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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Efekt fizjologiczny wywotywany przez chemokiny jest regulowany przez oddziatywanie z rodop-
synopodobnymi receptorami przekazujacymi sygnat przez biatka G (GPCR — G protein-coupled
receptors). Receptory te wykazuja wspdlne cechy strukturalne: ich taficuch polipeptydowy ma
posta¢ a-helisy siedmiokrotnie przebijajacej blong komérkowa (motyw 7 TMD), a fragment nie-
zbegdny do interakcji z biatkiem G (sekwencja DRYLAIV) znajduje si¢ na drugiej petli wewnatrz-
komérkowej. Znanych jest 19 receptoréw chemokin, trzy z nich — glikoproteina Duffy, biatko D6
i CCX-CKR, pomimo strukturalnego podobieristwa do innych GPCR, nie maja zdolnosci trans-
dukcji sygnatlu za pomocg bialek G. Zamiast tego niezwykle sprawnie i wydajnie internalizuja
swoje ligandy, wptywajac tym samym na poziom kontrolowanych przez siebie chemokin proza-
palnych lub homeostatycznych w danej przestrzeni organizmu. Obecnie te trzy biatka uznawane
sq za odrebna rodzing receptoréw chemokin i okreslane jako interceptory lub ,,ciche” receptory
chemokin.

chemokiny ¢ receptory chemokin ° interceptory « DARC D6 * CCX-CKR

Key words:

Summary

The physiological effect caused by chemokines is regulated by interactions with a group of ro-
dopsin-like G protein-coupled receptors (GPCRs). These receptors share a number of common
features: the polypeptide chain is a 7-transmembrane o-helix (7 TMD motif) and the region in-
volved in G-protein interaction (the DRYLAIV sequence) is located in the second transmemb-
rane loop. So far, 19 chemokine receptors have been identified. Three of them (Duffy glycopro-
tein, D6, and CCX-CKR proteins), although structurally related to other GPCRs, lack the ability
of G-protein signal transduction. Instead, they efficiently internalize their cognate ligands, re-
gulating chemokine levels in various body compartments. These three proteins are suggested to
form a distinct chemokine receptor family, designated ,,interceptors” or ,,silent” chemokine re-
ceptors.

chemokines  chemokine receptors ° interceptors * DARC « D6  CCX-CKR

* Praca zostala przygotowana w ramach projektu grantowego nr 2 PO5A 018 30 finansowanego przez Ministerstwo Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego.
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WPROWADZENIE

Pojecie chemokiny pojawito si¢ po raz pierwszy w 1992 r.
[1] i obecnie odnosi si¢ do rodziny okoto 50 biatek [1,4].
Przez niemal 15 lat, jakie uptynely od tamtego czasu,
wiedza na temat budowy, pochodzenia, funkcjonowania
i wzajemnych relacji tych czasteczek znacznie si¢ pogle-
bita, chociaz kazdemu kolejnemu odkryciu z tej dziedziny
towarzysza pytania i watpliwosci. Jednym z takich wciaz
niezglebionych i inspirujacych tematéw badawczych zwia-
zanych z biologia chemokin sa ich receptory, a zwtasz-
cza grupa nietypowych receptoréw chemokin okresla-
nych jako ,.interceptory”. Do grupy tej zaliczane sa na
razie trzy biatka: antygen Duffy, biatko D6 i CCX-CKR,
ale prawdopodobnie liczba ta bedzie si¢ stopniowo zwigk-
sza¢, w miare identyfikowania kolejnych interceptoréw spo-
$rod receptoréw sierocych. Praca ma na celu przyblizenie
,.sylwetek” obecnie znanych interceptoréw i przedstawie-
nie ich na tle aktualnego stanu wiedzy z zakresu chemo-
kin i ich receptoréw.

CHEMOKINY — CHEMOTAKTYCZNE CYTOKINY

Chemokiny to biatka o niewielkiej masie czasteczkowej
rzedu 8-10 kDa, wykazujace znaczny stopien struktural-
nej homologii w obrgbie swojej rodziny. Zbudowane sa
z 70-130 reszt aminokwasowych [1,42], wsréd ktérych
znajduja si¢ cztery konserwatywne reszty cysteinowe two-
rzace dwa mostki disiarczkowe. W zaleznosci od tego, ile
aminokwas6ow rozdziela dwie pierwsze cysteiny, wyrdz-
niono cztery podrodziny chemokin. W chemokinach typu
CXC dwie pierwsze reszty cysteinowe rozdzielone sa jed-
nym aminokwasem, w chemokinach typu CX,C — trzema.
W chemokinach podrodziny CC cysteiny przylegaja do sie-
bie, a w chemokinach typu C pierwsza i trzecia reszta cy-
steinowa w ogdéle nie wystepuje [4,34].

Nazwy systematyczne chemokin wprowadza si¢ w oparciu
o regule przyjeta dla receptoréw [24]. Zgodnie z ta zasa-
da, receptory okreslane sa skrétem zaleznym od typu bu-
dowy: CXC, CC, CiCX,C, apo nim litera R oznaczajaca
,receptor” i kolejnym numerem. W nomenklaturze chemo-
kin po skrdcie okreslajacym typ budowy nastgpuje litera
,.LU” oznaczajaca ,,ligand” i numer genu [24]. Geny koduja-
ce chemokiny sa numerowane w kolejnosci chronologicz-
nej. Dotad stosuje si¢ oba rodzaje nazewnictwa chemokin,
dlatego w niniejszym opracowaniu podawane s3 obie na-
ZWYy, najpierw nazwa systematyczna, a po niej nazwa zwy-
czajowa w nawiasie.

Podobnie jak cytokiny, chemokiny funkcjonuja w organi-
zmie jako mediatory reakcji zapalnych i proceséw odpornos-
ciowych. Wytwarzane sa przez leukocyty i komérki innych

tkanek, a fizjologicznie dziata¢ moga w sposéb autokryn-
ny lub parakrynny [1]. Nazwa ,,chemokiny” zwraca uwage
na pierwszorzgdowa funkcje petniong przez te czasteczki
czyli chemotaksje, bowiem ich podstawowym zadaniem jest
kierowanie leukocytéw do ognisk zapalnych [4,40]. Oprécz
tego uczestnicza w wielu innych réznorodnych procesach,
m.in. w angiogenezie, kancerogenezie, wytwarzaniu kolage-
nu, proliferacji i hematopoezie [23,34,40]. Prawdopodobny
jest tez ich udziat w chorobach autoimmunizacyjnych, takich
jak reumatoidalne zapalenie stawdw, stwardnienie rozsiane
i miazdzyca, a takze w alergiach drég oddechowych i ast-
mie [4,23]. Chemokiny i ich analogi sa waznymi elementa-
mi terapii hamujacej rozwdj wirusa HIV-1 [42].

Ze wzgledu na wlasciwosci fizjologiczne, chemokiny dzie-
li si¢ na dwie grupy: prozapalne i homeostatyczne (konsty-
tutywne). Chemokiny prozapalne, ktérych ekspresja indu-
kowana jest w warunkach stanu zapalnego, odpowiadaja
za stymulowanie ruchu leukocytéw do ognisk zapalnych.
Z kolei chemokiny konstytutywne sa stale wytwarzane
przez rézne tkanki organizmu, biora udziat w procesach
odpowiedzi immunologicznej i rozwoju uktadu odpornos-
ciowego [24,34].

RECEPTORY CHEMOKIN

Chemokiny wywotuja efekt fizjologiczny poprzez wiaza-
nie z receptorami przekazujacymi sygnal przez biatka G,
okreslanymi skrétem GPCR (G protein-coupled receptor).
Sa to rodopsynopodobne biatka zbudowane z jednego tan-
cucha polipeptydowego tworzacego siedem o-helikalnych
domen transbtonowych, majace okreslone konserwatywne
motywy sekwencji aminokwasowej [4,23,34].

W obrebie czasteczki GPCR mozna wyréznié trzy gtéwne
fragmenty. Potozony na zewnatrz komérki region N-kon-
cowy ma charakter kwasowy i jest zaangazowany w wia-
zanie réznorakich ligandéw, np. chemokin, przeciwcial,
pasozytow. W jego sktad moga wchodzi¢ siarczanowa-
ne reszty tyrozynowe. Siarczanowanie tych reszt jest nie-
zbedne do prawidlowej aktywnosci wigkszosci lub wszyst-
kich receptoréw chemokin [6]. Za przyktad moga postuzy¢
CCRS i CXCR4, receptory wykorzystywane przez wirus
HIV do inwazji limfocytéw CD4*. Siarczanowane reszty
tyrozyny na koncach aminowych tych receptoréw odpo-
wiadaja za wiazanie z wirusowa glikoproteing otoczkowa
gp120 [9]. Na czgs¢ srodkowa czasteczki GPCR sktada sig
siedem transbtonowych o-helis (motyw 7TMD [24,42])
oraz trzy zewnatrz- i trzy wewnatrzkomorkowe petle tan-
cucha. Zlokalizowany po stronie cytoplazmatycznej koniec
karboksylowy jest bogaty w reszty serynowe i treonino-
we stanowigce potencjalne miejsca fosforylacji. Podobnie
jak w przypadku siarczanowania reszt tyrozyny w dome-
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Tabela 1. Pordwnanie najwazniejszych cech interceptoréw chemokin

DARC CCX-CKR
Receptor (Duffy antigen/receptor D6 (chemocentryx chemokine
for chemokines) receptor)
Inne nazwy antygen/biatko Duffy, CIPR-1 CCR10, CIPR-2 (CRL1, CCR10, CCR11, CIPR-3

Miejsca wystepowania

srodbtonek naczyn krwionosnych
rdznych organéw, neurony,
erytrocyty

Srédbtonek limfatyczny roznych
organdéw, prawdopodobnie tez inne
komérki, niektére nowotwory

komdrki dendrytyczne, limfocyty

T, komérki $ledziony, wezty
limfatyczne, tkanki nielimfoidalne
w sercu, nerkach, tozysku, tchawicy

imézqu
Funkcja rezerwuar i internalizacja chemokin  pochtaniacz chemokin receptor chemokin
prozapalnych, transport chemokin  prozapalnych, internalizacja homeostatycznych, requlacja
przez EC, receptor zarodzca malarii, i degradacja chemokin prozapalnych migracji leukocytéw w
antygen grupowy krwi, zwiazek drugorzedowej tkance limfoidalnej
Z nowotworami
Zmiana motywu DRYLAIV  LGH DKYLEIV DRYVAVT
Fosforylacja receptora zalezna od obecnosci liganda niezalezna od obecnosci liganda nieznane
Internalizacja liganda nieciagfa, zdolnos¢ odnawialna ciagfa, niewyczerpana nieznane

Sposéb internalizacji

poprzez kaweole

B-arestyna i wgtebienia pokryte

poprzez kaweole

klatryna
Degradacja chemokin nie degraduje, funkcja rezerwuaru  degraduje chemokiny szybko nieznane
i wydajnie
Typ wiazanych chemokin (XC, CC, receptor wieloswoisty (c (Ci CXG, receptor wieloswoisty
Liczba ligandow 16 (8 CXC, 8 CQ) n 4(3CC1QTXQ)
Rodzaj wigzanych prozapalne prozapalne homeostatyczne
chemokin

nie N-konicowej, ten rodzaj modyfikacji postranslacyjnych
jest wazny dla dziatania receptora i stanowi element proce-
su przekazywania sygnatu poprzez biatka G [21].

Istotnymi fragmentami sekwencji aminokwasowej GPCR
sg konserwatywne motywy: DRYLAIV umiejscowiony
na drugiej petli wewnatrzkomérkowej oraz TXP potozony
w drugiej domenie przezbtonowej. Prawdopodobnie oba
te fragmenty biora udziat w transdukcji sygnatéw i sg ko-
nieczne do oddzialywania z biatkami G [21,27].

Obecnie znanych jest ponad 600 przedstawicieli rodziny
GPCR, wsréd ktoérych znajduja si¢ receptory chemokin,
hormonéw, neuroprzekaznikéw, mediatorow stanéw za-
palnych, proteinaz, substancji smakowych i zapachowych,
fotonéw (rodopsyna) i jonéw wapnia. Sposréd tych pierw-
szych, szczegblne znaczenie maja receptory CCRS i CXCR4
bedace wrotami zakazenia odpowiednio dla M-tropowych
i T-tropowych szczepéw wirusa HIV-1 [9,24]. Do dzis§ zi-
dentyfikowano 10 receptoréw chemokin typu CC, 7 chemo-
kin typu CXC i po jednym chemokin CX,C i C [4,16].

»CICHE” RECEPTORY CHEMOKIN...

Sposréd receptoréw chemokin wyrézniono trzy szczegdlne
receptory: antygen Duffy, biatko D6 i CCX-CKR [15,17,27].
Sa to biatka siedmiokrotnie przebijajace blong komodrko-
wa, strukturalnie spokrewnione z GPCR. Wykazuja jed-

nak pewne zmiany w obr¢bie sekwencji DRYLAIV i naj-
wyrazniej przez to nie moga by¢ sprz¢zone z biatkami G.
W konsekwencji, nie stwierdzono dotad w tych receptorach
zdolnosci do transdukcji sygnatu przejawiajacej si¢ m.in.
zmianami wewnatrzkomoérkowego stgzenia wapnia. Z tego
wzgledu okreslane sa one jako ,.ciche” receptory chemo-
kin. Poréwnanie cech charakterystycznych tych trzech re-
ceptorow przedstawiono w tabeli 1.

++:CZY ,,INTERCEPTORY” ...

Mimo iz ,,ciche” receptory chemokin nie biora udziatu
w przekazywaniu sygnatu przez biatka G, wydaja si¢ pre-
dysponowane do niezwykle sprawnej internalizacji swoich
ligandéw. Z tego wzgledu zaproponowano, aby okreslac te
grupg jako ,,interceptory” — internalizujace receptory (in-
ternalizing receptors) [27,33,34]. Dotychczasowe badania
wskazuja na to, ze ich biologiczng funkcja jest wytapywa-
nie chemokin krazacych w danej przestrzeni organizmu,
obnizenie ich st¢zenia i hamowanie efektéw fizjologicz-
nych jakie wywotluja, np. ograniczenie rozwoju stanu za-
palnego. Interceptory i rozpoznawane przez nie chemoki-
ny przedstawiono na rycinie 1.

...AMoze CIPR?

Poniewaz trzy odkryte dotad ,,ciche” receptory tworza juz
w zasadzie odrebna rodzing, a podejrzewa sig istnienie ko-
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CCX-CKR

CCL19 (ELC)

CCL21 (SLC)
CCL25 (TECK)

CXCL13 (BCA-1)

DARC

D6

CXCL1 (GROw)
CXCL5 (ENA-78)
CXCL6 (GCP-2)
CXCL7 (NAP-2)
CXCLS (IL-8)
CXCL9 (MIG)
CXCL11 (I-TAC)
CCL16 (HCC-4)

CCL2 (MCP-1) \
CCL7 (MCP-3)
CCL8 (MCP-2)
CCL11 (Eotaxin)
CCL13 (MCP-4)
CCL14 (HCC-1)
CCL17 (TARC)

=

CCL4 (MIP-1p)
CCL5 (RANTES)
CCL22 (MDC)

CCL3L1 (MIP-1aP/)

Ryc. 1. Na schemacie umieszczono interceptory
i ich ligandy, podano nazwy systematyczne
chemokin, a w nawiasie nazwy zwyczajowe.
Ramkami ograniczono chemokiny
rozpoznawane przez dany receptor,
w zaciemnionych czeéciach zawarto
ligandy wspdlne dla dwdch interceptoréw.
Pogrubionym drukiem oznaczono chemokiny
prozapalne, niepogrubionym — chemokiny
homeostatyczne, z podkresleniem —
chemokiny nalezace do obu tych grup.

lejnych, Nibbs i wsp. [27] zaproponowali dla nich specjalne
nazewnictwo. Wedtug ich regut receptory okreslane sa skro-
tem CIPR (od chemokine internalizing (pseudo)receptors)
i kolejnym numerem przyznawanym w kolejnosci chro-
nologicznej. Tym sposobem antygenowi Duffy odpowia-
da nazwa CIPR-1, biatku D6 CIPR-2, a receptorowi CCX-
CKR CIPR-3 [27,34].

Poszukiwania kolejnych interceptoréw prowadzi si¢ wsréd
sierocych receptorow chemokin, tzn. takich, ktérym nie
przyporzadkowano jeszcze zadnych ligandéw. Jednym z ta-
kich ,.kandydatéw” jest HCR (human chemokine recep-
tor) wykazujacy strukturalne podobieristwo do typowych
GPCR, ale pozbawiony motywu DRY, a wigc niemajacy
mozliwosci transdukcji sygnatu [27].

PRZENOSZENIE SYGNALU

Receptory chemokin, jako typowi przedstawiciele rodziny
GPCR, tacza si¢ z biatkami G poprzez C-koricowy frag-
ment taricucha polipeptydowego. O tej interakcji decydu-
ja takze dwie konserwatywne sekwencje aminokwasowe
potozone w Srodkowej cze¢sci taiicucha polipeptydowego:
DRYLAIV na drugiej petli wewnatrzkomérkowej i TXP
w drugiej domenie przezbtonowej [21,27].

Biatko G jest heterotrimerem ztozonym z podjednostek:
o, B i7; pierwsza z nich potaczona jest z czasteczka GDP.
W wyniku zwigzania liganda, w tym przypadku chemoki-
ny, nastgpuje zmiana konformacyjna czasteczki receptora,
ktéra pozwala na jego potaczenie z biatkiem G. To z kolei
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powoduje zamiang nieaktywnej postaci GDP w podjed-
nostce G na posta¢ GTP oraz dysocjacjg czasteczki biat-
ka G na podjednostki G i GﬁY zdolne do pobudzenia biat-
ka efektorowego czyli przeniesienia sygnatu [36].

Wylaczenie aktywnosci pobudzonego receptora polega
na jego dezaktywacji czyli odczuleniu. Po pierwsze, GTP
zwigzany z podjednostka G, ulega hydrolizie do nieak-
tywnego GDP. Po drugie, reszty seryny i treoniny potozo-
ne w C-koricowej domenie GPCR sa fosforylowane przez
dziatanie swoistej kinazy, co z kolei umozliwia przyla-
czenie do tego regionu f-arestyny blokujacej dalsze wia-
zanie biatka G i przekazywanie sygnatu. Do tak zwiaza-
nej B-arestyny przytacza si¢ biatko klatryna inicjujace
powstanie w btonie komérkowej wglebienia endosomal-
nego, w ktérym receptor ulega defosforylacji i internali-
zacji. W ten sposOb nastgpuje jego ostateczna desensy-
tyzacja [11, 36].

Pewna czg$¢ receptorow chemokin przeprowadza interna-
lizacje swoich ligandéw w sposéb niezalezny od [-aresty-
ny i klatryny wykorzystujac zamiast tego kaweole. Sa to
bulwiaste zagtebienia powstale w btonie komérkowej za-
angazowane w procesach endocytozy, transcytozy i prze-
noszenia sygnaléw w réznych typach komérek [37]. Ich
podstawowym budulcem jest cholesterol, sfingolipidy oraz
kaweolina 1, proteina nadajaca kaweoli ksztatt i stabilnos¢
[25]. Receptory internalizujace za posrednictwem tego
biatka sa przewaznie umiejscowione w bogatych w cho-
lesterol obszarach btony komoérkowej w sasiedztwie ka-
weoli [25,37]. Na skutek zwigzania liganda przez recep-
tor nastgpuje uruchomienie kaskady sygnatéw, aktywacja
kinazy tyrozynowej i dynaminy, w wyniku czego kaweo-
lina 1 jest fosforylowana, a sama kaweola ulega endocy-
tozie [7,25].

DARC - ANTYGEN | RECEPTOR CHEMOKIN

Pierwszym receptorem chemokin, jaki sklasyfikowano
jako ,.cichy”, byt antygen Duffy, okreslany réwniez jako
DARC (Duffy antigen/receptor for chemokines). Jest to
btonowa glikoproteina zachowujaca motyw 7TMD typo-
wy dla GPCR. Wystepuje w dwoch allelicznych postaciach
Fy* i Fy®, r6zniagcych si¢ aminokwasem w pozycji 42 (Fy*
— Gly, Fy® — Asp) [15,31]. Przez swoja lokalizacje na ery-
trocytach, petni funkcj¢ antygenu grupowego krwi i re-
ceptora zarodZcéw malarii z gatunkéw Plasmodium vivax
(zarodziec ludzki) i Plasmodium knowlesi (zarodziec mat-
pi) [5,38]. Wigkszos¢ Afroamerykanéw i niemal wszyscy
mieszkancy Afryki zachodniej nie majq tego antygenu na
erytrocytach, co czyni ich opornymi na zakazenie mala-
rig przez zarodzca P. vivax [15]. DARC wystepuje tez na
neuronach i na komérkach srédbtonka zytek pozawtosnicz-
kowych w réznych partiach organizmu u oséb o erytrocy-
tach Duffy-negatywnych i Duffy-pozytywnych [14,15,30],
co sugeruje, ze fizjologiczna rola tego antygenu nie ogra-
nicza si¢ do proceséw zwiazanych z krwia.

Przyczyna ,,odmiennosci” DARC, wykluczajacej go z gro-
na receptoréow przekazujacych sygnal przez biatka G, jest
brak sekwencji aminokwasowej DRYLAIV na drugiej pet-
li wewnatrzkomérkowej [27]. Fragment ten zastapiony jest
przez sekwencje LGH, co najwyraZniej odbiera Duffy zdol-
nos¢ transdukcji sygnatow [21].

O wiazaniu chemokin przez Duffy decyduja typowe kon-
serwatywne elementy budowy receptoréw chemokin: dwa
mostki disiarczkowe (Cys52-Cys276, Cys129-Cys195)
i dwie siarczanowane reszty tyrozyny (Tyr30 i Tyr41) po-
fozone na aminowym koricu czasteczki. Wykazano, ze po
zniszczeniu mostkéw siarczkowych glikoproteiny za po-
moca dwutiotreitolu, zniesiona zostaje zdolnos¢ wigzania
chemokin [39]. Z kolei podstawienie Tyr31 fenyloalani-
na uniemozliwia oddziatywanie z CXCL8 (IL8), a pod-
stawienie Tyr4l fenyloalaning — z CCL2 (MCP-1), CCL5
(RANTES), CXCL1 (MGSA). Ta druga substytucja blo-
kuje réwniez wiagzanie pasozytéw malarii z gatunkow
Plasmodium vivax i Plasmodium knowlesi [6].

DARC - RECEPTOR WIELOSWOISTY

Niemal wszystkie receptory chemokin rozpoznaja i wia-
z3 ligandy pochodzace wyltacznie z jednej podrodziny.
Niektore z nich wrecz ograniczaja swoje oddziatywanie
do jednej konkretnej chemokiny. Antygen Duffy jest fe-
nomenem w tym gronie poniewaz wykazuje wieloswoisty
profil wigzania chemokin — moze oddziatywac z liganda-
mi pochodzacymi zaréwno z podrodziny CXC, jak i CC
(ryc. 1). Niedawno wykazano, ze wiaze on 11 z 30 wybra-
nych chemokin prozapalnych, niezaleznie od tego, do ktére;j
z tych dwdch podrodzin przynaleza [12]. Sposréd chemo-
kin konstytutywnych tylko jedna wykazata silne wigzanie
do DARC, co wskazuje, na wyrazna preferencje tego re-
ceptora w stosunku do chemokin zwigzanych z indukcja
stanu zapalnego [12,33]. Udowodniono ponadto, ze wias-
ciwos$C ta charakteryzuje nie tylko biatko wystgpujace na
erytrocytach, ale jest zachowana na komoérkach srédbton-
ka w warunkach stanu fizjologicznego i podczas stanu za-
palnego [27,33].

Dwa oBLicza DARC

cDNA kodujace taiicuch polipeptydowy DARC sklono-
wano w 1993 r. [5,15] i na tej podstawie ustalono struk-
turalne podobienstwo Duffy do przedstawicieli GPCR.
Poczatkowo zaktadano, ze podobnie jak pokrewne recep-
tory chemokin, glikoproteina ta jest zdolna do przenosze-
nia sygnatu za posrednictwem biatka G, czego skutkiem
powinno by¢ m.in. podniesienie wewnatrzkomoérkowego
poziomu jonéw wapniowych. Badania przeprowadzone na
linii komérek nerkowych 293 poddanych transfekcji cDNA
Dufty i zawierajacych DARC na swojej powierzchni wy-
kazaty, ze mimo iz wiaza one z duzym powinowactwem
wybrane chemokiny, w komérce nie nastgpuje zwigkszenie
stgzenia wapnia, czyli nie zachodzi transdukcja sygnatu.
Zaproponowano wigc, ze podstawowa funkcja DARC jest
internalizacja chemokin krazacych w krwiobiegu [8, 26].

Z biegiem czasu wykazano, ze wystgpowanie DARC nie
ogranicza si¢ jedynie do erytrocytéw. Badania metoda bar-
wienia immunocytochemicznego z wykorzystaniem prze-
ciwcial monoklonalnych skierowanych przeciwko antyge-
nowi Duffy [43,44] wykazaly jego obecnos¢ na komdrkach
Srédbtonka zytek pozawtosniczkowych réznych narzadéw,
m.in. w kigbuszku nerkowym, przewodach moczowych,
pecherzykach plucnych, Sledzionie oraz na komoérkach
Purkiniego w mézdzku [15]. Réwniez komorki Srédbton-
ka nowotworéw ptuc, prostaty i piersi maja ten antygen
na swojej powierzchni [2, 41]. Te odkrycia rzucity nowe
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Swiatto na fizjologiczna funkcje Duffy i zasugerowaty, ze
moze ona wykraczaé poza internalizacje chemokin oraz
ze prawdopodobnie zalezy od miejsca ekspresji antygenu.
Badania ostatnich lat potwierdzity te¢ teze i rozgraniczyty
rolg erytrocytarnego i Srodbtonkowego DARC.

Antygen Duffy wystepujacy na krwinkach czerwonych
petni wieloraka funkcje¢. Zbiera nadmiar chemokin pro-
zapalnych petniac role ich rezerwuaru [8,26,33]. Wiaze
je i dzigki temu podtrzymuje pewien zapas w stanie go-
towosci, a w razie potrzeby transportuje wraz z krwig do
miejsca, w ktérym sa uwalniane. Dziatanie takie jest moz-
liwe dzieki temu, ze chemokiny zwiazane przez ten recep-
tor nie sa degradowane i po ponownym uwolnieniu zacho-
wuja swoje fizjologiczne wtasciwosci [33]. Ponadto, przez
usunigcie nadmiaru chemokin z krwi, DARC przeciwdzia-
ta dezaktywacji leukocytéw i ich odczuleniu [27,32,33].
Ostatnie doniesienia wskazuja takze, ze erytrocytarny Duffy
moze wywiera¢ hamujacy wptyw na rozwdj raka prostaty.
Zjawisko to ttumaczy si¢ zdolnoscia DARC do wylapywa-
nia angiogennnych chemokin z podrodziny CXC wytwa-
rzanych przez komorki rakowe, co powoduje zahamowanie
unaczynienia tkanki nowotworowej i ograniczenie jej roz-
rostu. Potwierdzeniem tych przypuszczen jest o 60% wigk-
sza zachorowalno$¢ na raka prostaty i 2-krotnie wigksza
Smiertelnos$¢ u Duffy-negatywnych Afroamerykanéw niz
u mezczyzn rasy biatej [35].

Duffy obecne na komérkach srédbtonka internalizuje, a na-
stepnie transportuje chemokiny od miejsca wytwarzania do
ogniska zapalnego w celu prezentacji ich krazacym leu-
kocytom. Poczatkowo Lee i wsp. [19] wykazali, ze mono-
warstwa komorek srédbtonka transfekowanych DARC ma
zdolnos¢ transportowania CXCL1 (MGSA), jednakze nie
lepiej niz warstwa komérek kontrolnych, nietransfekowa-
nych. Badania Rota i wsp. [32] dostarczyty bardziej przeko-
nywajacych dowodéw na udzial DARC w transporcie mig-
dzykomérkowym. Uzyte do do§wiadczenia, transfekowane
antygenem Duffy komérki MDCK (Madin-Darby canine
kidney), hodowane w monowarstwie wykazaty zwigkszo-
na transcytoze chemokin. Zaobserwowano takze, ze che-
mokiny wstrzyknigte do skdry ulegaja internalizacji przez
komoérki §rédbtonka i nastgpnie sa umieszczane w kawe-
olach, ktérych funkcja jest powiazana z migdzykomorko-
wym transportem [27]. Podobnie jak postaé erytrocytarna,
sSréodbtonkowy DARC réwniez wydaje si¢ zwiazany z roz-
wojem nowotwordw, giéwnie w kontekscie powstawania
przerzutéow. Niedawno ustalono, ze Duffy na komdrkach
srodbtonka naczyniowego jest receptorem wystgpujacego
na powierzchni leukocytéw biatka KAII, ktérego niski po-
ziom ekspresji skutkuje zwigkszonym przerzutowaniem,
z kolei nadekspresja hamuje powstawanie przerzutéw no-
wotworéw réznych typéw. Srédbtonkowy DARC wytapuje
krazace w naczyniach krwionosnych komaérki nowotworo-
we majace KAII na swojej powierzchni, ograniczajac w ten
sposob powstawanie przerzutow. Wykazano, ze w wiaza-
niu KAI1 przez biatko Dufty uczestniczy N-konicowy frag-
ment antygenu [2].

D6 - RECEPTOR CHEMOKIN PROZAPALNYCH

Drugim receptorem chemokin zaliczanym do grona inter-
ceptoréw jest biatko D6. Jego obecnos¢ stwierdzono naj-
pierw u myszy, a nastgpnie w oparciu o sekwencj¢ mysie-

go DNA zidentyfikowano i sklonowano ludzki homolog
wykazujacy analogiczng strukture i funkcje [29].

D6, podobnie jak Duffy, ma zachowana budowe typowa
dla GPCR (motyw 7TMD). Istotna réznica i prawdopo-
dobna przyczyna braku zdolnosci receptora do przeno-
szenia sygnaléw znajduje sig, tak jak w wypadku DARC,
na drugiej petli wewnatrzkomérkowej. W miejscu, gdzie
prawidlowo funkcjonujace receptory zawieraja sekwen-
cj¢ DRYLAIV, w taiicuchu polipeptydowym D6 obecna
jest sekwencja DKYLEIV. Zmieniona postac tej sekwen-
cji wystepuje nie tylko u ludzi, ale u wszystkich gatunkéw,
u ktérych stwierdzono ekspresje D6, co moze wskazywac
na ewolucyjng presj¢ do podtrzymania tej wtasnie posta-
ci w populacji [3,27]. Nieobecny w taricuchu D6 jest row-
niez motyw TXP [3,21].

Podobnie jak Dufty, receptor D6 jest obecny przede wszyst-
kim na komérkach §rédbtonka, jednak nie naczyniowego,
a limfatycznego wyscietajacego wstgpujace naczynia lim-
fatyczne jelita cienkiego i grubego oraz wyrostka robacz-
kowego, tozyska, ptuc i skdry, a wigc narzadéw majacych
bliski kontakt z czynnikami pochodzacymi z zewnatrz or-
ganizmu [28]. Domniemywa sig, ze takie ulokowanie nie
jest przypadkowe. Barwienie immunocytochemiczne z uzy-
ciem przeciwciat anty-D6 nie wykazalo obecnosci tego
biatka na komdrkach serca, nerki, watroby, trzustki, méz-
gu, ale zaobserwowano pewna immunoreaktywnos¢ wa-
troby, ptuc i tozyska pochodzaca od komérek innych niz
srédbtonek limfatyczny. Tozsamos¢ tych komérek nie zo-
stala na razie ustalona. Ekspresje D6 wykazano réwniez
na 11 sposréd 15 wybranych linii komérek nowotworéw
skéry i serca, co moze wskazywac na odlegty stopien po-
krewiefistwa tych nowotworéw ze srédbtonkiem limfatycz-
nym [28]. W bardzo niewielkiej ilosci D6 jest tez obecny
na leukocytach [3,28,29].

»SCAVENGER” CZYLI POCHEANIACZ

Biatko D6 wykazuje znaczne podobienistwo strukturalne
wzgledem receptoréw chemokin podrodziny CC, dlatego
nie bylo zaskoczeniem odkrycie, ze wiaze ono i interna-
lizuje chemokiny pochodzace z tej wtasnie grupy, m.in.
CCL2 (MCP-1), CCL4 (MIP-1a), CCL5 (RANTES), CCL7
(MCP-3) [10,16,28]. Zaznaczy¢ nalezy, ze wszystkie che-
mokiny bedace ligandami D6 pochodza z grupy prozapal-
nych, podobnie jak w przypadku DARC. D6 wykazuje jed-
nak wigksza selektywnos¢ w doborze liganda, rozpoznaje
wylacznie biologicznie aktywne postaci chemokin, np.
preferuje izoforme¢ chemokiny CCL3 (MIP-1a) okreslana
jako CCL3L1 (MIP-1aP), ktéra ma proling zamiast seryny
w miejscu drugiej reszty aminokwasowej [3,21].

D6 okreslany jest czgsto jako ,,scavenger”, co mozna thu-
maczy¢ jako pochtaniacz chemokin. Jego cecha charakte-
rystyczna jest bowiem zdolno$¢ do nieprzerwanej, niezwy-
kle wydajnej internalizacji liganda. W przypadku typowego
GPCR, w czasie internalizacji liganda receptor ulega fo-
sforylacji, nastgpnie jest ,,wciagany” do srodka komérki,
gdzie nastgpuje jego defosforylacja, a potem powrdt na
powierzchnig btony komoérkowej. Proces ten nie zacho-
dzi btyskawicznie, wymaga czasu i aktywnosci B-aresty-
ny [21]. Okazuje sig, ze D6 omija to ograniczenie przez
nieustanng wymiang internalizujacych czasteczek recep-
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tora przemieszczajacych si¢ do wnetrza komérki innymi
— odczulonymi i niezaangazowanymi w danym momencie
w wigzanie agonisty [16,45]. Dzigki temu na powierzchni
btony komérkowej obecna jest zawsze stata liczba czaste-
czek receptora zdolnych do rozpoznania i przyjgcia liganda.
Badania Weber i wsp. [45] wskazuja na ciagty, niezalezny
od obecnosci liganda charakter tego procesu. Pojawiajace
si¢ na powierzchni komérki chemokiny sa wytapywane,
transportowane do wnetrza komorki i degradowane. Na
C-konicu taicucha polipeptydowego D6 znajduje si¢ od-
cinek ztozony z kwasowych reszt aminokwasowych, kt6-
ry umozliwia konstytutywne potaczenie receptora z [3-are-
styna i jego ciagla fosforylacje, czyli odczulenie [11,21].
Ostatnie doniesienia wskazuja ponadto, ze gtéwnie reszty
seryny odpowiadaja za to potaczenie [16].

Fizjologiczna funkcja D6 nie jest do korica poznana, jed-
nak wszystkie eksperymentalnie uzyskane dowody wskazu-
ja na przeciwzapalne dzialanie tego receptora jako pochta-
niacza chemokin prozapalnych. Biorac pod uwage miejsca
wystepowania, D6 moze by¢ waznym regulatorem proce-
soéw zapalnych w skérze, réwniez tych prowadzacych do
nowotwordow [16]. Brak D6 w miejscu objetym stanem za-
palnym powoduje utrzymanie si¢ wysokiego poziomu che-
mokin prozapalnych i rozwdj reakcji zapalnej, zamiast jej
ograniczenia. Badania przeprowadzone na myszach z wy-
taczona ekspresja D6 w skorze dostarczyty pewnych infor-
macji na ten temat. Okazuje sig, ze po aplikacji na skore
estru forbolu TPA (13-octan-12-O-tetradekanoilforbolu),
u myszy z wylaczonym genem D6, stan zapalny skory roz-
winat si¢ w posta¢ bardziej zaawansowang i trwat prawie
2 razy dtuzej niz u myszy kontrolnych [18,22]. Ponadto
postaé zapalenia rozwinigta u tych zwierzat byta zblizona
do ludzkiej tuszczycy. Jednoczesnie myszy z wylaczona
ekspresja D6 sa bardziej oporne na wywotanie zapalenia
komoérek mézgu i rdzenia krggowego [20]. Najwyrazniej
wigc, w niektorych tkankach D6 hamuje rozwdj stanu za-
palnego, a w innych dziata indukujaco.

CCX-CKR

Najstabiej poznanym sposréd ,,interceptoréw” jest
CCX-CKR, ktéry jeszcze niedawno zaliczano do siero-
cych receptoréw chemokin. W literaturze okreslano go
takze jako CCRL1, CCR10, CCR11 i chemocentryx che-
mokine receptor [7,13,17]. Przelomem byty badania ze-
spotu Gosling 1 wsp. [13], ktérych wyniki opublikowano
w 2000 r. Ta grupa badaczy analizowata rodzing recepto-
réw sierocych w poszukiwaniu nowych receptoréw chemo-
kin oddziatujacych na komoérki dendrytyczne i limfocyty T.
W ten sposéb natrafiono na biatko bedace ludzkim homo-
logiem wotowego receptora substancji smakowych PPR1,
ktére zaczeto potem okreslac¢ zgodnie z wlasciwa nomen-
klatura receptoréw chemokin jako CCR10.

Miejsca ekspresji CCX-CKR réznig si¢ od miejsc wystgpo-
wania dwéch pozostatych ,.cichych” receptoréw chemokin;
nie jest to ani Srodbtonek, ani erytrocyty. Prawdopodobnie
wigc jego funkcja biologiczna tez jest odmienna. mRNA
kodujace ten receptor zidentyfikowano w niedojrzatych
komorkach dendrytycznych i limfocytach T, komérkach
Sledziony, w weztach limfatycznych oraz w komoérkach
tkanek nielimfoidalnych w sercu, nerkach, tozysku, tcha-
wicy i mézgu [13].

Do okreslenia profilu chemokin wiazanych przez nowo od-
kryty receptor uzyto stalkokin, czyli chemokin immobili-
zowanych na syntetycznych ,,lodygach” (,,stalk” — todyga)
oraz komérki HEK293 CCX-CKR-pozytywne [13]. Do im-
mobilizacji wybrano chemokiny CCL19 (ELC) i CCL25
(TECK) znakowane jodem I'*. Dodatkowo jako inhibitory
kompetytywne dla tego wigzania uzyto 80 réznych chemo-
kin i ich pochodnych zawieszonych w roztworze. Te oraz
nastgpne badania wykazaty, ze CCX-CKR wiaze z duzym
powinowactwem chemokiny z podrodziny CC: CCL19
(ELC), CCL21 (SLC) i CCL 25 (TECK) oraz z mniej-
szym powinowactwem CXCL13 (BLC), mysia chemoki-
ne mMIP-1vy oraz wirusowa chemoking vMIP-II [7,16,17].
Pierwsze trzy z wymienionych ligandéw pelnig w organi-
zmie podobna rolg, tj. kontroluja udziat tymocytéw w roz-
woju limfocytéw T. CCL19 i CCL21 kieruja ruchem ko-
morek dendrytycznych i limfocytéw T do drugorzedowych
organéw limfatycznych [7, 16]. Ich funkcje sa realizowane
poprzez oddziatywanie z receptorami CCR7 (chemokiny
CCL19, CCL21) i CCR9 (chemokina CCL25).

Badania z wykorzystaniem komérek HEK293 majacych na
swojej powierzchni receptor CCX-CKR i chemokiny CCL19
znakowanej jodem 1125 przyniosty wigcej informacji na te-
mat fizjologicznej funkcji tego biatka. Wykazano, ze jest
ono zdolne do wydajnej, ciaglej internalizacji chemokiny
CCL19 [7]. Co wigcej, proces ten zachodzi nawet szybciej
niz w przypadku internalizacji tej samej chemokiny przez
CCR7 1w miarg przyrostu zwiazanego liganda nie nast¢puje
desensytyzacja receptora. Po zwiazaniu ligand jest transpor-
towany do wnetrza komorki poprzez receptor i ulega degra-
dacji zachodzacej réwniez bardziej wydajnie niz u CCR7.
Przeciwnie niz w przypadku innych receptoréw chemokin,
proces ten nie jest zalezny od P-arestyny i klatrynowych
zagtebien, zachodzi natomiast z wykorzystaniem kaweoli.
Swiadczy o tym to, ze nadekspresja kaweoliny 1 blokuje
internalizacje CCL19 przez ten receptor [7].

Dotychczasowe wyniki badan wskazuja zatem, ze
CCX-CKR, podobnie jak biatko Dufty, wykazuje wielo-
swoisty profil wigzania chemokin, ale tylko tych homeo-
statycznych. Jego funkcja biologiczna najwyrazniej doty-
czy regulacji proceséw migrowania leukocytéw w czasie
rozwoju drugorzedowej tkanki limfoidalnej [7,16].

PobpsumowaNIE

Od 1992 r., kiedy pojecie chemokin pojawilo si¢ po raz
pierwszy, wiedza na temat tych czasteczek niezmiernie sig
pogtebita. Przez ten czas zidentyfikowano 19 receptoréw
chemokin, a trzem z nich — Duffy, D6 i CCX-CKR — na-
dano miano interceptoréw i zaczeto klasyfikowac jako od-
rebna rodzing. Z pewnoscia nie sa to ostatni przedstawicie-
le tej grupy i mozna si¢ spodziewac doniesieri o kolejnych
,,cichych” receptorach chemokin. Budza one duze zaintere-
sowanie badaczy ze wzgledu na swéj zwiazek z procesami
odpowiedzi immunologicznej, indukcja stanéw zapalnych
czy chorobami (np. AIDS, malaria, nowotwory) oraz dzigki
nietypowym cechom, takim jak wieloswoistos¢ i brak moz-
liwosci transdukcji sygnatu. Nalezy si¢ wigc spodziewac,
ze rozw0j badan nad interceptorami, jako osobna rodzina
receptoréw chemokin, przyniesie wiele ciekawych odkry¢,
ktére by¢ moze zrewolucjonizuja metody terapii niektérych
obecnie trudnych do wyleczenia schorzer.
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