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Streszczenie: Klasyfikacja cytokin opiera si¢ na strukturze czynnych biatek i ich receptoréw, a takze
uwzglednia ich wtasnosci biologiczne. Do cytokin przeciwzapalnych zalicza si¢ interleuking-10 oraz
spokrewnione ze soby IL-4 i IL-13. Przekaz sygnalu z receptoréw tych cytokin angazuje kinazy biatkowe
JAK, TYK i szereg czynnikdéw transkrypcyjnych z rodziny STAT. Wymienione trzy cytokiny hamujg
syntez¢ cytokin prozapalnych (IL-1, TNFa, IL-8) w komérkach krwi stymulowanych endotoksyna
bakteryjna, natomiast mogy zwigksza¢ produkcje¢ cytokin prozapalnych w innych typach komérek.
Mechanizm paradoksalnego efektu cytokin przeciwzapalnych nie jest dotychczas w petni wyjasniony.
(Postepy Biologii Komorki 2001, Supl. 16: 5-13)

Stowa kluczowe: Cytokiny prozapalne i przeciwzapalne, IL-10, IL-4, IL-13, TNFa, IL-1, IL-6, przekaz
sygnatu, czynniki transkrypcyjne

Summary: Classification of cytokines is based on structure of active proteins and their receptors but it
takes into account also their biological activities. Anti-inflammatory cytokines include IL-10 and related
to each other IL-4 and IL-13. Transduction of signal from receptors of these cytokines requires protein
kinases JAK, TYK and several transcription factors belonging to STAT family. The above-mentioned
three cytokines inhibit synthesis of pro-inflammatory cytokines (IL-1, TNFq, IL-8) in the blood cells
stimulated with endotoxin, but they may enhance production of pro-inflammatory cytokines in other
types of cells. The mechanism of paradoxical effect of anti-inflammatory cytokines has not been so far
fully elucidated. '

(Advances in Cell Biology 2001 Suppl. 16: 5-13)
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KLASYFIKACJA CYTOKIN

Pod nazwg cytokin miesci si¢ duza i heterogeniczna grupa niskoczasteczkowych
biatek, ktére dziatajac w nanomolowych lub pikomolowych stezeniach reguluja
rézne funkcje komoérek, wptywaja na ich wzrost, réznicowanie i wzajemne od-
dziatywania. Nathan i Sporn [14] zaliczyli cytokiny, obok hormonéw, autakoidéw
ineuroprzekaznikéw, do gtéwnych czasteczek sygnatowych organizmu zwierzgcego.
W odréznieniu od hormondéw cytokiny sa wytwarzane nie przez wyrdéznicowane
gruczoty dokrewne, ale przez aktywowane makrofagi, leukocyty, fibroblasty, ko-
morki $rédbtonka, keratynocyty oraz inne typy komérek. Cytokiny dziataja na ko-
morki docelowe przez swoiste receptory blonowe uruchamiajace ztozone kaskady
sygnalizacyjne. Wigcej informacji o cytokinach znajdzie polski czytelnik m.in. w
monografii Robaka [16] oraz pracy przegladowej Kortylewskiego i Mackiewicza
[9].

Tradycyjnie wéréd cytokin wyréznia si¢ interferony, interleukiny, czynniki mar-
twicy nowotwordw, krwiotwdrcze czyniki wzrostu, transformujace czynniki wzrostu,
inne czynniki wzrostu oraz czynniki chemotaktyczne [16]. Chaos w systematyce
i nomenklaturze cytokin poglebia wystepowanie wielu synoniméw stworzonych
przez odkrywcow danej aktywnosci biologicznej, zanim zostata ona przypisana
jednej okreslonej czasteczce biatkowej. Wigkszos$¢ cytokin wykazuje bowiem zja-
wisko plejotropii, tzn. zdolno$¢ do oddziatywania na rozmaite komdrki docelowe,
jesli posiadaja one okreslony receptor. Ponadto cytokiny z reguty charakteryzuje
czgsciowa zastgpowalnosc funkcji, nazywana takze nadmiarowoscia lub redundancja,
gdy rézne cytokiny daja podobne efekty biologiczne. Przyktadem moga by¢ cytokiny
typu interleukiny-6, gdyz indukcj¢ syntezy biatek ostrej fazy w hepatocytach wy-
wotuje nie tylko IL-6, ale takze IL-11, onkostatyna M (OSM), czy tez czynnik
hamujacy wzrost biataczki (LIF), cho¢ kazda cytokina daje nieco inny profil biatkowy.

Biochemiczna klasyfikacja cytokin opiera si¢ na strukturze czasteczek cytokin
oraz ich receptoréw. Jak to przedstawia tabela 1, Debets i Savelkoul [3] wyréznili
sze$¢ gldwnych rodzin cytokin, ale dotychczas ten racjonalny podziat nie zostat
powszechnie przyjety.

Funkcjonalna klasyfikacja cytokin uwzglednia ich role biologiczna oraz znaczenie
dla patologii i medycyny. Biorac pod uwage wplyw cytokin na procesy zapalne
oraz przebieg reakcji ostrej fazy mozna wyrézni¢ trzy grupy cytokin (tab. 2 oraz
[7]). Podziat ten jest z pewnoscia uproszczeniem, gdyz wiele cytokin ma dziatanie
wielofunkcyjne, a IL-6 moze odgrywaé rézna role zaleznie od etapu reakcji ostrej
fazy. Odpowiednie zakoriczenie tej reakcji jest wazne dla uniknigcia chronicznych
odczynéw zapalnych i zwykle zachodzi przy udziale cytokin: IL-4, -13 i -10 [8].
Cytokiny te zostaty wykryte przez badaczy z DNAX Research Institute w Kalifornii,
ktérzy zaobserwowali, ze réznicujace si¢ limfocyty pomocnicze (T-helper cells)
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TABELA 1. Strukturalne rodziny cytokin i ich receptoréw (wg [3], zmodyfikowane )

Rodzina cytokin

Giéwne cytokiny

Nadrodzina (SF) receptoréw

Hematopoetyny

IL-6, IL-11, LIF, OSM, CNTF, CT-1

IL-3, IL-5, GM-CSF
IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-13, IL-15
IL-10, IFN-a, IFN-B, IFN-y

Receptory klasy I
wspélny gpl30

wspdlny taficuch B
wspolny taicuch y
Receptory klasy 11

IL-1, IL-1a, IL-1B, IL-1Ra, IL-18, FGFa, FGFB |SF-Immunoglobuliny
TNF TNF-a, TNF-B, LT-$ SF-receptory TNF
TGF-a TGF-a, EGF SF-kinazy tyrozyny
TGF-B TGF-,, TGF-B,, TGF-B, SF-receptory TGF-f
Chemokiny SF-receptory chemokin
podrodzina o IL-8, GRO-a, -B -y, ENA-78

odrodzina 3 MCP-1,-3, RANTES, MIP-1q, -B

tworza populacje komérek Thl i Th2 wydzielajacych rézne biatka regulatorowe.
Komérki Thl oraz monocyty (makrofagi) wytwarzaja m.in. TNF-a, IL-1, IFN-y
czy IL-12 i sa odpowiedzialne za obrong komdrkowa skierowanym przeciw we-
wnatrzkomérkowym pasozytom i bakteriom. Natomiast komérki Th2 decyduja o
humoralnej odpowiedzi organizmu (synteza przeciwciat) i wytwarzajq m.in. IL-4,
IL-13, IL-10 oraz IL-S. Zatem cytokiny z grupy Th2 z jednej strony aktywuja
limfocyty B do syntezy przeciwcial, ale z drugiej hamujq monocyty i komorki
Thl wytwarzajace cytokiny prozapalne.

TABELA 2. Fukcjonalny podziat cytokin ostrej fazy

Cytokiny prozapalne
lub wczesne

Interleukina-1 (IL-1), Czynnik Martwicy Nowotworéw (TNF-a),
Interferon-y (IFN-y), Interleukina-15, Interleukina-8 (IL-8)

Cytokiny z rodziny
interleukiny-6

Interleukina-6 (IL-6), Interleukina-11 (IL-11), Onkostatyna M
(OSM), Czynnik Hamujacy Biataczk¢ (LIF), Rzgskowy Czynnik
Neurotroficzny (CNTF), Kardiotropina-1 (CT-1)

Cytokiny przeciwzapalne
lub pdZne

[nterleukina-10 (IL-10), Interleukina-4 (IL-4), Interleukina-13,
Interferon-o. (IFN-at), Transformujacy Czynnik Beta (TGF-B)
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INTERLEUKINA-10

Interleukina-10 zostata zidentyfikowana w 1989 r. jako czynnik hamujacy synteze
cytokin (cytokine synthesis inhibitoryfactor = CSIF). Aktywny polipeptyd ma mase
czast, ok. 18,5 kDa, lecz w ptynach ustrojowych wystepuje jako dimer. 1L-10 jest
wytwarzana nie tylko w komdrkach Th2, lecz takze w aktywowanych monocytach,
komorkach tucznych, keratynocytach i niektérych liniach nowotworowych. Po akty-
wacji komérek przez endotoksyne interleukina-10 powstaje zawsze pdzniej niz cy-
tokiny prozapalne. W genomie wirusa Epsteina-Barra znaleziono gen niemal
identyczny z genem IL-10 i przypuszcza sie, ze zostat on przechwycony przez
wirusa dajagc mu w ten sposob ochrone przed zwalczaniem go przez uktad immu-
nologiczny organizmu gospodarza [6].

Receptor dla IL-10 wigze jej dimer, zbudowany jest z 2 typdw taficuchéw trans-
btonowych i wykazuje podobienstwo do receptoréw rodziny interferonu (rys. 1).
Przekaz sygnatu z receptora do jadra komoérkowego wymaga udziatu kinaz biat-

RYSUNEK 1 Schemat struktury receptora dla IL-10 (zmodyfikowane wg [ 10]). Podwdjny heterodimer
IL-10R1-R2 wiaze dimer IL-10, co wywotuje przytaczenie kinaz JAKI i TYK2, a nastepnie STAT
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kowych JAK]1 (Janus Kinase-1) i TYK2 (Tyrosine Kinase-2), a takze bialek po-
$redniczacych STATI, STATS3, a wedtug niektdrych badaczy takze STATS (Signal
Transducer and Activator of Transcription). Mozna dopatrze¢ si¢ pewnego po-
dobieristwa dziatania tego receptora oraz drogi sygnalizacyjnej interleukiny-6. Przy-
puszczalnie z tego powodu po transfekcji genu receptora IL-10 do komorek
watrobiaka HepG?2 interleukina-10 indukuje synteze bialek ostrej fazy i wykazuje
efekty synergii z interleukina-1 dla bialek typu 1, ktére wymagaja zaréwno IL-6,
jak i IL-1 [11].

INTERLEUKINA-4 I INTERLEUKINA-13

IL-4 zostata poczatkowo opisana jako jeden z czynnikéw wzrostu i réznicowania
limfocytéw B wytwarzanych przez komdrki Th [2], ale dzisiaj wiemy, ze jako
typowa cytokina ma duzo szersze pole dziatania. Natomiast IL-13 zostata wykryta
przez przeszukiwanie biblioteki genowej zaktywowanych komérek Th2 i wykazuje
wiele podobiernstw do IL-4. Obie cytokiny nie tylko hamuja syntez¢ cytokin pro-
zapalnych w komérkach hematopoetycznych, ale takze wywotuja ekspresj¢ IgE
(tzw. immunoglobulin class switching) i sa zaangazowane w reakcjach alergicznych.
Poréwnanie niektérych wiasnosci IL-4, -13 i -10 przedstawia tabela 3.

TABELA 3. Poréwnianie niektérych wtasnosci interleukin 10,4 i 13

1L-4 IL-13 IL-10
Lokalizacja genu u czlowieka - (5 5 1
chromosom Nr
Typ receptora: Nadrodzina Hematopoetyny Interferony
Wplyw na ekspresjg:
MHC II w monocytach T T l
Cytokiny prozapalne w monocytach|{ l 1l
NO w makrofagach myszy d l {
Biatka ostrej fazy w hepatocytach || 9 T
VCAM-1 w réznych komérkach [T T ?
IL-1Ra w ré6znych komérkach T T T

STRUKTURA RECEPTORA IL-4 I PRZEKAZ SYGNALU

IL-4 oraz IL-13 moga uzytkowa¢ wspdlny receptor wystgpujacy w wielu typach
komoérek [13]. Giéwnym elementem wiazacym IL-4 jest faricuch IL-4Ra., ktory
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dimeryzuje najczesciej z tancuchem yc bedacym takze skiadnikiem receptora IL-2.
Jednakze IL4Ra moze takze funkcjonowac¢ w kompleksie z IL-13R, ktory nie wymaga
- i nie wspodldziata - z podjednostkg yc. Samodzielny receptor I1L-13 sklada sie
z 2 podjednostek: IL-13Ra i IL-13Ra’. Mieszane kompleksy typulL-4Ra-1L-13Ra
przewazajg w tkankach niehematopoetycznych.

Dobrze poznany jest przekaz sygnatu poprzez IL-4Ra-yc [15]. Z domeng cyto-
lazmatyczng receptora 4Ra wigze sie kinaza JAKI, a z tancuchem yc JAK3 (rys.
2). W domenie tej znaleziono 5 reszt tyrozyny, ktorych funkcje udato sie ziden-
tyfikowac¢ przez wprowadzanie mutacji punktowych: Tyr Y497 jest niezbedna dla
sygnatu proliferacji komoérkowej, Tyr Y575, 603 i 631 sg konieczne dla wigzania
i aktywacji czynnika STAT6, a potozona w poblizu C-konca tarcucha biatkowego
tyrozyna Y713 stuzy za miejsce wigzania roznych fosfataz biatkowych. Po zwigzaniu
IL-4 z receptorem nastepuje fosforylacja tyrozyn (przypuszczalnie przez kinazy
JAK) i dopiero wowczas receptor moze
przekaza¢ sygnat na jedng z trzech drog:

» Fosfotyrozyna Y497 wigze biatko IRS1

lub IRS2 (Insulin Receptor Substrate),

ktore ulega fosforylacji i wigze podjed-

nostke p85 kinazy fosfatydyloinozytolu.

Enzym ten tworzy fosfatydyloinozytole

aktywujgce kinaze biatkowaC (PKC), co

prowadzi do wzrostu i podziatu komo-

rek. Alternatywna droga na tym szlaku

wykorzystuje biatko adaptorowe Shc i

niskoczgsteczkowe GTP-azy, takie jak

biatko Ras aktywujace podziaty komor-

kowe.

» Trzy fosfotyrozyny srodkowego odcinka

domeny cytoplazmatycznej receptora

(rys. 2) wiaza STATS, ktory po fosfory-

lacji i dimeryzacji przemieszcza sie do

jadra, gdzie aktywuje geny regulowane

przez IL-4. STAT6 wymaga kooperacji

z innymi czynnikami transkrypcyjnymi,

np. C/EBPa.

* Regulacja sygnatu generowanego przez

IL-4 moze zachodzi¢ przy udziale fosfa-

taz SHP1, SHP2 (Src-homology phosp-

hatase) i SHIP (SH2 containing RYSUNEK 2. Struktura receptoradia IL-4 i rola

inositol-5-phosphatase), ktére wigzg sie  reszt tyrozyny (zmodyfikowane wg [15]); fun-

z Y713 i defosforyluja pozostate fosfo- kcja reszt tyrozyny Y497-Y713 opisana w tek-
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tyrozyny domeny cytoplazmatycznej receptora, co prowadzi do zaniku sygnatu.

Ponadto aktywacja STAT6 uruchamia ekspresje calej rodziny inhibitoréw kaskady

JAK-STAT, takich jak: SOCS (suppressors of cytokine signalling), CIS (cytokine-

induced SH2) 1 SSI (STAT-induced STAT-inhibitor). Te inhibitory przypuszczalnie

hamuja dziatanie kinaz JAK zapobiegajac fosforylacji czynnikéw STAT.

Tak wigc dziatanie receptordw i przeniesienie sygnatu od IL-4 moze by¢ mo-
dulowane na wielu drogach, co tworzy niezwykle zlozony uklad odpowiedzi ko-
moérkowej. Nalezy jeszcze dodaé, ze czynniki STAT6 i NF-kB mogg tworzy¢
kompleksy [18] oraz wspétzawodniczy¢ o sasiednie miejsca wigzania w promotorze

(1]

MECHANIZM DZIALANIA CYTOKIN
PRZECIWZAPALNYCH

Do najwazniejszych efektéw biologicznych interleukin 10, 4 i |3 nalezy ha-
mowanie syntezy cytokin ostrej fazy: IL-1, TNFa, IL-8 i IL-6 w monocytach.
Molekulamy mechanizm tego zjawiska nie jest w pelni wyjasniony, a w literaturze
znaleZ¢ mozna szereg sprzecznych doniesier. Mijatovic 1 wsp. [12] stwierdzili,
ze IL-4 i IL-13 wywieraja niewielki wptyw na procesy transkrypcji genu TNF
natomiast hamujq translacj¢ mRNA dla TNF w komodrkach linii makrofagowych
myszy pobudzonych endotoksyna. Z kolei wg Takeshita i wsp. [19] IL-4 hamuje
aktywnos¢ transkrypcyjna promotora genu IL-6 w ludzkich liniach monocytarnych
THP-1 i U937 stymulowanych PMA i endotoksyna. Hamowanie to ma wynikaé
z blokowania aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-xB, podczas gdy IL-10 przy-
spiesza degradacj¢ mRNA dla IL-6 bez wptywu na NF-kB. Odwrotnego zdania
sa Wang 1 wsp. [20], ktérzy twierdza, ze w ludzkich monocytach aktywowanych
przez LPS wtasnie IL-10 selektywnie hamuje aktywacj¢ NF-kB monocytéw, podczas
gdy IL-4 ma destabilizowa¢ mRNA cytokin prozapalnych. Natomiast Schottelius
i wsp. [17] przekonywujaco wykazali, ze IL-10 hamuje synteze TNFo. w komérkach
monocytarnych poprzez oddzialtywanie na NF-kB nadwdéch niezaleznych poziomach:
w etapie fosforylacji IkB przez kinazg IKK oraz w etapie wiazania NF-kB do
specyficznych sekwencji DNA. Te sprzeczne doniesienia moga czgsciowo wynikac
z réznych odpowiedzi poszczegdlnych typéw komorek na IL-4,-13 i -10.

PARADOKSALNE EFEKTY CYTOKIN
PRZECIWZAPALNYCH

Juz Donnelly i wsp. [4] zaobserwowali, ze IL-4 hamuje syntez¢ IL-6 w ma-
krofagach, ale nie w fibroblastach. Majac do dyspozycji rekombinantowe preparaty
ludzkich cytokin IL-10, 4 i 13 uzyczone przez DNAX Research Institute przeba-
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TABELA 4. Wplyw [L-4iIL-13 nasyntez¢ IL-6  daliSmy ich dziatanie na r6zne komdrki.

w komérkach HUVEC kontrolnychistymulowa-  petna krew ludzka reprezentuje natural-
nych endotoksyna {5]. IL-6 oznaczona w medium

metoda ELISA po 24 godz hodowli komérek MY model biologiczny i po 24 godz. in-
kontrolnych lub z endotoksyna (LPS, 0,2 ug/ml)  kubacji z endotoksyna mozna wykry¢
w nieobecnosci lub przy obecnosci 100 j/ml IL-4  w niej wszystkie cytokiny prozapalne.

lub IL-13 (Srednia 4 do§wiadczen, £SD). Jedli jednoczeénie z endotoksyna do-
dawali§my IL-10, 4 lub 13 w stezeniach

Dodatki w_hodowli _|Przyrost IL-6 [ng/ml] | rzedu kilkunastu ng/ml, przyrost wy-
- 5,5311,41 tworzonych cytokin: IL-1, IL-6 i TNF
IL-4 16,6012,83 bylznacznie nizszy [5]. Najbardziej sku-
IL-13 16,20£2,11 teczne hamowanie wykazywata inter-
LPS 17,45%6,16 leuki 10. Natomiast hodowli
LPS + IL-4 25.6617.58 eukina-7uU. INatomiast w hodowl
LPS + IL-13 24461722 pierwotnej ludzkich komérek srédbton-

kowych HUVEC IL-10 byla bez wpty-

wu, a IL-4 i IL-13 wyraZnie stymu-
lowaly indukowana przez endotoksyne synteze TNFa i IL-6 (tab. 4). Wyjasnienie
mechanizmu zjawiska odwrécenia efektu biologicznego IL-4 i IL-13 w zaleznosci
od rodzaju komérek stanowi wyzwanie dla badan nad przekazem sygnatu. Nasze
dotychczasowe obserwacje wskazuja, ze kluczowa role w tym zjawisku odgrywa
czynnik transkrypcyjny NF-kB. Jednoczesnie nasuwa si¢ pytanie, czy nazwa ,,cy-
tokiny przeciwzapalne” dla IL-4 i -13 jest w petni uzasadniona, skoro w pewnych
typach komérek nasilaja one synteze IL-1, TNF czy IL-6.
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