CYTOKINY I POLIPEPTYDOWE CZYNNIKI WZROSTU

Cytokiny są białkowymi (lub polipeptydowymi) regulatorami metabolizmu, powstającymi w wielu tkankach i narządach w odpowiedzi na różne bodźce. Są wydzielane przez komórki syntetyzujące i oddziałują na funkcję komórek docelowych – zwykle sąsiednich (działanie parakrynne) bądź tych samych (działanie autokrynne). Tylko niektóre cytokiny, podobnie jak hormony, oddziałują drogą endokrynną na komórki odległe. Na ogół cytokiny w różnym stopniu działają na komórki na dwa lub nawet trzy sposoby. Chociaż są bardzo zróżnicowaną grupą, mają pewne cechy wspólne:

1. Wszystkie cytokiny są polipeptydami lub białkami o małej masie cząsteczkowej (6-30 kDa).

2. Większość cytokin jest wytwarzana w postaci wielkocząsteczkowych prekursorów, które wymagają proteolitycznego rozpadu w celu uformowania aktywnego czynnika.

3. Niektóre cytokiny są przed sekrecją dodatkowo glikozylowane. Glikozylacja utrudnia penetrację cytokin przez macierz pozakomórkową, a tym samym utrzymuje je w sąsiedztwie komórki syntetyzującej. Niektóre cytokiny wykazują aktywnoąć tylko w postaci glikozylowanej.

4. Cytokiny są rzadko wytwarzane ze stałą prędkością, zwykle ich biosynteza jest indukowana przez różne bodźce.

5. Okres biologicznego trwania cytokin we krwi i płynach ustrojowych jest bardzo krótki.

6. Cytokiny (podobnie jak hormony białkowe) działają poprzez receptor błonowy, przesyłając sygnał do wnętrza komórki, przy czym tylko niektóre z nich działają z wykorzystaniem wtórnych przekaźników. Na ogół działają poprzez fosforylację samego receptora lub białek wewnątrzkomórkowych.

Cytokiny dzielą się na 4 zasadnicze grupy:

· peptydowe czynniki wzrostu,

· interleukiny (IL),

· interferony (INF),

· czynniki martwicy nowotworów.

Inny podział cytokin to podział ze względu na komórki, które je produkują. Cytokiny wydzielane przez limfocyty nazywane są limfokinami, a wydzielane przez monocyty i makrofagi to monokiny. Interleukiny to cytokiny wytwarzane przez komórki inne niż leukocyty, ale są zdolne do wywoływania komórkowej odpowiedzi przez leukocyty. Ze względu na funkcję można wyróżnić chemokiny, czyli cytokiny o właściwościach chemotaksycznych. Przywodzą one leukocyty do miejsca infekcji.

PEPTYDOWE CZYNNIKI WZROSTU


Wspólną cechą tych czynników jest pobudzanie wzrostu. Wzrost jest nieodzowną cechą tkanek, zachodzi z różną intensywnością w różnych okresach życia osobniczego. W okresie rozwojowym prowadzi do przyrostu masy ciała, a po jego zakończeniu przejawia się skłonnością do regeneracji tkanek i ciągłego zastępowania jednych komórek drugimi, zwiększaniem liczby komórek i  ich wymiarów itp.


Każdy peptydowy czynnik wzrostu charakteryzuje się następującymi cechami:

1. Jest polipeptydem lub fragment polipeptydowy jest zasadniczym trzonem jego cząsteczki.

2. Zapoczątkowanie odpowiedzi komórkowej zachodzi na zewnętrznej powierzchni komórki.

3. Odpowiedź komórkowa jest zapoczątkowana przez wytworzenie kompleksu ze swoistym receptorem; receptor pobudzony przez peptydowy czynnik wzrostu wykazuje aktywność kinazy białkowej swoistej wobec reszt tyrozyny.

4. Kompleks czynnik wzrostu-receptor ulega internalizacji w wyniku endocytozy i wewnątrzkomórkowej degradacji przez proteazy lizosomalne.

5. Efektem działania czynnika wzrostu jest hipertrofia (powiększenie wymiarów komórki) lub hiperplazja (powiększenie liczby komórek), pobudzenie procesów anabolicznych i modulacja ekspresji genów na szczeblu transkrypcji lub translacji.

I. Czynnik wzrostu naskórka (epidermal growth factor) – EGF

Jest polipeptydem o masie cząsteczkowej 6 kDa. Znaczne ilości EGF (50-100 ng/ml) wykryto w płynach biologicznych: mleku, ślinie i w moczu. Natomiast osocze zawiera mało tego odczynnika, około 1 ng/ml. Wysoka zawartość EGF w mleku jest prawdopodobnie źródłem aktywności mitogennej, potrzebnej do proliferacji komórek i rozwoju zarodka.


EGF wykazuje aktywność mitogenną wobec wielu linii komórkowych. Pobudza proliferację i rogowacenie naskórka, proliferację i różnicowanie się nabłonka pęcherzyków płucnych, wzmaga regenerację nabłonka rogówki, powoduje hipertrofię i hiperplazję komórek wątrobowych, opóźnia rozwój jajnika i porost włosów, hamuje sekrecję soku żołądkowego.


Receptor EGF znajduje się w błonie komórkowej. Jest białkiem o masie cząsteczkowej 170 kDa. Związanie EGF z receptorem pociąga za sobą fosforylację zarówno samego receptora, jak i wielu białek wewnątrzkomórkowych przez odpowiednie kinazy białkowe. Źródłem reszt fosforanowych jest ATP. Fosforylacja białek jest sygnałem do uruchomienia ciągu reakcji, których końcowym efektem jest proliferacja komórek.

II. Insulinopodobne czynniki wzrostu (insulin-like growth factors) – IGF-I i IGF-II


Insulinopodobne czynniki wzrostu I i II są polipeptydami o masie cząsteczkowej 7,5 kDa, podobnymi do proinsuliny. Wszystkie trzy wykazują względem siebie 45% homologie sekwencji aminokwasowej. Są wytwarzane głównie przez wątrobę, lecz także przez inne tkanki. Biosynteza i sekrecja IGF-I i IGF-II jest pobudzana przez hormon wzrostu (GH). Dość powszechny jest pogląd, iż GH wywiera swoje działanie anaboliczne za pośrednictwem insulinopodobnych czynników wzrostu. IGF-I jest skutecznym środkiem w leczeniu niektórych postaci karłowatości, spowodowanych brakiem lub wadą receptorów GH.


Nazwa tych czynników sugeruje, iż wywierają one regulacyjny wpływ na metabolizm cukrów, podobny do insuliny. Działanie takie jest dostrzegalne, ale tylko po podaniu dużych (farmakologicznych) dawek tych czynników. W stężeniach fizjologicznych IGF-I i IGF-II wywierają przede wszystkim efekty mitogenne.


IGF-I i IGF-II działają w sposób autokrynny, parakrynny i endokrynny. Krążą w osoczu w postaci kompleksów z białkami wiążącymi – BP. Opisano sześć takich białek: od BP-1 do BP-6. Większość IGF zawartych w osoczu występuje w kompleksie z BP-3. Modyfikują one (zwiększają lub zmniejszają) aktywność tych czynników.


Receptor IGF-I jest heterotetramerem (2(, 2(). Pobudzony przez związanie IGF-I uzyskuje aktywność kinazy tyrozynowej, która fosforyluje reszty tyrozynowe białek, zmieniając ich właściwości. Efektem końcowym jest pobudzenie podziału komórki. Przynajmniej jeden z IGF pobudza komórki do syntezy składników macierzy pozakomórkowej.

III. Płytkowy czynnik wzrostu (platelet-derived growth factor) – PDGF


Płytkowy czynnik wzrostu został wyizolowany z płytek krwi, lecz powstaje także w innych komórkach, jak: makrofagi, komórki śródbłonka i mięśni gładkich oraz w komórkach nowotworowych. Ma dość wysoką masę cząsteczkową 30 kDa. Składa się z 2 łańcuchów polipeptydowych A i B, połączonych mostkami dwusiarczkowymi. Dimeryczna struktura warunkuje aktywność biologiczną PDGF. Redukcja mostków dwusiarczkowych inaktywuje ten czynnik, natomiast działanie czynników denaturujących nie pozbawia PDGF jego aktywności.


Receptory PDGF są zlokalizowane w błonach komórkowych: fibroblastów, mięśni gładkich i komórek glejowych, nie ma ich natomiast w komórkach krwi i komórkach nabłonkowych. Związanie PDGF z receptorem powoduje aktywację kinazy tyrozynowej, która prawdopodobnie jest integralną częścią receptora i prowadzi do jego autofosporylacji. Wykazano również autofosforylację reszt serylowych receptora. Prawdopodobnie te dwie odmienne drogi autofosforylacji zachodzą z udziałem odrębnych kinaz białkowych. Aktywacja kinaz białkowych przez PDGF jest niezależna od cyklicznych nukleotydów oraz od janów Ca2+, wymaga natomiast jonów Mg2+ lub Mn2+. Oprócz fosforylacji receptora, zaobserwowano fosforylację wielu innych białek.


PDGF, obok właściwości wzrostowej, ma również inne właściwości biologiczne. Wstrzyknięty do krążenia jest wychwytywany przez łożysko, ciałko żółte i korę nadnerczy, co wskazuje na regulacyjną rolę tego czynnika w funkcjonowaniu układu hormonalnego.


Pobudza biosyntezę IGF-I w hodowlach fibroblastów. Zwiększa liczbę receptorów IGF-I na powierzchni komórek. Nie jest wykluczone, że aktywność wzrostowa PDGF jest związana ze stymulacją biosyntezy IGF i jego receptorów. PDGF pobudza chemotaksję. Zwiększa wydalanie jonów H+ z komórki, zamieniając je na jony Na+. Powoduje to alkalizacje wnętrza komórki o 0,2-0,3 jednostki pH. Moduluje aktywność receptorów hormonów i innych czynników wzrostu, np. zmniejsza powinowactwo EGF i insuliny do ich własnych receptorów. Zachodzi to prawdopodobnie poprzez aktywację kinazy białkowej C, która fosforyluje receptory EGF i insuliny. Ufosforylowane receptory wykazują mniejsze powinowactwo do tych ligandów.


Mechanizm przekazywania bodźca z receptora do aparatu wykonawczego komórki nie jest znany. Prawdopodobnie polega na aktywacji fosfolipazy C, a funkcję wtórnych przekaźników pełnią diacyloglicerol (DAG) i inozytolo-tris-fosforan (IP3), powstające w wyniku działania fosfolipazy C na fosfatydyloinozytolo-4,5-bis-fosforan.

IV. Czynniki wzrostu fibroblastów (fibroblast growth factors) – FGF


Czynniki wzrostu fibroblastów są grupą co najmniej 18 strukturalnie podobnych peptydów. Dwa spośród nich (kwaśny i zasadowy), różniące się istotnie punktami izoelektrycznymi, zostały dość dokładnie scharakteryzowane. Wykazują one daleko idącą homologię (53%) sekwencji aminokwasowej. Pierwszy z nich, aFGF (acidic), o pI 5,6 oraz drugi bFGF (basic) o pI 9,6 wykazują masę cząsteczkową około 18 kDa. Pierwszemu z nich nadano symbol FGF-1, a drugiemu FGF-2. Oba czynniki nie są jednorodne. Każdy z nich występuje w kilku odmianach. Zostały wyizolowane po raz pierwszy z przysadki mózgowej i z mózgu. Występują także w wielu innych tkankach. Wykazują duże powinowactwo do heparyny i siarczanu heparynu. Nie wiążą się z innymi proteoglikanami. Zdolność ta ma istotne znaczenie w wiązaniu FGF ze składnikami macierzy pozakomórkowej. Mają wspólny receptor komórkowy.


FGF nie są wydzielane. Uwalniają się z komórek syntetyzujących na skutek ich rozpadu. Ich rezerwuarem jest macierz międzykomórkowa, gdzie występują w kompleksach z heparyną lub siarczanem heparanu. Szczególnie obficie występują w błonach podstawnych. Wiązanie FGF z dala od receptora zapobiega ich przedwczesnemu zużyciu. Liza komórek lub rozkład heparyny (siarczanu heparanu) mogą uwalniać zmagazynowane FGF.


FGF wykazują wielokierunkową aktywność biologiczną. Pobudzają mitogenezę, chemotaksję, różnicowanie, wzrost neurytów. Są bardzo aktywne wobec komórek tkanki łącznej i komórek śródbłonka, ale działają także na inne komórki, dlatego przypisuje się im dużą rolę w angiogenezie, rozwoju układu szkieletowego i gojeniu się ran.


Związanie FGF przez receptor (prawdopodobnie wspólny dla różnych FGF) aktywuje fosfolipazę C. Produkty reakcji, katalizowanej przez ten enzym: DAG oraz IP3, aktywują kinazę białkową C, która fosforyluje reszty tyrozyny i ich własnego receptora i prawdopodobnie także innych białek.

INTERLEUKINY


Interleukiny (IL) są polipeptydami o różnym stopniu glikozylacji, wytwarzanymi przez komórki układu immunologicznego lub działającymi na te komórki. Dotychczas opisano co najmniej 27 interleukin.


Interleukina 1 (IL-1) jest wytwarzana głównie przez monocyty (IL-1(), lecz także przez wiele innych komórek, jak: makrofagi, limfocyty B, komórki dendrytowe (IL-2(). Jej biosynteza jest pobudzana przez samą IL-1, na zasadzie dodatniego sprzężenia zwrotnego. Występuje w 2 odmianach: ( i (, o masach cząsteczkowych około 15,5 kDa. Pobudza biosyntezę przeciwciał, prostaglandyn i innych interleukin, np. IL-2. Odpowiada za dojrzewanie i proliferację limfocytów B, aktywację komórek NT, zapalenia, ostrą fazę odpowiedzi komórki, gorączkę.


Interleukina 2 (IL-2) jest wytwarzana niemal wyłącznie przez limfocyty T. Jej masa cząsteczkowa wynosi 15,4 kDa. Jest glikozylowana poprzez grupę –OH tyrozyny. Działa na drodze autokrynnej. Pobudza podziały limfocytów T, ich wzrost i aktywację.


Interleukina 3 (IL-3) jest wytwarzana wyłącznie przez limfocyty T. Jej masa cząsteczkowa wynosi 15-25 kDa (zależnie od stopnia glikozylacji). Niezupełnie ściśle odpowiada definicji interleukiny, ponieważ pobudza podziały wielu komórek nie będących limfocytami, np.: prekursorów krwinek czerwonych, megakariocytów, makrofagów, neutrofilów, eozynofilów i komórek tucznych.


Interleukina 4 (IL-4) jest wytwarzana wyłącznie przez limfocyty T. Jej masa cząsteczkowa waha się 15-19 kDa (zależnie od stopnia glikozylacji). Działa przede wszystkim na limfocyty B, pobudzając ich podział. W mniejszym stopniu działa na limfocyty T, makrofagi, komórki tuczne i komórki układu krwiotwórczego. Pobudza biosyntezę immunoglobulin E i własnych receptorów oraz proliferację limfocytów T.


Interleukina 5 (IL-5) jest wytwarzana przez zaktywowane limfocyty T. Jej masa cząsteczkowa wynosi 45-60 kDa (zależnie od stopnia glikozylacji). Pobudza podziały prekursorowych form eozynofilów oraz ich dojrzewanie i funkcje. Działa na aktywowane limfocyty B i pobudza ich proliferację i różnicowanie oraz syntezę IgA. Przypisuje się jej rolę w wywoływaniu stanów alergicznych.


Interleukina 6 (IL-6) jest wytwarzana przez monocyty, makrofagi, fibroblasty i komórki śródbłonka. Jej masa cząsteczkowa wynosi około 21 kDa. Pobudza limfocyty B do wydzielania przeciwciał, komórki wątrobowe do biosyntezy białek ostrej fazy oraz komórki osocza do produkcji przeciwciał. Wzmaga różne funkcje limfocytów T oraz aktywność krwiotwórczą szpiku kostnego. Wywołuje odczyny gorączkowe.


Interleukina 7 (IL-7), o masie cząsteczkowej 20-28 kDa, jest wytwarzana przez komórki zrębu szpikowego i grasicy. Nasila podziały prekursorowych form limfocytów B. Pobudza limfocyty T do wytwarzania IL-2 i jej receptorów.


Interleukina 8 (IL-8) jest wytwarzana przez monocyty, makrofagi oraz komórki śródbłonka. Jest niewielkim polipeptydem o masie cząsteczkowej około 8 kDa. Przyciąga neutrofile do uszkodzonej lub zmienionej zapalnie tkanki (chemotaksja). Pobudza ich funkcje fagocytarne, przyciąga aktywne limfocyty T.

INTERFERONY


Interferony (INF) zostały opisane po raz pierwszy jako substancje wytwarzane przez komórki zakażone wirusami. Ich zadaniem miała być ochrona tych komórek przed dalszymi infekcjami. Nie są to jedyne funkcje interferonów.  Wywołują także  inne efekty biologiczne, jak: hamowanie podziałów komórkowych, przyspieszenie różnicowania się komórek, hamowanie biosyntezy kolagenu przez fibroblasty. Dzielą się na 3 typy: INF-(, INF-( i INF-( i szereg podtypów.


Interferon ( (INF-()  jest wytwarzany przez limfocyty T i B, monocyty, makrofagi i fibroblasty. W organizmie ludzkim wykryto co najmniej 16, genetycznie różnych interferonów (. Składają się ze 166-172 reszt aminokwasowych. Niektóre z nich są O-glikozylowane, co sprawia, że masa cząsteczkowa INF-( waha się 16-27 kDa. Wykazuje słabą aktywność przeciwwirusową.


Interferon ( (INF-() jest wytwarzany przez fibroblasty i niektóre komórki nabłonkowe. Występuje (u człowieka) w postaci jednego typu. Składa się ze 166 reszta aminokwasowych. Jest N-glikozylowany. Masa cząsteczkowa wynosi 20 kDa. Wykazuje bardzo słabą aktywność przeciwwirusową.


Interferon ( (INF-() jest wytwarzany głównie przez limfocyty T. Występuje (u człowieka) w postaci jednego typu. Składa się ze 143 reszt aminokwasowych, jest glikozylowany, wytwarza dimer o masie cząsteczkowej 50 kDa. Wykazuje małe podobieństwo strukturalne do INF-( i INF-(. Charakteryzuje się wysoką aktywnością przeciwwirusową. Działa na różne komórki docelowe m.in.: makrofagi, aktywowane limfocyty B, limfocyty T. Odpowiada za proliferację limfocytów T, eliminacje patogenów (makrofagi), przekształcanie klasy IG do IgG.

CZYNNIKI MARTWICY NOWOTWORÓW


Czynniki martwicy nowotworów (tumour necrosis factor) – TNF, są odrębną, heterogenną grupą cytokin, a przypisana im nazwa nie odpowiada funkcjom biologicznym, jakie spełniają. Opisano co najmniej 19 z nich. Powstają w komórkach układu limfoidalnego. Są białkami zbudowanymi z 3 jednakowych (homotrimery) lub różnych (heterotrimery) podjednostek.


Większość TNF powstaje w postaci zakotwiczonej w błonach komórkowych, a ich rozpuszczalne formy powstają w wyniku ograniczonej proteolizy, zachodzącej z udziałem różnych proteaz. Pozwala to TNF na przemieszczanie się i pełnienie funkcji poza komórką syntetyzującą.


Receptory TNF charakteryzują się obecnością domen bogatych w cysteinę. Liczba takich domen w poszczególnych receptorach wynosi 1-4. Każda z nich zazwyczaj zawiera 6 reszt cysteinylowych, tworzących 3 wiązania dwusiarczkowe.


TNF regulują morfogenezę narządów limfoidalnych. Pobudzają przemianę prekursorowych postaci limfocytów B i limfocytów T w ich dojrzałe i immunologicznie aktywne formy. Niektóre TNF pobudzają apoptozę komórek układu limfoidalnego, które spełniły swą funkcję biologiczną. Inne regulują rozwój i różnicowanie komórek nabłonkowych, komórek śródbłonka i osteoklastów.

