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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Biatka RGS (regulators of G protein signaling) to grupa protein regulujaca dziatanie biatek G.
Wzmacniajac GTP-azowa aktywnos¢ podjednostki alfa przyspieszaja one rekonstrukcje hetero-
trimerycznej struktury biatka G i tym samym hamuja przekazywanie przez nie sygnatu. Biatko
Sst2 u drozdzy Saccharomyces cervisiae, FIbA u grzyba Aspergillus nidulans oraz Egl-10 u nicienia
Caenorhabditis elegans to pierwsze opisane negatywne regulatory bialek G o wtasciwosciach ak-
tywatoréw GTP-azy, GAPs — GTPase-activating proteins. Dotychczas potwierdzono istnienie po-
nad 30 biatek RGS u cztowieka, sklasyfikowanych i zgrupowanych w szes$¢ podrodzin.W komor-
kach immunologicznie kompetentnych biatka RGS sg wplatane w ztozona sie¢ zaleznosci migdzy
roznymi drogami przekazywania sygnatu. Maja zwiazek z wrazliwoscia limfocytéw B i T na che-
mokiny, sprawng proliferacja limfocytow T oraz z regulacja dojrzewania limfocytéw B. Spetniaja
istotne funkcje w zapaleniu. Duze nadzieje wiaze si¢ z lekami, dla ktérych punktem uchwytu by-
lyby biatka RGS i ktére dawatyby mozliwos¢ modyfikacji wiasciwosci farmakokinetycznych lekéw
dziatajacych poprzez receptory zwiazane z biatkami G.W niniejszym opracowaniu oméwiono bial-
ka RGS oraz zebrano doniesienia o ich znaczeniu w przebiegu odpowiedzi immunologicznej.

biatka RGS ° biatka G * receptory zwigzane z biatkami G * biatkowe aktywatory GTP-azy °
odpowiedZ immunologiczna ° limfocyty B  limfocyty T

Summary

RGS proteins (Regulators of G-protein Signaling) comprise a protein family responsible for re-
gulating G proteins. By enhancing the GTPase activity of the o subunit, they speed up the recon-
struction of the heterotrimeric structure of G protein, thus inhibiting its signal transduction. Sst2
protein in yeast Saccharomyces cervisiae, FIbA in fungus Aspergillus nidulans, and Egl-10 in the
nematode Caenorhabditis elegans are the first native G regulators with GTPase activity (GAPs: —
GTPase-activating proteins). The existence of over 30 RGS human proteins has been confirmed
thus far, and they have been grouped and classified into six subfamilies. In immunocompetent
cells, RGS proteins are entangled in a complicate net of different interrelating signal pathways.
They are connected with B- and T-cell chemokine susceptibility, efficient T cell proliferation,
and the regulation of B cell maturation. They also take an essential part in inflammation. High
hopes are held for drugs, which handle would be RGS proteins and which would further provi-
de the possibility of moditying the pharmacokinetics of drugs acting through G protein- coupled
receptors. The aim of this review is to discuss the new RGS protein family and explain the poten-
tial involvement of RGS proteins in the modulation of the immune response.
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Wstep

Precyzyjna regulacja funkcji komérek uczestniczacych
w odpowiedzi immunologicznej decyduje o jej skutecz-
nym przebiegu. Osiggana jest ona zazwyczaj poprzez od-
dziatywania typu receptor-ligand. Stymulacja odpowied-
niego receptora powoduje przekazanie sygnatu do wngtrza
komorki i uruchomienie serii zjawisk wewnatrz komorki,
ktérych uwienczeniem jest modulacja jej funkcji. Komorki
uczestniczace w odpowiedzi immunologicznej maja roz-
maite receptory rézniace si¢ budowa i specyfika dziata-
nia; przede wszystkim receptory przeciwcial, antygenéw
i cytokin [8,17,22,60].

Biatka G i zwigzane z nimi receptory, tzw. receptory GPCR
(G protein coupled receptors) maja istotne znaczenie dla
aktywacji, proliferacji i ukierunkowanej migracji komo-
rek w przebiegu odpowiedzi immunologicznej i zapale-
nia [39]. Limfocyty T i B, monocyty, neutrofile, mastocyty
i eozynofile sa wyposazone w wiele receptoréw nalezacych
do rodziny GPCR. Sa to zaréwno receptory chemokin jak
i wielu mediatoréw zapalenia, m.in. histaminy, czynnika
aktywujacego ptytki (PAF) i leukotrienéw.

Wobec licznych powiazat migedzy réznymi drogami we-
wnatrzkomorkowej transdukcji sygnatu, nalezy zwrécicé
uwage na to, jak pobudzenie receptorow GPCR modyfi-
kuje stymulacje limfocytéw przeciwcialem, antygenem czy
niektérymi cytokinami. Nowo odkryta klasa bialek regu-
lujacych przekazywanie sygnalu przez biatka G — biatka
RGS (regulators of G protein signaling) wydaje si¢ zajmo-
waé¢ w mechanizmie tego zjawiska istotne miejsce.

Praca ma na celu omdéwienie funkcji bialek RGS w kontek-
Scie zagadnient immunologicznych. Trzeba jednak podkre-
§li¢, iz zostaly one dostrzezone i docenione takze w wielu
innych dyscyplinach medycznych, takich jak np. neurolo-
gia czy kardiologia [21,45]. Przesadzita o tym obecnos¢
receptoréw zwiazanych z biatkami G na réznorakich ko-
morkach ludzkiego organizmu oraz mnogos$¢ procesow
i zjawisk, jakie sa realizowane z ich udziatem.

Bupowa RecepTorA GPCR 1 zasADA DzZIALANIA BIALKA G

W systemie przekazywania sygnatu, ktéry zostaje zapo-
czatkowany przez zwiazanie agonisty z receptorem blo-
nowym uczestnicza: pobudzony receptor na powierzchni
komorki i efektor w postaci enzymu lub kanatu jonowe-
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go wewnatrz komorki. Tym, co taczy te elementy moze
by¢ rodzina heterotrimerycznych biatek majacych zdol-
nos$¢ wiazania i hydrolizowania guanozyno-5’-trifosfo-
ranu (GTP), okreslana jako biatka G. Receptory GPCR
wiaza wiele hormonéw, neuroprzekaznikéw, chemokiny
oraz auto- i parakrynne czynniki. Zwiazane z nimi biatka
G moduluja metabolizm komdérki, kanaty jonowe, a takze
reguluja proces transkrypcji.

Receptory te sa utworzone przez zewnatrzkomoérkowy
fragment aminowy, fragment Srodkowy przechodzacy
siedmiokrotnie przez btong komdrkowa (trzy petle na ze-
wnatrz i trzy wewnatrz komorki) oraz fragment karbok-
sylowy umiejscowiony w cytoplazmie. Petle zewnatrzko-
morkowe zwykle uczestnicza w wigzaniu ligandu [24,37].
Ligandem moze by¢ wiele zwiazkéw chemicznych, m.in.
kwas ttuszczowy np. prostoglandyny, leukotrieny; amino-
kwas np. adrenalina, dopamina; oligopeptyd np. glukagon;
biatko np. IL-8. Istnieja tez receptory, ktérych pobudzenie
dokonuje si¢ w wyniku proteolizy ich N-koricowego frag-
mentu, jak to si¢ dzieje w przypadku receptora trombiny.
Receptory GPCR charakteryzuja si¢ dodatkowo duza swo-
istoscia wigzania agonisty [40]. Fragment karboksylowy
razem z trzecia petla cytoplazmatyczng receptora GPCR
wspoélpracuja z biatkiem G. Tutaj takze dokonuje si¢ fos-
forylacja inaktywujaca receptor.

Btonowe heterotrimeryczne biatka G sa zbudowane z trzech
podjednostek: a, B oraz vy. Istnieja co najmniej 23 rézne
izoformy podjednostki o.. W oparciu o homologie ich pod-
stawowej sekwencji 1 wspdlne wewnatrzkomoérkowe efekto-
ry podzielono biatka G na cztery podrodziny: G, Gaq, G,
iG,,,,; G, stymuluje cyklaze adenylanowa, enzym katali-
zujacy przeksztatcenie ATP do cAMP [56]. Przez to biatko
dziala m.in. prostoglandyna E2. G , hamuje cyklaze ade-
nylanowa i tym samym obniza poziom cAMP w komorce,
dodatkowo aktywuje kanaly potasowe a hamuje wapnio-
we [57]. Bialko to jest zwiazane z receptorami chemokin,
stad przekazywanie przez nie sygnatéw reguluje migracjg
leukocytéw. Aktywacja G pobudza fosfolipaze C typu B
aq
[67], a systemy efektorowe G_,,,,, sa zwiazane z biatkami
Rho [2]. Na drodze tych mechanizméw biatka G zmienia-
ja w komorce poziom przekaznikéw drugiego rzgdu, jak
np. cAMP czy Ca*. Podjednostki B i y funkcjonuja jako
czes$¢ heterotrimerycznej czasteczki biatka G albo jako di-
mer. Odkryto 5 izoform podjednostki 3 i 12 izoform pod-
jednostki vy. Istnienie wielu rodzajow biatek G w komérce
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wynika z réznorodnych kombinacji podjednostek o, iy
sktadajacych si¢ na nie.

Po zwiazaniu agonisty, zaktywowany GPCR stymulu-
je podjednostke oo do uwolnienia guanozynodifosforanu
(GDP) i zwiazania guanozynotrifosforanu (GTP). Zwiazana
z GTP podjednostka o oddysocjowuje od podjednostek 3
i7y. W tej postaci podjednostka o oddziatuje z wtasciwym
sobie efektorem, to znaczy enzymem lub kanalem jonowym
i tym samym dokonuje si¢ przekazywanie sygnatu w ko-
morce [3,28]. Dzieje si¢ tak do chwili uczynnienia aktyw-
nosci GTP-azowej podjednostki o i hydrolizy GTP do GDP.
Zwigzana z GDP podjednostka o taczy si¢ z podjednostka-
mi B iy odtwarzajac heterotrimeryczna strukture biatka G.
Sam dimer podjednostek B iy réwniez moze oddziatywaé
na enzymy i kanaly jonowe w komoérce. Pojedynczy cykl
wigzania GTP przez podjednostke o i nastgpczej hydrolizy
jest realizowany w czasie kilku milisekund [14]. Zapewnia
to odpowiednig precyzje w przekazywaniu sygnatu w od-
powiedzi na zwiazanie agonisty przez receptor.

Biatka RGS A HAMOWANIE PRZEKAZYWANIA SYGNALU PRZEZ
BIALKA G

Poznano kilka mechanizméw regulujacych czas i nasile-
nie przekazywania sygnatu za pomoca bialtek G [7]. GPCR
w postaci aktywnej moze zosta¢ ufosforylowany, czego
nastgpstwem bedzie zahamowanie jego wrazliwosci na li-
gand. Takze poziom eksternalizacji receptoréw po pobu-
dzeniu ulega obnizeniu w mechanizmie down-regulation.
Zmniejsza to zdolnos¢ komorki do odbierania i transduk-
¢ji sygnatu, chroniac ja tym samym przed nadmierng sty-
mulacja. Przekazywanie sygnatu za pomoca biatek G moze
by¢ réwniez hamowane przez wzmocnienie GTP-azowej
aktywnosci podjednostki o i przyspieszenie rekonstruk-
cji heterotrimerycznej struktury biatka G. Dzieje si¢ to
z udzialem bialek RGS — negatywnych regulatoréw bia-
tek G (ryc. 1).

Przekazywanie sygnatu przez biatko G sprowadza si¢ do
jego istnienia w postaci zdysocjowanej a tym samym do
czasu wigzania GTP przez G . Oczyszczone G, in vitro wy-
kazuje swoista aktywnos¢ GTP-azowa i hydrolizuje GTP
w tempie 0,1-0,3 mola Pi/mol G /min [21]. Jednakze za-
hamowanie in vivo dziatania biatka G nastgpuje nawet do
trzystu razy szybciej, niz wynikatoby to z tych oznaczen.
Powyzsze obserwacje sugerowaly istnienie nieuwzglednia-
nych wczesniej czynnikéw biatkowych regulujacych szyb-
kos¢ hydrolizy GTP przez G,,.

Biacka Ss12p, FLBA | EGL-10 - NEGATYWNE REGULATORY
BIALEK G

Pierwsze dowody na istnienie negatywnych regulatoréw
przekazywania sygnatu przez biatka G pochodza z badan
nad nizszymi organizmami eukariotycznymi. W 1982 r.
poznano gen sst2p drozdzy Saccharomyces cervisiae [9,72],
w 1994 r. fIbA u grzyba Aspergillus nidulans [29,46]
aw 1996 egl-10u nicienia Caenorhabditis elegans [20,42].
Produkty tych genéw wplywaja na przebieg zjawisk realizu-
jacych si¢ u tych organizméw poprzez receptory GPCR.

Haploidalne drozdze w prawidlowych warunkach roz-
mnazaja si¢ bezplciowo przez paczkowanie. Pod wpty-
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Ryc. 1. Biatka RGS a GTP-azowy cykl biatka G. Biatka RGS przyspieszaja
rekonstrukcje heterotrimerycznej struktury biatka G promujac
hydrolize GTP. W postaci wigzacej GDP podjednostka o
wykazuje powinowactwo do dimeru podjednostek [3 i yitaczy
sie z nim. Tym samym wewnatrzkomdrkowe przekazywanie
sygnatu zostaje zahamowane

wem odpowiednich feromonéw dokonuja somatogamii
— rozmnazania piciowego. Receptory feromonéw u droz-
dzy sa zwigzane z biatkami G. Opisano szczepy drozdzy
niewrazliwe na dziatanie feromondéw, u ktérych wykaza-
no nadmierng ekspresje pewnego genu. Gen ten nazwano
sst2p [19]. Gdy go zablokowano uzyskano szczep nadwraz-
liwy na feromony, w ktérym drozdze przechodza proces
plciowy juz przy ich niewielkich stgzeniach. Stalo sig ja-
sne, ze produkt genu ssi2p jest negatywnym regulatorem
biatek G w komérkach drozdzy.

Podobna role petni biatko FIbA u grzyba Aspergillus
nidulans. Czynniki, ktére w typowych koloniach grzy-
ba powodowaty tworzenie zarodni i zarodnikéw sporan-
gialnych, nie wptywaty na te kolonie, u ktérych gen flbA
nie ulegat ekspresji. Natomiast nadekspresja fIbA wiaza-
fa si¢ z formowaniem sporangioli w kazdych warunkach
[76]. W zjawisko to zaangazowane jest biatko G, ktére-
go podjednostki B i y za posrednictwem niewyjasnio-
nego dotad mechanizmu hamuja powstawanie zarodni.
Biatko FIbA, gdy jest obecne, uniemozliwia dimerowi
By zatrzymanie sporangiogenezy nawet w niesprzyjaja-
cych warunkach otoczenia. Wobec jednak deficytu FIbA
dimer By konstytutywnie hamuje formowanie sporangio-
for, tworzenie sporangii i tym samym zarodnikéw spo-
rangialnych.

Negatywny regulator biatka G zostal odkryty u Caeno-
rhabditis elegans przy okazji badafi nad mechanizmami
regulacji sktadania jaj przez tego robaka. Ruchowe uner-
wienie jego macicy umozliwia dostosowanie czgstosci wy-
stgpowania jej skurczy i tym samym liczby sktadania jaj
do warunkéw otoczenia. Okazato sie, ze gen egl-10 wpty-
wa na przekaznictwo w neuronach macicy u tego nicie-
nia. Mediatorem jest serotonina dzialajaca przez receptory
zwigzane z biatkiem G. Nicienie o réznej ekspresji egl-10
réznia si¢ czgstoscia i liczba sktadania jaj.

Pomigdzy tymi trzema niezaleznie opisanymi biatkami do-
patrzono si¢ homologii w budowie. Zidentyfikowano szcze-
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g6lna sekwencj¢ genéw zwiazang z 120-aminokwasowa
domena wspdlna dla Egl-10, Sst2p i FIbA, ktéra okazata
si¢ wysoce konserwatywna. Wykazano jej aktywnos¢ ka-
talityczna wobec podjednostki o biatka G. Podobne biatka
wystepujace u ssakéw, w tym u cztowieka, nazwano regu-
latorami przekazywania sygnatu przez biatka G (regulators
of G protein signaling). Egl-10 okazato si¢ homologicz-
ne dla RGS7, a Sst2p dla RGS4 [17]. Od tamtego czasu
liczba odkrytych biatek RGS o rozmaitych funkcjach ro-
$nie z roku na rok i wlaczana jest w obreb tej zréznico-
wanej rodziny.

Biatka RGS - MECHANIZM INTERAKC)I Z BIALKIEM G

Odkrycie biatek RGS zainicjowato wiele badar nad bio-
chemicznymi mechanizmami negatywnej regulacji przez
nie aktywnosci biatek G. Udowodniono, ze przyspieszaja
one okoto 1000 razy hydrolize GTP przez G, zachowujac
si¢ jak aktywatory GTP-azy (GAPs) [44,73]. Wykazano
ich wybidrcze powinowactwo do podrodzin G, oraz Gaq.
Nie dowiedziono bezposredniej GTP-azowej aktywnosci
biatek RGS wobec G i G, [43].

Biatka RGS wiaza si¢ z podjednostka o-GTP obnizajac
energie aktywacji hydrolizy [69]. Niektére z nich moga
dodatkowo hamowa¢ wewnatrzkomoérkowe drogi przeka-
zywania sygnatu przez biatka G na zasadzie inhibicji kom-
petycyjnej wobec efektoréw wiasciwych G — na przyktad
RGS4 konkuruje z fosfolipaza f o miejsce wiazania na
podjednostce o [18,31].

Jak dotad potwierdzono istnienie ponad 30 bialek RGS
u cztowieka. R6znia si¢ one masa czasteczkowa (od oko-
to 20 do 150 kDa), powinowactwem do podrodzin G, eks-
presja tkankowa, wewnatrzkomdérkowym umiejscowieniem
i typami potranslacyjnej obrébki [36].

Wybidrcze wiazanie przez biatka RGS konkretnych biatek
G wynika z pewnych réznic w samej domenie RGS, np.
RGS4 jest efektywnym GAP, zaréwno dla G, jak i Gaq
[31], a RGS2 jest wysoce selektywne dla Go'q in vitro[32,33]
i znacznie skuteczniej hamuje przekazywanie sygnatu przez
Guq, niz G, w komérkach. Trzy reszty aminokwasowe bez-
posrednio zaangazowane w interakcje biatka RGS4 z G
r6znig je od domeny RGS w biatku RGS2.

Wystgpowanie réznych przedstawicieli rodziny RGS
w okreslonych tkankach pozostaje w zwiazku z ich wia-
Sciwosciami biochemicznymi. RGS16 jest obecne przede
wszystkim w siatkéwce, szyszynce i watrobie [12,13,66],
RGS18 — w tkankach hemopoetycznych i ptucach [59,75],
RGS13 - najobficiej w migdatkach, nastgpnie w grasicy,
weztach chtonnych, ptucach i §ledzionie [23]. RGS2 i RGS3
nie wykazuja swoistosci tkankowej czy narzadowej [65].

Niektdre biatka RGS np. RGS4, RGSS5, RGS16 sa zwiazane
z btona komdérkowa. Ich potranslacyjna obrébka obejmu-
je palmitylacj¢ i umozliwia im integracj¢ z apolarna cze-
Scig btony [6,71]. Inne, jak np. RGS2 czy RGS3 moga by¢
umiejscowione w jadrze komérkowym [11].

Zidentyfikowano takze biatka inne niz podjednostki o bia-
tek G, wchodzace w interakcje z okreslonymi cztonkami
rodziny RGS [5,30,70].

Tabela 1. Klasyfikacja biatek RGS

Izoformy uzyskiwane
Podrodzina Gen przez alternatywny
splicing
Rgs17 RGSZ2
AR Rgs19 GAIP
RGSZ1
Rgs20 Ret-RGS
Rosl RGS1
Rgs2 RGS2
RGS3L
RGST
Res3 RGS3S
PDZ-RGS3
B/R4 Rgs4 RGS4
Rgs5 RGS5
Rgs8 RGS8
Rgs13 RGS13
Rgsio RGS16
Rgs18 RGS18
Rgs6 RGS6
Rgs7 RGS7
(k7 RGSO-1
Res? R6S9-2
Rgsl11 RGST1
RGS10
Rgs10 RGS121S
RGS12B
D/R12 Rgs12 RGST2P
RGSL
Rgs14 RGS14
Axin Axin
E/RA
Conduction Conduction
AKAP2 AKAP2
AL p115RhoGEF p115RhoGEF
GRK2 GRK2
RGS-PX1 RGS-PX1

Podjeto proby klasyfikacji biatek RGS wystepujacych w ko-
morkach ludzkich. Zgrupowano je w szes$¢ podrodzin, na-
zwanych literami od A do F, badZ w oparciu o pierwszego
poznanego przedstawiciela. Stad rozrézniamy podrodzi-
ne A/RZ (prototyp RGSZ), B/R4 (prototyp RGS4), C/R7
(prototyp RGS7), D/R12 (prototyp RGS12), E/RA (proto-
typ Axin) oraz F/RL [34,62,74,77] (tabela 1).
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Biatka RGS A REGULACIA FUNKCJI LIMFOCYTOW T W PRZEBIEGU
ODPOWIEDZI IMMUNOLOGICZNE)

Biatka RGS, jako nowo odkryte regulatory przekazywania
sygnatu przez biatka G zostaty docenione w badaniach nad
zjawiskami immunologicznymi. Stato si¢ tak migdzy inny-
mi w zwiazku z odkryciem w limfocytach ssakow RGS1
i RGS2 [35]. Ekspresje RGS1 indukuje biatko gronkow-
cowe A oraz IL-4, natomiast ekspresje¢ RGS2 — konkana-
walina A. Istnieje przekonanie, iz ta nowa klasa protein
wkomponuje si¢ w ztozong sie¢ zaleznosci migdzy rézny-
mi drogami wewnatrzkomérkowego przekazywania sygna-
tu w komérkach immunologicznie kompetentnych. W tym
sensie biatka RGS moga by¢ tacznikiem migdzy drogami
niezwigzanymi bezposrednio z biatkami G a tymi odbywa-
jacymi si¢ za ich przyczyna. Postulat ten znalazt potwier-
dzenie w wielu pracach doSwiadczalnych.

Znaczenie biatek RGS w uktadzie odpornosciowym wia-
ze sig z obecnoscig receptoréw GPCR na komérkach bio-
racych udziat w odpowiedzi immunologicznej. Receptory
te znajduja si¢ na limfocytach, lecz nie uczestnicza bezpo-
srednio w ich aktywacji, ktéra jest zwiazana przede wszyst-
kim z receptorami przeciwcial i pewnych cytokin. Jednakze
wewnatrzkomoérkowe procesy zwiazane z TCR (T cell re-
ceptor) jak i IL-2R (receptor IL-2) splataja si¢ z tymi, kto-
re przebiegaja z udzialem bialek G. Na przyktad wytwa-
rzanie cytokin i proliferacja limfocytéw T jest hamowana
przez PGE, i PGE, (prostoglandyna E, i E,) [1]. Mediatory
te sa wytwarzane przez zaktywowane makrofagi, a oddzia-
tuja na komorki uczestniczace w odpowiedzi immunolo-
gicznej poprzez btonowe receptory GPCR. U myszy lim-
focyty bez genu dla G ; wykazuja wzmocnienie proceséw
realizujacych si¢ z udziatem receptoréw TCR, tj. znaczny
wzrost wytwarzania IL-2, TNF i IFN-y i wzmozong pro-
liferacje [63]. Dowodzi to, iz biatka G moga modulowac
przekazywanie sygnatu przez TCR i IL-2. Mechanizm tych
zjawisk wydaje si¢ wymagac jakiegos dodatkowego czyn-
nika, ktéorym moga by¢ biatka RGS.

Pierwsze dowody na taka wiasnie role biatek RGS w lim-
focytach pojawity si¢ w badaniach nad RGS1 i RGS2.
Wykazano, ze ekspresja RGS1 w komérkach B jest in-
dukowana przez biatko gronkowcowe A, powierzchniowe
immunoglobuliny, IL.-4, cAMP, a takze czynnik aktywu-
jacy ptytki (PAF) [35,54]. Natomiast ekspresja RGS2 jest
indukowana przez konkanawaling A [65]. Konkanawalina
A wiaze kompleks TCR/CD3 [41], a jej dzialanie mitogen-
ne na komorki T zostaje zablokowane przez przeciwciato
monoklonalne anty-CD3 [15]. Dlatego tez jest mozliwe, ze
indukcja ekspresji RGS2 dokonuje si¢ czgsciowo poprzez
kompleks TCR/CD-3. Sugeruje to, iz bodZce aktywujace
limfocyty, takie jak przeciwciata, czynniki mitogenne i cy-
tokiny moga poprzez indukcjg¢ ekspresji genéw RGS mo-
dulowaé wptyw na limfocyty B i T chemokin i innych me-
diatoréw dziatajacych przez receptory GPCR. Kierujac si¢
tym zatozeniem, zbadano wptyw IL-2 na aktywnos$¢ bia-
fek G w limfocytach T. IL-2 indukuje w limfocycie eks-
presje RGS16 [4]. Biatko RGS16 wigze G, oraz Gq obecne
w komorce T, hamujac przekazywanie przez nie sygna-
tu. Dla poréwnania indukowane mitogenem RGS2 hamu-
je jedynie przekazywanie sygnalu zwigzane jedynie z G,
Indukowana IL-2 ekspresja RGS16 w limfocycie T jest ha-
mowana przez podwyzszony poziom cAMP. Stymulacja

komorki IL-2 wiaze sig z postgpem fazy G, i przejSciem
w fazg S cyklu komérkowego. Indukcja ekspresji RGS16
wylacza przekazywanie sygnatléw poprzez biatka G, i tym
samym gwarantuje zniesienie proceséw konkurencyjnych,
ktére moglyby zaktécaé podziaty komérkowe. IL-2 hamuje
chemotaksje limfocytéw T CD4* i CD8*, co dowiedziono na
takich czynnikach chemotaktycznych jak IL-8 i RANTES
[38,68]. Dokonuje sig¢ to z udziatem biatka RGS16 wiaza-
cego G, przez ktdre to dziataja chemokiny. RGS16 moze
tez regulowac aktywacj¢ limfocytéw T w odpowiedzi na
zapalenie i ich migracj¢ warunkowang ligandami CXCR4,
CCR3, CCR5 [49].

Wplyw PGE | i PGE, na ekspresje RGS16 poprzez cAMP
jest interesujacy z punktu widzenia powigzania bialek
RGS z bialkami G. PGE, i PGE, pobudzaja aktywacje
cyklazy adenylanowej i podwyzszaja poziom wewnatrz-
komoérkowego cAMP przez receptory zwiazane wilasnie
z biatkiem G_ [50,53]. Nastgpstwem tego jest ostabienie
ekspresji RGS16 w komérce. Pozostaje to w Scistej zalez-
nosci z jednoczesnym zahamowaniem proliferacji limfo-
cytéow T, mimo stymulacji IL-2.

Nie jest do korica poznana rola RGS2 w odpowiedzi im-
munologicznej. Jednak badania z wykorzystaniem myszy
nieposiadajacej genu 7gs2 dowiodly znaczenia tego biatka
dla skutecznej jej realizacji. Proliferacja komoérek T rgs27~
byta znaczaco zmniejszona w odpowiedzi na aktywacje po-
przez receptor TCR i nie znosita tego kostymulacja CD28.
Dodatkowo odnotowano w tych komérkach obnizone wy-
twarzanie cytokin, przede wszystkim IL-2, w poréwnaniu
z kontrolg z czynnym genem 7gs2. Myszy te zainfekowa-
no tez wirusem LCMV (Choriomeningitis lymphocytaria
virus). U zwierzat o sprawnym uktadzie immunologicz-
nym wirus ten wywotuje obrzek w miejscu iniekcji, be-
dacy przejawem mobilizacji mechanizméw odpornoscio-
wych ustroju. W przypadku myszy rgs2”~ pojawienie sig
obrzeku byto opéznione w czasie. Tym samym dowiedzio-
no, iz deficyt w proliferacji i wytwarzaniu IL-2 przez lim-
focyty T — spowodowany brakiem RGS2 obserwowany in
vilro — przektada si¢ na zakt6cenie odpornosci na zakaze-
nia wirusowe in vivo. RGS2 moze miec istotne znaczenie
w prawidiowej funkcji komoérek T i ich aktywnosci prze-
ciwwirusowej [58].

Biatka RGS A wRAZLIWOSE LIMFOCYTOW B NA CHEMOKINY
OBECNE W TKANCE LIMFATYCZNE)

Recyrkulacja spoczynkowych limfocytéw B oraz ich ukie-
runkowana migracja po zaktywowaniu przeciwciatem sa
podstawowe dla prawidlowego funkcjonowania tych ko-
morek w przebiegu odpowiedzi immunologicznej. Oba te
zjawiska warunkowane sa wrazliwoscia na chemokiny re-
ceptoréw ulegajacych eksternalizacji w btonie komoérkowe;j
limfocytéw B. Przybywa dowodéw na to, ze biatka RGS
wspotuczestnicza w ich regulacji poprzez wptyw na prze-
kazywanie sygnatu przez receptory chemokin [5].

Aktywacja limfocytéw B wiaze si¢ ze zmiana profilu biatek
RGS, ktére ulegaja w nich ekspresji. Dochodzi do wzmozo-
nego wytwarzania RGS1 i RGS2 a poziom RGS3 i RGS14
w komorce ulega obnizeniu [61]. Dowiedziono, ze RGS1
i RGS3 poprzez interakcjg z G, zmieniajg wrazliwos¢ ko-
morek B na SDF-1 (stromal cell-derived factor-1), BLC (B
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lymphocyte chemoatractant) i ELC (EBV-induced mole-
cule 1 ligand chemokine). Sa to chemokiny konstytutyw-
nie obecne w réznych obszarach tkanki limfatycznej, dzia-
faja odpowiednio przez receptory: CXCR4, CXCRS, CCR7.
Wszystkie te receptory wykorzystuja do transdukcji sygnatu
biatko G, [27,47,55]. Wobec niezmiennego stezenia tych che-
mokin w tkance limfatycznej oraz statej liczby ich recepto-
réw, zmiana w poziomie biatlek RGS1 i RGS3 wiaze si¢ ze
zmiang realizacji chemotaksji przez aktywowane przeciw-
cialem limfocyty B. RGS1 hamuje chemotaksj¢ na SDF-1,
a RGS3 na BLC i ELC. Przektada si¢ to na zmniejszenie za-
siggu migracji w odpowiedzi na SDF-1 i zyskanie wrazliwo-
Scina BLC i ELC limfocytéw zaktywowanych przeciwciatem.
RGS2 mRNA wzrasta czterdziestokrotnie, a ilos¢ transkryp-
tu RGS3 zmniejsza si¢ do potowy swojego wyjsciowego po-
ziomu. Zjawiska te maja wplyw na ukierunkowana migra-
cj¢ 1 usytuowanie limfocytéw B w takim miejscu w tkance
limfatycznej, gdzie moze dokonywac sig ich ekspansja klo-
nalna poprzez niezakt6cona proliferacjg.

Biatko RGS1 wydaje si¢ tez wspdtuczestniczyé w dojrze-
waniu limfocytéw B. Proliferujace i dojrzewajace w grud-
kach chtonnych limfocyty B wykazuja duza ekspresjg RGS1
i pozostaja niewrazliwe na chemokiny, mogace stymulo-
wac je do opuszczenia oSrodkéw rozmnazania grudek.
Gdy dojrzeja, ekspresja RGS1 spada u nich gwaltownie.
Towarzyszy temu zyskanie przez nie wrazliwosci na che-
mokiny dzialajace z udzialem biatka G hamowanego przez
RGS1. Wysoki poziom RGS1 zapobiega wydostaniu si¢
niedojrzatych komérek B z osrodkéw rozmnazania gru-
dek chtonnych. Dojrzate limfocyty B poddaja si¢ dziataniu
chemokin, w tym przede wszystkim SDF-1 obecnej kon-
stytutywnie w tkance limfatycznej i uciekaja z oSrodkow
rozmnazania. Nie dochodzi do tego wczesniej, zanim nie
spadnie poziom RGS1, mimo obecnosci na komérkach re-
ceptorow CXCR4 dla SDF-1 [52].

Innym biatkiem RGS, ktdre taczy si¢ z dojrzewaniem lim-
focytéw B jest RGS13. Biatko to wiaze G, i Gaq, a tak-
ze dziata jako agonista efektorow Gth ijest zaangazowane
w przekazywanie sygnatu via receptory chemokin CXCR4
i CXCR5. Dodatkowo wykazano, ze pobudzenie CD40
wzmaga ekspresj¢ RGS13 w komérkach B [23,40,64].

Biatka RGS A ZAPALENIE | CHOROBY ATOPOWE

W przebiegu procesu zapalnego istotne miejsce zajmu-
ja mediatory dziatajace przez receptory GPCR, takie jak
histamina, czynnik aktywujacy ptytki (PAF) i chemoki-
ny. Histamina wydzielana przez komérki tuczne i bazofi-
le w zapaleniu, takze na tle alergicznym, wptywa na réz-
nicowanie komoérek Th i profil syntetyzowanych przez nie
cytokin. Stymulacja receptora H, na limfocycie Th zwia-
zanego z biatkiem G, moze przesadzic o przesunigciu réw-
nowagi w odpowiedzi immunologicznej na korzys¢ typu
Th2 — humoralnego. Ma to szczegdlnie istotne znaczenie
w przebiegu choréb alergicznych, gdy nadmierne wytwa-
rzanie IgE przyczynia si¢ do rozwoju choréb atopowych,
takich jak katar sienny czy astma. Na uwagg zastuguje to,
iz G(yq sg celem wielu poznanych juz biatek RGS, cho¢ nie
udowodniono dotad obecnosci w limfocytach T biatek RGS
wplywajacych na receptory H,. Identyfikacja takich biatek
oraz okreslenie czynnikéw modulujacych ich ekspresjg po-
zwolityby wplywaé na réwnowage odpowiedzi immuno-

logicznej w warunkach patologii i mogloby mie¢ znacze-
nie dla terapii choréb atopowych.

Naptyw komorek do miejsca zapalenia jest zwiazany
z ich ukierunkowana migracja indukowana chemokinami.
Receptory chemokin obecne na komérkach realizujacych
odczyn zapalny sa zwiazane z r6znymi rodzajami biatek G .
Konstytutywna obecnos$¢ w tych komérkach pewnych bia-
tek RGS i ich zmienna ekspresja moduluje, oprécz zmien-
nosci w ilosci samych receptoréw wbudowanych w btong
komoérkowa, odpowiedz tych komorek na zwiazki chemo-
taktyczne. Dowiedziono istnienia biatek RGS o bardzo wy-
biérczym powinowactwie dla konkretnych przedstawicie-
li podrodziny G,. W zwiazku z tym precyzyjna regulacja
migracji komérek w zapaleniu wydaje si¢ by¢ realizowa-
na z ich udziatem. Zjawisko to miatoby si¢ opiera¢ na tych
samych zasadach, co wspomniana wczesniej ukierunko-
wana migracja limfocytéw B aktywowanych przeciwcia-
tem, w ktérych nastgpuje zmiana w profilu ekspresji r6z-
nych biatek RGS.

Czynnik aktywujacy plytki wptywa na proces zapalny przez
receptory GPCR na limfocytach B, eozynofilach i ptytkach
krwi. Indukuje chemotaksjg eozynofiléw i degranulacj¢ ma-
stocytéw. Dziatanie to warunkuje biatko G,. Interesujaca
jest relacja migdzy PAF a RGS1. PAF oraz TNF-o induku-
ja ekspresje RGS1 w komorce. Jednoczesnie jednak RGS1
hamuje przekazywanie sygnatu przez biatko G zwigzane
z receptorem PAF [52]. Dowodzi to istnienia petli ujemne-
g0 sprzgzenia zwrotnego z udzialem biatka RGS.

Pojawia si¢ coraz wigcej dowodéw na neuroendokrynna
regulacj¢ odpowiedzi immunologicznej i przebieg proce-
su zapalnego [26]. Na przyktad substancja P aktywuje ko-
morki T i monocyty, a takze indukuje syntezg immunoglo-
bulin w komérkach B. Mozemy przepuszczaé, ze biatka
RGS moduluja takze przekazywanie sygnatu przez recep-
tory GPCR dla neuromediatoréw i hormonéw obecnych na
komoérkach immunologicznie kompetentnych.

Biatka RGS CELEM INGERENCJI FARMAKOLOGICZNE)

Ze wzgledu na sie¢ zaleznosci, w jakich dziataja biatka
RGS, istnieje potencjalna mozliwos¢ ingerencji w odpo-
wiedZ immunologiczng poprzez modyfikacje ich wiasci-
wosci oraz aktywnosci w komorce. Nabiera to znaczenia,
gdy dochodzi do zaburzen jej przebiegu. Leki wigzace biat-
ka RGS wzmacniatyby przekazywanie sygnalu przez re-
ceptory GPCR zwiazane z konkretnymi biatkami G, a tym
samym dziatanie przekaznikéw wtasciwych tym recepto-
rom. Dodatkowa zaleta bytoby wydtuzanie i wspomaganie
dzialanie innych lekéw stymulujacych drogi przekazywania
sygnalu zwigzane z biatkami G [10,48]. R6zne miejsca na
biatku RGS, zar6wno wewnatrz, jak i poza domena RGS,
sg potencjalnym celem ingerencji farmakologicznej.

Najbardziej oczywiste dla potencjalnej farmakologicznej
interwencji wydaja si¢ reszty aminokwasowe powierzch-
ni kontaktu RGS/G . Leki blokujace te obszary zapobie-
gatyby wptywowi biatek RGS na biatka G i tym samym
hamowatyby przekazywanie przez nie sygnatu, a te imi-
tujace tg interakcje — wzmacnialyby przekaznictwo [5,16].
Allosteryczna modyfikacja domeny RGS prowadzaca do jej
unieczynnienia tez wydaje si¢ mozliwa [78]. Najbardziej
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A

Ryc. 2. Mechanizm regulacji receptordw GPCR przez biatka RGS moze
polegac na integracji réznych drég wewnatrzkomérkowego
przekazywania sygnatu. Tak sie dzieje, gdy receptor niezwigzany
z biatkiem G wzmaga ekspresje biatka RGS (A). Natomiast
obnizenie poziomu biatka RGS w komérce uwrazliwia receptor
GPCR na agoniste (B). Biatko RGS moze by¢ tez ogniwem
wewnatrzkomdrkowej petli sprzezenia zwrotnego uczestniczac
w autoregulacji receptora GPCR (C)

uzytecznie klinicznie bytyby leki dziatajace wybidrczo
z uwzglednieniem interakcji biatlek RGS z okreslonymi
podrodzinami biatek G, . Strategie blokowania biatek RGS
mogtyby tez sprowadzac si¢ do hamowania ich przytacza-
nia si¢ do btony komdérkowej. Niektore z biatek RGS za-

PismiennicTwo

wieraja na swoim aminowym koricu amfipatyczne pgtle
niezb¢dne do ich umocowania w btonie komérkowej, inne
w tym celu sa palmitylowane. Leki mogtyby wigzac frag-
menty integrujace si¢ z btona czy tez powstrzymywac pal-
mitylacj¢. Farmakoterapia ukierunkowana na biatka RGS
zyska zapewne na znaczeniu po doktadniejszym pozna-
niu roli tej klasy protein w patogenezie choréb uktadu im-
munologicznego.

Pobsumowanie

Odkrycie biatek RGS — negatywnych regulatoréw biatek G
— przyczynilo si¢ do lepszego zrozumienia zjawisk zwigza-
nych z wewnatrzkomérkowym przekazywaniem sygnatu,
takze w odniesieniu do komoérek uczestniczacych w odpo-
wiedzi immunologicznej. Swoje funkcje biatka te realizu-
ja na kilka sposobow (ryc. 2).

Najbardziej oczywista wydaje si¢ integracja sygnatéw z re-
ceptoréw GPCR z tymi niezwiazanymi z biatkami G. Takie
zadanie spetnia RGS16 w limfocytach T po zadziataniu na
nie [L-2. Z jej pomoca zostaja wytaczone sygnaty przeka-
zywane z udziatem biatek G, oraz Gq, ktére mogtyby za-
ktécac proliferacje indukowana ta cytoking.

Biatka RGS poprzez swoja zréznicowana ekspresje moga
modulowa¢ wrazliwo$¢ komérki na bodZce dziatajace
z udziatem receptoréw GPCR. Dotyczy to dojrzewajacych,
a takze zaktywowanych limfocytow B, ktérych wrazliwos¢
na chemokiny jest wynikiem poziomu w komoérce odpo-
wiednich biatek RGS. Wreszcie pewne biatka RGS sa ele-
mentem petli ujemnego sprz¢zenia zwrotnego w odniesie-
niu do receptoréw zwiazanych z biatkami G. Taka zaleznos¢
wystepuje pomiedzy receptorem PAF a RGS1.

Prowadzone obecnie badania nad biatkami RGS powinny
si¢ przyczyni¢ do wnikliwszego poznanie uktadéw, w ja-
kie sa one zaangazowane, okreslenia ich wybiérczego po-
winowactwa do konkretnych biatek G oraz znalezienia spo-
sobéw regulowania ich aktywnosci w komérce. To z kolei
umozliwi farmakologiczng interwencj¢ w schorzenia o pa-
togenezie zwigzanej z biatkami G. Biatka RGS jako miej-
sce uchwytu dla lekéw moga zyskac tez znaczenie w tera-
pii zaburzen uktadu immunologicznego.
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