dla dwóch domen 
bogatych w reszty cysteinowe konformację zwiniętą, natomiast rozciągniętą dla domeny 
centralnej. Możliwe, że ta domena jest wycinana i w ten sposób powstajądwa mniejsze 
peptydy zdolne do wiązania metali [19]. Podobną sytuację zaobserwował Kille [37]. 
Wraz ze współpracownikami stransformował bakterie E. coli genem PsMTĄ grochu i 
hodował je w obecności kadmu, po czym wyizolował z nich frakcję wiążącąten pier­
wiastek. Sekwencja aminokwasowa otrzymanych peptydów odpowiadała domenie 
N-terminalnej sekwencji aminokwasowej przewidzianej dla metalotioneiny grochu oraz 
fragmentom domeny centralnej, które mogły powstać przez jej proteolityczne cięcie. 
Ponadto frakcje bogate w kadm poddano działaniu proteinazy K. Analiza produktów 
trawienia wykazała brak aminokwasów aromatycznych wchodzących w skład domeny 
centralnej, otrzymano natomiast peptydy odpowiadające sekwencjom aminokwasów 
2-21 i 56-71 metalotioneiny grochu. Już wcześniej wykazano, że domeny skomplekso- 
wane z metalami chronione sąprzed proteolizą. Prawdopodobnie dlatego jedynie region 
domeny centralnej ulega trawieniu, nienaruszone pozostają natomiast domeny wiążące 
metale. Najwyraźniej mimo wycięcia domeny centralnej tworzą one zwarty kompleks 
złożony z dwóch peptydów połączonych ze sobą poprzez jony metali. Proteolizą 
metalotioneiny grochu w komórkach E. coli może odzwierciedlać sytuację panującą 
in vivo w tkankach roślinnych. Nasuwa się w związku z tym pytanie o rolę domeny 
centralnej. Wcześniejsze doświadczenia udowodniły, że wprowadzenie takiej domeny, 
złożonej z nie więcej niż 12 aminokwasów, do zrekombinowanej metalotioneiny ssaków 
nie zagraża jej stabilności. Jednak wydłużenie domeny do ponad 16 aminokwasów 
obniża zdolność metalotioneiny do detoksykacji metali. W metalotioneinie grochu jest 
ona jeszcze dłuższa i wrażliwa na atak proteolityczny. Możliwe, że domena centralna 
bierze udział w prawidłowym zwijaniu regionów wiążących metale [37]. Ponadto jej 
sekwencja jest konserwatywna, co może sugerować jej znaczenie funkcjonalne [73].

Podatność roślinnych metalotionein na atak proteolityczny może być przyczyną 
niepowodzeń w izolowaniu natywnych białek. Inną przyczyną niepowodzeń może być 
fakt, że metalotioneiny w obecności tlenu są wyjątkowo niestabilne [43,47,68]. Murphy 
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i wsp. [50] stwierdzili, że ekspozycja homogenatu tkankowego, z którego wyizolowano 
metalotioneiny rzodkiewnika, na tlen atmosferyczny prowadziła do degradacji lub 
utleniania metalotionein. Natomiast inne białka wiążące miedź nie ulegały rozpadowi w 
obecności tlenu.

Ze względu na trudności w prowadzeniu badań na metalotioneinach irt planta podjęto 
zakończone sukcesami prace nad uzyskaniem zrekombinowanych metalotionein w 
komórkach drożdży i bakterii. Uzyskane białka przetestowano pod kątem zdolności do 
wiązania metali i uzyskiwania tolerancji wobec metali przez organizmy, w których ulegały 
ekspresji. Zrekombinowane białko PsMT4 formowało kompleksy z miedzią, cynkiem i 
kadmem. Wartości pH, w których 50% metalu ulegało dysocjacji (kryterium stosowane 
dla odróżnienia metalotionein od innych białek wiążących metale), określone dla 
zrekombinowanej metalotioneiny grochu względem cynku i kadmu były zgodne z 
wartościami ustalonymi dla metalotioneiny konia [65]. Również trzy zrekombinowane 
metalotioneiny bobu były zdolne do wiązania wyżej wspomnianych jonów metali, gdy 
ulegały ekspresji w komórkach E. coli [25].

Ekspresja metalotionein rzodkiewnika w zmutowanych szczepach drożdży, pozbawio­
nych endogennej metalotioneiny i przez to nadwrażliwych na metale ciężkie, komplemen­
towała mutację przywracając tolerancję na miedź i kadm [73]. Podobnie ekspresja 
metalotioneiny kostrzewy czerwonej w mutantach drożdży umożliwiała im wzrost na 
pożywkach o dużych stężeniach miedzi, kadmu, chromu, cynku i ołowiu [45]. Ekspresja 
zrekombinowanej metalotioneiny typu 2 rzodkiewnika w zmutowanych komórkach 
Synechococcus, pozbawionych endogennej metalotioneiny cynkowej, częściowo 
komplementowała mutację. Natomiast zrekombinowana metalotioneina rzodkiewnika 
z komórek E. coli wykazywała wyższe powinowactwo wobec jonów cynku niż 
fitochelatyny [61].

Powyższe wyniki wskazują, że metalotioneiny roślinne, tak jak zwierzęce, zdolne są 
do spełniania biologicznej funkcji, czyli nadawania odporności na metale ciężkie.

LOKALIZACJA KOMÓRKOWA

Zwierzęce metalotioneiny zostały zlokalizowane w cytoplazmie, a także w pewnych 
warunkach fizjologicznych w jądrze, w czasie przejścia z fazy G( do S cyklu komórko­
wego [44] czy w okresie noworodkowym [22], Co prawda metalotioneiny nie mają 
sygnału lokalizacji jądrowej, wykazano jednak, że są one związane z cytoszkieletem w 
przestrzeni perinukleamej i dzięki temu możliwy jest ich szybki transport do jądra [44]. 
W przypadku roślinnych metalotionein lokalizację MT2a i MT3 rzodkiewnika ulegających 
ekspresji w komórkach aparatów szparkowych bobu ustalono przy wykorzystaniu białek 
fuzyjnych z GFP. Zieloną fluorescencję zaobserwowano jedynie w cytoplazmie. Lokali­
zacja białek fuzyjnych nie ulegała zmianie w obecności kadmu, co sugeruje, że 
mechanizm detoksykacji metali jest odmienny niż u fitochelatyn, które po skomplekso- 
waniu z metalami transportowane są do wakuoli [43],
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ROLA METALOTIONEIN U ROŚLIN

Reszty cysteinowe metalotionein są naturalnym ligandem dla cynku i miedzi. Chelatując 
te metale w warunkach fizjologicznych, metalotioneiny utrzymują ich homeostazę u zwierząt 
i grzybów [2,52]. Białka te wiążą również metale toksyczne, głównie kadm, dzięki czemu 
chronią komórki przed ich szkodliwym wpływem [23,24,39], a także zapobiegają skutkom 
stresu oksydacyjnego. Wykazano, że metalotioneiny ssaków mogą funkcjonalnie komplemen­
tować dysmutazę ponadtlenkowąu drożdży [16],

Rola roślinnych metalotionein nie jest dokładnie określona, choć na podstawie 
zebranych danych udało się zaproponować dla nich kilka przypuszczalnych funkcji. 
Sugeruje się udział tych białek w utrzymaniu homeostazy miedzi, która jest istotnym 
mikroelementem dla bakterii, grzybów, roślin i zwierząt. Wchodzi w skład grup 
prostetycznych wielu enzymów i pośredniczy w transporcie elektronów, jednak nadmiar 
jonów miedzi jest szkodliwy dla błon biologicznych, DNA i białek. Dostępność i transport 
miedzi podlegają ścisłej kontroli, dlatego w normalnych warunkach nie jest możliwe 
znalezienie wolnych jonów w komórce [64], Zaangażowanie roślinnych metalotionein 
w gospodarkę miedzi potwierdzają liczne dowody. Zrekombinowane białka, uzyskane 
w komórkach E. coli stransformowanych roślinnymi genami metalotionein, są zdolne 
do wiązania tych jonów [25, 47, 65]. Ponadto ekspresja genów roślinnych w 
zmutowanych szczepach drożdży, pozbawionych endogennej metalotioneiny, przywraca 
im tolerancję na obecność jonów miedzi [45, 73]. Miedź jest także najsilniejszym 
induktorem ekspresji genu MT2 rzodkiewnika [43], z kolei ekspresja genu MT1 tej 
rośliny zachodzi w organach bogatych w jony miedzi m.in. w pylnikach i słupkach. 
Wykazano, że niedobory miedzi zaburzają rozwój kwiatów, więc rola metalotionein 
może polegać na dostarczaniu do tych organów wspomnianych jonów [26]. Transkrypty 
obydwu wymienionych genów akumulują się także we włoskach liściowych, co 
odzwierciedla wymagania tych komórek na duże ilości miedzi, w związku z metabolizmem 
flawonoidów i antocyjanów oraz enzymów, takich jak peroksydaza i oksydaza 
polifenolowa, zaangażowanych w odpowiedź obronną [26]. Możliwe też, że 
metalotioneiny zaangażowane są w detoksykację metali w liściach. Chelatując metale 
w komórkach włosków, chronią komórki mezofilu przed ich szkodliwym wpływem 
[26].

Badania dotyczące lepnicy rozdętej wykazały, że osobniki, należące do populacji 
charakteryzującej się wysoką odpornością na miedź, miały wyższy poziom transkrypcji 
genu SvMT2a niż rośliny tego gatunku wrażliwe na jony miedzi. Analiza Southem-blot 
ujawniła, że jest to spowodowane amplifikacjągenu SvMT2a w genomie osobników o 
podwyższonej tolerancji [67].

Należy również zwrócić uwagę na fakt, że fitochelatyny, roślinne peptydy odpowie­
dzialne za detoksykację kadmu [66] są co prawda zdolne do wiązania miedzi w warunka­
ch in vivo [46], jednak mutanty rzodkiewnika pozbawione enzymu odpowiedzialnego 
za ich syntezę nie wykazują podwyższonej wrażliwości na ten pierwiastek. Tak więc 
fitochelatyny najwyraźniej nie uczestniczą w detoksykacji miedzi; w ten proces 
zaangażowany jest inny mechanizm, prawdopodobnie przy udziale metalotionein.
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Sugeruje się również udział opisywanych białek w homeostazie cynku. Jedyna 
wyizolowana do tej pory roślinna metalotioneina skompleksowana była właśnie z 
jonami cynku [36], Ponadto zauważono, że jej akumulacja zachodzi w określonym 
stadium rozwojowym zarodka, kiedy to następuje przejście od fazy proliferacji do 
różnicowania [36,60]. Może to świadczyć o tym, że białko Ec jest magazynem cynku, 
dostępnego w razie potrzeby dla polimeraz DNA i RNA oraz czynników transkrypcyj- 
nych [60]. U zwierząt wykazano udział metalotionein w procesie podziału komórki 
[71] oraz ich nagromadzenie w tkankach proliferujących i nowotworowych [22,24]. 
Również u roślin zauważono akumulację mRNA metalotionein w tkankach inten­
sywnie dzielących się [47], co wskazuje na udział w podziałach komórkowych także 
w organizmach roślinnych.

Roślinne metalotioneiny mogą być zaangażowane również w metabolizm innych 
metali niezbędnych dla organizmu oraz tolerancję na szkodliwe metale niepełniące roli 
fizjologicznej, czego dowodzą badania prowadzone zarówno na drożdżach, jak i roślinach 
[43, 45, 47, 73]. Ponadto sugeruje się udział tych białek w transporcie niektórych 
pierwiastków. Zauważono, że transkrypty gromadzą się w tkankach przewodzących 
liści oraz w starzejących się liściach, skąd przypuszczalnie wycofują pierwiastki 
potrzebne dla rozwoju pozostałych organów, właśnie za pośrednictwem systemu 
przewodzącego [26, 33].

Przypuszcza się również, że roślinne metalotioneiny chronią komórki przed stresem 
oksydacyjnym [9]. Jego bezpośrednią przyczyną jest podwyższony poziom reaktywnych 
form tlenu (ROS), do których zaliczamy rodnik hydroksylowy, anionorodnik ponadtlen- 
kowy, nadtlenek wodoru i tlen singletowy. Modyfikują one różne związki biologiczne, 
jednak głównym składnikiem komórki ulegającym oksydacji są białka. Do powstawania 
ROS przyczyniają się zarówno źródła endogenne, np. reakcje peroksydacji lipidów czy 
reakcje katalizowane przez oksydazy i jony metali (Cu2+ i Fe3+) oraz egzogenne, np. 
promieniowanie jonizujące. Organizmy bronią się przed ich szkodliwym wpływem 
wytwarzając związki o charakterze antyoksydantów. Ważną rolę spełniają również 
enzymy, takie jak: dysmutaza ponadtlenkowa i katalaza oraz białka wiążące jony miedzi 
i żelaza [54].

Transkrypty roślinnych metalotionein zlokalizowano w starzejących się liściach. 
Metalotioneiny mogą być tam potrzebne, by chronić sąsiednie tkanki przed wolnymi 
rodnikami powstającymi w procesach starzenia [33,47,54]. Ponadto czynniki generujące 
ROS odpowiedzialne są również za indukcję genów kodujących metalotioneiny [20], 
głównie są to metale ciężkie, które przyczyniają się do powstania stresu oksydacyjnego 
[55]. Silnego dowodu potwierdzającego zaangażowanie metalotionein w ochronę struktur 
komórkowych przed reaktywnymi formami tlenu dostarczyli Lee i wsp. [43], którzy 
udowodnili, że metalotioneina rzodkiewnika, ulegająca ekspresji w stransformowanych 
komórkach szparkowych bobu, powoduje obniżenie poziomu ROS, powstających po 
potraktowaniu komórek kadmem.
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Roślinne metalotioneiny, w przeciwieństwie do zwierzęcych, stanowią bardzo 
zróżnicowaną klasę białek; przejawia się to zarówno w ich strukturze, jak i regulacji ich 
ekspresji. U zwierząt występują cztery izoformy metalotionein oznaczone odpowiednio 
numerami I, II, III i IV. Wszystkie mają ten sam, konserwatywny wzorzec reszt 
cysteinowych i tylko dwie ostatnie izoformy są organospecyficzne [2,51,52]. U roślin 
sytuacja jest bardziej złożona. Różnorodna struktura pierwszorzędowa sprawia, że mimo 
podziału na cztery typy, niektórych białek nie można zakwalifikować do żadnego z 
nich. Ponadto nie udało się dotychczas ustalić uniwersalnego wzoru ekspresji; często 
nawet metalotioneiny należące do jednego typu, ale pochodzące z różnych gatunków, 
występują w innych organach. Nierozstrzygnięta pozostaje również kwestia regulacji 
ekspresji roślinnych metalotionein. Jest to bez wątpienia proces wysoce skoordynowany 
i składa się na mechanizm homeostazy komórki. Przykładowo jony metali indukują w 
określonej tkance geny tylko jednego typu, a na inne albo nie mają wpływu, albo 
powodują ich represję. Nasuwa się w związku z tym wniosek, że różne typy metalotionein 
są funkcjonalnie odmienne.

Niezbędne są dalsze badania w tej dziedzinie, skupiające się zwłaszcza na wyizolo­
waniu natywnych produktów białkowych oraz poznaniu molekularnych mechanizmów 
regulacji kodujących je genów. Pozwoliłoby to w przyszłości wykorzystać je w fitore- 
mediacji. Transformowanie roślin genami kodującymi metalotioneiny z gatunków 
odpornych na wysokie stężenia metali ciężkich przypuszczalnie podwyższyłoby ich 
tolerancję na ten czynnik, dzięki czemu mogłyby nie tylko żyć w zanieczyszczonym 
środowisku, ale i aktywnie je oczyszczać.
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INTERLEUKINA 15: CHARAKTERYSTYKA
I AKTYWNOŚĆ W WARUNKACH FIZJOLOGICZNYCH

INTERLEUKIN 15: GENERAL CHARACTERISTICS 
AND ACTIVITY IN PHYSIOLOGICAL CONDITIONS

Grzegorz Władysław BASAK12, Witold LASEK1

'Zakład Immunologii, Centrum Biostruktury oraz 2Katedra i Klinika Hematologii, 
Onkologii i Chorób Wewnętrznych Akademii Medycznej w Warszawie

Streszczenie: Interleukina 15 (IL-15) jest cytokinąo wielokierunkowym wpływie na układ odpornościo­
wy. Początkowo uważana była za cytokinę o działaniu zbliżonym do 1L-2, jednak z czasem zgromadzo­
no dowody świadczące o jej odmienności działania. IL-15 wpływa zarówno na mechanizmy odporności 
swoistej, jak i nieswoistej. Indukuje ona powstawanie oraz różnicowanie komórek NK, a także jest dla 
nich czynnikiem chemotaktycznym. Prowadzi do nasilenia aktywności cytotoksycznej komórek NK, 
jak też intensywnego wydzielania IFN-y przez te komórki. 1L-15 wpływa również na aktywność makro- 
fagów oraz granulocytów obojętnochłonnych. Równie istotny jest wpływ IL-15 na limfocyty T. W 
przeciwieństwie do 1L-2, która indukuje śmierć pobudzonych limfocytów T, IL-15 działa antyapopto- 
tycznie na te komórki, prowadząc do ich proliferacji. Stanowi czynnik wzrostu dla limfocytów T CD8+ 
pamięci, a w określonych warunkach wyzwala ich aktywację niezależną od antygenu i właściwości 
cytotoksyczne. Jest także czynnikiem chemotaktycznym dla limfocytów T. Wpływa również na akty­
wację komórek dendrytycznych. Według najnowszych poglądów, aktywną fizjologicznie formą IL-15 
wydaje się być IL-15 w kompleksie z jej receptorem IL-15Ra o wysokim powinowactwie. W ten 
sposób, cytokina ta może być „ujawniana” komórkom efektorowym. W pracy przedstawiono przegląd 
aktualnych badań dotyczących podstawowych właściwości IL-15, jej receptorów oraz oddziaływania na 
poszczególne populacje komórek układu odpornościowego.

Słowa kluczowe: interleukina 15, immunomodulacja, limfocyty T pamięci.

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) ofT 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. IL-15 seems to be essential in early 
activation of dendritic cells. Surprisingly, in many of its 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 skrótów: ADCC (antibody dependent cellular cytotoxicity) - cytotoksyczność komórkowa zależ­
na od przeciwciał; AICD (activation induced cell death) - śmierć komórki indukowana jej aktywacją; 
APC (antigen presenting cells) — komórki prezentujące antygen; CTL (cytotoxic T lymphocytes) - 
limfocyty T cytotoksyczne; DC (dendritic cells) - komórki dendrytyczne; IEL (intraepithelial lympho­
cytes) -limfocyty śródnabłonkowe; IFN-y - interferon y, IL - interleukina; IL-15/1L-15 Ra-kompleks 
IL-15 i receptora o wysokim powinowactwie IL-15Ra; LSP-IL-15 (long signal peptide IL-15) - forma 
IL-15 o długim peptydzie sygnałowym; MCP-1 (monocyte chemotactic protein) - białko chemotaktycz- 
ne dla monocytów; Myszy IL-15tg - myszy modyfikowane genetycznie o podwyższonej konstytu­
tywnej ekspresji IL-15; Myszy IL-15'Z' - myszy modyfikowane genetycznie niewykazujące ekspresji 
IL-15; Myszy IL-15Ra' '-myszy modyfikowane genetycznie niewykazujące ekspresji IL-15Roc; NO 
- tlenek azotu; NK pre (NK cell precursors) - komórki prekursorowe komórek NK; NK pro (NK celi 
progenitors) - komórki progenitorowe komórek NK; NKT (natural killer Tcell) - komórka NKT; SSP- 
IL-15 (short signal peptide IL-15) - forma IL-15 o krótkim peptydzie sygnałowym; TCR (T celi 
receptor) - receptor limfocytów T; Th (T helper) - limfocyty pomocnicze; TNF-a (tumor necrosis 
factor a) - czynnik martwicy nowotworu a; UTR - rejon niepodlegający translacji.

OGÓLNE WŁAŚCIWOŚCI IL-15

IL-15 jest glikoproteiną o masie cząsteczkowej 14-15 kDa, zbudowaną ze 114 
aminokwasów [54], zawierającą 2 mostki dwusiarczkowe w pozycjach C42-C88 oraz 
C35-C85 oraz dwa miejsca glikozylacjiN79 oraz NI 12 na końcu C [110], Należy ona do 
rodziny cytokin mających w strukturze cztery helisy a połączone pętlami, obejmującej 
także IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7 i IL-9 [12, 54]. IL-15 jest białkiem konserwa­
tywnym ewolucyjnie-pomiędzy IL-15 człowieka i myszy jest 73% podobieństwa [54].

Pomimo powszechnego występowania w wielu tkankach mRNA kodującego IL-15, 
zdolność do syntezy białka wykazują tylko niektóre komórki, a inne nabywająją dopiero 
po aktywacji. W rozpoczynającej się odpowiedzi immunologicznej, ważnym źródłem 
IL-15 są makrofagi i monocyty, a następnie również komórki dendrytyczne. Produkowana 
jest także przez komórki podścieliska szpiku, komórki nabłonkowe grasicy oraz nabłonek 
płodowego jelita, co ma przypuszczalnie związek z aktywnością IL-15 podczas hemato- 
poezy, jak też przez komórki nabłonkowe oraz fibroblasty [40].

Gen kodujący IL-15 znajduje się u człowieka na chromosomie 4q31, natomiast u myszy 
w centralnej części chromosomu 8 [5]. Składa się z 9 egzonów (egzony 1-8 oraz egzon 
4a, odkryty jako ostatni, kodujący alternatywny peptyd liderowy) [90]. W cząsteczce 
mRNA wyróżniamy rejon niepodlegający translacji (UTR) 5' o długości 316 par zasad 
(pz), ramkę odczytu o długości 486 pz oraz UTR 3' o długości co najmniej 400 pz. Koduje 
ona prekursor IL-15 o dłuższym niż u większości innych białek peptydzie liderowym 
(składającym się z 48 aminokwasów). Klasyczny, długi peptyd liderowy (LSP-IL-15) 
jest kodowany przez egzon 3,4 i 5 genu dla ludzkiej IL-15 [5]. IL-15 istnieje także rcin.org.pl
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pod postacią białka o krótkim peptydzie liderowym (SSP-IL-15). 21 -aminokwasowy peptyd 
sygnałowy jest kodowany wtedy przez egzon 5 oraz dodatkowy egzon 4a [90]. Jednak 
forma SSP-IL-15 nie jest wydzielana, lecz jest raczej przechowywana wewnątrz­
komórkowe w jądrze i cytoplazmie. Natomiast forma LSP-IL-15 jest wykrywana w 
siateczce śródplazmatycznej i następnie wydzielana [90,125].

Pomimo powszechnego występowania transkryptu, IL-15 podlega bardzo mało 
wydajnej translacji i sekrecji. Produkcja IL-15 jest bowiem ściśle regulowana. Umiar­
kowana kontrola ekspresji ma miejsce na poziomie transkrypcji, natomiast jej główna 
część odbywa się na etapie translacji oraz transportu wewnątrzkomórkowego. W 
regulacji poziomu transkrypcji biorą udział sekwencje regulatorowe IRF-E oraz 
NF-kB wiążące się odpowiednio z czynnikami IRF-1/2 oraz NF-kB [132]. Regulacja 
ekspresji poszczególnych rodzajów mRNA kodujących SSP-IL-15 lub LSP-IL-15 może 
odbywać się przez alternatywny splicing lub/i przez działanie dodatkowego, nieznanego 
promotora odpowiedzialnego za powstawanie krótszej formy mRNA [125]. Uważa 
się, że za kontrolę wytwarzania IL-15 na etapie posttranskrypcyjnym odpowiedzialne 
są trzy główne mechanizmy regulatorowe: liczne kodony startu (AUG) w rejonie 
niepodlegającym translacji 5’ (5’-UTR), dwa różne peptydy sygnałowe oraz negatywny 
fragment regulatorowy w pobliżu końca C białka prekursorawego. Ominięcie za pomocą 
inżynierii genetycznej tych trzech etapów pozwoliło na 250-krotne zwiększenie poziomu 
wydzielania IL-15 [10]. Zasugerowano jednocześnie, że poprzez przechowywanie 
nieaktywnego translacyjnie mRNA dla IL-15, komórki mogłyby odpowiadać na infekcje 
wewnątrzkomórkowe i inne bodźce za pomocą gwałtownego przekształcania mRNA 
w formę aktywnie podlegającą translacji. Zasugerowano, że regulacyjny wpływ na 
poziom IL-15 może mieć także jej gwałtowne pochłanianie przez komórki wykazujące 
ekspresję receptora dla IL-15 o wysokim powinowactwie [47],

Dotychczas zidentyfikowano dwa typy receptorów dla IL-15. Najlepiej poznano 
budowę i funkcje receptora typu I, zbudowanego z trzech podjednostek a, [3 i y (y) 
(ryc. 1). Dwie ostatnie wchodzą także w skład receptora dla IL-2: IL-2/15R[3 oraz 
IL-2/15Ry(y) [51], co warunkuje pewne cechy wspólne tych cytokin. Zarówno IL-2, 
jak i IL-15 mająjednak odrębne łańcuchy a: IL-2Roc dla IL-2 oraz IL-15Rot dla IL-15 
[52]. IL-2/15RP oraz y występują konstytutywnie na powierzchni komórek NK, a 
także monocytów i limfocytów T [63]. Pomimo że do optymalnego przekazywania 
sygnału wymagany jest kompleks receptorowy złożony z trzech podjednostek, receptor 
IL-2/15Rpy może przewodzić sygnał także samodzielnie, wiążąc IL-15 z pośrednim 
powinowactwem [6].

IL-15Roc występuje na aktywowanych, ale nie spoczynkowych makrofagach, 
komórkach NK, limfocytach CD4 i CD8+ [27]. Jednak transkrypt dla IL-15Roc wykryto 
także m.in. w sercu, wątrobie, śledzionie, płucach, mięśniach szkieletowych oraz na 
aktywowanych komórkach śródbłonka [52]. IL-15Roc charakteryzuje wiązanie IL-15 
z wysokim powinowactwem [6]. Choć początkowo sądzono, że IL-15Ra nie ma 
zdolności do samodzielnego przekazywania sygnału, ostatnie doniesienia sugerują, że 
może on wpływać na właściwości antyapoptotyczne IL-15 [ 18], jak również regulować 
poziom ekspresji czynnika jądrowego aktywowanych limfocytów T (NF-AT) [37].
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Ze względu na to, że IL-15 oraz IL-2 mogą wiązać się ze wspólnym receptorem 
IL-2/15R0y, wydaje się, że w pewnym zakresie ich szlak przekaźnictwa sygnału 
może wyglądać podobnie, jeśli nie identycznie. W aktywowanych limfocytach T, 
przyłączenie IL-15 do IL-15R[3 aktywuje kinazę Janusową 1 (JAKI) oraz białka 
STAT3, natomiast w przypadku podjednostki y następuje aktywacja JAK3 oraz STAT5 
[61]. Szlaki przekazywania sygnałów przez IL-2 i IL-15 w limfocytach T obejmują 
także fosforylację cytoplazmatycznych kinaz tyrozynowych p56lck oraz p72syk, indukcję 
ekspresji białka antyapoptotycznego Bcl-2 oraz stymulację szlaku kinaz MAP, 
prowadzącą do aktywacj i czynników Fos/Jun [92]. Wykazano, że stymulacja za pomocą 
IL-15 prowadzi w leukocytach krwi obwodowej do aktywacji czynników transkryp- 
cyjnych NF-kB oraz AP-1, natomiast w neutrofilach jedynie NF-kB [89],

W obliczu opisanych powyżej podobieństw w szlaku przekazywania sygnału przez 
IL-2 oraz IL-15 wydaje się, że różnice działania tych cytokin mogą zależeć od odmiennej 

dystrybucji ich receptorów a 
[42]. Jednak doniesienia o 
odrębnym przekaźnictwie 
sygnałów przez IL-15 Ra, 
być może każą zweryfikować 
ten pogląd.

Odkryto także receptor dla 
IL-15 typu II, o masie 60-65 
kDa, który nazwano IL-15RX. 
Występuje on na komórkach 
tucznych, nie zawiera żadnego 
z elementów powyżej opisane­
go receptora i odpowiedzialny 
jest za przewodzenie innego 
rodzaju sygnału wewnątrzko­
mórkowego [124],

Czynnikiem istotnie wpły­
wającym na aktywność IL-15 
w organizmie jest jej występo­
wanie w formie związanej z 
błoną komórkową. Wykazano, 
że wolna IL-15 jest wydzielana 
nawet przez monocyty jedynie 
w warunkach przewlekłej sty­
mulacji. Zwykle gromadzą one 
IL-15 wewnątrzkomórkowo, 
natomiast po aktywacji gwał­
townie przemieszczają ją do 

błony komórkowej [98]. Według ostatnich doniesień, występująca na powierzchni 
komórek IL-15 jest związana z receptorem o wysokim powinowactwie-IL-15Ra. 
Komórki mające IL-15Ra mogą dzięki temu wychwytywać IL-15 występującą nawet

pośrednie 
powinowactwo

wysokie 
powinowactwo

RYCINA 1. Heterotrimeryczny receptor dla IL-15 o wyso­
kim powinowactwie składa się z trzech podjednostek 
IL-15Roc, IL-2/15RP i y. Receptor dla IL-15 może wystę­
pować także w formie monomerycznej jako IL-15Ra, 
wiążący IL-15 z wysokim powinowactwem oraz IL-2/15R(3y 
o pośrednim powinowactwie do IL-15 (wiążący jednak z 
wysokim powinowactwem IL-15 ujawnianą na powierzchni 
IL-15Ra - wyjaśnienie zjawiska w dalszej części tekstu)
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w niskich, fizjologicznych stężeniach i dostarczać ją innym komórkom. Szczególnie istotny 
jest fakt, że kompleks IL-15/IL-l 5R(X, w przeciwieństwie do wolnej IL-15, aktywuje 
równie silnie komórki mające heterotrimeryczny receptor IL-15Ra/IL-2/IL-15Rfty, jak 
też sam IL-2/IL-15R0y [34], Przypuszczalnie, zmiana konformacji IL-15 po związaniu z 
IL-15Roc wpływa na wzrost powinowactwa do IL-2/IL-15RPy. Dlatego eliminuje to 
potrzebę ekspresji IL-15Ra na efektorowych limfocytach T i komórkach NK in vivo. 
Zasugerowano, że IL-15/IL-15Ra może być formą aktywną IL-15, co tłumaczyłoby 
fakt, że IL-15, w warunkach fizjologicznych, praktycznie nie można wykryć w płynach 
organizmu [70]. Ponadto, produkcja IL-15 oraz IL-15Ra może odbywać się w tych 
samych komórkach, umożliwiając tworzenie kompleksów na powierzchni monocytów, 
komórek dendrytycznych i komórek podścieliska [34]. Wysunięto hipotezę mówiącą, 
że komórki mające IL-15Ra mogą stanowić także rezerwuar IL-15 znajdującej się 
albo w kompleksie z receptorem, albo, po endocytozie, przechowywanej wewnątrzko­
mórkowe [70].

W świetle najnowszych doniesień, powierzchniowa IL-15 może działać nie tylko jako 
ligand, ale także jako receptor [99], Po związaniu nieznanego ligandu (przypuszczalnie 
IL-2/IL-15R), przekazuje sygnał wewnątrzkomórkowy aktywując małe GTP-azy oraz kinazy 
MAP, co prowadzi do zjawisk związanych z adhezją komórek oraz produkcją cytokin.

Pragnąc zbadać wpływ IL-15 na różnorodne populacje komórkowe oraz ich 
wzajemne zależności, skonstruowano myszy pozbawione IL-15 (IL-15’’) [68] lub 
IL-15Ra (IL-15Ra ’) [81 ]. Badania wykazały, że zwierzęta te cechują się podobnymi 
defektami w zakresie komórek NK, NKT, limfocytów śródnabłonkowych (IEL) oraz 
limfocytów T CD8 . Myszy te mają wybitnie obniżoną liczbę komórek NK, a ich 
splenocyty nie wykazują aktywności cytotoksycznej. Charakteryzują się także znacznie 
obniżoną liczbą komórek NKT oraz IEL, wśród których najbardziej zredukowana została 
liczba limfocytów TyS. Także liczebność populacji limfocytów CD8 , zwłaszcza o 
fenotypie komórek pamięci, jest znacznie obniżona. Jednak fenotypy myszy IL-15’' 
oraz IL-15Ra’ ’ nie są identyczne. U myszy IL-15 ’ rozwój limfocytów CD4 i CD8 
w grasicy zachodzi prawidłowo. W przeciwieństwie do nich, myszy IL-15Ra 
charakteryzują się upośledzonym rozwojem limfocytów CD8 , jak też znaczną 
limfopenią.

Z drugiej strony, myszy transgeniczne z upośledzoną potranskrypcyjną kontrolą 
ekspresji IL-15, które wydajnie syntetyzują oraz wydzielają IL-15, cechują się znaczną 
limfocytozą krwi obwodowej ze wzrostem odsetka komórek NK oraz limfocytów 
pamięci CD8 , a po kilku miesiącach rozwijają białaczkę limfoblastycznątypu NK lub 
NKT [45].

KOMÓRKI NK

IL-15 jest czynnikiem niezbędnym dla zachodzącego w szpiku kostnym rozwoju 
funkcjonalnych komórek NK. Komórki progenitorowe komórek NK (NKpro) w wyniku 
działania czynników c-KitL oraz Flt3L, różnicują się w wykazujące ekspresję IL-2/
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Flt3+ 
c-Kit*

CD56 
IL-2/15RP*

CD56+
CD16+/- 

IL-2/15Rp+ 
IL-15Ra*

receptory kom. NK*

RYCINA 2. Schemat rozwoju komórek NK (adaptowane z [42]). Uważa się, że 1L-15 jest 
fizjologicznym czynnikiem różnicowania komórek NKpre w dojrzałe komórki NK. Tę samą rolę, w 
warunkach eksperymentalnych lub po ingerencji terapeutycznej, może spełniać IL-2, jednak w 
warunkach fizjologicznych występuje w szpiku jedynie w niewielkich ilościach

15RP komórki prekursorowe (NKpre). Te z kolei odpowiadają na IL-15 różnicując się 
do dojrzałych komórek NK [42] (ryc. 2). W warunkach eksperymentalnych in vitro 
wykazano również zdolność do różnicowania komórek NK pod wpływem IL-15 z 
komórek CD34 z krwi pępowinowej [21, 26], komórek CD34 ze szpiku [21], 
pochodzących z płodowej wątroby komórek CD34’CD38Ż [59] oraz komórek progenito- 
rowych pochodzących z grasicy [91].

Komórki NK powstające in vitro pod wpływem IL-15 z komórek hemato- 
poetycznych przypominają subpopulację komórek NK CD56bri8hl, które w warunkach 
fizjologicznych stanowią niewielki procent ogólnej populacji komórek NK. Nie mają 
one na swojej powierzchni receptorów KIR ani Ly-49 [140], Wprawdzie wykazują 
one właściwości cytotoksyczne względem komórek nowotworowych, ale ich charakte­
rystyczną właściwością jest intensywne wydzielanie cytokin i chemokin po uprzedniej 
stymulacji [42].

Przypuszczalnie, w warunkach fizjologicznych, komórki podścieliska dostarczają 
sygnałów niezbędnych do ekspresji receptorów KIR lub Ly-49 na komórkach NK. 
Pomimo że komórki podścieliska wykazują ekspresję mRNA kodującego IL-15, 
wydzielają jedynie niewielkie ilości IL-15 [95]. Wykazują jednak także ekspresję 
IL-15Ra. W kontekście ostatnich doniesień dotyczących ujawniania IL-15 na powierz­
chni błony komórkowej przez IL-15 Ra można wysnuć przypuszczenia, że komórki 
podścieliska mogą dostarczać IL-15 prekursorom komórek NK w drodze kontaktu 
bezpośredniego [34]. Analogicznie wykazano, że fibroblasty pochodzące ze śledziony 
wykazują konstytutywną ekspresję IL-15/IL-15Ra, przez co mają wpływ na różnico­
wanie komórek CD34 do dojrzałych, wykazujących ekspresję KIR oraz właściwości 
cytotoksyczne komórek NK [17]. Być może, ekspresja receptorów KIR lub Ly-49 
zależy od zdolności IL-15/IL-15Ra do pobudzania komórek prekursorowych 
niemających receptora IL-15Ra. Ponadto zasugerowano, że komórki NKpre mogą 
bezpośrednio indukować ekspresję IL-15 w komórkach podścieliska [56].
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IL-15 wpływa także na podtrzymanie liczebności populacji dojrzałych komórek NK 
w organizmie przedłużając ich okres przeżycia, jak też stymulując ich powolną, podstawo­
wą proliferację (tzw. proliferację homeostatyczną) [114]. Dojrzałe komórki NK wyka­
zują znacznie obniżony czas życia w organizmie myszy IL-15’' w porównaniu z myszami 
niemodyfikowanymi (5 dni vs. 5 tygodni) [30]. Wydaje się, że komórki NK, aby przeżyć, 
wymagają ciągłych sygnałów od komórek wykazujących ekspresję IL-15Ra, nato­
miast same nie muszą mieć IL-15Ra [71]. Jedna z hipotez tłumaczących to zjawisko 
mówi, że komórki inne niż NK, pod wpływem stymulacji IL-15Ra mogą wydzielać 
niezidentyfikowane rozpuszczalne lub błonowe czynniki, które bezpośrednio wpływają 
na przeżycie komórek NK. Najprawdopodobniej jednak związane jest to ze zjawiskiem 
ujawniania IL-15 w formie związanej z IL-15Ra, dzięki której mogłyby zostać pobu­
dzone komórki NK mające jedynie IL-2/15R[3y. Podczas gdy wydaje się, że obecność 
IL-15Ra na komórkach NK nie jest wymagana dla przeżycia obwodowych, spoczynko­
wych komórek NK, możliwe jest, że wpływa ona na funkcje efektorowe komórek NK, 
takie jak aktywność cytotoksyczna i wydzielanie cytokin. Wykazano, że istotną rolę w 
przedłużaniu przeżycia komórek NK odgrywa indukowana przez IL-15 ekspresja 
czynnika antyapoptotycznego Bcl-2 [30]. Działanie antyapoptotyczne IL-15 ma także 
znaczenie podczas kontaktu aktywowanych przez IL-2 komórek NK ze śródbłonkiem 
naczyniowym. W tych warunkach często podlegają one apoptozie, której zapobiega 
IL-15 [116].

IL-15 ma zdolność indukcji proliferacji dojrzałych komórek NK subpopulacji CD56bngllt 
[24], a in vitro pozwala im przeżyć nawet w pożywce bez surowicy [23]. Sama IL-15 
nie jest jednak wystarczającym bodźcem, aby zapoczątkować proliferację dojrzałych 
komórek NK innych subpopulacji. Natomiast działając łącznie z IL-12 lub IL-10 silnie 
stymuluje ich podziały [133]. IL-15 istotnie nasila także właściwości cytotoksyczne i 
zdolność do cytotoksyczności zależnej od przeciwciał (ADCC) komórek NK [24]. 
Przypuszczalnie jednym z mechanizmów zwiększania cytotoksyczności przez IL-15 
jest indukcja ekspresji cząsteczki LFA-1 na komórkach NK, co wpływa na zdolność 
wiązania atakowanej komórki [11]. Wykazano także, że IL-15 działa bezpośrednio 
chemotaktycznie na komórki NK, jak również zwiększa ich właściwości adhezyjne do 
komórek śródbłonka naczyniowego [2].

IL-15, jeżeli działa samodzielnie, nie wywiera znaczącego wpływu na profil wydzie­
lania cytokin przez komórki NK. Natomiast silnie pobudza wydzielanie cytokin działając 
równolegle z innymi monokinami - głównie z IL-12. Chociaż sama IL-15 wpływa jedynie 
w niewielkim stopniu na poziom wydzielania IFN-y przez komórki NK i limfocyty T, a 
działa pod tym względem synergistycznie z IL-18, IL-21 [122] oraz IL-12 [24], jest wręcz 
uważana za czynnik niezbędny do optymalnej produkcji IFN-y przez komórki NK [41]. 
Stosunkowo dobrze udokumentowano wydzielanie cytokin przez komórki NK stymulowane 
łącznie IL-15 i IL-12. Razem wzmagają wydzielanie IL-10, TNF-a, MIP-la i MIP-10 
[24,44]. IL-15 w kombinacji z IL-18 optymalnie indukuje syntezę GM-CSF [44]. Ludzkie 
komórki NK pod wpływem IL-15 wydzielają liczne chemokiny: MIP-1 a i MIP-10 [ 15,43], 
MCP-1 a oraz RANTES [28], które mogą działać chemotaktycznie na same komórki NK. 
Przypuszczalnie, opisany powyżej wpływ IL-15 na wydzielanie cytokin dotyczy głównie 
populacji CD56bnght komórek NK [42]. Podobnie, jedynie te komórki reagują na bodziec
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3. Czynniki aktywujące makrofagi 
GM-CSF, MIP1 a, MIP1|3, TNF-a

2. monokiny ..
IL-18 ,L’15 TNF-a

IL-10

RYCINA 3. IL-l5 uczestniczy w mechanizmach komunikacji pomiędzy aktywowanymi monocytami/ 
makro fagami a komórkami NK

wynikający ze związania receptora CD94 w połączeniu ze stymulacją IL-15 produkując 
IFN-y oraz intensywnie proliferując [ 130].

Spostrzeżenia dotyczące produkcji cytokin przez komórki NK pod wpływem monokin 
nabierają szczególnego znaczenia podczas odpowiedzi zapalnej z udziałem monocytów/ 
makrofagów i komórek NK (ryc. 3). Monocyt lub makrofag, w odpowiedzi na czynnik 
zakaźny wydziela m.in. monokiny: IL-15, IL-12, IL-18. Czynniki te wpływają syner- 
gistycznie na produkcję IFN-y przez komórki NK, co z kolei wzmaga m.in. aktywność 
monocytów/makrofagów. Jednocześnie, IL-15 może uwrażliwiać komórki NK i limfo­
cyty T na działanie IL-12 i IL-18 indukując na ich powierzchni ekspresję IL-12RJ32 
oraz ILI 8R [123]. Podobne znaczenie może mieć zaobserwowana ostatnio interakcja 
komórek NK z komórkami dendrytycznymi (DC) w obrębie drugorzędowych narządów 
limfatycznych [46]. Przypuszczalnie, IL-15 prezentowana przez DC w formie związanej 
z IL-15Ra może odgrywać zasadniczą rolę w indukcji proliferacji komórek NK, 
natomiast wydzielana przez te same DC IL-12 wydaje się bezpośrednio wpływać na 
wydzielanie IFN-y przez komórki NK.

Jednym z modeli, na których badano oddziaływanie IL-15 na komórki NK, były 
komórki linii NK-92 (przypominające fenotypowo komórki NK CD56bnght), do których 
wprowadzono gen dla IL-15 [ 141 ]. Transfekcja znacznie przyspieszyła tempo proliferacji 
tych komórek, co związane było ze zmianą zdolności do przylegania i ekspresji CD54, 
a także stanem aktywacji, który wyrażał się nadekspresją CD69. Wzrosła także ich 
cytotoksyczność przeciwko wielu liniom komórek nowotworowych, co prawdopodobnie 
było związane ze wzrostem ekspresji perforyny, FasL, IFN-y, receptora aktywującego 
NKG2D oraz obniżeniem ekspresji receptora hamującego NKG2A/CD94.rcin.org.pl
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LIMFOCYTY T

Odkrycie IL-15 związane było z jej zdolnością do stymulacji proliferacji linii limfocytów 
CTLL zależnych od IL-2 bądź limfocytów stymulowanych mitogenem, przy braku IL-2 
[ 19,54], Została więc zidentyfikowana  jako czynnik wzrostu limfocytów T, co świadczy o 
jej istotnym znaczeniu dla tej populacji komórek. Występujące fizjologicznie limfocyty T 
spoczynkowe wydają się być niewrażliwe na IL-15. Natomiast po aktywacji receptora 
TCR nabywają wrażliwości na IL-15, co prawdopodobnie może być związane z po­
jawieniem się ekspresji IL-15Ra na ich powierzchni [40]. Taka stymulacja sprawia, że 
nabywają one ekspresji IL-2Roc, IL-2/15R[3, FasL, CD30, TNFRII, CD40L, CD69 
oraz CD94/NKG2A, natomiast obniża się poziom IL-15Ra, co wiąże się z wtórnym 
zmniejszeniem wrażliwości na IL-15 [40]. U ludzi IL-15 wydaje się wpływać na 
proliferację limfocytów T pamięci CD8 i CD4 oraz limfocytów dziewiczych CD8 , 
ale nie CD4\ co związane jest z obecnością receptora IL-2/15Rp [67]. Natomiast u 
myszy, jak ostatnio wykazano, IL-15 zastosowana w wysokich dawkach może 
stymulować także proliferację limfocytów T CD4 dziewiczych [100].

IL-15 jest czynnikiem chemotaktycznym dla limfocytów T izolowanych z ludzkiej 
krwi [135]. Oddziałując bezpośrednio na limfocyty T indukuje na nich ekspresję 
receptorów dla chemokin typu CC, jak również stymuluje wydzielanie chemokin 
należących do wszystkich grup (CC, CXC i C), m.in. RANTES, MlP-la i MIP-1[3 
[109]. Dzięki indukcji ekspresji hialuronianu na komórkach śródbłonka naczyniowego 
(dla którego ligandem jest cząsteczka CD44 na powierzchni limfocytów), jak też 
zwiększając właściwości wiążące cząsteczek LFA-1 leukocytów [105], IL-15 nasila 
migrację limfocytów T przez śródbłonek naczyniowy. Podobnie, zaobserwowano, że 
myszy IL-15Roc wykazują znaczną limfopenię, pomimo prawidłowego rozwoju 
limfocytów T i B, co wiąże się z osłabieniem proliferacji oraz migracji limfocytów T do 
węzłów chłonnych [81].

Najlepiej udokumentowany został wpływ IL-15 na limfocyty pamięci CD8 
(CD44hlgh). Bezpośrednich dowodów dostarczają opisy myszy IL-15" oraz 
IL-15Rof' [68, 81], mających wybitnie obniżoną liczbę limfocytów T pamięci CD8 *.  
Także po przebyciu infekcji wirusowej, odnotowano u nich znacznie obniżoną zarówno 
liczebność, jak też proliferację specyficznych w stosunku do antygenu limfocytów 
pamięci CD8 ’, w porównaniu z myszami kontrolnymi [13, 119], Na podstawie analizy 
populacji limfocytów w grasicy i na obwodzie u myszy IL-15"' zaproponowano model, 
według którego IL-15 nie jest czynnikiem niezbędnym dla rozwoju limfocytów CD8’, 
może być natomiast wymagana dla ich namnażania i przeżycia [68]. Myszy transgeniczne 
(IL-15tg) mają bardzo liczną populację limfocytów T CD8 pamięci, szczególnie po 
immunizacji [84, 137]. Najczęściej rozważa się bezpośrednie oddziaływanie IL-15 na 
limfocyty T pamięci CD8+. Istnieją jednak także uzasadnione domniemania, że IL-15 
wpływa na te komórki za pośrednictwem komórek dendrytycznych [35].

Wpływ IL-15 na liczebność limfocytów pamięci można rozpatrywać w trzech aspek­
tach: (1) namnażania specyficznych antygenowo limfocytów CD8+ podczas odpowiedzi 
pierwotnej, (2) bezpośredniego wpływu na przeżycie limfocytów pamięci oraz (3) 
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odnowy ich populacji w wyniku powolnej proliferacji. Pomimo że niektórzy autorzy 
sugerują, że proces wymieniony w punkcie pierwszym może mieć istotne znaczenie 
[119], nie dostarczają jednak jednoznacznych na to dowodów. Obecnie uważa się, że 
IL-15 odgrywa rolę przede wszystkim w tzw. homeostatycznej proliferacji limfocytów 
pamięci CD8 [13], Jeśli limfocyty te przestają otrzymywać sygnały ze strony IL-15, 
ich liczba stopniowo zmniejsza się [53]. Natomiast podanie IL-15 w warunkach 
eksperymentalnych stymuluje proliferację limfocytów pamięci CD8 zarówno in vitro, 
jak też in vivo [142], Ostatnio wykazano, że IL-15 może utrzymywać homeostatyczną 
proliferację limfocytów T pamięci CD8 indukując w nich stabilną ekspresję telomerazy 
[78].

Populacje limfocytów pamięci CD8 różnią się w zakresie zapotrzebowania na IL-15 
i ekspresji IL-15R[3 [48]. U myszy IL-15/_ oraz IL-15Ra ' występują nieliczne populacje 
limfocytów CD44hlgh, które charakteryzują się relatywnie szybką proliferacją i zdolnością 
do wydzielania cytokin [65]. IL-15 wpływa także na liczebność limfocytów pamięci CD8 
działając bezpośrednio jako czynnik antyapoptotyczny. Zwiększa w nich ekspresję białka 
antyapoptotycznego Bcl-2 oraz Bcl-xL [ 14,136], a komórki te stają się oporne na apoptozę 
indukowaną przez CD95/Fas [96]. W przeciwieństwie do IL-15, porównywana z nią 
często IL-2 hamuje proliferację limfocytów pamięci T CD8 [131].

Aktywność IL-15 jako czynnika nasilającego przeżycie limfocytów pamięci CD8 może 
prowadzić także do zjawisk niepożądanych. Prawdopodobnie limfocyty pamięci mogą 
współzawodniczyć w naturalnych warunkach o IL-15, a wywołana przez IL-15 indukcja 
klonów limfocytów skierowanych przeciwko określonemu antygenowi może upośledzać 
funkcje istniejących już w organizmie limfocytów pamięci [29]. W wieku starszym, zarówno 
u ludzi jak i u myszy, zaobserwowano charakterystyczne, bardzo liczne klony limfocytów 
CD8 , podlegające bardzo powolnym podziałom, które do podtrzymania proliferacji wymagają 
IL-15 [72]. Możliwe jest, że współzawodniczą one z limfocytami pamięci CD8 o tącytokinę, 
co może prowadzić do zwiększonej zapadalności na infekcje.

IL-15 jest nie tylko czynnikiem wzrostu i przeżycia limfocytów pamięci CD8+, ale 
także aktywuje te komórki. Yajima i in. zasugerowali, że IL-15 odgrywa zasadniczą 
rolę już we wczesnych etapach aktywacji limfocytów T pamięci CD8 [138]. Może 
także je aktywować niezależnie od związania TCR. W podobnym stopniu co zwią­
zanie receptora TCR indukuje ich cytotoksyczność, ekspresję cząsteczek efektorowych: 
IFN-y, TNF-p, granzymu B i perforyny oraz proliferację [134]. Limfocyty T CD8 
pamięci aktywowane za pomocą IL-15 wykazują także w 77% identyczną ekspresję 
genów, co aktywowane za pomocą TCR [80].

W toku badań nad rolą IL-15 w procesie homeostatycznej proliferacji limfocytów T 
CD8’ wykazano, że zależy ona od ekspresji IL-15Ra na powierzchni komórek innych niż 
limfocyty CD8+, przypuszczalnie komórek wywodzących się ze szpiku kostnego i komórek 
podścieliska [72,118]. Pierwotnie sugerowano, że komórki mające IL-15Ra mogłyby pod 
wpływem IL-15 wydzielać nieznany czynnik oddziałujący na komórki pamięci CD8 [82], 
Obecnie wydaje się, że ujawniają one limfocytom CD8 IL-15 związaną z receptorem 
IL-15Ra, a proces ten ma znaczenie zarówno w warunkach fizjologicznych, jak też po 
podaniu egzogennej IL-15 [72,118]. Rola receptora IL-15Roc na samych limfocytach CD8 
nie została jeszcze wyjaśniona. Podczas gdy dziewicze limfocyty CD8 nie wykazująjego rcin.org.pl
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ekspresji, pojawia się on na komórkach aktywowanych i utrzymuje się na limfocytach 
pamięci CD8 [119]. Chociaż IL-15Roc nie ma większego znaczenia dla indukcji proliferacji 
ani wpływu IL-15 na przeżycie limfocytów, wydaje się, że znacznie wzmaga wrażliwość 
tych komórek na niskie stężenia IL-15 [14,118].

Znacznie mniej jest wiadomo o wpływie IL-15 na limfocyty dziewicze CD8+ (CD44low). 
Myszy IL-15' oraz IL-15Ra ' mają znacznie mniej liczne populacje dziewiczych 
limfocytów T [68, 81, 136]. U myszy IL-15Ra " może to być spowodowane upośle­
dzeniem dojrzewania tych limfocytów w grasicy, ponieważ mają one znacznie obniżoną 
populację tymocytów „pojedynczo-pozytywnych” CD8 [81]. Liczne badania dowodzą, 
że IL-15 nie wpływa na proliferację mysich limfocytów dziewiczych zarówno in vitro, 
jak in vivo [ 142]. IL-15 może natomiast przedłużać ich okres życia podwyższając poziom 
białka antyapoptotycznego Bcl-2 [14], Jakkolwiek ludzkie dziewicze limfocyty T CD8 
reagują na IL-15 obniżając ekspresję CD45RA i CD28 (ale utrzymując CD27), nabywają 
właściwości cytotoksycznych, ekspresji perforyny i granzymu B, a także wydzielają 
cytokiny: IFN-y i TNF-a [4]. Jednak komórki te są stosunkowo mało wrażliwe na IL-15, 
prawdopodobnie dlatego że mają niską ekspresję IL-2/15R[3 [48].

IL-15 odgrywa również istotną rolę w procesie dojrzewania powinowactwa limfocytów 
T CD8 poprzez zwiększanie ekspresji CD8 [ 102]. Limfocyty o największym powino­
wactwie do antygenu wykazują najwyższy poziom ekspresji IL-15Ra, dzięki czemu 
utrzymują się dłużej w organizmie w wyniku homeostatycznej proliferacji.

IFN-y

CD40L
limfocyt T CD4 + monocyt

RYCINA 4. Wpływ IL-15 na interakcje pomiędzy limfocytami T CD4 a monocytami. Aktywowane 
za pomocą IL-15 limfocyty T CD4' wykazują wysoką ekspresję cząsteczek CD40L/CD154. Jedno­
cześnie, IL-15 może zwiększać ekspresję CD40 na powierzchni monocytów, a interakcja tych 
cząsteczek prowadzi do aktywacji monocytu oraz m.in. produkcji IL-12. IL-15 uwrażliwia też 
limfocyty T na IL-12 zwiększając ekspresję 1L-12RJ31. IL-12 synergistycznie z IL-15 wpływa 
m.in. na wydzielanie IFN-y [89]
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IL-15 nie wpływa ani na proliferację, ani aktywację ludzkich limfocytów T CD4 
dziewiczych [67, 120]. Jednak aktywowane limfocyty T CD4 nabywają wrażliwości 
na IL-15, która stymuluje ich proliferację [ 120], jak również indukuje ekspresję CD40L/ 
CD 154 na ich powierzchni [121]. Dzięki temu, mogą one aktywować komórki dendry- 
tyczne, limfocyty B i monocyty (ryc. 4). IL-15 jest także jednym z czynników mających 
wpływ na różnicowanie limfocytów T CD4 w kierunku populacji typu Th 1, charakte­
ryzujących się produkcją IFN-y [100, 120].

Przypuszczalnie IL-15 odgrywa ważną rolę podczas pierwotnej odpowiedzi immunolo­
gicznej, w końcowym okresie ekspansji specyficznych antygenowo limfocytów T CD4+, 
działając jako ich czynnik przeżycia. Zwykle, aktywowane antygenem limfocyty T CD4 
rozpoczynają intensywną proliferację, związaną z odpowiedzią na produkowaną auto- i 
parakrynnie IL-2. Jeżeli w tym stadium ponownie zostaną pobudzone antygenem, na ich 
powierzchni pojawiają się cząsteczki FasL, co z kolei może prowadzić do ich śmierci w 
procesie zwanym AICD (activation-induced cell death) - śmierć komórki w wyniku 
aktywacji. IL-2 jest czynnikiem bezpośrednio przyczyniającym się do procesu AICD [131]. 
W przeciwieństwie do niej, IL-15 wpływa na przedłużenie przeżycia tych limfocytów hamując 
proces AICD [84]. Inne z kolei badania wykazały, że IL-15 może zapobiegać śmierci 
aktywowanych limfocytów CD4 sprawiając, że nabywają one fenotypu „komórek 
wyciszonych”, zatrzymują podziały komórkowe i obniżają ekspresję CD71, CD95 i CD25. 
Natomiast powstałe w ten sposób komórki, po ponownej stymulacji antygenowej bardzo 
intensywnie się dzielą, a także są odporne na śmierć indukowaną aktywacją TCR [33].

Limfocyty pamięci T CD4 , zarówno ludzkie jak i mysie, nabywają pod wpływem 
IL-15 zdolności do proliferacji oraz ekspresji niektórych markerów aktywacji [67, 100]. 
IL-15 może wpływać na indukcję receptora CXCR4 na limfocytach pamięci T CD4 
[64], co może mieć znaczenie zarówno podczas chemotaksji, jak też infekcji HIV. 
Jednak ostatnie badania przeprowadzone na modelu mysim sugerują, że w przeciwień­
stwie do limfocytów pamięci CD8 , homeostatyczna proliferacja limfocytów pamięci 
CD4' wydaje się nie zależeć od IL-15 [126].

Wykazano, że IL-15 wpływa zarówno na rozwój, jak i na funkcje jelitowych 
limfocytów śródnabłonkowych (ilEL - intestinal intraepithelial lymphocytes) oraz 
dendrytycznych naskórkowych limfocytów Työ (dendritic epidermal TCRyö T cells 
- DETC) biorących udział m.in. w mechanizmach odporności związanej z błonami 
śluzowymi. Zarówno myszy IL-15R« [81], jak też IL-15" [68] miały dwukrotnie
mniej ilEL niż myszy typu „dzikiego”. ilEL wykazują ekspresję IL-15Roc i proliferująw 
odpowiedzi na IL-15. Cytokina ta chroni je również przed spontaniczną apoptozą 
podnosząc w nich poziom Bcl-2 [57], IL-15 stymuluje proliferację, cytotoksyczność i 
produkcję IFN-y przez ludzkie ilEL TCRyö [36]. Odgrywa także rolę we wzmaganiu 
przeżycia ilEL TCRaß w warunkach braku stymulacji antygenowej, jak również w ich 
namnażaniu i żywotności po stymulacji antygenem [76]. Liczne badania potwierdzają 
także, że IL-15 jest czynnikiem niezbędnym do wzrostu i przeżycia aktywowanych 
DETC oraz że może odgrywać rolę w ich lokalizacji w skórze [40].

IL-15 wpływa również na namnażanie oraz utrzymywanie się populacji komórek 
NKT [40]. Mysie komórki NKT proliferująw odpowiedzi na IL-15, a ich liczebność 
jest znacznie obniżona u myszy IL-15’/_ [68], IL-15R«" [81] oraz IL-2/15Rß ' [103].rcin.org.pl
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KOMÓRKI PREZENTUJĄCE ANTYGEN (APC)

Niestymulowane komórki dendrytyczne (DC) wydzielają IL-15 w niewielkich ilościach. 
Jednak jej produkcja znacznie wzrasta pod wpływem fagocytozy [62], stymulacji DC in 
vitro czynnikami imitującymi działanie czynnika infekcyjnego (dsRNA, LPS, IFN-oc/p) 
[88] oraz kostymulacji w drodze interakcji cząsteczki CD40 z ligandem [75]. Podobne 
sytuacje powodują wzrost ekspresji IL-15Roc na DC [88]. W związku z tym wydaje się 
prawdopodobne, że produkcja IL-15 przez DC, a zwłaszcza jej ujawnianie przez te komórki 
w kompleksie z IL-15Ra może mieć zasadnicze znaczenie w interakcjach DC z 
limfocytami T CD8 [117], komórkami NK [46] oraz limfocytami B [106].

Ponadto, równie istotny jest wpływ IL-15 na same komórki dendrytyczne. IL-15 jest 
uważana za czynnik niezbędny dla wczesnej aktywacji DC, dzięki której mogą one 
odpowiadać na IL-12, jak też same nabywają zdolności do jej produkcji [104], Ekspozycja 
DC na IL-15 wpływa na wzrost ekspresji cząsteczek kostymulujących, produkcję IFN-y 
przez te komórki, jak też wzmaga ich zdolność do stymulacji proliferacji specyficznych 
antygenowo limfocytów T CD8’ [88]. Wykazano wręcz, że IL-15 ujawniana przez DC w 
kompleksie z IL-15Ra jest absolutnie niezbędna do wykształcenia odpowiedzi typu Th 1, ze 
strony limfocytów T CD8 [117]. Przypuszczalnie, w początkowej fazie odpowiedzi 
immunologicznej, DC za pomocą działającej chemotaktycznie IL-15 mogą także przyciągać 
limfocyty T [62]. Ostatnie badania doniosły, że DC są zdolne do wydzielania IL-2 po kontakcie 
z patogenem [39]. Jednocześnie wykazano jednak, że zależy to od możliwości koekspresji 
IL-15 przez te komórki.

Według ostatnich doniesień, poprzez ekspozycję IL-15 w kompleksie z receptorem, 
DC odgrywają ważną rolę w regulacji proliferacji oraz przeżycia komórek NK, głów­
nie subpopulacji CD56br,ghI [46], IL-15 może także indukować ekspresję cząsteczek 
MICA/B (MHC class 1-related chain A and B) na powierzchni samych DC, które 
oddziałując z receptorami NKG2D stymulują komórki NK [60]. Podobną rolę przypisuje 
się IL-15/IL-15Rot w interakcjach DC z limfocytami B, gdzie może wpływać ona na 
podtrzymy-wanie przeżycia i proliferacji limfocytów B w centrach namnażania grudek 
chłonnych [106].

IL-15 może służyć także jako czynnik wzrostu i różnicowania komórek dendrytycz- 
nych z komórek hematopoetycznych CD34 [20]. Podobnie, za pomocą IL-15 można 
doprowadzić do różnicowania monocytów w komórki o cechach komórek Langerhansa 
[94]. Sytuacja taka może mieć miejsce w organizmie, gdzie IL-15 wydzielana jest 
przez keratynocyty. Mysie DC, do których różnicowania wykorzystywano GM-CSF 
oraz IL-15, mają zdolność do stymulacji limfocytów T CD4 , a ponadto szczególnie 
efektywnej stymulacji limfocytów T CD8 , które wykazują dzięki temu silne właściwości 
cytotoksyczne [111]. Istnieją przypuszczenia, że interakcje DC z limfocytami pamięci 
T CD8 \ w których pośredniczy wydzielana przez DC IL-15, leżą u podstaw procesu 
homeostatycznej proliferacji limfocytów [35].

DC transdukowane genem dla IL-15 wykazywały zwiększoną ekspresję cząsteczek 
CD83, CD86, CD40, IL-15Ra, podwyższony poziom wydzielania IL-12 oraz wzmożone 
właściwości stymulacji proliferacji limfocytów T. Natomiast w bezpośrednim kontakcie 
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z komórkami nowotworowymi wykazywały oporność na indukowany przez komórki 
nowotworowe proces apoptozy [127].

Monocyty/makrofagi, podobnie jak DC, po stymulacji wydzielają IL-15 [25,32,93], 
ale cytokina ta może działać na nie także w sposób autokrynny. Aktywowane makrofagi 
reagują na wysokie stężenia IL-15 syntezą cytokin prozapalnych (TNF-a, IL-1, IL-6), 
jak też przeciwzapalnych (IL-10). Jednak bardzo niskie stężenia IL-15 mogą wręcz 
hamować wydzielanie cytokin prozapalnych, ale nie przeciwzapalnych przez makrofagi 
[3]. Pod wpływem IL-15, monocyty mogą wydzielać IL-8 i MCP-1, działające 
chemotaktycznie na neutrofile [9]. Bardzo istotną rolę w odpowiedzi immunologicznej 
odgrywają interakcje pomiędzy monocytami a limfocytami T, które zilustrowano na 
rycinie 4. Ponadto dowiedziono, że IL-15 może zwiększać ekspresję cząsteczek 
kostymulujących CD80 i CD86 na powierzchni makrofagów, wpływając tym samym 
na wzrost ich zdolności do prezentacji antygenów, ale też zdolności do wydzielania 
IFN-y i samej IL-15 [1]. Zgodnie z ostatnimi doniesieniami, po związaniu IL-15 
prezentowanej przez IL-15Ra na powierzchni monocytów dochodzi także do wstecz­
nego przekazywania sygnału w tych komórkach [99]. Prowadzi to do adhezji monocytów, 
w co zaangażowane są GTP-azy, aktywacji kinaz ERK-1 i 2, p38 i MAPK, jak też 
wydzielania IL-8 przez monocyty.

Przypuszczalnie, IL-15 może także wpływać na bezpośredni efekt cytotoksyczny/ 
cytostatyczny wywierany przez monocyty i makrofagi. IL-15 może indukować syntezę 
NO oraz IFN-ß przez linię komórek makrofagalnych RAW 264.7 [79]. Badano wpływ 
IL-15 na aktywność monocytów w walce z grzybami. Monocyty stymulowane IL-15 
wykazywały wzrost cytotoksyczności przeciwko C. albicans oraz przejściowy wzrost 
produkcji rodników tlenowych [129]. Jednak nie wpływało to na ich zdolność do 
fagocytozy ani na produkcję TNF-a, IL-1 ß, jak też IL-12. IL-15 działając na makrofagi 
bezpośrednio lub pośrednio, przez indukcję IL-12, wzmagała także ich aktywność 
przeciwko Leishmania donovani [31].

LIMFOCYTY B

IL-15 wydaje się nie wpływać na spoczynkowe limfocyty B, natomiast działając na 
limfocyty B aktywowane, in vitro stymuluje ich proliferację oraz produkcję immuno­
globulin [128]. Podobnie w organizmie, DC grudkowe prezentują IL-15 w formie 
związanej z IL-15Ra stymulowanym antygenem limfocytom B z centrów rozmnażania 
grudek chłonnych, wydłużając ich przeżycie i wpływając na proliferację [106]. IL-15 
wpływa ponadto na produkcję przeciwciał przez limfocyty B stymulowane za pomocą 
CD40L [8]. Stymulacja wydzielania przeciwciał przez IL-15 może być współodpo­
wiedzialna za hipergammaglobulinemię towarzyszącą niekiedy infekcji HIV [66]. Wydaje 
się, że IL-15 jest także ważnym czynnikiem dla różnicowania w błonach śluzowych 
limfocytów BI do komórek wydzielających IgA [55]. Podobnie jak w przypadku 
limfocytów T, IL-15 działając na limfocyty B podwyższa na nich ekspresję IL-2Ra, 
natomiast obniża ekspresję swojego receptora IL-15Ra [73].
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GRANULOCYTY

Granulocyty obojętnochłonne (neutrofile) wykazują ekspresję zarówno IL-15R[3 i y 
[50], jak i IL-15Ra [49], Wykazano, że pod wpływem IL-15 dochodzi do zmiany ich 
kształtu, charakterystycznej dla aktywacji tych komórek [50]. Zwiększa się ich aktyw­
ność fagocytama [50, 97], jak też synteza mRNA i białek [50], Nie dochodzi jednak do 
nasilenia odpowiedzi związanej z produkcją rodników tlenowych [50, 86]. Działając na 
neutrofile, IL-15 zwiększa ich chemotaksję oraz zdolności zabijania grzybów [86], jak 
również wpływa na przedłużenie ich przeżycia [50], W proces hamowania apoptozy 
neutrofilów pod wpływem IL-15 zaangażowane są kinazy JAK2, JAK3, p38, MAPK 
oraz ERK. IL-15 zapobiega też spadkowi poziomu białka antyapoptotycznego Mcl-1 
[108]. Ostatnio wykazano, że IL-15 wpływa na wzrost ekspresji cząsteczek CDI lb i 
CD 18 (będących składowymi integryny Mac-1) na neutrofilach. W związku z podobnymi 
zmianami indukowanymi na powierzchni nabłonka oddechowego, IL-15 może być 
przyczyną naciekania dróg oddechowych przez granulocyty obojętnochłonne [ 107].

IL-15 może pośrednio wpływać na chemotaksję neutrofilów stymulując wydzielanie 
przez monocyty chemokin IL-8 i MCP-1 [9]. Działając bezpośrednio na neutrofile 
aktywuje w nich czynnik transkrypcyjny NF-kB oraz wydzielanie IL-8 [89,97], Jednak, 
w przeciwieństwie do oddziaływania na monocyty, IL-15 hamuje wydzielanie IL-8 i 
MCP-1 przez enterocyty, dzięki czemu może zmniejszać naciek neutrofilów w ścianie 
jelita [83]. Wykazano, że 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 także może 
działać przeciwzapalnie.

KOMÓRKI I TKANKI NIENALEŻĄCE DO UKŁADU 
ODPORNOŚCIOWEGO

IL-15 jest produkowana w niewielkich ilościach przez miocyty, ale jest też czynni­
kiem działającym na nie anabolicznie [113]. Pod jej wpływem, miocyty gromadzą 
białka kurczliwe [ 113]. IL-15 wpływa także na różnicowanie szczurzych mioblastów 
[112], jak również zapobiega utracie masy mięśniowej przez szczury w stanie kache- 
ksji wywołanej nowotworem, hamując apoptozę miocytów [22]. IL-15 jest także 
czynnikiem różnicowania osteoklastów, co może mieć znaczenie w procesie erozji 
kości w reumatoidalnym zapaleniu stawów [101]. Wpływ IL-15 na komórki tuczne, 
wykazujące ekspresję IL-15RX, nie został jeszcze dobrze zbadany. Dowiedziono 
jedynie, że hamuje ona apoptozę tych komórek indukując czynnik antyapoptotyczny 
Bcl-xL [87], IL-15 jest zarówno produkowana przez komórki nabłonka jelitowego, 
jak też jest dla nich czynnikiem wzrostowym [115]. IL-15, działając bezpośrednio na 
enterocyty - jak wspomniano wyżej - hamuje wydzielanie przez nie IL-8 i MCP-1, 
co może zmniejszać nacieki nabłonka jelitowego przez neutrofile [83]. Oddziałując 
na znajdujące się w ścianie jelita limfocyty IEL, IL-15 ma bezpośredni wpływ na 
pierwszą linię obrony przeciwko patogenom. Dowiedziono jednak, że aktywowane 
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przez wydzielaną przez enterocyty IL-15 limfocyty śródnabłonkowe, szczególnie wy­
kazujące ekspresję markerów komórek NK, mogą jednocześnie przyczyniać się do 
śmierci enterocytów [69].

Nierozstrzygnięta jest rola IL-15 w rozwoju i funkcjonowaniu układu nerwowego. 
Gen dla IL-15 podlega konstytutywnej ekspresji w tkance nerwowej, a w trakcie 
różnicowania neuronów wykryto w nich dwie odmienne izoformy mRNA dla IL-15. 
Wykazano, że w fizjologicznych warunkach IL-15 jest obecna jedynie w neuronach, 
natomiast komórki gleju zawierająjąjedynie wtedy, gdy zostaną aktywowane czynnikami 
zapalnymi [85]. Dlatego ludzkie astrocyty i komórki mikrogleju, które wykazują 
nieznaczną ekspresję IL-15, po stymulacji cytokinami prozapalnymi znacznie zwiększają 
jej syntezę [77].

Łożysko jest bogatym źródłem IL-15. Przypuszczalnie ma ona wpływ na proces 
inwazyjnego wzrostu cytotrofoblastu. Wykazano bezpośredni wpływ IL-15 na zdolność 
do inwazji oraz migracji komórek cytotrofoblastu, ale nie proliferacji. Pod wpływem 
IL-15 wydzielały one metaloproteinazę typu 1 [143].

Udowodniono również aktywność proangiogenną IL-15 in vivo [7, 74], jak też 
działanie antyapoptotyczne na komórki śródbłonka naczyniowego [139].

PODSUMOWANIE

IL-15 odgrywa bardzo istotną rolę w funkcjonowaniu układu odpornościowego, a 
co z tym się wiąże, także całego organizmu. Jej ekspresja podlega ścisłej kontroli, a 
organizm wykorzystuje określone sposoby, aby zwiększyć specyficzność jej działania. 
W literaturze opisywane jest szereg schorzeń, w których patogenezie istotną rolę 
odgrywa IL-15. Są to zwłaszcza niektóre choroby z autoagresji, ale także infekcje 
wirusowe, choroby alergiczne, zjawiska związane z przeszczepianiem komórek lub 
tkanek oraz niektóre choroby nowotworowe. Jednocześnie, w wielu prowadzonych 
badaniach próbuje się wykorzystać potencjał IL-15 do walki m.in. z nowotworami oraz 
infekcją wirusem HIV. Zagadnienia te będą przedmiotem odrębnego opracowania.
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ROLA INTERLEUKINY 15 W PATOGENEZIE 
ORAZ TERAPII CHORÓB CZŁOWIEKA

ROLE OF INTERLEUKIN 15 IN PATHOGENESIS
AND THERAPY OF HUMAN DISEASES

Grzegorz Władysław BASAK1’2, Witold LASEK1

'Zakład Immunologii, Centrum Biostruktury oraz 2Katedra i Klinika Hematologii, 
Onkologii i Chorób Wewnętrznych Akademii Medycznej w Warszawie

Streszczenie: Interleukina 15 (IL-15) jest cytokinąo silnym działaniu na układ odpornościowy, wpływa­
jącą na patogenezę wielu chorób człowieka. W warunkach naturalnych uczestniczy w obronie przeciwwi- 
rusowej, w tym w zakażeniu wirusem HIV. IL-15 odgrywa także istotną rolę w wielu procesach autoim- 
munizacyjnych, zwłaszcza w przebiegu reumatoidalnego zapalenia stawów. Potencjalne strategie tera­
peutyczne mogą zmierzać w kierunku zahamowania jej funkcji. Podobnie, aktywność IL-15 może wpły­
wać na proces odrzucania przeszczepów narządowych. W przypadku przeszczepiania komórek macie­
rzystych, z jednej strony może odpowiadać za reakcję przeszczep przeciwko gospodarzowi, z drugiej 
strony jednak może nasilać reakcję przeszczep przeciwko nowotworowi oraz przyspieszać odnowę 
parametrów układu odpornościowego. W reakcjach alergicznych, IL-15 może wprawdzie hamować ostre 
reakcje, jednak z drugiej strony może nasilać reakcje przewlekłe. W artykule omówiono wyniki dotych­
czasowych badań nad rolą IL-15 w procesach patologicznych oraz wynikające z nich możliwości działa­
nia terapeutycznego.

Słowa kluczowe: interleukina 15, HIV, reumatoidalne zapalenie stawów.

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 IL-15 which, via its impact on NK cells and T lymphocytes, exerts antiviral 
properties. IL-15 may find its application in HIV infection treatment. Stimulating proliferation of antigen- 
activated T cells and inhibiting their apoptosis, IL-15 may counteract AIDS-associated lymphocytopaenia. 
It may directly and indirectly influence anti-HIV reactions: enhancing CD8+ T cell and NK cell responses as 
well as increasing secretion of chemokines, which act competitively with HIV 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 of proinflam- 
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 of immunological 
parameters. During allergic reactions, IL-15 seems to inhibit acute response, but also potentiates chronic 
reactions. The article describes results of former investigations on IL-15 functions in pathological proces­
ses and resulting possibilities of therapeutic approaches.

Key words: interleukin 15, HIV, rheumatoid arthritis.

Wykaz skrótów. ADCC (antibody dependent cellular cytotoxicity) - cytotoksyczność komórkowa zależ­
na od przeciwciał; AICD (activation induced cell death) - śmierć komórki indukowana jej aktywacją; 
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 zakażonej komórki; CsA - cyklosporyna A; CU (colitis ulcerosa) - wrzodziejące zapalenie 
jelita grubego; DLE (discoid lupus erythematosus) - skórna, krążkowa postać tocznia rumieniowatego; 
EBV - wirus Ebsteina-Barr; ER (enterocolitis regionalis) - choroba Leśniowskiego-Crohna; FK-506 - 
takrolimus; GM-CSF - czynnik stymulujący 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) - trój le­
kowa terapia antyretrowirusowa stosowana w przypadku zakażenia wirusem HIV; HHV (human herpes 
virus) - ludzki herpeswirus; HSV (herpes simplex virus) - wirus opryszczki zwykłej; IEL (intraepithe­
lial lymphocytes) - limfocyty śródnabłonkowe; IFN-y- interferon y; IL - interleukina; NKT (natural 
killer T cell) - komórka NKT; PBMC (peripheral blood mononuclear cells) - komórki jednojądrzaste 
krwi obwodowej; PBSCT (peripheral blood stem cell transplantation) — zabieg przeszczepienia komórek 
macierzystych izolowanych z krwi obwodowej; RZS - reumatoidalne zapalenie stawów; SC ID (severe 
combined immunodeficiency) - ciężki, złożony zespół upośledzenia odporności; SLE (systemie lupus 
erythematosus) - toczeń układowy rumieniowaty; SM (sclerosis multiplex) - stwardnienie rozsiane; 
TNF-a - czynnik martwicy nowotworów a.

WSTĘP

Interleukina 15 (IL-15) jest cytokiną zdolną do stymulacji i podtrzymywania 
wzrostu zależnych od IL-2 komórek linii limfocytamej CTLL, przy braku IL-2 [19], 
z czym wiązało się jej odkrycie. W związku z tym wykazuje ona szereg właściwości 
wspólnych z IL-2, bowiem cytokiny te wykorzystują wspólny receptor IL-2/15R.Py. 
Jednak IL-15 ma także swój unikalny receptor IL-15Ra, co wpływa na jej liczne, 
odrębne funkcje. IL-15 oddziałuje zarówno na mechanizmy odporności swoistej, jak 
i nieswoistej. Jest uważana za podstawowy czynnik w procesach dojrzewania i 
aktywacji komórek NK [59], wzmaga ich cytotoksyczność [21] i wydzielanie przez 
nie IFN-y [22], IL-15 jest również istotnym czynnikiem w procesie różnicowania 
komórek NKT [80],

IL-15 uczestniczy w rozwoju optymalnej odpowiedzi nabytej, ze strony limfocytów 
T. W przeciwieństwie do IL-2, która indukuje proces śmierci aktywowanych limfocytów 
(AICD - activation-induced cell death), IL-15 hamuje to zjawisko [66]. IL-15 (lecz 
nie IL-2) odgrywa główną rolę w inicjacji proliferacji limfocytów T in vivo [57] i 
oddziałuje na nie chemotaktycznie [110]. IL-15 przyczynia się do tzw. homeostatycznej 
proliferacji [40] oraz wydłużenia czasu przeżycia limfocytów T pamięci CD8+ [111], jak 
również wzmaga ich funkcje efektorowe [108]. Będąc czynnikiem niezbędnym do rcin.org.pl
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wczesnej aktywacji komórek dendrytycznych [81], IL-15 wzmaga także prezentację 
antygenów.

IL-15 w sposób wszechstronny wpływa na układ odpornościowy, co związane jest 
także z oddziaływaniem na pozostałe układy i narządy. Poniżej opisana została rola IL-15 
w różnych stanach chorobowych.

INFEKCJE WIRUSOWE

Wirusy są jednym z czynników indukujących wydzielanie IL-15 przez komórki 
jednojądrzaste krwi obwodowej (peripheral blood mononuclear cells - PBMC), które 
w przebiegu infekcji wirusowej jako pierwsze wydzielają tę cytokinę [32]. Związane jest 
to z obecnością w promotorze genu dla IL-15 tzw. obszaru indukowalnego przez wirusy 
(,,virus-inducible region”) [10]. Wydzielana przez PBMC IL-15 bezpośrednio przyczynia 
się do aktywacji działających przeciwwirusowo komórek NK, co wykazano w warunkach 
zakażenia PBMC in vitro wirusami HHV-6 [35], HHV-7 [8], HSV, EBV oraz RSV [32]. 
Oprócz bezpośredniego wpływu na cytotoksyczność komórek NK, IL-15 działa także 
pośrednio, przez indukcję wydzielania IFN-y przez komórki NK i limfocyty T CD4 [42], 
Prawdopodobnie w ten sposób IL-15 przyczynia się także do obniżenia replikacji wirusa 
HSV-1 w zainfekowanych komórkach [4]. O aktywności przeciwwirusowej IL-15 
świadczy także zwiększona podatność myszy IL-2/15Rß‘ na uogólnione zakażenie wirusem 
HSV-2 [104], Podobnie, iniekcje IL-15, poprzez zwiększenie liczebności komórek NK oraz 
specyficznych limfocytów T typu Thl, pozwoliły na wyraźne obniżenie śmiertelności myszy 
typu dzikiego zakażonych wirusem HSV-2 [104], Także myszy transgeniczne, wykazujące 
zwiększoną ekspresję IL-15 w keratynocytach, wykazywały znacznie łagodniejsze zmiany 
skórne zarówno po infekcji pierwotnej, jak też reinfekcji wirusem HSV-1 niż myszy typu 
dzikiego [61], Ponadto, myszy transgeniczne wytwarzały wysoki poziom przeciwciał anty- 
HSV [61]. Ostatnio Gili i wsp. wykazali jednak, że IL-15 przyczynia się do obrony przed 
infekcją HSV-2, także w mechanizmie niezależnym od komórek NK i NKT [37].

W przebiegu ostrej infekcji wirusowej, IL-15 podtrzymuje tzw. homeostatyczną 
proliferację powstałych w wyniku pierwotnej odpowiedzi immunologicznej limfocytów 
T CD8 [15, 109], Jednak w sytuacji przewlekłego zakażenia wirusowego, homeo- 
statyczna proliferacja limfocytów pamięci T CD8 wydaje się nie zależeć od IL-15 
[76]. Przypuszczalnie, IL-15 może pełnić w organizmie także zadanie profilaktyczne. 
Wykazano na modelu mysim, że w przebiegu indukowanego wirusem HSV zapalenia 
rogówki jednego oka, w oku drugim syntetyzowana jest IL-15. Co interesujące, 
dochodzi do tego już w chwili, gdy wirus pojawia się w zwoju nerwu trójdzielnego, a 
więc potencjalnie mógłby zainfekować drugie oko [24]. Przypuszczalnie, mechanizmy 
obronne związane z wydzielaniem IL-15 mogą także przyczyniać się do wystąpienia 
objawów chorobowych. Jako przykład może służyć mielopatia związana z ludzkim 
wirusem T-limfotropowym typu I/tropikalna spastyczna parapareza (HAM/TSP). W 
chorobie tej dochodzi do reakcji zapalnej w ośrodkowym układzie nerwowym, związanej 
z wysoką liczebnością limfocytów T CDS w konsekwencji zakażenia wirusem rcin.org.pl
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HTLV-1. Najprawdopodobniej wirus ten bezpośrednio stymuluje wydzielanie IL-15 przez 
zainfekowane limfocyty T, która w sposób auto- i parakrynny nasila ich proliferację [9].

IL-15 może znaleźć zastosowanie jako adiuwant szczepionek przeciwwirusowych. 
Udowodniono m.in., że nasila ona skuteczność szczepienia przeciwko wirusowi grypy 
w modelu mysim [55]. Podobnie, zaobserwowano, że donosowe podanie plazmidu 
kodującego IL-15, łącznie z plazmidem kodującym antygen wirusa HSV wywołuje 
znaczne nasilenie odpowiedzi pierwotnej i wtórnej ze strony limfocytów T CD8 
oraz odpowiedzi humoralnej [103],

IL-15 jest czynnikiem istotnie wpływającym na przebieg zakażenia wirusem HIV, 
bierze się ją pod uwagę także w próbach immunoterapii tej infekcji. Początkowo 
zaobserwowano, że IL-15 nasila proliferację pobudzonych antygenem limfocytów 
T izolowanych od pacjentów HIV+. Sugerowano więc możliwość przeciwdziałania

Hamowanie apoptozy 
swoistych limfocytów T CD8*

RYCINA 1. Właściwości IL-15, istotne dla przebiegu zakażenia wirusem HIV. IL-15 stymuluje proliferację 
pobudzonych antygenem limfocytów T, co może przyczyniać się do nasilenia odporności przeciwko 
różnym patogenom, w tym również HIV. Poprzez hamowanie apoptozy swoistych przeciwwirusowo 
limfocytów T CD8+, z jednej strony IL-15 zapobiega limfopenii i nasila odpowiedź przeciwko HIV, z 
drugiej strony jednak umożliwia przetrwanie wirusa w zakażonych limfocytach. Może nasilać odpowiedź 
typu CNAR (CD8+ celi noncytotoxic anti-HIV response), dzięki której limfocyty te hamują proliferację 
wirusa. Zwiększona pod wpływem IL-15 synteza chemokin hamuje rozprzestrzenianie się wirusa przez 
zablokowanie wspólnych receptorów. Poprzez stymulację limfocytów B, IL-15 może nasilać niespe­
cyficzną hipergammaglobulinemię w przebiegu infekcji. Duże nadzieje wiąże się z aktywacją działających 
przeciwwirusowo komórek NK. Istnieje jednak prawdopodobieństwo, że IL-15 może nasilać replikację 
wirusa rcin.org.pl
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limfopenii towarzyszącej infekcji HIV za pomocą IL-15 [96]. Limfocyty T CD8', 
odgrywające podstawową rolę w odpowiedzi przeciwko wirusowi HIV, bardzo łatwo 
podlegają apoptozie. Wykazano natomiast, że IL-15 hamuje zarówno spontaniczną, 
jak też indukowaną przez CD95/Fas apoptozę specyficznych w stosunku do wirusa 
HIV limfocytów pamięci CD8+. Aktywuje te komórki, wzmaga ich właściwości 
cytotoksyczne jak również nasila wydzielanie IFN-y [72]. Ostatnio odkryto właści­
wość limfocytów CD8+, dzięki której mogą one hamować replikację wirusa bez 
zabijania zakażonej komórki - zjawisko to nazwano CNAR (CD8*  celi noncyto- 
toxic anti-HIV response). Wykazano, że przyczyną CNAR jest wydzielanie IL-15 
przez DC. Podobnie, podanie IL-15 powoduje wzmocnienie efektu CNAR [23]. 
IL-15 może także przyczyniać się do kontroli infekcji wirusem HIV poprzez indukcję 
wydzielania chemokin MIP-la, MIP-lß i RANTES przez limfocyty T pacjentów 
HIV\ Chemokiny te mogą bowiem kompetycyjnie blokować receptory, z którymi 
wiąże się wirus [36] (ryc. 1).

W zaawansowanym stadium infekcji wirusem HIV dochodzi do niedoboru lub braku 
limfocytów pomocniczych CD4 , podobnie jak wydzielanej przez nie IL-2. Natomiast 
wciąż można wykryć limfocyty cytotoksyczne, aktywne w stosunku do wirusa. 
Prawdopodobnie przyczynia się do tego zachodząca w opisanym stadium choroby 
oligoklonalna proliferacja limfocytów CD8+ w narządach obwodowych, m.in. w 
płucach. Zasugerowano model, według którego IL-15, wydzielana przez makrofagi 
znajdujące się w tych narządach, wpływa na utrzymanie populacji limfocytów 
cytotoksycznych w stosunku do wirusa HIV oraz na ich aktywację [2], Jednak w 
ten sposób IL-15 może bezpośrednio przyczyniać się także do wystąpienia przewlek­
łego zakażenia wirusem HIV. Wykazano, że podczas ostrej infekcji retrowirusowej 
limfocyty T CD8' mające koreceptor CCR5, a więc potencjalnie zakażone, wykazują 
wysoką podatność na spontaniczną apoptozę, ale także zwiększoną ekspresję mRNA 
dla IL-15 Roc. Z drugiej strony, pod wpływem IL-15 dochodzi do zahamowania w nich 
aktywności kaspaz, wzrasta poziom białka Bcl-2, a limfocyty zaczynają intensywnie 
proliferować. Zasugerowano, że limfocyty zakażone podczas pierwotnej infekcji mogą 
przemieszczać się do tkanek, gdzie w obecności IL-15 mogłyby przeżyć, a nawet 
proliferować, stanowiąc rezerwuar wirusa [114], Istnieją dowody, że obwodowa 
produkcja IL-15 przez zakażone wirusem HIV makrofagi może bezpośrednio wpływać 
na populację limfocytów T zakażonych pacjentów. W przeciwieństwie do makrofagów 
izolowanych z pęcherzyków płucnych osób zdrowych, makrofagi izolowane od osób 
HIV+ stale wydzielają IL-15 i IFN-y oraz wykazują ekspresję wszystkich łańcuchów 
IL-15R jak też cząsteczek kostymulujących CD80 i CD86 [3]. Wydajnie stymulują 
one proliferację limfocytów bezpośrednio zależną od IL-15 oraz od ekspresji cząsteczek 
kostymulujących przez makrofagi.

Komórki NK pacjentów HIV+ wykazują znacznie obniżoną aktywność cytotoksy- 
czną. Jednak stymulacja tych komórek za pomocą IL-15, poprzez wzrost ekspresji 
czynnika TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) w 
tych komórkach, pozwala znacznie zwiększyć ich cytotoksyczność w stosunku do 
komórek zakażonych wirusem HIV [63]. IL-15 może także zwiększać zdolność do 
cytotoksyczności zależnej od przeciwciał (ADCC) komórek jednojądrzastych pocho­rcin.org.pl
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dzących od pacjentów HIV [58], jak również hamować apoptozę izolowanych od 
pacjentów HIV komórek NK [74]. Zasugerowano więc zastosowanie IL-15 u 
pacjentów HIV w celu przywrócenia aktywności komórek NK.

Wraz z postępem infekcji HIV, w surowicy pacjentów wzrasta poziom IL-15, 
najprawdopodobniej wydzielanej przez monocyty/makrofagi [47]. Zauważono także 
wyraźny związek podwyższonego stężenia IL-15 ze wzrostem poziomu przeciwciał 
klasy IgG. Zasugerowano więc, że IL-15 mogłaby wpływać na występowanie częstej 
u pacjentów HIV" hipergammaglobulinemii [47]. Przypuszczalnie, w późnym stadium 
choroby, IL-15 może wpływać na poliklonalną aktywację i proliferację limfocytów B, 
jak też na wydzielanie niespecyficznych przeciwciał [46]. Dzięki temu, IL-15 może 
przyczyniać się do upośledzenia odpowiedzi humoralnej u pacjentów z AIDS. Zaob­
serwowano wręcz, że w tych warunkach, IL-15 zapobiega aktywacji i wydzielaniu 
specyficznych przeciwciał przez aktywowane antygenem limfocyty B [39].

Pacjenci HIV nie mają w pełni funkcjonalnych granulocytów. Wykazano, że 
IL-15 może bezpośrednio zwiększać ich żywotność, jak również zdolność do chemo- 
taksji oraz aktywność przeciwgrzybiczą zarówno u pacjentów nieleczonych, otrzymu­
jących HAART, jak też opornych na tę terapię [67].

Przypuszczalnie, IL-15 może wpływać pozytywnie na wyniki leczenia antyretrowi- 
rusowego. Monocyty pochodzące od pacjentów wykazujących korzystną reakcję na 
HAART wydzielają znacznie więcej IL-15, a pochodzące od pacjentów opornych na 
HAART znacznie mniej IL-15, w porównaniu z osobami zdrowymi [30, 36]. 
Przypuszczalnie u pacjentów z korzystną reakcją, IL-15 może odgrywać rolę w 
procesie odnowy liczebności populacji limfocytów. Jednocześnie wykazano, że IL-15 
może przywracać zdolność do prawidłowego wydzielania IFN-y przez limfocyty T 
pacjentów nieleczonych lub opornych na HAART [36].

Podjęto próby wzmożenia odpowiedzi immunologicznej w stosunku do wirusa HIV 
przy pomocy IL-15. Podawano myszom szczepionki DNA kodujące antygeny gpl20 
[112] bądź też gpl60 [78] wirusa HIV łącznie z plazmidem kodującym IL-15. 
Uzyskano silną, długotrwałą odpowiedź ze strony specyficznych limfocytów T CD8 
oraz produkcję specyficznych przeciwciał. Ponadto, IL-15 nie tylko w znacznym 
stopniu nasila proliferację i aktywuje specyficzne limfocyty T CD8+, wydłuża odpo­
wiedź z ich strony, ale przede wszystkim jest zdolna do tego działania nawet przy 
wybitnie obniżonej liczebności limfocytów CD4\ co jest zjawiskiem leżącym u pod­
staw AIDS [55]. IL-15 może więc w przyszłości odegrać ważną rolę w strategii 
szczepienia przeciwko HIV.

Zastosowanie IL-15 w terapii zakażenia wirusem HIV budzi jednak pewne obawy, 
ze względu na obserwowane w niektórych badaniach nasilenie replikacji wirusa. 
IL-15 może powodować nawet 100-krotny wzrost replikacji wirusa HIV in vitro 
[14], Wydaje się jednak, że efekt ten zależy od stanu aktywacji zainfekowanych 
leukocytów i w związku z tym działanie IL-15 może różnić się w zależności od 
fazy choroby [14], Inne badania wykazały natomiast, że wzrost replikacji wirusa 
nie zależy ani od proliferacji zainfekowanych komórek, ani wydzielania wtórnych 
cytokin [5]. Zasugerowano, że w przebiegu infekcji, białko Nef wirusa HIV stymuluje 
wydzielanie endogennej IL-15 przez zainfekowane makro fagi, która z kolei zarówno 
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nasila replikację wirusa HIV, jak też proliferację niezakażonych leukocytów [88]. Część 
nowszych badań nie potwierdziła jednak wpływu IL-15 na replikację wirusa HIV [30].

CHOROBY AUTOIMMUNIZACYJNE

mRNA kodujące IL-15 występuje powszechnie w różnych komórkach i tkankach 
naszego organizmu. Jednak tylko niektóre komórki wydzielają IL-15. Ekspresja IL-15 
jest bowiem bardzo ściśle kontrolowana, nie tylko na etapie transkrypcji, ale przede 
wszystkim na etapie translacji oraz wydzielania cząsteczek białka. Ponadto, wiązanie 
wydzielanej IL-15 z receptorem o wysokim powinowactwie IL-15Roc pozwala na 
szybkie usunięcie jej z organizmu oraz na ewentualne ujawnianie w formie związanej 
z receptorem. W ten sposób organizm zabezpiecza się przed działaniem czynnika, 
który potencjalnie mógłby okazać się dla niego niebezpieczny. Wysoka reaktywność 
immunologiczna IL-15 sprawia, że mechanizmy regulujące jej ekspresję wydają się

Aktywacja limfocytów T i 
pośredni wpływ na makrofagi

RYCINA 2. W reumatoidalnym zapaleniu stawów, w objętych procesem zapalnym stawach IL-15 jest 
produkowana głównie przez synowiocyty. Zarówno cyklosporyna A (CsA), jak i takrolimus (FK.-506) 
hamują ten proces. IL-15 wpływa na naciekanie błony maziowej przez makrofagi, komórki NK oraz, 
przede wszystkim, limfocyty T. Pod jej wpływem, limfocyty T proliferują w płynie maziowym oraz są 
aktywowane. IL-15 nasila syntezę czynnika martwicy nowotworów (TNF-a) również przez limfocyty, 
ale w głównej mierze przez pobudzane przez nie makrofagi. Rolipram poprzez blokowanie interakcji 
limfocytów i makrofagów hamuje syntezę TNF-a 
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niezbędne, aby nie doszło do patologicznego, nadmiernego pobudzenia komórek układu 
odpornościowego, także tych autoreaktywnych. Zaburzenia ekspresji IL-15 mogą 
wywoływać m.in. choroby z autoagresji. Według ostatnich doniesień, IL-15 może 
być jednym z głównych czynników przyczyniających się do przełamania tolerancji 
obwodowej autoreaktywnych limfocytów T [64], Wykazano związek IL-15 z 
patogenezą szeregu chorób autoimmunizacyjnych.

W płynie stawowym pacjentów z reumatoidalnym zapaleniem stawów (RZS) 
odnotowano wysokie stężenie IL-15 [68], Za jej produkcję najprawdopodobniej odpo­
wiedzialne są synowiocyty [43], Wydaje się, że IL-15 może przyciągać komórki 
nacieku zapalnego, głównie limfocyty T, do błony maziowej i aktywować je - 
dostawowe podanie IL-15 wywoływało w modelu mysim lokalną reakcję zapalną z 
naciekiem limfocytów T [68], Limfocyty izolowane z płynu stawowego dynamicznie 
proliferują pod wpływem IL-15 [68], IL-15 wpływa także na naciekanie błony mazio­
wej przez makrofagi i komórki NK [102] (ryc. 2).

Czynnik martwicy nowotworów (TNF-a) jest uważany za jeden z głównych 
czynników przyczyniających się do patogenezy RZS. Wykazano, że TNF-a jest 
wydzielany przez pobudzone w wyniku działania IL-15 limfocyty, ale przede 
wszystkim przez aktywowane przez te limfocyty makrofagi [69]. Aktywacja 
makrofagów przez limfocyty stymulowane IL-15 zależna jest od bezpośredniego 
kontaktu tych komórek, w którym pośredniczą cząsteczki powierzchniowe. Fakt ten 
może zostać wykorzystany w terapii. Leki immunosupresyjne aktywujące kinazę 
białkową A, m.in. rolipram, obniżają wydzielanie TNF-a przez makrofagi wykorzys­
tując to zjawisko - hamują wywołaną przez IL-15 aktywację limfocytów T i eks­
presję ich cząsteczek powierzchniowych [48]. Podobnie cyklosporyna A (CsA), 
stosowana w leczeniu RZS, zapobiega indukowanej przez IL-15 ekspresji cząsteczek 
CD69 na powierzchni limfocytów płynu stawowego [83]. CsA oraz FK-506 obniżają 
także produkcję samej IL-15 przez synowiocyty, często indukując w nich ekspresję 
działającej przeciwzapalnie IL-10 [26] (zagadnienie cytokin przeciwzapalnych zostało 
obszernie omówione w [5la]).

U chorych na RZS istnieje pętla wzajemnego oddziaływania i stymulacji pomiędzy 
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 wzmagają produkcję IL-15, IL-8 i IL-6 przez synowiocyty. Mechanizm 
ten zależy także od bezpośredniego kontaktu tych komórek. Metotreksat, przez 
zmniejszenie adhezji limfocytów do synowiocytów, osłabia tę pętlę wzajemnego 
oddziaływania [71], Szczególną rolę przypisuje się indukcji wydzielania IL-17 przez 
IL-15. IL-17 stymuluje synowiocyty do produkcji licznych prozapalnych czynników: 
IL-6, IL-8, GM-CSF i PGE^ [115]. Natomiast CsA hamuje indukowane przez IL-15 
wydzielanie IL-17 [115], Wykazano też, że IL-15 przyczynia się do zwiększenia 
ekspresji cyklooksygenazy typu II (COX-2) w synowiocytach zarówno bezpośrednio, 
jak też przez wzmożenie produkcji TNF-a i IL-1 [3 [70], co również może przyczyniać 
się do nasilenia procesu zapalnego.

W przebiegu RZS dochodzi do patologicznego rozrostu synowiocytów, najprawdo­
podobniej związanego z oddziaływaniem IL-15. Wykazano, że synowiocyty mają wrcin.org.pl
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RYCINA 3. Interakcje pomiędzy synowiocytami a limfocytami T w stawach pacjentów z reumatoidalnym 
zapaleniem stawów. Produkowana przez synowiocyty IL-15 stymuluje limfocyty T do produkcji cytokin 
prozapalnych, które z kolei wpływają na liczne funkcje synowiocytów, m.in. zwrotnie stymulują je do 
produkcji IL-15, ale także innych czynników bezpośrednio przyczyniających się do patogenezy RZS. 
Jednocześnie, IL-15 w sposób autokrynny oddziałuje na synowiocyty stymulując ich podziały, hamując 
apoptozę i aktywując te komórki. Leki immunosupresyjne mogą osłabiać tę interakcję - metotreksat przez 
hamowanie adhezji limfocytów do synowiocytów, natomiast CsA poprzez zahamowanie syntezy 1L-17

pełni funkcjonalny receptor IL-15RocPy, a jego zablokowanie może osłabiać tempo 
proliferacji komórek, obniżać poziom antyapoptotycznych białek Bcl-2 i Bcl-xL, a 
następnie wywoływać samą apoptozę [53]. W związku z tym wydaje się, że IL-15 
jest autokrynnym czynnikiem aktywującym te komórki, prowadzącym do ich 
podziałów i zapobiegającym apoptozie. IL-15 może także przyczyniać się do 
niszczenia stawów przez stymulację rozwoju osteoklastów [77], Zasugerowano też 
model, w którym IL-15 przyczynia się do neowaskularyzacji błony maziowej zwięk­
szając możliwość migracji limfocytów do objętego procesem zapalnym stawu. Ko­
mórki śródbłonka naczyniowego wykazują bowiem ekspresję IL-15R, a IL-15 działa 
na nie antyapoptotycznie [113].

Stężenie IL-15 w surowicy pacjentów z RZS jest istotnie wyższe niż u osób 
zdrowych [29], szczególnie u pacjentów o długim okresie trwania choroby [41], Co 
ciekawe, stężenie to nie zależy od aktywności procesu chorobowego i nie ulega 
obniżeniu nawet po sterydoterapii [29].

Podejmowane są próby terapii hamującej aktywność IL-15. Wykazano na mysim 
modelu RZS, że podawanie wolnego receptora IL-15Roc w znacznym stopniu 

rcin.org.pl



336 G. W. BASAK, W. LASEK

spowalnia rozwój choroby. Dochodzi także do spowolnienia proliferacji autoreaktywnych 
splenocytów, zmniejszenia wydzielania IFN-y, a także obniżenia poziomu specyficznych 
przeciwciał [92]. Podobnie korzystnie działało podawanie białka fuzyjnego złożonego ze 
zmutowanej IL-15 i fragmentu Fcy2a przeciwciała (CRB-15) u myszy. Antagonizując 
funkcje IL-15R, terapia ta działała zarówno profilaktycznie, jak też prowadziła do trwałego 
zahamowania rozwoju eksperymentalnego zapalenia stawów u myszy [33].

IL-15 uczestniczy także w patogenezie przewlekłych zapalnych chorób jelit. 
Zarówno u pacjentów z wrzodziejącym zapaleniem jelita grubego (colitis ulcerosa, 
CU), jak z chorobą Leśniowskiego-Crohna (enterocolitis regionalis, ER) wykazano 
wzrost odsetka PBMC wykazujących ekspresję IL-15 [51]. W surowicy, IL-15 była 
wykrywana jedynie u pacjentów z CU o umiarkowanym i znacznym nasileniu, 
natomiast nie zaobserwowano jej u pacjentów w remisji oraz z łagodną postacią choroby, 
ani u pacjentów z ER [51]. Wydaje się, że IL-15 jest wydzielana głównie w miejscu 
procesu chorobowego. Wykazano wysoki poziom IL-15 w supematantach znad hodowli 
skrawków błony śluzowej odbytnicy pochodzących od pacjentów z aktywną chorobą 
zapalną jelita [95], Najprawdopodobniej była ona wydzielana przez makrofagi oraz 
komórki nabłonka, natomiast pod jej wpływem, komórki jednojądrzaste pochodzące z 
blaszki właściwej skrawków intensywnie proliferowały [95], jak również same 
produkowały IL-15 [60], Limfocyty T izolowane z blaszki właściwej błony śluzowej, 
zwłaszcza z ER, pod wpływem IL-15 wydzielały IFN-y i TNF-a pomimo braku 
stymulacji antygenowej [60]. Ponadto, w drodze interakcji cząsteczek CD40L i CD40 
stymulowały monocyty do produkcji prozapalnych cytokin: TNF-a i IL-12, a interakcja 
ta była znacznie nasilona w warunkach inkubacji z IL-15 [60]. Także myszy transge- 
niczne, które wykazywały wybiórczą wzmożoną ekspresję IL-15 w komórkach 
nabłonka jelitowego, spontanicznie rozwijały proces zapalny dotyczący bliższego odcinka 
jelita cienkiego [79]. Stopień ciężkości choroby korelował z naciekiem blaszki właściwej 
jelita przez limfocyty oraz zwiększonym wydzielaniem przez nie TNF-a i IFN-y. 
Limfocyty te wykazywały wzmożoną odporność na proces śmierci zależnej od aktywa­
cji komórki (activation-induced cell death - AICD). Pojawiają się jednak sugestie, 
że nadekspresja IL-15 w chorobie Leśniowskiego-Crohna może być tylko przejawem 
reakcji obronnych przeciwko nadmiernej odpowiedzi ze strony limfocytów Thl [99].

Nadekspresja IL-15 może przyczynić się także do patogenezy choroby trzewnej. 
IL-15 może indukować limfocyty śródnabłonkowe IEL CD94+, wydzielające inten­
sywnie IFN-y i IL-10. Z kolei IL-10 nasila zabijanie enterocytów w drodze interakcji 
Fas-FasL [31].

IL-15 może odgrywać rolę w patogenezie stwardnienia rozsianego (sclerosis 
multiplex - SM). Częstość występowania PBMC wykazujących ekspresję IL-15 
[85], jak też stężenie IL-15 w surowicy [62] jest znacznie wyższe u pacjentów z 
SM niż u osób zdrowych. Jednocześnie, liczba tych komórek koreluje z ciężkością 
i czasem trwania choroby [85]. Wykazano jednak, że u pacjentów z postacią 
nawrotową 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 nawrotów 
[16], Wykazano negatywną korelację pomiędzy poziomem mRNA a długością 
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okresów remisji u pacjentów [16]. Podobnie, poziom IL-15 w surowicy koreluje ze 
stanem aktywności choroby w postaci nawracającej [62],

Stężenie IL-15 w surowicy pacjentów z toczniem układowym rumieniowatym 
(SLE) jest istotnie wyższe niż u osób zdrowych [84]. Dotyczy to jednak tylko ok. 
38% pacjentów [7]. Stężenie IL-15 nie korelowało ze stanem pacjentów ani z 
parametrami laboratoryjnymi świadczącymi o ciężkości choroby [84]. IL-15 mogła 
być jednak odpowiedzialna za występowanie u pacjentów niektórych zjawisk immuno­
logicznych, charakterystycznych dla SLE. Zauważono korelację występowania pod­
wyższonego poziomu IL-15 oraz wzrostu ekspresji cząsteczek CD25 oraz stężenia 
białka antyapoptotycznego Bcl-2 w limfocytach [7]. W sprzeczności z powyższymi 
wynikami pozostają jednak nowsze badania na reprezentatywnej, licznej grupie 
pacjentów z SLE, z których wynika, że poziom IL-15 u pacjentów z SLE nie różni 
się istotnie od poziomu u zdrowych ludzi [90],

W toku przewlekłych chorób zapalnych tkanki łącznej, fibroblasty nabywają zdolności 
do pobudzania proliferacji aktywowanych limfocytów T w drodze bezpośredniego kon­
taktu. Przypuszczalnie, odpowiedzialna za to może być IL-15, występująca na błonie 
komórkowej fibroblastów stymulowanych przez czynniki prozapalne, np. TNF-a [89]. 
Wykazano, że fibroblasty izolowane ze zmian skórnych w „krążkowej”, skórnej postaci 
tocznia rumieniowatego (dyscoid lupus erythematosus - DLE), w przeciwieństwie 
do izolowanych ze zdrowej skóry, wykazują błonową ekspresję IL-15 [89], Być może 
podobna sytuacja ma miejsce w zapaleniu skómomięśniowym i wielomięśniowym, gdzie 
stymulowane mioblasty są pobudzane do produkcji m.in. IL-15 przez naciekające, 
autoreaktywne limfocyty w drodze interakcji cząsteczek CD40 i CD40L [101].

Keratynocyty izolowane ze zmian skórnych w łuszczycy, wykazywały wysoką 
ekspresję zarówno IL-15, jak i IL-15R w porównaniu z keratynocytami osób 
zdrowych. Wykazano też, że IL-15 wpływa hamująco na indukowaną wiązaniem 
FasL apoptozę tych keratynocytów [93]. W mysim modelu przeszczepu ksenogenicz- 
nego ludzkiej skóry ze zmianami łuszczycowymi, zastosowano działające antago- 
nistycznie w stosunku do IL-15 przeciwciało. Spowodowało to zmniejszenie grubości 
naskórka, ograniczenie parakeratozy, liczby komórek nacieku zapalnego oraz liczby 
dzielących się keratynocytów [106].

Na modelu mysim cukrzycy insulinozależnej - u myszy NOD wykazano, że w 
okresie bezpośrednio poprzedzającym naciekanie wysp trzustki dochodzi w nich do 
ekspresji IL-15. Koreluje z nią również wzrost ekspresji IL-18 i IL-12 [91]. Wy­
dzielanie IL-15 przez komórki wysp trzustki wydaje się zachodzić m.in. pod wpływem 
prozapalnych cytokin, w warunkach eksperymentalnych był to IFN-y [20]. Zasuge­
rowano, że IL-15 może być cytokiną odpowiedzialną za naciekanie i aktywację 
komórek jednojądrzastych, a w rezultacie niszczenie wysp. Jednak badania z 
zastosowaniem u myszy NOD białka fuzyjnego IL-15-IgG2b (IL-15 o przedłużo­
nym czasie półtrwania) dostarczają przeciwstawnych wyników. Iniekcje spowodowały 
spadek częstości występowania cukrzycy u leczonych myszy, ale nie wpłynęły na 
proces zapalenia wysp trzustkowych [98]. Wiązano to przede wszystkim z zahamo­
waniem apoptozy komórek [3 wysp trzustkowych.
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ASTMA

IL-15, zwłaszcza poprzez wpływ na równowagę limfocytów Thl/Th2, może 
odgrywać pewną rolę w zjawiskach nadwrażliwości. Wykazano, że nadekspresja 
IL-15 in vivo przeciwdziała reakcjom alergicznym w drogach oddechowych. Odby­
wa się to dzięki hamowaniu odpowiedzi typu Th2 przez powstałe pod wpływem 
IL-15 limfocyty T CD8 [45]. Jednak istnieją również dane, według których IL-15 
nasila procesy zachodzące w astmie oskrzelowej. Osoby cierpiące na umiarkowaną i 
ciężką postać astmy wykazują zwiększoną ekspresję IL-15 w warstwie podśluzowej 
drzewa oskrzelowego [44]. Sugerowany jest model, według którego IL-15 nasila objawy 
poprzez hamowanie apoptozy naciekających oskrzela granulocytów kwasochłonnych 
[44]. Przypuszczalnie istnieje także związek pomiędzy polimorfizmem genu dla 
IL-15 a występowaniem astmy i innych chorób atopowych [54]. Obniżona ekspresja 
IL-15 może przyczynić się też do podatności na atopowe zapalenie skóry (AZS). 
PBMC pacjentów z AZS wydzielały znacznie mniej IL-15, a ich monocyty wykazywały 
obniżoną ekspresję błonowej IL-15 [82]. Natomiast inkubacja PBMC z IL-15 
powodowała znaczne obniżenie wydzielania IgE przez te komórki.

TRANSPLANTOLOGIA

Zauważono, że odrzucaniu przeszczepu allogenicznego nerki towarzyszy wzrost 
ekspresji mRNA kodującego IL-15 w próbkach pobranych w biopsji [86]. Podobne 
zjawisko zaobserwowano w przebiegu odrzucania przeszczepu wysp trzustkowych 
w modelu zwierzęcym [65], przeszczepu serca [11] oraz odrzucaniu przeszczepów 
płuc u ludzi [97], Udokumentowano zarówno wzrost poziomu IL-15 w surowicy, 
jak też jej ekspresji w odrzucanym przeszczepie wątroby, szczególnie w przebiegu 
ostrego odrzucania opornego na steroidy oraz w odrzucaniu przewlekłym [27]. 
Zastosowanie inhibitorów kalcyneuryny, jak też steroidów nie wpływało na wydzie­
lanie IL-15 [27], Inne badania natomiast nie wykazały korelacji ekspresji IL-15 z 
samym procesem odrzucania wątroby, a tym bardziej z jego stopniem zaawansowania 
[12]. Dopatrywano się nawet związku pomiędzy występowaniem podwyższonego 
poziomu mRNA IL-15 w wątrobie, a zwiększoną akceptacją przeszczepu [28].

Ważną rolę IL-15 w procesie odrzucania przeszczepów potwierdził też ekspery­
ment, w którym w mysim modelu transplantacji serca podawano antagonistę IL-15 - 
sIL-15Ra [100]. Zastosowana terapia pozwoliła zapobiec odrzucaniu niezgodnych pod 
względem słabego antygenu zgodności tkankowej przeszczepów, choć wyniki nie były 
tak zachęcające przy całkowitej niezgodności pod względem MHC. Zastosowanie 
antagonisty IL-15 łącznie z pojedynczą dawką przeciwciał anty-CD4 pozwoliło jednak 
na znaczne wydłużenie czasu przeżycia przeszczepu w tym ostatnim przypadku. Po­
dobne wyniki uzyskano po zastosowaniu fuzyjnego białka IL-15 mutant/Fcy2a 
(antagonisty IL-15). Szczególnie silną tolerancję względem nie w pełni zgodnych z
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gospodarzem przeszczepów wysp trzustkowych uzyskano stosując razem antagonistę 
IL-15 z białkiem fuzyjnym CTLA4/Fc (działającym tolerogennie - przeciwstawnie do 
sygnałów przewodzonych przez cząsteczki kostymulujące CD28) [34].

Wydaje się, że IL-15 może odgrywać rolę co najmniej w niektórych przypadkach 
odrzucania przeszczepów nerek u ludzi. Wykazano, że ludzkie komórki nabłonka kanalików 
nerkowych nabywały zdolności do wydzielania IL-15, wskutek interakcji z naciekającymi 
limfocytami. Czynnikami zasadniczymi w tej interakcji były cząsteczki CD40L oraz IFN-y 
wydzielany przez te limfocyty [107]. Natomiast wydzielana IL-15 stymulowała proliferację 
limfocytów. Pomimo że stosowane konwencjonalnie środki immunosupresyjne - deksametazon 
i rapamycyna nie wywierały wpływu na syntezę IL-15 przez komórki kanalików nerkowych, 
efektywnie hamowały aktywność IL-15. W przeciwieństwie do nich, cyklosporyna nie 
hamowała tej aktywności. Zasugerowano, że zjawisko to może leżeć u podstawy 
mechanizmów oporności na cyklosporynę [56]. Jednocześnie zasugerowano, że IL-15, ze 
względu na jej właściwości antyapoptotyczne i prozapalne, może odgrywać rolę w patoge­
nezie indukowanego przez cyklosporynę przerostu dziąseł [18],

Jedną z nowych strategii zapobiegania odrzucaniu przeszczepów allogenicznych 
nerek jest zastosowanie przeciwciała przeciwko cząsteczce CD25 (IL-2Ra) - basili- 
ximabu. Udowodniono, że hamuje ono odpowiedź ze strony alloreaktywnych limfocy­
tów nie tylko przez blokowanie sygnału przekazywanego przez IL-2, ale także przez 
IL-15, ponieważ obniża też poziom IL-2/15R|3 [13],

Intensywnie badany jest udział IL-15 w przeszczepianiu szpiku (BMT) i komórek 
macierzystych krwi obwodowej (PBSCT). Jednym z ich powikłań jest niepełna 
odbudowa populacji limfocytów T po przeszczepieniu. Występują w obniżonej liczeb­
ności, są podatne na spontaniczną apoptozę oraz mają zaburzone liczne funkcje. 
Wykazano, że stymulowane in vitro za pomocą IL-15 nabywają oporności na 
apoptozę, jak też zdolności do proliferacji stymulowanej antygenem [94], Przepro­
wadzone ostatnio badanie, z zastosowaniem IL-15 u myszy po allogenicznym 
przeszczepieniu szpiku opisuje jej wpływ na parametry immunologiczne po zabiegu 
[6], Odnotowano wzrost liczebności pochodzących od dawcy limfocytów CD8 , 
komórek NK i NKT. IL-15 stymulowała homeostatyczną proliferację limfocytów 
CD8" dawcy, ich ekspresję Bcl-2 oraz liczbę proliferujących komórek CD8 i NK. 
Zmniejszała także odsetek komórek apoptotycznych wśród komórek CD8 . Zasu­
gerowano więc zastosowanie IL-15 w celu stymulacji upośledzonych po przeszcze­
pieniu mechanizmów odporności.

Wykazano, że IL-15 osiągała maksymalne stężenie w surowicy pacjentów w 
przeciągu 15 dni po allogenicznym BMT, lecz powracało ono do poziomu podsta­
wowego w ciągu 25 dni [52], Jednak u pacjentów z ciężką postacią ostrej choroby 
przeszczep przeciwko gospodarzowi (GVHD) (III lub IV stopień) podwyższony 
poziom IL-15 utrzymywał się znacznie dłużej [52], Ponadto, maksymalny poziom 
stężenia IL-15 w surowicy był istotnie wyższy u pacjentów z ostrą GVHD [25]. 
Dlatego wydaje się, że IL-15 może wpływać na proces zapalny w ostrej GVHD. 
Ponadto, badania Blasera i wsp. wykazały, że wystąpienie GVHD w modelu mysim 
zależy bezpośrednio od ekspresji IL-15 przez komórki szpiku dawcy [17]. Wydziela­
nie IL-15 przez przeszczepione komórki szpiku powodowało wzrost liczebności populacji rcin.org.pl
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alloreaktywnych limfocytów T CD8*  pamięci pochodzących od dawcy, jak też ich 
aktywację. Zasugerowano, że produkowana cytokina była następnie wychwytywana 
przez IL-15Roc na pochodzących od biorcy komórkach dendrytycznych, które w ten 
sposób ujawniały ją allogenicznym limfocytom T CD8+. Przypuszczalnie polimorfizm 
genu dla IL-15 i genów odpowiedzialnych za jej kontrolę ekspresji w komórkach 
dawcy mogą wpływać na jej wydzielanie po przeszczepieniu przyczyniając się do 
częstszego występowania ostrej GVHD w określonych przypadkach [17]. Z tego 
samego względu należy z ostrożnością podchodzić do prób stosowania IL-15 u biorców 
szpiku. Jednak wydaje się, że jeżeli przeszczep zostanie pozbawiony limfocytów T, 
podawanie IL-15 jest bezpieczne [6]. Alternatywnie, zablokowanie sygnału przeka­
zywanego przez IL-15 mogłoby stanowić możliwość leczenia lub profilaktyki ostrej 
GVHD [17], jakkolwiek nie wiadomo, jak taka terapia mogłaby wpływać na reakcję 
przeszczep przeciwko nowotworowi (GVT). Wcześniejsze badania wykazały bowiem, 
że podawanie IL-15 po BMT w modelu mysim, zarówno syngenicznym [49] jak i 
allogenicznym [6], może nasilać korzystną reakcję GVT.

ZABURZENIA ODPORNOŚCI

Ciężki, złożony niedobór odporności (SCID) u ludzi wiąże się niekiedy z brakiem 
łańcucha y lub biorącego udział w przekazywaniu sygnału z tego łańcucha białka 
JAK3 [75, 105]. Jest to związane z upośledzeniem przekazywania sygnałów z 
receptorów dla IL-15, ale także z receptorów dla IL-2, IL-7 i IL-9. Odnotowano 
również przypadek, kiedy SCID wynikał z braku ekspresji IL-2/15R0 [38]. U pacjen­
ta zaobserwowano niedobór komórek NK, obniżoną liczbę limfocytów T oraz 
prawidłową liczbę limfocytów B. Wykazano u niego upośledzoną odporność komórko­
wą i humoralną, czego skutkiem były ciężkie i nawracające infekcje wirusowe i 
grzybicze.

PODSUMOWANIE

Zaburzenia ekspresji i nadmierna aktywność IL-15 w organizmie prowadzi zwykle 
do procesów patologicznych. Dlatego opracowywane są metody blokowania jej 
działania za pomocą przeciwciał monoklonalnych, rozpuszczalnych receptorów lub 
działających antagonistycznie białek fuzyjnych. Opublikowane ostatnio wyniki badania 
fazy I/II z zastosowaniem ludzkich przeciwciał anty-IL-15 (HuMax-IL15) u pacjen­
tów z RZS [ 13a] sugerują, że terapia skierowana przeciwko IL-15 może w najbliższej 
przyszłości stać się integralną częścią schematów leczenia tej choroby. Jednak w 
przypadku niektórych chorób bądź działań terapeutycznych uzasadnione może być 
również podawanie IL-15.
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ROŚLINNE IMMUNOFILINY 
STRUKTURA I FUNKCJE*

PLANT IMMUNOPHILINS - STRUCTURE AND FUNCTIONS

Agnieszka K1EŁBOWICZ-MATUK

Pracownia Genomiki Funkcjonalnej, Instytut Genetyki Roślin
Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu

Streszczenie: Pierwotnie zdefiniowane jako komórkowe receptory dla związków immunosupresyjnych, 
immunofiliny obejmują dwie rodziny unikatowych białek. Należą do nich białka wiążące FK506 określa­
ne terminem FKBP oraz białka wiążące cyklosporynę określane jako cyklofiliny. Występują one po­
wszechnie w świecie organizmów żywych. Obecnie wiadomo, że genom A. thaliana zawiera 52 geny dla 
immunofilin, z tego 23 kodują białka FKBP, a 29 - cyklofiliny. Pomimo różnej budowy wszystkie 
immunofiliny mają aktywność enzymatyczną peptydylo-prolyl cis-trans izomerazy (PPIazy). Podczas 
gdy rolę FKBP i cyklofi 1 in w procesie dojrzewania białek dobrze poznano, aktualny stan wiedzy na temat 
innych funkcji tych białek w komórce roślinnej jest ubogi. Sugeruje się, że jako znaczący składnik prote- 
omu chloroplastów, immunofiliny mogą odgrywać istotną rolę w wielu procesach tam zachodzących. 
Ponadto analiza mutantów charakteryzujących się licznymi defektami rozwojowym dostarczyła dowo­
dów na udział wielodomenowych immunofilin we wzroście i rozwoju roślin.

Słowa kluczowe: immunofiliny, cyklofiliny, białka FKBP, fałdowanie białek, 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 (PPIase) 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 Roślin PAN.
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WSTĘP

Terminem immunofiliny określa się rodzinę białek o zachowawczej strukturze wiążących 
związki immunosupresyjne, takie jak: cyklosporyna A (CsA), FK-506 i rapamycyna. 
Należą do nich cyklofiliny (CYP) oraz białka FKBP (ang. FK506 Binding Protein), 
[40], Występują one powszechnie w komórkach zwierząt, roślin wyższych, grzybów, 
pierwotniaków oraz u niektórych eubakterii [ 16]. Wszystkie immunofiliny pomimo różnej 
budowy mają aktywność izomerazy peptydyloprolylowej (PPIazy), która jest blokowana 
przez oddziaływanie ze specyficznymi immunosupresorami [8, 11,30,62,77].

1. AKTYWNOŚĆ IZOMERAZOWA A FAŁDOWANIE BIAŁEK

Zanim nowo zsyntetyzowane łańcuchy białkowe będą zdolne poprawnie spełniać w 
komórce swoje funkcje, muszą zostać szybko i efektywnie przekształcone z ich 
pierwszorzędowej struktury liniowej do dobrze zdefiniowanej, funkcjonalnie kompetentnej 
struktury trzeciorzędowej. Podczas gdy fałdowanie globulamych polipeptydów o mniej 
złożonej strukturze następuje w czasie kilku sekund/milisekund, izomeryzacja wiązania 
imidowego Xaa-Pro (Xaa oznacza dowolny aminokwas), określanego także jako wiąza­
nie peptydyloprolylowe, stanowi jeden z najwolniejszych etapów w procesie fałdowania 
białek. Obecnie wiadomo, że wiązanie prolylowe może występować w konformacji 
zarówno cz’s, jak i trans [39], Prawdopodobnie, podczas translacji mRNA powstają 
wyłącznie wiązania trans, które w zależności od potrzeb zmieniane są na czs. Z termo­
dynamicznego punktu widzenia przyjęcie przez białko danej konfiguracji w określonym 
miejscu łańcucha polipeptydowego musi być energetycznie najkorzystniejsze. Dlatego 
też wiązania czs-prolylowe są bardzo rzadkie (około 6% izomerów), podczas gdy trans 
izomery zwykle dominują [72]. Ponieważ etap izomeryzacji cis/trans jest jednym z 
najwolniej przebiegających w procesie fałdowania białek in vitro, może on determinować 
tempo osiągnięcia przez białko konformacji natywnej. Rolę enzymatycznych kataliza-

RYCINA 1. Mechanizm izomeryzacji wiązania peptydyloprolylowego cis/trans w obecności peptydylo- 
prolyl cis/trans izomeraz (PPlaz)
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torów, które biorą udział w przyśpieszeniu tego procesu (ponad 300 razy) pełnią 
peptydylo-prolyl cis/trans izomerazy/rotamazy (PPIazy EC 5.1.2.8) (ryc. 1) [13, 14, 
31,80].

2. KLASYFIKACJA ROŚLINNYCH IMMUNOFILIN

Roślinne immunofiliny pierwotnie zostały wyizolowane w 1990 roku z pomidora 
(Lycopersicon esculentum), kukurydzy (Zea tnays) i rzepaku (Brassica napus) [18], 
Ukończenie programu sekwencjonowania modelowego genomu A. thaliana stało się 
bogatym źródłem wiedzy o strukturze genomów roślinnych oraz pozwoliło zidentyfiko­
wać potencjalne geny należące do rodziny immunofilin. Aktualne dane dowodzą, że u 
Arabidopsis występują 52 geny dla immunofilin, z tego 23 kodują białka FKBP, a 29 - 
cyklofiliny (ryc. 2) [75,76], Warto zaznaczyć, że liczba genów dla immunofilin u innych 
organizmów, których genom został w pełni zsekwencjonowany jest znacznie niższa. 
Na przykład w genomie u Saccharomyces cerevisiae stwierdzono obecność 4 genów 
dla FKBP i 8 dla cyklofilin, a u Caenorhabditis elegans - 8 genów dla białek FKBP 
i 16 dla CYP [ 17, 34], Natomiast w genomie człowieka liczba genów wynosi 18 i 24,

RYCINA 2. Lista 53 izoform roślinnych immunofilin z A. thaliana oraz ich subkomórkowa lokalizacja. 
Kolorem czarnym wpisano nazwy białek klasy jednodomenowej (SD), a kolorem białym należących do 
klasy wielodomenowej.(MD) ( [34, 75] zmienione )rcin.org.pl
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odpowiednio dla białek FKBP i CYP. Badania wykazały, że u Arabidopsis geny dla 
immunofilin są rozmieszczone na wszystkich chromosomach, przy czym najwyższa 
liczba (17) występuje na chromosomie III. Tymczasem na chromosomach I, II, IV i V 
zlokalizowano odpowiednio 7, 8,9 i 11 genów [34],

Aktualna klasyfikacja immunofilin roślinnych u A. thaliana została zaproponowana 
w 2004. Biorąc pod uwagę występowanie w cząsteczce białka różnych domen oraz

thaliana: DK - domena katalityczna; DS - sekwencja docelowa; TMD - domena transmembranowa; 
TPR - powtórzenia TPR; S/K-R/E - rejony bogate w reszty Ser/Lys-Arg/Glu; U - domena U-box; 
CaM - domena wiążąca kalmodulinę; WD40 - powtórzenia WD40; RRM - motyw rozpoznający 
RNA; R - rejon bogaty w Arg; NLS - sekwencja lokalizacji jądrowej; EK - rejon bogaty w reszty Glu- 
Lys; RS - rejon bogaty w reszty Arg-Ser; LZ - zamek leucynowy ( [34, 75] zmienione ) rcin.org.pl
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ich liczbę, wyodrębniono dwie klasy immunofilin: jednodomenowe, SD (ang. Single 
Domain) i wielodomenowe, MD (ang. Multidomain) [34, 75, 76]. Dodatkowo, w 
obrębie tych klas wyróżniono kilka grup białek o zróżnicowanych właściwościach i 
funkcjach.

RYCINA 3b. Opis obok rcin.org.pl
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2.1. Subdomeny i subkomórkowa lokalizacja białek FKBP i CYP

2.1.1. Klasa SD

Członkowie klasy jednodomenowej charakteryzują się obecnością konserwatywnej 
domeny katalitycznej oraz występowaniem lub brakiem specyficznych sekwencji 
sygnałowych, kierujących białka do miejsca ich ostatecznej lokalizacji. Klasa SD stanowi 
najliczniejszą grupę immunofilin roślinnych. Obejmuje 16 izoform białek FKBP i 21 
białek CYP zlokalizowanych głównie w cytozolu i w chloroplastach [34], Największą 
frakcję (około 50%) stanowią białka, zawierające przy końcu aminowym presekwencję 
(zwaną także sekwencją tranzytową) kierującą białka do przestrzeni tylakoidowej [ 12, 
34, 67, 73, 75], Dodatni ładunek sekwencji docelowej oraz obecność w jej składzie 
dwóch reszt argininy sugeruje, że źródłem energii dla transportu białek przez błonę 
tylakoidujest gradient pH [42,60,61], Potwierdzeniem tego mogą być wyniki badań in 
vitro nad importem zlokalizowanych w świetle tylakoidów białek AtFKBP13 i 
AtCYP20-3 [29, 34, 75, 76]. Dostępne dane wskazują również na występowanie 
immunofilin klasy jednodomenowej w retikulum endoplazmatycznym, jądrze komórko­
wym i w mitochondriach (ryc. 3a, b) [34]. Ponadto niektóre cyklofiliny z tej grupy 
mogą wiązać się z błonami [74], Warto zaznaczyć, że dotychczas u A. thaliana 
zidentyfikowano tylko dwie immunofiliny: AtCYP21 -3 i AtCYP21 -4 zlokalizowane w 
mitochondriach [75]. Pomimo że rola tych białek nie została jeszcze poznana, sugeruje 
się, że mitochondrialne cyklofiliny roślinne mogą pełnić podobne funkcje jak ich homologii 
zwierzęce [3], Przypuszczalnie regulują one przepuszczalność błony mitochondrialnej 
oraz odgrywają istotną rolę w śmierci komórki apoptotycznej i nekrotycznej [50, 78], 
Inne immunofiliny jednodomenowe, takie jak: AtCYP 19-4, AtCYP20-1, AtCYP21 -1, 
AtCYP21-2, AtCYP23, AtFKBP15-l i AtFKBP15-2, są kierowane na szlak 
sekrecyjny. W przeciwieństwie do zlokalizowanych w retikulum endoplazmatycznym 
białek FKBP, cyklofiliny kierowane do tego kompartmentu nie mają sygnału retencji 
przy końcu karboksylowym [75].

2.1.2. Klasa MD

Tylko dziewięć genów dla cyklofilin i siedem dla białek FKBP obecnych w genomie 
A. thaliana koduje immunofiliny wielodomenowe [34, 75, 76]. Białka tej klasy mogą 
występować w cytozolu, chloroplastach i w jądrze komórkowym (ryc. 3a, b) [75, 76]. 
Przedstawiciele klasy MD oprócz typowej dla immunofilin konserwatywnej domeny 
katalitycznej (bądź kilku domen katalitycznych) mają dodatkową domenę (_y) funkcjo­
nalną. Warto przy tym zaznaczyć, że obecność wielu kopii domen katalitycznych stwier­
dzono tylko u niektórych białek FKBP, takich jak: AtFKBP42, AtFKBP62, AtFKBP65 
i AtFKBP72. Ponadto w przeciwieństwie do białek FKBP, cechą charakterystyczną 
cyklofilin należących do klasy wielodomenowej jest bardzo duże zróżnicowanie domen 
funkcjonalnych. Wśród nich wyróżniono domenę U-box, domeny typu palca cynkowego 
i zamka leucynowego, powtórzenia WD-40, powtórzenia TPR (ang. Tetratricopeptide 
Repeat) [5, 75] oraz domeny charakterystyczne dla białek wchodzących w interakcje 
z RN A, tj. motyw RRM (ang. /?/V4 Recognition Motif), rejon bogaty w reszty S/K- 
R/E oraz domenę bogatą w reszty Glu-Lys, tzw. EK lub Arg/Ser, tzw. RS [51,53, 90].
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3. STRUKTURA ROŚLINNYCH IMMUNOFILIN

Badania z wykorzystaniem krystalografii rentgenowskiej, a następnie analiza 
porównawcza sekwencji aminokwasowej poszczególnych izoform białkowych, pozwoliły 
określić strukturę drugorzędową roślinnych immunofilin. Pomimo braku istotnego 
podobieństwa pomiędzy członkami należącymi do rodziny FKBP i CYP, wszystkie 
immunofiliny mają kieszeń dla wiązania immunosupresorów [44,49, 71]. Wykazano, 
że związki te trwale wiążą się z enzymem naśladując jego naturalne substraty, co w 
rezultacie powoduje nieznaczną reorganizację tego rejonu oraz prowadzi do zablokowania 
centrum aktywnego rotamazy [63].

3.1. Budowa białek FKBP

Najlepiej poznane, a zarazem najpowszechniej występujące białko wiążące FK506 
to FKBP 12. FKBP 12 jest rozpuszczalnym, cytozolowym receptorem dwóch immuno­
supresorów: FK506 i rapamycyny [71]. Głównymi elementami budowy tego białka są: 
pięciopasmowa, antyrównoległa struktura pofałdowanej harmonijki [3 i pojedyncza, 
krótka helisa a tworząca rdzeń hydrofobowy [44]. W płytkim wydrążeniu między helisą 
i harmonijką znajduje się centrum aktywne oraz miejsce wiązania ligandu [91], W 
kieszeni wiążącej ligand występują charakterystyczne, konserwatywne aminokwasy 
aromatyczne: Trp59, Tyr82 i Phe99, których obecność stwierdzono w innych białkach 
z tej rodziny.

3.2. Budowa cyklofilin

Pierwszym białkiem wiążącym cyklosporynę A, którego strukturę najlepiej poznano, 
była ludzka cyklofilina A. Badania krystalograficzne wykazały, że tworzy ją osiem 
antyrównoległych struktur [3 osłoniętych przez dwie amfipatyczne helisy a [ 1 ]. Rejon 
domeny katalitycznej stanowią silnie konserwatywne aminokwasy tworzące 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 wiązania CsA [75], Analiza 
porównawcza sekwencji aminokwasowej wykazała, że unikatową cechą roślinnych 
cyklofilin jest obecność trzech insercji zlokalizowanych w rejonach połączeń (3-I/[3-II 
(3 lub 4 reszty aminokwasowej, [3-IV/[3-V (8 reszt aminokwasowych) i (3-VI/ot-II 
(3-7 reszt aminokwasowych) [75].

4. EKSPRESJA GENÓW KODUJĄCYCH ROŚLINNE 
IMMUNOFILINY

Dane wielu autorów sugerują, że znaczna liczba genów dla immunofilin ulega ekspresji 
konstytutywnej w obrębie całej rośliny [5, 22, 41, 45]. Tym niemniej ekspresja niektórych 
izoform jest tkankowo-specyficzna. Na przykład cztery białka należące do klasy 
jednodomenowej: AtFKBP16A AtFKBP26-2, AtCYP22 i AtCYP28 z A. thaliana występują 
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zarówno w przestrzeni, jak i w błonach tylakoidowych [ 12,15,67,73,76]. Natomiast białko 
AtCYP20-3 jest obecne wyłącznie w stromie chloroplastów [82], Inne izoformy, np. 
AtCYP26-l, są syntetyzowane wyłącznie w tkankach przewodzących [8, 75].

Na podstawie analizy ekspresji genów dla immunofilin stwierdzono, że niektóre z nich 
mogą być aktywowane pod wpływem stresów biotycznych i abiotycznych. Wzrost akumulacji 
transkryptów odnotowano w odpowiedzi na atak patogenów, szok termiczny, zranienie, jak 
również na obecność związków chemicznych, w tym chlorku rtęci i kwasu salicylowego 
[10, 22, 45, 52, 81], Podwyższony poziom mRNA dla genów kodujących cyklofiliny u 
psianki (Solanum commersoni), bobu ( Vicia faba) i kukurydzy (Zea mays) obserwowano 
również pod wpływem chłodu, suszy, zasolenia i ABA [22,38,58,86].

5. RÓŻNORODNOŚĆ FUNKCJONALNA ROŚLINNYCH 
IMMUNOFILIN

Większość funkcji, jakie immunofiliny mogą pełnić w komórkach roślin, wykazano 
jedynie w warunkach in vitro. Wydaje się, że udział immunofilin w procesie fałdowania 
białek ma związek nie tylko z ich aktywnością izomerazową, ale również z przypisywaną 
im funkcją białek opiekuńczych. Prawdopodobnie w roślinach poddanych działaniu 
stresu immunofiliny mogą funkcjonować jako białka „opiekuńczo-podobne”, gdyż 
chronią nowo syntetyzowane łańcuchy białkowe przed ich agregacją i proteolityczną 
degradacją. Potwierdzeniem ochronnej roli tych białek było wykazanie, że niektóre 
immunofiliny mogą tworzyć kompleksy z białkami opiekuńczymi. Na przykład cyklofiliny 
Cpr6 i Cpr7 z Saccharomyces cerevisiae oraz białko AtFKBP-42 z A. thaliana mogą 
asocjować z białkiem Hsp90 [7,43, 57],

Ciekawym odkryciem było stwierdzenie, że immunofiliny biorąudział w zależnej od 
ubikwityny degradacji białek [28]. Badania wykazały, że immunofiliny stymulują 
mechanizmy naprawcze biorące udział w degradacji białek o uszkodzonej pod wpływem 
stresu strukturze [4], Interesującym przykładem jest przedstawiciel klasy wielodo- 
menowej -cyklofilina AtCYP65. Przy końcu aminowym cząsteczki białka zlokalizowano 
60-aminokwasowy rejon o wysokiej homologii do domeny U-box. U-box jest zmodyfi­
kowaną domeną typu RING finger (ang. Really Interesting New Gene) [26, 27, 28]. 
Występowanie domeny U-box stwierdzono m.in. u kilku ligaz ubikwitylowych. Ligazy 
ubikwitylowe są wielopodjednostkowymi kompleksami białkowymi, w których określone 
podjednostki biorą udział w rozpoznaniu przeznaczonego do degradacji substratu i 
dołączeniu do niego łańcucha poliubikwitylowego lub pojedynczymi polipeptydami, w 
których określone fragmenty cząsteczki pełnią tę rolę [28,33]. Roślinne białka z domeną 
U-box zostały podzielone na pięć klas, które przypuszczalnie spełniają w komórce różne 
funkcje [4].

Ciekawym przykładem jest również cyklofilina AtCYP71, która na końcu aminowym 
ma dwa rejony o dużej homologii do sekwencji konsensusowych typu WD40. Obecność 
sekwencji WD40 stwierdzono między innymi w białku COP 1 biorącym udział w regulacji 
fotomorfogenezy [70, 84, 85], Wykazano, że oddziaływanie represora COP1 z czynni­
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kiem transkrypcyjnym HY5 prowadzi do degradacji białka HY5 w układzie proteoli­
tycznym (szlak ubikwityna/proteasom 26) [35,36,64,79].

W ostatnich latach udowodniono również, że niektóre cytoplazmatyczne formy 
cyklofilin wykazują aktywność endonukleolityczną zależną od jonów wapnia i magnezu. 
Stąd przypisuje się im potencjalną rolę w apoptozie [55, 59].

Zdaniem wielu autorów pewne immunofiliny klasy wielodomenowej mogą brać udział 
w procesie konstytutywnego i alternatywnego splicingu oraz na różnych etapach 
dojrzewania cząsteczek RNA [47, 53, 54]. Na przykład w białku AtCYP59 zidentyfi­
kowano motyw RRM, którego obecność stwierdzono również u wielu białek biorących 
udział w potranskrypcyjnym dojrzewaniu różnych rodzajów RNA (pre-mRNA, mRNA, 
pre-tRNA, cpRNA i małe jądrowe RNA) [2], Inne cyklofiliny, takie jak AtCYP63 i 
AtCYP95, mają charakterystyczne dla białek SR (ang. Splicing Factors Containing 
Ser-Arg Repeats) domeny bogate w reszty Arg/Ser. Prawdopodobnie białka te mogą 
uczestniczyć w procesach związanych z formowaniem spliceosomu, interakcjach intron- 
egzon lub w wyborze właściwych miejsc splicingowych [24, 32], Inna cyklofilina 
AtCYP59 przypuszczalnie bierze udział w wiązaniu RNA, ssDNA i w interakcjach 
białko-białko, albowiem w cząsteczce białka AtCYP59 zidentyfikowano domenę typu 
palca cynkowego istotną w tego typu oddziaływaniach [56].

Eksperymenty z wykorzystaniem systemu dwuhybrydowego pozwoliły zidentyfi­
kować białka, z którymi oddziałują immunofiliny. Na przykład cyklofilina AtCYP 18-3 
silnie i specyficznie wiąże się z endonukleazą VirD2 z Agrobacterium tumefaciens, 
co wskazuje na jej potencjalną rolę w początkowych etapach integracji T-DNA do 
genomu roślinnego [9]. Co więcej, udowodniono, że CsA blokuje transformację A. 
thaliana i tytoniu (Nicotiana tabacum) za pomocą systemu Agrobacterium tumefa­
ciens. Ostatnio zidentyfikowano również białko AtCYP5, które wchodzi w interakcję 
z czynnikiem wymiany GTP tzw. GNOM. Wykazano, że zasocjowany z błoną czynnik 
GNOM kieruje transportem pęcherzyków u wielu organizmów [25, 87]. W ostatnich 
latach uzyskano dodatkowe informacje o roli immunofilin w kierowaniu transportem 
białek [66].

6. CHLOROPLASTY - OGNISKOWY PUNKT DZIAŁANIA 
IMMUNOFILIN

Badania nad specyficznością oddziaływań enzymu z ligandem pozwoliły zidenty­
fikować immunofiliny w odległych kompartmentach komórkowych. Zaskakującym 
odkryciem było stwierdzenie, że pewne izoformy cyklofilin i białek FKBP występują w 
zielonych tkankach, a ich ekspresja jest indukowana światłem. Wykazano, że białka te są 
zlokalizowane w chloroplastach. Aktualnie wiadomo, że 15 izoform immunofilin występuje 
w przestrzeni tylakoidowej [76], Przykładem może być występująca w świetle tylakoidu 
i w błonach tylakoidowych cyklofilina wielodomenowa TLP40 ze szpinaku (Spinacea 
oleráceo) [73]. Przy końcu aminowym białka TLP40 zidentyfikowano domenę typu 
zamka leucynowego, która uczestniczy w wiązaniu białkowej fosfatazy, a przy końcu 
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karboksylowym ma domenę o aktywności izomerazowej. Udowodniono, iż nagły wzrost 
temperatury powoduje oddysocjowanie białka TLP40 od błony do światła tylakoidu, gdzie 
oddziałując z białkową fosfatazą moduluje jej aktywność. W rezultacie dochodzi do 
defosforylacji białek centrum reakcji fotosystemu II [73, 88].

Ostatnie dowody wskazują na istotną rolę stanu redoks w regulacji funkcji immunofilin 
[76]. Reakcje oksydoredukcyjne stanowią złożony system szlaków obejmujący fotosys- 
tem I i II oraz kompleks cytochromowy b6f [83]. Wynikiem ich działania jest wytwo­
rzenie zredukowanych ekwiwalentów wykorzystywanych do syntezy węglowodanów 
w cyklu Calvina. Badania wykazały, że stan redoks reguluje transkrypcje genów kodo­
wanych zarówno przez genom jądrowy, jak i chloroplastowy. Tym samym odgrywa on 
kluczową rolę w regulacji biologii chloroplastów na wielu poziomach [65, 69]. Za 
pośrednictwem specyficznych białek regulatorowych, tzw. tioredoksyn, redoks może 
być wskaźnikiem stanu energii w chloroplastach włączając bądź wyłączając aktywności 
wielu enzymów fazy ciemnej fotosyntezy. Dotychczas najlepiej scharakteryzowaną 
immunofiliną, której aktywność znajduje się pod kontrolą potencjału oksydoredukcyjnego, 
jest białko AtFKBP13 z A. thaliana. Aktualne dane wskazują na obecność trzech 
funkcjonalnie odległych form białka, które różnią się lokalizacją i stanem redoks [23]. 
Kluczowym odkryciem było stwierdzenie, że w przeciwieństwie do innych białek 
enzymatycznych, aktywacja białka AtFKBP13 następuje w wyniku utlenienia. 
Natomiast redukcja białka przez tioredoksynę hamuje jego aktywność enzymatyczną 
[27]. Tylko katalitycznie aktywna forma AtFKBP13 może brać udział w dojrzewaniu 
innych białek zlokalizowanych w przestrzeni i błonach tylakoidowych. Ostatnio 
udowodniono, że AtFKBP13 oddziałuje z podjednostką białka Rieske wchodzącą w 
skład kompleksu cytochromowego b6f. Uważa się, że stan redoks odgrywa także rolę 
w funkcjonowaniu innych immunofilin, w tym zlokalizowanej w stromie cyklofiliny 
AtCYP20-3. Białko AtCYP20-3 pierwotnie zostało zidentyfikowane jako potencjalny 
substrat dla chloroplastowej tioredoksyny-m [61, 75]. Wykazano, że utleniona forma 
AtCYP20-3 jest katalitycznie nieaktywna, a jej aktywność izomerazowa może być 
przywrócona w wyniku redukcji przez chloroplastową tioredoksynę-w. Od niedawna 
wiadomo również, że białko AtCYP20-3 może oddziaływać w warunkach in vitro t. 
peroksyredoksyną [48].

Warto wspomnieć, że dalece spokrewnionym, a zarazem interesującym przedstawi­
cielem chloroplastowych immunofilin klasy wielodomenowej jest czynnik inicjujący TIG. 
Czynnik inicjujący jest białkiem opiekuńczym, który wiąże się z nowo syntetyzowanym 
łańcuchem polipeptydowym tuż po wynurzeniu się z rybosomu i przyspiesza jego 
fałdowanie (20-100x). Ostatnie dane dowodzą, że czynnik TIG może wiązać się z 
kompleksem cząsteczek rozpoznających sygnał rybosomowy, tzw. SRP (ang. Ribosome- 
Signal Recognition Particie) [6, 21].

Mówiąc o funkcji, jaką immuno fili ny pełnią w chloroplastach, należałoby również 
zaznaczyć, że niektóre cyklofiliny mogą uczestniczyć w sekwestracji i ochronie białek 
chloroplastowych przeznaczonych do degradacji [82].
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7. ROLA IMMUNOFILIN W ROZWOJU ROŚLIN

Większość danych na temat funkcji immunofilin we wzroście i różnicowaniu się 
komórek pochodzi z badań nad mutantami rozwojowymi A. thaliana. Jednym z nich 
jest mutant SQUINT, który charakteryzuje się zredukowaną liczbą liści i zmianami w 
ich morfologii [5]. Złożony fenotyp obserwowany u mutanta SQUINT jest spowodo­
wany mutacją w genie SQN. Analiza sekwencji aminokwasowej białka SQN wykazała 
wysoką homologię do cyklofiliny CYP40 z A. thaliana. Przy końcu aminowym białka 
SQN zidentyfikowano obecność domeny o aktywności izomerazowej, a przy końcu 
karboksylowym trzech motywów TPR [8]. Badania wykazały, że białko CYP40 pełni 
ważną funkcję w początkowych etapach rozwoju siewek, jak również w morfogenezie 
kwiatów i położeniu pąków kwiatowych [5].

Dodatkowe dowody wskazujące na rolę wielodomenowych białek FKBP w rozwoju 
roślin pochodzą z charakterystyki mutantów określanych terminem twisted dwarf 1 
(TWD) [19] i ultracurvata 2 (UCU2) [68], Oba mutanty oznaczają się plejotropowym 
fenotypem. Pod względem morfologicznym rośliny charakteryzują się obecnością 
karłowatych liści, zniekształconych korzeni i łodyg oraz występowaniem kilku, małych 
kwiatów, co jest przyczyną częściowej redukcji płodności. Ponadto obserwuje się helikal- 
ne skręcenie wielu organów. Okazało się, że skrajny fenotyp reprezentowany przez 
mutanty TWD i UCU2 jest spowodowany mutacją w genie AtFKBP42 [43], W 
strukturze białka AtFKBP42 można wyróżnić obecną przy końcu aminowym nieaktywną 
domenę izomerazową, domenę TPR, trzy motywy wiążące kalmodulinę oraz zlokalizo­
waną przy końcu karboksylowym domenę transmembranową [75]. Badania wykazały, 
że zakotwiczone w błonie białko AtFKBP42 występuje zarówno w membranach 
wakuolamych, jak i plazmatycznych [19,20,43].

Pojawiają się coraz nowsze dowody przemawiające za rolą immunofilin w procesie 
rozwoju roślin. Ostatnio zidentyfikowano i scharakteryzowano zlokalizowane w jądrze 
białko KIN241 z Paramecium tetraurelia, które bierze udział w morfogenezie komórki 
i reorganizacji jądra [46]. Analiza sekwencji ujawniła, że KIN241 wykazuje dużą 
homologię do cyklofiliny AtCYP59 z A. thaliana. Znane jest również białko AtFIP37 
oddziałujące z AtFKBP 12, którego funkcja jest istotna w rozwoju bielma i na wczesnych 
etapach embriogenezy [89].

PODSUMOWANIE

W ostatnich latach obserwuje się prawdziwy renesans badań funkcji immunofilin 
roślinnych. Ciągle jeszcze dużo pytań dotyczących roli tych białek w komórkach 
pozostaje bez odpowiedzi. Obecny stan wiedzy pozwala przypuszczać, że „cele” białek 
CYP i FKBP w komórce są różnorodne i specyficzne dla poszczególnych izoform. 
Wydaje się zatem słusznym stwierdzenie, że enzymy te odgrywają ważną rolę w biologii 
wielu organizmów. rcin.org.pl
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W tym Zeszycie

W oku kręgowców występują dwa funkcjonalnie odmienne szlaki odbioru światła. 
Jeden z nich służy do tworzenia obrazów (pręciki i czopki), a drugi rejestruje zmia­
ny intensywności promieniowania w czasie i uczestniczy w tzw. niewzrokowych 
odpowiedziach na światło (regulacji rytmów biologicznych, zwężaniu źrenicy). W 
tym drugim szlaku uczestniczy melanopsyna, której budowa i funkcje są omawia­
ne w artykule na stronie 229.

W krajach wysoko rozwiniętych rak stercza jest drugą po raku płuca przyczyną zgonu 
mężczyzn. Badania in vitro na liniach komórkowych wyizolowanych z przerzu­
tów raka przyczyniają się do poznania mechanizmu tego procesu. W artykule na 
stronie 257 omówiono cząsteczki adhezyjne i niektóre antygeny komórek raka 
prostaty biorące udział w adhezji, co ma znaczenia w powstawaniu przerzutów.

Powstawanie osteoklastów jest procesem tworzenia wielojądrowych komórek zdol­
nych do resorbowania macierzy kostnej. Komórki te powstająprzez fuzję makro- 
fagów regulowaną cytokinami oraz ligandami uwalnianymi lub eksponowanymi 
przez komórki kościotwórcze. Więcej na ten temat Czytelnik znajdzie na stronie 
273.

Metalotioneiny to niskocząsteczkowe białka bogate w reszty cysteinowe, zdolne do 
wiązania metali ciężkich. Większość metalotionein roślinnych podlega ekspresji 
tkankowospecyficznej. Więcej na ten temat jest na stronie 285.

Interleukina 15 ma wielokierunkowy wpływ na układ odpornościowy. Cytokina ta sta­
nowi czynnik wzrostu dla limfocytów T CD8 pamięci oraz działa na nie antyapop- 
totycznie. Indukuje powstawanie komórek NK i nasila ich aktywność cytotok- 
syczną. Więcej na temat tej interleukiny oraz jej znaczenia w procesach chorobo­
wych znajdzie Czytelnik na stronie 303 oraz 327.

Somitogeneza, w czasie której z trzyosiowej mezodermy tworzą się somity, jest pod­
stawą segmentacj i ciała u kręgowców. Komórki trzyosiowej mezodermy przecho- 
dą przez trzy fazy różnicowania i dojrzewania. W pierwszej fazie komórki macie­
rzyste przekształcają się w komórki progenitorowe tworzące mezodermę przedso- 
mitową. Potem następuje faza przygotowania do segmentacji oraz segmentacja. 
W artykule na stronie 393 omówiono mechanizm działania molekularnego oscyla­
cyjnego zegara u zarodków, regulującego somitogenezę.
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Barbara KRAWCZYK, Piotr RYCHLEWSKI, 
Krystyna FABIANOWSKA-MAJEWSKA

Zakład Chemii Biomedycznej, Uniwersytet Medyczny w Łodzi

Streszczenie: PTEN (nazywany także MMAC1 lub TĘPI) jest białkiem supresorowym z aktywnością 
fosfatazy o podwójnej specyficzności zarówno wobec substratu lipidowego, jak i substratów białko­
wych. Jako fosfataza lipidowa, PTEN defosforyluje fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforan (PIP-3), co 
prowadzi do negatywnej regulacji aktywności serynowo-treoninowej kinazy Akt (PKB). Jako fosfataza 
białek, PTEN poprzez defosforylację kinazy białkowej FAK i białka She uczestniczy w regulacji szlaku 
sygnałowego zależnego od kinazy MAP. Lipidowo-białkowa aktywność fosfatazowa PTEN powoduje, 
że białko to jest modulatorem dwóch głównych wewnątrzkomórkowych szlaków przekazu sygnału: 
czynniki wzrostu/PI3K/Akt oraz Shc/Ras/Raf/MAPK, tj. szlaków kontrolujących wzrost, apoptozę, 
przeżywalność komórek, adhezję i migrację. Jednocześnie enzymatyczna aktywność białka PTEN, jego 
stabilność, wewnątrzkomórkowa lokalizacja, jak i ekspresja genu także podlegają kompleksowej kontroli. 
Badania wielu tkanek rakowych wskazują, że obniżona biologiczna aktywność białka PTEN lub jej 
całkowity brak mogą być następstwem zaburzenia ekspresji genu PTEN w drodze mutacji i/lub zmian 
epigenetycznych (głównie zwiększenia metylacji regionu promotorowego genu). Wyjaśnienie biologicz­
nej roli białka supresorowego PTEN i powiązanie jej z regulacjąjego aktywności i aktywności genu staje 
się ważne w aspekcie poszukiwania farmakologicznych możliwości hamowania transformacji nowotwo­
rowej już we wczesnych etapach tego procesu.

Słowa kluczowe: białko 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 of two main intracel­
lular signal transduction pathways: growth factors/PI3K/Akt and Shc/Ras/Raf/MAPK, involved in regu-
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lation of cell 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 of biological 
activity of PTEN or complete lack of its 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 of the 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.

WSTĘP

Białko supresorowe PTEN (ang. Phosphatase and Tensin homolog deleted on 
chromosome ten), nazywane także MMAC1 (ang. Mutated in Multiple Advanced 
Cancers 1) lub TEP1 (ang. TGF-[3 regulated and Epithelial cell enriched 
Phosphatase 1) należy do fosfataz o podwójnej substratowej lipidowo-białkowej 
specyficzności. Jako fosfataza lipidowa, PTEN defosforyluje fosfatydyloinozytolo-3,4,5- 
trifosforan (PIP-3, ang. Phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate), co prowadzi do 
negatywnej regulacji szlaku sygnałowego: czynniki wzrostu/PI3K (ang. Phosphatidyl­
inositol 3-kinase)/Akt (PKB, ang. Protein Kinase B) [5]. Jako fosfataza białek 
(zaliczana do białkowych fosfataz tyrozynowych ze zdolnością defosforylacji także 
seryny i treoniny), PTEN poprzez defosforylację kinazy białkowej FAK (ang. Focal 
Adhesion Kinase) i białka She uczestniczy w regulacji szlaku sygnałowego zależnego 
od kinazy MAP (ang. Mitogen-Activated Protein) [22]. Białko PTEN wykazuje dużą 
homologię z tensyną, białkiem cytoszkieletu komórkowego i z auksyliną, białkiem 
zaangażowanym w transport pęcherzyków synaptycznych. Białko PTEN pełni istotną 
rolę w prawidłowym rozwoju zarodka [69] i w prawidłowym funkcjonowaniu komórek 
poprzez regulowanie podstawowych procesów komórkowych, w tym proliferacji, 
różnicowania, migracji oraz przeżywalności w wyniku kontroli cyklu komórkowego w 
punkcie przejścia G]/S [18,69].

Białko PTEN w komórce występuje w dwóch subfrakcjach, w cytoplazmie i jądrze 
komórkowym [29]. Cytoplazmatyczna lokalizacja białka jest ściśle związana z jego 
aktywnością wobec substratu lipidowego [2,12]. W komórkach nowotworowych białko 
PTEN wykrywane jest głównie w cytoplazmie, w przeciwieństwie do komórek 
prawidłowych, gdzie występuje głównie w jądrze [17,38,66].

Białko PTEN zostało odkryte w roku 1997 po licznych doniesieniach o mutacjach i 
delecjach na chromosomie 10 w komórkach ludzkich glejaków złośliwych [42], w raku 
prostaty [4] i w raku błony śluzowej macicy [57]. Wyniki intensywnych prac badawczych 
nad rolą i właściwościami białka PTEN w komórkach tkanek rakowych przyczyniły 
się do zaliczenia go do kluczowych białek supresorowych przeciwdziałających procesowi 
kancerogenezy ze względu na antagonistyczne działanie wobec aktywności wielu kinaz 
białkowych promujących proliferację komórek.

rcin.org.pl



BIAŁKO PTEN - REGULACJA AKTYWNOŚCI 367

W niniejszej pracy przeglądowej na temat właściwości białka PTEN i regulacji jego 
aktywności szczególną uwagę zwrócono na zaburzenia funkcji tego białka, obserwowane 
w wielu typach ludzkich nowotworów, zaburzenia będące wynikiem wyciszenia 
aktywności genu PTEN w drodze epigenetycznych zmian.

BUDOWA BIAŁKA PTEN I REGULACJA JEGO AKTYWNOŚCI

PTEN jest białkiem o masie około 50 kDa, zbudowanym z 403 aminokwasów [2,18] 
(ryc. 1). Białko to może występować w dwóch subfrakcjach komórki: w cytoplazmie i 
jądrze komórkowym [29]; przy czym tylko niewielka ilość białka cytoplazmatycznego 
jest związana z błoną komórkową. Na podstawie badań zdrowych i rakowych komórek 
tarczycy wykazano (na podstawie immunohistochemicznego oznaczenia), że w komórkach 
prawidłowych PTEN znajduje się w przeważającej części w jądrze komórkowym i otoczce 
jądra oraz, w mniejszym stężeniu, w cytoplazmie [17,38]. Natomiast w komórkach 
rakowych tarczycy białko PTEN wykrywano głównie w cytosolu, przy czym ekspresja 
genu kodującego to białko była obniżona w obu frakcjach lub całkowicie wyciszona w 
jądrze [17]. Analogiczne spostrzeżenia na temat lokalizacji PTEN i poziomu ekspresji w 
cytosolu i jądrze dały wyniki badań komórek raka trzustki i prostaty [38,66], Do chwili 
obecnej nie jest znany mechanizm przejścia białka PTEN z cytoplazmy do jądra, ponieważ 
białko to nie ma sygnału jądrowej lokalizacji (NLS, ang. Nuclear Localization SignaT). 
Możliwe, że w translokacji białka z cytoplazmy do jądra bierze udział białko MDM2 (ang. 
Murine Double Minutę 2) i ten transport może być zależny od fazy cyklu komórkowego, 
jak i może być odpowiedzią na podział i wzrost komórki [66]. Funkcjonalne regiony białka 
PTEN przedstawiono na rycinie 1.

RYCINA 1. Budowa białka PTEN (wg [59] zmienione)
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Na końcu -NH2, pomiędzy 7 i 185 aminokwasem znajduje się domena fosfatazowa 
(PD, ang. Phosphatase Domain) homologiczna do cytoszkieletowego białka tensyny. 
Domena ta zawiera sekwencję HCXXGXXRS/T charakterystyczną dla białkowych 
fosfataz tyrozynowych oraz fosfataz o podwójnej specyficzności [59]. W domenie 
fosfatazowej wokół tej sekwencji znajdują się zasadowe aminokwasy, co razem tworzy 
zwiększone centrum aktywne, zdolne do przyjęcia kwaśnych substratów - fosfoino- 
zytoli [27]. Domena ta katalizuje defosforylację fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforanu 
(PIP-3), który jest substratem lipidowym dla PTEN [5,12,18]. Mutacyjna zmiana centrum 
aktywnego jest przyczyną braku aktywności fosfatazowej wobec substratu lipidowego, 
co jest ściśle związane z właściwościami supresorowymi PTEN wobec szlaku sygnało­
wego: czynniki wzrostu/PI3K/Akt, sprzyjającego przeżywalności i proliferacji komórek 
[34], Spostrzeżenie to podkreśla ważność centrum aktywnego w domenie fosfatazowej 
dla aktywności wobec PIP-3, jak i ważność reakcji defosforylacji PIP-3 w kontroli 
prawidłowego rozwoju komórek. Środkowa domena białka PTEN, zwana domeną C2, 
znajduje się pomiędzy 186 i 351 aminokwasem, jest ona homologiem domeny obecnej w 
kinazie białkowej C. Domena C2 jest odpowiedzialna za wiązanie substratu lipidowego i 
właściwe jego zorientowanie w stosunku do domeny fosfatazowej oraz za wiązanie PTEN 
do błony komórkowej [16,68], Przypuszcza się, że domena C2 odgrywa także rolę w 
zależnej od jonów Ca2+ interakcji z lipidami, choć prawdopodobnie nie wiąże bezpośrednio 
jonów Ca2+ [59]. Koniec -COOH łańcucha peptydowego PTEN (tzw. „ogon”, 
rozpoczynający się od 354 aminokwasu) ma dwie domeny PEST (ang. proline (P), 
glutamate (E), serine (S), and threonine (T), pomiędzy 370 i 375 aminokwasem oraz 
379 i 386 aminokwasem) i sekwencję konsensusowąwiążącądomeny PDZ innych białek. 
Skrót domeny PDZ jest utworzony z pierwszych liter białek, w których po raz pierwszy 
zidentyfikowano tę domenę: PSD-95 (ang. Post-Synaptic Density protein)', Dig (ang. 
Drosophila disco large protein)', ZO1 (ang. Zonula Occludens 1 protein). W drugiej 
domenie PEST znajdują się trzy potencjalne miejsca fosforylacji białka PTEN: seryna w 
pozycji 380 oraz treoniny w pozycji 382 i 383. Fosforylacja/defosforylacja tych 
aminokwasów odgrywa kluczową rolę w regulacji stabilności i aktywności białka [54,59].

Sekwencja wiążąca PDZ, kończąca „ogon” jest odpowiedzialna za wiązanie PTEN 
z domenami PDZ białek należących do powierzchniowego cytoszkieletu komórkowego; 
sekwencja ta odpowiada m.in. za interakcję z białkiem MAGI-2 (ang. Membrane 
Associated Guanylate kinase Inverted 2), należącym do rodziny MAGUK (ang. 
Membrane-Associated Guanylate Kinase) [59,68]. W odpowiedzi na bodźce sygna­
łowe w komórce (do chwili obecnej nierozpoznane) PTEN łączy się z jedną z domen 
PDZ białka MAGI-2 i wtedy jest transportowany do błony komórkowej. Przy błonie 
komórkowej katalizowana jest reakcja defosforylacji PIP-3. Interakcję PTEN z 
MAGI-2 stymuluje defosforylacja końca C („ogona”) białka PTEN [68].

Aktywność białka PTEN jest głównie regulowana poprzez reakcję fosforylacji i 
defosforylacji końca C zawierającego domeny PEST i sekwencję wiążącą PDZ. Jest 
to konsekwencją faktu, że 28% aminokwasów tworzących „ogon” stanowią seryna i 
treonina (aminokwasy z grupą OH, która może ulegać fosforylacji). Fosforylacja końca 
C wpływa także na stabilność białka PTEN, jak i moduluje interakcję z innymi białkami, 
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a bezpośrednie zmiany elektrostatyczne zmieniają zdolność wiązania PTEN do błony 
komórkowej [8]. Tolkacheva i wsp. w badaniach z komórkami 293T (są to komórki 
nerki płodu ludzkiego) i PC3 (są to komórki raka gruczołu krokowego) wykazali, że 
około 95% białka PTEN podlega fosforylacji i ta fosforylowana forma stanowi pulę 
stabilnego cytoplazmatycznego białka, lecz funkcjonalnie nieczynnego [54]. PTEN jest 
fosforylowany głównie przez kinazę kazeinową typu 2 (CK2, ang. Casein Kinase 2) i 
ta fosforylacja może być regulowana przez serynowo-treoninową kinazę Akt w drodze:
(i) kontrolowania przez Akt niezidentyfikowanej fosfatazy oddziałującej na PTEN lub
(ii) inicjowania przez Akt zmian w PTEN, które skutkują mniejszym powinowactwem 
do CK2 [ 12,55]. Regulacja ta stanowi przypuszczalny mechanizm negatywnej wzajemnej 
zależności pomiędzy szlakiem PI3K/Akt a aktywnością PTEN [18,55].

Defosforylacja PTEN na końcu C z jednoczesnym wzrostem aktywności tego białka, 
związana jest z interakcją z białkiem MAGI-2 i z przesunięciem białka PTEN, będącego 
w kompleksie z MAGI-2, w kierunku błony komórkowej oraz z reakcjądefosforylacji 
PIP-3. Uwolnienie PTEN (w niefosforylowanej formie) z kompleksu z MAGI-2 
umożliwia jego degradację w proteasomach, prawdopodobnie przez szlak ubikwityna- 
proteasomy [68]. Ta degradacja może być zahamowana przez białko BMP2 (ang. 
Bonę Morphogenetic Protein 2), należące do rodziny transformujących czynników 
wzrostu beta (TGF-P, ang. Transforming Growth Factor fi), co wykazano na 
przykładzie komórek linii MCF-7 [62], Białko BMP2 osłabia wiązanie PTEN z 
enzymami sprzężonymi z ubikwitynami, przyczyniając się do wzrostu stężenia PTEN 
poprzez zmniejszenie jego degradacji [62]. Białko PTEN może być także degradowane 
przez kaspazę 3, jedną z kluczowych proteaz w czasie apoptozy. Kaspaza 3 rozpoznaje 
cztery miejsca aminokwasowe (pozycje 301,371, 375, 384), ale tylko w niefosfory­
lowanej formie białka PTEN [56].

Fosforylacja i aktywność PTEN są także zależne od stężeń hormonów steroidowych, 
estrogenu i progesteronu, co wykazały badania stanu fosforylacji PTEN w komórkach 
błony śluzowej macicy w cyklu miesiączkowym i we wczesnym okresie ciąży [33]. W 
fazie proliferacyjnej cyklu miesiączkowego w obecności estrogenu obserwowano wzrost 
fosforylacji „ogona” i w konsekwencji spadek aktywności PTEN. W fazie sekrecyjnej 
cyklu i we wczesnym okresie ciąży w obecności progesteronu odnotowywano wzrost 
stężenia niefosforylowanego aktywnego PTEN w cytoplazmie. Spadek aktywności 
białka PTEN w fazie proliferacyjnej może przyczyniać się do zwiększenia przeżywal- 
ności komórek na skutek odblokowania pro-proliferacyjnego szlaku sygnałowego PI3K/ 
Akt, co tłumaczy ogólnie małą liczbę komórek apoptotycznych w błonie śluzowej macicy 
w tej fazie. Wzrost aktywności PTEN w fazie sekrecyjnej i we wczesnym okresie 
ciąży może z kolei wyjaśniać zwiększenie liczby komórek apoptotycznych, co może 
być związane z hamowaniem szlaku PI3K/Akt przez PTEN [23,33]. Zatem PTEN 
może być jednym z białek regulatorowych, poprzez które estrogen i progesteron wpływają 
na proliferację i apoptozę komórek błony śluzowej macicy. Ponadto w komórkach 
błony śluzowej macicy obserwowano korelację pomiędzy zmianą lokalizacji PTEN i 
fazą cyklu miesiączkowego [23].
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Ostatnie doniesienia naukowe sugerują, że także fitoestrogeny (np. resweratrol) 
mogą mieć wpływ na regulację aktywności fosfatazowej PTEN wobec substratu 
lipidowego [63], W komórkach raka piersi MCF-7 po hodowli z fitoestrogenami 
obserwowano zwiększenie poziomu białka PTEN, wzrost stężenia niefosforylowanej 
kinazy Akt i wzrost stężenia białka p27. Natomiast nie stwierdzano wpływu resweratrolu 
na aktywność fosfatazową PTEN wobec substratów białkowych, czego dowodem 
były pozostające bez zmian: poziom cykliny Dl i aktywność szlaku sygnałowego 
zależnego od kinazy MAP. Autorzy prac sugerują, że ujawnienie właściwości fosfatazo- 
wych PTEN wobec substratów białkowych prawdopodobnie wymaga wyższych stężeń 
PTEN niż wobec substratu lipidowego lub że fitoestrogeny powodują zmiany konforma- 
cyjne w białku PTEN, mające wpływ na jego zdolność do wiązania się z substratami 
białkowymi [63].

ROLA BIAŁKA PTEN W PRAWIDŁOWYM ROZWOJU 
KOMÓREK

PTEN poprzez swoje lipidowo-białkowe właściwości fosfatazowe bierze udział w regulacji 
podstawowych etapów rozwoju komórki i jej funkcji (ryc. 2). I tak, do najważniejszych 
funkcji białka należy udział w regulacji równowagi pomiędzy proliferacją a apoptozą poprzez 
działanie fosfatazowe zarówno wobec lipidowego substratu, jakim jest PIP-3, jak i substratów 
białkowych, tj. kinazy FAK i białka Shc. Aktywność fosfatazowa PTEN wpływa pośrednio 
na wzrost, adhezję i migrację komórek, jak i na regulację przeżywalności komórek poprzez: 
indukowanie zatrzymania cyklu komórkowego w fazie G, (co daje czas na naprawę 
uszkodzeń DNA), indukowanie apoptozy (gdy naprawa uszkodzeń DNA nie jest możliwa) 
lub anoikis (proces indukcji apoptozy w komórkach po utracie kontaktu z macierzą 
zewnątrzkomórkową, stanowiący fundamentalną cechę zdrowych komórek nabłonkowych 
i pozwalający na ich wymianę) [69].

Jako fosfataza lipidowa, PTEN defosforyluje PIP-3, wtórny przekaźnik sygnału w 
komórce (ryc. 2), tym samym uniemożliwia działanie białka Akt, którego aktywacja i 
transport do błony komórkowej wymagają obecności PIP-3 i odpowiednich kinaz [13]. 
PIP-3 powstaje (w pobliżu błony komórkowej) w wyniku fosforylacji fosfatydylo- 
inozytolo-4,5-bifosforanu (PIP-2, ang. Phosphatidylinositol 4,5-diphosphate) przez 
kinazę PI3 (3-kinazę fosfatydyloinozytolu). Kinaza PI3 może być aktywowana albo 
przez kinazy tyrozynowe receptorowe (RTK, ang. Receptor Tyrosine Kinase), albo 
przez receptory sprzężone z białkiem G (GPCR, ang. G-Protein-Coupled Receptors) 
[36]. Konsekwencją zablokowania aktywacji Akt jest zatrzymanie cyklu komórkowego 
w fazie G] (czemu towarzyszy wzrost stężenia białka p27) i indukowanie apoptozy 
poprzez zahamowanie antyapoptotycznych, jak i odblokowania proapoptotycznych 
szlaków przekazu sygnału [5,7,12,41,51]. Brak aktywacji kinazy Akt prowadzi do szeregu 
wymienionych poniżej zmian. Następuje aktywacja czynnika transkrypcyjnego FKHR 
(ang. Forkhead Homologue in Rhabdomyosarcoma), należącego do rodziny czynni-
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ków transkrypcyjnych Forkhead, który w formie niefosforylowanej aktywuje geny 
kodujące białka proapoptotyczne, takie jak: FasL, IGBP-1 i Bim [35]. Poza tym dochodzi 
do zahamowania fosforylacji białka MDM2 ze szlaku ARF/MDM2/p53 (fosforylowana 
forma onkogennego białka MDM2 uczestniczy w procesie degradacji białka p53) i w 
konsekwencji zahamowana zostaje degradacja p53, a to prowadzi poprzez wzrost 
stężenia inhibitorów kinaz cyklinozależnych w komórce (tzn. p21, p27 [50,67]) do 
zatrzymania podziału komórki i/lub apoptozy [31,36]. Skutkiem braku aktywnej Akt jest 
zahamowanie fosforylacji i aktywacji białka CBP (ang. Cyclic AMP-response element 
Binding Protein), które zwiększa transkrypcję antyapoptotycznych genów, takich jak 
Bcl-2, Mcl-1, jak i samego Akt [36]. Zahamowana zostaje również fosforylacja i aktywacja 
a kinazy IkB (IKKa, ang. iKappaB Kinase a), co powoduje wzrost stężenia białka 
IkB (ang. Inhibitor of NF-kB), które jest inhibitorem czynnika transkrypcyjnego 
NF-kB (ang. Nuclear Factor kappa B); skutkiem tego jest obniżenie ekspresji genów 
antyapoptotycznych i onkogenów regulowanych przez NF-kB [36], Brak aktywnej kinazy 
Akt aktywuje serynowo-treoninową kinazę GSK3|3 (ang. Glycogen Synthase Kinase- 
3 fi), która fosforyluje, m.in. P-kateninę (kluczowy składnik szlaku sygnałowego Wnt/ 
P-katenina), co prowadzi do degradacji P-kateniny i osłabienia jej wpływu, m.in. na 
indukowanie ekspresji onkogenów [40,53]. Aktywacji ulega również białko supresorowe 
TSC2 (ang. Tuberous SClerosis 2), które reguluje translację wielu genów poprzez 
hamowanie serynowo-treoninowej kinazy mTOR (ang. mammalian Target OfRapamy- 
cin) ze szlaku sygnałowego: czynniki wzrostu/RTK/PI3K/Akt/mTOR/p70S6K [25,36]. 
Zahamowanie fosforylacji i aktywacji kinazy mTOR następuje również bezpośrednio w 
wyniku zablokowania aktywacji kinazy Akt [36].

Jak już wspomniano, PTEN hamuje cykl komórkowy w fazie Gr Towarzyszy temu 
wzrost poziomu białka p27 i spadek aktywności kinaz cyklinozależnych (m.in. kinazy 
cyklinozależnej 2), wiążących się z cyklinami E i A, kontrolującymi przejście z fazy G( 
do fazy S cyklu komórkowego [28,64,65]. Weng i wsp. [64,65] w badaniach na 
komórkach MCF-7 potwierdzili, że zatrzymanie cyklu komórkowego w fazie G1 jest 
zależne od białka PTEN zarówno poprzez negatywną regulację szlaku PI3K/Akt (co 
prowadzi do wzrostu stężenia białka p27 i późniejszej apoptozy komórek), jak i w drodze 
niezależnej od PI3K/Akt, a mianowicie poprzez negatywną regulację szlaku sygnało­
wego zależnego od kinazy MAP (co powoduje spadek aktywności cykliny Dl).

Jako fosfataza białek, PTEN, poprzez defosforylację kinazy FAK i białka She (oba 
białka są zaangażowane w aktywację dróg przekazu sygnału zależnych od kinazy MAP), 
reguluje proliferację, różnicowanie i migrację komórek [22] (ryc. 2). FAK jest ważnym 
białkiem szlaku transdukcji sygnału zależnego od integryn, natomiast She - od integryn 
i epidermalnych czynników wzrostu. Aktywacja integryn (poprzez wiązanie się komórek 
do macierzy zewnątrzkomórkowej) prowadzi do zwiększenia fosforylacji FAK i 
wzmocnienia jej kinazowej aktywności [20]. Aktywna FAK wiąże się z kinazami i 
białkami sygnałowymi, w tym z Grb2, c-Src i She, czego następstwem jest aktywacja 
dalszych elementów szlaku przekazu sygnału Shc/Ras/Raf/MEK/ERK (ang. Extra­
cellular signal-Regulated Kinase), zależnego od kinazy MAP [45,52] (ryc. 2). Szlak 
ten może być również uaktywniony bezpośrednio przez fosforylację She i aktywację

rcin.org.pl



372 B. KRAWCZYK, P. RYCHLEWSKI, K. FABIANOWSKA-MAJEWSKA

RY
CI

N
A

 2.
 M

od
el

 d
zi

ał
an

ia
 b

ia
łk

a s
up

re
so

ro
w

eg
o P

TE
N

rcin.org.pl



BIAŁKO PTEN - REGULACJA AKTYWNOŚCI 373

Ras pod wpływem sygnałów zewnątrzkomórkowych. Aktywne fosforylowane białko 
She wiąże się z kompleksem Grb2-Sos przy błonie komórkowej. Szlak Shc/Ras/Raf/ 
MEK/ERK moduluje wzrost, przeżywalność i inwazyjność komórek poprzez aktywację 
czynników transkrypcyjnych regulujących transkrypcję genów, pobudzających prolifera­
cję komórek i/lub zapobiegających ich apoptozie [14,21], Jednym z aktywowanych 
czynników jest kompleks transkrypcyjny AP-1 (ang. Activator Protein /), w skład 
którego wchodzi białko JUN [2,14].

PTEN, defosforylując FAK i She, wpływa na migrację i inwazyjność komórek nie 
tylko poprzez pośrednie blokowanie szlaku zależnego od kinazy MAP, ale również 
poprzez blokowanie szlaku FAK/pl30Cas (ang. p 130 Crk-associatedsubstrate) [21,52],

Interesujący jest fakt, że główne miejsce fosforylacji kinazy FAK (tyrozyna w pozycji 
397) jest jednocześnie miejscem wiązania nie tylko białka c-Src, ale również kinazy 
PI3. Kinaza PI3 wiąże się z FAK pod wpływem stymulacji za pośrednictwem czynników 
wzrostu lub adhezji komórek i może odgrywać ważną (inicjującą) rolę w funkcjonowaniu 
FAK [43].

Ostatnie wyniki badań wskazują, że PTEN może regulować adhezję i migrację 
komórek poprzez bezpośrednią defosforylację P-kateniny, co wpływa na utrzymanie 
kompleksu adhezyjnego E-kadheryna/kateniny z cytoszkieletem aktynowym [61], 
Związanie białka PTEN z [3-kateninąi jej defosforylacja zwiększa zdolności adhezyjne 
komórek. Uwolnienie PTEN od P-kateniny pod wpływem TGF-P umożliwia związanie 
P-kateniny z kinazą PI3 i jej fosforylację przez tę kinazę. Te zmiany w kompleksie ad- 
hezyjnym E-kadheryna/kateniny skutkują oderwaniem kompleksu od cytoszkieletu 
aktynowego i wzrostem migracji komórek [61]. Regulacja adhezji poprzez wiązanie

RYCINA 3. Budowa promotora genu PTEN 
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p-kateniny z białkiem PTEN lub kinazą PI3 jest kolejnym dowodem potwierdzającym 
antagon i styczny charakter PTEN w stosunku do kinazy PI3.

Wpływ białka PTEN na regulację działania PIP-3, wtórnego przekaźnika sygnału w 
komórce, odgrywa istotną rolę w kontroli wielkości komórek nerwowych (prawdo­
podobnie na poziomie translacji białek) [1] oraz w kontroli wielkości i kurczliwości 
mięśnia sercowego [6], Istotną rolę w regulowaniu przez PTEN wielkości kardiomio- 
cytów pełni droga sygnałowa: receptor kinazy tyrozynowej pllOoc / PTEN [6], W 
przypadku kontroli kurczliwości mięśnia sercowego działanie PTEN jest antagonistyczne 
wobec kinazy yPI3 (izoformy kinazy PI3), białka, które po aktywacji przez wiązanie 
się z białkiem G, prowadzi do zahamowania syntezy cAMP, co skutkuje obniżeniem 
kurczliwości mięśnia sercowego [6,18],

BUDOWA I REGULACJA AKTYWNOŚCI PROMOTORA GENU 
PTEN

Gen PTEN/MMAC1 /TEP1 zlokalizowany jest na chromosomie 10q23.3. i zawiera 
9 eksonów. W regionie promotorowym genu, pomiędzy -2233 a +1 pz [49] znajdują 
się: (i) liczne sekwencje CpG, (ii) miejsca wiążące czynniki transkrypcyjne: Egr-1, 
NF-kB, p53, RXR i CREB, (iii) potencjalne miejsca wiążące czynniki transkrypcyjne: 
AP-2, AP-4, E2F i Spl [19,44], Promotor genu PTENnie zawiera sekwencji konsensu- 
sowej TATA.

W promotorze genu PTENzidentyfikowano wiele ważnych regionów (ryc. 3). Regiony 
od -2233 do -1775 pz [49] i od -1018 do -104 pz [19,44] są wyjątkowo bogate w 
sekwencję dinukleotydową CpG. Region pomiędzy -1040 i -817 pz zawiera 9 miejsc 
inicjujących transkrypcję, z których miejsce w pozycji -1031 uważane jest za najważniejsze 
[46]. Pomiędzy-1190 i -1157 pz znajdują się dwa miejsca wiążące białko p53 rozdzielone 
(nietypowo) 14 parami zasad [49]: GAGCAAGCCCcaggcagctacactGGGCATGCTC. 
Według opinii Stambolic i wsp. [49] te miejsca wiążące p53 są istotne dla transaktywacji 
promotora PTEN, chociaż analiza sekwencji ludzkiego genu PTEN wykazała istnienie w 
intronie 1 jeszcze siedmiu dodatkowych sekwencji podobnych do miejsc wiążących p53. 
Jednak do chwili obecnej nie jest udokumentowana ich istotność w regulacji transkrypcji 
genu PTEN [46]. Pewne geny, których ekspresja jest zależna od transaktywacji przez 
p53, np. p27 czy cyklina Gl, zawierają (także w intronach) wielokrotne powtórzenia 
sekwencji wiążących białko p53. Należy nadmienić, że rola p53 w regulacji transkrypcji 
genu PTENjest ciągle dyskutowana i nie wszyscy autorzy badań potwierdzają znaczącą 
rolę tego białka w aktywacji promotora PTEN [46]. Region pomiędzy -947 i -939 pz 
zawiera sekwencję GCGGCGGCG, która wiąże czynnik transkrypcyjny Egr-1 (ang. Early 
growth response 7) [60]. Badania Virolle i wsp. [60] wykazały, że naświetlanie 
promieniami UV komórek linii 293T i linii NMuMG (są to prawidłowe nabłonkowe komórki 
gruczołów mlecznych) stymuluje syntezę endogennego Egr-1 i w konsekwencji ekspresję 
PTENna poziomie mRNA i białka. Ważność miejsca wiążącego czynnik transkrypcyjny
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Egr-1 dla ekspresji PTEN podkreślają badania, w których delecja miejsca wiążącego 
Egr-1 w promotorze PTEN indukowała oporność komórek linii nowotworowych (293T) na 
naświetlanie promieniami UV. Konsekwencją tego było zmniejszenie lub zahamowanie 
apoptozy komórek [60]. W regionie pomiędzy -1573 i -1441 pz znajdują się dwa poten­
cjalne miejsca wiążące 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] wykazały, że mechanizm inhibicji transkrypcji genu PTEN przez NF-kB jest 
niezależny od tych miejsc. Podjednostka czynnika transkrypcyjnego NF-kB, białko p65, 
hamuje aktywność promotora genu PTEN w drodze bezpośredniego współzawodnictwa z 
innymi czynnikami transkrypcyjnymi o wiązanie koaktywatorów transkrypcji, CBP i p300. 
Wiążąc CBP/p300, białko p65 ogranicza pulę koaktywatorów transkrypcji dla innych 
czynników transkrypcyjnych, które mogą być zaangażowane w pobudzanie ekspresji 
genu PTEN. Badania ludzkich komórek raka płuc i tarczycy wykazały, że podwyższony 
poziom białka p65 wiąże się z obniżoną ekspresją PTEN [58]. Promotor genu PTEN 
pomiędzy-1311 i -819 pz zawiera trzy miejsca dla białek wiążących się z sekwencją 
CCAAT (C/EBP, ang. CCAAT/Enhancer-Binding Protein) oraz pomiędzy -Y3T1 i 
-977 pz cztery miejsca wiążące receptor kwasu retinowego RXR [58]. Ponadto badania 
komórek linii Caco2 (komórki rakowe jelita grubego) i komórek linii MCF-7 wykazały, 
że ekspresja genu PTENna poziomie mRNA była stymulowana przez receptory akty­
wowane przez proliferatory peroksysomów typu gamma (PPARy, ang. Peroxisome 
Proliferator-Activated Receptor y), aktywowane selektywnym ligandem, chociaż 
miejsca wiążące PPARy: GGGACCAAGGTCA oraz GGGATAAAGGGCA, znajdują 
się w odległości około 11 000 pz w górę od promotora genu PTEN. Stymulacja 
transkrypcji PTEN przez PPARy korelowała ze spadkiem aktywności kinazy PI3 i ze 
spadkiem fosforylacji białka Akt [37].

ZMIANY EPIGENETYCZNE GENU PTEN W LUDZKICH 
KOMÓRKACH NOWOTWOROWYCH

Zaburzenia ekspresji genu PTENna skutek genetycznych i epigenetycznych zmian 
zostały stwierdzone w wielu dziedzicznych i sporadycznych nowotworach ludzkich. 
Mutacje dziedziczne genu w komórkach zarodkowych występują w wielu zespołach 
chorobowych [24,30,71], są odpowiedzialne m.in. za zespoły chorobowe Cowdena i 
Bannayan-Zonana [30]. W wielu sporadycznych nowotworach obserwowano brak 
lub znaczne obniżenie stężenia białka PTEN, co związane było nie tylko ze zmianami 
genetycznymi, ale również z epigenetycznymi, głównie ze zwiększoną metylacją sek­
wencji dinukleotydowych CpG w regionie promotorowym genu [26,72]. Związek 
przyczynowy między zwiększoną metylacją promotora genu PTEN a wyciszeniem 
ekspresji odnotowywano w: raku błony śluzowej macicy [32,44], raku prostaty [10], 
raku żołądka [26], sporadycznym raku okrężnicy [19], raku niedrobnokomórkowym 
płuc (NSCLC, ang. Non-Small CeliLung Cancer) [47], czerniaku [48,70], sporadycz­
nym raku piersi [11,15,39]. rcin.org.pl
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Salvesen i wsp. [44] oceniają, że 19% przypadków raka błony śluzowej macicy 
charakteryzuje zwiększona metylacja w regionie promotorowym genu PTEN. Ponadto 
te przypadki raka wykazywały korelację pomiędzy metylacją promotora genu i tworze­
niem przerzutów (metastazą) oraz mikrosatelitamą niestabilnością. Podobną zależność 
obserwowano w sporadycznym raku okrężnicy; w grupie przypadków z wysokim 
stopniem mikrosatelitamej niestabilności w 19% wykazano metylację regionu regulatoro­
wego genu [19], Udziału metylacji w wyciszeniu transkrypcji PTENnie wykluczono 
także w raku prostaty [10]. Również wyniki badań Kanga i wsp. [26] wykazały zmiany 
we wzorze metylacji promotora genu PTEN w 39% przypadków raka żołądka i utratę 
ekspresji genu w 73% tych przypadków. Również w raku płuc NSCLC brak białka 
PTEN może być, w części przypadków, wynikiem zmiany wzoru metylacji w regionie 
regulatorowym genu PTEN, ze względu na rzadkość odnotowywania mutacji w tym 
genie. Zwiększoną metylację promotora PTEN wykrywano w 35% przypadków raka 
płuc NSCLC i w 69% komórek linii tego raka płuc [47]. Utratę funkcjonalnego białka 
PTEN obserwowano także w 40-50% przypadków czerniaka [48], przy czym mutacje 
lub delecje w genie PTEN stwierdzano w 60% komórek linii czerniaka, ale tylko w 
10% tkanek pobranych od pacjentów z tym nowotworem. Może to wskazywać, że w 
czerniaku inaktywacja genu w wyniku zmian epigenetycznych (tj. zwiększonej metylacji) 
albo zaburzenia subkomórkowej lokalizacji białka PTEN może odgrywać ważniejszą 
rolę niż mutacje [48,70]. W przypadku raka piersi brak (lub zmniejszenie) ekspresji 
PTEN obserwowano w około 33% przypadków i ta dysfunkcja genu korelowała z 
tworzeniem przerzutów do węzłów chłonnych, brakiem receptora estrogenowego i 
wysoką śmiertelnością [ 11,39].

Powyżej przytoczone wyniki badań sugerują, że w wielu typach nowotworów 
metylacja wysp CpG w regionie regulatorowym genu PTEN (jak i innych genów 
supresorowych lub genów metabolizmu podstawowego) może istotnie wpływać na 
wyciszenie jego (ich) transkrypcji, a to wyciszenie jest zależne od aktywności i ekspresji 
metylotransferazy DNA (DNMT1). Jest bardzo prawdopodobne, że pomiędzy aktyw­
nością białka PTEN a ekspresją DNMTl istnieje ścisła zależność. Brak aktywnego 
białka PTEN prowadzi do odblokowania wewnątrzkomórkowego szlaku przekazu 
sygnału zależnego od kinazy MAP, którego ostatnim elementem jest białko JUN, będące 
składnikiem kompleksu AP-1 [3,9]. A białko JUN aktywuje aż trzy miejsca inicjujące 
transkrypcję (P2-P4) w genie DNMTl. Zwiększenie ekspresji tego genu może prowadzić 
do wzmożonej aktywności DNMTl i związanej z tym wzmożonej metylacji genów 
supresorowych (w tym także genu PTEN), skutkującej ich wyciszeniem na poziomie 
transkrypcji. Może to być jeden z mechanizmów progresji procesu kancerogenezy.

PODSUMOWANIE

Przedstawiona charakterystyka białka PTEN oraz mechanizm regulacji jego aktyw­
ności, jak i aktywności genu PTEN w komórkach prawidłowych i nowotworowych 
podkreślają ważność roli, jaką pełni to białko w utrzymaniu prawidłowych funkcji 
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życiowych komórki i w hamowaniu procesu kancerogenezy poprzez utrzymanie 
właściwej proporcji pomiędzy proliferacją i apoptozą.

Na szczególną uwagę zasługują: antagonistyczny charakter fosfatazy PTEN wobec 
kinazy PI3 oraz regulacja ekspresji genu PTEN poprzez epigenetyczne wyciszenie 
jego transkrypcji. Wyjaśnienie biologicznej roli białka supresorowego PTEN i powiązanie 
jej z regulacjąjego aktywności i aktywności genu staje się ważne w aspekcie poszukiwa­
nia farmakologicznych możliwości hamowania transformacji nowotworowej już we 
wczesnych etapach tego procesu.
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STRUKTURY CYTOSZKIELETU AKTYNOWEGO 
FORMOWANE PRZY KRAWĘDZI WIODĄCEJ 

KOMÓRKI 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 Zakład Histologii i Embriologii, Uniwersytet Mikołaja Kopernika 
w Toruniu, Collegium Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy

Streszczenie: Ekspansja krawędzi wiodącej stanowi pierwszy etap migracji komórek. Związany jest on 
z formowaniem zbudowanych z aktyny struktur cytoszkieletu - lamellipodiów oraz filopodiów. Ich 
reorganizacja, w odpowiedzi na szereg bodźców zewnątrzkomórkowych, kontrolowana jest m.in. przez 
białka należące do rodziny WASP (ang. Wiskott-Aldrich syndrome protein), będące efektorami GTPaz 
Rho i pośredniczące w aktywacji kompleksu Arp2/3 (ang. actin-relatedprotein 2-3 complex). Najnowsze 
badania z zastosowaniem qFSM (ang. quantitative fluorescent speckle microscopy) wskazują na istnienie 
przy krawędzi wiodącej komórki odrębnego obszaru utworzonego z filamentów aktynowych - lamellum, 
odpowiedzialnego za trwałe wysunięcie krawędzi wiodącej w pierwszym etapie ruchu komórki. W pracy 
przedstawiono charakterystykę powyższych struktur z uwzględnieniem poznanych dotychczas mecha­
nizmów oraz szlaków sygnałowych, prowadzących do ich formowania.

Słowa 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 of cortical 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 of the cell. In this paper, characteristics of above-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 skrótów: ABPs (actin binding proteins) - białka wiążące aktynę; Arp 2/3 (actin- 
relatedprotein 2-3 complex) — kompleks 2/3 białek spokrewnionych z aktyną; Cdc42 (cell-division cycle 
42) - cykl podziału komórkowego 42; CP (cappingprotein) - białko czapeczkujące; Ena/VASP - ena- 
bled/vasodilator-stimulatedphosphoprotein: EVH1 (Ena-VASP homology domain 1) - domena białek 
homologiczna do domeny 1 Ena-VASP; qFSM - quantitative fluorescent speckle microscopy, GBD 
(GTP-ase binding domain) - domena wiążąca GTP-azę; GBD/CRIB - GTPase-binding domain/Cdc42 
and Rac interactive binding, PH ( pleckstrin homology) - domena białek homologiczna do domeny 
plekstryny; Rael - Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1; Scar/WAVE - suppressor of cyclic 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 komórkach nerwowych; WH1 (WASP homology domain 1) - domena 
białek homologiczna do domeny 1 WASP; WHD (WA VE homology domain) - domena białek homologicz­
na do domeny WAVE.

Migracja komórek umożliwia zachodzenie wielu procesów fizjologicznych, a także 
związana jest z szeregiem zjawisk patologicznych zachodzących w organizmie. W 
embriogenezie, przemieszczanie się komórek jest jednym z czynników warunkujących 
prawidłowy przebieg procesów morfogenezy. W organizmach dojrzałych migracja 
komórek zachodzi m.in. podczas gojenia się ran, odpowiedzi immunologicznej, 
angiogenezy oraz w jednym z etapów kancerogenezy - metastazie [17]. Ukierunkowany 
ruch komórek jest procesem złożonym, wymagającym integracji i precyzyjnej koordynacji 
szeregu zjawisk zachodzących w odrębnych obszarach komórki. Ze względu na tę 
czasowo-przestrzenną organizację, migracja może być rozpatrywana jako nieprzerwany 
cykl składający się z kilku niezależnych etapów: 1) ekspansji krawędzi wiodącej, 
2) formowania miejsc przylegania powstałych wypustek do podłoża, 3) generacji 
naprężeń w obrębie nowo utworzonych struktur adhezyjnych, 4) deadhezji tylnej części 
ciała komórki i podciągnięcie jej do miejsc zakotwiczenia [ 1, 17,24,45].

Niniejsza praca przeglądowa ma na celu charakterystykę dynamicznych struktur 
zbudowanych z aktyny, powstających w trakcie migracji przy krawędzi wiodącej komórki 
oraz szlaków sygnałowych prowadzących do ich powstania.

KRAWĘDŹ WIODĄCA KOMÓRKI

Migracja komórki w kierunku chemoatraktanta wymaga posiadania przez nią 
przestrzennej asymetrii, której wyrazem jest spolaryzowana morfologia, czyli wyraźne 
rozróżnienie pomiędzy obszarami wiodącym i tylnym [17]. Obserwacje migrujących 
komórek pozwoliły wyodrębnić przy ich krawędziach wiodących dwie strefy - 
lamellipodium i lamellum - utworzone przez częściowo pokrywające się, ale kinema­
tycznie, kinetycznie, molekularnie oraz funkcjonalnie odrębne sieci aktynowe. 
Lamellipodium obejmuje obszar znajdujący się tuż pod błoną komórkową, natomiast 
lamellum zlokalizowane jest pomiędzy lamellipodium a ciałem komórki [22,25,42], W 
strefie lamellipodium wyodrębnia się rozgałęzioną sieć włókien F-aktyny, natomiast 
lamellum zbudowane jest z długich, nierozgałęzionych filamentów aktynowych [22]. 
Wiele komórek eksponuje ponadto przy krawędzi wiodącej dużą liczbę rozchodzących 
się promieniście wypustek zbudowanych z wiązek filamentów aktynowych, mających 
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Rycina 1. Model migrującej komórki, uwzględniający jej kompartmentację, wyznaczoną przez rodzaj 
struktury cytoszkieletu aktynowego [8, 22]

średnicę 0,1-0,2 pm i długość do kilku mikrometrów. Terminem mikrowypustki (ang. 
mikrospikes) określa się te niewykraczające poza obszar krawędzi komórki, natomiast 
wysunięte poza jej obręb cienkie, sztywne struktury zbudowane z wiązek filamentów 
nazwane zostały filopodiami. Zgodnie z powyższą nomenklaturą, mikrowypustki są 
częścią lamellipodium oraz potencjalnymi prekursorami filopodiów [30] (ryc. 1).

LAMELLIPODIA

Po zastosowaniu mikroiniekcji oznakowanej fluorescencyjnie G-aktyny do fibroblas- 
tów, stwierdzono, że po kilku minutach zostaje ona włączona w sieć filamentów 
znajdującą się bezpośrednio pod błoną komórki, w obszar lamellipodium [24,29,45]. 
Filamenty aktynowe są supramolekulamymi strukturami spolaryzowanymi, mającymi 
końce (+) oraz (-). Monomery aktyny (G-aktyna) dołączane są do końca (+) filamentów 
w procesie polimeryzacji. Powoduje to ich wydłużanie, formowanie się wypustek w 
strefie wiodącej komórki, a w rezultacie jej ukierunkowany ruch [24]. Wykazano, że 
obszar największego natężenia polimeryzacji obejmuje pasmo o szerokości ~ 1 pm,
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RYCINA 2. Schemat budowy białek (A) WASP/ 
N-WASP (B) Scar/WAVE [6,33]: VCA - miejsce, 
do którego przyłącza się monomer aktyny oraz 
kompleks Arp2/3; PPPP - region bogaty w 
prolinę, zawiera miejsce wiązania dla profiliny 
oraz białek mających domeny SH3; B - odcinek 
zbudowany z aminokwasów konstytutywnych, 
pośredniczący w wiązaniu F-aktyny oraz (wy­
łącznie białka WASP/N-WASP) PIP,; GBD - 
miejsce wiązania Cdc42; WH1 - domena 
charakterystyczna dla WASP/N-WASP; WHD 
- domena charakterystyczna dla Scar/WAVE

zlokalizowane wzdłuż krawędzi wiodącej komórki, przechodzące w równie wąskie 
pasmo depolimeryzacji [25,42,44],

Lamellipodia są cienkimi, blaszkowatymi strukturami o grubości ~ 200 nm, których 
szerokość, w zależności od typu komórki, waha się w granicach 1-5 pm (od podstawy 
do wierzchołka) [22,28],

Klasyczny model opisujący drogę sygnałową prowadzącą do formowania sieci 
mikrofilamentów lamellipodium oraz wiązek filopodium przy krawędzi wiodącej komórki 
przedstawia się następująco: Aktywacja wewnątrzkomórkowych cząstek sygnałowych: 
Rac 1 oraz Cdc42, białek należących do rodziny GTP-az Rho, stanowi sygnał do formowania 
odpowiednio lamellipodiów i filopodiów [ 10,3 7]. Rac 1 i Cdc42 wiążą się z białkami należącymi 
do rodziny WASP [2,19,35,37], Cdc42 wspólnie z fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforanem 
(PIP,) aktywuje WASP oraz homologiczne: N-WASP, natomiast Rac 1 białka zaliczane do 
Scar/WAVE, wśród których wyodrębnia się izomery WAVE1, WAVE2 i WAVE3 [37], 
WASP, N-WASP oraz Scar/WAVE, należące do rodziny białek WASP, mają wspólne cechy 
strukturalne oraz wykazują podobieństwo pod względem biochemicznym, umożliwiające 
im poprzez przyłączenie monomeru aktyny oraz kompleksu Arp 2/3, formowanie 
trzyczęściowej jednostki funkcjonalnej. Powstanie tego trójskładnikowego kompleksu jest 
niezbędne do aktywacji Arp 2/3 i rozpoczęcia przez niego procesu nukleacji filamentów 
aktynowych jako odgałęzień już istniejących włókien F-aktyny [33].

Zrozumienie tak odmiennych mechanizmów regulacji dwóch głównych grup białek 
należących do rodziny WASP: WASP/N-WASP oraz Scar/WAVE [37] wymaga 
zapoznania się z budową ich cząsteczek (ryc. 2), a co się z tym wiąże - z szeregiem 
homologii i rozbieżności.

Zarówno WASP/N-WASP, jak i Scar/WAVE mają na końcu karboksylowym domenę 
katalityczną- VCA, do której przyłączają 
się G-aktyna oraz kompleks Arp2/3, inicju­
jąc tym samym formowanie nowych fila- 
mentów aktynowych (proces polimeryza­
cji). Kolejną cechą wspólną dla wszyst­
kich białek rodziny WASP jest występo­
wanie sąsiadującego z domeną VCA re­
gionu bogatego w prolinę, zawierającego 
miejsca wiązania dla profiliny oraz mogą­
cego wchodzić w interakcję z białkami 
mającymi domeny SH3. Wspólne jest po­
nadto występowanie fragmentu złożonego 
z aminokwasów konstytutywnych, który 
pośredniczy w wiązaniu trójskładnikowego 
kompleksu złożonego z cząsteczki białka 
rodziny WASP, G-aktyny oraz Arp2/3 do 
filamentu aktyny. W przypadku białek 
WASP/N-WASP do tego odcinka przyłą­
czany jest także PIP, [33],
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W przeciwieństwie do znaczącej homologii odcinka karboksylowego białek rodziny 
WASP, strukturę końca aminowego cechuje znaczne zróżnicowanie. Region N-termina- 
lny cząsteczek WASP oraz N-WASP zawiera motyw GBD wiążący Cdc42 [39], określany 
również jako domena GBD/CRIB [37], oraz domenę WASP1 (WH1), nosząca także 
nazwy: domena Ena-VASPl (EVH1) [6], domena plekstrynowa (PH) [35].

Białka Scar/WAVE natomiast mają na końcu aminowym odrębny, wysoce specy­
ficzny motyw - domenę WAVE (WHD), określaną również jako SCAR (SHD). Brak 
domen GBD oraz WH1 w cząsteczkach Scar/WAVE [6].

Aktywacja WASP/N-WASP

Oddziaływanie pomiędzy domenami VCA oraz GBD białek WASP i N-WASP 
prowadzi do zamaskowania regionu VCA, czego następstwem jest inaktywacja danych 
białek (proces autoinhibicji). Związanie się Cdc42 z domeną GBD oraz przyłączenie 
PIP, do sąsiadującego regionu, zbudowanego z aminokwasów konstytutywnych, 
powoduje zmiany konformacyjne cząsteczek - odsłonięcie domeny katalitycznej VCA, 
a w konsekwencji aktywację białek, umożliwiającą formowanie kompleksu: WASP - 
monomer aktyny - kompleks Arp 2/3 [33, 37] (ryc. 3).

RYCINA 3. Model aktywacji białek WASP (N-WASP) [6]. Autoinhibicja białek zachodzi w wyniku 
zablokowania domeny VCA przez motyw GBD. Związanie się Cdc42 oraz PIP, z odpowiednio: 
domenami GBD i B powoduje zmiany konformacyjne cząsteczek białek, prowadząc do uwolnienia końca 
karboksylowego i tym samym aktywacji WASP/N-WASP

Aktywacja Scar/WAVE

Brak domeny GBD w cząsteczkach białek należących do Scar/WAVE uniemożliwia 
bezpośrednie przyłączenie Racl [9, 37, 39]. Dowiedziono, że białko WAVE1, które 
zlokalizowane jest bliżej jądra [34] i odpowiedzialne najprawdopodobniej za stabilizację 
lamellipodiów poprzez udział w formowaniu struktur adhezyjnych [46], w formie 
nieaktywnej, w warunkach in vitro tworzy kompleks z białkami: PIR 121,Napl, Abi2 
oraz HSPC300 [5, 9]. Dysocjację kompleksu inicjują białka Nck bądź Racl, wiążące 
się z PIR 121 i tym samym powodujące uwolnienie aktywnego WAVE 1, które pozostaje 
związane z HSPC300 [5, 9]. Wyniki innych badań [15] wskazują, że białko WAVE2, 
zlokalizowane przy krawędzi wiodącej komórki [34] ulega aktywacji w wyniku 
przyłączenia Rac i utworzenia kompleksu WAVE2-Abi 1 -Nap 1 -PIR 121. Badacze twier­
dzą, że powstały kompleks nie ulega dysocjacji po przyłączeniu Rac, co pozostaje w
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RYCINA 4. Modele aktywacji białek Scar/WAVE: A - Nieaktywne białko Scar/WAVE tworzy kompleks 
z białkami PIR121, Napl, Abi oraz HSPC300. Przyłączenie Rac do PIR121 powoduje dysocjację 
kompleksu i tym samym aktywację Scar/WAVE, które pozostaje związane z HSPC300 [9]. B - Związanie 
Rac z PIR121 aktywuje Scar/WAVE. Powstały kompleks nie ulega dysocjacji [15]

opozycji do przedstawionych powyżej wyników badań [9] (ryc. 4). Została dowiedziona 
także możliwość aktywacji WAVE2 przez białko Rac za pośrednictwem białka IRSp53 
[20]. Wnioskuje się, że WAVE 3 tworzy tego samego rodzaju kompleksy białkowe jak 
izoformy WAVE 1 i WAVE2, a zidentyfikowane rozbieżności mają miejsce na poziomie 
tkankowym i wynikają z różnic w powinowactwie do określonych i niezidentyfiko­
wanych jeszcze białek wiążących [32].

„Dendrytyczny” model nukleacji filamentów aktynowych (ang. the dendritic 
nucleation model) opisuje proces formowania rozgałęzionej sieci filamentów lamelli- 
podium w strefie wiodącej komórki [7,22,23,24,31,35] następująco:

Aktywne białka WASP przyłączają monomer aktyny oraz kompleks Arp2/3, co 
aktywuje Arp 2/3 i stanowi warunek rozpoczęcia przez kompleks procesu nukleacji de 
novo filamentów aktynowych jako odgałęzień wcześniej istniejących filamentów. W 
konsekwencji, powstają rozwidlenia (ang. Y-junctions) pod charakterystycznym dla 
opisywanych struktur kątem ~ 70°. Do końców (+) powstałej w ten sposób, rozgałęzionej 
sieci mikrofilamentów są dodawane następnie monomery aktyny związane z ATP (w 
większości transportowane w kompleksie z profiliną). Proces elongacji włókien F-aktyny 
kontrolowany jest jednocześnie przez białka „czapeczkujące” (CP), które wiążąc końce 
(+) filamentów hamują dalsze ich wydłużanie. Podczas polimeryzacji lub w krótkim czasie 
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po jej zajściu, nukleotyd ulega hydrolizie do ADP i Pi. Odłączenie fosforanu zmniejsza 
powinowactwo kompleksu Arp2/3 do F-aktyny ~ 20-krotnie, powodując dysocjację i 
rozpad filamentów aktynowych. Proces ten wzmacniany jest przez niektóre białka, m.in 
kofilinę, która przyłączając się do ADP-aktyny powoduje cięcie i depolimeryzację jej 
końca (-). Monomery aktyny związane z kofiliną, uwolnione w wyniku dysocjacji łączą 
się następnie z profiliną, rywalizującąz kofilinąo możliwość związania z G-aktyną. Profilina 
intensyfikuje ponadto wymianę ADP związanego z aktyną na obecny w cytoplazmie 
ATP. Powstała w ten sposób pula monomerów aktyny związanych z profiliną może być 
wykorzystana do elongacji rosnącego końca (+) (ryc. 5).

RYCINA 5. „Dendrytyczny” model nukleacji filamentów aktynowych [23,24]: 1 - monomery ATP- 
aktyny transportowane w kompleksie z profiliną, 2 - przyłączenie cząstek G-aktyny do rosnącego 
końca (+) filamentu w procesie polimeryzacji, 3 - aktywny kompleks Arp2/3 formujący odgałęzienia 
filamentów aktynowych, 4 - wydłużanie włókien F-aktyny, 5 - przyłączenie się białek CP do końców 
(+) filamentów - zablokowanie polimeryzacji, 6 - hydroliza związanego z monomerem aktyny ATP do 
ADP i Pi, 7 - przyłączenie kofiliny do ADP-aktyny, cięcie i depolimeryzacja końca (-) filamentu, 8 
- kataliza wymiany ADP na ATP zachodząca przy udziale profiliny
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FILOPODIA

Filopodia obecne są przy krawędzi wiodącej pewnych typów komórek. Stożki wzrostu 
komórek nerwowych oraz większość fibroblastów wykształca te struktury, natomiast 
nie stwierdzono ich występowania w keratynocytach ryb i neutrofilach ssaków [22].

Filopodia, w przeciwieństwie do rozgałęzionej sieci filamentów aktynowych lamelli- 
podium, zbudowane są z długich, dorastających w pewnych typach komórek do 50 gm 
[12] wiązek F-aktyny [7, 17, 35, 36], Liczba filamentów aktynowych budujących 
filopodium oraz towarzyszących im białek sieciujących (ang. cross linking proteins) 

determinuje elastyczność wypustki 
[41], Twierdzi się, że podstawa filopo- 
dium, zakotwiczona  jest w sieci włókien 
F-aktyny w obszarze lamellipodium [36, 
40], Mechanizm regulujący powsta­
wanie tych struktur jest obecnie przed­
miotem dyskusji. Część grup badaw­
czych [4, 36, 43] podważa słuszność 
paradygmatu, który zakłada występo­
wanie dwóch równoległych i niezależ­
nych szlaków sygnałowych, prowadzą-

RYCINA 6. Modele regulacji powstawania lamelli- 
podiów i filopodiów. A - Niezależne szlaki sygnałowe: 
aktywacja białek Scar/WAVEs poprzez przyłączenie Rac 
prowadzi do formowania lamellipodiów; związanie 
Cdc42 z białkami WASPs inicjuje tworzenie filopodiów 
[10, 37]. B - Szlak kaskadowy: aktywacja białek Scar/ 
WAVEs oraz WASPs przez odpowiednio: Rac i Cdc42, 
prowadzi do formowania lamellipodiów, które po za­
działaniu dodatkowych sygnałów są transformowane w 
filopodia [4]

cych od WASP do lamellipodiów oraz 
od Scar/WAVE do filopodiów [37] (ryc. 
6a). Biyasheva i współpracownicy [4] 
wysunęli hipotezę, która została nazwana 
„szlakiem kaskadowym” (ang. the 
cascade pathway model) (ryc. 6b). 
Według niej, aktywacja białek WASP 
oraz Scar/WAVE prowadzi do formo­
wania lamellipodium stanowiącego 
jednocześnie „fundament”, w obrębie 
którego, przy udziale dodatkowych 
sygnałów, zachodzi reorganizacja cyto­
szkieletu i formowanie filopodiów. 
Równolegle, ta sama grupa badawcza 
zaproponowała będący dopełnieniem po­
przedniego model, określany jako, ,kon- 
wergentne wydłużanie się” (ang. con­
vergent elongation) [36, 43]. Zakłada 
on mianowicie, że białka kompleksu 
Arp2/3 biorą udział w powstawaniu 
rozgałęzionej sieci filamentów aktyno­
wych, która poprzez formowanie struk­
tur pośrednich, podlega następnie reor-
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ganizacji w równoległe wiązki F-aktyny. Wyniki wcześniej przepro-wadzonych badań 
[3] dowodzą, że białka Ena/VASP oraz białka „czapeczkujące” rywalizują o wiązanie 
z końcem (+) nowo powstałych, przy udziale Arp 2/3, filamentów aktynowych, a funkcją 
Ena/VASP jest podtrzymanie dalszego ich wydłużania. Autorzy omawianego modelu 
twierdzą, że dzięki niewyjaśnionemu do tej pory mechanizmowi, prekursory filopodiów 
związane w regionie rosnącym (+) filamentu z grupą białek, najprawdopodobniej z 
Ena/VASP, tracą zdolność tworzenia rozgałęzień i formują równoległe wiązki, stabilizo­
wane przez białko sieciujące - fascynę. Badacze sugerują, że rekrutacja i/lub aktywacja 
fascyny w części szczytowej prekursorów powoduje sieciowanie zlokalizowanych tam 
filamentów i tym samym formowanie ułożonych równolegle wiązek F-aktyny. Przepro­
wadzenie kolejnych doświadczeń, umożliwiło dalszą analizę opisywanego procesu oraz 
udoskonalenie wcześniejszych założeń. Stwierdzono [ 18], że „decyzja” o formowaniu 
wiązek filamentów filopodiów bądź kontynuowaniu tworzenia rozgałęzionej sieci F-ak- 
tyny lamellipodium zależna jest od aktywności białek „czapeczkujących” (CP). Autorzy 
sugerują, że CP funkcjonuje w cytoszkielecie jako negatywny regulator filopodiów 
oraz pozytywny lamellipodiów. Mechanizm regulacji CP nie został do końca wyjaśniony. 
Zidentyfikowano dotychczas dwa białka oddziałujące z CP: V-1, formujący stabilny 
kompleks z CP i tym samym hamujący jego wiązanie z F-aktyną [38] oraz CARMIL, 
wyizolowany z Dictyostelium i Acanthamoeba [ 16,27], którego wpływ na CP pozostaje 
przedmiotem badań. W procesie regulacji wydłużania końców (+) filamentów podkreśla 
się także udział białek działających antagonistycznie w stosunku do CP, którymi są 
wspomniane wcześniej Ena/VASP [3] oraz zidentyfikowane niedawno forminy. W 
warunkach in vitro, forminy wiążą się z końcem (+) filametnów aktynowych [11,26] 
zabezpieczając je przed „czapeczkowaniem” przez CP i tym samym umożliwiając dalszą 
elongację polimerów aktyny [11, 14, 21,26,47].

LAMELLA

Badania przeprowadzone z zastosowaniem qFSM dowiodły, że większość (80-95%) 
filamentów aktynowych, powstałych w procesie polimeryzacji w obszarze lamellipodium, 
ulega depolimeryzacji w odległości 1-3 pm od krawędzi komórki, w strefie przejściowej 
pomiędzy lamellipodium a lamellum [25,42,44], Lamellum zbudowane jest z długich i 
nierozgałęzionych włókien F-aktyny, obejmujących obszar mieszczący się w granicach 
3-15 pm (licząc od krawędzi komórki) [25], przestrzeń pomiędzy lamellipodium a 
ciałem komórki [22]. Przypuszcza się, że filamenty aktynowe lamellum nie są formo­
wane poprzez reorganizację sieci filamentów lamellipodium, ale powstają w wyniku 
niezależnej asocjacji [25, 42]. Charakterystyczne dla rozgałęzionej sieci filamentów 
lamellipodium białka kompleksu Arp2/3 oraz ADF/kofilina [23] nie są aktywne w 
obszarze lamellum. Zidentyfikowano tam natomiast miozynę II oraz tropomiozynę [8, 
24]. Opisywane struktury różni ponadto natężenie procesów polimeryzacji i depolime­
ryzacji filamentów aktynowych, które w obszarze lamellipodium jest wyższe ~ 10- 
krotnie w stosunku do lamellum [25, 42], a cykl zachodzi w sposób ciągły [25, 44].
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Lamellum cechuje wolniejsze tempo reorganizacji cytoszkieletu, a procesy polimeryzacji 
i depolimeryzacji występują punktowo [25, 42], Połączenia pomiędzy filamentami 
lamellum i lamellipodium cechuje występowanie struktur adhezyjnych, utworzonych 
przez transmembranowe kompleksy integryn oraz białek wiążących aktynę (ABPs), 
odpowiadających za przełożenie aktomiozynowego skurczu powstałego w lamellum 
na siłę ciągnącą komórkę po powierzchni macierzy pozakomórkowej (zewnątrz- 
komórkowego matriks) [25]. Wyniki najnowszych badań [13,25] wskazują, że między 
innymi lamella, a nie lamellipodia powodujące bezładne wypychanie i cofanie krawędzi 
wiodącej komórki [25], odpowiadają za jej efektywe i trwałe wysunięcie. Sugeruje się 
[ 13], że funkcją lamellipodium jest analiza środowiska oraz zapewnienie natychmiastowej 
odpowiedzi na różnorodne bodźce kierunkowe, natomiast lamellum odpowiedzialne jest 
za efektywny ruch komórki w pierwszym etapie migracji.

PODSUMOWANIE

Pierwszy etap migracji komórki polega na wysunięciu jej krawędzi wiodącej. Proces 
ten związany jest z dynamiczną reorganizacją cytoszkieletu aktynowego i formowaniem 
takich struktur cytoszkieletu, jak: lamellipodia, filopodia czy zidentyfikowane niedawno 
lamella. Drogi sygnałowe, prowadzące do powstania powyższych struktur są wciąż 
przedmiotem dyskusji. Część grup badawczych odrzuca założenie mówiące o występo­
waniu niezależnych szlaków sygnałowych, prowadzących od N-WASP do lamellipodiów 
oraz od Scar/WAVE do filopodiów. Sugeruje się natomiast formowanie filopodiów poprzez 
reorganizację sieci filamentów lamellipodium, w której decydującą rolę pełnią białka CP 
oraz Ena/VASP. Interesujących wyników dostarczyły badania prowadzone przez Ponti 
[25] i Vallotton [42] wskazujące na fakt występowania przy krawędzi wiodącej komórek 
długich, nierozgałęzionych włókien F-aktyny, różniących się istotnie od rozgałęzionej sieci 
filamentów lamellipodium. Wyniki ostatnich eksperymentów [ 13], w których zahamowano 
tworzenie się lamellipodiów, pozwalają przypuszczać, że są one zbędne w procesie generacji 
ruchu komórki. Sugeruje się, że za trwałe wysunięcie krawędzi wiodącej komórki w 
pierwszym etapie jej mchu odpowiedzialne jest lamellum. Uzyskane w wyniku powyższych 
doświadczeń informacje nasuwają wiele pytań. Czy filopodia powstają w wyniku 
reorganizacji filamentów lamellipodium czy lamellum? Jaki jest mechanizm powstawania 
filamentów lamellum? Co determinuje szerokość lamellipodium? Odpowiedź na te i wiele 
innych pytań dostarczą kolejne badania w tym zakresie.
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MOLEKULARNY ZEGAR I GRADIENT 
MORFOGENÓW REGULUJĄ SOMITOGENEZĘ 

U KRĘGOWCÓW

MOLECULAR OSCILLATORY CLOCK AND MORPHOGEN GRADIENT 
REGULATE THE SOMITOGENESIS IN VERTEBRATES

Zofia BIELAÑSKA-OSUCHOWSKA

Zakład Histologii i Embriologii, Wydział Medycyny Weterynaryjnej 
Szkoła Główna Gospodarstwa Wiejskiego

Streszczenie: Somitogeneza, w czasie której z przyosiowej mezodermy tworzą się somity, jest pod­
stawą segmentacji ciała u kręgowców. Somity są strukturami przejściowymi dającymi początek kręgom, 
mięśniom szkieletowym i skórze właściwej. U kręgowców wszystkie komórki przyosiowej mezodermy 
przechodzą przez trzy fazy różnicowania i dojrzewania, które są ściśle regulowane na poziomie prze­
strzennym i czasowym. W pierwszej fazie komórki macierzyste, zlokalizowane w smudze pierwotnej, a 
następnie w pączku ogonowym, przekształcają się w komórki progenitorowe, które tworzą mezodermę 
przedsomitową w formie dwóch pasm komórek mezenchymatycznych biegnących po obu stronach 
cewy nerwowej i struny grzbietowej. Faza przygotowania do segmentacji zachodzi w przedsomitowej 
mezodermie na poziomie molekularnym. W fazie segmentacji tworzą, się granice somitu i zachodzi 
epitelizacja komórek mezenchymatycznych. Dane z ostatnich kilku lat wskazują, że somitogeneza jest 
kontrolowana przez molekularny zegar oscylacyjny oraz przez gradienty morfogenów. Podstawą zegara 
oscylacyjnego jest periodyczna ekspresja pewnych genów, z których większość jest związana z sygna­
lizacją Notch. Z zegarem oscylacyjnym powiązany jest dynamiczny gradient morfogenów FGF, Wnt3a 
oraz kwasu retinowego. W artykule omówiono mechanizm działania molekularnego oscylacyjnego zegara 
u zarodków danio, kury i myszy.

Słowa kluczowe: somitogeneza, zegar molekularny, zarodek kręgowców.

Summary: The segmentation of the 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 of the 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 of mesenchymal cells occurs. Recent data suggest that 
the molecular oscillatory [segmentation] clock and gradients of signalling molecules control the somitoge- 
nesis. The periodic expression of several genes, most of which are related to the Notch signalling pathway, 
is the base of the oscillatory clock. Dynamic gradient of retinoic acid and morphogens FGF6 and Wnt3a 
are coupled with molecular oscillatory clock. In this review the mechanism of oscillatory clock in zebra­
fish, chick and mouse embryos is described.

Key words: somitogenesis, molecular clock, vertebrate embryo.

WSTĘP

Jednym z podstawowych procesów w rozwoju zarodków kręgowców jest somitoge- 
neza, w wyniku której powstają somity, odrębne segmenty ułożone parami wzdłuż struny 
grzbietowej i cewy nerwowej. Somity tworzą się kolejno od przodu ku tyłowi, pierwsza 
para widoczna jest na poziomie pęcherzyka ocznego zarodka. Liczba somitów jest 
stała dla danego gatunku, np. u kury wynosi 52, u myszy 65 [37]. Z somitów tworzą się 
kręgi, mięśnie szkieletowe i skóra właściwa. Różnicowanie się somitów w te struktury 
jest dobrze poznane i opisane w podręcznikach [8,39], W ostatnich kilku latach zain­
teresowano się specjalnie początkowymi etapami somitogenezy, ponieważ, jak się oka­
zało, w tym okresie zachodzi w mezodermie przedsomitowej naprzemienne regularne 
aktywowanie i hamowanie ekspresji niektórych genów, co w zasadniczy sposób wpływa 
na wyodrębnianie i różnicowanie się somitów.

Badania nad somitogenezą są prowadzone głównie na zarodkach 3 gatunków 
kręgowców: ryby danio pręgowany (Danio regio), kury i myszy. Zarodki danio są 
dostępne w dużej liczbie, przechodzą szybki rozwój, somitogenezą trwa u nich około 14 
godzin, można również łatwo uzyskać u tych ryb ukierunkowane mutacje genetyczne. 
Podobnie ze względu na dostępność do manipulacji eksperymentalnej badana jest 
somitogenezą u zarodków kur. Z kolei analiza rozwoju licznych mutacji genetycznych 
spontanicznych i ukierunkowanych wywoływanych u myszy dostarcza wielu cennych 
informacji o zaburzeniach w prawidłowej somitogenezie.

POWSTAWANIE I RÓŻNICOWANIE MORFOLOGICZNE 
PRZYOSIOWEJ MEZODERMY SOMITOWEJ

Na wstępie należy przypomnieć, że u owodniowców (ptaki i ssaki) gastrulacja 
rozpoczyna się w obrębie tarczki zarodkowej, złożonej z dwóch warstw komórek 
epiblastu i hypoblastu. Komórki epiblastu tworzą następnie właściwy zarodek. Tarczka 
zarodkowa jest spolaryzowana i można w niej wyróżnić część przednią (A - anterior) 
poprawnie nazywaną rostralną, z której rozwijają się głównie przednie części zarodka 
oraz część tylną (P - posterior) nazywaną kaudalną. Część komórek epiblastu 
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przemieszcza się przez smugę pierwotną i węzeł pierwotny (Henzena) pod epiblast i 
tworzy mezodermę. Na skutek tej migracji smuga pierwotna stopniowo się skraca i 
zanika. Zależnie od położenia, czasu migracji i późniejszego różnicowania oraz funkcji 
wyróżnia się mezodermę głowową, osiową, przyosiową, pośrednią i boczną. W pierwszej 
kolejności z epiblastu wysuwają się w linii środkowej tarczki zarodkowej komórki 
mezodermy głowowej i osiowej, tj. struny grzbietowej i razem z formującą się cewą 
nerwową przemieszczają się rostralnie. W następnej kolejności migrują po obydwóch 
stronach struny grzbietowej komórki przeznaczone na somity tworzące przyosiową, 
przedsomitową mezodermę - PSM (presomatic mesoderm). Komórki przeznaczone 
na PSM zatrzymują się na rostralnym końcu smugi pierwotnej i stają się rezydującą 
pulą komórek macierzystych dla PSM. Po zaniku smugi pierwotnej te komórki 
macierzyste lokują się w przedniej części pączka ogonowego. [7]. Komórki macierzyste 
dostarczają puli komórek prekursorowych tworzących PSM i somity. Pula komórek 
prekursorowych rozdziela się na dwie części, które przesuwają się wzdłuż pomiędzy 
ektodermą powierzchniową a endodermą jelitową po obu bokach cewy nerwowej i 
struny grzbietowej. Tworzą się dwa równoległe pasma PSM, których rozwój i dalsze 
różnicowanie są ściśle ze sobą zsynchronizowane (ryc. 1). PSM wydłuża się przez 
apozycję, tj. odkładanie, gdy przyłącza się do niej grupa nowopowstałych komórek 
prekursorowych. Wydłużanie się PSM zachodzi w kierunku kaudalnym (ku tyłowi), 
podczas gdy rostralnie (na przodzie) następuje oddzielenie się nowego somitu. PMS 
ma więc dwa etapy rozwoju: pierwszy z komórek macierzystych, które migrują przez 
smugę pierwotną i węzeł pierwotny, oraz drugi, kiedy PSM tworzy się z komórek 
macierzystych rezydujących w pączku ogonowym. Z PSM powstałej w pierwszym 
etapie tworzą się somity szyjne, położone najbardziej rostralnie, pozostałe somity tworzą 
się z komórek macierzystych rezydujących w pączku ogonowym. Na przykład u zarodka 
kury migracja komórek z epiblastu i regresja smugi pierwotnej kończy się po wytworzeniu 
około 16 somitów szyjnych, a komórki uczestniczące w tworzeniu somitów lędźwiowych, 
krzyżowych i ogonowych pochodzą z pączka ogonowego [18].

Liczba komórek macierzystych dla PSM rezydujących w smudze pierwotnej jest 
niewielka. U zarodka myszy w 7,5 dpc' jest ich 100 do 150 [54], Ulegają one niesyme­
trycznym podziałom mitotycznym, przez co dostarczają nowej puli komórek prekurso­
rowych dla PSM, a jednocześnie część ich pozostaje nadal rezydującymi, samoodna- 
wiającymi się komórkami macierzystymi [36, 57]. Nie wiadomo, jak regulowane są te 
podziały.

Samoodnawiające się komórki macierzyste mają charakter komórek mezenchy- 
matycznych, stanowią zwartą (koherentną) grupę. Uważa się, że pochodzące z nich 
komórki prekursorowe PSM zachowują również zwartość dzięki podziałom klonalnym. 
Ruchy komórek w obrębie grupy komórek prekursorowych, a następnie w PSM są 
bardzo ograniczone. Komórki zachowują ułożenie klonami, a wbrew dawnym poglądom 
[74] w PSM nie zachodzi mieszanie się komórek wzdłuż osi A/P. Co więcej wykazano, 
że już w tarczce zarodkowej odmiennie są zlokalizowane komórki przeznaczone na 
przyśrodkowe i boczne części PSM, a następnie także na przyśrodkowe i boczne części

Dpc - dzień po zapłodnieniu - day post coiturn
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RYCINA. 1. Schemat rozmieszczenia pączka ogo­
nowego, mezodermy przedsomitowej - PSM i somitów 
u zarodków kręgowców: SI - ostatnio wytworzony 
somit, SO - szczytowa część PSM, z której zostanie 
wytworzony następny somit; S-I - materiał na 
presumptywny kolejny somit; BO - szpara pomiędzy 
SO a SI; B-l - presumptywna szpara pomiędzy 
somitami. Oznaczenia według nomenklatury propo­
nowanej przez Pourquie i Tam [60]

somitów. Presumptywne komórki 
przyśrodkowe są ulokowane bardziej 
z przodu tarczki niż presumptywne 
komórki boczne. Wykazano również, 
że tylko komórki przyśrodkowe PSM 
mają informacje dla rozwoju w somi­
ty, gdyż po rozdzieleniu podłużnie PSM 
kury tylko jej część przyśrodkowa 
rozwija się w somity in vitro [24].

Koherentne ułożenie komórek pre­
kursorowych prowadzi do tworzenia 
statycznej struktury z nielicznymi 
podziałami komórkowymi i niewielkimi 
ruchami komórek, zwanej kohortą ko­
mórek stanowiącej w istocie zawiązek 
pojedynczego somitu [20]. Komórki 
kohorty pozostają w jednym miejscu 
na określonym poziomie osi A/P za­
rodka i w tym jednym miejscu realizują 
one cały program rozwoju somitu. Pod­
legają więc stale takim samym wpły­
wom sąsiednich narządów pierwot­
nych, tj. cewy nerwowej, struny, 
grzbietowej, mezodermy bocznej i 
ektodermy powierzchniowej. PSM jest 
więc zespołem liniowo ułożonych ko­
hort komórek o różnym stopniu zaa­
wansowania somitogenezy (rye. 1 i 2). 
Stąd oglądana w całości odbija wszyst­

kie kolejne etapy somitogenezy zachodzące w pojedynczej kohorcie. Cała PSM, począwszy 
od pączka ogonowego do pierwszego somitu szyjnego, może być traktowana jak taśma 
filmowa złożona z kolejnych klatek, z których każda odpowiada kolejnemu stadium 
rozwojowemu w innym czasie. Większość autorów opisujących somitogenezę traktuje PSM 
jako dynamiczną całość i wyróżnia w niej dwa obszary: rostralny (przedni) i kaudalny (tylny). 
W obszarze rostralnym znajdują się kohorty komórek o zawansowanej somitogenezie, 
w kaudalnym w początkowych jej etapach. Kaudalny obszar jest dynamiczny, bowiem 
tu w określonych odstępach czasu dołączane są nowe kohorty komórek prekursorowych 
i dzięki temu obszar ten przesuwa się ku tyłowi zarodka. Tworzą go stosunkowo luźno 
ułożone komórki mezenchymatyczne. Obszar kaudalny u zarodka kury obejmuje 2/3 
PSM [18]. Obszar rostralny jest stabilny, nie obserwuje się w nim ruchów komórek ani 
mitoz. Od rostralnej części oddzielają się kolejno somity jako odrębne struktury. 
Oddzielanie się nowego somitu od PSM na ogół nazywane jest segmentacją. Jest ona 
związana z epitelizacją komórek (tj. przekształcaniem się komórek mezenchymatycznych 
w nabłonkowe) oraz z wytworzeniem granic somitu i jego polaryzacją.rcin.org.pl
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RYCINA 2. Schemat struktury komórkowej mezodermy 
przedsomitowej zarodka kury, oznaczenia poziomów wg 
Pourquie i Tam [60] jak na ryc. 1

Nowopowstały somit jest wy­
raźnie spolaryzowany wzdłuż osi 
A/P oraz grzbietowo-brzusznie, 
można w nim wyróżnić część 
rostralną i kaudalną oraz grzbieto­
wą i brzuszną, o odmiennym cha­
rakterze morfologicznym ko-mó- 
rek. Części te różnicują się nas­
tępnie w odmienne tkanki. Część 
grzbietowa daje początek derma- 
tomiotomowi, część brzuszna 
sklerotomowi.

Przemiany morfologiczne ko­
mórek w kohorcie, prowadzące 
do wytworzenia somitu, pole­
gają na zagęszczeniu komórek 
przez zmniejszenie przestrzeni 
międzykomórkowej, a następnie 
ich epitelizacji, czyli zmianie ich 
kształtu z typu mezenchymatycz- 
nego na nabłonkowaty. Z kolei 
pomiędzy nowopowstałym somi- 
tem a rostralną częścią PSM 
tworzy się wyraźna szpara. Zmia­
ny te zachodzą u wszystkich krę­
gowców, mimo różnic w ich 
przebiegu w poszczególnych gromadach U owodniowców wyodrębnia się najpierw, na 
skutek kompakcji, grupa komórek zwana somitomerem, który przekształca się w somit. 
U kury i przepiórki nowopowstały somit ma charakter kuli wypełnionej w środku 
komórkami mezenchymatycznymi, otoczonej zewnętrzną warstwą nabłonkowatą 
komórek. Somit kury na poziomie skrzydła ma około 2500 komórek [11]. U myszy 
epitelizacji podlega tylko część grzbietowa i boczna powstającego somitu, podczas gdy 
część przyśrodkowa zachowuje charakter mezenchymatyczny. Somit żaby szponiastej 
Xenopus składa się z równolegle ułożonych, wydłużonych środkowo-bocznie komórek 
i w czasie tworzenia ulega rotacji. Somit ryby danio, podobnie jak u owodniowców, 
jest kulisty.

Podkreślić trzeba, że komórki w obrębie PSM komunikują się ze sobą przez połączenia 
szczelinowe (nexus). Dowodzi tego obserwacja, że wprowadzony do kaudalnej części 
PSM barwnik rodamina pojawia się kolejno w komórkach przesuwając ku przodowi i 
zatrzymuje dopiero w komórkach położonych na samym brzegu rostralnym PSM [76].

Dla ujednolicenia opisów eksperymentów prowadzonych przez różnych badaczy 
oraz dla łatwiejszego porozumienia, Pourquie i Tam [61 ] zaproponowali nomenklaturę 
dla mezodermy przyosiowej, różniącą się od powszechnie stosowanego oznaczania 
somitów liczbami według kolejności ich powstawania. Poszczególne somity zostały rcin.org.pl
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RYCINA 3. Schemat cyklicznej ekspresji genu c-hairy 2 w ciągu 90 minut na przykładzie tworzenia się 
15 i 16 kolejnego somitu u zarodka kury

przez nich ponumerowane cyframi rzymskimi zgodnie z ich położeniem wzdłuż osi 
A/P, poczynając od pierwszego ostatnio utworzonego somitu oznaczonego jako SI. W 
ten sposób numer somitu określa jego stan zróżnicowania, a nie położenie na osi A/P. 
PSM została podzielona na prospektywne somity (presomity) oznaczone S0, S-I, S-II, 
S-III itd. Prospektywne granice między nimi oznaczono odpowiednio literą B z numeracją 
arabską, np. prospektywną granicę między S0 a S-I jako B-l (ryc.l i 2).

Komórki PSM są ukierunkowane na wytworzenie somitu i każda komórka w kohorcie 
przechodzi przez kolejne fazy różnicowania się od komórki macierzystej do komórki 
wykształconego somitu. Nie są one jednak jeszcze całkowicie zdeterminowane i są 
pluripotentne. Komórki PSM, wszczepione do młodszego zarodka, są zdolne do 
różnicowania się w boczną mezodermę, śródbłonek i endodermę [76].

CZYNNIKI MOLEKULARNE W PSM

Podział PSM na rostralną i kaudalną, początkowo czysto morfologiczny znalazł 
potwierdzenie w odmiennym rozmieszczeniu w niej niektórych czynników wzrostowych 
oraz odmiennej ekspresji genów. Najważniejszą jednak właściwością kaudalnej PSM 
oraz pączka ogonowego jest powtarzająca się regularnie aktywacja i zahamowanie 
ekspresji niektórych genów w ramach zegara oscylacyjnego.

W całej PSM ulegają ekspresji geny czynników transkrypcyjnych charaktery­
stycznych dla mezodermy Tbx, evx (even shipped), caudal, brachyury T [59, 81], 
Tylna PSM u wszystkich kręgowców charakteryzuje się aktywnością konserwatywnych 
genów, takich jak: fgf8, wnt3a, brachyury T, mezogenin, mespo, tbx6. Białko Tbx6, 
występujące w smudze pierwotnej, pączku ogonowym i całej PSM, bierze udział w 
początkowym ukierunkowaniu komórek tych struktur w komórki mezenchymatyczne.
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RYCINA 4. Schemat ekspresji niektórych genów w mezodermie przedsomitowej - PSM i somicieSIu 
zarodka myszy, cykliczna ekspresja zaznaczona prążkowaniem

Mutanty myszy pozbawione genu tbx6 mają somity zmienione w dodatkowe cewy 
nerwowe [80]. W rostralnej PSM wykrywa się obecność kwasu retinowego i białek 
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) występują w kaudalnej PSM w gradiencie zmniejszającym się rostralnie 
(ryc. 4). Obydwa te czynniki są wytwarzane w smudze pierwotnej oraz w pączku 
ogonowym i dyfuzyjnie rozchodzą się dogłowowo w PSM. Transkrypcja ich zostaje 
zahamowana, kiedy komórki z pączka ogonowego przesuwane są do PSM. FGF8 
działa za pośrednictwem kaskady kinaz MAPK (mitogen activated protein kinase) 
[64], a Wnt3a poprzez szlak kanoniczny z udziałem kateniny ß i GSK-3 (kinazy syntazy 
glikogenowej 3) [4], Zawartość FGF8 i Wnt3a i ich mRNA zmniejsza się na skutek 
rozpadu transkryptu, stąd w PSM ustala się ich gradient malejący dogłowowo [3,18]. 
Przypuszcza się, że istnieje współzależność działania FGF8 i Wnt 3a, przy czym FGF8 
wzmacnia sygnalizację Wnt3a [3]. W kaudalnej PSM danio sygnalizacja FGF8/MAPK 
utrzymuje komórki w stanie niedojrzałym, nie wpływając na ich proliferację i migrację 
[64]. U myszy gra podobną rolę Wnt3a [23].

Szereg obserwacji wskazuje, że zasięg rozmieszczenia FGF8 jest ograniczony przez 
kwas retinowy - RA (ryc. 4). RA jest trudny do bezpośredniej lokalizacji w tkankach 
i komórkach. Proporcjonalnie do syntezy uwalniany z komórki dyfunduje na duże 
odległości oraz jest szybko metabolizowany przez różnego rodzaju komórki [46]. Na 
rozmieszczenie RA w tkankach pośrednio wskazuje lokalizacja enzymów związanych 
z jego metabolizmem. W somitach wykrywa się enzym Raldh2, który bierze udział w 
wytwarzaniu RA. W niższym stopniu występuje ten enzym w rostralnej PSM. Natomiast 
w pączku ogonowym czynny jest Cyp 26, enzym związany z katabolizmem RA [23, 
62]. Można więc przypuszczać, że RA tworzy w PSM gradient malejącym doogonowo 
[46]. Uważa się, że RA i FGF działają antagonistycznie wobec siebie. RA hamuje 
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ekspresję/g/5 i odwrotnie FGF8 blokuje ekspresję raldh2, a więc pośrednio syntezę 
RA [18, 62]. Skutkiem takiego antagonistycznego działania FGF i RA, na granicy 
części rostralnej i kaudalnej PSM powstaje obszar „neutralny” pozbawiony wpływu 
tych czynników. Nazywany jest on frontem lub czołem determinującym. Nie jest 
jasne, jak RA stabilizuje FGF8 na poziomie czoła determinującego [17,18]. Wiadomo 
tylko, że RA odgrywa rolę w dojrzewaniu komórek PSM [23].

W czasie wzrostu i rozwoju zarodka czoło determinujące przesuwa się doogonowo 
w stałym tempie. Położenie czoła determinującego jest regulowane przez Wnt3a, FGF8, 
RA i prawdopodobnie przez nieznany jeszcze szlak sygnalizacyjny, być może Tbx24 
[23,51,53,65]. Na poziomie czoła determinującego dochodzi do ostrej zmiany regulacji 
i aktywacji genów, zostaje zatrzymana oscylacja genów w komórkach PSM. Czoło 
determinujące oddziela dwa etapy somitogenezy, przebiegające inaczej w kaudalnej 
niż w rostralnej PSM; rozgranicza komórki niekompetentne od kompetentnych do pełnego 
realizowania programu somitogenezy. Najważniejszą właściwością kaudalnej PSM oraz 
pączka ogonowego jest powtarzająca się regularnie aktywacja i zahamowanie ekspresji 
niektórych genów w zegarze oscylacyjnym.

ZEGAR OSCYLACYJNY

Już bardzo dawno zauważono, że nowa para somitów regularnie powstaje w stałych, 
określonych odstępach czasu i przyjęto określanie stanu rozwoju (wieku) zarodka 
według liczby widocznych par somitów. Tę periodyczność próbowano wytłumaczyć 
proponując różne teoretyczne modele somitogenezy. Między innymi Cooke i Zeemane 
w 1976 [ 13] zakładali, że komórki PSM periodycznie przechodzą ze stanu receptywności 
(zdolności odpowiedzi) do stanu niereceptywności. Zmiany te przesuwają się przez 
PSM od tyłu ku przodowi na kształt fali. Teoria ta w sposób znaczący zaważyła na 
sposobie opisu i interpretacji wyników badań molekularnych nad somitogenezą.

Periodyczną ekspresję genów w PMS po raz pierwszy opisali Palmeirini i wsp. 
[57] w 1997 r. badając rozmieszczenie mRNA c-hairy w kolejnych stadiach rozwoju 
somitów w zarodku kury. Od tego czasu posypały się doniesienia o innych genach 
wykazujących periodyczną ekspresję w kaudalnej PSM zarodków kręgowców. Nazwa­
no je genami oscylacyjnymi. Ze względu na regularnie trwające i powtarzające się ok­
resy aktywacji i zahamowania ekspresji tych genów, mechanizm, w jakim one 
funkcjonują, nazwano zegarem oscylacyjnym lub zegarem somitogenetycznym. 
Mechanizm działania zegara oscylacyjnego jest jak dotychczas tylko częściowo poznany. 
Wykryte geny oscylujące w kaudalnej PSM kręgowców przedstawiono w tabeli I.

Ekspresję genów oscylacyjnych najczęściej bada się w zarodkach in toto. W 
miejscach ekspresji genu występuje jego transkrypt - mRNA, który uwidocznić można 
odpowiednimi metodami. Badane mRNA występuje w PSM w postaci jednego, dwóch 
lub trzech prążków leżących w poprzek osi A/P zarodka (ryc. 3). Każdy prążek 
odpowiada innej kohorcie komórek w innym stadium somitogenezy. Ponieważ kolejne 
pulsy ekspresji rozpoczynają się na kaudalnym końcu PSM co stale określony period rcin.org.pl
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w nowej kohorcie dołączanej do PSM, w zarodkach obserwowanych in toto prążki 
sprawiają wrażenie jakby przesuwały się przez PSM w czasie kolejnych faz rozwoju 
zarodka. Liczba prążków widocznych równocześnie w PSM zależy także od tempa 
zaniku transkryptu w kohorcie. Jeszcze raz podkreślić trzeba, że komórki różnicującej 
się kohorty „stoją w miejscu” i w każdej kohorcie zachodzi kolejno pulsacja ekspresji 
genów i wszystkie dalsze etapy somitogenezy.

Wykazano, że oscylacja ekspresji genów jest w wysokiej mierze autonomiczna w 
kohorcie i w niewielkim stopniu zależy od czynników zewnętrznych. Izolowane, małe 
wycinki kaudalnej PSM kury i myszy hodowane in vitro wykazują oscylacyjną ekspresję 
genów, co najmniej przez kilka cykli oscylacyjnych. Natomiast pojedyncze komórki 
PSM tych zwierząt hodowane w zawiesinie (a więc niekontaktujące się ze sobą) mają 
zaburzoną i nieregularną ekspresję genów [47,49], Oscylacja ekspresji genów zachodzi 
równocześnie we wszystkich komórkach kohorty, co wskazuje że musi istnieć mecha­
nizm pozwalający na synchronizację tego procesu w obrębie kohorty. Taki mechanizm 
może opierać się na połączeniach międzykomórkowych szczelinowych (nexus), 
cząsteczkach adhezyjnych na powierzchni komórek, a także na takim systemie 
sygnalizacji, który działając w jednej komórce powoduje takie same zmiany w komórce 
sąsiedniej. Co raz więcej jest dowodów, że mechanizm zegara oscylacyjnego ma za 
podstawę także molekularne negatywne pętle sprzężenia zwrotnego. Negatywna pętla 
sprzężenia zwrotnego (negative feedback loop) '}QsX mechanizmem, w którym ekspre­
sja genu jest hamowana przez białko kodowane przez ten gen. Warunkom tym odpowiada 
system sygnalizacyjny Notch, który ponadto może być regulowany przez poziom FGF8 
i Wnt3a. Wykazano rzeczywiście, że system sygnalizacyjny Notch leży u podstaw 
oscylacji genów w kaudalnej PSM, a następnie odgrywa istotną rolę w tworzeniu 
granicy między somitami i polaryzacji somitu.

Istotna funkcja sygnalizacji Notch w PSM polega prawdopodobnie na utrzymaniu 
synchronizacji oscylacji w sąsiadujących komórkach [23]. Można także przypuszczać, 
że sygnalizacja Notch odgrywa rolę w rozgraniczaniu poszczególnych puli komórek 
macierzystych emigrujących z pączka ogonowego. Sygnalizacja Notch jest bowiem 
także mechanizmem, który pozwala na odmienną ekspresję genów w dwóch sąsia­
dujących komórkach i skierowanie ich na inne drogi różnicowania.

Warto może przypomnieć krótko, jak funkcjonuje sygnalizacja Notch (zwana także 
Delta/Notch). Działa ona między co najmniej dwoma komórkami w jakiś sposób 
kontaktującymi się ze sobą. Zarówno bowiem ligandy Delta, jak i receptory Notch są 
białkami błonowymi, mającymi domeny tak pozakomórkowe, jak i śródkomórkowe. 
Szczególną właściwością tego szlaku jest to, że komórka może równocześnie produ­
kować receptor i ligand. Zależnie od przewagi produkcji białka Notch lub Delta komórka 
działa jako receptorowa lub jako nadająca sygnał. Po związaniu się liganda z receptorem 
od domeny śródkomórkowej Notch zostaje odcięty drogą proteolityczną odcinek NICD, 
który przemieszcza się do jądra komórkowego wraz z czynnikiem transkrypcyjnym 
Su(H) (Suppressor of Hairies), u ssaków RBJk (Recombination signal sequence 
binding Protein for JK) z rodziny bHLH i aktywuje transkrypcję genów Hairy/E 
(spl) (Hairy and Enhancer of split). Te ostatnie, z rodziny białek z domeną bHLH, 
działająjako czynniki transkrypcyjne regulujące aktywność wielu genów. Białka Hairy/ rcin.org.pl
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En(spl) hamują ekspresję genu delta i równocześnie zwiększają produkcję białka Notch. 
Komórka staje się wtedy odbiorcą sygnałów. Jeżeli natomiast gen Hairy/Ert(spl) 
zostanie zablokowany, wzrasta produkcja białka Delta i komórka przemienia się w 
sygnalizacyjną. Poznano wiele białek należących do rodziny Hairy/En(spl), np. u danio 
wyizolowano ich co najmniej 14 [69]. Mają one zdolność tworzenia homo- i hetero- 
dimerów [58]. Uważa się, że różne ich kombinacje, współdziałając z białkiem Su(H) 
odpowiadają za plejotropowe działanie systemu Notch. Sygnalizacja Notch jest również 
regulowana przez endocytozę liganda i receptora przy udziale ubikwityny [45]. 
Sygnalizacja Notch bierze udział w wielu procesach komórkowych zachodzących w 
rozwoju zarodkowym kręgowców i bezkręgowców, zwłaszcza prowadzących do 
odmiennego zachowania się sąsiadujących ze sobą komórek. Wiemy, że jest odpo­
wiedzialna za tzw. boczne hamowanie mitozy, za odmienne różnicowanie się sąsiednich 
komórek (lateral specification).

Czy zegar oscylacyjny działa jednakowo u wszystkich kręgowców, nie wiadomo. 
Dotychczasowe wyniki badań wskazują na różnice między gromadami. U ryb regulacja 
działania zegara, jak się wydaje, jest prostsza niż u ptaków, a najbardziej skomplikowana 
jest u ssaków. Być może za mało jeszcze wiemy na ten temat.

Mechanizm zegara oscylacyjnego funkcjonującego w kaudalnej PSM i pączku ogonowym 
zarodka danio został stosunkowo dobrze zbadany. Jak już wyżej zaznaczono, rdzeniem 
mechanizmu zegara jest sygnalizacja Notch. Oscylują w niej geny deltaC oraz herl, her7 
i herll, należące do rodziny Hairy/E (spl) (tab. I). Notchl ma stałą, nieoscylacyjnąekspresję 
w całej PSM. Według Holley i współautorów [33,34] ligand DeltaC łącząc się z Notchl 
powoduje ekspresję genu herl i her7, które kodują białka Herl i Her7. Powstające białka 
Her hamują z kolei ekspresję genu deltaC i swoich własnych genów herl i her7 (ryc. 5 
A). Zahamowanie ekspresji tych genów trwa, dopóki Herl i Her7 są obecne w 
komórce. Białka te są stopniowo degradowane przy udziale ubikwityny i proteasomów. 
W ten sposób tworzy się samoregulująca się, molekularna pętla sprzężenia zwrotnego, 
powodująca cykliczną ekspresję wymienionych genów.

Rola poszczególnych białek Her i ich wzajemne współdziałanie nie są jeszcze w 
pełni wyjaśnione. Lokalizacja ekspresji genów herl, her7 i herll jest jednakowa. Nie 
jest jasne, jaka jest współzależność tych genów. Wykazano tylko, że białka Herl i Her7 
działają odmiennie. Her7 potrzebne jest dla rozpoczęcia oscylacji herl w pączku 
ogonowym, bowiem mutanty danio 
pozbawione genu her7 wykazują 
stałą (ciągłą) nieoscylacyjną eks­
presję herl. Her 1 i Her7 odgry­
wają również odmienną rolę w 
dalszej somitogenezie przy two­
rzeniu się granic między somitami 
(o czym niżej). Gen herl ma 
prawdopodobnie co najmniej dwa 
odmienne elementy regulacyjne w 
promotorze, jeden już wykryty jest

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

Danio Kura Mysz

herl [33,34] 
her7 [55] 
delta c [33]

hairy 1 [56]
hairy 2 [37] 
hey 2 [23,59]
Ifng [27]

hes 1 [37]
hes 7 [5,6] 
hey 2 [23,59]
Lfng [22] 
axin 2 [4] 
ndk 1 [35]
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RYCINA 5. Schemat działania zegara oscylacyjnego: A - u zarodka danio, B - u zarodka kury; sygnalizacja 
Notch zaznaczona ciągłą kreską, pętla sprzężenia zwrotnego z udziałem Lfng kreską przerywaną

odpowiedzialny za ekspresję w pączku ogonowym (kaudalnej PSM), drugi hipotetyczny 
za ekspresję w rostralnej PSM [25]. Większość autorów uważa, że Herl działa jako 
represor podobnie jak inne białka z rodziny Hairy/En(spl) [34,55], natomiast Gajewski i 
współautorzy [25] przypisują mu rolę aktywatora, który działa za pośrednictwem 
dodatkowego czynnika. Rola oscylującego genu herll jest nieznana [69]. W mezodermie 
przyosiowej danio obok wymienionych wyżej genów z rodziny Hairy/E (spl) wykryto w 
somitogenezie ekspresję kilkunastu innych nieoscylujących genów z tej samej rodziny, o 
niewyjaśnionej funkcji. Mogą one współdziałać z genami oscylującymi, wiadomo bowiem, 
że geny z tej rodziny działają w sygnalizacji Notch jako homo- lub heterodimery [33,34]. 
Geny nieoscylujące her4 i her6 ulegają wczesnej i przejściowej ekspresji w pączku 
ogonowym, wykazano, że odpowiadają one za synchronizację komórek w kohorcie. Ich 
mRNA jest prawdopodobnie produkowane w takiej ilości, która wystarcza dla syn­
chronizacji całej kaudalnej PSM przez kilka cykli oscylacyjnych [58].

Sama aktywność sygnalizacji Notch nie determinuje zegara oscylacyjnego. W 
regulację zegara oscylacyjnego u danio jest włączony szlak sygnalizacyjny FGF [23] 
oraz zapewne wiele innych czynników jeszcze niewykrytych.

U zarodków kury i myszy do regulacji działania zegara oscylacyjnego włącza się 
białko Lfgn (Lunatic fringe) [12, 66]. Białko to moduluje powinowactwo receptora 
Notch do ligandów, działając jako glikozylotransferaza. U zarodków kury oscylującymi 
genami są hairy 1, hairy 2 i hey 2 z rodziny Hairy/E (spl) oraz lfgn (tab. I). Czynnikiem 
regulującym molekularną pętlę sprzężenia zwrotnego jest białko Hairy2 [27, 36, 47] 
(ryc. 5 B). U ptaków i ssaków gen kodujący ligand Delta nazwany jest dli (delta 

rcin.org.pl



404 Z. BIELAŃSKA-OSUCHOWSKA

RYCINA 6. Schemat działania zegara oscylacyjnego w kaudalnej PSM myszy według koncepcji Aulehla 
i Herman [3] oraz Galceran i współautorów [23]: A - Wnt3a wiążąc się z receptorem Frz powoduje 
wejście kateniny |3 związanej w kompleks z LEFl/Tcf do jądra komórkowego, oddziaływanie tego 
kompleksu z DNA i aktywację ekspresji genu axin2. W cytoplazmie gromadzi się białko aksyna 2. 
Równocześnie DSH wiąże się z N1CD odciętym od receptora Notch i blokuje dalsze etapy sygnalizacji 
Notch w tym aktywację genów hes 1, hes7 i Ifng (Wnt3a aktywne - Notch nieaktywne); B - Następnie 
nagromadzona w komórce aksyna 2 wiąże się z GSK.3, przez co blokuje wejście kateniny [3 do jądra 
komórkowego, co powoduje zahamowanie sygnalizacji Wnt3a i w konsekwencji hamuje syntezę nowej 
aksyny. Równocześnie DSH uwalnia związany uprzednio NICD, dzięki czemu odblokowana zostaje 
sygnalizacja Notch i syntetyzowane są białka Hes 1, Hes7 oraz Lfng (Wnt3a nieaktywne - Notch aktywne). 
Aksyna związana z GSK3 ulega degradacji i sygnalizacja Wnt3a zostaje ponownie aktywowana i cykl 
rozpoczyna się na nowo. Sygnalizacja Wnt3a pozostaje pod stałą kontrolą FGF8, który transdukuje 
sygnał przez receptor FGFR1 oraz kinazę PI3k i Akt. Mechanizm oddziaływania Akt na GSK.-3 jest 
niejasny. Szlaki sygnalizacyjne zaznaczone: Notch linią ciągłą, Wnt3a linią kropkowaną, FGF8 linią 
przerywaną

like). Ekspresja genu dlii u ptaków jest regulowana także przez białka Brachyury-T i 
Tbx 26 oraz niezależnie od nich bezpośrednio przez WNT3a [31].

U zarodków myszy w kaudalnej PSM oscylują 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 sprzężenie zwrotne. Cykliczna ekspresja 
tego genu zachodzi co 2 godziny, koreluje to z powstawaniem co 2 godziny nowego 
somitu. Długość fazy cyklu zegara jest zależna od okresu półtrwania białka Hes7, 
który u dzikich myszy wynosi około 22 minuty. Synteza Hes7 jest prawdopodobnie 
opóźniona o 30 minut w stosunku do syntezy jego mRNA [5]. Białko Hes7 jest 
degradowane przez system ubikwityna - proteasomy. Uzyskano mutanty o wydłużonym 
okresie półtrwania Hes do około 30 minut, u których zegar oscylacyjny i segmentacja 

rcin.org.pl



MOLEKULARNY ZEGAR W SOMITOGENEZIE 405

somitów były zaburzone po kilku normalnych cyklach oscylacyjnych. Zrobiono symulację 
matematyczną oscylacji hes7 i wykazano, że dla utrzymania oscylacji i funkcji zegara 
oscylacyjnego istotna jest niestabilność Hes7 [5, 30]. Białko Hes7 hamuje ekspresję 
swojego genu i genu lfng 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 zarówno w kaudalnej, jak i rostralnej PSM myszy, ale oscyluje 
tylko w kaudalnej PSM, natomiast w rostralnej PSM ekspresja jest stała. Oscylacyjna 
ekspresja lfng odbywa się synchronicznie z ekspresją hes7. Kolejne „fale” nakładają 
się w czasie, ale nie przestrzennie, rozpoczynają się na kaudalnym końcu PSM co 2 
godziny. (Stąd na PSM badanej in toto występuje równocześnie dwa lub trzy prążki) 
[22], Cytoplazmatyczny transkrypt jest niestały i szybko rozpada się po ustaniu syntezy. 
Szereg różnych czynników reguluje periodyczność ekspresji lfng w zegarze oscylacyj­
nym. Ekspresja lfng nie oscyluje w razie braku aktywności sygnalizacji Notch [50], 
Wykazano, że u zarodków myszy i człowieka gen Z/hg jest odmiennie regulowany w 
kaudalnej i rostralnej PSM [50]. W 2003 r. ukazały się jednocześnie w tym samym 
numerze czasopisma dwie prace na ten temat. Morales i współautorzy [50] stwierdzili, 
że promotor lfng zawiera kilka elementów regulujących:
1. blok A wystarczający dla ekspresji lfng w rostralnej PSM i konieczny dla cyklicznej

ekspresji lfng w kaudalnej PSM;
2. blok B wystarczający 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 regulujący ekspresję w cewie nerwowej i dermatomiotomie (ryc. 7).

Pozytywne i negatywne impulsy wymagane do cyklicznej ekspresji działają poprzez 
odmienne miejsca w promotorze. Natomiast Cole i współautorzy [ 12] wykazali, że promotor 
¿//tg ma dwa odrębne elementy regulatorowe. Jeden kieruje oscylacją lfng w kaudalnej 
PSM, a drugi reguluje ekspresję lfng w rostralnej PSM i wpływa również na precyzyjne 
działanie zegara oscylacyjnego. W rejonie pierwszym jest miejsce wiążące białka Hes 
oraz czynnik transkrypcyjny Su(H)/ Rbp-Jk powodujące represję ekspresji lfng.

Komórki kaudalnej PSM myszy przechodzą w ciągu trwającej somitogenezy przez 
szereg cykli oscylacyjnych, w których na przemian aktywne są szlaki Wnt i Notch. Ze 
względu na malejący kaudalno-rostralny gradient stężenia WNT3a w kaudalnej PSM 
w każdym kolejnym cyklu aktywność WNT jest słabsza niż w poprzednim i wygasa na 
poziomie czoła determinującego, w którym zegar oscylacyjny zostaje zatrzymany. Na 
tym poziomie sygnalizacja Notch stabilizuje się i zostaje wzmocniona ekspresja genów 
związanych z tworzeniem granic i polamości somitu [3,4].

Sygnalizację Notch z sygnalizacją Wnt3a, obok DSH (Dishewelled) oraz LEF1/ 
TCF (Lymphoid enhancer binding factor/-T-cell factorf łączy także aksyna 2. W 
kaudalnym PSM myszy gen lfng ulega ekspresji na przemian z oscylacyjną ekspresją 
genu axin2 [3, 4, 59].

2DSH jest białkiem pośredniczącym w transdukcji sygnału Wnt w cytoplazmie, wiąże się między innymi 
z kinaząGSK3 i hamuje jej aktywność, przez co blokuje rozpad kateniny 0 i powoduje jej nagromadzenie 
w jądrze komórkowym, tu katenina 0 wiąże się z czynnikiem transkrypcyjnym LEF /TCF [43].
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RYCINA 7. Schemat promotora genu Ifng, miejsca [bloki] regulatorowe zaznaczone kwadratami, strzałki 
wskazują poziomy na PSM podlegające regulacji danego miejsca, na podstawie Cole i współautorów [11] 
i Morales i współautorów [49]

Aulehla i współautorzy [4] zaproponowali następujący model cyklicznej, naprze­
miennej aktywacji i wzajemnej regulacji szlaków Wnt3a i Notch w kaudalnej PSM u 
zarodka myszy (ryc. 6). Wnt3a wiąże się z receptorem Frz (Frizzled) i aktywuje szlak 
kanoniczny [43], w którym białko adoptorowe DSH wiążąc się z kinaząGsk3 blokuje 
jej aktywność. Na skutek tego nie dochodzi do degradacji kateniny [3. Przemieszcza 
się ona z cytoplazmy do jądra komórkowego i za pośrednictwem białek transkrypcyjnych 
TCF/LEF wiąże się z DNA. Zostaje aktywowana transkrypcja genu axin 2 i aksyna 2 
gromadzi się w cytoplazmie. Aksyna 2 z kolei aktywuje GSK 3, przez co powoduje 
rozpad kateniny [3. Ponieważ nie dochodzi do przemieszczania się kateniny [3 do jądra 
komórkowego, transdukcja szlaku Wnt3a zostaje zablokowana. Zachodzi negatywne 
sprzężenie zwrotne między Wnt3a a aksyną. Aksyna 2, tak jak jej transkrypt, jest wysoce 
niestabilna, jest ona destabilizowana przez fosforylację. Wnt3a jest stale obecne w 
substancji międzykomórkowej kaudalnej PSM, ale dopiero periodyczne pojawianie się i 
zanikanie aksyny 2 powoduje pulsacyjne aktywowanie sygnalizacji Wnt3a w komórkach 
kaudalnej PSM. Aksyna 2 pośrednio blokuje również sygnalizację Notch. Bowiem po 
związaniu się Wnt3a z receptorem Frz, DSH wiąże się także z odciętym 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 się aksyna 2 i hamuje działanie Wnt3a. Równocześnie NICD zostaje 
uwolniony ze związania z DSH i sygnalizacja Notch zostaje przywrócona i uruchomiona 
jest ekspresja Ifng (Wnt nieaktywne - Notch aktywne Wnt off- Notch on) (ryc. 6B). 
Tak więc na skutek naprzemiennej aktywacji sygnalizacji Wnt3a i Notch w komórkach 
kaudalnego PSM oscylują na przemian geny axin 2 i Ifng [4], Efektywność działania 
WNT3a według tego modelu zostaje wzmocniona przez FGF8, które za pośrednictwem 
kinaz PI-3 (1,4,5-trifosforanu inozytolu) i Akt blokuje GSK 3 [3,4].rcin.org.pl
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Zależności pomiędzy sygnalizacjami Wnt3a i Notch są prawdopodobnie bardziej 
skomplikowane, gdyż wykazano, że promotory genów dill i notch mają kilka miejsc 
wiążących LEF1/TCF, ponadto stwierdzono, że kompleks LEF1/TCF - katenina ß 
indukuje ekspresję dlii oraz axin2 [26].

Rola zegara oscylacyjnego nie jest w pełni wyjaśniona. Może on służyć do koor­
dynowania periodycznej aktywności sygnalizacji Notch w PSM, która prowadzi 
ostatecznie do rytmicznej determinacji granic somitów i wyodrębnienia w nich przedniej 
i tylnej części. Ponieważ komórki PSM zapamiętują liczbę pulsacji, przez jaką przeszły 
w części kaudalnej, nim weszły w skład somitu, liczba oscylacji może być związana z 
informacją pozycyjną (o czym niżej) [23]. Zegar odgrywa także rolę w zapoczątkowaniu 
synchronizacji rozwoju somitów po prawej i lewej stronie zarodka [59].

ROSTRALNA PSM

W rostralnej części PSM następuje wydzielenie się presomitów, epitelizacja komórek 
presomitów, rozpoczęcie ich polaryzacji w osi A/P oraz tworzenie się granic między 
somitem a PSM. Są to zmiany prowadzące do segmentacji. Rostralnie od czoła 
determinującego ustaje oscylacyjna ekspresja genów zegara oscylacyjnego. Stabilna 
ekspresja tych genów zachodzi w S-I i S0 (ryc. 3). Zanik oscylacji wiąże się z 
pojawieniem się w komórkach rostralnej PSM u wszystkich przebadanych kręgowców 
białek Mesp i Foxc, a u danio także białek Fss i Tbx24 [51].

Białka Mesp (Mesoderm posterior) to: Mespl i Mesp2 u myszy, c-Mesol u kury, 
Mesp-a i Mesp-b u danio. Są to czynniki transkrypcyjne z podrodziny bHLH [64]. 
Mesp zmienia aktywność receptora Notch. Równocześnie z wystąpieniem ekspresji 
mesp w rostralnej PSM zahamowana zostaje pulsacja Ifng. Następuje zmiana w regulacji 
ekspresji genu Ifng, który aktywowany jest tu poprzez inną domenę regulacyjną niż w 
kaudalnej PSM [12, 50, 51] (ryc. 7). Ekspresja genów mesp w czasie somitogenezy 
zachodzi u wszystkich przebadanych kręgowców w całym S-1, a w rostralnej części 
S0 pozostaje u danio ekspresja mesp-a, a u myszy mesp2 [64, 73]. Białka Mesp są 
związane z tworzeniem się granicy między somitami oraz z determinacją polamości 
A/P somitu (patrz dalej). Uważa się, że Mesp odpowiada za „przetłumaczenie” zegara 
oscylacyjnego na liniowe ułożenie somitów [ 18].

Zarówno u danio, jak i u myszy w rostralnej PSM i nowowytworzonych somitach 
aktywne są geny foxcla i foxclb z rodziny forkhead (Forkhead/winged helix trans­
cription factor). Białka Foxc odgrywają zasadniczą rolę w tworzeniu somitu, regulując 
w rostralnej PSM ekspresję wielu genów, takich jak: mespl, mesp2, hes5, notchl, 
dill, Ifgn, paraxis [18, 44]. Zahamowanie bowiem syntezy białka Foxcla u danio 
blokuje oddzielanie się somitu od PSM i polaryzację somitu, powoduje zanik ekspresji 
mesp-b, ephrinB2, ephA4, Notch5 i Notchó oraz paraxis, zaburza także ekspresję 
dli 12 i Ifng. Normalna pozostaje ekspresja mesp-a, papc, deltaC i deltaD [18]. Foxc może 
działać jako permisywny sygnał dla programu segmentacyjnego [ 18,77].
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Jak wyżej zaznaczono, u danio w rostralnej PSM ulegają ekspresji geny fss i Tbx24. 
Przypuszcza się, że FSS i Tbx24 działają w końcowym etapie segmentacji. Białko Fss 
(fussedsomites) pobudza ekspresję mesp-a i mesp-b oraz genów markerów rostralnej 
części somitu, to jest papc, fgfrl, notchó, a hamuje ekspresję markerów kaudalnych: 
myoD i notch5, efryna Al [64]. U mutantów fss nuli zanika polaryzacja somitów i 
granice pomiędzy somitami, dochodzi do ich fuzji (stąd pochodzi nazwa tego genu).

Gen Tbx24, ulega ekspresji w dojrzewających komórkach środkowej i rostralnej 
PSM, z granicą na rostralnej krawędzi S0. Presomitowe komórki utrzymują tę ekspresję 
aż do zakończenia tworzenia granicy segmentu. Gen Tbx24 koduje białko odbiegające 
nieco od innych białek z rodziny Tbx [52]. Tbx24 jest istotnym czynnikiem dojrzewania 
komórek PSM prowadzącym do stanu, w którym zachodzi indukcja ekspresji mesp i 
zatrzymanie oscylacji herl. Tbx24 działa w procesie tworzenia granic między somitami. 
Zahamowanie działania Tbx24 przez wstrzyknięcie morfolino Tbx24 do zarodka 
wstrzymuje całkowicie segmentację i daje fenotyp podobny do mutacji fss nuli. Nikaido 
i współautorzy [53] wykazali znaczne podobieństwo białka Tbx24 do białka Fss i sugerują, 
że koduje je jeden gen, być może jest to fss lub że białko Tbx24 jest kodowane w 
ramach szlaku sygnalizacji Fss.

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

EPITELIZACJA PSM

W części rostralnej PSM zachodzi równocześnie epitelizacja komórek i polaryzacja 
przyszłego somitu. Uważa się, że FGF8 blokuje epitelizację w kaudalnej PSM, a w 
rostralnej stymuluje ją Mesp 1 [7,59, 72].

Proces epitelizacji jest częściowo autonomiczny, a częściowo indukowany przez 
przyległą do PSM ektodermę powierzchniową. Rozpoczęcie jego zbiega się z pojawie­
niem się w PSM u danio białka Tbx24, a u kury białka paraxis, czynnika transkrypcyjnego 
z rodziny bHLH. Paraxis uważane jest za znaczące w indukcji procesu epitelizacji 
[15, 52, 59]. W komórkach PSM wytwarzana jest integryna 5oc, wydzielana jest 
fibronektyna [38,41], Ważną rolę w zmianie kształtu komórek mezenchymatycznych 
w nabłonkowate w czasie epitelizacji u zarodka kury odgrywają białka Cdc42 (celi 
division cycle 42 = GTP binding protein) i Racl. Są to GTPazy z rodziny Rho 
wpływające między innymi na cytoszkielet komórki poprzez zmiany polimeryzacji aktyny. 
„Decyzja” komórki, czy ma pozostać mezenchymatyczną czy przekształcić się w 
nabłonkową, zależy od poziomu w niej Cdc42. Przy wysokim poziomie komórka 
pozostaje mezenchymatyczną z licznymi wypustkami, przy niskim traci wypustki i 
zaokrągla się. Rac 1 powoduje ostatecznąepitelizację, tj. polaryzację komórki i pojawienie 
się na niej złączy międzykomórkowych (adherens junctions) wraz z N-kadheryną. 
Odpowiedni optymalny poziom aktywnego Rac 1 w komórce jest potrzebny dla działania 
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paraxis w uruchomieniu pełnej epitelizacji. Wspólne działanie Cdc42 i Racl powoduje 
także przemieszczanie się komórek w obrębie somitomeru i rozdzielenie (sortowanie) 
komórek nabłonkowych od mezenchymatycznych [52]. Do zmiany kształtu komórek 
przyczynia się również działanie efryn (o czym niżej).

Do dobrego przylegania komórek nabłonkowych w czasie epitelizacji, oprócz obecności 
integryn na ich powierzchni, przyczynia się zapewne sygnalizacja Notch. Połączenie 
pozakomórkowych domen Delta i Notch wzmaga adhezję komórek. Zaznaczyć 
trzeba, że działanie preseniliny (patrz niżej) w ciągu kilku minut niweluje to silne 
połączenie [2].

POWSTAWANIE SZPARY I GRANIC SOMITU

Pierwszym morfologicznym przejawem oddzielania się somitu od PSM jest tworzenie 
się na poziomie B-l szczeliny prostopadłej do długiej osi PSM. W obrębie niej zanika 
bezpośredni kontakt między komórkami. Zachodzi tu prawdopodobnie odpychanie się 
komórek. Po utracie przylegania u danio kaudalne komórki presomitu grupują się 
(colescent) i przesuwają nieco ku przodowi. Równocześnie na rostralnym brzegu PSM 
komórki grzbietowe, boczne i brzuszne obkurczają się (retrakcja) i zmieniają kształt. 
Stanowią one następnie rostralny brzeg tworzącego się kolejnego somitu. W szparze 
gromadzi się substancja międzykomórkowa zawierająca fibronektynę [18].

Wykazano, że w tworzeniu się szpary biorą udział kadheryny, białka szlaków 
sygnalizacyjnych Eph/efryna oraz Notch. System Eph/efryna działa dwukierunkowo, 
zależnie od rodzaju efryny powoduje zwiększenie przylegania lub rozsunięcie się 
sąsiednich komórek. Efryny występują w dwóch postaciach, jedne są związane z błoną 
komórkową, drugie sekrecyjne są wydzielane z komórki. Zarówno efryny transbłonowe, 
jak i ich receptory Eph po aktywacji mogąjednocześnie przekazywać sygnał do komórek. 
Stąd związanie się takiej efryny z Eph może spowodować zmiany w obu komórkach 
biorących udział w przekazywaniu sygnału. System ten działający w dwóch kierunkach 
nazwano „forward and reverse signaling" [18,32]. Sekrecyjne efryny mogą działać 
jako negatywnie dominujące białka, gdyż mogą się wiązać z receptorami, lecz ich nie 
aktywują i nie powodują ich agregacji.

Transbłonowa efryna B2 zdolna do sygnalizacji śródkomórkowej oraz sekrecyjna 
efryna A-Ll obecne są na kaudalnym końcu S0 (tj. przyszłym kaudalnym końcu 
somitu I), a w rostralnej części S-I występuje receptor EphA4, zdolny do wiązania 
się z oboma rodzajami efryn (ryc. 8 A). Przed wytworzeniem szpary można uwidocznić 
efrynę B2 oraz receptor EphA4 w PSM w postaci dwóch równoległych prążków 
poprzecznych do osi A/P, początkowo oddzielonych od siebie pasmem pojedynczych 
komórek niezawierających tych białek. Położenie naprzeciw siebie liganda efryny B2 i 
receptora EphA4 umożliwia ich łatwe związanie. Aktywowany receptor EphA4 wpływa 
na cytoszkielet i przez to ułatwia zmiany kształtu komórek i ich epitelizację. Powoduje 
bowiem polaryzację komórki i przybranie przez komórkę kształtu cylindrycznego,
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RYCINA 8. Schemat tworzenia się szpary między S0 a S-I: A - rozmieszczenie Delta 1, Notch 1, Lfng, 
efryny i jej receptora EphA4 oraz fibronektyny, B - modele działania sygnalizacji Notch w tworzeniu 
szpary (wg Sato i współautorów [62] zmienione)

przesunięcie jąder komórkowych do jej części podstawowej, przemieszczenie się 
kateniny [3 do apikalnej części komórki. W nowowytworzonym somicie SI efryny 
występują wyłącznie na bocznej jego krawędzi [18, 19].

W kaudalnej części presomitu S0 u danio gromadzi się fibronektyna [39]. Zarówno 
epitelizacja, jak i gromadzenie się fibronektyny zależą od integryn. W przyśrodkowej 
części presomitu wykryto ekspresję genu integryny itg 5a. Integryna ta współpracuje z 
systemem efiyna/Eph dla utrzymania granic somitu. Działanie eifyny może w tym obszarze 
powodować odpychanie się komórek na styku S -I i S0, a działanie kadheryn ich segregację 
w obrębie presomitu na dwa rodzaje nabłonkowe i mezenchymatyczne [41].

Niewątpliwy jest udział genów szlaku Notch w tworzeniu się szpary. Powstaje ona 
w miejscu, w którym stykają się ze sobą komórki o aktywnym Notch 1 z komórkami o 
nieaktywnym Notch 1. Takie rozgraniczenie komórek rozpoczyna się tworzyć na linii 
B-l, tj. między S-I a S0. W rostralnej części S-I gromadzi się Lfng, które w tym 
obszarze modyfikuje i aktywuje Notchl i równocześnie hamuje ekspresję dlii. Ostra 
granica nagromadzenia mRNA Lfgn na poziomie linii B-l jest, jak się przypuszcza, 
nieodzowna dla wytworzenia szpary. Natomiast lokalizacja nieaktywnego Notchl w 
S0 pokrywa się z obecnością MESP2 (ryc. 8 A). Aktywne Notchl w komórkach na 
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rostralnym brzegu S-I łączy się z Delta 1 na komórkach kaudalnego SO i powoduje, że 
komórki w kaudalnej części SO nie podlegają epitelizacji [18, 51,59,63].

Sato i wsp. [62] przypuszczają, że przy tworzeniu szpary sygnalizacja Notch może 
działać albo przez mechanizm „hamowania bocznego” lub/i przez mechanizm wing 
disk (tarczka imaginalna skrzydła]. W mechanizmie hamowania bocznego Notchl na 
komórkach rostralnego brzegu S-I wiąże się z Delta 1 na powierzchni komórek 
kaudalnego brzegu SO i hamuje w tych komórkach aktywność Notch. Równocześnie 
komórki brzegu rostralnego S-1 produkują bliżej jeszcze nieznany czynnik indukujący 
zmiany w komórkach kaudalnego SO. Czynnik taki nazwany został przez autorów 
segmenterem, być może jest nim Hes7 (ryc. 8 B). W mechanizmie wing disk Lfgn 
modyfikując Notchl w komórkach brzegu rostralnego S-I pobudza także ekspresję 
delta3. W takim przypadku dochodzi do równoczesnego wiązania się Notchl z Delta 
1, jak w modelu poprzednim, i do wiązania się Delta '3 zlokalizowanego na komórkach 
brzegu rostralnego S-I z Notch 1 na komórkach kaudalnego brzegu SO. W tym przypadku 
Lfng powodowałoby odmienną odpowiedź Notch 1 na działanie Delta 1 i Delta 3 [62], 
Obydwa te mechanizmy powodują powstanie dwóch rodzajów komórek być może 
wzajemnie się odpychających.

W ustalaniu położenia szpary odgrywa rolę także białko Sipl (Smad integrating 
protein7), które zapobiega rozprzestrzenianiu się rostralnie (ku przodowi) FGF8, Wnt3a, 
D113, Tbx6, ale nie hamuje rozciągania się ku przodowi Lfng, Hes7, Dll 1 i wpływa na 
granicę RA [48],

Szczególnie silne zdolności indukowania tworzenia się szpary mają komórki brzuszno- 
rostralne brzegu PSM. Komórki takie bowiem przeniesione w kaudalną, niesegmen- 
towaną PSM indukują powstanie ektotopowej szpary. Komórki te działają w kierunku 
dogrzbietowym niezależnie od tego, jak przeszczep został zorientowany. Przypuszczalnie 
w wytworzeniu szpary działają dwa odrębne jednokierunkowe sygnały, jeden w osi 
A/P, a drugi w osi D/V [63].

Kontakt PSM z narządami pierwotnymi, a szczególnie z ektodermą powierzchniową 
jest także potrzebny dla powstania szpary. W tworzeniu jej instruktywną rolę grają 
komórki grzbietowej ektodermy zlokalizowane z tyłu linii B-1, prawdopodobnie indukując 
ekspresję genu tcfl5 kodującego paraxis. Natomiast komórki endodermy jelitowej 
stykające się z PSM mająjedynie właściwości permisyjne [63].

POLARYZACJA SOMITU

Nowopowstały somit jest spolaryzowany wzdłuż dwóch osi: A/P I D/V. Polaryzacja 
D/V jest narzucona w pewnym stopniu już komórkom macierzystym tworzącym kohortę, 
jak już zaznaczono uprzednio. Polaryzacja wzdłuż osi A/P rozpoczyna się w rostralnej 
PSM dopiero po ustaniu oscylacyjnej ekspresji genów. Segregacja na komórki rostralne 
i kaudalne somitu ma miejsce na poziomie S-l, kiedy to pojawia się w presomicie 
mRNA molekularnych markerów somitu: rostralnego papc (paraxial protocadherin 
C) u danio, cerrl (cerberusl) u kury, tbxl8 u myszy oraz kaudalnego myoD (mio- 
genic determinant factor) u danio, uncx4.1 u myszy [10, 34, 67, 68,73],rcin.org.pl
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RYCINA 9. Zmiany molekularne związane z segregacją komórek na rostralne i kaudalne somitu według 
przypuszczeń Kozumi i współautorów [43 ] oraz Takahasi i współautorów [72]: A - Sieć interakcji 
molekularnych między Dlii, D113, Mesp2 i preseniliną zachodzących w S-I, B - Odmienna regulacja 
sygnalizacji Notch w komórkach rostralnej i kaudalnej części presomitu SO. Sygnalizacja Notch z udziałem 
preseniliny zaznaczona przerywanymi liniami

Według Oates i Rhode [56] u danio polaryzacja somitu zachodzi w trzech etapach, 
najpierw wyodrębniają się komórki rostralne, po czym komunikują się z częściowo 
skaudalizowanymi sąsiadkami i indukują w nich pełną kaudalizację.

U myszy w polaryzacji A/P biorą udział Dli 1, D113, Mesp2 oraz preseniliną. Białka 
te tworzą w S-l skomplikowaną sieć interakcji molekularnych pomiędzy sąsiednimi 
komórkami (ryc. 9A). Dli 1 i D113 ulegają ekspresji w rostralnej PSM. Jak już zaznaczono, 
ekspresja mesp2 w presomicie SO zostaje ograniczona do jego rostralnej części. 
Ograniczenie to spowodowane jest różną regulacją sygnalizacji Notch w rostralnej i 
kaudalnej części tego presomitu (ryc. 9B). W obrębie SO następuje segregacja: Dlii i 
D113. Dli 1 lokuje się w komórkach kaudalnej części tego presomitu, a D113 w komórkach 
rostralnych, co wiąże się z ich odmiennymi funkcjami. Dlii i D113 działają w dwóch 
różnych pętlach sprzężenia zwrotnego, jako antagoniści w wyznaczaniu rostralnej i 
kaudalnej części somitu. Do ich regulacji włącza się białko preseniliną - Psi 
(presenilin 7)3. D113 wiążąc się bezpośrednio z Notch hamuje w części rostralnej 
ekspresję dlii. Natomiast D113 wiążąc się z Notch za pośrednictwem preseniliny zwiększa 
produkcję Mesp, które aktywuje geny markerów rostralnych cerl i EphA4 oraz 
zawiesza ekspresję uncx4.1. W komórkach kaudalnej części SO działa negatywna 
pętla sprzężenia zwrotnego przy pośrednictwie preseniliny, w której Dlii indukuje 
ekspresję swojego własnego genu oraz uncx4.l [42, 73].

3Presenilina Psi -preseniliir, transbłonowe białko, kodowane przez gen Psenl reguluje działa­
nie receptora Notch, działa proteolitycznie jak y-sekretaza, reguluje translokację śródkomórko- 
wej domeny Notch [NICD] do jądra komórkowego.rcin.org.pl
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Nie wiadomo, jakie jeszcze inne czynniki wpływajątakże na polaryzację somitu. U 
kury w rostralnej PSM zachodzi ekspresja genu tbxl8, która następnie ogranicza się 
do rostralnej części somitu. U myszy Tbxl8 występuje w całej PSM [28].

INFORMACJA POZYCYJNA SOMITÓW

Morfologiczne zróżnicowanie kręgów w obrębie kręgosłupa na szyjne, piersiowe, 
lędźwiowe, krzyżowe i ogonowe jest odbiciem informacji pozycyjnej, jaką uzyskały 
somity w czasie ich rozwoju. Informacja pozycyjna jest nadawana w dwóch wymiarach 
przednio-tylnym (rostralno-kaudalnym) i przyśrodkowo-bocznym (medio-lateralnym) 
[24]. Informację pozycyjną boczno-przyśrodkową uzyskująjuż komórki wyodrębniającej 
się kohorty (o czym już wyżej wspomniano). Informacja o położeniu przednio-tylnym 
decyduje o odmiennych właściwościach, czyli identyczność poszczególnych somitów i 
następnie kręgów. Ta informacja pozycyjna jest także wcześnie determinowana w 
somitogenezie. Jest zależna od czasu wyodrębniania się kohorty komórek macierzystych. 
Im później w rozwoju kohorta wyodrębnia się i im więcej cykli oscylacyjnych przejdzie 
w pączku ogonowym i kaudalnej PSM, tym bardziej kaudalny charakter ma powstały 
z niej somit. Informacja pozycyjna jest mocno „zapisana” w każdym rozwijającym się 
somicie. Wycinek PSM lub nowowytworzony somit przeszczepiony w inne ektotopowe 
miejsce (inny poziom) na osi A/P zachowuje zaprogramowaną identyczność pozycyjną 
i tworzy ektotopową strukturę, taką jakby rozwijał się w swoim normalnym miejscu. 
Komórki każdej kohorty są zdolne do interpretacji zewnętrznych sygnałów, ale tworzą 
strukturę według nadanej im informacji pozycyjnej [21].

Już stosunkowo dawno wykazano, że identyczność somitów jest w dużej mierze 
determinowana przez ekspresję genów tak zwanego kodu Hox [8,43]. Geny te kodują 
czynniki transkrypcyjne zawierające domenę homeoboks. Charakteryzują się tym, że 
występują w 4 kompleksach zlokalizowanych na różnych chromosomach. Każdy 
kompleks obejmuje 9-13 genów paralogicznych4, ułożonych liniowo na chromosomie. 
Mutacje pojedynczych genów paralogicznych powodują homeotyczne zmiany somitu, 
to jest zmianę ich właściwości na bardziej kaudalne lub bardziej rostralne. Geny kodu 
Hox ulegają ekspresji w PSM i somitach zgodnie z zasadą kolineamości przestrzennej 
i czasowej w coraz większej 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].

4 Geny paralogiczne mają taką samą strukturę, wzorzec transkrypcji i analogiczną funkcję, w 
ramach kodu Hox oznaczane są kolejnymi cyframi arabskimi.

Aktywacja genów Hox jest zależna od czasu powstawania kohorty i od jej położenia 
na osi A/P zarodka. Ekspresja genów Hox w somitogenezie myszy wg Cordes et al. 
[14] zachodzi w dwóch etapach. Prawdopodobnie już w komórkach prekusorowych 
PSM w smudze pierwotnej są aktywowane geny Hox i może zachodzić ich transkrypcja. 
W drugim etapie w rostralnej PSM po „przejściu” kohorty przez czoło determinujące, 
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zachodzi w jej komórkach definitywna ekspresja odpowiednich genów dla danego kolejno 
powstającego somitu. Jest ona przynajmniej częściowo kontrolowana przez sygnalizację 
Notch i związana jest z zegarem oscylacyjnym, które to mechanizmy zapewniają 
aktywację genów Hox odpowiednich dla danego segmentu. Interakcja między zegarem 
oscylacyjnym i genami Hox może ustanawiać poprawną koordynację kolejnego formo­
wania się segmentów i ukierunkowywanie (specyfikację) ich wzdłuż osi A/P [23], Są 
również dowody, że FGF8 I Wnt3a wpływają na ekspresję genów Hox. Poziom Wnt3a 
w smudze pierwotnej i pączku ogonowym może kontrolować, zgodnie z gradientem, 
kolejną ekspresję genów Hox, dostarczając informacji pozycyjnej komórkom wzdłuż 
osi A/P [3,4,16]. Aktywacja genów Hox jest zależna od czasu powstawania kohorty i 
od jej położenia na osi A/P zarodka.

SYNCHRONIZACJA ROZWOJU SOMITÓW

Kolejne zmiany zachodzące w obrębie kohorty komórek począwszy od komórek 
macierzystych do uformowanego somitu są zsynchronizowane. Przypuszcza się, że za 
tą synchronizację odpowiedzialna jest sygnalizacja Notch, jak wspomniano wyżej. 
Ponadto zsynchronizowane są przemiany w każdej parze tworzących się somitów, 
zarówno pod względem morfologicznym jak i przemian molekularnych. Mechanizm tej 
dwubocznej synchronizacji jest nieznany. Przypuszcza się, że bierze w niej udział kwas 
retinowy, ponieważ przy jego braku zostaje opóźniony rozwój somitów po prawej stronie, 
co także związane jest z desynchronizacją zegara oscylacyjnego [79]. Wnt3a działając 
jako sygnał o dalekim zasięgu może niwelować działanie mechanizmu kierującego 
odróżnieniem prawej i lewej strony zarodka, rozpoczynającym działanie już w węźle 
Henzena [52], Symetria pary jest prawdopodobnie utrzymywana przy udziale czynnika 
transkrypcyjnego Cdxl obecnego w komórkach somitu.

UWAGI KOŃCOWE

Przedstawione powyżej procesy molekularne zachodzące w czasie somitogenezy 
u kręgowców są tylko czubkiem góry lodowej w stosunku do istotnych, ale niepoznanych 
jeszcze mechanizmów regulujących różnicowanie się somitów. Świadczą, jak bardzo 
złożone są mechanizmy powodujące różnicowanie się narządów w czasie rozwoju 
zarodkowego. Molekularny mechanizm, jaki kieruje zegarem oscylacyjnym, jest jeszcze 
daleki od pełnego wyjaśnienia. Dowodem mogą być doniesienia o udziale coraz to 
nowych genów w somitogenezie, jak np. u danio genu receptora fosfatazy \|/ - RPTP\|/ 
{receptorprotein phosphatase \|/), którego ekspresja oscyluje w kaudalnej PSM [1]. 
Do wyjaśnienia zostaje wiele problemów, choćby takich, w jaki sposób zegar oscylacyjny 
jest tłumaczony na zmiany morfologiczne wyrażające się w tworzeniu oddzielnych 
segmentów? Czy zegar oscylacyjny może występować w trakcie różnicowania się 
innych narządów? Nie zaobserwowano go w segmentacji tyłomózgowia, która również 
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jest oparta na sygnalizacji Notch. Masamizu i współautorzy [49] przypuszczają, że 
oscylacja ekspresji genów może zachodzić w różnego rodzaju komórkach w różnych 
procesach biologicznych, lecz jest odmiennie regulowana niż w zegarze oscylacyjnym 
w somitogenezie. Ostatnio wykazano, że in vitro w fibroblastach myszy i w pewnych 
ustalonych liniach komórkowych geny hesl wykazują pulsacyjną ekspresję. Pulsacja 
ta jest jednak nieregularna i krótkotrwała [23,49].

Morfogeneza somitów u kręgowców jest procesem konserwatywnym, można także 
przypuszczać na podstawie obserwacji przedstawicieli tylko 3 gromad, że również 
procesy molekularne kierujące somitogenezą są konserwatywne. U przebadanych 
gatunków somitogenezą opiera się na oddziaływaniu sygnalizacji Notch, Wnt i FGF 
oraz ich wzajemnej regulacji poprzez różnego rodzaju molekularne pętle sprzężenia 
zwrotnego. Model ten odbiega znacznie od powszechnie przedstawianego modelu 
molekularnego segmentacji u zarodków Drosophila, który opiera się o tak zwane 
geny segmentacyjne, geny reguły parzystej i geny polamości [39,43]. Somitogenezą 
bardziej zbliżona jest do przebiegu różnicowania się skrzydeł z dysków imaginalnych 
larw tego gatunku, w którym ważną rolę gra sygnalizacja Notch. Mało wiemy o 
mechanizmach kierujących segmentacją u bezkręgowców, nawet takich o wysokim 
stopniu metameryzacji jak pierścienice. Ostatnio ukazały się publikacje świadczące, że 
u niektórych pająków w segmentacji zarodka bierze udział kanoniczna sygnalizacja 
Notch oraz ulegają ekspresji geny homologiczne do aktywnych w somitogenezie [66,71 ].

Podziw dla natury budzi obserwowanie, jak jeden szlak sygnalizacyjny może być 
regulowany przez różne czynniki, na różnych poziomach translacji dając całkowicie 
odmienne, a niekiedy przeciwne efekty. Taka ekonomia komórkowa prowadzi do 
wykorzystywania jednego szlaku wielokrotnie w ciągu rozwoju w wielu różnorodnych 
procesach. Czy wobec tak skomplikowanych i subtelnych mechanizmów molekularnych 
i możliwości różnorodnych zmian w regulacji nawet jednego genu będzie możliwe 
łatwe wyprodukowanie z komórek macierzystych narządów in vitro?
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INFORMACJE O NOWYCH KSIĄŻKACH

Ukazał się podręcznik autorstwa Zofii Bielańskiej Osuchowskiej pt. 
ZARYS ORGANOGENEZY - Różnicowanie się komórek w narządach, wydany 
przez Wydawnictwo Naukowe PWN SA (Warszawa, 2004).

Jest to podręcznik embriologii szczegółowej, przystępnie napisany i bogato 
ilustrowany. Omówiono w nim zarówno zmiany morfologiczne, jak i molekularne 
procesu różnicowania się narządów u ptaków i ssaków. W książce zostały opisane:

• nowoczesne metody badań embriologicznych
• mechanizmy gestrulacji i rozwój narządów pierwotnych
• początkowy rozwój układu nerwowego
• komórki grzebienia nerwowego
• różnicowanie się i rozwój kończyn u ssaków i ptaków
• rozwój układów krwionośnego i limfatycznego
• rozwój przewodu pokarmowego
• gruczoły przewodu pokarmowego
• rozwój układu oddechowego
• jamy ciała i krezki
• narządy wydalnicze
• rozwój narządów płciowych, gruczołów dokrewnych i powłoki zewnętrznej.

Ukazał się również SŁOWNIK BIOLOGII KOMÓRKI poświęcony pamięci 
Profesor Haliny Krzanowskiej, wydany przez Polską Akademię Umiejętności (Kraków 
2005).

Autorami słownika jest 37 osób wysoko cenionych w zakresie wiedzy o biologii 
komórki. Recenzentami słownika byli: prof. dr hab. Maria J. Olszewska oraz prof. dr 
hab. Szczepan Biliński.

Ukazanie się słownika było możliwe dzięki kompetentnej i ścisłej współpracy autorów 
i redaktorów, żmudnej pracy redaktorów technicznych: Elżbiety Kołaczkowskiej i Jacka 
Goduli oraz dużej życzliwości Wydawcy.
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OFERTA WYDAWNICZA

Zeszytów naukowych pod nazwą „Postępy Biologii Komórki”

Zeszyty naukowe pn. Postępy Biologii Komórki ukazują się od 1974 r.
jako kwartalnik.

Głównym wydawcą i dystrybutorem kwartalnika naukowego jest Fundacja 
Biologii Komórki i Biologii Molekularnej - 01-813 Warszawa ul. Marymoncka 
99,

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

W „Postępach Biologii Komórki” publikowane są artykuły omawiające najnowsze 
osiągnięcia z zakresu biologii komórki. Zeszyty są przeznaczone dla studentów i 
nauczycieli, pracowników naukowych uczelni i instytutów naukowych. Wydawanie 
czasopisma jest możliwe dzięki wsparciu finansowemu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa 
Wyższego.

Zapraszamy wszystkich zainteresowanych problematyką naukowo-badawczą 
prezentowaną w naszym kwartalniku do korzystania z zamówień zbiorowych i 
indywidualnych, tzn. z prenumeraty rocznej. Istnieje również możliwość zakupu 
pojedynczych egzemplarzy, również archiwalnych.

W załączeniu: cennik, warunki zakupu i prenumeraty oraz formularz zamówienia.

Cennik:

WYSZCZEGÓLNIENIE

Prenumerata roczna dla jednostek będących osobami prawnymi 
Prenumerata roczna dla osób indywidualnych
Komplet archiwalny dla jednostek będących osobami prawnymi 
Komplet archiwalny dla osób indywidualnych
Zakup pojedynczego egz. dla jednostek będących osobami prawnymi 
Zakup pojedynczego egz. dla osób indywidualnych

CENA W PLN

150,00
50,00

100,00
30,00
40,00
20,00
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Warunki otrzymywania czasopisma

- złożenie zamówienia: faxem, pocztą itp.

-jednoczesne dokonanie wpłaty na konto:

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

- po otrzymaniu wpłaty wystawiamy fakturę VAT.

W sytuacji, kiedy wpłata nastąpi w trakcie trwania prenumeraty, wysyłamy wszystkie zeszyty 
(numery) czasopisma, które ukazały się w okresie objętym prenumeratą.

tu odciąć
ZAMÓWIENIE

............................dnia..................

nazwa i adres zamawiającego

Fundacja Biologii Komórki 
i Biologii Molekularnej 
ul. Marymoncka 99 
01-813 WARSZAWA

L. Dz..............................

Zamawiam/y.............egz./kmpl...............................„Postępów Biologii Komórki”.
Kwotę ....................złotych (słownie złotych ............................................................ )
Przekazaliśmy na Wasze konto dnia...........................
Nasz NIP................................................................................................................

Jednocześnie upoważniamy do wystawienia faktury bez potwierdzającego odbiór podpisu 
odbiorcy.

(pieczątka imienna i podpis zamawiającego)
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KOMUNIKATY

KOMITET ORGANIZACYJNY
XXII Zjazdu Polskiego Towarzystwa Hematologów i Transfuzjologów

uprzejmie informuje o organizowanym w dniach 6-9 września 2007 roku w
Warszawie XXII Zjeździe Polskiego Towarzystwa Hematologów i Transfuzjologów.

Prof. dr hab. n. med. Krzysztof Warzocha
Przewodniczący Komitetu Organizacyjnego

XXII Zjazdu PTHiT

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

ERRATA

do atykułu pt. „Udział białek stresowych w adaptacji wysiłkowej” autorstwa 
Z. Jethona, E. Morawskiej-Ciałowicz, P. Dzięgiela, M. Podhorskiej-Okołów 
opublikowanego w Postępach Biologii Komórki nr 4 tom 32 z 2005 r.

Strona 702 kończy się:

sarkoplazmatycznych i błonowych [31,36,41 ]. Aktywacja apoptozy miałaby w tym

a powinna się kończyć

sarkoplazmatycznych i błonowych [31,36, 41 ]. Aktywacja apoptozy miałaby w tym 
kontekście znaczenie jako mechanizm usuwania „zużytych” lub „zbędnych” białek i 
umożliwienie w to miejsce syntezy nowych struktur białkowych, bardziej przystoso-

Za zaistniałą pomyłkę serdecznie przepraszamy Czytelników i Autorów.

rcin.org.pl



423

Errata

Errata do artykułu autorstwa: J. Kozioł-Lipińskiej, E. Simeonowej i A. Mostowskiej, 
pt. Czy mitochondria indukują programowaną śmierć komórki w roślinach? 
opublikowanego w Postępach Biologii Komórki z 2006 r. t. 33, nr 1 s. 81-94.

Na str, 85 zamieszczono ryc. 1 w następującej postaci

Powinna ona mieć postać następującą:
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Wskazówki przygotowania rysunków i streszczeń do publikacji w PBK

Dostarczane na dyskietkach teksty powinny być napisane w Wordzie, wersja 6,0 lub wcześniejsza. 
Jeśli w tekst zostały wstawione rysunki, powinny one zostać umieszczone osobno na dyskietce lub 
płycie. Powinny to być albo mapy bitowe (TIF, JPG), albo pliki z Corela, wersja 9,0 lub wcześniejsza. 
Każda wersja Worda lub Corela pozwala na zachowanie pracy w formacie wersji wcześniejszej. Rysunki, 
schematy, zdjęcia i wykresy w podpisach i w powołaniach w tekście powinny nosić nazwę rycina (ryc.) i 
być numerowane kolejno. Na zdjęciach konieczne jest umieszczanie podziałki wskazującej powiększenie 
obiektów, a nie podawanie powiększeń w podpisach, gdyż zdjęcia ulegają zmniejszeniu do formatu B_.

Prosimy Autorów o podawanie adresów e-mail.

Cennik dla Autorów w 2006 r.
odbitek prac pdf

Liczba odbitek 50 100 200
Cena zł 100,00 120,00 150,00 100,00

barwne ryciny str. druku (ponad 15)
1 szt. 1 str.

400,00 50,00

Zamówienie na odbitki musi być złożone wraz z przesłaną korektą pracy

Warunki prenumeraty kwartalnika PBK

Prenumerata roczna
Redakcja przyjmuje opłatę prenumeraty za rok 2006 pod adresem:
FUNDACJA BIOLOGII KOMÓRKI I BIOLOGII MOLEKULARNEJ,
ul. Marymoncka99,01 -813 Warszawa; tel. (022) 5693830, fax. (022) 5693712, 
email: jkawiak@cmkp.edu.pl
na konto: FUNDACJA BIOLOGII KOMÓRKI I 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 zł
dla odbiorców indywidualnych 50 zł

Subscription orders for POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI for 2006
should be placed at local press distributors or directly at Editorial Board of 
POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI, Marymoncka str. 99,01-813 Warszawa /Poland, 
tel. (022) 5693830, fax. (022) 5693712, email: jkawiak@cmkp.edu.pl.
On account: FUNDACJA BIOLOGII KOMORKII BIOLOGII MOLEKULARNEJ, 
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.
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INFORMACJE DLA AUTORÓW
POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI drukują artykuły przeglądowe z zakresu najnowszych osiągnięć biologii 

komórki, niepublikowane dotąd w innych wydawnictwach biologii komórki. Nadesłane manuskrypty są 
recenzowane. Autorzy odpowiadają za ścisłość podawanych informacji. Obowiązuje terminologia zgodna z 
polskim mianownictwem biologii komórki, biochemicznym, histologicznym, anatomicznym i embriolo- 
gicznym. Artykuły drukowane w POSTĘPACH BIOLOGII KOMÓRKI nie mogą być bez zgody redakcji 
publikowane w innych periodykach. Prosimy Autorów o nadsyłanie prac bezpośrednio do Redaktorów 
odpowiedniej specjalności (adresy na 2 str. okładki), a do Redakcji w Warszawie tylko te artykuły, które nie 
odpowiadają żadnej z wymienionych specjalności.

POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI zamieszczają
1) artykuły przeglądowe nie przekraczające 15 stron druku ido 100 pozycji bibliograficznych koniecznie z ostatnich 5 

lat (natomiast wcześniejsze prace mogą być pracami przeglądowymi); 2) doniesienia z ostatniej chwili na 3-5 stronach 
druku z kilkoma pozycjami bibliograficznymi z ostatniego roku (licząc od daty wysłania do redakcji); 3) listy do redakcji 
(do 1 strony maszynopisu).

Tekst pracy i załączniki należy przesyłać w dwóch egzemplarzach. Maszynopis powinien być pisany 
jednostronnie na papierze formatu A4 w układzie normalnym 1800 znaków na stronie z podwójnym odstę­
pem. Ostateczna wersja tekstu i rysunki (wskazówki s.424) powinna być przysłana jako plik (file) Windows 
lub ASCII. Pierwsza strona nienumerowana przeznaczona dla redakcji winna zawierać: imiona, nazwiska, 
tytuły naukowe autorów i adresy: w pracy, domowy wraz z telefonem i e-mail, tytuł pracy w języku polskim 
i angielskim oraz liczbę stron maszynopisu, liczbę tabel i rycin. Na pierwszej (numerowanej) stronie należy 
podać kolejno tytuł pracy w języku polskim i angielskim, imiona (w pełnym brzmieniu) i nazwiska autorów, 
nazwę zakładu naukowego, nazwisko i adres autora prowadzącego korespondencję, informację o dofinansowa­
niu pracy oraz skrót tytułu (do 40 znaków). Następna strona powinna zawierać w języku polskim i angielskim 
streszczenie oraz słowa kluczowe, 3 do 10 słów zgodnych z terminami w Medical Subject Headings (Index 
Medicus), o ile są tam zawarte. W tytule i streszczeniu można stosować jedynie powszechnie przyjęte skróty, 
np. DNA. Tekst artykułu należy rozpocząć od nowej strony. W tekście nie zamieszczać tabel, schematów lub 
rycin, a jedynie zaznaczyć ołówkiem na marginesie ich lokalizację (np. tab. 1, rye. 1 itp.). Dla przejrzystości 
tekst można podzielić na tytułowane i numerowane rozdziały oraz podrozdziały. Od nowej strony należy 
podać spis literatury. Skróty nazw czasopism podawać należy według Index Medicus (listy czasopism publiko­
wane są corocznie w numerze styczniowym). Powołanie w tekście następuje przez podanie kolejnego numeru 
pozycji w spisie literatury w nawiasie kwadratowym (np. [5]). Spis literatury należy zestawić alfabetycznie 
według następującego 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.
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Treść pracy nie była uprzednio publikowana,
nie została wysłana do innej redakcji tak nie

Dołączono kopię pracy wraz z rycinami na dyskietce lub płycie 
z podaniem nazwy pliku i użytego programu edycyjnego 
z komputera IBM tak nie

tak nie 
tak nie

tak nie

podpisy wszystkich autorów

rcin.org.pl



POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI
ADVANCES IN CELL BIOLOGY

TOM 33, 2006 NR 2 (181-424)
VOL. 33, 2006 NR 2 (181-424)

TREŚĆ-CONTENT

W tym Zeszycie 181
JURKIEWICZ D„ POPOWSKA E„ TYLKI-SZYMAŃSKA A.,

KRAJEWSKA-WALASEK M.: Molekularne mechanizmy powstawania zespołu Retta 
Molecular mechanisms in Rett syndrome 183

MŁODZINSKA E., KLOBUS G.: Pompy protonowe plazmolemy i ich regulacja
w komórkach roślinnych
The plasma membrane proton pumps and their regulation in plant cells 197

WIELGAT R, BRASZKO J.J.: Udział receptorów angiotensyny ATI, AT2 i AT4
w regulacji procesów poznawczych
Participation of the angiotensin receptors ATI, AT2 and AT4 in regulation
of cognitive processes 213

ZAWILSKA J.B., CZARNECKA K.: Melanopsyna - nowo odkryty chronobiologiczny
receptor światła
Melanopsin: a newly discovered photoreceptor controlling circadian rhythms 229

DEPTUŁA W, NIEDŹWIEDZICA R, TOKARZ-DEPTUŁA B.: Czynniki działające
hamująco na TLR (receptory Toll-podobne)
The factors of negative regulation of TLR (Toll-like receptors) 247

STACHURSKA A., WRONKA M., KO WALCZYŃSKA H.M.: Rak gruczołu krokowego
w badaniach in vitro: Charakterystyka linii komórkowych PC3, DU145 i LNCaP
In vitro studies on prostate cancer: Characteristics of PC3, DU145 and LNCaP cell lines 257

WŁODARSKI K.H., WŁODARSKI P.: Fuzja prekursorów osteoklastów oraz regulacja 
aktywności osteoklastów dojrzałych
Osteoclast precursor cell fusion and regulation of mature osteoclasts’ activity 273

KOSZUCKA A.M., DĄBROWSKA G.: Roślinne metalotioneiny - Plant metallothioneins 285 

BASAK G.W., LASEK W.: Interleukina 15: Charakterystyka i aktywność w warunkach
fizjologicznych
Interleukin 15: General characteristics and activity in physiological conditions 303

BASAK G.W., LASEK W: Rola interleukiny 15 w patogenezie oraz terapii chorób człowieka
Role of interleukin 15 in pathogenesis and therapy of human diseases 327

KIEŁBOWICZ-MATUK A.: Roślinne immunofiliny - Struktura i funkcje
Plant immunophilins - Structure and functions 349

KRAWCZYK B., RYCHLEWSKI R, FABIANOWSKA-MAJEWSKA K.: PTEN - białko
supresorowe: regulacja aktywności białka i ekspresji genu
PTEN - tumour suppressor protein: regulation of protein activity and gene expression 365

STĘPIEŃ A., GRZANKA A., SZPECHCIŃSKI A.: Struktury cytoszkieletu aktynowego
formowane przy krawędzi wiodącej komórki podczas pierwszego etapu migracji
Cytoskeletal actin structures formed at the leading edge of the migrating cell
during the first step of migration 381

BIELAŃSKA-OSUCHOWSKA Z.: Molekularny zegar i gradient morfogenów regulują somitogenezę
u kręgowców - Molecular oscillatory clock and morphogen gradient regulate
the somitogenesis in vertebrates 393

Informacja o nowych książkach i Oferta wydawnicza 419

Komunikaty i Errata 422

Wskazówki dla autorów i warunki prenumeraty 424
Indeks 369705

rcin.org.pl


	W tym Zeszycie
	MOLEKULARNE MECHANIZMY POWSTAWANIA ZESPOŁU RETTA == MOLECULAR MECHANISMS IN RETT SYNDROME Dorota JURKIEWICZ, Ewa POPOWSKA, Anna TYLKI-SZYMAŃSKA, Małgorzata KRAJEWSKA-WALASEK
	POMPY PROTONOWE PLAZMOLEMY I ICH REGULACJA W KOMÓRKACH ROŚLINNYCH == THE PLASMA MEMBRANE PROTON PUMPS AND THEIR REGULATION IN PLANT CELLS Ewa MŁODZIŃSKA, Grażyna KŁOBUS
	I AT4 W REGULACJI PROCESÓW POZNAWCZYCH == PARTICIPATION OF THE ANGIOTENSIN RECEPTORS ATI, AT2 AND AT4 IN REGULATION OF COGNITIVE PROCESSES Przemysław WIELGAT, Jan Józef BRASZKO
	MELANOPSYNA - NOWO ODKRYTY CHRONOBIOLOGICZNY RECEPTOR ŚWIATŁA == MELANOPSIN: A NEWLY DISCOVERED PHOTORECEPTOR CONTROLLING CIRCADIAN RHYTHMS Jolanta B. ZAWILSKA, Karolina CZARNECKA
	CZYNNIKI DZIAŁAJĄCE HAMUJĄCO NA TLR (RECEPTORY TOLL-PODOBNE) == THE FACTORS OF NEGATIVE REGULATION OF TLR (TOLL-LIKE RECEPTORS) Wiesław DEPTUŁA, Paulina NIEDŹWIEDZKA, Beata TOKARZ-DEPTUŁA
	RAK GRUCZOŁU KROKOWEGO W BADANIACH IN VITRO: CHARAKTERYSTYKA LINII KOMÓRKOWYCH PC3, DU145 I LNCaP == IN VITRO STUDIES ON PROSTATE CANCER: CHARACTERISTICS OF PC3, DU145 AND LNCaP CELL LINES Anna STACHURSKA, Michal WRONKA, Hanna M. KOWALCZYŃSKA
	FUZJA PREKURSORÓW OSTEOKLASTÓW ORAZ REGULACJA AKTYWNOŚCI OSTEOKLASTÓW DOJRZAŁYCH == OSTEOCLAST PRECURSOR CELL FUSION AND REGULATION OF MATURE OSTEOCLASTS’ ACTIVITY Krzysztof H. WŁODARSKI, Paweł WŁODARSKI
	ROŚLINNE METALOTIONEINY == PLANT METALLOTHIONEINS Anna Maria KOSZUCKA, Grażyna DĄBROWSKA
	INTERLEUKINA 15: CHARAKTERYSTYKA I AKTYWNOŚĆ W WARUNKACH FIZJOLOGICZNYCH == INTERLEUKIN 15: GENERAL CHARACTERISTICS AND ACTIVITY IN PHYSIOLOGICAL CONDITIONS Grzegorz Władysław BASAK, Witold LASEK
	ROLA INTERLEUKINY 15 W PATOGENEZIE ORAZ TERAPII CHORÓB CZŁOWIEKA == ROLE OF INTERLEUKIN 15 IN PATHOGENESIS AND THERAPY OF HUMAN DISEASES Grzegorz Władysław BASAK, Witold LASEK
	ROŚLINNE IMMUNOFILINY STRUKTURA I FUNKCJE == PLANT IMMUNOPHILINS - STRUCTURE AND FUNCTIONS Agnieszka K1EŁBOWICZ-MATUK
	PTEN - BIAŁKO SUPRESOROWE: REGULACJA AKTYWNOŚCI BIAŁKA I EKSPRESJI GENU == PTEN - TUMOUR SUPPRESSOR PROTEIN: REGULATION OF PROTEIN ACTIVITY AND GENE EXPRESSION Barbara KRAWCZYK, Piotr RYCHLEWSKI, Krystyna FABIANOWSKA-MAJEWSKA
	STRUKTURY CYTOSZKIELETU AKTYNOWEGO FORMOWANE PRZY KRAWĘDZI WIODĄCEJ KOMÓRKI PODCZAS PIERWSZEGO ETAPU MIGRACJI == CYTOSKELETAL ACTIN STRUCTURES FORMED AT THE LEADING EDGE OF THE MIGRATING CELL DURING THE FIRST STEP OF MIGRATION Aleksandra STĘPIEŃ, Alina GRZANKA, Adam SZPECHCIŃSKI
	MOLEKULARNY ZEGAR I GRADIENT MORFOGENÓW REGULUJĄ SOMITOGENEZĘ U KRĘGOWCÓW == MOLECULAR OSCILLATORY CLOCK AND MORPHOGEN GRADIENT REGULATE THE SOMITOGENESIS IN VERTEBRATES Zofia BIELAÑSKA-OSUCHOWSKA
	INFORMACJE O NOWYCH KSIĄŻKACH
	OFERTA WYDAWNICZA
	KOMUNIKATY
	ERRATA
	Wskazówki przygotowania rysunków i streszczeń do publikacji w PBK
	INFORMACJE DLA AUTORÓW
	TREŚĆ-CONTENT



