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W tym Zeszycie

Receptory limfocytów TyS (TCRyÖ) są kodowane przez stosunkowo 
nieliczne geny VyJy oraz V5D5J8 podlegające somatycznej rearanżacji. 
U ssaków liczba limfocytów TCRy8 jest gatunkowo swoista. Na przykład 
jest ich dużo u krów i owiec, ale niewiele u człowieka i myszy. U myszy 
limfocyty TCRy5 spotyka się głównie w skórze i nabłonku jelita. Funkcje 
tych komórek są szczegółowo omówione w artykule na stronie 155.

Ekspresja podjednostek proteasomów może być indukowana interfe
ronem y, co z kolei wpływa na spektrum peptydów powstających pod
czas proteolizy białek komórkowych w tej organelli. Artykuł na stronie 
171 jest kontynuacją tego tematu omawianego już w „Postępach” (PBK 
1995,22:295-315).

Prezentacja peptydów wirusa na powierzchni komórki w związku z 
cząsteczkami MHC klasy I warunkuje rozpoznanie przez limfocyty T 
zakażonej komórki i jej zabicie. Niektóre wirusy potrafiąjednak uniknąć 
wykrycia i eliminacji zakażonych przez siebie komórek, co może sprzy
jać rozwojowi patogenu. Przedstawiono (str. 211) przykłady i mechani
zmy blokowania przez wirusy prezentacji peptydów.

Na stronie 283 przedstawiono obecne poglądy na patogenezę i mecha
nizmy zakażenia wirusem HIV. Omówiono też perspektywy nowych 
strategii terapeutycznych opartych na ingerencji w mechanizmy wnika
nia wirusa do komórek.

Dwa artykuły są poświęcone cytoszkieletowi. Jeden na stronie 251 
dotyczy roli y-tubuliny w nukleacji i dynamice mikrotubuli, a w drugim na 
stronie 263 omówiono rolę cytoszkieletu w rozmieszczeniu produktów 
genów w oocytach Drosophila. W tym drugim artykule również scha
rakteryzowano gen oscar.

następnym zeszycie „Postępów” będzie o:

cytotoksycznych rybonukleazach o szczególnym działaniu biologicz
nym (rysbazach);

apoptozie;

septynach -  nowej rodzinie białek cytoszkieletowych.

http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl



POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI TOM 25, NR 2, 1998 (155-170)

LIM FOCYTY O RECEPTORACH GAM M A/DELTA
(yST)

L Y M P H O C Y T E S  W IT H  G A M M A /D E L T A  R E C E PT O R S  (yôT)

Marian SZCZEPANIK1 i Barbara PŁYTYCZ2

1 Katedra Immunologii, Collegium Medicum UJ,
“ Zakład Immunobiologii Ewolucyjnej Instytutu Zoologii UJ, Kraków

Streszczenie: Receptory dla antygenu limfocytów yôT są heterodimerami łańcuchów y i Ô, kodowanymi 
przez stosunkowo niewielką liczbę genów VyJy i VÔDÔJÔ podlegających procesowi somatycznej 
rearanżacji. Geny te są obecne u wszystkich współczesnych kręgowców żuchwowych. U ssaków liczba, 
rozmieszczenie i zróżnicowanie receptorów komórek yôT są gatunkowo-specyficzne. Jest ich dużo u 
przeżuwaczy (u krów i owiec), a niewiele u człowieka i u myszy. U myszy lokalizują się głównie w 
skórze i w nabłonku jelita. Część komórek y6 T rozpoznaje kompleksy peptyd-MHC i reaguje na nie w 
sposób podobny do limfocytów a(3T, natomiast inne rozpoznają preferencyjnie pewne antygeny białko
we (np. HSP) lub cząsteczki nie będące peptydami (lipidy, węglowodany, ufosforylowane metabolity) 
prezentowane przez niekonwencjonalne białka MHC albo nawet rozpoznają je wprost. Uważa się, że 
niektóre komórki yô T mogą odgrywać rolę pośrednią między odpornością wrodzoną a odpornością 
adaptacyjną z udziałem limfocytów apT.

Słowa kluczowe: receptory antygenów, rozpoznawanie antygenów, dojrzewanie limfocytów

Abstract: The antigen receptors o f yôT lymphocytes are heterodimers o f y and ô chains encoded by the 
relatively low number of somatically rearranged VyJy and VÔDÔJÔ genes. Vy and VÔ genes are present 
in all contemporary jawed vertebrates. The number, distribution and receptor variability o f the mamma
lian yôT  cells are species-specific; yô T cells are very common in ruminants (cows, sheep) but relatively 
rare in human and mice. In mice they are preferentially located in the skin and intestinal epithelium. Some 
yô T cells recognize peptide-MHC complexes and react to them in a conventional ( a p  T-like) way while 
others preferentially recognize HSP proteins or nonpeptide molecules (lipids, carbohydrates, phospho- 
rylated metabolites) presented by nonconventional MHC molecules or even recognize them directly. It 
seems that som eyô cells may play an intermediate role between the innate and the adaptive aPT-mediated 
immunity.

Praca dofinansow ana z programu badawczego KBN.
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Key words: antigen receptors, antigen récognition, lymphocyte maturation

Limfocyty są komórkami występującymi wyłącznie u zwierząt kręgowych (ryb, 
płazów, gadów, ptaków i ssaków), a więc u niespełna 4% współczesnych gatunków 
zwierząt [65]. Aby komórkę nazwać limfocytem, trzeba udowodnić, że posiada 
ona receptory dla antygenu kodowane przez geny V(D)JC, ulegające unikatowemu

procesowi rearanżacji som atycznych 
w arunku jących  ogrom ne bogactw o 
miejsc wiążących antygen [64]. Ze 
względu na strukturę tych receptorów 
wyróżnia się limfocyty B (o receptorach 
Ig nieomal identycznych z krążącymi 
immunoglobulinami) oraz limfocyty T 
o prościej zbudow anych receptorach 
TcR (T celi receptors), dojrzewające z 
reguły w grasicy (thymus) (rys. 1).

O sta tn io  obraz ten znaczn ie się 
skomplikował. Wśród limfocytów pro

dukujących immunoglobuliny wyróżniono konwencjonalne komórki B2 i nowo- 
odkryte komórki B I, natomiast wśród limfocytów T, obok konwencjonalnych lim
focytów a(3T o receptorach będących heterodimerami łańcuchów a  i (3 (a(3, 
TcR2) wykryto limfocyty yô T (o receptorach y5, T cR l) [34]. Niniejszy artykuł 
ukazuje obecny stan wiedzy na temat limfocytów yô T, z których część dojrzewa 
poza grasicą (rys. 1), lokuje się w specyficznych miejscach ustroju i rozpoznaje 
antygeny bez udziału klasycznych białek MHC.

1. GENY DLA RECEPTORÓW y5

W każdej komórce istnieją geny dla wszystkich czterech łańcuchów TcR: a , 
[3, y i 5. Domeny zmienne (wiążące antygen) łańcuchów a  i y kodowane są przez 
geny V i J, natomiast łańcuchów (3 i 8 przez geny V, D i J [64]. U myszy kompleks 
genów kodujących część zmienną łańcucha yTCR obejmuje tylko siedem obszarów 
Vy oraz cztery Jy. W przypadku genów kodujących domenę zmienną łańcucha 
5TCR wyróżnia się 10 obszarów V5, dwa D5 oraz dwa J5 [82]. U człowieka 
domena zmienna łańcucha y jest kodowana przez 12 genów Vy i 2 obszary Jy 
składające sie z 3 i 2 genów. Łańcuch 8 kodowany jest natomiast przez co najmniej 
4 geny V8 (mieszczące się pomiędzy segmentami V a) oraz 3 segmenty D8 i 3 
JS, ulokowane miedzy zespołem 70-80 genów V a  a 61 genów J a  [34].

Geny (3, y i 8 ulegają rekombinacjom somatycznym w grasicy prawie rów

Rys, 1. Populacje limfocytów
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nocześnie. Udana rearanżacja łańcucha (3 hamuje rearanżację w genach y i 8 oraz 
um ożliwia rearanżację w genach ot, komórka staje się więc limfocytem a(3 T. 
Natomiast limfocytem y8 stanie się ta komórka, w której wcześniej dokona się 
funkcjonalna rearanżacja genów dla łańcuchów y i 8 [34].

Dzięki technice PCR, geny dla wszystkich czterech typów łańcuchów budujących 
TCR (ot, (3, y i 8) wykryto nawet u najstarszych filogenetycznie kręgowców żu
chwowych, a mianowicie u ryb chrzęstnoszkieletowych. Przypuszcza się więc, że 
podział limfocytów T na komórki oc[3 i yS istnieje u wszystkich kręgowców [14, 
69]. Aby się o tym przekonać, trzeba wykazać ekspresję białek kodowanych przez 
te geny na powierzchni komórek, do czego należy się posłużyć odpowiednimi prze
ciwciałami monoklonalnymi.

W okresie pisania tego artykułu brak jest dowodów wprost na obecność komórek 
y8 u kręgowców zmiennocieplnych. Za ich obecnością u ryb przemawia wykrycie 
licznych komórek T w jelicie, skórze i skrzelach mających inne białka powie
rzchniowe niż limfocyty z grasicy [71 ]. O ich obecności u płazów świadczy natomiast 
obecność licznych limfocytów T w jelicie i śledzionie platanny, Xenopus laevis, 
poddanej wczesnej tymektomii [31].

W śród ssaków zanotowano duże międzygatunkowe różnice zarówno w stru
kturze, jak  i w ekspresji genów kodujących łańcuchy y i 8. Porównanie sekwencji 
nukleotydów łańcuchów gamma i delta wykazało, że geny te u człowieka są bardziej 
zbliżone do odpowiednich łańcuchów u myszy (przedstawiciela gryzoni) niż do 
wzajemnie podobnych genów u krowy, owcy i świni (przedstawicieli ssaków parzy- 
stokopytnych). Jest to sprzeczne z wszelkimi innymi danymi dotyczącymi ewolucji 
tych jednostek systematycznych dowodzącymi, że gryzonie są filogenetycznie bar
dziej odległe od naczelnych niż ssaki kopytne. Odmienny przebieg ewolucji genów 
dla receptorów limfocytów jest prawdopodobnie związany z innym udziałem ko
mórek y8 w tych jednostkach systematycznych. Człowiek i mysz należą do gatunków 
o stosunkowo niewielkiej liczbie limfocytów yST, natomiast przeżuwacze mają ich 
bardzo dużo [15].

2. DOJRZEWANIE I ROZMIESZCZENIE 
LIMFOCYTÓW y5 W USTROJU

Głównym źródłem komórek rozwijających się w limfocyty y8 jest płodowa 
wątroba, gdyż jej komórki hemopoetyczne są w stanie w pełni zrekonstytuować 
repertuar limfocytów y8 u myszy SCID. Repertuar nie jest pełny przy użyciu do 
rekonstytucji komórek śledziony noworodków lub szpiku myszy dorosłych [40].

Przeważająca liczba limfocytów y8 dojrzewa w grasicy. W ywodzą się one ze 
wspólnych prekursorów z limfocytami a[3. Przemawia za tym fakt, że w dojrzałych
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158 M. SZCZEPANIK, B. PŁYTYCZ

limfocytach y8 są geny dla łańcucha (3 po procesie rearanżacji, i vice versa , limfocyty 
oc(3 zawierają „sklejane” geny dla łańcuchów y lub 8 [34].

Limfocyty y8, podobnie jak komórki a(3, ulegają podczas dojrzewania w grasicy 
procesowi selekcji pozytywnej oraz negatywnej, polegającej na usunięciu komórek 
nieprzydatnych oraz potencjalnie niebezpiecznych (autoreaktywnych). W procesach 
tych, w przypadku komórek a(3, uczestniczą antygeny głównego kompleksu zgod
ności tkankowej (MHC) komórek nabłonkowych i fagocytujących. W iele badań 
wskazuje natomiast na to, iż antygeny zgodności tkankowej MHC nie pełnią klu
czowej roli w procesie dojrzewania limfocytów yS. Wykazano między innymi, iż 
myszy z defektywnych szczepów nie mających antygenów MHC-I lub MHC-II 
wykazują prawidłowy poziom limfocytów y8 przy jednoczesnym występowaniu 
drastycznych zmian w repertuarze komórek oc[3 [7]. Zatem wydaje się, że co najmniej 
znaczna część populacji komórek yS nie wymaga obecności antygenów 
MHC-I/M HC-II w trakcie dojrzewania. Zatem proces selekcji odbywa się inną 
drogą, aniżeli ma to miejsce w przypadku komórek a[3.

Komórki y8 pojawiają się jako pierwsze w ontogenezie myszy. W początkowym 
okresie życia osobniczego, limfocyty y8 kolonizują kolejno różne tkanki organizmu. 
Pierwsza fala komórek yS wykorzystujących obszar Vy5 zasiedla skórę, gdzie opisuje 
się je jako dendrytyczne komórki naskórkowe (dendritic epidermal cells), a druga 
fala (z funkcjonującym obszarem Vy6) zasiedla nabłonek dróg rozrodczych. Co 
ciekawe, w każdej z tych fal komórek praktycznie te same geny Vy i V8 są sklejone 
z tymi samymi genami J, nie ma zmienności wynikającej z niedokładności łączenia 
genów i nie są wklejane nowe (N) fragmenty DNA. To wszystko sprawia, że 
wszesne komórki y8 są praktycznie homogenne pod względem receptorów.

W późniejszym okresie życia komórki T są produkowane w sposób ciągły z 
przewagą limfocytów a[3. Komórki yS z tego okresu trafiają do różnych narządów 
limfatycznych i mają większą różnorodność receptorów z powodu użycia większej 
liczby genów V (Vyl,2,4,7) i wstawiania licznych fragmentów N [34].

Wyniki badań u myszy świadczą o znacznej predylekcji komórek y8 wyko
rzystujących odmienne segmenty zmienne Vy do różnych tkanek. W skórze wy
stępują komórki Vy5, a w jelicie Vy7. Komórki wykorzystujące obszar zmienny 
Vy4 kolonizują śledzionę, węzły chłonne, ale również można je znaleźć we krwi 
obwodowej, płucach i gruczole mlecznym. Z kolei region zmienny Vy6 jest wyko
rzystywany przez limfocyty y8 znajdujące się w macicy, pochwie i języku, natomiast 
obecność segmentu Vyl można stwierdzić na limfocytach y8 kolonizujących wątrobę 
oraz śledzionę [25,29]. Przypuszcza się, że za tą uporządkowaną wędrówkę komórek 
y8 do określonych narządów odpowiedzialne są swoiste, lecz dotychczas bliżej 
nieznane receptory [18].

U myszy, wyłączając grasicę, prawie połowa limfocytów T znajduje się w jelicie. 
Sródnabłonkowe limfocyty jelitowe (limfocyty intraepitelialne, IEL) obejmują 3 0 - 
60% komórek y8T. W iele danych wskazuje na to, że śródnabłonkowe limfocyty
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y8 T dojrzewają lokalnie w jelicie [24,46,70,79]. O użyciu przez nie segmentów 
Vyl lub Vy7 w formowaniu domeny zmiennej łańcucha y decydują geny blisko 
sprzężone z TcRy, TcR5 i MHC [61].

O pozagrasiczym dojrzewaniu limfocytów y5 T świadczy ich obecność u myszy 
bezgrasiczych (nude) [5,70]. Badania przeprowadzone na myszach tymektomizo- 
wanych 24 do 72 godziny przed urodzeniem wykazały jednak istotny spadek liczby 
limfocytów śródnabłonkowych IEL. Fakt ten może sugerować, że część prekursorów 
komórek IEL wywodzi się z grasicy, względnie grasica jest źródłem czynników 
hormonalnych niezbędnych dla ich prawidłowego dojrzewania [45].

Lokalne węzły chłonne nie są konieczne do rozwoju populacji komórek IEL, 
gdyż limfocyty jelitowe śródnabłonkowe są obecne u myszy z mutacją aly/aly, 
pozbawionych węzłów chłonnych i kępek Peyera [55].

Ciekawego porównania jelitowych limfocytów a(3 i y5 u myszy dokonał Ka- 
waguchi-M iyashita i wsp. [39]. Badacze ci wykazali, że pula limfocytów a p  w 
nabłonku jelitow ym  jest najliczniejsza u myszy konwencjonalnych, zmniejszona 
do połowy u gnotobiontów, czyli okazów hodowanych w warunkach sterylnych 
(,germ-free, pozbawionych żywych zarazków), a znowu zmniejszona prawie o połowę 
u myszy germ-free hodowanych przez 12-14 tygodni na diecie o zminimalizowanej 
zawartości antygenów, lecz zawierającej pełny zestaw aminokwasów i witamin. 
W tych samych grupach myszy liczba limfocytów y8 nie zmieniała się w sposób 
istotny, choć była nieco zmniejszona u myszy na diecie bez antygenów. W ynika 
z tego, że proliferacja limfocytów aP  wymaga stymulacji przez żywe drobnoustroje, 
natomiast aktywacja limfocytów y8 wymaga antygenów innych niż żywe mikro
organizmy. Nie wiadomo jeszcze, czy są to egzogenne antygeny pochodzące wprost 
z pokarmu, czy też antygeny pokarmowe indukują w komórkach nabłonkowych 
ekspresję jakichś cząsteczek własnych stymulujących limfocyty yS . Za tą hipotezą 
przemawia fakt, że limfocyty yS proliferują najintensywniej w dwunastnicy, gdzie 
jest najintensywniejszy przepływ antygenów pokarmowych [60].

Nie znamy szczegółów ontogenezy limfocytów y5 u człowieka. Człowiek nie 
ma odpowiedników skórnych dendrytycznych komórek y8 T [34], ma natomiast 
limfocyty Ty8 w przewodzie pokarmowym i w drogach rozrodczych oraz limfocyty 
y8 T towarzyszą komórkom ocPT we wszystkich tkankach i narządach [17].

Jak już wspomniano, ogólna pula limfocytów y8 T myszy i człowieka jest 
niewielka; w krwi obwodowej stanowią one tylko 5% limfocytów. Przeciwieństwem 
są przeżuwacze, u których mogą one stanowić ponad 50% limfocytów [15]. U 
bydła zaobserwowano zwiększoną liczbę komórek y8 T krwi obwodowej pod 
wpływem stresu cieplnego [54]. Komórki y8 T stanowią aż 44% limfocytów wy
stępujących w skórze krowy. W przeciwieństwie do myszy, ich receptory antygenowe 
są bardzo zróżnicowane [28]. Liczba komórek yS T jest znikoma w śródbłonku 
jelita cieląt-noworodków, lecz szybko zwiększa się z wiekiem [99]. Specjalna po
pulacja limfocytów y8 T występuje w gruczole mlecznym kóz i poziom tych komórek
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podlega fluktuacjom u samic ciężarnych, w okresie laktacji i spoczynku [33]. Komórki 
y5 T są częste w endometrium macicy owcy. Uważa się, że ich aktywacja sprzyja 
wzrostowi łożyska i podtrzymaniu ciąży [47,96]. Komórki y8 T są też liczne i 
dobrze scharakteryzowane u świń [88].

3. ROZPOZNANIE ANTYGENU

Podobnie do limfocytów a|3, limfocyty y5 rozpoznają antygen przy pomocy 
receptora antygenowego TCR połączonego z kompleksem CD3.

Konwencjonalne limfocyty a(3 rozpoznają z reguły peptydy antygenowe pre
zentowane przez wyspecjalizowane białka kodowane w obrębie głównego regionu 
zgodności tkankowej MHC (major histocompatibility complex). Peptydy te muszą 
być uprzednio odpowiednio przygotowane przez komórki prezentujące antygen. 
Innymi słowy, regułą jest ścisła interakcja trzech odpowiednio dobranych cząsteczek: 
TcR2-peptyd-M HC. Część limfocytów oc(3 ulega aktywacji przez tzw. superantygeny 
bakteryjne wiążące odpowiedni fragment receptora TCR niezależnie od domeny 
zmiennej. Regułą jest, że aktywacja limfocytów oc[3 wymaga nie tylko rozpoznania 
antygenu, lecz również dostarczenia komórce dodatkowych sygnałów w postaci 
związania z odpowiednim ligandem również innych receptorów danej komórki.

Są dowody na to, że część limfocytów y8 rozpoznaje antygeny i superantygeny 
białkowe podobnie do komórek a|3, natomiast część limfocytów y8 rozpoznaje 
antygeny nie będące peptydami, bez uprzedniego przygotowania ich przez komórki 
prezentujące antygen i bez udziału konwencjonalnych białek MHC [2,38,94].

W iększość prób zmierzających do generacji komórek y5 swoistych dla antygenów 
wirusowych i białkowych kończy się fiaskiem. Wyjątek stanowią antygeny związane 
z Mycobacterium (M. tuberculosis, M. leprae, M. bovis) oraz sama tuberkulina 
(PPD). Początkowo przypuszczano, iż limfocyty yS swoiste dla Mycobacterium  
rozpoznają białka szoku termicznego HSP65. Jednak dalsze badania wykazały, że 
tylko niewielki procent PPD-reaktywnych limfocytów y8 rozpoznaje HSP65 
[36,49,63] i okazało się, że są to komórki o receptorach Vyl . 1/V86. Obecnie istnieją 
sugestie, iż HSP mogą stanowić rodzaj superantygenu reagującego z receptorem 
TCRy lub 8, co z kolei może prowadzić do ekspansji klonu komórek mających 
na swej powierzchni receptory z segmentami zmiennymi V yl.l oraz V86 [8].

Niektóre limfocyty y8, podobnie do komórek oc(3, mają zdolność rozpoznawania 
klasycznych superantygenów pochodzenia bakteryjnego [81]. Przykładem może być 
subpopulacja ludzkich limfocytów Vy9 rozpoznająca enterotoksynę gronkowcową 
(SEA) [48].

Limfocyty y8 człowieka o receptorach Vy9/V82 rozpoznają niebiałkowe m e
tabolity bogate w reszty fosforanowe (phosphorylated metabolites). Liczba tych
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komórek wzrasta z wiekiem, prawdopodobnie pod wpływem stymulacji przez po
wszechnie występujące ufosforylowane metabolity bakteryjne [17].

Dalsze badania prowadzone nad charakterem antygenu rozpoznawanego przez 
komórki y8 wykazały, iż mogą one rozpoznawać antygeny lipidowe (kwasy tłu
szczowe), nukleotydy, jak również antygeny o charakterze cukrów i peptydów 
[37,44]. W edług Janeway’a i Traversa istnieje też możliwość, iż komórki y8 roz
poznają nie sam antygen, lecz zmiany ekspresji białek powierzchniowych komórek 
np. nabłonka jelita, które mogą być wynikiem działania na komórkę rozmaitych 
czynników endogennych lub egzogennych, np. pochodzenia bakteryjnego [34].

Kolejnym zagadnieniem dotyczącym rozpoznania antygenu przez limfocyty yS 
jest sposób prezentacji antygenu tej grupie limfocytów. Limfocyty oc[3 rozpoznają 
antygen konwencjonalny łącznie z antygenami zgodności tkankowej M HC-I lub 
M HC-II [93]. W przypadku komórek y8 np. toksyna tężcowa może być rozpoznawana 
w kontekście antygenów MHC-II [43]. Niemniej jednak istnieje szereg doniesień 
mówiących o istnieniu odrębnej grupy molekuł zaangażowanych w prezentacji anty
genu limfocytom y8 T. Jest to tzw. klasa antygenów Ib zbliżonych pod względem 
budowy do antygenów MHC I, a która obejmuje u myszy molekuły Qa, TL oraz 
CDI [10,11,92]. Według niektórych autorów limfocyty y8 rozpoznają peptydy 
oraz inne substancje niskocząsteczkowe, takie jak węglowodany, kwasy tłuszczowe, 
właśnie w połączeniu z antygenami Ib [38].

Dość enigmatyczny pozostaje również problem przygotowania antygenu dla ko
mórek y8. Szereg badań wykazało, iż limfocyty yS mogą rozpoznawać antygeny, 
które nie uległy uprzedniemu przetworzeniu przez komórki prezentujące antygen 
(APC), a funkcję komórek prezentujących antygen mogą niekiedy pełnić również 
limfocyty Toc(3 [52,77,87,97].

Dla pełnej aktywacji limfocytów TyS , poza rozpoznaniem antygenu, niezbędne 
jest również uzyskanie drugiego sygnału pochodzącego z komórek APC, które 
odbywa się w drodze bezpośredniego kontaktu lub uwalnianych cytokin. Limfocyty 
yS mogą jednak rozpoznawać nie tylko antygen znajdujący się na powierzchni 
profesjonalnych komórek APC, ale również antygen zlokalizowany bezpośrednio 
na powierzchni patogenu. Sugeruje to, iż sygnały kostymulacyjne nie pełnią klu
czowej roli w aktywacji tej populacji komórek. Niektóre badania dowodzą, że istotną 
rolę w aktywacji komórek y8 w obwodowych narządach chłonnych pełni interakcja 
cząsteczek CD28 limfocytu i B7 komórki prezentującej antygen [78]. Z kolei inne 
badania wykazały aktywację limfocytów y8T u myszy z usuniętym genem kodującym 
molekułę CD28 (CD28-knock out mice) [75], co świadczy, że także inne cząsteczki 
mogą dostarczać drugiego sygnału omawianej populacji komórek. Zalicza się do 
nich między innymi molekuły CD43 oraz Thy-1 [8].

http://rcin.org.pl



162 M. SZCZEPANIK, B. PŁYTYCZ

4. AKTYWNOŚĆ BIOLOGICZNA LIMFOCYTÓW y5

Limfocyty a|3 pełnią rozmaite funkcje w zależności od posiadanych koreceptorów 
wiążących cząsteczki MHC-I (koreceptor CD8) lub M HC-II (koreceptor CD4). 
Limfocyty a(3 CD8+ są cytotoksyczne lub supresyjne w stosunku do komórek, 
na powierzchni których rozpoznały peptyd w kontekście białek M HC-I, natomiast 
limfocyty CD4+ pełnią funkcje pomocnicze w stosunku do komórek, na powierzchni 
których rozpoznały peptydy w kontekście białek MHC-II.

Limfocyty y8 stanowią bardzo heterogenną grupę komórek. Większość z nich 
to limfocyty podwójnie negatywne (CD4" CD8 ), a niewielki odsetek stanowią ko
mórki y8 CD4+ lub CD8+. Istnieją doniesienia, iż limfocyty y8CD4+ mają zdolność 
do produkcji cytokin i pełnią funkcję komórek pomocniczych przy bardzo niskiej 
aktywności cytotoksycznej [53]. Limfocyty y8 mogą wykazywać aktywność po
m ocniczą w odpowiedzi humoralnej [21,30,95].

W przypadku komórek y8 CD8+ oraz CD4"CD8" obserwowano stosunkowo niską 
produkcję cytokin przy wysokiej aktywności cytotoksycznej [53]. Komórki z re
ceptorem y8 wykazują także aktywność cytotoksyczną, która ulega nasileniu w 
obecności IL-2 [16]. Ponadto niektóre komórki y8 mają zdolność do m ediowania 
mechanizmu cytotoksyczności zależnej od przeciwciał (ADCC) [73].

Limfocyty y8 mają zdolność do produkcji i uwalniania licznych cytokin (między 
innymi IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, T N F-a, TNF-(3, TGF-(3, IFN-y oraz GM -CSF) 
[32,53,80], a niektóre populacje limfocytów y8 produkują też chemokiny. Komórki 
y8 IEL uwalniają limfotaktynę, która jest silnym chemoatraktantem dla populacji 
limfocytów Toc[3. Ponadto dendrytyczne limfocyty y8 w skórze myszy, oprócz lim- 
fotaktyny, wytwarzają takie chemokiny, jak: M IP -la , MIP-1(3 oraz RANTES [9].

Limfocyty y8 wykazują też aktywność immunoregulacyjną -  supresyjną oraz 
kontrasupresyjną. Wykazano, że komórki y8 wywierają działanie immunoregulacyjne 
na limfocyty Ta(3, limfocyty B, makrofagi, komórki NK, jak  również granulocyty 
[37]. Wyniki badań przeprowadzonych w licznych ośrodkach wykazują, iż limfocyty 
y8 mają zdolność do hamowania różnego typu odpowiedzi immunologicznej. Dzia
łanie supresyjne limfocytów y8 obserwowano zarówno w przypadku odpowiedzi 
humoralnej, jak i komórkowej [50,51,84,85]. Limfocyty te poza swym działaniem 
supresyjnym mogą również pełnić rolę komórek kontrasupresyjnych zarówno w 
odpowiedzi humoralnej (M. Szczepanik, w przygotowaniu), jak i komórkowej 
[1,2,22,66,67,86].

Dokładny mechanizm działania immunoregulacyjnego komórek y8 pozostaje 
nadal niejasny. Wyniki własnych badań (M. Szczepanik) wskazują, iż obserwowane 
zjawisko supresji reakcji nadwrażliwości kontaktowej przez limfocyty y8 może 
być choć po części wynikiem uwalniania IL-4 przez komórki T y8. Istnieją także 
doniesienia wskazujące na to, że limfocyty yS mogą wywierać swe działanie immu-
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noregulacyjne za pośrednictwem makrofagów [56]. Cytowane obserwacje o interakcji 
limfocytów y8 i makrofagów są zgodne z wynikami badań, które wskazują na 
udział komórek y5 T w regulacji syntezy cytokin przez makrofagi (Szczepanik 
i wsp. w przygotowaniu).

5. FUNKCJA LIMFOCYTÓW y8 W USTROJU

Funkcja limfocytów y8 w ustroju jest jeszcze słabo poznana. Ze względu na 
charakterystyczną lokalizację w skórze i błonach śluzowych, komórkom tym przy
pisuje się pełnienie funkcji ochronnej na granicy ustroju ze środowiskiem zew
nętrznym.

Dowodem na to, że komórki y8 pełnią istotną rolę w różnego rodzaju infekcjach, 
jest zwiększona liczba tych limfocytów w tkankach objętych procesem chorobowym. 
Zaobserwowano między innymi wzrost liczby komórek yö we krwi obwodowej 
pacjentów zakażonych Plasmodium falciparum  [10]. Obserwowano również silną 
ekspansję limfocytów y5 (dochodzącą do 45% wszystkich limfocytów T krwi ob
wodowej) u ludzi zakażonych Mycobacterium tuberculosis, Salmonella typhi, Bru
cella melitensis oraz Francisella tularensis [3,6,26,83].

W zrost liczby limfocytów yö zaobserwowano też w zakażeniach wirusowych, 
takich jak  AIDS, mononukleoza zakaźna oraz w modelu doświadczalnym zakażenia 
wirusem grypy [12,58,59,94]. Naciek komórkowy w skórze, obfitujący w limfocyty 
y5, obserwowano w przebiegu zakażenia Mycobacterium leprae oraz Leishmania 
[10,91].

Komórkom yö przypisuje się między innymi funkcję obronną w początkowej 
fazie zakażenia (pierwsze 3-4  dni infekcji), zanim dojdzie do rekrutacji antygenowo 
swoistych limfocytów T aß . Ponadto Ferric i wsp. [20] wykazali, iż komórki yö mogą 
być stymulowane do produkcji różnych cytokin, w zależności od rodzaju patogenu. 
I tak na przykład Listeria monocytogenes, będąca patogenem wewnątrzkomórkowym, 
stymuluje limfocyty yö do produkcji IFN-y. Odmiennie natomiast zachowują się 
komórki yÖ eksponowane na działanie pasożyta zewnątrzkomórkowego, jakim  
jest nicień Nippostrongylus brasiliensis, co przejawia się produkcją IL-4. Nasuwa 
się więc wniosek, że cytokiny produkowane przez limfocyty yö nie tylko ułatwiają 
eliminację patogenu, lecz także wytwarzają odpowiednie środowisko cytokinowe 
w początkowej fazie reakcji, partycypując w różnicowaniu naiwnych antygeno- 
wo-swoistych komórek CD4+ w limfocyty populacji TH1 lub TH2 [20]. Nie jest 
jeszcze rozstrzygnięte, czy ta sama subpopulacja limfocytów yö produkuje różne 
typy cytokin w zależności od rodzaju stymulacji antygenowej, czy też różne sub- 
populacje komórek yö w odmienny sposób reagują na różne rodzaje antygenów.
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Przypuszcza się również, że komórki y5pełnią funkcję nadzoru immunologicznego 
nad dynamicznie proliferującymi komórkami nabłonka eliminując w razie potrzeby 
komórki transformowane nowotworowo. Istnieje szereg doniesień klinicznych na 
temat udziału komórek yó w chorobach nowotworowych. I tak między innymi 
w wątrobie pacjentów z nowotworami żołądka, jelit oraz płuc obserwowano nacieki 
komórkowe, w których limfocyty yó stanowiły około 30% wszystkich komórek 
jądrzastych [57]. Jak dotąd dokładna rola komórek yó w procesie nowotworowym 
nie jest znana. Badania przeprowadzone na komórkach naciekających guz nowo
tworowy (TIL -  tumor infiltrating lymphocytes) wykazały natomiast, iż obecne 
tam limfocyty yó mają aktywność cytotoksyczną w stosunku do komórek nowotworu 
[41,100]. Inne badania przeprowadzone na zwierzętach wykazały iż limfocyty yÓ 
wywierają działanie supresyjne w stosunku do limfocytów cytotoksycznych zaan
gażowanych w odporności przeciwnowotworowej, co sprzyjało ucieczce komórek 
nowotworu przed atakiem układu odpornościowego [74]. Zatem limfocyty y5 mogą 
pełnić zarówno pozytywną (przeciwnowotworową), jak również negatywną (sprzy
jającą rozwojowi nowotworu) funkcję w procesie nowotworowym.

W zrasta też zainteresowanie rolą komórek yó w chorobach z autoagresji. Podczas 
licznych badań klinicznych stwierdzono obecność limfocytów y8 w płynie maziowym 
stawów pacjentów chorych na reumatoidalne zapalenie stawów [35,76]. Wyniki 
wielu badań sugerują również zaangażowanie limfocytów yó w procesie zapalnym 
toczącym się w trakcie stwardnienia rozsianego [4,19]. Ponadto obserwowano obe
cność autoreaktywnych limfocytów yó o aktywności cytotoksycznej w tarczycy 
pacjentów z chorobą Graves’a [13]. Inne badania przeprowadzone na limfocytach 
yó pacjentów z zespołem Sjôgren’a oraz cierpiących na toczeń układowy wykazały, 
że mogą one pełnić funkcję komórek pomocniczych dla limfocytów B w procesie 
tworzenia autoprzeciwciał [23,68].

Również badania na zwierzętach dowodzą zaangażowania komórek yó w za
każeniach pasożytniczych [72,89]. Odnotowano ich rolę w odpowiedzi na zakażenie 
wirusem białaczki [90] i w reakcji na eksperymentalnego brodawczaka (papillom a) 
bydła [42]. U świń zaobserwowano ich akumulację w miejscu eksperymentalnego 
odczynu zapalnego skóry [98].

6. PODSUMOWANIE

Limfocyty T o receptorach yÓ pojawiły się wraz z limfocytami T o receptorach 
oc(3 i limfocytami B dopiero u zwierząt kręgowych. U ssaków dojrzewają w on- 
togenezie wcześniej niż komórki a(3T i zasiedlają rozmaite narządy, co jest uw a
runkowane gatunkiem. Szczególnie dużo komórek T występuje u przeżuwaczy, 
a u człowieka i gryzoni jest ich stosunkowo niewiele. Część limfocytów yó rozpoznaje
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antygeny podobnie do komórek a(3 i prawdopodobnie wspomaga ich funkcję, na
tomiast część rozpoznaje antygeny nie będące peptydami (np. tłuszcze, wielocukry 
i ufosforylowane metabolity bakteryjne) nie przetworzone przez komórki prezen
tujące antygen i prezentowane przez niekonwencjonalne antygeny zgodności tkan
kowej. Być może część komórek y6 rozpoznaje antygeny wprost (np. wielocukry 
lub fragmenty białek HSP), a część reaguje na zmiany antygenów własnych komórek 
indukowane obecnością drobnoustrojów lub pod wpływem innych szkodliwych 
bodźców. Limfocyty y8 są zdolne do uwalniania rozmaitych cytokin i chemokin. 
Przynajmniej część z nich, strategicznie rozlokowana w skórze lub nabłonku jelita 
(na granicy środowiska zewnętrznego) i wyposażona w receptory dla najczęściej 
pojawiających się antygenów, wspomaga odporność nieswoistą oraz, wytwarzając 
odpowiednie środowisko cytokinowe, uczestniczy w inicjowaniu odporności ad
aptacyjnej z udziałem limfocytów a(3.
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ZNACZENIE PROTEASOM ÓW  
W PREZENTACJI ANTYGENÓW

T H E  R O L E  O F P R O T E A S O M E S  IN  A N T IG E N  P R E S E N T A T IO N

Cezary W ÓJCIK

Zakład Histologii i Embriologii, Instytut Biostruktury, Akademia M edyczna w
W arszawie

Streszczenie: Proteasomy 20 S są występującymi na terenie jądra komórkowego i cytoplazmy organel
lami odpowiedzialnymi za proteolizę większości białek komórkowych. Ekspresja trzech podjednostek 
proteasomów (LMP2, LMP7 i MECL1) ulega indukcji zależnej od interferonu y, co wpływa na spektrum 
peptydów generowanych przez zawierające je proteasomy (tzw. immunoproteasomy). Interferon y 
indukuje również ekspresję podjednostek a  i (3 aktywatora PA28 proteasomu, który przyłączając się do 
niego stymuluje proteolizę peptydów. Badania z użyciem specyficznych inhibitorów proteasomów 
doprowadziły do wniosku, że są one odpowiedzialne za wytwarzanie większości peptydów ulegających 
następnie transportowi do światła siateczki śródplazmatycznej przez układ transporterów TAP, gdzie 
łączą się z łańcuchem ciężkim MHC klasy I i p2 -mikroglobuliną.

Słowa kluczowe: proteasomy, prezentacja antygenów, wytwarzanie epitopów, transporter TAP, cząste
czki MHC klasy I, aktywator PA28

Summary: 20 S proteasomes are ubiquitous organelles, responsable for the degradation o f the overhel
ming majority of intracellular proteins. The expression o f three proteasome subunits (LMP2, LMP7 and 
MECL1) is induced by y-interferon. Incorporation of those subunits into proteasomes (i.e. the formation 
of immunoproteasomes) affects the spectrum of peptides generated by proteolytic degradation, y-inter- 
feron also induces the expression of the subunits a  and p o f the PA28 proteasome activator. PA28 
binding to the 20 S proteasome stimulates its proteolytic activities towards polypeptides. The use of 
specific proteasome inhibitors allowed to conclude, that the vast majority of the antigenic peptides 
produced in the cytoplasm is generated by the ubiquitin-proteasome proteolytic pathway. Originated 
in the cytoplasm, the antigenic peptides are bound to and transported to the endoplasmic reticulum lumen 
by a set o f TAP transporters. Once in the lumen, antigenic peptides associate with MHC class I heavy 
chain and p2 -microglobulin.

Key w ords: proteasomes, antigen presentation, epitope generation, TAP transporter, MHC class I, PA28 
activator
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WPROWADZENIE

Organizmy kręgowców wykształciły skomplikowane mechanizmy swoistej o- 
brony immunologicznej. Układ odpornościowy rozpoznaje za pomocą cząsteczek 
efektorowych unoszących się w płynach ustrojowych (odporność humoralna) lub 
znajdujących się na powierzchni wyspecjalizowanych komórek (odporność komór
kowa) epitopy (determinanty antygenowe) swoistych antygenów. W iększość anty
genów jest cząsteczkami różnorodnych białek (choć mogą to być kwasy nukleinowe, 
lipidy, polisacharydy itp.), które muszą zostać zaprezentowane komórkom układu 
odpornościowego przez komórki prezentujące antygen. W przypadku antygenów 
pozakomórkowych, takich jak: antygeny bakteryjne, komórki prezentujące antygen, 
stanowią wyspecjalizowaną grupę komórek, zdolnych do pobierania antygenu, jego 
trawienia w świetle struktur błoniastych i prezentacji w powiązaniu z cząsteczkami 
MHC klasy II [80]. Odmiennie niż antygeny zewnątrzkomórkowe, antygeny we
wnątrzkomórkowe, takie jak: antygeny wirusowe lub nowotworowe, są prezen
towane przez praktycznie wszystkie komórki organizmu w powiązaniu z cząs
teczkami MHC klasy I [54].

Znajdujące się w organizmie człowieka białka ulegają ciągłym przemianom, 
syntezie i degradacji. Degradacja białek pobranych przez komórki z środowiska 
zewnętrznego drogą fagocytozy odbywa się z udziałem bogatego zestawu enzymów 
proteolitycznych w przedziale endosomalnym i lizosomalnym. Jest to przedział, 
w którym generowane są peptydy ulegające następnie prezentacji w kontekście 
cząsteczek MHC klasy II. M ogą tam trafiać także białka cytoplazmatyczne w drodze 
autofagii lub trasportu w poprzek błon z udziałem specyficznych białek opiekuńczych, 
jednak znakomita większość białek cytoplazmatycznych, a także białka błonowe 
(np. w obrębie siateczki śródplazmatycznej) degradowane są przede wszystkim 
z udziałem proteasomu 20 S [56,113].

Obecnie uważa się, iż proteasomy odpowiedzialne są za generowanie znakomitej 
większości peptydów antygenowych, które następnie ulegają transportowi do 
światła siateczki śródplazmatycznej z udziałem transporterów TAP. W jej obrębie 
ulegają połączeniu z łańcuchem ciężkim MHC klasy I oraz p2-mikroglobulinątworząc 
dojrzałą cząsteczkę MHC klasy I, ulegającą następnie transportowi na powierzchnię 
komórki. W takiej postaci peptydy antygenowe w kontekście MHC klasy I są roz
poznawane przez receptory limfocytów T [40,98].

UKŁAD PROTEOLIZY ZALEŻNEJ OD UBIKWITYNY 
I PROTEASOMÓW

Białka wewnątrzkomórkowe ulegają ograniczonej proteolizie w obrębie cyto- 
plazmy, zanim ich fragmenty przedostaną się poprzez układ transporterów TAP
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do światła siateczki śródplazmatycznej, gdzie ostatecznie wiążą się z cząsteczkami 
MHC klasy I i są eksportowane na powierzchnię komórki. Główny układ pro
teolityczny w obrębie cytozolu tworzy system ubikwityny/proteasomów, poza tym 
występują tam niektóre inne proteazy, przede wszystkim zależne od jonów  C a2+ 
kalpainy. Inhibitory kalpain nie blokują jednak prezentacji antygenów zależnej od 
MHC klasy I, podczas gdy inhibitory proteasomów prowadzą do takiego efektu 
[86].

Białka, które ulegają degradacji z udziałem proteasomów, muszą wpierw zostać 
rozpoznane przez kaskadę enzymów układu ubikwitynującego białka (E l, E2, E3) 
i ulec ubikwitynacji. Oznacza to, iż do reszt £-aminowych lizyny danego białka 
zostaje przyłączona ubikwityna wiązaniem izopeptydowym. Ubikwityna jest nie
wielkim białkiem o masie cząsteczkowej 8 kDa. Do reszty e-aminowej lizyny już 
przyłączonej ubikwityny przyłączają się następne jej cząsteczki, tworząc łańcuch 
poliubikwityny. Łańcuch taki jest rozpoznawany przez elementy czapki 19 S pro- 
teasomu 26 S, który dokonywa degradacji wyznakowanego białka, uwalniając przy 
tym wolną ubikwitynę [17,47,110,113].

Proteasom 20 S jest organellą komórkową określaną przez biochemików także 
jako wielokatalityczny kompleks proteinaz (MPC -  multicatalytic proteinase com 
plex) występującą u wszystkich poznanych organizmów eukariotycznych, a także 
u Archeabacteria, o masie cząsteczkowej ok. 700 kDa. Jest on zbudowany z 
czterech równoległych pierścieni, dwóch zewnętrznych a  i dwóch wewnętrznych 
[3. Każdy z pierścieni składa się z siedmiu różnych podjednostek o masie czą
steczkowej od 21 do 32 kDa. U archeabakterii występuje tylko jeden rodzaj pod- 
jednostki a  i jeden (3, podczas gdy u ssaków znamy siedem genów dla podjednostek 
a  i dziesięć genów dla podjednostek [3 [7,14].

Rodziny a  i [3 podjednostek proteasomów pojawiły się bardzo dawno w ewolucji, 
przed rozdzieleniem się drzewa rodowego eukariontów i archeabakterii. Proteazy 
o sekwencji zbliżonej do sekwencji podjednostek a  spotyka się także u niektórych 
eubakterii [49], co świadczy o archaicznym pochodzeniu proteasomów. W przebiegu 
wczesnej ewolucji eukariontów nastąpił szereg duplikacji genów dla podjednostek 
proteasomów, z czego co najmniej dziewięć nastąpiło przed rozdzieleniem się zw ie
rząt i grzybów [51].

Proteasom 20 S wykazuje trzy główne aktywności enzymatyczne, mianowicie 
chym otrypsynopodobną, trypsynopodobną i hydrolizującą wiązania peptidylglu- 
tamylpeptydowe oraz dwie słabiej scharakteryzowane, hydrolizującą wiązania po 
małych obojętnych i rozgałęzionych resztach aminoacylowych. W odróżnieniu od 
pozostałych proteaz, które degradują białka do szeregu półproduktów, które ulegają 
dalszej degradacji w czasie trwania reakcji enzymatycznej, proteasomy charakte
ryzują się procesywnością, czyli generują z jednego białka substratowego ściśle 
określony zestaw peptydów, praktycznie nie ulegający już dalszej degradacji mimo 
przedłużania inkubacji [35].
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Proteasom 20 S może wiązać się z różnymi rodzajami białek modyfikującymi 
jego funkcje tworząc większe kompleksy. W powiązaniu z grupą białek o masach 
cząsteczkowych 25-112 kDa zwanymi czapką 19 S lub PA700 proteasom 20 S 
przekształca się w proteasom 26 S, który jest odpowiedzialny za przebiegającą 
ze zużyciem ATP degradację białek powiązanych z ubikwityną [15,60,85,123]. 
W  powiązaniu z aktywatorem PA28 proteasom 20 S tworzy kompleks, który wydajnie 
degraduje niewielkie polipeptydy [22,60,62].

Proteasomy degradują zarówno większość białek komórkowych o długim okresie 
półtrwania, jak i uczestniczą w regulacji szeregu procesów komórkowych przez 
szybką, kontrolowaną degradację odpowiednich białek, np. cyklin [115], inhibitorów 
kinaz zależnych od cyklin [116], produktów niektórych onkogenów czy też czyn
ników transkrypcyjnych lub ich regulatorów [113]. Uważa się obecnie, iż proteasomy 
są odpowiedzialne za generowanie peptydów ulegających prezentacji w kontekście 
antygenów MHC klasy I [67,100,121]. Ich znaczenie dla układu odpornościowego 
jest jednak daleko większe, gdyż uczestniczą one w regulacji takich procesów, 
jak: cykl komórkowy [117,118], apoptoza [114] czy aktywacja transkrypcji zależnej 
od N FkB [105].

Pierwsza wzmianka o możliwości udziału układu proteasomy/ubikwityna w pre
zentacji antygenów pochodziła z badań nad ekspresją białek wirusa krowianki z 
„dobudowaną” ubikwityną. Komórki produkujące te białka prezentowały je  efe
ktywniej cytotoksycznym limfocytom T niż komórki produkujące białka pozbawione 
ubikwityny [104].

Badania Rocka i współpracowników [63] wykazały, że komórki ze zmutowanym 
enzymem aktywującym ubikwitynę E l mają upośledzoną prezentację epitopów anty
genowych pochodzących z wstrzykniętej do nich owalbuminy w porównaniu z 
komórkami kontrolnymi. Co więcej, w przypadku wstrzykniętej do komórek (3- 
galaktozydazy, prezentacja pochodzących z niej epitopów antygenowych uległa 
wzmożeniu, gdy użyto białka o końcu aminowym zawierającym tzw. destabilizujące 
aminokwasy, powodujące szybkie rozpoznanie białka i jego degradację przez układ 
ubikwityny/proteasomów [36].

W ostatnich latach dokonano syntezy specyficznych inhibitorów proteasomów 
będących aldehydami peptydów [111] oraz wyizolowano antybiotyk laktacystynę, 
która specyficznie wiąże się z aktywnym miejscem podjednostek (3 proteasomu 
[29]. Aldehydy peptydów inhibują jednak w niewielkim stopniu także inne proteazy, 
głównie kalpainę [111], podczas gdy laktacystyna inhibuje lizosomalną katepsynę 
A [78]. Inhibitory te blokują produkcję peptydów antygenowych pochodzących 
z różnych antygenów, co interpretuje się jako wynik zablokowania aktywności 
proteolitycznej proteasomów [6,44,50,86,91,122]. Ostatnio jednak ukazała się praca 
dowodząca, że blok ten dotyczy tylko niektórych peptydów antygenowych i jest 
jedynie częściowy [109].
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Okazało się, że y-interferon po zadziałaniu na komórki hodowane in vitro zmienia 
spektrum aktywności proteolitycznej proteasomów 20 S, wzmagając aktywność 
chymotrypsynopodobną i trypsynopodobną, a osłabiając aktywność hydrolizującą 
wiązania peptidylglutamylpeptydowe [3,21,34]. Prowadzi to do powstawania wię
kszej ilości peptydów z końcami karboksylowymi hydrofobowymi lub zasadowymi, 
a więc takimi, jakie są zazwyczaj znajdywane w powiązaniu z MHC klasy I i 
jakie wybiórczo są wiązane przez układ transporterów TAP [45,65,83,103]. Oz
naczenia aktywności proteolitycznej wykonywane są w stosunku do krótkich sub- 
tratów, a produkty reakcji oznaczane są metodą diazotyzacji. Gdy jednak użyje 
się układu bardziej odpowiadającego sytuacji in vivo, to okazuje się, że y-interferon 
nie wpływa zupełnie na proteolizę białek zależną od ubikwityny i proteasomów 
26 S [3,21,34], powoduje jednak indukcję aktywatora PA28 [48,84]. Pojawiły się 
też prace donoszące o zmniejszeniu się aktywności chymotrypsynopodobnej pro
teasomów po zadziałaniu y-interferonem [10,107].

PODJEDNOSTKI PROTEASOMÓW REGULOWANE 
PRZEZ y-INTERFERON

W obrębie pierścieni a  i (3 wchodzących w skład proteasomów znajduje się 
po siedem podjednostek, które są jednakowe u archeabakterii, podczas gdy u eu- 
kariontów doszło drogą wielokrotnej duplikacji genów do ich dywersyfikacji. U 
drożdży występuje siedem genów podrodziny a  i siedem genów podrodziny [3, 
tak że każda podjednostka w danym pierścieniu a  lub [3 jest inna. Dalsze zróż
nicowanie nastąpiło u kręgowców, które mają aż dziesięć genów dla podjednostek 
(3, co jak okazało się, ściśle wiąże się z ewolucją układu odpornościowego [51].

W 1982 roku opisano duże kompleksy białkowe zawierające drobnocząstecz- 
kowe białka (LM P -  Iow molecular weight proteins), kodowane w obrębie grupy 
genów MHC klasy II, których ekspresja ulega indukcji zależnej od y-interferonu 
[68]. Po sklonowaniu genów LMP2 i LMP7 okazało się, że są one bardzo podobne 
do genów kodujących podjednostki (3 proteasomów. Podobnie jak wiele genów 
uczestniczących w funkcjach układu odpornościowego wykazują one duży poli
morfizm w populacji [66].

y-interferon powoduje indukcję ekspresji trzech podjednostek proteasomów zwa
nych LMP7, LM P2 i MECL1 (LMP 10), które zastępują konstytutywne podjednostki 
X (MB1, £, (35), Y (8, [3]) i Z (M CM , (39). Powoduje to prawdopodobnie opisaną 
wcześniej zmianę aktywności proteolitycznych proteasomów 20 S. W ymiana pod
jednostek odbywa się na poziomie indukcji i represji transkrypcji i nie dotyczy 
proteasomów zsyntetyzowanych przed zadziałaniem y-interferonu. Różne podjed
nostki są ponadto indukowane przez nieco inne stężenia interferonu y. Co ciekawe,
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a-interferon nie wywiera wpływu na ekspresję LMP7, LM P2 i M ECL 1, podczas 
gdy (3-interferon powoduje jedynie synergistyczny efekt wraz z y-interferonem na 
e k sp res ję  LM P2 i LM P7 nie zm ien ia jąc  eksp resji M ECL1 [3 ,4 ,8 ,1 0 ,1 2 ,- 
39,46,71,94,96,120]. Należy tu wspomnieć, iż próbowano działać na komórki linii 
RMA (limfoblasty T myszy) interleukiną 2 poszukując jej ewentualnego wpływu 
na skład podjednostkowy proteasomów. Interleukiną 2 nie powodowała wymiany 
podjednostek zależnych od interferonu y, ale wyraźnie wpływała na podjednostkę 
C8 powodując zmianę jej ruchliwości na żelach [94]. W ydaje się, że również inne 
cytokiny i limfokiny mogą oddziaływać na funkcję proteasomów, gdyż opisano 
aktywację proteasomów w miotubach pod wpływem interleukiny 6 [23].

Geny LMP2 i LM P7  pojawiły się u kręgowców ok. 600 milionów lat temu, 
choć zdania są podzielone, czy nastąpiło to jeszcze przed rozdzieleniem się drzewa 
rodowego szczękowców od bezszczękowców, czy po tym ważnym wydarzeniu 
ewolucyjnym [51,53,76]. Lokalizacja tych genów w obrębie zespołu genów MHC 
klasy II (6p21) wskazuje na ich udział w układzie odpornościowym kręgowców. 
U człowieka i u myszy występują dwa alternatywne pierwsze egzony w genie 
LMP7, które powstały wskutek wewnętrznej duplikacji przed rozdzieleniem się 
naczelnych i gryzoni, a więc co najmniej 100 milionów lat temu [51]. Stwierdzono 
u myszy po trzy różne allele LMP2 i LMP7, przy czym regiony polimorficzne 
występują na końcu karboksylowym tych białek [72]. Gen MECL1 nie występuje 
w obrębie MHC, lecz w grupie pięciu genów położonych na chromosomie 16q22.1 
[57]. Geny dla podjednostek X, Y i Z rozproszone są w różnych miejscach genomu 
ludzkiego (X -14q 11.2, Y 17p 13, Z - 9q34.11/12) [8,46]. Za powstaniem podjednostek 
regulowanych przez y-interferon drogą późniejszej duplikacji przemawia fakt, iż 
są one zdecydowanie podobne do swoich odpowiedników (X do LMP7 68%, Y 
do LMP2 57%, a Z do MECL1 63%), podczas gdy podobieństwo do innych pod
jednostek P jest o wiele mniejsze (15%) [100]

W szystkie trzy podjednostki proteasomów, ulegające indukcji przez y-interferon 
oraz podjednostki, które są przez nie zastępowane (X, Y i Z) mają aminoterminalną 
treoninę, która jest najprawdopodobniej miejscem aktywnym, jak wnosi się z badań 
mutagenezy u drożdży oraz badań nad wiązaniem się inhibitorów z proteasomami 
[29]. Podjednostki te powstają w formie niedojrzałej z dodatkową prosekwencją 
N-końcową, która następnie ulega odcięciu w procesie budowy proteasomu [89]. 
Pozostałe cztery podjednostki (3 ludzkiego proteasomu HC5, HC7, HC10 i HN3 
nie mają wolnej treoniny na końcu aminowym i są prawdopodobnie nieaktywne 
[29,119]. Zwraca się uwagę, iż konformacja prosekwencji podjednostek (36 i (37 
przypomina konformację kieszeni wiążącej antygen MHC klasy I [11].

Transfekcja komórek HeLa wektorem zawierającym gen LMP7 powoduje wzrost 
zawartości LMP7 oraz równocześnie wzrost aktywności chymotrypsynopodobnej

'Zgodnie z szeroko przyjętą konw encją nazw y białek pisane są normalną czcionką, a nazw y  
odpow iednich genów  kursywą.
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i trypsynopodobnej izolowanych proteasomów. Co więcej kotransfekcja LMP2 po
wodowała obniżenie aktywności hydrolizującej wiązania peptidylglutamylpeptydo- 
we [33]. Z kolei transfekcja tychże komórek X  powodowała obniżenie aktywności 
chymotrypsynopodobnej i trypsynopodobnej, a transfekcja Y wzrost aktywności 
hydrolizującej wiązania peptydylglutamylpeptydowe [32]. Odmienne wyniki do
starczyła grupa Kloetzela, transfekując komórki T2 pozbawione własnych kopii 
LMP  i TAP. Komórki transfekowane LM P2/7  wykazywały spadek aktywności 
chymotrypsynopodobnej proteasomów przy zmianie profilu produktów powstających 
z danego substratu [55]. Nie wiadomo natomiast nic jeszcze o wpływie wymiany 
podjednostki Z na MECL1 na właściwości enzymatyczne proteasomów. Co więcej, 
okazało się, że poprzednio uzyskane wyniki dotyczące LM P2 należy ponownie 
rozpatrzyć, gdyż wbudowywanie podjednostki MECL1 do proteasomów jest uza
leżnione od wbudowywania LMP2 i vice versa. Komórki pozbawione LMP2 i 
transfekowane MECL1 wykazują ekspresję dużej ilości mRNA MECL1, ale białko 
MECL1 nie ulega wbudowywaniu do proteasomów. W zajemne powiązanie ekspresji 
MECL1 i LMP2 tłumaczy też częściowo fakt, że gen MECL1 występuje poza 
kompleksem genów MHC klasy II [42].

Znaczenie podjednostek LM P2 i LMP7 dla prezentacji antygenów zostało za
kwestionowane, gdy komórki pozbawione dużego segmentu genów regionu MHC 
klasy II, w tym TAP  i LMP, transfekowano TAP1/2. Transfekcja ta wystarczała 
do przywrócenia pełnej zdolności do prezentacji antygenów w kontekście MHC 
klasy I [5,64,121,124]. Z kolei utworzenie myszy transgenicznych ze znokautowanym 
genem LMP2 i LM P7  wykazało, iż pochodzące od nich komorki mają obniżoną 
ekspresję MHC klasy I oraz upośledzoną prezentację antygenów wirusowych. Defekt 
był o wiele silniejszy w przypadku dysrupcji genu LM P7  niż w przypadku LMP2. 
Proteasomy uzyskane z transgenicznych myszy miały zmienione właściwości pro
teolityczne. Pomimo tych różnic w stosunku do myszy dzikich ilość limfocytów 
T i B we krwi obwodowej, rozmnażanie się i stan zdrowia transgenicznych myszy 
nie odbiegał od normy [28,95,108].

Stwierdzono, iż pewna linia chłoniaka T-komórkowego z defektywną prezentacją 
zależną od MHC klasy I antygenów wirusa grypy ma obniżone poziomy LMP2. 
Stymulacja y-interferonem powoduje wzrost ekspresji LMP2 i przywrócenie pra
widłowej prezentacji antygenów [90]. Podobnie, niektóre epitopy wirusowe wy
magają do swojej obecności LMP7 [13]. W ydaje się więc, że choć proteasomy 
pozbawione LMP2 i LMP7 są w stanie generować część, a może nawet większość 
peptydów ulegających prezentacji w powiązaniu z MHC klasy I, to przynajmniej 
do produkcji niektórych z nich lub do efektywnej produkcji pozostałych wymagana 
jest obecność podjednostek LM P2 i LMP7. W związku z tym proteasomy zawierające 
podjednostki LMP2 i LMP7 przywykło się nazywać dla odróżnienia immunopro- 
teasomami [99].
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Podjednostki proteasomów indukowane w tkankach przez y-interferon mają kon
stytutywnie wysoką ekspresję w grasicy oraz w węzłach chłonnych i śledzionie 
[26,96]. Być może występowanie immunoproteasomów w grasicy um ożliwia ne
gatywną selekcję tych limfocytów T, które rozpoznają peptydy generowane przez 
immunoproteasomy z własnych białek komórki. Zaburzenia ekspresji zależnych 
od y-interferonu podjednostek proteasomów mogłyby prowadzić do chorób autoim- 
munologicznych. Co ciekawe, zidentyfikowano allele LMP2, których występowanie 
sprzyja zapadnięciu na młodocianą postać zesztywniającego zapalenia stawów krę
gosłupa oraz reumatoidalnego zapalenia stawów [81,82]. Istnieją również donie
sienia o powiązaniu niektórych alleli LMP2 i LM P7  z cukrzycą insulinozależną 
[16].

Niektóre białka wirusowe oddziaływać mogą z elementami układu produku
jącego i dostarczającego peptydy antygenowe. Komórki zainfekowane adenowirusem 
12 (Ad 12) mają bardzo niską ekspresję antygenów związanych z MHC klasy I, 
co wiąże się z in vivo onkogennością tego wirusa. Embrionalne fibroblasty mysie 
zainfekowane A d l2  wykazują obniżoną ekspresję genów dla transporterów pep
tydów TAP oraz podjednostek proteasomów LMP2 i LMP7 [88]. Ponadto, ade- 
nowirus wytwarza białko E19 o masie 19 kDa, które po wbudowaniu w błonę 
siateczki śródplazmatycznej oddziałuje odcinkiem luminalnym z łańcuchem ciężkim 
MHC klasy I, podczas gdy odcinek cytoplazmatyczny jest rozpoznawany przez 
białka koatomerowe warunkujące transport wsteczny z sieci cA-Golgiego do siateczki 
śródplazmatycznej, a co za tym idzie, uniemożliwia to eksport cząsteczek MHC 
klasy I na powierzchni zainfekowanych komórek [30]. Wirus Epsteina-Barr w okresie 
latencji wytwarza białko EBN A -1, które zawiera sekwencje zapobiegające prezentacji 
antygenów, którym przypisuje się zdolność blokowania aktywności proteolitycznej 
proteasomów [58]. Ludzki cytomegalowirus wytwarza szereg białek kodowanych 
przez region US (unique short), które zapobiegają ekspresji MHC klasy I, pra
wdopodobnie przez łączenie się z łańcuchem ciężkim MHC klasy I i ukierunkowanie 
tego kompleksu na szlak degradacji zależny od ubikwityny i proteasomów [30].

AKTYWATOR PA28

PA28 zwany też aktywatorem 11 S został wyizolowany niezależnie przez grupę 
Rechsteinera [22] oraz grupę De Martino [62] jako heksamer o natywnej masie 
cząsteczkowej 180-200 kDa. Każda z podjednostek na SDS-PAGE miała masę 
28 kDa. Heksameryczne pierścienie PA28 wiążą się z obydwoma końcami pro- 
teasomu 20 S tworząc kompleks o kształcie piłki do futbolu amerykańskiego [37,60]. 
Proteasom 20 S z przyłączonym aktywatorem PA28 wykazuje zmienione właściwości 
katalityczne, mianowicie degraduje on znacznie szybciej niewielkie peptydy, choć 
nie jest w stanie degradować długich polipeptydów i białek, nawet jeśli są one 
zdenaturowane lub związane z poliubikwityną. Ponieważ związanie się PA28 z
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proteasomem 20 S powoduje zarówno wzrost Vmax, jak i zmniejszenie się stałej 
Michaelisa, jest on pozytywnym efektorem allosterycznym proteasomu 20 S [22,62].

Dokładna analiza PA28 wykazała, że nie składa się on z sześciu jednakowych 
podjednostek, jak pierwotnie przypuszczano [62], lecz z dwóch różnych białek 
o podobnej budowie (47% homologii) i masie cząsteczkowej 28 kDa każde [22,69]. 
Podjednostki te zostały odpowiednio nazwane PA28oc i PA28(3 [1]. Układają się 
one naprzemiennie tworząc heteropolimer PA 28(a)3((3)3 w kształcie pierścienia 
[2,92]. W iąże się on z pierścieniami a  proteasomu 20S przez C-końcowe domeny 
białek PA28 [62,92]. Białka P A 28a i PA28p myszy i człowieka są odpowiednio 
w 92% i 91% identyczne [52].

Komputerowa analiza sekwencji P A 28a i (3 oraz jej porównanie z bazami danych 
wykazało, iż są one wysoce homologiczne (40%) z opisanym wcześniej białkiem
0 nazwie antygen Ki [1,75]. Antygen Ki opisano po raz pierwszy jako jądrowy 
antygen, przeciwko któremu występują przeciwciała w surowicy 12% pacjentów 
z toczniem rumieniowatym układowym [101]. PA 28a zawiera sekwencję bogatą 
w lizynę i kwas glutaminowy zwaną motywem KEKE. Sekwencja ta jest obecna 
także w niektórych podjednostkach proteasomu 20 S i czapki 19 S. Jest ona bardzo 
hydrofilowa i prawdopodobnie uczestniczy w oddziaływaniach między białkami 
[1,84]. Gen PA28a został wcześniej sklonowany i nazwany IGUP 1-5111, jako 
główny gen, którego ekspresja ulega indukcji przez y-interferon w ludzkich kera- 
tynocytach [48].

Immunoprecypitacja proteasomów z użyciem przeciwciał antyproteasomalnych 
wykazała, iż w immunoprecypitacie znajduje się również antygen Ki. Świadczy 
to o tym, iż najprawdopodobniej antygen Ki asocjuje z proteasomami in vivo. Białko 
to o MR 31 kDa ulega oczyszczaniu na kolumnie z Q-sefarozy wraz z PA28oc
1 [3. W związku z powyższym Tanaka i wsp. zaproponowali, aby nazywać antygen 
Ki PA28y [98].

Immunoprecypitacja z użyciem anty-PA28(3 koprecypitowała wraz z P A 28a także 
PA28(3 i vice versa, natomiast immunoprecypitacja z użyciem anty-PA28y nie ko
precypitowała ani PA 28a, ani (3, co sugeruje, że PA28y prawdopodobnie tworzy 
homopolimerPA28(y)6, który następnie może asocjować z proteasomem 20S [92,98].

Rekombinowany PA 28a stymuluje in vitro aktywność chymotrypsynopodobną 
proteasomu względem chromogennego peptydu Suc-LLVY-MCA, podczas gdy 
PA28[3 nie wywiera żadnego wpływu. Jeżeli jednak użyć mieszaniny P A 28a i 
[3, to aktywacja proteasomu następuje już przy niewielkich stężeniach PA28oc, choć 
maksymalny zakres aktywacji nie ulega zmianie, co sugeruje, iż PA28[3 w jakiś 
sposób oddziałuje z proteasomem i PA28ot zwiększając ich powinowactwo. Re
kombinowany PA28ynie wywiera wpływu na aktywność proteolityczną proteasomu 
ani sam, ani w obecności PA 28a i/lub [3 [92,98].

Badania genomu myszy metodą Southern blotting sugerują, że geny PA28a i 
PA28b występują prawdopodobnie w wielu kopiach, podczas gdy Ki pod postacią
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pojedynczego genu. Z kolei Northern blotting wykazał, że w odróżnieniu od PA 28a 
i PA28(3, Ki (PA28y) występuje pod postacią dwóch transkryptów. PA28oc, PA28[3 
i Ki ulegają ekspresji we wszystkich badanych tkankach, przy czym jest ona najwyższa 
w płucach, śledzionie, grasicy i jądrze, a najniższa w mózgu, ale ekspresja po
szczególnych białek z tej grupy nie jest dokładnie na jednakowym poziomie [52]. 
U człowieka geny PA28a  i /M28(3 występują w pobliżu siebie na chromosomie 
1 4 q ll.2 . Ulegają transkrypcji pod postacią pojedynczego mRNA o wielkości 0,9 
kb każde. Gen Ki (PA28y) jest z kolei zlokalizowany w regionie 17q21.32-33 i 
ulega transkrypcji pod postacią jednego rodzaju mRNA o długości 2,5 kb, z długim 
niekodującym regionem 3’ [98].

y-Interferon powoduje wzrost ekspresji P A 28a i (3 w hodowanych in vitro 
komórkach różnych linii [1,48,52,84]. Ekspresja PA28y również ulega stymulacji 
jednak mniejszej i efekt interferonu y jest jedynie czasowy [1,52]. Zasugerowało 
to możliwy udział PA28 w prezentacji antygenów. PA28 nie wiąże się wybiórczo 
z proteasomami zawierającymi LMP7/LMP2, ale powiązaniu się z proteasomami 
zdecydowanie zmienia profil peptydów będących produktem degradacji danego 
białka. Być może więc, prowadzi on do zwiększenia spektrum peptydów gene
rowanych z danego białka przez komórki prezentujące antygen [38,41].

Proteasom 20 S generuje głównie peptydy, które uległy pojedynczemu rozszcze
pieniu, podczas gdy w połączeniu z PA28 generuje głównie peptydy, które powstały 
wskutek dwóch rozszczepień proteolitycznych oryginalnego polipeptydu. Degradacja 
in vitro białka pp89 cytomegalowirusa oraz kinazy JAK 1 w obecności PA28 prowadzi 
do produkcji głównych ligandów MHC oraz ich prekursorów. Dowodzi to, iż PA28 
zmienia mechanizm proteolizy w proteasomach prowadząc do powstawania do
minujących epitopów dla komórek T [18].

Powyższe wnioski zostały potwierdzone badaniami in vivo na fibroblastach 
mysich transfekowanych PA28a, które znacznie lepiej prezentowały antygen pp89 
CMV cytotoksycznym limfocytom T, podobnie jak po stymulacji y-interferonem. 
Również uległa zwiększeniu prezentacja nukleoproteiny wirusa grypy [39]

PRODUKCJA PEPTYDÓW ANTYGENOWYCH

Jak już wspomniano na początku tego artykułu, proteasomy wykazują co najmniej 
pięć aktywności proteolitycznych i są w związku z tym zdolne do generowania 
szerokiego spektrum peptydów z pojedynczego białka ulegającego degradacji. Wśród 
peptydów powstających z danego białka będącego antygenem, znajdują się również 
takie, które są wybiórczo transportowane przez układ TAP1/2 do światła siateczki 
śródplazmatycznej i tam są wiązane z łańcuchem ciężkim MHC klasy I oraz [3->- 
mikroglobuliną stabilizując dojrzałą cząsteczkę MHC klasy I, ulegającą eksportowi

http://rcin.org.pl



ZNACZENIE PROTEASOMÓW W PREZENTACJI ANTYGENÓW 181

na powierzchni komórki, gdzie prezentuje ona dany epitop antygenowy komórkom 
immunologicznie kompetentnym [54].

W układzie in vitro oczyszczony proteasom 20 S jest w stanie wytworzyć 
peptydy antygenowe z białek, takich jak: [3-galaktozydaza i owalbumina [19]. Co 
więcej, w przypadku owalbuminy proteasom generował wybiórczo peptyd będący 
głównym ligandem MHC klasy I, mianowicie Ova 257-264, podczas gdy epitop 
subdominujący Ova 55-62 ulegał w większości rozkładowi [73,74]. Z białka ją 
drowego wirusa grypy typu A, proteasomy 20 S produkują peptyd immunodo- 
minujący NP 383-391 specyficznie wiążący się z cząsteczkami HLA-B27 [97].
0  wytwarzaniu peptydów antygenowych w przypadku danego białka wirusowego 
może decydować różnica jednego aminokwasu w sekwencji [77].

W przypadku użycia jako substratu syntetycznego 25-aminokwasowego poli- 
peptydu zawierającego sekwencję białka IE pp89 mysiego cytomegalowirusa okazało 
się, że główny peptyd antygenowy stanowił jedynie niewielką frakcję produktów 
powstających z rozkładu tego polipeptydu. Użycie zamiast zwykłych proteasomów 
immunoproteasomów dawało odmienne spektrum peptydów końcowych, a peptyd 
immunodominujący był produkowany z nieco lepszą wydajnością [10]. Podobny 
obraz uzyskano w przypadku antygenowego peptydu pochodzącego z produktu 
onkogenu Akt. Ilość specyficznego immunodominującego peptydu zwiększyła się, 
gdy do mieszaniny inkubacyjnej dodano oczyszczonego aktywatora PA28 [100]. 
Inne badania zdają się jednak zaprzeczać różnicy pomiędzy immunoproteasomami 
a proteasomami bez LMP2 i LMP7. Gdy jako substratu użyto łańcucha B insuliny
1 porównano spektrum peptydów produkowanych przez proteasomy i immunopro- 
teasomy, okazało się, że brak było pomiędzy nimi różnic, choć użyte do badań 
proteasomy pochodzące z dzikiej i zmutowanej (delecja LMP2/7) linii T-limfo- 
cytamej różniły się aktywnością w stosunku do prostych substratów fluorogenicznych 
[24].

Z powodów technicznych trudno jest oznaczać produkty generowane przez pro
teasom 26 S odgrywający in vivo główną rolę w degradacji substratów skoniu- 
gowanych z ubikwityną. Analiza produktów degradacji dekarboksylazy omitynowej, 
białka, które jest degradowane przez proteasom 26 S bez potrzeby koniugacji z 
ubikwityną (uczestniczy w tym inne białko, tzw. antyzym [70]), wykazała produkcję 
szerokiego spektrum peptydów, w tym takich, które odpowiadają kryteriom ligandów 
dla MHC klasy I [102]. Utlenioną i zdenaturowaną mocznikiem owalbuminę in- 
kubowano w lizacie limfocytów, co prowadziło do degradacji antygenu i powstawania 
epitopu SIINFEKL rozpoznawanego w kontekście H-2Kb przez cytotoksyczne lim
focyty T. Degradacji antygenu i powstawaniu tego epitopu można było zapobiec 
usunięciem ATP lub dodaniem metylowanej ubikwityny do mieszaniny inkubacyjnej, 
co świadczy o roli układu ubikwitynowania białek i proteasomu 26 S w generacji 
peptydów antygenowych [9].
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Obecnie wydaje się, że proteasomy (zarówno te bez podjednostek indukowanych 
przez y-interferon, jak i te, które je zawierają, czyli immunoproteasomy) generują 
większość peptydów ulegających następnie translokacji do siateczki śródplazmaty- 
cznej i łączeniu z cząsteczkami MHC klasy I. Ukazał się jednak ostatnio artykuł 
podważający tę teorię. Badano mianowicie produkcję różnorodnych peptydów anty
genowych w komórkach L929 poddanych działaniu inhibitorów proteasomów za
równo laktacystyny, jak i z grupy peptydyl aldehydów. Wpływ tych inhibitorów 
okazał się bardzo zróżnicowany, prezentacja niektórych peptydów uległa ograni
czeniu, podczas gdy innych nie uległa zmianie. Pod ich wpływem ekspresja (32- 
mikroglobuliny oraz łańcuchów a  cząsteczek MHC klasy I produkowanych z 
odpowiednich plazmidów uległa obniżeniu, ale nie miały one wpływu na ekspresję 
endogennych cząsteczek Kk i Dk. Te wyniki można częściowo tłumaczyć zabu
rzeniem recyrkulacji cząsteczek MHC [109].

W  warunkach patologicznych, kiedy w obrębie komórek pojawia się dużo anty
genów (infekcja wirusowa, transformacja nowotworowa), funkcję proteasomów 
przejmują wyspecjalizowane immunoproteasomy (proteasomy z podjednostkami 
indukowanymi przez y-interferon). Aktywowane limfocyty T i/lub NK wydzielają 
y-interferon, który indukuje w komórkach ekspresję podjednostek LMP2, LMP7 
i MECL1 proteasomów oraz podjednostek a  i (3 aktywatora PA28. Immunopro
teasomy są najprawdopodobniej w jakiś sposób bardziej zdolne do produkcji od
powiednich peptydów antygenowych niż zwykłe proteasomy, np. przez zmianę 
specyficzności hydrolizowanych wiązań lub/i przyspieszenie szybkości generowania 
peptydów antygenowych. Dodatkowo, indukowany przez y-interferon aktywator 
PA28 również zmienia spektrum peptydów generowanych przez proteasomy, przy
stosowując je  bardziej do potrzeb układu transporterów i cząsteczek MHC klasy 
I. Ponieważ jednak proteasom powiązany z PA28 nie jest w stanie degradować 
białek i dużych polipeptydów, odgrywa on zapewne rolę w końcowej obróbce po- 
lipeptydów generowanych przez proteasom 26 S. Nic jednak nie wiadomo, jak 
do tej pory o ewentualnym wpływie y-interferonu na ekspresję białek kompleksu 
czapki 19 S, która w powiązaniu z proteasomem 20 S wytwarza proteasom 26 
S. Generowane przez proteasomy peptydy antygenowe muszą dostać się do trans
portera TAP1/2 bez narażenia na działanie obecnych na terenie cytoplazmy eg- 
zopeptydaz i oligopeptydaz. Nie są dokładnie znane mechanizmy, jakie temu 
zapobiegają, ale w grę może wchodzić albo asocjacja proteasomów z transporterami 
TAP, albo udział pośredniczących białek opiekuńczych hsp70/90 [83,93]. Peptydy, 
które dostają się do światła siateczki śródplazmatycznej i wiążą się z cząsteczkami 
MHC klasy I, mogą ulegać dodatkowym modyfikacjom polegającym na ograniczonej 
proteolizie reszt aminoacylowych końca aminowego. Proteoliza ta może zachodzić 
bezpośrednio w świetle siateczki śródplazmatycznej [27] albo w obrębie uformo
wanych pęcherzyków wydzielniczych lub na powierzchni komórek [25,59].
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UKŁAD TRANSPORTERÓW TAP

Badania nad liniami komórek o upośledzonej prezentacji antygenów w kontekście 
MHC klasy I doprowadziły do izolacji dwóch genów określanych obecnie jako 
TAP] i 2 (Transporter Associated with Peptide processing), znanych wcześniej 
pod nazwami PSF\ i 2 (Peptide Supply Factor), Ham 1 i 2 (Histocompatibility 
Antigen Modifier) oraz RING4 i 11 (Really Interesting New Gene). Geny TAP 
1 i 2 są polimorficzne, kodowane w regionie MHC klasy II i wykazują do siebie 
duże podobieństwo. Białka TAP mają kasetę łączącą ATP oraz kilka odcinków 
przezbłonowych. Koprecypitacja z użyciem specyficznych przeciwciał wskazuje 
na to, iż asocjują one ze sobą, tworząc heterodimer, choć ich dokładna topologia 
nie jest jeszcze poznana. W komórce transportery TAP 1/2 lokalizują się w obrębie 
błon siateczki śródplazmatycznej i sieci cis Golgi [45,79].

Myszy transgeniczne ze znokautowanym genem TAP1 mają upośledzoną pre
zentację antygenów w kontekście MHC klasy I, a w ich krwi obwodowej brak 
jest limfocytów T CD4’8+ [108]. Odpowiednikiem tego fenotypu u ludzi są mutacje 
genu TAP1 występujące u niektórych pacjentów z wrodzonym upośledzeniem od
porności. Badania in vitro z użyciem pęcherzyków mikrosomalnych wykazały, że 
białka TAP łączą peptydy, zwłaszcza mające reszty hydrofobowe na końcach kar
boksylowych, a następnie katalizują ich translokację w poprzek błon z udziałem 
hydrolizy ATP. Większość peptydów transportowanych przez TAP ma od 8 do 
14 reszt aminoacylowych, choć niektóre mogą mieć nawet 24 reszty [45,65,100].

Peptydy antygenowe przyczepiają się zapewne do cząsteczek TAP w dwóch 
miejscach, na końcu karboksylowym (stąd wymóg reszty hydrofobowej, ewentualnie 
naładowanej dodatnio) oraz trzema ostatnimi resztami na końcu aminowym (prolina 
w pozycji przedostatniej destabilizuje wiązanie z TAP, choć jest faworyzowana 
przez większość alleli HLA-B). Pomiędzy tymi dwoma grupami wiążącymi z czą
steczką TAP mogą znajdować się dowolne aminokwasy, stąd pochodzi sztywny 
dolny limit długości peptydów antygenowych, warunkowany odległością pomiędzy 
miejscami wiążącymi, podczas gdy górny limit długości peptydu antygenowego 
jest mniej wyraźny, gdyż łańcuch polipeptydowy może się odpowiednio wygiąć, 
by przystosować się do wiązania z TAP [106]. Wyniki badań oraz dane kliniczne 
wskazują więc, że generowane w cytoplazmie peptydy dostają się w obręb siateczki 
śródplazmatycznej z udziałem transporterów TAP, by następnie łączyć się z łań
cuchem ciężkim MHC klasy I oraz [Ł-mikroglobuliną w dojrzałą cząsteczkę.

Podobnie jak w przypadku innych genów kodowanych w regionie MHC klasy 
II, ekspresja TAPI i TAP2 ulega silnej indukcji przez y-interferon. W sześć godzin 
po zadziałaniu tej cytokiny na komórki śródbłonka dochodzi do dwudziestokrotnego 
wzrostu zawartości mRNA TAP1 i dziesięciokrotnego wzrostu zawartości mRNA 
TAP2. Wzrostowi ekspresji genów transporterów dla peptydów towarzyszy wzrost
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efektywnej zdolności transportowania peptydów antygenowych w poprzek błon sia
teczki śródplazmatycznej [61].

Ekspresja antygenów związanych z MHC klasy I może ulec zablokowaniu przez 
interakcję specyficznego białka wirusowego z transporterem TAP. Białko ICP47 
wirusa opryszczki ludzkiej (HSV) typu 1 i 2 zapobiega w ten sposób prezentacji 
antygenów wirusowych, jednak blok ten można obejść przez zwiększoną ekspresję 
TAP w komórce [31].

ZAKOŃCZENIE I PERSPEKTYWY NA PRZYSZŁOŚĆ

Zależna od y-interferonu indukcja nowych podjednostek proteasomów (LMP2, 
LMP7 i MECL1) powoduje pojawienie się w komórkach immunoproteasomów 
o zmienionym składzie podjednostkowym i zmienionych aktywnościach proteoli
tycznych. Immunoproteasomy są w stanie generować ze zwiększoną efektywnością 
peptydy wybiórczo przenoszone przez transportery TAP i wiązane przez MHC 
klasy I. Choć indukcja nowych podjednostek proteasomów przez y-interferon jest 
szybka, to immunoproteasomy stanowią jedynie część całkowitej populacji pro
teasomów komórki poddanej działaniu tej cytokiny ze względu na długi półokres 
trwania już istniejących proteasomów. Końcowym efektem jest więc znaczna dy
wersyfikacja peptydów produkowanych z endogennych antygenów, gdyż czynią 
to zarówno immunoproteasomy, jak i proteasomy pozbawione indukowanych przez 
y-interferon podjednostek [20,40,100]. Możliwe też jest, że istnieją także proteasomy 
o pośredniej budowie, zawierające tylko niektóre z trzech jednostek indukowanych 
przez y-interferon. Takie proteasomy prowadziłyby do dalszego zróżnicowania pro
dukowanych przez nie peptydów [12]. Różnorodność form proteasomów prowadząca 
do zwiększenia różnorodności produkowanych przez nie peptydów w zależności 
od potrzeb fizjologicznych nazwano ich adaptacją molekularną [99,100]. In vivo , 
w komórkach poszczególnych tkanek organizmu występują zarówno im munopro
teasomy, jak i proteasomy pozbawione podjednostek indukowanych przez y-in
terferon. Praktycznie czystą populację immunoproteasomów można otrzymać ze 
śledziony, a populację pozbawioną LMP2, LMP7 i M EC L1 z przysadki [26]. Obecnie 
poznano już budowę proteasomów na poziomie molekularnym z rozdzielczością 
2,4 A, co niewątpliwie ułatwi dokładniejsze poznanie ich funkcji [43]. Dysponujemy 
także specyficznymi inhibitorami proteasomów [29,112] oraz ich aktywatorami [113]. 
Te ostatnie mogą okazać się środkami wybiórczo wzmagającymi ekspresję antygenów 
związanych z MHC klasy II o potencjalnym zastosowaniu terapeutycznym. Również 
inhibitory proteasomów mogą być użyte do celów klinicznych, prowadzone są ba
dania nad ich użyciem jako leków przeciwzapalnych i przeciwnowotworowych 
[87]. W najbliższych latach będziemy zapewne świadkami dalszych odkryć zwią
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zanych z tymi niedawno poznanymi organellami, jakimi są proteasomy i ich rolą 
w prezentacji antygenów.
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Streszczenie-. K onieczność ustalenia biologicznych prawidłowości, oraz zrozumienia patomechanizmów  
zaburzeń chorobowych wym ógł zastosowanie coraz dokładniejszych badań ilościowych zjawisk biolo
gicznych. Badania morfometryczne, szczególnie w ośrodkowym układzie nerwowym, dzięki wprowa
dzeniu m etod gw arantujących otrzym anie prawidłowych w yników z n iew ielk im , znanym  i 
akceptowalnym błędem dają podstawę do lepszego poznania budowy i funkcjonowania tej struktury. 
Niniejsze opracowanie stanowi krótki przegląd niektórych metod stereologicznych, które powinny być 
zastosowane do badań morfologicznych.

Stówa kluczow e: stereologia, morfometria, metody

Abstract: Since 1984 new stereological techniques have been widely used for measuring and counting 
objects, especially in central nervous system. New quantitative studies consist of design-based approach, 
uniform (systematic) random sampling, unbiased measure in reality (3-D space), and estimation o f the 
coefficient o f error. The aim o f the new stereological design is to obtain the enough amount o f unbiased 
information at a given effort. Methods o f counting the object’s, and measuring of their volume include: 
fractionator, optical disector and Cavalieri’s estimation of the objects volume. Using o f above mentioned 
methods can give an unbiased, comparable results independent on the researchers’ group. This work is 
designed for those who want to obtain in easy way true results by means of modern stereological 
techniques.

Key words: stereology, morphometry, methods

*Praca finansowana w ramach funduszy statutowych S T -1 1
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Zastosowanie analizy ilościowej w nowoczesnych metodach badawczych nakłada 
obowiązek wprowadzenia określonych zasad, które pozwalają na otrzymanie wy
ników obciążonych jak najmniejszym błędem. Zasady te obowiązują na wszystkich 
etapach pracy badawczej -  począwszy od postawienia celu pracy, właściwego za
planowania eksperymentu, wykonania badań pilotowych, oceny błędów uzyskanych 
wyników, przeprowadzenia eksperymentu oraz analizę wyników i wyciągnięcie 
wniosków. Przeprowadzając badania ilościowe musimy pamiętać, że celem jest 
uzyskanie wyniku opisującego obiekt (narząd) przestrzenny, trójwymiarowy, podczas 
gdy wykorzystujemy jedynie dwuwymiarowe próbki badanego narządu (np. preparaty 
histologiczne, obrazy otrzymane z tomografii komputerowej lub magnetycznego 
rezonansu jądrowego). Przekształcenie danych ilościowych opartych na dwuwy
miarowym obrazie w rzeczywiste dane opisujące badany obiekt trójwymiarowy 
jest przedmiotem dziedziny badawczej określanej jako stereologia. W piśmiennictwie 
polskim brak jest podręczników opisujących teoretyczne założenia, jak i praktyczne 
użycie nowoczesnych metod stereologicznych. Użycie ich, w świetle wytycznych 
dla autorów zamieszczanych przez renomowane periodyki, stało się koniecznością 
[2 , 11].

Planując eksperyment powinniśmy wziąć pod uwagę dwa podstawowe założenia: 
osiągnięcie jak najmniejszego błędu wyniku oraz zmniejszenie pracochłonności za
stosowanej metody. Na błąd estymacji (oceny), jaki możemy popełnić, składa się: 
błąd wynikający z precyzji pomiaru (zależny od dokładności urządzenia, jakie sto
sujemy) oraz błąd związany z samą metodą badawczą (sposobem pomiaru). Esty
m acja w artości średniej na podstaw ie  naw et n ieskończenie w ielkiej próby 
estymatorem obciążonym nieznanym dla nas błędem doprowadzi do nieprawid
łowego wyniku, podczas gdy metoda oparta na znacznie mniejszej próbie, ale ob
ciążona znanym i możliwym do określenia błędem przybliży nas do rzeczywistego 
wyniku, a wyliczalny błąd tego przybliżenia osiągnąć może wartości mniejsze od 
5%.

Jest rzeczą oczywistą, że nie jest możliwe zbadanie całych struktur. Zmusza 
nas to do zastosowania próbkowania, które powinno być przeprowadzone we wła
ściwy sposób. Podstawowym warunkiem, który powinien być spełniony przy wy
bieraniu próbki z przestrzeni trójwymiarowej, jest, aby każdy element badanej 
struktury, zawierający interesujące nas obiekty, miał jednakowe szanse na stanie 
się elementem próby. Aby to osiągnąć, możemy zastosować dwa sposoby prób
kowania -  podwójne losowe (ang. random random sampling) i systematycznie 
losowe (ang. systematic random sampling) [2; 6]. W badaniach biologicznych 
bardziej korzystnym sposobem próbkowania ze względu na fakt osiągania stosun
kowo niewielkiej wariancji [16, 18] jest systematycznie losowe próbkowanie. Jego 
istotą jest stwierdzenie, że próbę naszą stanowić będzie ustalona część populacji 
(l/m ). Z tabeli liczb losowych wybieramy dowolną liczbę r w zakresie od / do
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

RYSUNEK 1. Systematyczne losowe próbkowanie

ni, a następnie rozpoczynając od elementu r odrzucamy kolejne m elementów, 
tak że osiągamy próbkę składającą się z elementów: r, r+ m, r+ 2ni, ... .

Zasadę próbkowania systematycznie losowego wyjaśnia poniższy przykład (rys. 
1). Aby wybrać szóstą część populacji (l/m )  składającej się z 20 elementów, wy
bieramy losowo (najlepiej z tablicy liczb losowych) taką liczbę /•, aby była ona 
mniejsza od 6 (m), na przykład 4 (jest to nasz pierwszy element) i wybieramy 
kolejne elementy: 4+6, 4+12.

Powyższą zasadę próbkowania systematycznie losowego możemy stosować na 
każdym szczeblu próbkowania począwszy od wybrania bloków tkankowych, przez 
wybór skrawków histologicznych, a skończywszy na doborze pól testowych. Otrzy
mujemy hierarchiczny układ próbek (wybranie określonej próbki z wyższego po
ziomu próbkowania niejako determinuje wybór z poziomu niższego). Zastosowany 
jednak sposób próbkowania, przez zależność kolejnych elementów próby od wyboru 
pierwszego elementu, wymaga od nas modyfikacji wzoru na obliczenie błędu sza
cowania wartości średniej. Wartość średnia danego parametru, jaką otrzymujemy 
z próby losowej, obciążona jest ściśle określonym błędem. Aby ocenić jego wielkość, 
należy posłużyć się tzw. współczynnikiem błędu (CE; ang. coefficient o f  error) 
określającego „dokładność” wyznaczenia wartości średniej. Dla niezależnych od 
siebie obserwacji (próbkowanie podwójnie losowe ang. ranclom random sampling), 
kiedy pobranie kolejnego elementu próby nie zależy w żaden sposób od pobrania 
poprzedniego lub kiedy mamy do czynienia tylko z jednym  próbkowaniem, współ
czynnik błędu oblicza się w następujący sposób [5]:

gdzie: SD  -  odchylenie standardowe z próby, SE  -  błąd standardowy średniej,
C V  -  współczynnik zm ienności, x  -  średnia z próby, n -  liczebność próby.

Przy takim sposobie próbkowania wariancja (kwadrat odchylenia standardowego) 
będąca m iarą rozproszenia wartości wokół wartości średniej zależy jedynie od li
czebności próby.

Dla próbkowania systematycznie losowego (ang. systematic random sampling),
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kiedy pobranie kolejnego elementu próby na kolejnym poziomie próbkowania zależy 
od pobrania poprzedniego (wybranie skrawków histologicznych z uprzednio w y
branych „plastrów”) sposób obliczenia wariancji, jak również i współczynnika błędu 
jest nieco bardziej skomplikowany. Należy się tu posłużyć uogólnionym wzorem 
zaproponowanym przez Gundersena i Osterby’ego [7]:

(2) O Sj = S j + ~ l~ O S j  
J J nH  J

9 9
gdzie: O Sj -  obserwowana wariancja na y-tym poziom ie próbkowania, S j -  rzeczyw ista  

wariancja biologiczna (określająca zm ienność b iologiczną) na y-tym poziom ic próbko-
9

wania, O S j  ̂ -  obserwowana wariancja na y-1 poziom ie próbkowania (poprzednim ).

Biorąc pod uwagę indywidualne wyniki należy więc tak przeprowadzać badanie, 
aby wyliczalny współczynnik błędu estymacji parametru w indywidualnym przy-

padku (CEj_j) był m inim alny [16], gdyż wtedy tzw. średni błąd estym acji

,9
( CL, i) będzie również najmniejszy. Składnik ten nie powinien osiągnąć połowy

nj - 1
9wartości obserwowanego współczynnika błędu CEj [17]. Pozwoli to bowiem na

osiągnięcie sytuacji, w której znaczną część obserwowanej wariancji (współczynnika 
błędu) stanowić będzie rzeczywista wariancja biologiczna. Ma to podstawowe zna
czenie dla stwierdzenia istotności różnicy między badanymi grupami. Dla struktur, 
które badane są po raz pierwszy i co do których nie znamy biologicznej zmienności 
badanego parametru (ó_ = ?), zaplanowanie próbkowania zależne jest jedynie od 
OSj.

Celem naszym jest w związku z tym takie postępowanie, by wartość ta była 
jak  najmniejsza. Konsekwentne zastosowanie hierarchicznego sposobu próbkowania 
w eksperymentach stereologicznych (począwszy od całego narządu, skończywszy 
na przekrojach) doprowadza nas do następującego określenia składowych wpły
wających na wielkość obserwowanej wariancji OS~ opisanej zmodyfikowanym 
wzorem matematycznym podanym przez Gundersena i Osterby’ego [7], wynikającym 
z zastosowania tzw. próbkowania zagnieżdżonego [12]:

, T) p  _  s 2 ( 0 S bloki O S przekroje O S polat. +  O S pom iar
przypadek ~  ' przypadek n . n n +  „ ,, „

bloki bloki przekroje polat bloki przekroje

gdzie odpow iednio nMokj -  liczba bloków tkankowych przypadających na jeden przypadek, 
nprzekroje ~ *'czba przekrojów histologicznych przypadająca na 1 blok, n luf -  liczba  
pól testow ych przypadająca najeden przekrój, OS jar—wariancja pojedynczego pomiaru.
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Z porównania mianowników kolejnych ułamków występujących w powyższym 
równaniu wynika, że wariancje (lub kwadraty współczynników błędu) na kolejnych 
poziomach próbkowania mają coraz mniejszy wpływ na obserwowaną wariancję 
(współczynnik błędu) między przypadkami. W największym stopniu ma na nią 
wpływ wariancja biologiczna występująca w populacji, która w miarach względnych 
stanowi około 70% obserwowanej wariancji; w znacznie mniejszym stopniu wa
riancja między blokami tkankowymi [20%], kolejno między przekrojami histologi
cznymi [8%], a w najmniejszym stopniu między polami testowymi (2%) [7]. Oznacza 
to, że zastosowanie dokładniejszej metody pomiarowej (czyniące doświadczenie 
znacznie bardziej pracochłonnym -  np. przez mierzenie większej liczby komórek 
na pojedynczym skrawku) może „poprawić” wynik (zmniejszyć wariancję) jedynie 
o 1-2%. W związku z tym właściwe zaplanowanie eksperymentu powinno być 
oparte na zasadzie „zróbmy więcej, ale mniej dokładnie” . Problem ten szerzej opisany 
został przez Gundersena i Osterby’ego [7].

Planując ilościową analizę interesujących nas obiektów nie powinniśmy na po
czątku przyjmować żadnych założeń dotyczących przestrzennego ich rozkładu czy 
kształtu. Na tym polega podstawowa różnica między metodami badawczymi opartymi 
na z góry przyjętych założeniach dotyczących charakterystyki badanych obiektów 
(ang. m odel-basedapproach, assumption-basedmethods, większość dotychczas sto
sowanych metod stereologicznych) a metodami polegającymi na właściwym za
planowaniu doświadczenia (ang. design-based approach), dla których właściwości 
badanych obiektów są bez znaczenia [2].

Do połowy lat osiemdziesiątych stereologia opierała się jedynie na podejściu 
modelowym [8]. Za podstawę tego podejścia przyjęto założenia przedstawione przez 
Floedeursa [3] oraz Abercrombiego [8], które pozwalały na przekształcenie wyników 
uzyskanych na płaszczyźnie dwuwymiarowej, jaką jest pole testowe, na wartości 
charakteryzujące faktycznie narząd -  przy zastosowaniu często bardzo skom pli
kowanych formuł matematycznych. Konwersja taka była jednak obciążona trudnym 
do oceny błędem wynikającym z przyjęcia określonych założeń dotyczących ba
danych obiektów oraz ich kształtu [1,19]. Wiązało się to z opracowaniem szeregu 
współczynników korekcyjnych zależnych od rodzaju tkanki, sposobu utrwalenia, 
właściwości badanej struktury (współczynnik kształtu mierzonego obiektu), czy 
też rozkładu wielkości obiektów [15]. Utrudniało to w zasadniczy sposób prze
prowadzanie obliczeń i, co najważniejsze, opierało się na pewnych z góry przyjętych 
założeniach. Modelowe podejście do badań powodowało, że otrzymane wyniki obar
czone były błędem, którego w żaden sposób nie można było ocenić. Zmusiło to 
badaczy do poszukiwania metod, które z jednej strony umożliwiłyby ocenę po
pełnianego błędu, a z drugiej -  nie wymagały określania założeń wstępnych do
tyczących właściwości badanego obiektu.

W 1984 roku opisano obiecującą metodę liczenia obiektów w przestrzeni trój
wymiarowej [14] określając ją  mianem metody fizycznego „podwójnego cięcia”
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(ang. di-sector). M etoda ta polegała na policzeniu obiektów znajdujących się jedynie 
na wybranym skrawku histologicznym (lub w polu testowym), przez porównanie 
obrazu określonego przekroju z kolejnym, odległym o stałą -  ci W ten sposób 
uzyskać można było liczbę obiektów zawartych między dwoma przekrojami. Metoda 
ta wymagała jednak zastosowania dosyć skomplikowanego układu dwóch mikro
skopów sprzężonych ze sobą wspólnym stolikiem, który przesuwałby się równo
cześnie w płaszczyźnie (x, y) w obu mikroskopach.

Kolejnym krokiem naprzód było sięgnięcie po optyczne „podwójne cięcie” 
(ang. optical disector), które w chwili obecnej jest najprostszą i, jak  się uważa, 
nieobciążoną błędem, metodą oceny liczby obiektów w przestrzeni trójwymiarowej 
[4; 10]. Zasada estymacji jest prosta. „Optyczny nóż” tnie skrawek kolejno na „op
tyczne plastry”, w których badane obiekty pojawiają się i znikają w kolejnych 
warstwach w miarę przesuwania się ogniskowej obiektywu przy regulacji śrubą 
mikrometryczną (rys. 2). Pomiar polega na liczeniu obiektów, które pojawiają się 
w kolejnych warstwach [17]. Przy liczeniu jakichkolwiek obiektów należy po
sługiwać się znaną zasadą stereologiczną opartą na tym, że używając ramki do 
liczenia obiektów zaliczamy jedynie te, które nie mają ani jednego punktu przecięcia 
z liniami wykluczającymi.

Zastosowanie „optycznego plastra” dla uproszczenia nazwanego „disektorem” 
niesie za sobą konieczność spełnienia następujących warunków:

posiadanie przyrządu mierzącego przesuw stolika w górę i w dół z dokładno
ścią co najmniej 0,001 mm (ang. microcator);
wyposażenie mikroskopu w obiektyw, który pod odpowiednio dużym powię
kszeniem (100x) przy użyciu immersji zapewni minimalną szerokość warstwy 
ostrej (apertura obiektywu powinna wynosić 1,4).

W metodzie disektorowej zliczamy rzeczywiste obiekty (a nie ich profile) bez 
względu na ich kształty, rozmiary i położenie w bryle o znanej objętości, która 
obliczona jest przy zastosowaniu wzoru:

(4) V j = a j d

gdzie a r -  pole ramki testowej, d  -  przesuw stolika w płaszczyźnie pionowej (g łębokość  
disektora)

Wprowadzenie metody disektorowej do oceny rzeczywistej liczby obiektów 
w jednostce objętości stworzyło podstawę do szacowania (z obliczalnym błędem) 
całkowitej liczby obiektów w badanej strukturze. Ponieważ ubytkom (lub przyrostom) 
liczby komórek towarzyszą zmiany wielkości struktury, w której się znajdują, pa
rametr ten ma najistotniejsze znaczenie nie tylko w ocenie patologii narządu, ale 
i w ocenie jego rozwoju.

Istnieją zasadniczo dwa sposoby obliczenia całkowitej liczby komórek w badanej
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RYSUNEK 2. Metoda disektorowa: kolejne zdjęcia otrzymano dokonując przesuwu śrubą mikrometry- 
czną mikroskopu o 3 [im (0 gm, +3 pm, +6 |im, +9 pm); przesuw w osi pionowej mierzony był za pomocą 
cyfrowego urządzenia pomiarowego, kolejne obiekty pola testowego pojawiają się, a następnie znikają z 
ogniska ostrości (strzałki), gwiazdką oznaczono obiekty „liczone” w danym polu testowym, fiolet krezy 

Iowy, powiększenie mikroskopu l()()()x, immersja

strukturze: bezpośrednia -  przy użyciu tzw. frakcjonatora lub pośrednia -  w wyniku 
zastosowania matematycznego wzoru:

(5) N T = V - N v

gdzie: N v  -  gęstość num eryczna obiektów  w jednostce objętości (w yznaczona np. m etodą 
disektorow ą), V -  objętość struktury.
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FRAKCJONATOR

Aby obliczyć całkowitą liczbę obiektów w badanej strukturze, wystarczy, że 
policzymy je w pewnej znanej części (frakcji) badanej struktury. Jest to podstawowe 
założenie metody tzw. frakcjonatora [4; 18], w której całkowitą liczbę obiektów 
obliczamy na podstawie ich liczby w próbce i znanego, zaplanowanego wcześniej 
schematu próbkowania. Zaletą tej metody jest uniezależnienie się od skutków za
stosowanych procedur histologicznych, a tym samym wyeliminowanie wpływu ob- 
kurczania tkanki na ostateczny wynik badania. Co więcej, nie musimy również 
znać objętości struktury ani grubości skrawków, na które ta struktura została pocięta. 
Zastosowanie tej metody wymaga jednakże dokładnej znajomości granic obszaru 
zawierającego badane obiekty, tak aby precyzyjnie ocenić ostatnią frakcję (pól te
stowych). Metoda frakcjonatora powinna być w ostatnim etapie poszerzona o metodę 
disektorową, aby liczba obiektów była obciążona minimalnym i dającym się wyliczyć 
błędem. W metodzie frakcjonatora całkowitą liczbę obiektów obliczamy według 
wzoru:

(O  *  = I V ,

gdzie: l v ,  jest liczbą obiektów we frakcji n, a -jr jest n-tą frakcją
J H

Dla wyliczenia błędu oceny całkowitej liczby obiektów przy zastosowaniu fra
kcjonatora należy powtórzyć badanie na losowo wybranej innej próbie -  jednak 
takiej, aby w jednakowy sposób próbkując dojść do frakcji objętości, w której 
było przeprowadzane wyjściowe badanie, oraz zastosować wzór podany przez Gun- 
dersena [4]:

n____________

{ E s t \ . - E s t2 ) 2 
(7) CE(N) = — ^    —

n

2 ESTi 
/=1

gdzie E stj i E st,  -  szacow ane całkowite liczby obiektów odpow iednio  w pierw szym  
i drugim próbkowaniu u tego sam ego osobnika i, ESTi -  końcow a całkow ita liczba  
obiektów  uzyskana z połączenia obu próbek.

Zasadę frakcjonatora wyjaśni poniższy przykład:
Przykład 1. Chcąc obliczyć liczbę komórek w pewnej strukturze wykonujem y dowolne 

przekroje przez tę strukturę. Załóżmy, że struktura ta pojawiła się na 12 blokach 
tkankowych. W pierwszym etapie próbkowania wybierzmy np. czwartą część
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badanej struktury (jest to nasza pierwsza frakcja: — = —, f = 4 ), wybierając w
1

sposób losowy pierwszy blok (np. nr 2), a następne -  korzystając z zasady 
systematycznie losowego próbkowania (2+4=6, 6+4=10 blok). Każdy z tych blo
ków tkankowych potnijmy na skrawki układając je kolejno. W ybierzmy teraz np.

pięćdziesiątą część skrawków (jest to nasza druga frakcja: — = - j -  f  = 50): w
>2 50, ^

sposób losowy (z tabeli liczb losowych) wybieramy pierwszy skrawek (np. 17), a 
kolejne według następującego schematu: (17+50=67, 67+50=117,117+50=167). 
Kolejne skrawki mogą znajdować się w następnych blokach. W otrzymanej w ten 
sposób serii skrawków należy dokonać wyboru pól testowych, w których będą 
zliczone komórki. Dalsze postępowanie będzie zależało od posiadanego przez 
nas wyposażenia. Jeżeli dysponujemy systemem automatycznie regulującym 
przesuw stolika we wszystkich kierunkach, możemy dokonywać stałego przesuwu 
wosiach (x,y) w powiększeniu 100 x, i w ten sposób wybierać pola testowe. Kolejna 
frakcja będzie ustalona w sposób następujący: dokonujemy przesunięcia np. o 
x  = 0,5 mm i y  = 0,4 mm (wielkość dużego pola testowego wynosi więc 0,2 mm2; 
w siatce okularowej w idzimy pole testowe o wielkości np. 0,02 x 0,02 mm, wobec 
czego będziemy liczyli komórki w polu testowym „małym” o wielkości 0,0004 mm2; 
pole to będzie stanowiło 0,0004 mm2/0,2 mm2=1/500 część „dużego” pola testo
wego; a więc 1 /500 powierzchni przekrojów badanej struktury będzie zbadana (jest

to nasza trzecia frakcja: \  , f  = 500). Jeżeli nie dysponujemy systemem
/g  500 4

automatycznie dokonującym przesuwu stolika m ikroskopowego, musimy podzielić 
wybrane przekroje zawierające badaną strukturę na pola testowe w powiększeniu 
np. 10 x (tak aby było widać granice cytoarchitektoniczne struktury). Należy teraz 
ustalić, jaka część pól testowych w powiększeniu 10 x zostanie zbadana. Załóżmy, 

1 (1  1 ^że — —  = —, f =  5 . W ybieramy losowo pierwsze pole i następne (co piąte)O T«/ o
V J

według znanego już schematu. Następnie, zakładając, że w jednym polu testowym 
w powiększeniu 10x dokonamy jednego wejścia „małym” polem testowym w 
powiększeniu 100x obliczmy stosunek pól testowych „dużego” i „małego” . Niech 
wielkość dużego pola testowego w siatce okularowej wynosi 0,2x0,2 mm=0,04 
mm2; a wielkość „m ałego” pola testowego 0,0004 mm2, pole to będzie stanowiło 
0,0004 m m 2/0,04 mm2 = 4/400 = 1/100 część „dużego” pola testowego. Jest to

f  1 1
nasza kolejna zbadana frakcja —  = ——, f  = 100 . Pozostała jeszcze do USta-

Zg,, i 00 ^
lenia czwarta, ostatnia frakcja. Ponieważ liczenia komórek dokonujemy metodą 
disektorową, a więc w „objętości testowej” , wobec czego konieczne jest jeszcze 
ustalenie, przy danej grubości preparatu (np. 50 gm), głębokości disektora. Należy 
założyć, czy zbadamy 1/2, 1/3, 1/4 czy dowolnie inną część grubości preparatu. 
Przyjmując głębokość disektora, np. 10 urn, zbadamy 1/5 grubości skrawka (jest
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to nasza czwarta frakcja: — = f = 5 ). Wiedząc, w jakiej części badanego jądra
4

liczone będą komórki, możemy przystąpić do liczenia komórek w kolejnych dise- 
ktorach. Obliczmy następnie sumę wszystkich komórek w zbadanych przez nas
disektorach. Niech wynosi ona 100 (J /V 4 = 100). Całkowita liczba komórek w 

badanej strukturze będzie więc równa:

V = I V 4 .

/V =  100 • 4 • 50 • 500 -5  =  5 000 000 
lub też 

N = ^A /4 • - f2 ■ fy ■ fy, • fĄ

N  =  100  4  50  • 5 0 0  • 5 =  5 0 0 0  00 0

WYZNACZANIE OBJĘTOŚCI STRUKTURY 
WEDŁUG REGUŁY CAVALIERIEGO

W celu obliczenia całkowitej liczby obiektów w badanej strukturze metodą 
pośrednią (przy zastosowaniu matematycznego wzoru) musimy w pierwszym etapie 
ocenić objętość struktury. Do obliczenia objętości struktury należy zastosować tzw. 
wzór Cavalieriego [6, 9]

n

(8) V = f J j A i
l

gdzie: V -  objętość struktury, t -  odległość m iędzy przekrojami, A(. -  pole przekroju 
struktury na /-tym skrawku.

Przy zastosowaniu siatki punktowej do pomiaru pola struktury w miejsce A i 
podstawiamy:

(9) Ai = A p Pi

gdzie: A p -  pole przypadające na jeden punkt siatki, P -  liczba punktów siatki na 
/-tym  przekroju

Aby jednak zastosować powyższy wzór, należy [9]:
pokroić badany obiekt na równoległe skrawki jednakowej grubości, a nastę
pnie w sposób systematycznie losowy dokonać wyboru kolejnych skrawków,
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obliczyć pole każdego przekroju używając zwykłej siatki z punktami lub tablitu 
magnetycznego.

Dla obliczonej w ten sposób objętości struktury z łatwością można ocenić błąd 
przeprowadzonego pomiaru przy zastosowaniu następującego wzoru [6]:

n____________/r-l__________ n-2__________

V 3 I ( - V  V 4 I < V + i )  + I ( V + +2)
(10 )CE= 1------1—   1-----------------------------

m i / i ,
l

gdzie: -  pole przekroju struktury na /-tym poziom ie w yznaczone metodą punktową
lub przy pom ocy tablitu m agnetycznego.

W rzeczywistości, przy stosowaniu siatki punktowej do oceny pola przekroju 
struktury, powinno się zastosować zmodyfikowany wzór uwzględniający kształt 
przekroju bryły oraz rodzaj zastosowanej siatki [6].
Przykład2. Zastosowanie wzorów do obliczenia współczynnika błędu przy metodzie 

Cavalieriego
Powróćmy do naszej badanej struktury, której objętość chcemy obliczyć. Załóżmy, 

że podzieliliśmy strukturę na plastry o grubości 0,5 cm. Poszukajmy w nich 
badanego fragmentu; załóżmy, że wystąpił on na 10 plastrach. W pierwszym 
etapie, wybierzm y co drugi plaster (odległość między nimi wynosi więc 1,0 cm). 
Pola przekrojów kolejnych plastrów (A ) zamieszcza tabela 1. Suma pól przekrojów 
wynosi 19 cm. Przyjmując odległość między plastrami za 1,0 cm objętość bada
nego fragmentu struktury wynosi 

V/=19 cm 2 x 1,0 cm =19 cm 3
Tabela 1 przedstawia sposób wyliczenia odpowiednich składników wzoru na oblicze

nie błędu (tab. I).

r r  V3 • 85 -  4 • 66 + 46
C£ =  VTT~i9 = 0’092

Otrzymaliśmy wynik CE= 9,2%. Oznacza to, że w ocenie objętości tego fragmentu 
struktury, posługując się jedynie 5 przekrojami, popełniliśmy 9% błąd. Zadaniem 
naszym, będzie takie zwiększenie próby (liczby plastrów), aby błąd ten nie był 
w iększy od 5%.

W eźmy więc wszystkie dostępne plastry (jest ich 10). Zauważmy, że objętość 
badanego jądra wynosi:

V= 3 7  cm 2 0,5 cm = 18,5 cm 3, a więc różnica w stosunku do poprzedniego wyniku 
jest niewielka. W analogiczny sposób obliczmy błąd oceny objętości (tab. 2):

V3 ■ 161 - 4 -  1 5 0 + 1 3 0
A T - 37 - ° ’° 28

Zwróćmy jednak uwagę, jak bardzo uległ zmniejszeniu popełniany błąd. Wynosi on 
przy zastosowaniu 2 x większej liczby plastrów jedynie 2,8%:
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T A B E L A  1. O b liczen ia  cząs tkow e  p o m oc
ne d la  w yznaczen ia  ob ję tośc i s truk tu ry  i 

b łędu je j oszacow an ia  [do w zoru  (10)]

N A i A i*A i A i*Ai+1 Ai*Aj+2

1 2 4 12 8
2 6 36 24 30
3 4 16 20 8
4 5 25 10
5 2 4

Suma =  19 =85 =66 =46

T A B E LA  2. O b liczen ia  cząs tkow e  p o 
m ocne dla w yznaczen ia  ob ję tośc i s tru k tu 
ry i b łędu je j oszacow an ia  [do w zoru  (10)]

N A i A i*A i A i*A j+i Ai*Ai+2

1 1 1 2 4
2 2 4 8 12
3 4 16 24 20
4 6 36 30 24
5 5 25 20 25
6 4 16 20 20
7 5 25 25 15
8 5 25 15 10
9 3 9 6
10 2 4

Suma =37 = 161 = 150 = 130

W ykonując badanie pilotowe na początku eksperymentu, widzimy więc, że użycie 5 
plastrów daje błąd około 10%, podczas gdy podwojenie wysiłku daje błąd wyno
szący niecałe 3%. W ten sposób, biorąc pod uwagę wielkość błędu, możemy w 
jak najbardziej ekonomiczny sposób zaprojektować nasze doświadczenie; m usi
my jednak pamiętać, że przy dużej wariancji biologicznej błąd 10% może być 
akceptowalny, podczas gdy przy niewielkiej -  jest zbyt duży i należy pracować z 
podwójną liczbą plastrów.

WYZNACZENIE GĘSTOŚCI NUMERYCZNEJ 
OBIEKTÓW W JEDNOSTCE OBJĘTOŚCI

Kolejnym krokiem w celu uzyskania całkowitej liczby obiektów metodą pośrednią 
jest wyznaczenie gęstości numerycznej obiektów w jednostce objętości. Posługujemy 
się wzorem podanym przez Sterio [14]. 

n n

I QJ 1 67

< " ) a v - 4 — = T -----------------

Z  v i di
 ̂ '

gdzie <2, -  liczba obiektów policzonych przy użyciu metody optycznego c ięcia  w objętości
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testowej U. , a T -  w ielkość pola testow ego, clj -  g łębokość disektora w polu testowym  

i.

Aby jednak liczona gęstość była wiarygodnym parametrem, muszą być spełnione 
następujące warunki:

szerokość pojedynczego optycznego cięcia musi stanowić od 1/3 do 1/4 
wymiaru najmniejszego obiektu badań w płaszczyźnie do niego stycznej oraz
w disektorze, składającym się z kilku (kilkunastu) takich pojedynczych opty
cznych cięć, muszą znaleźć się całe obiekty, a nie ich fragmenty. 

W spółczynnik błędu, jaki popełniamy w ocenie gęstości numerycznej obiektów 
w jednostce objętości, można obliczyć według zmodyfikowanego wzoru podanego 
przez Gundersena [4] w sposób następujący:

A /  9  X-- 9  ^  2 • C ov  ( X ( 2 > X ^ )
(12) CE (N y) = V CE2(£ Q )  + CE2 CZF) - ------

gdzie:

n____________ n - l ____________ n ~2__________

(1 2 a ) C E ( Y f i )  =  1 g |Q /~ 4 1 i Ql

V~~1 2 ^ 0 ,
1

i

V n n- 1 n-2

Y F Y F y  FV 3 ^  ‘ F i - 4 ^  //T
(12b) CE(2jF) = ------- 1------ -— T-l n -----i----- —

V l2 X F ,
1

i

(12c)

cov (Xe. Z n  = f 2■ 3i  Ol F- + I -  g '+2y ;+ 2 g '' -  4 g '+1 *  F m  Ql
/=1 Z 1 

/=1 /=1
V y

Q; -  liczba obiektów policzonych metodą disektora na skrawku i, 
Fi -  liczba disektorów na skrawku i,
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n -  liczba skraw ków użyta w danym przypadku.

Przykład 3. Użycie wzoru umożliw iającego obliczenie błędu oceny gęstości num ery
cznej w jednym  przypadku wyjaśnia następujący przykład. Chcąc obliczyć gęstość 
znakowanych komórek w badanej strukturze w sposób systematycznie losowy 
wybrano 5 skrawków. Na wybranych 5 skrawkach metodą systematycznie losową 
wybrano 42 określonej w ielkości disektory, w których w sumie znaleziono 19 
znakowanych komórek.

Parametry disektora: aT -  w ielkość pola testowego = 0,01 mm2, d. -  głębokość

disektora w polu testowym / -  0,010 mm; objętość disektora = 1x10-4 mm3. 
Podstawiając uzyskane wartości do wzoru na Ny uzyskujemy:

ł e z  ł e z
Wv  =  - ------ =  — !----------=  2+6H-4+5+2----------= ------ 12— =  0 , 4 5 2 3 4 0 4  =  4 5 2 3

5 5 10 • (1 0 + 1 0 + 5 + 1 2 + 5 ) 42  10“4
X  Vi T , a T d i
1 1 '

W jednym milimetrze sześciennym będą więc 4523 znakowane komórki. Obliczenie 
popełnionego błędu jest jednak znacznie bardziej skomplikowane (tab. 3):

TABELA 3. Obliczenia cząstkowe pomocne dla wyznaczenia gęstości numerycznej obie
któw w jednostce objętości oraz błędu jej oszacowania

n Fi Qi FiFj FiFi+, FiFi+2 QiQi QiQ.+/ QiQi+2 FiQi FiQi+i Fi+iQ, FiQi+2 Fi+2 Qi

1 10 2 100 100 50 4 12 8 20 60 20 40 10
2 10 6 100 50 120 36 24 30 60 40 30 50 72
3 5 4 25 60 25 16 20 8 20 25 48 10 20
4 12 5 144 60 25 10 60 24 25
5 5 2 25 4 10
Suma 42 19 394 270 195 85 66 46 170 272 202

C o v  ( £ 0 ,  =  ' (3 • 170 +  101 -  4  • 136) =  5 ,5 8 3 3

V3 • 85 -  4  ■ 6 6  +  4 6  6 ,0 8 2  n n o „
CE =  T T T T i = Y 46Y T 9 = ° '092

~  V3 ■ 3 9 4  -  4  ■ 2 7 0  +  195 17,234
« ( ł O  = ----------^ ^ 2 -----------= T45Z49 = ’

C E (N V) =  Vo,0922 +  0,1 18: -  =  VO,0048 = 0,091
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Otrzym aliśm y stosunkowo wysoki błąd. Aby go zm niejszyć w istotny sposób, nale
żałoby zgodnie ze wzorem (3) wziąć do obliczeń jeszcze kilka skrawków, gdyż 
jedynie uzupełnienie o dodatkowe skrawki (a nie dorobienie disektorów na skra
wkach już liczonych) zapewni zmniejszenie błędu.

WYZNACZANIE CAŁKOWITEJ LICZBY OBIEKTÓW 
METODĄ POŚREDNIĄ

W ostatnim etapie obliczenia całkowitej liczby obiektów posługujemy się mate
matycznym wzorem:

(13) N T = V - N v
gdzie: N v -  gęstość num eryczna obiektów w jednostce objętości, V -  objętość struktury. 

Popełniony błąd można obliczyć według wzoru [6, 13, 17]:

(14) c £ ( w 7.)  =  V X Ć £ A d  +  X Ć 7 U v

Przykład 4. W celu obliczenia całkowitej liczby komórek znakowanych w pewnej 
strukturze posłużmy się podanymi wyżej przykładami. Obliczona objętość struktu
ry wynosiła 18,5 cm3 = 185 000 mm W spółczynnik błędu wyniósł 0,028. Gęstość 
numeryczna znakowanych komórek w jednostce objętości (1 mm3) wynosi 4523. 
W spółczynnik błędu = 0,092.

W staw iając powyższe wartości do odpowiednich wzorów otrzymujemy:

N j  =  V ■ N y  = 185 OOOmirr • 4523m m -3 =  836 755 000

C E  (N T) = V o ,0282 + 0 ,0 9 2 2 -  0 ,096

Całkowita liczba znakowanych komórek w badanej strukturze wynosi więc około 837 
milionów. Błąd oceny wynosi 9,6%.

ANALIZA DANYCH OTRZYMANYCH 
DLA GRUPY PRZYPADKÓW

Celem naszych badań jest zwykle znalezienie wielkości parametru charaktery
zującego badaną grupę (populację) dla ewentualnego porównania go z wartością 
otrzymaną w grupie kontrolnej. Należy przy tym pamiętać, że na wariancję (lub 
też współczynnik zmienności) danego parametru w badanej grupie przypadków 
ma wpływ nie tylko rzeczywista wariancja biologiczna (biologiczny współczynnik 
zmienności) badanego parametru dla grupy przypadków (najczęściej nieznana), ale
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i wariancja (lub też współczynnik błędu oceny średniej) tego parametru w indy
widualnym przypadku.

Przy założeniu losowości wyboru przypadków do grupy oraz występującego 
rozkładu normalnego badanej populacji (próbki) można obliczyć średnią oraz współ
czynnik zmienności danego parametru, który po odpowiednim przekształceniu wzoru
(2) będzie sumą zwykle nieznanego biologicznego współczynnika zmienności oraz 
średniego współczynnika błędu, którego sposób obliczenia przedstawiamy poniżej 
[6]:

m

-■ £ c £ 2 (N)
/77

1=1

Po odpowiednim przekształceniu wzoru (3), otrzymamy wzór, na podstawie któ-
• 2 rego możemy obliczyć biologiczny współczynnik zmienności (SB : ) danego para

metru [17]:

(16) S B j = C V j - C E 2 (N)

9 .  9
gdzie: C V j -  współczynnik zm ienności obliczony dla grupy przypadków, CE~ (N ) -  

kwadrat średniego w spółczynnika błędu

Przykład 5. W badanych 5 przypadkach otrzymano następujące wyniki całkowitej 
liczby neuronów w pewnej strukturze (tab. 4):

S B 2 = 0 ,00624  -  0 ,00062 =  0 ,00562 

SB  = л/0,00562 =  0,075 =  7,5%

W spółczynnik zmienności biologicznej 
całkow itej liczby neuronów w bada
nej strukturze wynosi jedynie 7,5%.
Zastosowanie się do opisanych po

wyżej wskazań pozwala na uzyskanie 
wyników obarczonych stosunkowo ma
łym, znanym błędem. Zaletą tych wska
zań  j e s t  p ro s to ta , p o w ta rz a ln o ść  
uzyskanych wyników oraz możliwość 
takiego zaprojektowania doświadczenia 
w oparciu o współczynnik błędu w ba
daniach pilotowych, że wysiłek i czas 
(a więc koszty) włożone w osiągnięcie

TABELA 4. Obliczenie średniej wartości 
danego parametru oraz współczynnika 
błędu dla badanej grupy przypadków

Przypadek N • 106 CE(N) CE/{N)

1 1,0 0,04 0,0016
2 1,1 0,03 0,0009
3 0,9 0,02 0,0004
4 1,05 0,01 0,0001
5 0,95 0,01 0,0001

Średnia 1,0 0,00062
SD 0,079
CV 0,079
CV2 0,00624 C V -C E 2(N )=0,00562
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dobrego wyniku mogą być sprowadzone do rozsądnego minimum. Jedyną wadą 
w/w metod jest stosunkowo duży koszt aparatury optycznej (mikroskopy i obie
ktywy). Takie podejście jednak, w chwili obecnej, wymagane jest przez większość 
renomowanych czasopism naukowych i umożliwia uzyskanie wiarygodnych oraz 
w pełni powtarzalnych wyników.
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JAK WIRUSY UNIKAJĄ ODPOWIEDZI 
IMMUNOLOGICZNEJ? 

BLOKOWANIE CZĄSTECZEK MHC KLASY I

H O W  D O  V IR U S E S  E V A D E  IM M U N E  R E S P O N S E ? 
B L O C K IN G  O F  M H C  C L A SS I M O L E C U L E S

Radosław WOJTOWICZ 

Zakład Cytologii Klinicznej CMKP w Warszawie

Streszczenie: W ciągu ostatnich kilku lat badań nad wirusami otrzymano interesujące wyniki. Okazało 
się, że niektóre wirusy potrafią w bardzo specyficzny sposób unikać wykrycia i eliminacji przez układ 
im m unologiczny gospodarza. W tym artykule przedstawiono zachowanie pięciu wirusów: ludzkiego 
wirusa cytomegalii, m ysiego wirusa cytomegalii, wirusa Epsteina-Barr, adenowirusa oraz wirusa opry- 
szczki, z których każdy wykorzystuje swoisty dla siebie mechanizm blokowania prezentacji peptydów 
na powierzchni komórki przez cząsteczki MHC klasy I.

Słowa kluczowe: układ immunologiczny, wirus, gospodarz, cząsteczki MHC I, limfocyt Tcytotoksyczny, 
prezentacja peptydów, proteasom

Summary. During last few years o f the studies on viruses, interesting results have been obtained. It 
appeared that some viruses can evade detection and elimination by host immune system in a very specific  
way. In this article 5 viruses have been presented: human cytomegalovirus, mouse cytomegalovirus, 
Epstein-Barr virus, adenovirus and herpes simplex virus. Each of them uses specific mechanism blocking 
in a different way antigen presentation on the cell surface by MHC class I molecules.

Key words: immune system, virus, host, MHC class I molecules, cytotoxic T lymphocyte, antigen 
presentation, proteasome

Wykaz skrótów : Ad (Adenovirus) -  adenowirus, p2 m - p2 mikroglobulina (łańcuch lekki cząsteczek  
MHC klasy I), CTL (Cytotoxic TLym phocyte) -  limfocyt T cytotoksyczny, EBV (Epstein-Barr Virus)
-  wirus Epsteina-Barr, ER -  siateczka śródplazmatyczna, H CM V (Human Cytomegalovirus) -  ludzki 
wirus cytomegalii, HSV (Herpes Simplex Virus) -  wirus opryszczki, M CM V (Murine Cytomegalovirus,)
-  mysi wirus cytomegalii, M HC (M ajor Histocom patibility Complex) -  główny układ zgodności 
tkankowej, NK (Natural K iller Cells) -  komórki NK, T A P ( Transporter Associated with Antigen 
Presentation) -  kompleks transportujący peptydy związany z prezentacją antygenu
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1. WSTĘP

Układ odpornościowy kręgowców składa się z dwóch układów rozpoznających 
nieprawidłowe komórki. Za tzw. odpowiedź humoralną odpowiedzialne są prze
ciwciała (immunoglobuliny), a w odpowiedzi komórkowej główną rolę pełnią re
ceptory na powierzchni limfocytów T. Immunoglobuliny służą do rozpoznawania 
patogenów pozakomórkowych, ale nie są skuteczne w stosunku do patogenów we
wnątrzkomórkowych, takich jak wirusy. W takiej sytuacji niezbędna jest obecność 
limfocytów T, które stale kontrolują powierzchnię komórek. Prawie wszystkie 
komórki kręgowców prezentują na swej powierzchni próbki peptydów, które są 
fragmentami białek obecnych w cytoplazmie, pociętych w procesie ubikwityno- 
zależnej proteolizy. Limfocyty T zabijają te komórki, które prezentują obce peptydy.

2. UBIKWITYNO-ZALEŻNA PROTEOLIZA CYTOSOLOWA

W iele procesów regulacyjnych komórki, takich jak: cykl komórkowy, prezentacja 
antygenów klasy I, apoptoza, czy transdukcja sygnału jest związana z modyfikacją 
przez ubikwitynę. W większości przypadków modyfikacje takie prowadzą do de
gradacji białka w proteasomie 26S. Dla wielu białek o krótkim czasie półtrwania 
w komórce, związanie z ubikwityną jest niezbędnym etapem w ich degradacji. 
W komórkach eukariotycznych ubikwityna i proteasom są głównym, zależnym od 
ATP układem wieloenzymatycznej proteolizy degradującym wiele białek przede 
wszystkim regulacyjnych.

Proteasom 26S -  kompleks proteolityczny ATP-zależny o masie ok. 2 000 kDa 
jest zbudowany z części centralnej (proteasom 20S), która jest częścią katalityczną, 
oraz dwóch symetrycznych elementów terminalnych o sedymentacji 19S składa
jących się z wielu podjednostek o masie od 25 do 110 kDa pełniących rolę regu
latorową.

Proteasom 20S (rdzeń proteasomu 26S) składa się z dwóch rodzajów podjednostek 
a  i [3, a każdą z nich można podzielić na jeszcze siedem grup. Siedem podgrup 
typu a  i (3 tworzą pierścienie ot i [3 ułożone według wzoru a[3[3a w formę cylindryczną.

Część regulatorową tworzą podjednostki, które podzielono na 2 grupy: pod- 
jednostki mające aktywność ATPazy (ATPase subunits) i podjednostki takiej w ła
ściw ości nie m ające (Non-ATPase subunits). Podjednostki ATPazowe nadają 
proteasomowi 26S aktywność ATPazy, która pełni zasadniczą rolę w funkcjonowaniu 
proteasomu -  pozwala wykorzystać energię do selektywnej degradacji białek ko
mórkowych. Podjednostki o aktywności ATPazy należą do dużej rodziny białek 
tzw. białek AAA (ATPase Associated with a variety o f  cellular Activities), które
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charakteryzują się 200-aminokwasową domeną wiążącą ATP. Oprócz dostarczania 
energii do proteolizy, podjednostki ATPazowe pełnią prawdopodobnie również inne 
funkcje. M ożliwe, że przyczyniają się do rozpoznawania białek przeznaczonych 
do degradacji.

Drugą grupę tworzą podjednostki nie mające aktywności ATPazy. Dotychczas 
sklonowano 10 takich podjednostek ludzkiego proteasomu 26S, które strukturalnie 
nie wiążą się z podjednostkami ATPazowymi. Każda z podjednostek nie-ATPa- 
zowych jest zaangażowana w jakąś specyficzną dla siebie reakcję. Podjednostka 
p31 ma prawdopodobnie udział w rozkładzie kluczowych czynników cyklu ko
mórkowego, takich jak: cykliny i inhibitory CDC. Szybka i nieodwracalna proteoliza 
przeprowadzana w proteasomie 26S może mieć więc kluczową rolę w przebiegu 
cyklu komórkowego. PI 12 jest największą podjednostką proteasomu 26S. Jest 
hom ologiczna do genu SEN3 kodującego czynnik zaangażowany w obróbkę tRNA 
u S. cerevisiae. Proteasom 26S może być zaangażowany w obróbkę RN A bez
pośrednio lub za pośrednictwem degradacji specyficznych białek. Podjednostka p97 
może mieć udział w przekazywaniu sygnału od TNF, a podjednostka S5a jest re
ceptorem  dla poliubikwityny uczestnicząc w rozpoznawaniu białka przeznaczonego 
do proteolizy w proteasomie 26S. Funkcji pozostałych podjednostek jeszcze nie 
poznano. Znana jest tylko ich struktura pierwszorzędowa [11].

Ubikwityna jest wysoce konserwatywnym białkiem o masie 8,6 kDa. Do czą
steczki składającej się z wielu ubikwityn zostaje przyłączone białko przez terminalną 
glicynę ubikwityny i lizynę białka. Proces poliubikwityzacji jest katalizowany przez 
3 różne enzymy (rys. 1):

E l  -  enzym aktywujący ubikwitynę. Niezbędnym krokiem w przyłączaniu białka 
do ubikwityny jest aktywacja wolnej grupy karboksylowej ubikwityny. W obecności 
ubikwityny i ATP El w dwuetapowej reakcji tworzy wiązania tioestrowe z ubikwityną 
z uwolnieniem AMP.

E2 -  enzym koniugacyjny (białkowe nośniki ubikwityny). Istnieje przynajmniej 
5 różnych nośników ubikwityny. Ubikwityna jest przenoszona z El na E2 w reakcji 
transestryfikacji. E2 po przejęciu zaktywowanej ubikwityny przenosi ją  na grupę 
aminową substratu białkowego.

E3 -  ligaza ubikwityna-białko. Enzym ten jest bezpośrednio związany z roz
poznawaniem substratu przeznaczonego do proteolizy. E3 wiąże się z substratem 
i dopiero na kompleks E3-substrat może zostać przeniesiona ubikwityna z kompleksu 
E2-ubikwityna [7].

Oprócz proteolizy przebiegającej w proteasomach 26S ubikwityna uczestniczy 
w wielu innych procesach przebiegających w komórce często nie związanych z 
proteasomem. Przykładami tu mogą być zależna od ubikwityny endocytoza białek 
powierzchniowych oraz transdukcja sygnału czynnika transkrypcyjnego NFkB.

W iele białek powierzchniowych jest szybko endocytowanych i jeśli nie wrócą 
one z powrotem do błony komórkowej, są przenoszone do lizosomu, gdzie są
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RYSUNEK 1. Białko połączone z ubikwityną jest degradowane do peptydów w proteasomie

niszczone. Ubikwitynacja jest wykorzystywana jako sygnał dla endocytozy wielu 
białek błonowych. Prawdopodobnie łańcuch ubikwityny dostarcza miejsca wią
żącego element maszynerii odpowiedzialnej za endocytozę lub zmienia strukturę 
białka powierzchniowego, do którego się wiąże powodując powstanie tego miejsca 
w białku.

NFkB jest czynnikiem transkrypcyjnym w formie nieaktywnej zlokalizowanym 
w cytoplazmie w postaci heteromerów. Brak aktywności jest spowodowany albo 
połączeniem jednej z podjednostek NFkB do IkB, albo jedna z podjednostek NF kB 
występuje w postaci prekursora, który uniemożliwia przeniesienie czynnika do jądra 
komórkowego. Degradacja IkB, a tym samym uaktywnienie NFkB wymaga fo
sforylacji IkB, a fosforylacja wymaga ubikwitynacji specyficznej kinazy [5].

W cytoplazmie większości komórek w sposób ciągły przebiega proces biosyntezy 
białka (rys. 2-1). W pewnych sytuacjach (np. po wniknięciu wirusa lub transformacji 
nowotworowej) proces ten może ulec zakłóceniu. W komórce pojawiają się białka, 
które mogą być niebezpieczne dla całego organizmu wielokomórkowego. Aby prze
ciwdziałać takim sytuacjom, istnieje mechanizm prezentowania peptydów powsta
jących z białek obecnych wewnątrz komórki na jej powierzchni.

Próbki każdego białka są prezentowane na powierzchni komórki w połączeniu 
z cząsteczkami MHC I. Przed połączeniem z MHC I białka są cięte na fragmenty. 
Białko przeznaczone do proteolizy łączy się z ubikwityną. Koniec-C reszty glicyny

3. PREZENTACJA PEPTYDÓW 
NA POWIERZCHNI KOMÓRKI
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w ubikwitynie wiąże się kowalencyjnie z resztą lizyny łańcucha polipeptydowego. 
W tej formie białko jest przenoszone do proteasomu (rys. 2-2). W proteasomie 
następuje zależna od ATP hydroliza białka, w wyniku której powstają krótkie peptydy 
(rys. 2-3). Dopiero w takiej postaci jest możliwe przeniesienie białka do siateczki 
śródplazmatycznej (ER) i tam połączenie z MHC I. W transporcie peptydów po
między cytoplazmą a siateczką bierze udział kompleks białkowy -  TAP (rys. 2-4). 
W ER peptydy do prezentacji łączą się z cząsteczkami MHC I (rys. 2-6) oraz 
z dodatkowymi peptydarni umożliwiającymi transport całego kompleksu przez aparat 
Golgiego na powierzchnię błony kom órkowej. Na powierzchni komórki obce peptydy 
są dostępne dla cytotoksycznych limfocytów T (rys. 2-7). Obcy peptyd związany 
z M HC I jest sygnałem, że komórka ma geny kodujące obce białka, np. wirusowe 
i powinna być zniszczona przez limfocyt T cytotoksyczny.

W ten sposób rozpoznawane są komórki zainfekowane wirusem, a że system 
prezentowania peptydów wydaje się być skuteczny, patogen musi być mistrzem 
kamuflażu, aby przetrwać [8].

Drobnoustroje wykształciły różne mechanizmy unikania skutków odpowiedzi 
immunologicznej. Potrafią one aktywnie bronić się przed nią lub oddziaływać na 
jej elementy składowe w celu jej zahamowania. Niektóre organizmy (Entamoeba, 
Trichine lla) tworzą cysty nie wrażliwe na działanie układu immunologicznego. Skład
niki biofilmu (bezpostaciowa masa zbudowana z wielocukrów, lipidów i białek 
tworzona przez Pseudomonas aeruginosa) absorbują przeciwciała, wolne rodniki 
tlenowe i składniki dopełniacza. Zewnętrzna otoczka glikolipidowa prątków za
pew nia im odporność na działanie enzymów proteolitycznych. Jeszcze inną metodę 
wykorzystują przywry Schistosoma. Przebywając w naczyniach krwionośnych mają 
one ciągły kontakt z układem immunologicznym gospodarza, są więc stale narażone 
na eliminację z jego strony, a mimo to potrafią przeżyć. Schistosoma otaczają 
się płaszczem złożonym z cząsteczek gospodarza, maskując tym samym własne 
antygeny. Sposób ten wykorzystują również niektóre paciorkowce i gronkowce. 
W iele drobnoustrojów unika rozpoznania i zniszczenia przez układ immunologiczny 
wykorzystując zjawisko mimikry antygenowej. Polega to na tym, że patogenny 
drobnoustrój produkuje antygeny podobne do występujących naturalnie w organizmie 
gospodarza, tym samym skutecznie unika odpowiedzi immunologicznej. Zjawisko 
to niesie ryzyko autoimmunizacji -  antygen drobnoustroju wywołuje odpowiedź 
immunologiczną skierowaną przeciwko antygenom gospodarza. Drobnoustroje mogą 
również uwalniać lub indukować w komórkach gospodarza czynniki immunosu- 
presyjne, które działając na różne elementy układu immunologicznego hamują jego 
reakcję na obce antygeny [3].

W ostatnich latach, głównie za przyczyną epidemii AIDS, bardzo dynamicznie 
zaczęły się rozwijać badania nad wirusami. Zaowocowało to licznymi nowymi 
informacjami zarówno z wirusologii, jak i immunologii. Sposoby unikania odpo-
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RYSUNEK 2. Schemat prezentacji na powierzchni komórki peptydów powstałych w proteosomach
(objaśnienie cyfr 1-7 w tekście

wiedzi immunologicznej przez wirusy są jednym  z najciekawszych tematów z tego 
zakresu

Wirusy są najmniejszymi czynnikami zakaźnymi. Ich wielkość waha się od 20 
do 300 nm. Wirusy są bezwzględnymi pasożytami. Mogą replikować wyłącznie 
w obrębie żywych komórek. Komórka gospodarza musi dostarczyć energię, me- 
chanizrry oraz małocząsteczkowe prekursory do syntezy wirusowych białek i kwasów 
nukleinowych [13]. Podczas cyklu replikacyjnego powstają liczne kopie wirusowych 
kwasów nukleinowych i białek osłonki. Są one syntetyzowane w ściśle określonej 
kolejności.

W śiodowisku pozakomórkowym wirusy nie wykazują aktywności.

4. LUDZKI WIRUS CYTOMEGALII (HCMV)

Wirusem cytomegalii jest zakażonych od 60 do 90% ludzi. U większości za
każonych nie ma żadnych objawów. Częściej i cięższe objawy występują u osób, 
które nL są w stanie wytworzyć specyficznej odpowiedzi immunologicznej prze
ciwko wirusowi cytomegalii. Są to przede wszystkim chorzy na AIDS i osoby 
po przeszczepieniu narządów.
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W irus cytomegalii jest najczęstszym patogenem wirusowym występującym u 
biorców przeszczepów (60-100%  biorców jest zakażona HCMV). Z obecnością 
tego wirusa może się wiązać odrzucenie przeszczepu. Prawdopodobnie bezpo
średnią przyczyną tego zjawiska jest spowodowana przez wirusa cytomegalii sty
mulacja CTL do reakcji autoimmunologicznej. Potwierdzeniem tej hipotezy było 
wyizolowanie klonów limfocytów T skierowanych przeciwko własnym komórkom 
[15].

Uważa się, że główną rolę w odpowiedzi immunologicznej przeciwko ludzkiemu 
wirusowi cytomegalii odgrywają komórki NK. Komórki te tworzą niespecyficzny 
mechanizm obrony przeciwko infekcji wirusowej. Rozpoznają one albo antygeny 
wirusowe, albo antygeny komórkowe zmienione przez infekcję wirusową, ponieważ 
liza zainfekowanych komórek powodowana przez komórki NK odbywa się rów
nocześnie z ekspresją antygenów wirusowych. Udowodniono, że proces rozpozna
wania i niszczenia komórek z wirusem cytomegalii jest zależny od cząsteczek MHC 
klasy I. Ludzkie komórki śródbłonka z żyły pępowinowej zainfekowane HCMV 
traktowano fragmentami F(ab)-, mysiego przeciwciała przeciwko epitopowi na lu
dzkich cząsteczkach MHC I. Zabieg ten wyraźnie zmniejszał lizę zainfekowanych 
komórek przeprowadzaną przez komórki NK. Przekonano się również, że komórki 
NK potrzebują do przeprowadzenia lizy komórek zainfekowanych wirusem cy
tomegalii, cząsteczek MHC I zmodyfikowanych przez wirusa. Tak, więc wirusowe 
peptydy wiążą się z cząsteczkami MHC I i  w ten sposób wpływają na cyto- 
toksyczność komórek NK [9].

Infekcja HCMV powoduje szybkie obniżenie poziomu ekspresji powierzchniowej 
MHC I [11]. W wyniku tego ulega zaburzeniu proces prezentacji peptydów. Przy
czyną tego są produkty dwóch genów wirusowych US2 i US11. W obecności US2 
i US11 nowo zsyntetyzowane łańcuchy ciężkie MHC I podlegają prawie naty
chmiastowej degradacji (połowiczny okres rozpadu wynosi ok. 1 min). M echanizm 
tego procesu zbadano w komórkach z ekspresją genu US11. Okazało się, że produkt 
genu US11 ma niezwykłą właściwość przenoszenia łańcuchów ciężkich MHC I 
z ER do cytoplazmy. W cytoplazmie łańcuchy ciężkie są wystawiane na działanie 
proteasomów, przez które są niszczone. U S 11 jest białkiem występującym w ER. 
W obecności białka U S 11 powstają produkty pośrednie rozkładu łańcuchów ciężkich 
o masie 40 kDa, które nie mogą połączyć się z normalnie powstającymi łańcuchami 
lekkimi (fUm) i stworzyć kompletnej cząsteczki MHC I. US11 czyni łańcuchy 
ciężkie mniej podatne na łączenie z (3om albo przez zmianę konformacji łańcucha 
ciężkiego, albo przez przenoszenie produktów pośrednich rozkładu do przestrzeni 
komórkowych, gdzie połączenie nie może mieć miejsca [13].

W komórkach zainfekowanych HCMV pojawia się dodatkowa glikoproteina 
-  US3 wykazująca dużą homologię z US2. US3 nie powoduje degradacji MHC 
I, ale ekspresja tego genu zatrzymuje MHC I w siateczce śródplazmatycznej. Eks
presja US3 poprzedza lub pokrywa się z ekspresją US2 i US11, stąd możliwe,
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że wirus wykorzystuje różne glikoproteiny jednocześnie. Działają one synergistycznie 
w stosunku do siebie [14].

Wszystkie wymienione glikoproteiny powodują, że na powierzchni komórki nie 
pojawiają się cząsteczki MHC I. Istnieje jednak wiele komórek NK, które są zdolne 
do rozpoznania i niszczenia komórek gospodarza nie wykazujących ekspresji czą
steczek MHC I na powierzchni. Z tego powodu ludzki wirus cytomegalii powinien 
być łatwym celem dla układu immunologicznego gospodarza. Tak jednak nie jest, 
a to z powodu jeszcze jednej glikoproteiny produkowanej przez ludzkiego wirusa 
cytomegalii -  U L I8. UL 18 wykazuje dużą homologię z łańcuchem ciężkim MHC
I. Podczas składania cząsteczek MHC I, glikoproteina ULI 8 może łączyć się z 
(39m zastępując łańcuch ciężki. Taki kompleks jest transportowany na powierzchnię 
komórki uniemożliwiając normalny przebieg prezentacji peptydów. Kompleks z 
UL 18 potrafi pozornie zastąpić w działaniu MHC I i oszukać komórki NK [13]. 
Mechanizm działania glikoproteiny U L I8 jest jeszcze mało poznany.

5. MYSI WIRUS CYTOMEGALII (MCMV)

Po infekcji, wirus cytomegalii pozostaje w komórkach myszy przez całe jej 
życie [14]. W kontrolowaniu infekcji decydującą rolę odgrywają cytotoksyczne 
limfocyty T oraz komórki NK.

Geny wirusowe po wniknięciu do komórki gospodarza podlegają kaskadowej 
ekspresji. Po 1 godzinie zachodzi ekspresja genów pojawiających się natychmiast 
{immediate-early (IE)), które kontrolują ekspresję genów wczesnych {early (E)) 
pojawiających się po następnych 8 godzinach infekcji. Najwyższy poziom ekspresji 
genów wczesnych zostaje osiągnięty, gdy ekspresji ulegają geny późne {late (L)) 
po 16 godzinach infekcji. Cytotoksyczne limfocyty T w pierwszej fazie infekcji 
rozpoznają wirusową nukleofosfoproteinę -  pp89 oraz produkty genów IE [14]. 
Jednak po kilku następnych godzinach infekcji CTL przestają rozpoznawać epitopy 
wirusowych produktów. Proces prezentacji ulega zaburzeniu na skutek pojawienia 
się w komórce produktów genów wczesnych (E). Produkty MCMV genów E  se
lektywnie zatrzymują MHC I w siateczce śródplazmatycznej.

W komórkach zainfekowanych wirusem MCMV wykryto również inne geny, 
których ekspresja może uniemożliwić wykrycie wirusa. Taką substancją jest pra
wdopodobnie glikoproteina gp-34, która wiąże się z cząsteczkami MHC I w siateczce 
śródplazmatycznej i razem z nimi zostaje przeniesiona na powierzchnię komórki
[3]. Komórki zainfekowane wirusem z ekspresją gp-34 nie są wykrywane przez 
cytotoksyczne limfocyty T. W jaki sposób się to dzieje -  nie wiadomo.
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6. WIRUS EPSTEINA-BARR (EBV)

Wirus Epsteina-Barr jest ludzkim wirusem z rodziny herpeswirusów. Atakuje 
przede wszystkim limfocyty B i niektóre komórki nabłonkowe. Komórki zakażone 
wirusem będącym w stanie latencji wykazują ekspresję 8 genów wirusowych. Osiem 
białek kodowanych przez te geny (EBNA2-6, LMP-1, LMP-2a, LMP-2b) jest roz
poznawanych przez cytotoksyczne limfocyty T i komórki z tymi białkami zostają 
zniszczone.

Istnienie silnej odpowiedzi cytotoksycznych limfocytów T na antygeny EBV 
skłania do hipotezy o istnieniu tzw. rezerwuaru wirusowego, w którym wirus może 
istnieć nie będąc wykryty przez limfocyty gospodarza [14]. Wirus może być roz
noszony z tego rezerwuaru przez limfocyty B po całym organizmie, gdzie jest 
już normalnie wykrywany i niszczony. Rezerwuar stanowi grupa zainfekowanych 
komórek, wykazujących ekspresję tylko jednego genu wirusowego -  EBNA-1 bez 
ekspresji pozostałych ośmiu genów. Komórki z białkiem EBNA-1 nie są rozpo
znawane przez CTL, a to pozwala wirusowi stale przebywać w komórkach go
spodarza.

Przeprowadzono doświadczenie, w którym próbowano wyjaśnić, w jaki sposób 
EBNA-1 blokuje proces prezentacji peptydów na powierzchni komórki. W tym 
celu w ramkę odczytu EBNA-1 wprowadzono gen kodujący naturalny epitop z 
białka EBNA-4 [14]. Po wprowadzeniu okazało się, że normalnie rozpoznawany 
epitop z EBNA-4 w połączeniu z EBNA-1 jest niewidoczny dla cytotoksycznych 
limfocytów T. Za te własności EBNA-1 odpowiada sekwencja „Gly-Ala repeat” 
znajdująca się na N-końcu białka EBNA-1. Delecja „Gly-Ala repeat” przywraca 
normalną prezentację EBNA-1, a przeniesienie tej sekwencji na inne rozpoznawane 
przez CTL antygeny powoduje zablokowanie prezentacji.

Mechanizm, którym sekwencja „Gly-Ala repeat” blokuje generowanie pre
zentacji antygenów nie jest znany. Prawdopodobnie obecność reszt Gly-Ala na 
N-końcu białka powoduje jego nieefektywną degradację przez proteasom, ponieważ 
EBNA-1 z „Gly-Ala repeat” ma niezwykle długi czas półtrwania [15]. Fragmenty 
EBNA-1, które mogłyby być prezentowane w połączeniu z MHC I pojawiają się 
w komórce w ilości niewystarczającej, aby mogły zostać wykryte.

7. ADENOWIRUSY (Ad)

Adenowirusy wykorzystują przynajmniej dwie strategie inaktywowania cząste
czek MHC I. Produkt genu E la  blokuje transkrypcję genów kodujących 
MHC I, a glikoproteina E3/19K uniemożliwia opuszczenie MHC I 
siateczki śródplazmatycznej [ 1 ]. Oba sposoby uniemożliwiają prezentację peptydów 
na powierzchni zainfekowanych komórek.
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Gen E la  występuje w genomie adenowirusa 12. Ekspresja tego genu powoduje 
zmniejszenie ekspresji MHC I przez wpływ na transkrypcję genów MHC I. Produkt 
genu E la  inaktywuje prekursory białka NFkB, który jest aktywatorem transkrypcji 
wiążącym się z promotorem genów MHC I. Gen E la  zmniejsza również ekspresję 
genów kodujących kompleks transportujący TAP [14].

E3/19K jest obficie syntetyzowanym wczesnym białkiem adenowirusa 2. Jest 
glikoproteiną transbłonową tworzącą trwałe kompleksy z cząsteczkami MHC I unie
możliwiając ich wyjście z ER [1]. To blokuje prezentację wirusowych antygenów 
na powierzchni komórki.

Przeprowadzono szereg doświadczeń z ekspresją białka E3/19K w komórkach 
myszy zakażonych wirusem vaccinia ( W ) .  Testowano 2 rekombinanty W .  W 
V V -E 19 białko E3/19K wiązało się z MHC I i blokowało lizę komórek prezentujących 
hemaglutyninę wirusa grypy i antygeny W .  W drugim rekombinancie VV-AE19 
białko E3/19K wiąże się do MHC I, ale nie zapobiega dalszemu transportowi kom 
pleksu na powierzchnię komórek i lizie komórki przez CTL [1]. Testy z oboma 
rekombinantami wszczepianymi do różnych linii komórkowych in vitro oraz ko
mórkami różnych narządów in vivo pozwoliły na sformułowanie kilku prawdo
podobnych wniosków.

W organizmie m ogą istnieć specyficzne komórki lub stany metaboliczne, w któ
rych blok MHC I wywołany E3/19K jest sprawnie rozpoznawany i te komórki 
nie są celem infekcji. Przed rozpoczęciem produkcji E3/19K w wystarczającej ilości 
peptydy wirusowe są prezentowane przez MHC I (stąd niski poziom prezentacji 
antygenów W ) .  Prawdopodobnie, również inne białka jak E la  są potrzebne do 
zwiększenia efektu blokowania MHC I [1].

8. WIRUS OPRYSZCZKI -  Herpes Simplex Virus (HSV)

Wirus opryszczki znalazł się także w tym zestawieniu z powodu niewielkiego 
białka (ok. 9 kDa) ICP47. Białko to jest przyczyną całkowitej odporności komórek 
zainfekowanych HSV na lizę ze strony specyficznych cytotoksycznych limfocytów 
T już po kilku godzinach infekcji.

ICP47 jest wczesnym białkiem wirusa opryszczki. W obecności tego białka od
bywa się normalna synteza cząsteczek MHC I przy jednoczesnym spadku poziomu 
ekspresji kompleksu peptyd-MHC I na powierzchni komórki. Nie stwierdzono żad
nych bezpośrednich reakcji między ICP47 a MHC I [2,4]. Stwierdzono natomiast 
silne hamowanie transportu peptydów do siateczki śródplazmatycznej. Okazało się, 
że ICP47 blokuje kompleks TAP, który transportuje peptydy z cytoplazmy do sia
teczki śródplazmatycznej. Ludzkie fibroblasty zainfekowane HSV I (linia F ) z 
genem ICP47 wykazywały blokadę transportu peptydów, czego nie było w tych 
samych fibroblastach, ale zainfekowanych HSV I (linia R3631) -  bez genu ICP47 
[2,4].
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Koniecznym warunkiem prezentacji peptydu przez MHC I jest stabilne po
łączenie się (32-iTiikroglobuliny, łańcucha ciężkiego, dodatkowych peptydów (fun
kcje w transporcie) oraz prezentowanego peptydu transportowanego z TAP. Przy 
braku peptydu do prezentacji, taka „nie zapakowana” cząsteczka MHC I nie może 
przenieść się na powierzchnię komórki.

Kompleks TAP zawiera specyficzne miejsce wiążące peptyd (single peptide- 
binding site). ICP47 i peptydy konkurują o to miejsce. To uniemożliwia normalny 
transport peptydów i sprawia, że są one niedostępne dla MHC I w siateczce śród
plazmatycznej, a tym samym niemożliwy staje się cały proces prezentacji.

9. PODSUMOWANIE

W ymienione wirusy wykorzystują różne strategie, aby osiągnąć to samo - stać 
się niewidocznymi dla układu immunologicznego gospodarza przez zaburzenie 
procesu prezentacji peptydów na powierzchni komórki. Istnieje kilka sposobów, 
aby to osiągnąć:

blokowanie ubikwityny, białka niezbędnego do degradacji białek przez prote- 
asom w cytoplazmie,

RYSUNEK 3. Wirusy blokują proces prezentacji peptydów na różnych jego etapach; miejsce blokowania 

zaznaczono •  , wpisano też w ramkę czynnik blokujący
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blokowanie kompleksu przenoszącego peptydy z cytoplazmy do siateczki 
śródplazmatycznej (HSV),
blokowanie powstawania MHC I (HCMV, Ad 12),
blokowanie transportu kompleksu peptyd-MHC I na powierzchnię komórki 
(MCMV, HCMV, Ad2),
wiązanie się bezpośrednio z cząsteczkami MHC I i zaburzanie procesu rozpo
znawania kompleksu przez CTL (MCMV).

M echanizm wybrany przez wirusa zależy od typu infekowanej komórki, szybkości 
przebiegu infekcji, cyklu życiowego wirusa [4].

W irusy, oprócz wymienionych wyżej sposobów mogą w jeszcze inny sposób 
modulować odpowiedź immunologiczną. Wiele wirusów może regulować ekspresję 
cząsteczek MHC II. Produkt genu BZLF2 wirusa Epsteina-Barr oddziałuje bez
pośrednio z cząsteczkami MHC II. BZLF2 w postaci rozpuszczalnego białka łączy 
się z łańcuchami ß cząsteczek MHC II. Białko to może powodować zatrzymanie 
MHC II w ER i zakłócenie prezentacji peptydów przez cząsteczki MHC II.

Innym sposobem na system immunologiczny gospodarza wykorzystywanym przez 
wirusy jest produkcja wirusowych cytokin i czynników wzrostowych. Cytokiny 
pełnią kluczową rolę w rozpoczęciu i przebiegu odpowiedzi immunologicznej. Pewne 
wirusy potrafią wyprodukować cząsteczki o budowie bardzo zbliżonej do cytokin 
gospodarza. Na przykład produkt genu BCRF1 wirusa Epsteina-Barr to białko o 
masie 17 kDa, które ma sekwencję w 78% analogiczną w stosunku do ludzkiej 
IL-10. Zarówno IL-10, jak i produkt genu BCRF1 pełnią podobne funkcje -  hamują 
produkcję cytokin przez monocyty i makrofagi, syntezę y-interferonu przez limfocyty 
T i komórki NK. Tak więc BCRF1 umożliwia wirusowi Epsteina-Barr uniknięcie 
odpowiedzi immunologicznej poprzez redukcję ilości cytokin niezbędnych do zwal
czenia zakażenia. Produkty genów niektórych wirusów działają antagonistycznie 
w stosunku do cytokin gospodarza. Wirusowe białka modulują aktywność cytokin, 
zanim połączą się one z właściwym receptorem komórkowym.

Wirusy potrafią również wpływać na apoptozę komórek. Produkty wirusowych 
genów chronią komórki przez zaprogramowaną śmiercią [15].

Informacje o mechanizmach, dzięki którym wirusy potrafią oszukać układ immu
nologiczny gospodarza, mogą być wykorzystane przynajmniej na dwa sposoby.

Po pierwsze mogą pozwolić na stworzenie leków i szczepionek na infekcje takimi 
wirusami. Mutanty z usuniętymi genami kodującymi białka blokujące proces pre
zentacji można użyć do tworzenia szczepionek. Nie wiadomo, jaka byłaby sku
teczność takich szczepionek, ale prawdopodobnie mogłyby one wpłynąć na szybką 
i efektywną kontrolę infekcji [11].

Uzyskane wiadomości można wykorzystać w celu uniknięcia niechcianej od
powiedzi immunologicznej. Byłoby to szczególnie przydatne w chorobach autoim- 
munologicznych i przy przeszczepach. W ykorzystanie w tym celu ICP47 i US2/1 1 
było już nawet badane w kilku laboratoriach [11].
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M ECHANIZM  DZIAŁANIA FITOCHROM U*

M E C H A N IS M  O F  P H Y T O C H R O M E  A C T IO N

Andrzej TRETY N 1’2, Justyna W IŚNIEW SKA1, Krzysztof JA W O RSK I1

'Uniw ersytet M ikołaja Kopernika, Instytut Biologii Ogólnej i M olekularnej, Za
kład Fizjologii i Morfogenezy Roślin, Toruń; "Akademia Rolniczo-Techniczna 

im. M. Oczapowskiego w Olsztynie, Zakład Biologii Komórki, Olsztyn

Streszczenie'. Zależny od światła wzrost i rozwój roślin regulowany jest przez chromoproteiny zwane 
fitochromami. B iologicznie aktywny fitochrom występuje w dwóch rożnych fotoodwracalnych formach: 
Pr -  absorbującej światło czerwone i Pfr -  pochłaniającej daleką czerwień. Białkowy składnik tego 
fotoreceptora kodowany jest przez małą rodzinę genów przynajmniej u roślin wyższych. U rzodkiewnika 
pospolitego (Arabidopsis thaliana) wykryto pięć takich genów: PHYA, PHYB , PHYC, PHYD  i PHYE. 
PHYA koduje tzw. labilną, a pozostałe geny stabilną pulę fitochromu. Analiza mutacji dotyczących 
genów PHYA i PHYB wykazała, że powstające na ich bazie produkty kontrolują rożne procesy. W 
niniejszej pracy przedstawiamy obecny stan wiedzy na temat komórkowego mechanizmu działania 
fitochromów. Szczególną uwagę zwrócono na omówienie roli białek wiążących GTP, Ca2+/kalmoduliny 
i cGMP w indukowanych przez fitochrom labilny szlakach transdukcji sygnałów świetlnych.

Słowa kluczowe: fitochrom, mechanizm działania, transdukcja sygnału, wtórne przekaźniki

Summary. Light-dependent plant growth and development are regulated by chromoproteins called 
phytochromes. Biologically active phytochrome exists in two different photoconversible: red- (Pr) and 
far-red (Pfr) light-absorbing forms. At least in higher plants the polypeptide of this photoreceptor is 
encoded by a family o f divergent genes. In A rabidopsis thaliana five such genes, designated PHYA, 
PHYB, PHYC, PHYD  and PHYE were found. It has been shown that PHYA encodes light-labile, whereas 
other genes encode light-stable pools o f the photoreceptor. Analysis o f PHYA and PHYB mutants suggests 
that the modes o f action o f these two phytochromes are different. In this paper recent advances toward 
our understanding o f the phytochrome mechanism of action are reviewed. Particularly, evidence is

*Praca ta została zrealizowana podczas pobytu autorów w Istytucie M axa Plancka w K olonii, 
finansow anego przez Komitet Badań Naukow ych (A.T. i J.W., grant nr 6 P 0 4 C  04 6  10), Unię  
Europejską (A. T., European Com m unity IN C O -C opem icus Programme, Grant N o IC 15-CT96- 
0920) oraz Uniw ersytet M. Kopernika w Toruniu (K.J. i J. W ., stypendium  dla m łodych pracowni
ków nauki).
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presented that G proteins, Ca-+/calmodulin, and cGMP may be signalling intermediates in the photo- 
transduction regulated by the labile phytochrome.

Key words: mechanism o f action, phytochrome, second messengers, signal transduction.

WSTĘP

Światło kontroluje wszystkie etapy cyklu życiowego roślin, od kiełkowania po
przez proces deetiolacji i rozwoju wegetatywnego, a na indukcji kwitnienia i starzeniu 
kończąc [19, 20]. W sposób niezależny od barwników fotosyntetycznych rośliny 
są w stanie rejestrować zarówno barwę światła, jak i jego natężenie i czas ekspozycji. 
Jest to możliwe dzięki występowaniu u roślin trzech typów barwników: fitochromów, 
receptorów światła niebieskiego i bliskiego ultrafioletu (UV-A) oraz dalekiego ultra
fioletu (UV-B) [81, 83]. Natura ostatniego z wymienionych barwników nie została 
dotąd dokładnie poznana. Gen kodujący receptor światła niebieskiego i UV-A został 
zidentyfikowany dopiero kilka lat temu przez Ahmada i Cashmora [2, 17]. Wśród 
wszystkich wymienionych fotoreceptorów najlepiej poznanymi są fitochromy [36]. 
Dokładnie 55 lat temu Borthwick i współpracownicy odkryli, że kiełkowanie nasion 
sałaty i indukcja kwitnienia tytoniu mogą być regulowane przez barwnik, który 
wykazuje maksimum absorpcji w świetle czerwonym (ok. 660 nm) i dalekiej czer
wieni (ok. 730 nm) [9]. Wspomniani badacze stwierdzili ponadto, że działanie 
czerwieni na badane procesy odwracane jest przez daleką czerwień. W kolejnych 
latach pojawiło się wiele prac potwierdzających to spostrzeżenie. Jednocześnie udało 
się wyizolować fitochrom i określić jego spektralne właściwości. Okazało się, że 
jest on zbudowany z części białkowej oraz grupy chromoforowej zbliżonej do fi- 
kobilin [81, 84]. Ponadto ustalono, że barwnik ten występuje w dwóch spektralnie 
różnych formach: Pr -  absorbującej czerwień i Pfr-  pochłaniającej daleką czerwień. 
Stosując odpowiednią długość światła można przekształcać jedną formę barwnika 
w drugą. Procesowi fototransformacji towarzyszy uruchomienie łańcucha transdukcji 
sygnału, co w końcowym efekcie wpływa na aktywność transkrypcyjną określonych 
genów, odpowiedzialnych za powstanie stosownej do bodźca odpowiedzi foto- 
morfogenetycznej. Zależności te ilustruje poniższy schemat [56]:

R

Pr <—> P fr —> m odu lac ja  ekspres ji g en ów  —9 fo to m o rfo g e n e za  
FR

Do końca lat osiemdziesiątych dokładnie opisano biochemiczne właściwości fi- 
tochromu, natomiast na przełomie lat osiemdziesiątych i dziewięćdziesiątych roz
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poczęto badania na poziomie molekularnym [26, 27, 41, 55, 58]. Doprowadziły 
one do stwierdzenia, że fitochrom kodowany jest przez niewielką rodzinę genów. 
W rzodkiewniku (Arabidopsis thaliana), roślinie powszechnie używanej do badań 
molekularnych, funkcjonować może 5 odrębnych genów (oznaczanych jako PHYA, 
B, C, D  i E), kodujących białkowe składniki fitochromów (określanych jako PHYA, 
B, C, D i E) [23, 46, 73]. Również u pomidora występować może co najmniej 
pięć odrębnych (zlokalizowanych w różnych chromosomach) genów fitochromowych 
[62,63]. U tytoniu natomiast wykryto obecność trzech genów [1].

W iększość genów fitochromowych roślin wyższych wykazuje podobieństwo do 
PHYA lub PHYB  rzodkiewnika [1, 59, 62, 84]. Dotyczy ono zarówno molekularnej 
budowy genów, produktów ich transkrypcji i translacji, a także fizjologicznych 
właściwości tychże fotoreceptorów. Bez względu na przynależność gatunkową na
świetleniu etiolowanych roślin towarzyszy szybki ubytek formy Pfr fitochromu. 
Z drugiej strony, u roślin zielonych forma ta charakteryzuje się wysoką trwałością 
[24]. Na tej podstawie wyróżniono dwie niezależne pule Ptr: labilną oraz stabilną 
[28, 44, 76,77]. Badania spektrofotometryczne potwierdziły tę hipotezę. Fitochromy 
izolowane z roślin etiolowanych i zielonych różnią się zarówno właściwościami 
spektralnymi, jak i molekularnymi. Obie pule barwnika kodowane są przez odmienne 
zestawy genów [46]. U rzodkiewnika fitochrom labilny kodowany jest przez gen 
PHYA , natomiast na bazie czterech pozostałych genów powstaje białkowy składnik 
fitochromu stabilnego [59, 76, 81]. Podobnie jak u rzodkiewnika, także w innych 
roślinach fitochrom labilny kodowany jest przez gen o budowie podobnej do PHYA. 
U roślin tych stwierdzono również obecność od jednego do kilku genów odpo
wiadających za powstawanie fitochromu stabilnego [62,63]. Zaproponowano (patrz 
[28]), aby fizjologicznie aktywne produkty genów PHYA określać jako fitochrom 
typu I (P I), natomiast kodowany przez rodzinę genów fitochrom stabilny oznaczać 
jako typu II (P II) (patrz tabela 1).

Poza różną budową genów i powstających na ich bazie białek (grupa chro- 
moforowa fitochromu labilnego i stabilnego jest przypuszczalnie identyczna [80]) 
podlegają one odmiennej kontroli na poziomie transkrypcji. Transkrypcja genów 
fitochromu labilnego hamowana jest (w przeciągu kilku minut) przez powstającą 
w wyniku naświetlenia rośliny formę Pfr tego fotoreceptora [29, 84]. Wydaje się 
również, że podobny wpływ na aktywność transkrypcyjną P I ma obecność w 
komórce formy Pj- PIL Z pracy opublikowanej ostatnio przez Sakamoto i Nagataniego
[67] i Nagataniego [51] wynika również, że obydwie pule fitochromu mogą być 
odmiennie zlokalizowane w komórce. W etiolowanych komórkach fitochrom labilny 
(PhyAr) występuje wyłącznie na terenie cytoplazmy (patrz [51]). Po jego foto- 
konwersji następuje tzw. sekwestracja PhyAtr, która poprzedza jego destrukcję [24]. 
Natomiast fitochrom stabilny (PhyB) poza cytoplazmą występować może również 
w jądrze [51, 67]. Trudno obecnie ocenić, czy różna wewnątrzkomórkowa lo
kalizacja może mieć istotny wpływ na mechanizm działania obu pul tego fotoreceptora
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T A B E L A  1. C h a ra k te rys tyka  fitoch rom u lab ilnego  (P I) i s tab iln ego  (P II) (N a podstaw ie  
[29] zm od y fikow ane ) (E O D -FR , e fekt końcow o-dn iow ego  naśw ie tlan ia  św ia tłem  da lekie j

czerw ien i)

W łaściwości P 1 P II

Spektralne
W idm o absorpcyjne Fotoodwracalne Fotoodwracalne
Ubytek Pfr w ciem ności Szybki Bardzo wolny

Biochemiczne
Biosynteza apoproteiny W ciemności Ciągła
Budowa podjednostkowa Hom odim er Heterodim er?
G rupa chrom oforowa Fitochromobilina Fitochrom obilina?

Genetyczne
Rodzina genów PHYA PHYB

Fizjologiczne
EOD-FR Nie stwierdzono Tak

[51]. Nie można jednak wykluczyć, że ma ona wpływ na aktywację odmiennie 
zlokalizowanych szlaków transdukcji sygnałów kontrolowanych przez PhyA i PhyB 
[5, 7, 29]. W łaściwości fitochromu labilnego i stabilnego roślin wyższych przed
stawione zostały w tabeli 1.

Fitochrom roślin niższych może posiadać odmienne właściwości od przedsta
wionych powyżej. Do tej pory sklonowano geny kodujące ten fotoreceptor u kilku 
sinic [34, 35], zielenic [98], mszaków [87, 88] i paprotników [92]. Na podstawie 
tych badań wnioskuje się, że u roślin niższych funkcjonuje jeden typ fitochromu. 
W dwóch roślinach: Cercitodon (mszak) i Adiantum  (paprotnik) cząsteczki tego 
barwnika mają unikalne właściwości -  regulowanej przez światło kinazy białkowej 
[87, 88, 92].

„NARODZINY FITOCHROMU”

W wyniku analizy kolejności nukleotydów (zwłaszcza wchodzących w skład 
kodujących sekwencji genów fitochromowych owsa i rzodkiewnika) ustalono, że 
najbardziej ewolucyjnie zachowawczy fragment występuje w odcinku kodującym 
aminokwasy bezpośrednio sąsiadujące z reszta cysteinową, do której przyłączana 
jest grupa chromoforowa (w przypadku owsa jest to 321 reszta aminokwasowa 
[81]). Na tej podstawie zsyntetyzowano sondy molekularne, które posłużyły do 
przeszukiwania genomów innych gatunków roślin, tak niższych, jak i nasiennych. 
Doprowadziło to do identyfikacji wielu kolejnych genów fitochromowych. Okazało
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się, że oprócz grzybów funkcjonują one u wszystkich przebadanych roślin, a ich 
struktura, poza dwoma wyjątkami (patrz poniżej) jest bardzo do siebie podobna 
[57, 59]. Mimo iż wyniki tych badań pozwoliły ustalić przypuszczalną ewolucję 
tego fotoreceptora (patrz [62, 84]), do tej pory nie było wiadomo, w których roślinach 
barwnik ten pojawił się jako pierwszy. Przełomowe znaczenie w tej sprawie wnoszą 
wyniki prac Kaneko i in. [34] oraz Kehoe i Grossmana [35]. Pierwszej grupie 
badaczy udało się zsekwencjonować cały genom sinicy Synechocystis sp. [34]. 
Natomiast Kehoe i Grossman [35] zidentyfikowali gen odpowiedzialny za adaptację 
świetlną innej sinicy -  Fremyella diplosiphon. Jeden z genów pierwszej z wy
mienionych sinic koduje białko, którego N-końcowa domena wykazuje duże po
dobieństwo do fitochromów (rys. 1). Koniec C zawiera natomiast aminokwasy 
o układzie podobnym do cząsteczek bakteryjnych kinaz histydynowych [34]. Pier
wszy. ze wspomnianych odcinków wykazuje 31-37%  identyczności (56-60%  po
dobieństw a) do N -końcow ego, 500 am inokw asow ego odcinka apopro teiny  
fitochromu typu E rzodkiewnika [34, 56, 57]. Największy stopień homologii dotyczył 
odcinka (Val246-Asp280), który u roślin wyższych sąsiaduje z resztą cysteinową, 
do której przyłączana jest grupa chromoforowa. Ostatnio Hughes i in. [32] otrzymali 
pierwszy prokariotyczny fitochrom. Potencjalny gen fitochromowy wyizolowany 
z sinicy Synechocystis wprowadzili przy pomocy wektora pQE12 do komórek 
Escherichia coli [32]. W wyniku tego zabiegu w komórkach bakterii doszło do 
akumulacji badanego białka, którego masa cząsteczkowa wynosi ok. 85 kDa (a 
owsa i rzodkiewnika ok. 120 kDa). Jego zawartość dochodziła do 50% wszystkich 
białek rozpuszczalnych E. coli [32]. Było to dużym zaskoczeniem, gdyż po wpro
wadzeniu do tych samych komórek genów fitochromowych roślin wyższych uzy
skiwano tylko niewielkie ilości słabo rozpuszczalnego białka [42]. Ponadto, uzyskane 
białko miało właściwości autokatalityczne polipeptydowego składnika fitochromu 
roślin wyższych -  było zdolne do przyłączania fikocyjanobilinowych grup chro-

1(Arabidopsis)
PhyA

119 640

938 1187
-1206

36(60)% 20(52)%,-

SLR0473
(Synechocystis) ll

20 511
1-748 
. 745

31(55)%

KinA
(B.subtilis)

383
1- -606

RYSUNEK l . Porównanie budowy cząsteczki fitochromu E (PhyE) Arabidopsis (górny panel), produktu 
genu SLR0473 sinicy Synechocystis (środkowy panel) oraz kinazy histydynowej (KinA) bakterii Bacillus 

subtilis (dolny panel) (dalszy opis w tekście, na podstawie [56], zmodyfikowane)

http://rcin.org.pl



230 A. TRETYN, J. WIŚNIEWSKA. K. JAWORSKI

moforcwych. Umieszczenie stransformowanych bakterii w środowisku zawierającym 
fitochrcmobilinę prowadziło do uzyskania barwnika o właściwościach charaktery- 
styczn>ch dla fitochromu [32]. Po jego wyizolowaniu i oczyszczeniu stwierdzono, 
że ma Dn dwa maksima absorpcji, przy 658 i 702 nm [32] oraz podlega chara
kterystycznej dla fitochromu fotokon wersji. Opisane badania bezpośrednio dowodzą, 
że białło o właściwościach zbliżonych do fitochromu może funkcjonować również 
w komórkach organizmów prokariotycznych [32, 56, 57]. Jego niezwykle duża 
zawarte ść w komórkach transformowanych bakterii pozwala przypuszczać, że już 
w najbliższym czasie przeprowadzone zostaną badania rentgenograficzne, które 
ostatecznie rozstrzygną o przestrzennej budowie cząsteczek fitochromu [32].

Jak uż wspomniano powyżej, również jeden z genów sinicy Fremyella, kon
trolujących jej świetlną adaptację, koduje białko, którego N-koniec wykazuje 
budowę zbliżoną do tej samej domeny (zawierającej grupę chromoforowa) fito- 
chromu. Natomiast jego C-końcowy fragment wykazuje duże podobieństwo do 
kinaz h stydynowych [35]. Na podstawie wyżej przedstawionych wyników spekuluje 
się, że pierwszymi organizmami, u których mogły pojawić się fotoreceptory o wła
ściwościach przypominających lub podobnych do fitochromu, były sinice [56, 57]. 
Ponadto, przedstawione badania wiele wnoszą do zrozumienia molekularnego m e
chanizmu działania barwników fotomorfogenetycznych. Podobnie jak w przypadku 
receptorów etylenu [8, 22] i cytokinin [33] mogłyby one funkcjonować jako kinazy 
histydynowe [56]. Problem ten zostanie szerzej omówiony poniżej.

EKO-FIZJOLOGICZNE PODSTAWY DZIAŁANIA 
FITOCHROMU

Działające przez fitochrom światło może indukować wiele różnych reakcji fi
zjologicznych. Decydującą, regulatorową rolę odgrywa tu zarówno barwa, natężenie, 
jak i czas działania światła [76, 77]. Na tej podstawie wyróżnia się dwa typy 
reakcji: indukcyjne i wysokoenergetyczne (HIR, od ang. High Irradiance Response) 
[29, 44]. Ponadto, pierwszy typ reakcji podzielić można na: tak zwane reakcje 
nisko- i bardzo niskoenergetyczne, oznaczane jako LFR i VLFR (od ang. Low  
Fluence Response i Very Low Fluence Response) [45, 77, 83, 84]. Do wywołania 
VLFR wystarczają niezmiernie niskie dawki światła (w granicach 0,0001-0,1 mmol 
x m-2). Natomiast reakcje typu LFR inicjowane są przez światło o natężeniu wyższym 
o kilka rzędów wielkości (od 1 do 1000 mmol x m-2) [76, 77]. Reakcje HIR 
wyzwalane są w roślinach w wyniku ich długotrwałego naświetlania zarówno świat
łem czerwonym (HIR-R), jak i dalekiej czerwieni (HIR-FR). Reakcje niskoenerge
tyczne można określić mianem klasycznych, gdyż charakteryzują się foto od 
wracalrością, tj. efekt fizjologiczny bezpośrednio zależy od tego, która z długości
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światła (R lub FR) zostanie użyta jako ostatnia. W przypadku VLFR i HIR nie 
obserwuje się tego typu zależności [29]. Jedynie milisekundowy puls światła sło
necznego powoduje zainicjowanie reakcji typu VLFR [76, 77]. Do zaindukowania 
procesów kontrolowanych przez LFR wymagana jest co najmniej kilkusekundowa 
ekspozycja na światło słoneczne (w okresie letnim), a pod centymetrową warstwą 
gleby do pełnego jej wy sycenia niezbędne jest kilkuminutowe działanie tegoż światła 
[76, 77]. Choć reakcje wysokoenergetyczne indukowane są w wyniku długotrwałego 
naświetlania roślin, najskuteczniejsze działanie wykazuje światło długofalowe -  
daleka czerwień, które niesie niższą energię niż promieniowanie krótkofalowe.

Aby wyjaśnić podstawy działania fitochromu, należy wprowadzić kolejny termin 
-  stan fotostacjonarny, który określa ilościowy stosunek fitochromu w formie P (r 
do całkowitego fitochromu (Ptot) [77, 78, 81, 84]. W wyniku naświetlania etio- 
lowanych siewek (w których występuje jedynie fitochrom w formie Pr) światłem 
czerwonym dochodzi do przekształcania Pr w P fr W skrajnym przypadku 86% 
Pr może ulec fotokonwersji do P fr Z drugiej strony, światło dalekiej czerwieni, 
zastosowane bezpośrednio po czerwonym przekształca prawie cały Ptr (do 99%) 
do Pr [81 ]. W naturze nigdy nie mamy do czynienia z monochromatycznym światłem 
czerwonym i dalekiej czerwieni. Bezpośrednio padające na rośliny światło słoneczne 
wzbogacone jest o czerwony zakres widma, a jego przenikaniu przez tkanki liści 
(tzw. baldachim lub okap) towarzyszy pochłanianie przez występujące w nich barw
niki fotosyntetyczne prawie całego zakresu widma słonecznego -  poza światłem 
zielonym, a przede wszystkim daleką czerwienią [29, 77, 78]. Stąd też, w zależności 
od warunków środowiskowych roślina poddawana jest działaniu bezpośredniego 
światła wzbogaconego w czerwień lub rozproszonego, w którego skład wchodzi 
głównie daleka czerwień. Do tej pory uważano, że jedynie światło czerwone zdolne 
jest do inicjowania u roślin tzw. odpowiedzi fotomorfogenetycznych. Pogląd ten 
należy uznać za przestarzały. Obecnie uważa się, że obydwie omawiane długości 
światła są fizjologicznie aktywne. Daleka czerwień inicjować może reakcje bardzo 
niskoenergetyczne, które zachodzą przy niezmiernie niskim stanie fotostacjonarnym 
fitochromu {P ^ /P lot< 1%). Również ta barwa światła odpowiada za powstawanie
u roślin reakcji wysokoenergetycznych [55, 76]. W tym wypadku FR powoduje 
przekształcanie niewielkiej puli Pr w Ptr, która natychmiast po pochłonięciu kolejnej 
dawki dalekiej czerwieni wraca do formy Pr [29, 44]. Szybkie, cykliczne przemiany 
obu form fitochromu uniemożliwiają degradację podatnej na nią formy P (r Obok 
opisanych występują jeszcze „klasyczne” reakcje fitochromowe, które wyzwalane 
są przez światło czerwone. W zależności od jego natężenia i czasu ekspozycji 
w tkankach roślinnych ustalać się mogą odmienne stany fotostacjoname, co prowadzić 
może do inicjacji różnych reakcji biochemicznych lub morfogenetycznych [76, 77].

Obecnie uważa się, że obydwie długości światła mogą indukować przebieg od
miennych procesów. Za kontrolę VLFR i HIR odpowiada fitochrom labilny. Na
tom iast reakcje n iskoenergetyczne regulow ane są przez stabilną pulę tego
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RYSUNEK 2. W zajemne oddziaływania pomiędzy 
fitochromem labilnym (PhyA) i stabilnym (PhyB) w 
procesie kontroli deetiolacji siewek rzodkiewnika. 
Dominujące w widmie słonecznym ciągłe światło 
czerwone (Rc) absorbowane przez PhyB indukuje 
deetiolację (+) w wyniku utrzymywania wysokiego 
poziomu PfrB. W tych warunkach świetlnych foto- 
konwersji Pr do Pfr towarzyszy szybka degradacja 
PhyA. Podczas naświetlania etiolowanych roślin 
ciągłym światłem dalekiej czerwieni (co obserwuje 
się po przejściu światła słonecznego przez liście 
okapu) deetiolacja indukowana jest przez fitochrom 
labilny (+). Znak minus wskazuje, że aktywacja 
jednej puli fitochromu prowadzi do wyłączenia dru 
giej z nich (na podstawie [58], zmodyfikowane)

fotoreceptora [55,58]. W pewnych jednak przypadkach przebieg tego samego procesu 
może podlegać kontroli przez obydwie pule fitochromu. Ustalono, że światło czer
wone absorbowane przez fitochrom typu B (PhyB) indukuje deetiolacje roślin (rys.
2.). Z drugiej strony, również absorbowane przez fitochrom labilny (PhyA) światło 
dalekiej czerwieni reguluje ten sam proces (przez reakcje HIR). Działanie fitochromu 
stabilnego obserwuje się u roślin poddanych bezpośredniemu wpływowi światła 
słonecznego. Natomiast u roślin rosnącym pod baldachimem liści aktywowany jest 
fitochrom labilny. Działanie jednego typu fitochromu wyklucza jednocześnie udział 
drugiej puli tego fotoreceptora (rys. 2)[58].

Jakie ekologiczne znaczenie mogą mieć opisane fizjologiczne właściwości fi
tochromu? Jak już wspomniano powyżej, światło słoneczne zawiera więcej czer
wieni niż dalekiej czerwieni. Dlatego rozwijające się w glebie siewki, gdy dotrą 
do jej powierzchni, poddane są głównie bezpośredniemu wpływowi światła czer
wonego, które działa przez fitochrom stabilny (rys. 3). Natomiast gdy natężenie 
światła jest bardzo niskie (np. podczas pełni) lub gdy rozwój siewki odbywa się 
pod osłoną (okapem) liści, nasiona lub kiełkujące siewki eksponowane są na światło 
wzbogacone w daleką czerwień, która absorbowana jest przez fitochrom labilny 
(rys. 3). Stąd też bez względu na warunki świetlne otoczenia roślina może uzyskać 
sygnał niezbędny do zainicjowania procesu deetiolacji. Zazielenienie się siewki 
to kluczowy etap dalszego jej rozwoju. Gdy roślina rozwija się w warunkach pełnego 
dostępu światła, dominującą funkcję w jej dalszym rozwoju spełnia fitochrom stabilny 
[29, 55, 58, 76]. Jednakże, jeśli jest ona zacieniana przez liście innych roślin, 
a docierające do niej światło fotosyntetycznie aktywne ma zbyt niskie natężenie, 
roślina albo zginie z braku możliwości odnowy odpowiednich rezerw energetycznych 
lub też przyspieszy swój wzrost i wyrośnie ponad ocieniający ją  baldachim w 
wyniku uruchomienia reakcji określanej mianem „unikanie zacienienia” (ang. sha- 
de-avoidance) [69, 78]. W tym wypadku decydującą rolę zacznie pełnić fitochrom 
labilny [16](rys. 3).
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RYSUNEK 3. W pływ ciągłego światła czerwonego 
(Rc) i dalekiej czerwieni (FRc) na procesy kontrolo
wane przez fitochrom labilny (PhyA) lub stabilny 
(PhyB). Linia przerywana oznacza światło, które po 
przejściu przez tkanki roślinne (baldachim) zubożone 
jest w czerwień (pochłanianą przez chlorofil) i wzbo
gacone w daleką czerwień. Obydwa typy fitochromu, 
w zależności od warunków świetlnych otoczenia mo
gą kontrolować proces deetiolacji roślin (lewa i środ
kow a c zę ść  rysunku). W w yniku p ierw szego  
kontaktu rozwijającej się siewki ze światłem docho
dzi do degradacji występującego w niej fitochromu 
labilnego, czemu towarzyszy deetiolacja i zahamo-. 
wanie jej wzrostu wydłużeniowego. Dalsze etapy 
rozwojowe zielonej rośliny regulowane są przez fito
chrom stabilny (prawa część rysunku). Dalszy opis w 

tekście (na podstawie [58], zmodyfikowane)

Różne typy fitochromu są aktywne w kolejnych stadiach rozwojowych rośliny. 
PhyB może kontrolować wszystkie etapy począwszy od kiełkowania nasion spo
czynkowych, a na indukcji kwitnienia kończąc [19, 20, 48]. PhyA może natomiast 
funkcjonować głównie we wczesnych etapach rozwoju osobniczego rośliny. Obok 
nich pewne procesy mogą być również kontrolowane przez inne geny fitochromowe, 
kodujące fitochrom stabilny. Na przykład u mutanta phyB  nie stwierdzono tzw. 
końcowodniowego efektu naświetlania R i FR na wzrost elongacyjny hypokotyli 
rzodkiewnika. Z drugiej zaś strony tego typu traktowanie w istotny sposób wpływało 
na fotoperiodyczną indukcję kwitnienia [29].

GENETYCZNE PODŁOŻE DZIAŁANIA FITOCHROMU

Dotychczas nie opracowano metody, która umożliwiałaby badanie specyficznych 
funkcji obu omawianych populacji fitochromu w układach in vitro. W związku 
z tym istnieje konieczność prowadzenia odpowiednich badań in vivo. Nastręcza 
to wiele problemów, ponieważ inaczej niż w roślinach etiolowanych w komórkach 
roślin zielonych ekspresji może podlegać jednocześnie kilka genów fitochromowych 
[59, 62]. Duży wkład w poznanie kontrolowanych przez fitochrom procesów przy
noszą badania prowadzone na mutantach. Obecnie znanych jest szereg mutantów, 
u których obserwuje się zaburzenia w ekspresji genów lub prawidłowej budowie 
powstających na ich bazie polipeptydów [6, 54, 82, 94, 95, 97, 100]. Jako jeden 
z pierwszych zidentyfikowany został mutant lii (long hypocotyl) ogórka, który cha
rakteryzuje się brakiem ekspresji PHYB [43]. Podobne właściwości wykazuje mutant 
hy3 (long hypocotyl) rzodkiewnika [64] oraz tri (temporarily red light-insensitive)
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pomidora [91]. Wyizolowano również mutanta rzodkiewnika (hy8) pozbawionego 
labilnej puli fitochromu [25,61 ]. Natomiast u pomidora zidentyfikowano trzy mutanty 
phyA , przy czym u fr i  (far-redlight-insensitive) [37, 38] mutacja dotyczy białkowego 
składnika fotoreceptora. Dwa inne mutanty tej rośliny, a mianowicie au (aurea) 
i yg-2 (yellow green 2) [90] oraz mutant h y l (long hypocotyt) rzodkiewnika [21] 
charakteryzują się zaburzeniami w szlaku biosyntezy grupy chromoforowej [80]. 
Oprócz wymienionych mutantów u pomidora i rzodkiewnika stwierdzono zaburzenia 
dotyczące funkcjonowania indukowanych przez światło łańcuchów transdukcji syg
nału świetlnego [5, 54, 82]. U pomidora mutacja typu hp (high pigment), prowadzi 
do nadmiernej wrażliwości etiolowanych siewek na działanie światła [37, 38]. Ostat
nio u rzodkiewnika opisano mutację, która prowadzi do zaburzeń szlaku transdukcji 
sygnału świetlnego kontrolowanego przez labilną [5, 6] lub stabilną [94] pulę fi
tochromu. Znanych jest również szereg genów, które w drodze negatywnego sprzę
żenia kontrolują proces fotomorfogenezy [18, 27, 40, 48, 96]. M utacje powstające 
w obrębie tych genów prowadzą do tego, że fenotyp roślin etiolowanych przypomina 
pokrój roślin zielonych. Tego typu mutanty mają krótkie hypokotyle oraz częściowo 
lub w pełni rozwinięte chloroplasty. Ponieważ fotomorfogenetyczne mutanty szerzej 
opisane zostały w naszych poprzednich pracach [54,82], stąd ich ponowne omawianie 
wykracza poza ramy prezentowanej publikacji.

KOMÓRKOWY MECHANIZM DZIAŁANIA

Dotychczas mało było wiadomo na temat pierwszych etapów reakcji wyzwalanych 
w wyniku absorpcji światła przez cząsteczki dwóch odmiennych pul fitochromu. 
Bardzo istotnych informacji na ten temat dostarczyły doświadczenia przeprowadzone 
nad kiełkowaniem światłoczułych nasion rzodkiewnika [74, 75]. Ustalono, że na
tychmiast po ich spęcznieniu jedynie forma Pfr fitochromu typu B indukuje ten 
proces, który wykazuje cechy klasycznej reakcji indukcyjnej (fotoodwracalność). 
Żaden z innych fitochromów (PhyA, C, D i E) nie był w stanie zainicjować kieł
kowania [74]. Natomiast nasiona moczone przez 48 godz. w ciemności kiełkowały
w obecności znacznie niższych dawek światła (1-1000 mmol x m 2 w porównaniu

 2  . .

do 10-1000 mmol x m ). Nasiona mutanta pozbawionego fitochromu A nie re
agowały na traktowanie światłem, podczas gdy nasiona mutanta phyB  kiełkowały 
w podobny sposób jak rośliny typu dzikiego. Na tej podstawie można wnioskować, 
że opisywana reakcja ma charakter VLFR [74]. Następnie ustalono widmo czyn
nościowe dla kiełkowania nasion kontrolowanego przez fitochrom labilny i stabilny 
roślin typu dzikiego oraz obu stosowanych mutantów [75]. Okazało się, że in
dukowane przez VLFR, zależne od fitochromu A kiełkowanie ma bardzo szerokie 
widmo czynnościowe (rys. 4), obejmujące zakres od 300 do 700 nm [29, 75].
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W tym wypadku reakcja nie miała charakteru odwracalnego. Użycie dowolnej barwy 
światła we wspomnianym zakresie prowadziło do indukcji kiełkowania. Z drugiej 
strony, kontrolowana przez PhyB fotoodwracalna indukcja kiełkowania miała wąski 
przedział widma czynnościowego, mieszczący się w granicach od 550 do 690 nm 
(rys. 4). Stymulacja kiełkowania odwracana była przez światło w granicach od 
700 do 800 nm o podobnym natężeniu [75].

Jak widać, mimo że obydwa typy fitochromu wykazują podobne spektrofotome- 
tryczne właściwości w warunkach in vitro , widma czynnościowe dla PhyA i PhyB 
mogą być zupełnie odmienne. Ponadto sugeruje to, że w obu przypadkach Pfr jest 
aktywną formą fitochromu [29]. Jednocześnie nasuwa się pytanie, dlaczego reakcje 
kontrolowane przez PhyA mogą być indukowane przez światło o natężeniu o cztery 
rzędy wielkości niższym w porównaniu do PhyB (patrz rys. 4). Istnieje wiele mo
żliwych interpretacji tego zjawiska. Po pierwsze może to być wynikiem różnej 
liczby cząsteczek obu form fitochromu. Na proces ten może mieć wpływ różne 
powinowactwo tychże fitochromów w stosunku do odpowiednich białek recepto
rowych, jak również może istnieć zasadnicza różnica w stopniu wzmocnienia syg
nału indukow anego przez PhyA i PhyB [29]. By zrozum ieć te zaw iłości, 
zaproponowano model hetero-homodimerowej budowy fizjologicznie aktywnej for
my fitochromów [89]. Jak ustalono, fitochrom in vitro i in vivo występuje w formie 
dimerycznej [84]. W nioskuje się, że aktywna forma fitochromu labilnego funkcjonuje 
w formie heterodimeru (PhyAjPhyA^), natomiast fitochromu stabilnego w postaci 
homodimeru (PhyBtrPhyB)r) [89]. W omawianym modelu zakłada się, że heterodimer 
PhyB byłby fizjologicznie nieaktywny (rys. 5). Biorąc pod uwagę, że w pojedynczej

RYSUNEK 4. W idmo czynnościowe kiełkowania nasion rzodkiewnika, kontrolowanego przez PhyA i 
PhyB; na osi rzędnych zaznaczono natężenie światła dla określonych długości fal stymulujących bądź 

hamujących ten proces (dalszy opis w tekście, na podstawie [56 i 74], zmodyfikowane)
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komórce występuje od stu tysięcy do miliona cząsteczek PhyA, do zaindukowania 
VLFR wystarczy od 1 do 10% całej populacji tej formy fitochromu (tj. od 10 
do lOOtys. cząsteczek) w formie heterodimeru. Reszta cząsteczek występuje w 
form ieizjologicznie nieaktywnego homodimeru PhyArPhyAr  Ponieważ w reakcjach 
kontrobwanych przez LFR w skrajnych przypadkach 86% fitochromu występuje 
w postćci P)r, stąd można przypuszczać, że liczebność heterodimerów PhyArPhyAfr 
oraz honodimerów PhyBfrPhyBjr jest podobna [29]. Czy w związku z tym dla 
obu forn fitochromu istnieją podobne receptory, a jedynie ich mechanizm transdukcji 
sygnałi ma odmienny charakter?

Należy pamiętać, że liczebność PhyA u wielu roślin (np. owsa i rzodkiewnika) 
100-kntnie przewyższa liczebność PhyB. Różnica ta może sugerować, że w wa- 
runkacl naturalnych pierwsze etapy fotomorfogenezy mogą być zdominowane przez 
fitochrcm labilny. Aby tego typu reakcje mogły się dopełnić, PhyA ma jeszcze 
dwie ime cechy. Po pierwsze cząsteczki PhyAfr ulegają bardzo szybkiej proteolizie 
[24]. P( drugie zaś, synteza nowych cząsteczek PhyAr jest hamowana przez cząsteczki 
PhyAtroraz PhyBfr [55, 58, 84]. Zapewnia to etiolowanej roślinie nadzwyczajną 
wrażlivość na pierwszy puls światła (bez względu na jego barwę). Natomiast w 
roślinach zielonych, poddanych reetiolacji lub rozwijających się w warunkach za- 
cieniena umożliwia optymalizację aktywacji podstawowych genów związanych z 
procesen fotosyntezy. Jeden z tych genów (CAB) kodujący małą podjednostkę 
karbok:ylazy/oksygenazy rybulozo-1,5-bisfosforanowej (rubisko) jest w zróżnico
wany siosób regulowany przez obydwie pule fitochromu [49]. W hypokotylach 
rzodkiewnika PhyAtr działa jedynie w sposób indukcyjny (nieodwracalny), podczas 
gdy wjływ PhyB |r ma charakter fotoodwracalny. Gen CAB może być również 
indukovany w sposób niezależny od fitochromu w wyniku aktywacji kryptochromu 
[4, 49].Poza CAB również inny gen Arabidopsis', ATHB  podlega bardzo złożonej 
regulaci przez rożne typy fitochromu i fotoreceptor światła niebieskiego [79].

FITOCHROM JAKO ENZYM

W c:ąsteczce fitochromu, podobnie jak w wielu białkach o charakterze regu- 
latorow/m, wyróżnia się dwie domeny strukturalno-funkcjonalne: N- i C-końcową. 
Większi, globularna domena N-końcowa odpowiada za wiązanie grupy chromo- 
forowej natomiast druga z nich bierze między innymi udział w procesie dimeryzacji 
cząstec:ek tego fotoreceptora [84]. Stosując różne podejścia badawcze, między 
innymi )graniczoną proteolizę wyizolowanych cząsteczek fitochromowych lub ukie
runkowują mutagenezę kodujących je genów, ustalono, że w polipeptydzie oma- 
wianeg) barw nika istnieje kilka odcinków, które odpowiadać mogą za jego 
biologhzną aktywność (patrz [84,93]). Pod koniec lat osiemdziesiątych stwierdzono, 
że pewie sekwencje aminokwasowe fitochromu mogą odpowiadać za jego fun- 
kcjonovanie jako kinazy białkowej. Wykazano, że izolowany fitochrom ma zdolność
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K Y iU lN h K  .7. M odel ilustrujący rolę hom o-, i heterodim erów labiinej (a) i stabilnej (b) puli fitochrom u  
w m echanizm ie działania tych fotoreceptorów  (na podstaw ie [29], zm odyfikow ane)
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T A B E LA  2. U d z ia ł lab ilne j (PhyA) i s tab ilne j (PhyB) puli fitoch rom u w  regu lac ji n iek tó 
rych procesów  fiz jo log icznych  (na podstaw ie  [29], zm odyfikow ane )

Stadium rozwojowe Funkcjonalny fitochrom Zjawisko

Nasiona spoczynkowe PhyB kiełkowanie w ciem ności
Nasiona spęczniałe PhyA, PhyB fotoindukcja kie łkowania
Siewki etio lowane PhyA, PhyB deetiolacja

PhyA, PhyB ekspresja genu CAB
Siewki zielone PhyB, PhyD wzrost pędu
Rozwój generatywny PhyB (przypuszczalnie) fotoperiodyczna indukcja kwitnienia

do autofosforylacji reszt serynowych [47, 52, 98]. Również komputerowa analiza 
układu aminokwasów w omawianym polipeptydzie wskazywała na jego podobień
stwo do eukariotycznych serynowo/treoninowo/tyrozynowych kinaz białkowych 
[87]. Jednakże, poza jednym  wyjątkiem (o którym będzie mowa poniżej), żaden 
z przeanalizowanych polipeptydów fitochromowych nie miał wszystkich konser
watywnych motywów przypisywanych eukariotycznym kinazom białkowym [31]. 
Ponadto, zastosowanie dokładniejszej procedury izolacji i oczyszczania cząsteczek 
fitochromu pozwoliło stwierdzić, że wcześniej uzyskiwane preparaty zanieczysz
czone były białkiem, które ma aktywność kinazową [30, 39]. Na początku lat dzie
w ięćdziesiątych  opublikow ane zostały prace dotyczące budow y fitochrom u 
funkcjonującego w komórkach jednego z mszaków -  Ceratodon purpuręus [3, 
88]. Okazało się, że na bazie genu różniącego się budową od pozostałych genów 
fitochromowych powstaje białko, o masie 145 kDa, mające dwojakiego rodzaju 
właściwości molekularne. Jego domena N-końcowa odpowiada właściwościom fi
tochromu. Natomiast w końcu C występują sekwencje aminokwasowe homologiczne 
do eukariotycznych kinaz serynowo/treoninowo/tyrozynowych [88]. Jak dotąd, nie 
stwierdzono jednak, aby poza Ceratodon [3, 88] i Adiantum  [92] inne fitochromy, 
również te funkcjonujące w komórkach roślin niższych [56], miały podobną budowę 
molekularną. Równolegle, pojawiła się seria prac wydanych przez grupę niemieckich 
badaczy kierowana przez H.A.W. Schneidera-Poetscha [70-72], którzy stwierdzili 
istnienie dużej homologii między pewnymi fragmentami C-końcowego odcinka fi
tochromu a funkcjonującymi w komórkach bakterii kinazami histydynowymi [70— 
72]. Tego typu kinazy stanowią podstawowy element tzw. dwuskładnikowego 
systemu transdukcyjnego bakterii [60]. W jego skład wchodzą dwa białka, pierwsze 
o charakterze sensorowym, drugie natomiast mające aktywność efektorową (rys. 
6). Każde z nich ma dwie domeny o odmiennych funkcjach molekulamo-bioche- 
micznych. W skład białka sensorowego wchodzi N-końcowa domena uczestnicząca 
w odbiorze sygnałów środowiskowych oraz C-końcowa domena, która ma aktywność 
kinazy histydynowej. W wyniku oddziaływania czynnika środowiskowego na czą
steczkę sensora dochodzi do zmian jego konformacji przestrzennej, co pociąga
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Sensor

Wejście Przekaźnik
Sygnał — ► N - (  ) —  H - C

7v

\

N > C^
Odpowiedź
fizjologiczna

Odbiornik Wyjście

Regulator odpowiedzi

RYSUNEK 6. Schemat przedstawiający budowę bakteryjnego dwuskładnikowego systemu transdukcji 
sygnałów środowiskowych (na podstawie [60], zmodyfikowane)

za sobą aktywację kinazy histydynowej [60]. Ponieważ cząsteczki sensorowe fun
kcjonują w postaci dimerów, najpierw dochodzi do wzajemnej fosforylacji (auto- 
fosforylacji) poszczególnych monomerów, a następnie do przeniesienia reszty 
fosforanowej z histydyny na asparaginę drugiego składnika omawianego systemu 
transdukcyjnego. Również i to białko składa się z dwóch odmiennych domen (rys. 
6). W pierwszej (N-końcowej) znajduje się wspomniana reszta aminokwasowa. 
Natom iast druga uczestniczy w oddziaływaniu z innymi białkami szlaku transdukcji 
sygnału lub bezpośrednio łączy się z sekwencjami promotorowymi określonych 
genów [56, 57, 60].

Ustalono, że u 100 dotąd poznanych prokariotycznych kinaz histydynowych ist
nieje jedynie niewielki stopień identyczności składu aminokwasów. Również stopień 
identyczności fitochromów z kinazami histydynowymi jest niski (15-39% ). Jednakże 
znacznie wyższy jest stopień podobieństwa tychże białek, który w skrajnych wy
padkach dochodził do 55% [57]. Porównując odpowiednie odcinki cząsteczek fi
tochrom ów z podobnymi występującymi u omawianych kinaz okazało się, że stopień 
identyczności tych pierwszych, który wynosi 31-64%  (a podobieństwa 54-81%), 
jest wyższy w porównaniu do drugiej klasy białek, dla których waha się on w 
granicach od 24 do 42% (a podobieństwa od 47 do 61 %) [57]. W yniki te wskazuje 
na dużą zachowawczość ewolucyjną tych fragmentów fitochromu, które mogą być 
związane z jego funkcjonowaniem jako kinazy histydynowej. Stwierdzono, że prze
strzenna organizacja tej domeny fitochromowej przypomina struktury, obserwowane 
w bakteryjnych białkach sensorowych. Zauważono również, że białka te występują 
w formie dimerycznej. Na tej podstawie Schneider-Poetsch zaproponował [70], 
że fitochrom  może funkcjonować jako regulowana przez światło kinaza histydynowa. 
Niestety okazało się, że w cząsteczkach fitochromu brak jest pewnych silnie kon
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serwatywnych motywów obecnych w bakteryjnych kinazach. Nie udało się również 
stwierdzić autokatalitycznych właściwości w preparatach zawierających wysoce 
oczyszczone cząsteczki fitochromu. Również przeprowadzona w drodze ukierun
kowanej mutagenezy wymiana określonych aminokwasów, które są niezbędne do 
funkcjonowania kinaz histydynowych, nie doprowadziła do spodziewanych efektów
[15].

Jak już wspomniano wyżej, ostatnio zsekwencjonowano cały genom sinicy Sy- 
nechocystis sp., co pozwoliło między innymi stwierdzić, że jeden z występujących 
w nim genów może kodować białko o właściwościach zbliżonych do fitochromu 
[34]. Białko to, poza fitochromo-podobną domeną N-końcową zawiera fragment 
C-końcowy, który w 23-31 procentach jest identyczny (i w 50-58%  podobny) 
do bakteryjnych kinaz histydynowych (patrz rys. 1). W białku sinicy obecne są 
wszystkie sekwencje aminokwasowe warunkujące jego funkcjonowanie jako wspo
mnianego enzymu. W związku z tym prawdopodobne wydaje się, że może ono 
pełnić funkcje regulowanej przez światło kinazy histydynowej [56]. Można również 
spekulować, że układy transdukcji sygnałów u bakterii i sinic, to jest organizmów 
prokariotycznych są bardzo do siebie podobne. Ponadto, występowanie u Syne- 
chocystis i Fremyella genów kodujących białka o właściwościach zbliżonych do 
fitochromu (o czym była również mowa powyżej) wskazuje, że sinice były pier
wszymi organizmami, które miały układ percepcji bodźców świetlnych podobnych 
do funkcjonującego u wszystkich (poza grzybami) roślinnych organizmów euka
riotycznych. Układ ten, ewoluował w kierunku fitochromu występującego u roślin 
niższych, wykazującego pośrednie właściwości między fitochromem labilnym i sta
bilnym (patrz [62, 84]). Ostatecznie, doszło do powstania systemu fotoreceptorów 
charakterystycznych dla roślin wyższych, kodowanego przez geny odpowiedzialne 
za powstawanie fitochromu labilnego i stabilnego.

Czy wraz z ewolucją fitochromu zmianom ulegały enzymatyczne właściwości 
tego barwnika obserwowane u sinic? Być może w trakcie tego procesu doszło 
do utraty jego katalitycznych funkcji, choć pewne charakterystyczne właściwości 
dla układów sygnalizacyjnych, funkcjonujących u bakterii pozostały. Jedną z nich 
może być dimeryczna budowa tego fotoreceptora. Nie można również wykluczyć 
możliwości, że w wyniku ewolucji doszło do modyfikacji katalitycznych właściwości 
przypisywanych kinazom histydynowym. Przecież i u bakterii znane są przypadki, 
w których kinazy histydynowe mają zdolność do fosforylowania reszt serynowych. 
Czy zatem podobną sytuację obserwować można u fitochromu, któremu przypi
sywano rolę kinazy serynowej? A może podobnie jak białka sensorowe dwuskład
nikowego układu transdukcji sygnału u bakterii cząsteczki fitochromu zachowały 
właściwości fosfataz białkowych? Istnieją pewne dowody potwierdzające tę hipotezę 
[56, 57]. Najbliższa przyszłość wykaże, czy ten nowy trop na drodze poszukiwań 
komórkowego mechanizmu działania fitochromu okaże się prawdziwy.
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TRANSDUKCJA SYGNAŁÓW ŚWIETLNYCH

Ostatnio poczyniono znaczny postęp w badaniach nad kontrolowanymi przez 
światło szlakami transdukcji sygnałów. Doświadczenia te prowadzone były zarówno 
na poziomie komórkowym [12, 14, 52, 53], jak i molekularnym [5, 6, 40, 95, 
98, 99]. Jednym z punktów wyjściowych do badań naukowych było przetestowanie 
wcześniej stawianej hipotezy zakładającej, że w mechanizmie działania fitochromu 
zaangażowane są jony wapnia [10, 85, 86] oraz białka wiążące GTP, Gp [11, 
65, 66]. Badania przeprowadzone w pracowni N.-H. Chuay [12-14, 52, 53, 99] 
doprowadziły do bliższego ustalenia poszczególnych etapów kontrolowanych przez 
światło szlaku transdukcji sygnału (patrz [7, 50]).

Początkowo, jako system modelowy stosowano 10-dniowe siewki mutanta po
midora aurea (aa), u którego nie obserwuje się aktywności fitochromu A (PhyA) 
[37, 38]. Opisana mutacja prowadzi do zahamowania syntezy antocyjanów i aku
mulacji chlorofilu. Jeżeli do komórek poprzez mikroiniekcję wprowadzono odpo
w iednią ilość cząsteczek izolow anego PhyA , obserw ow ano pojaw ianie się 
antocyjanów (rys. 7) [52]. Do mutanta tego wprowadzono również plazmid za
wierający konstrukt składający się z sekwencji promotorowej genu CAB i gen 
reporterowy (3-glukuronidazy (CAB::GUS). W tym przypadku wstrzyknięcie do 
stransformowanych komórek PhyA prowadziło do uaktywnienia tego konstruktu 
(co uwidaczniało się w postaci pojawiania się produktu reakcji enzymatycznej)
[52]. Stosując opisany system modelowy przystąpiono do badania wpływu rożnych 
modulatorów zwierzęcych szlaków transdukcji sygnałów na procesy charaktery
styczne dla komórek roślinnych -  syntezę antocyjanów i białek wchodzących w 
skład obydwu fotosystemów. Okazało się, że wstrzyknięcie do komórek aa agonisty 
białka G (GTP-y-S) lub podjednostki toksyny cholery (które akty wują Gp) prowadziło 
do ujawnienia się wszystkich trzech reakcji (akumulacji chlorofilu i antocyjanów 
oraz aktywacji CAB::GUS). Z drugiej strony, równoczesna mikroiniekcja PhyA 
i antagonistów białka G (GDP-[3-S lub toksyny krztuśca) blokowała wszystkie te 
trzy procesy indukowane przez fitochrom labilny [52]. Podobnie jak Romero i 
Lam [65] oraz Romero i in. [66] wykonawcy tych doświadczeń [52] wykazali, 
że jednym  z pierwszych etapów szlaku transdukcji sygnału jest aktywacja białka 
G, a jego ostatecznym wynikiem pojawianie się określonych odpowiedzi komór
kowych.

W transdukcji sygnałów świetlnych u mutanta aurea zaangażowane są jony wapnia 
oraz kalmodulina. Wstrzyknięcie odpowiedniej ilości Ca“+ lub określonej liczby 
cząsteczek kalmoduliny prowadziło do pojawiania się na terenie plastydów chlorofilu 
i do aktywacji CAB::GUS [5]. Ku dużemu zaskoczeniu takie traktowanie nie in
dukowało pojawiania się w wakuolach au antocyjanów (rys. 7b). W ten sposób 
ustalono, że działające przez fitochrom światło aktywuje białko G, co przez wzrost
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RYSUNEK 7. Podsumowanie doświadczeń prowadzonych na mutancie aurea pomidora (podobne 
wyniki uzyskano również w badaniach wykonanych na zawiesinach komórkowych soi): a) wstrzyknięcie 
do komór.d cząsteczek fitochromu (PhyA) lub agonistów białka wiążącego GTP powodowało aktywację 
trzech badanych genów (CHS, FNR i CAB) i pojawienie się funkcjonalnych płastydów (zawierających 
chlorofil) a wewnątrz wakuoli antocyjanów; b) wstrzyknięcie cGMP indukowało jedynie aktywację 
CHS i syr.tezę antocyjanów, a efekt ten hamowany był przez genisteinę; c) wprowadzenie do wnętrza 
komórki jonów wapnia lub cząsteczek kalmoduliny, poprzez aktywację genów FNR i CAB prowadziło 
do pojawiania się funkcjonalnych chloroplastów (przy braku syntezy antocyjanów); proces ten hamo
wany był w wyniku jednoczesnego podania Ca2+ (lub kalmoduliny) oraz nifedypiny lub trifluorope- 
razyny; d przypuszczalny mechanizm działania PhyA. Różne strzałki przedstawiają odmienne szlaki 
transdukcji sygnału: wypełnione -  zależne od jonów wapnia, puste -  zależne od cGMP, a pośrednie -  
zależne od obu przekaźników informacji. Strzałka przerywana wskazuje na brak aktywacji określonego 
szlaku transdukcyjnego. Do pełnej biogenezy chloroplastów niezbędne jest uaktywnienie nieznanego 
czynnika

zawartości wolnego cytoplazmatycznego wapnia i aktywację kalmoduliny indukuje 
różnicowanie się proplastydów w chloroplasty [52]. Składniki drugiego szlaku trans- 
dukcji sygnału, prowadzące do syntezy antocyjanów zostały rozpoznane przez Bow- 
lera i in. [12-14]. Jako pierwszy system modelowy posłużyły siewki mutanta aurea. 
Wstrzyknięcie do subepidermalnych komórek au PhyA stymulowało aktywność 
następujących genów: syntazy chalkonowej (CHS, kluczowego enzymu uczestni
czącego w syntezie antocyjanów), białka wiążącego chlorofil a i b (CAB), syntazy 
ATP (ATPy), małej podjednostki karboksylazy/oksygenazy rybulozo-l,5-bisfosfo- 
ranowej (RBCS), cytochromu b6f (RIESKE) i oksydoreduktazy NADP+/ferredoksyna
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(FNR ) [13]. Jednoczesne wstrzyknięcie do komórek mutanta cząsteczek fitochromu 
labilnego, GTP-y-S, cząsteczek toksyny cholery i plazmidu zawierającego jeden 
z trzech konstruktów -  CAB::GUS, CHS::GUS lub FNR::GUS prowadziło do po
jaw ienia się aktywności genu reporterowego [13]. Ponadto, mikroiniekcja Ca 
lub kalmoduliny aktywowała konstrukt CAB::GUS, a cGMP konstrukt CHS::GUS. 
Niestety, opisane doświadczenia były pracochłonne i tylko niewielki procent na- 
strzykiwanych komórek reagował na podawane substancje (w skrajnych przypadkach 
nie więcej niż 10%) [13, 52], dlatego do dalszych badań zastosowano fotomikso- 
troficzne zawiesiny komórkowe soi, które przez trzy dni poddawano ciemniowej 
adaptacji [13]. W komórkach tych badano aktywność transkrypcyjną trzech genów: 
CAB, CHS i FNR [14]. Traktowanie zawiesiny światłem powodowało natychm ia
stową indukcję CHS, którego szczyt aktywności transkrypcyjnej przypadał w drugiej 
godzinie naświetlania. W podobnych warunkach aktywność genu CAB pojawiała 
się w trzeciej godzinie doświadczenia, a zawartość powstającego na jego bazie 
mRNA podlegała okołodobowym fluktuacjom. Natomiast produkt genu FNR  ujaw
niał się w piątej godzinie i ulegał stopniowej akumulacji przez cały czas działania 
światła [14]. Dodanie do pożywki nie hydrolizującego analogu cGM P (8-Br-cGMP) 
powodowało wybiórcze uaktywnienie genu CHS. Podobnie działał nitroprusydek 
sodu (który rozkładając się uwalnia NO -  związek stymulujący aktywność cyklazy 
guanylowej, enzymu uczestniczącego w syntezie cGMP). Jednakże indukcyjny efekt 
obu wymienionych związków znoszony był przez dodanie do pożywki genisteiny 
-  inhibitora cyklazy guanyłanowej (rys. 7c) [14]. W kolejnym doświadczeniu za
stosowano substancje blokujące różne etapy zależnej od jonów wapnia transdukcji 
sygnału. Była to nifedypina (bloker kanałów wapniowych), trifluoroperazyna (in
hibitor kalmoduliny) i staurosporyna (potencjalny inhibitor kinazy białkowej C). 
W szystkie te związki hamowały indukowaną przez światło ekspresję genów CAB 
i FNR (rys. 7d). Z drugiej zaś strony, większe ich stężenia podwyższały aktywność 
genu CHS [14]. Na tej podstawie można wnioskować, że aktywacji szlaku zależnego 
od jonów wapnia towarzyszy negatywna regulacja genów indukowanych przez cGMP 
i vice versa.

Kontrolowane przez PhyA szlaki transdukcyjne funkcjonujące w komórkach po
m idora i soi mogą mieć bardziej ogólny charakter. Ostatnio Schafer i in. [68] 
wykazali, że również u gorczycy w regulowanej przez fitochrom labilny kontroli 
biosyntezy antocyjanów uczestniczą jony wapnia i kalmodulina.

Uruchomienie zależnych od Ca2+ lub/i cGMP szlaków transdukcyjnych prowadzi 
nie tylko do aktywacji określonych genów, może również indukować represje innych. 
Jednym z nich jest gen ASI kodujący cząsteczki syntazy asparaginianu [53]. Dzia
łające przez fitochrom światło blokuje jego aktywność transkrypcyjną. Do podobnego 
efektu prowadziło wstrzyknięcie do subepidermalnych komórek etiolowanych siewek 
aurea izolowanego PfrA. Jednakże, osobne podanie Ca"+, kalmoduliny lub cGMP 
nie miało wpływu na ekspresję ASI w traktowanych światłem siewkach au. Na
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tomiast jednoczesne wstrzyknięcie Ca~+ i cGMP blokowało aktywność tego genu.
Badania molekularne wykazały, że w promotorowym odcinku genu ASI zlokali- 
zowan) jest fragment DNA (17 bp), w którym leżą sekwencje odpowiedzialne 
za regulację jego aktywności -  tak negatywnej, jak i pozytywnej. Badania po
równawcze wykazały, że również inne geny, które podlegają represji świetlnej, 
zawierają podobny motyw, który charakteryzuje się obecnością czterech identy
cznych zasad: TGGG [53]. Sekwencja ta jest prawdopodobnie docelowym miejscem 
działania represora, który przed związaniem się ze wspomnianą sekwencją DNA 
aktywowany jest w wyniku uruchomienia przez światło szlaków transdukcyjnych 
zależnych zarówno od Ca~+ i cGMP [53].

Podsumowując można stwierdzić, że fitochrom A przypuszczalnie kontroluje 
trzy szlaki transdukcji sygnałów świetlnych [7, 12, 14, 52, 53, 68]. Pierwszy z 
nich jest bezpośrednio zależny od Ca"+, a jego uruchomienie prowadzi do aktywacji 
genów kodujących białka II fotosystemu (rys. 8) i częściowego rozwoju chloro
plastów. Drugi szlak, zależny od cyklicznego GMP, kontroluje aktywność trans- 
krypcyjną syntazy chalkonowej, kluczowego enzymu katalizującego biosyntezę 
antocyjanów. Na przebieg trzeciego szlaku mają wpływ zarówno jony wapnia, jak 
i cząsteczki cGMP, a jego aktywacja niezbędna jest do ekspresji genów kodujących 
składniki fotosystemu I i hamowania aktywności genu syntazy asparaginianowej 
(rys. 8). Jedynie uporządkowana w czasie i przestrzeni aktywacja wszystkich trzech 
wymienionych szlaków transdukcyjnych prowadzić może do pojawiania się w od
powiednich komórkach antocyjanów oraz różnicowania się chloroplastów i uru
chamiania procesu fotosyntezy [7, 12-14, 50-53].

Na przełomie 1996 i 1997 roku pojawiły się prace opisujące molekularny me
chanizm działania cGM P i Ca"+ na ekspresję genów kontrolowanych przez fitochrom. 
Wu i in. [99] wykazali, że w odcinkach promotorowych genów CAB i CHS występują 
sekwencje, do których przyłączają się białka aktywowane bezpośrednio lub pośrednio

cGMP G eny
CHS

PS I
P h y A  ► B iałko(a) G Rieske

ASI

Ca2+— ►CaM

PS II 
CAB
ATPy
RBCS
FNR

RYSUNEK 8. Model ilustrujący trzy możliwe szlaki transdukcji sygnałów świetlnych, indukowanych 
przez światło i kontrolowanych przez PhyA (dalszy opis w tekście, na podstawie [ 12], zmodyfikowane)
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przez dwa wyżej wspomniane wtórne przekaźniki informacji. Fakt istnienia kilku 
różnych, kontrolowanych przez fitochrom A szlaków transdukcji sygnału został 
również potwierdzony przez Barnesa i in. [6] w badaniach prowadzonych na mutancie 
Arabidopsis, u którego defekt dotyczył genu FHY1. Badacze ci, do listy genów 
kontrolowanych przez fitochrom labilny dołączyli kolejne, CHI (izomerazy chal- 
konowej), NR (reduktazy azotanowej) oraz PORA (oksydoreduktazy NADPH+ 
: protochlorofilid) [6].

W szystkie wyżej opisane prace poświecone były analizom składników szlaku 
transdukcji sygnałów świetlnych kontrolowanych przez labilną pulę fitochromu. 
Jak dotąd mało wiadomo o szlakach fototransdukcji indukowanych przez fitochrom 
stabilny. Pewnym wyjątkiem może być ostatnio opublikowana praca W agnera i 
in. [94]. Badaczom tym udało się wyselekcjonować mutanta, u którego defekt dotyczy 
genu (R E D ] ) uczestniczącego w zależnej od PhyB transdukcji sygnału [95]. Można 
przypuszczać, że w najbliższej przyszłości więcej uwagi poświęci się badaniom 
szlaków transdukcji sygnału kontrolowanych przez fitochrom stabilny.

PODSUMOWANIE

W ostatnich kilku latach rozwiązano wiele zagadek dotyczących struktury i me
chanizmu działania fitochromu. Wydaje się, że rozstrzygnięta została kwestia po
chodzenia i ewolucji tego fotoreceptora. Poznano budowę genów fitochromowych 
i mechanizmy kontrolujące ich aktywność transkrypcyjną. W ykazano, że w me
chanizmie transdukcji sygnałów świetlnych uczestniczą wtórne przekaźniki infor
macji, które pełnią podobne funkcje w komórkach zwierzęcych i roślinnych. 
Ustalono, że aktywacji fitochromu labilnego i stabilnego towarzyszy modulacja 
aktywności tych samych lub innych zestawów genów. Oczywiście wiele problemów 
ciągle pozostaje nierozstrzygniętych. Na przykład nie wiadomo, w jaki sposób po
szczególne produkty aktywności genów fitochromu stabilnego regulują rożne procesy 
fizjologiczne. Jednakże jeśli weźmie się pod uwagę, że uzyskiwane są coraz to 
nowe typy mutantów, a techniki biologii molekularnej i genetyki szybko się rozwijają, 
można przypuszczać, że w najbliższych latach nadal będziemy obserwowali burzliwy 
rozwój badań nad mechanizmami działania fitochromu i fotomorfogenezą roślin. 
Pozwoli to na jeszcze lepsze zrozumienie fizjologicznej funkcji tej grupy foto- 
receptorów roślinnych.
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y-TUBULINA i  j e j  r o l a  w  n u k l e a c j i  i  d y n a m i c e  
MIKROTUBUL*

T H E  R O L E  O F y-T U B U L IN  IN N U C L E A T IO N  A N D  D Y N A M IC S  
O F M IC R O T U B U L E S

Urszula W OJSA-ŁUGOW SKA, Izabela STRZYŻEWSKA,
Maria JERKA-DZIADOSZ

Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, Zakład Biologii Komórki,
Warszawa

Streszczenie: Odkrycie y-tubuliny, trzeciego obok a  i (3, członka rodziny tubulin, charakterystyka 
bakteryjnego homologa tubulin (FtsZ), a także znaczny przyrost wiadomości dotyczących składu 
molekularnego centrosomu i innych centrów organizacji mikrotubul u grzybów, owadów i kręgowców  
doprowadziło do zaproponowania alternatywnych modeli składania mikrotubul z uwzględnieniem roli 
Y-tubuliny w tym procesie. Omawiamy dwa modele: Oakleya i Mitchisona oraz Ericksona i Stofflera, 
które w różny sposób przedstawiają rolę y-tubuliny w sukcesywnym składaniu podjednostek tubulin w 
protofilamenty i mikrotubule [9,31,32,37].

Słowa kluczowe: mikrotubule, nukleacja, y-tubulina, MTOC

Abstract: The discovery o f y-tubulin, the third member of the tubulin family beside a  and (3 tubulins, 
characteristic of the bacterial homolog (FtsZ) o f eukariotic tubulins as well as a significant increase of 
data concerning the molecular composition o f centrosomes and other microtubule organizing centers in 
fungi, insects and vertebrates allowed construction of alternative models for the assembly o f microtubu
les, based on the role o f y-tubulin in this process. We review here two models: one proposed by Oakley 
and Mitchison and the other by Erickson and Stoffler. The two models propose different role for y-tubulin 
in successive assembly o f tubulin subunits into protofilaments and then microtubules [9,31,32,37].

K ey words y-tubulin, microtubules, nucléation
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WPROWADZENIE

Tworzenie de novo mikrotubul (MT) z heterodimerów oc- i p-tubuliny określa 
się jako nukleację mikrotubul. In vivo rozpoczyna się ona w określonych, m or
fologicznie wyróżnicowanych miejscach w sąsiedztwie centrosomów, ciałek ba- 
zalnych, ciałek biegunowych wrzeciona drożdży -  SPB (spindle polar bodies) oraz 
ciałek związanych z jądrem  komórki (kinetochory). Dla wyżej wymienionych or
ganelli Pickett-Heaps zaproponował nazwę „centra organizujące mikrotubule” (m ic- 
rotubule organizing centers -  MTOC) [3].

Niedawno odkryto, że trzeci członek rodziny tubulin: y-tubulina, jest powszechnym 
składnikiem MTOC biorącym udział w nukleacji mikrotubul, co może wskazywać 
na jednolity mechanizm tego procesu [25, 26, 28, 39,42, 48, 49, 50, 56]. Porównanie 
sekwencji aminokwasów wykazało, że y-tubulina jest prawie tak samo podobna 
do a -  i p-tubuliny (homologia blisko 0,34), jak a - i P-tubulina względem siebie 
(homologia blisko 0,43) [7]. Jednakże w odróżnieniu od względnie dużej ilości 
w komórce a -  i P-tubuliny, które są głównymi składnikami mikrotubul, ilość 
y-tubuliny ocenia się na około 0,01 % całkowitego białka w ekstraktach z jaj Xenopus, 
zaś a -  i p-tubuliny jest około 200 razy więcej [51].

Od czasu odkrycia Oakleya [39] geny kodujące y-tubulinę zostały zidentyfikowane 
u wielu organizmów eukariotycznych, najpierw grzybów, owadów i komórek ssaków 
aż do roślin i pierwotniaków, takich jak: Plasmodium falciparum, Trypanosoma 
brucei, Euplotes octocarinatus i Paramecium  [ 23 ,27 ,42 ,47 ,50 ,56]. Zaproponowane 
sekwencje aminokwasów sugerują, że większość produktów genów y-tubulinowych 
jest wysoce konserwatywna, wykazując 57-67%  podobieństwa. Konserwatyzm 
y-tubuliny potwierdzono doświadczalnie przez komplementację funkcjonalną mu
tanta y-tubuliny Saccharomyces pombe transformowanego przez cDNA y-tubuliny 
komórek ludzkich HeLa [14].

Zlokalizowanie y-tubuliny w MTOC wielu organizmów, gdzie wiąże się ona 
z końcem minus (-)  MT, doprowadziło do hipotezy, iż y-tubulina uczestniczy w 
nukleacji mikrotubul.

Ostatnio zaproponowano dwa modele [34, 41, 57] przedstawiające sposób, w 
jaki y-tubulina mogłaby współdziałać w budowaniu mikrotubul. M odele te sugerują 
różną rolę dla y-tubuliny i innych białek z kompleksu tworzącego MTOC [12, 
43, 55].

ZADANIA MTOC

Tubulina jest heterodimerem złożonym z a -  i P-tubuliny, które układają się 
w postać rureczek zwanych mikrotubulami. Wszystkie podjednostki tubuliny w
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MT mają taką samą orientację, w wyniku czego powstaje struktura spolaryzowana, 
która przyłącza tubulinę szybciej na końcu (+) niż na końcu (-). In vitro wysoce 
oczyszczona i w pełni zdysocjowana tubulina polimeryzuje w mikrotubule, kiedy 
stężenie krytyczne monomerów zostanie przekroczone, co mogłoby sugerować, że 
MTOC nie są absolutnie niezbędne do samoskładania MT. Jednakże MTOC do
starczają nukleowanym MT zalążka polimeryzacji, w którym jest możliwe roz
poczęcie budowania MT poniżej jej stężenia krytycznego. Dodawanie tubuliny do 
jądra polimeryzacji orientuje równocześnie wszystkie MT tak, że ich koniec (-) 
jest w kontakcie z MTOC. Miejsce nukleacji oddziałuje także na strukturę MT: 
m ikrotubule kształtowane w MTOC zawierają 13 protofilamentów, zaś polimery
zowane in vitro mogą zawierać od 12 do 16 protofilamentów [3].

y-TUBULINA W MTOC

Badania genetyczne, które umożliwiły odkrycie y-tubuliny jako supresora wra
żliwej na temperaturę mutacji w P-tubulinie grzyba Aspergillus [37, 39], umożliwiły 
także określenie funkcji y-tubuliny w budowaniu MT przez analizę mutantów A. 
nidulans, S. pombe i S. cerevisiat [14, 37, 48]. Analiza fenotypów tych mutantów 
potwierdziła uczestnictwo y-tubuliny w tworzeniu mikrotubul. M ikroiniekcja prze
ciwciał przeciwko y-tubulinie do komórek ssaków powoduje zablokowanie nukleacji 
M T przez centrosom przez cały cykl komórkowy [17]. Charakterystyka trójwy
m iarowa izolowanych centrosomów z wczesnych zarodków Drosophila ujawniła 
w całym materiale pericentriolamym liczne struktury pierścieniowe o średnicy po
dobnej do średnicy mikrotubul [33]. Ponieważ w pierścieniach tych wykryto y- 
tubulinę [34], uznano, że to one prawdopodobnie odpowiadają miejscom nukleacji 
M T w centrosomach.

Badania in vitro potwierdziły, że oczyszczony kompleks pierścieniowy zawie
rający y-tubulinę może nukleować mikrotubule [57], chociaż nie można do końca 
wykluczyć nukleacji MT niezależnej od y-tubuliny [41]. Co więcej, wydaje się, 
że y-tubulina może pełnić dodatkowe funkcje, na co wskazują doświadczenia na 
neuroblastach Drosophila, gdzie usunięcie y-tubuliny nie tylko powoduje zmniej
szenie liczby MT, ale także zmianę obrazu centrosomu, co autorzy [52] uznali 
za oznakę uczestnictwa y-tubuliny w budowaniu samego MTOC.

W komórkach ssaków rolę MTOC pełni centrosom, składający się z pary centrioli 
otoczonych przez materiał pericentriolamy. Centriole, podobnie jak ciałka bazalne, 
zawierają po 9 tripletów mikrotubul ułożonych w kształt cylindra. Sądzi się, że 
białkowy materiał otaczający centriole jest odpowiedzialny za nukleację MT i tam 
po raz pierwszy znaleziono y-tubulinę [50]. Immunolokalizacja ultrastrukturalna 
potwierdziła występowanie y-tubuliny w materiale pericentriolamym, a także we
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wnętrzu centrioli zarówno w komórkach ssaków [36], jak i w ciałkach bazalnych 
[24] i innych MTOC u pierwotniaków [47].

Badania nad centrosomami (zawierającymi centriole) izolowanymi z oocytów 
małża Spisula solidissima wykazały obecność pierścieni [54] podobnych do tych 
opisanych u Drosophila. W dodatku stwierdzono nadmiar ß-tubuliny w stosunku 
do a-tubuliny, co zdaniem autorów sugeruje, że ß-tubulina może odgrywać szcze
gólną rolę w budowie centrosomu, a także nukleacji MT.

Ciałko biegunowe wrzeciona podziałowego (SPB) drożdży nie zawiera centrioli, 
natomiast zbudowane jest z trzech płytek, których rolę określono na podstawie 
badań ultrastrukturalnych [3]. Płytka zewnętrzna i wewnętrzna organizują odpo
wiednio MT cytoplazmatyczne i jądrowe, zaś płytka środkowa kotwiczy SPB w 
błonie jądrowej. Zatem odpowiednik y-tubuliny drożdży, białko Tub4p zostało zlo
kalizowane w płytkach: zewnętrznej i wewnętrznej [6, 49].

BIAŁKA TOWARZYSZĄCE y-TUBULINIE

W celu dokładnego poznania roli y-tubuliny bada się współwystępowanie tego 
białka z innymi, charakteryzuje się ich współdziałanie, a także uporządkowanie 
przestrzenne. Badania były prowadzone na oocytach Xenopus i Spisula , larwach 
Drosophila oraz grzybach Aspergillus i Saccharomyces.

Dzięki zastosowaniu metod immunocytochemicznych z użyciem licznych prze
ciwciał, opisano wiele białek związanych z centrosomami [3, 18], jednak znaczenie 
funkcjonalne nie wszystkich jest poznane.

Oocyty Xenopus nie mają centrosomu do momentu zapłodnienia, kiedy to centriola 
z plemnika przekształca się w centrosom. Badania Steamsa i Kirschnera [51] wy
kazały, że w ekstrakcie z oocytów znajduje się niewielka ilość rozpuszczalnej 
y-tubuliny, która sedymentuje w gradiencie sacharozy jako kompleks 25S. Badania 
in vitro wykazały, że do powstania centrosomu kompleks 25S jest niezbędny po
dobnie jak  ATP i centriola z plemnika [51]. Dalsze badania nad oczyszczonym 
kompleksem y-tubulinowym z Xenopus przeprowadzone przez M itchisona wraz 
z współpracownikami [57] wykazały, że ten kompleks o masie cząsteczkowej około 
2000 kDa zawiera około siedmiu białek razem z a -, [3- i y-tubuliną, a dodatkowe 
białka mają masę cząsteczkową 195, 133, 109 i 75 kDa [57]. W badaniach ultra
strukturalnych kompleks okazał się być otwartym pierścieniem o średnicy 
25-28 nm i został przez autorów określony jako y-TuRC (y-tubulin ring complex) 
[57].

Centrosomy z oocytów małża Spisula także udało się wyizolować i oczyścić 
[54]. Centrosom zawiera jedną centriolę i wiele struktur pierścieniowych o średnicy 
około 25 nm i długości mniejszej niż 25 nm. W oczyszczonym centrosomie znaleziono
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szereg białek: oc-, (3- i y-tubuliny, aktynę oraz białka z fosfoepitopem MPM-2 o 
m asie 230 i 115 kDa i trzy białka o masie około 20 kDa.

Ostatnie badania Oakleya i współpracowników wykazały obecność w komórkach 
Aspergillus białek współdziałających z y-tubuliną o masie około: 105, 95 i 80 kDa 
[2].

Z centrosomów larw Drosophila wyizolowano kompleks zawierający y-tubulinę 
oraz co najmniej dwa białka związane z mikrotubulami: CP190 i CP60 [43]. Białko 
C P 190 mające motyw palca cynkowego jest związane z centrosomem podczas mitozy, 
a  w czasie interfazy przemieszcza się do chromatyny [55], zaś CP60 znaleziono 
w centrosomie podczas anafazy i telofazy, a jego ilość obniża się pod koniec telofazy 
i we wczesnej interfazie [19]. Podobnie jak kompleks y-tubuliny Xenopus, y-tubulina 
wyizolowana z centrosomu Drosophila jest wbudowana w strukturę pierścieniową 
[33, 34]. Badania z zastosowaniem immunoelektronowej tomografii mikroskopowej 
potwierdziły, że zgrupowania białkowe zawierające y-tubulinę są zlokalizowane 
w pobliżu końca minus (-) mikrotubul, nukleowanych przez oczyszczone centrosomy 
[17, 34]. Nasuwa się więc pytanie, czy w SPB drożdży również występuje podobne 
uporządkowanie. W cześniejsze badania ultrastrukturalne [3] wykazały, że końce 
M T będące w kontakcie z SPB mają czapeczkę zamykającą cylinder mikrotubuli. 
Pereira i Schiebel [41] sugerują, że w skład tej czapeczki wchodzi kompleks 
Tub4p/Spc98p, który może uczestniczyć jako jednostka nukleująca mikrotubule w 
SPB [12]. SPC98  został sklonowany jako zależny od dawki supresor mutantów 
termosensytywnych tu b 4 -l . Koduje on składnik SPB o masie 90 kDa, poprzednio 
zidentyfikowany immunologicznie [45], a dalsze badania wykazały jego współ
działanie i współwystępowanie z Tub4p w miejscu kotwiczenia MT [12]. Tub4p 
tworzy kompleks 6s z Spc97p i Spc98p i uczestniczy w duplikacji SPB [21].

NUKLEACJA MIKROTUBUL PRZEZ KOMPLEKS 
y-TUBULINOWY

Powszechność występowania y-tubuliny w MTOC oraz jej udział w nukleacji 
mikrotubul, skłoniło Oakleya do stwierdzenia, że pierścień zbudowany z cząsteczek 
y-tubuliny działa jako matryca do organizowania MT [37, 38]. Mitchison wraz 
ze współpracownikami [57] rozszerzyli hipotezę proponując model, w którym skład
niki nie-tubulinowe z kompleksu MTOC stanowią fundament, do którego wiąże 
się 13 cząsteczek y-tubuliny tworząc pierścień y-TuRC (y-tubulin ring complex). 
Do tego kompleksu przyłącza się bezpośrednio podjednostka tubuliny umiejscowiona 
na końcu (-)  MT (rys. 1A) [57]. Obecnie przeważa pogląd, że jest to a-tubulina 
[10, 13, 32], jakkolwiek bezpośredniego dowodu z badań in vitro nie ma. Przedstawia 
się również zastrzeżenia wywodzące się z obserwacji, że gen y-tubulinowy został
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RYSUNEK 1. Model Oakleya i Mitchisona nukleacji MT przez kompleksy pierścieniowe y-tubuliny: 
białka w kompleksie pierścieniowym z y-tubuliną (y-TuRC) dostarczają fundamentu (szara spirala), na 
której 13 podjednostek y-tubuliny (białe koła) jest ustawionych w jednym szeregu (a), tworząc MTOC; 
dimer ot/p-tubulinowy (b) łączy się bezpośrednio z y-tubuliną, inicjując dołączanie kolejnych dimerów, 

a następnie tworzenie protofilamentów (c i d) [41, 42]

wyizolowany jako supresor mutanta P-tubuliny [37]. Dalej według tego modelu 
po nukleacji pierwszego protofilamentu następuje dalsza polimeryzacja mikrotubuli 
(rys. lc  i d).

Alternatywny model oddziaływania y-tubuliny z innymi białkami w MTOC po
wstał na podstawie badań Ericksona i Stofflera [9] nad strukturą pierścieni for
mowanych przez białko FtsZ, prokariotycznego homologa tubuliny [8]. Badacze 
ci stwierdzili, że pierścienie FtsZ (rys. 2a) mają bardzo podobne średnice jak kom 
pleksy y-tubulinowe [57]. Interesujące jest to, że także a - i P-tubuliny są zdolne 
do tworzenia trwałych struktur pierścieniowych, które są połączone z filamentami 
ścian MT. Obserwacje te doprowadziły Ericksona i Stofflera [9] do wniosku, że 
pierścienie y-tubulin mogą być skręconymi protofilamentami, zakończonymi od
cinkiem prostym, który dostarcza zalążka do nukleacji ściany MT. Oznacza to, 
że y-tubulina może współdziałać zarówno z a-, jak i p-tubuliną (rys. 2b). Stabilny 
protofilament y-tubulinowy w dużym stopniu wzmacnia tworzenie „płachty” mi- 
krotubulamej (rys. 2c), gdyż pierwszy protofilament a /p  łatwo ulega rozpadowi, 
zanim utworzy się następny. W ydłużona „płachta ” MT zamyka się w cylinder, 
gdy tylko osiągnie 13 protofilamentów. Rysunek 2d przedstawia interpretację Pereiry 
i Schiebela [41] modelu Ericksona i Stofflera [9] z uwzględnieniem białek to
warzyszących.

Obok różnic strukturalnych we współdziałaniu y-tubuliny z a -  i P-tubulinami 
oraz nietubulinowymi białkami towarzyszącymi, oba modele w różny sposób wy-
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RYSUNEK 2. Model Ericksona i Stofflera [9] nukleacji MT przez spiralę y-tubuliny: y-tubulina tworzy 
spiralny protofilament zakończony odcinkiem prostym a); polaryzacja kompleksu spiralnego y-tubuliny 
m oże być określona przez białka towarzyszące, które mogą także dostarczać punktów kontaktowych z 
innymi białkami w MTOC (b); protofdament y-tubulinowy funkcjonuje jako stały zalążek, do którego 
dołączają di mery a /p  (c); rozszerzająca się „płachta” protofilamentów a /p  tubuliny zamyka się w cylinder 

po osiągnięciu liczby 13 protofilamentów (d)

jaśniają najważniejsze aspekty nukleacji MT. W modelu Oakleya i M itchisona (rys. 
1 a) y-tubulina spełnia rolę pośrednika do wiązania dimeru ot/p. Białka nietubulinowe 
w kompleksie pełnią ważną rolę w zdefiniowaniu ściany mikrotubuli. Polaryzacja 
M T wynika z preferowanego współdziałania y-tubuliny z a-tubuliną. Ostatecznie 
liczba protofilamentów przypadająca na MT jest zależna od pierścieniowego kom
pleksu y-tubulinowego, zawierającego tę liczbę podjednostek y-tubuliny (rys. la). 
W modelu Ericksona i Stofflera y-tubulina tworzy trwały protofilament, który sprzyja 
budowaniu warstwy tubuliny. Polaryzacja mikrotubul jest bezpośrednim nastę
pstwem polaryzacji protofilamentu y-tubulinowego, która może wynikać ze zwią
zania dodatkowych białek. Bardziej skomplikowane jest wyobrażenie sobie, jak 
w tym modelu określana jest liczba protofilamentów.

Jak wybrać model odzwierciedlający rzeczywistą sytuację in vivo?
W modelu Ericksona i Stofflera oś pierścieniowej struktury y-tubuliny jest pro

stopadła do MT, a nie równoległa, jak sugerowali Oakley i Mitchison. Brak te
chnicznych możliwości uwidocznienia kompleksu y-tubulinowego w centrosomie 
[34] lub związanego z końcami MT [57] nie pozwala ocenić, który z dwóch modeli 
odpowiada sytuacji in vivo. M ożna się spodziewać, że przyszłe doświadczenia krzy
żowe pom ogą stwierdzić, czy y-tubulina oddziałuje tylko z a-tubuliną, czy również 
z podjednostkami P-tubulinowymi. Ostatnie badania nad centrosomami izolowanymi 
z oocytów Spisula  [54] wykazujące nadmiar P-tubuliny w stosunku do a-tubuliny
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sugerują, iż ß-tubulina współuczestniczy w budowie centrosomu i nukleacji MT. 
Na marginesie można dodać, że badania Raff i współpracowników [44] nad trans- 
genicznym szczepem muszki owocowej (Drosophila), w którym zastąpiono gen 
tubuliny ß2 przez ortolog Hrßt pochodzący z motyla (Heliothis virescens) wykazały, 
że w sytuacji, kiedy oba geny ulegają ekspresji, to izoforma motyla powoduje, 
że MT Drosophila normalnie zbudowane z 13 protofilamentów formuje MT złożone 
z 16 protofilamentów [44]. Badania te wykazały, że architektura mikrotubuli może 
być dyktowana przez specyficzne sekwencje ß-tubuliny.

y-TUBULINA a  DYNAMIKA MT

Mikrotubule podlegają szybkiej polimeryzacji i depolimeryzacji: tubulina poli
meryzuje na końcu (+) i depolimeryzuje na końcu (-) [31, 46]. Ponieważ kompleks 
y-tubulinowy stabilizuje ujemny koniec MT, można zadać pytanie, w jaki sposób 
zachodzi depolimeryzacja MT. Jest prawdopodobne, że kompleks y-tubulinowy może 
się przebudować po nukleacji MT, co pozwoliłoby na depolimeryzację tubuliny. 
Dla przykładu: u S. cerevisiae mutant y-tubulinowy tuh4-l nie ma defektu w 
nukleacji MT, ale raczej w tworzeniu wrzeciona mitotycznego [49], co może wska
zywać na brak w mutancie tub4-l zdolności do restrukturyzowania kompleksu 
y-tubulinowego. Jednak jest również możliwe, iż kompleks białkowy Tub4p może 
być niezbywalny w przyłączeniu mikrotubul do SPB drożdży. Specyficzne dla mitozy 
siły ciągnące [16], w które zaangażowane są białka motoryczne mogą zatem spo
wodować odłączenie MT [4], jeżeli się przyjmie, że ich związanie z SPB w mutantach 
tub4-l jest osłabione. Kolejnym argumentem dotyczącym funkcjonowania y-tubuliny 
w dynamice MT, przytaczanym przez Ericksona i Stofflera [9], jest fenotyp mutacji 
[3-tubuliny w genie A33 u Aspergillus. MT tego mutanta są hiperstabilne, a defekt 
ten jest tłumiony zarówno przez środki depolimeryżujące MT, jak również przez 
mutacje w genie y-tubuliny [37].

W wyjątkowym przypadku MT mogą być uwolnione z kompleksu nukleacyjnego, 
po czym następuje ich wyłapanie w innych miejscach w M TOC. Całkowite uwol
nienie nukleowanych MT z centrosomów obserwuje się na przykład w komórkach 
neuronalnych [1], co sugeruje, że uwolnienie MT z centrosomów jest możliwe 
[15]. Spekuluje się, że białka motoryczne stowarzyszone z M TOC [5, 30, 40] lub 
też białka centrosomalne, zaangażowane w nukleację MT [35, 42] mogą odgrywać 
dużą rolę w wyłapywaniu i wiązaniu MT.
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PODSUMOWANIE

Nukleacja MT jest jedną z podstawowych funkcji centrosomów. Przez wiele 
lat molekularny mechanizm tego procesu był nieznany. Ostatnio odkryty pierście
niowy kompleks y-tubuliny, mogący funkcjonować jako jednostka nukleacji MT 
w centrosomie, obrazuje jego fundamentalne znaczenie, któremu do tej pory nie 
poświęcono zbyt wiele uwagi. Centrosom może mieć dodatkowe, istotne funkcje 
np. w regulacji cyklu komórkowego; i tak białka C dclóp  i Cdc27p, komponenty 
kompleksu umożliwiającego przejście do anafazy zostały zlokalizowane w cen- 
trosomach [20, 53]. Zgodnie z rolą w regulacji cyklu komórkowego, z centrosomami 
są związane także regulatory cyklu komórkowego, takie jak: cykliny i kinazy zależne 
od cyklin [11,29]. Dalsze badania powinny zatem wyjaśnić, w jaki sposób regulowana 
jest aktywność centrosomu w czasie cyklu komórkowego.
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PŁCIOW EJ I FORM OW ANIE GONADY  

ZARODKOW EJ DROSOPHILA MELANOGASTER
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Streszczenie: W powstawaniu i rozwoju komórek prapłciowych Drosophila melanogaster uczestniczy 
kilkanaście genów, których produkty lokalizowane są w trakcie oogenezy w sposób uporządkowany na 
tylnym biegunie oocytu. Część z tych genów niezbędna jest także do prawidłowego wykształcenia tylnej 
części zarodka (odwłoka). Omówiono rolę cytoszkieletu w deponowaniu informacji rozwojowej oraz 
interakcje komórek somatycznych z komórkami linii płciowej. Szczegółowo scharakteryzowano gen 
oskar. Przedstawiono też procesy prowadzące do formowania gonady zarodkowej.

Słowa kluczowe: komórki prapłciowe, linia płciowa, rozwój zarodkowy, Drosophila

Summary': The proper specification o f the primordial germ cells in Drosophila melanogaster requires a 
number o f genes, which products are localized during oogenesis in an orderly fashion at the posterior 
pole o f the oocyte. Some o f these genes are also necessary for the formation of the posterior part o f the 
embryo. The role o f the cytoskeleton in localization of the developmental information in the embryo is 
discussed as well as mutual interactions between somatic and germ line cells. A detail description of the 
gene oskar is presented. In addition, processes leading to the formation of the embryonic gonad are 
described.

Key words: primordial germ cells, germ line, embryogenesis, Drosophila

1. LINIA PŁCIOWA

Jednym z aspektów rozwoju embrionalnego jest różnicowanie komórkowe. Jego 
pierwszym przejawem w zarodkach wielu grup zwierząt jest oddzielenie komórek 
linii płciowej, zdolnych do przekazywania materiału genetycznego z pokolenia na
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pokolenie, od komórek linii somatycznej [43]. Organizmem modelowym w badaniach 
nad różnicowaniem linii płciowej stała się muszka owocowa, Drosophila mela- 
nogaster, u której wyróżniono 4 fazy tego procesu:

1. formowanie komórek prapłciowych;
2. wędrówka komórek prapłciowych do somatycznej części gonady;
3. różnicowanie gonad w jądra lub jajniki;
4. gametogeneza [9,42,43].
Ponadto wiadomo, że wyodrębnianie linii płciowej nowego organizmu roz

poczyna się już w trakcie oogenezy, tj. w jajniku matki.
Jajniki Drosophila zbudowane są z 15-20 wydłużonych elementów, zwanych 

owariolami. W owariolach wyróżnia się 2 rejony: szczytowo położone germarium 
i leżące niżej witelarium. W germarium komórki płciowe dzielą się mitotycznie, 
przy czym część z tych podziałów jest niekompletna, co prowadzi do powstawania 
zespołów składających się z 16 komórek. W obrębie zespołu komórki połączone 
są między sobą mostkami cytoplazmatycznymi. W kolejnej fazie oogenezy zespoły 
komórek płciowych otaczane są przez komórki somatyczne, a w każdym z nich 
tylko jedna komórka różnicuje się w oocyt. Pozostałe komórki płciowe przekształcają 
się w poliploidalne komórki odżywcze, których główną funkcją jest produkcja RNA 
i białek. Substancje te przekazywane są przez mostki cytoplazmatyczne do wzra
stającego oocytu. Zespoły komórek przemieszczają się następnie do witelarium, 
gdzie ulegają spolaryzowaniu: komórki odżywcze gromadzą się na biegunie przednim 
oocytu. Jednocześnie komórki somatyczne otaczające oocyt zaczynają różnicować 
się w nabłonek folikularny. Tak uformowane zespoły komórek płciowych i so
matycznych zwane są komorami jajowymi (rys. 1).

OogenezaDrosophila  podzielona została na 14 morfologicznie odrębnych stadiów. 
W trakcie tego procesu komora jajowa znacznie powiększa swoje rozmiary; po
czątkowo (stadia 1-6) wszystkie komórki płciowe rosną równomiernie; od stadium 
7 oocyt wzrasta szybciej niż połączone z nim komórki odżywcze (rys. 1). W stadiach 
10-12 komórki odżywcze przekazują swoją cytoplazmę do oocytu, a następnie 
degenerują. Oocyt, wypełniony informacją rozwojową [por. 4] i materiałami za
pasowymi (żółtko), otoczony osłonami jajowymi, zatrzymany jest w rozwoju do 
czasu aktywacji przez plemnik. W pełni ukształtowane jajo jest wydłużone i można 
w nim wyróżnić bieguny przedni i tylny, a także strony brzuszną i grzbietową. 
Jedynym morfologicznie zróżnicowanym obszarem cytoplazmy jaja (ooplazmy) jest 
występująca na tylnym biegunie, pozbawiona żółtka strefa, zwana plazmą biegunową. 
Szczegóły powyższych procesów przedstawione są w [3,4,82].

Po zapłodnieniu jądro zygotyczne ulega licznym podziałom mitotycznym, którym 
nie towarzyszą cytokinezy. Większość z powstających jąder potomnych migruje 
ku powierzchni zarodka (rys. 2 a,b). Te jądra, które znalazły się na terenie plazmy 
biegunowej, zostają otoczone błonami komórkowymi i tworzą komórki prapłciowe, 
zwane także komórkami biegunowymi (rys. 2b). Pozostałe jądra otaczane są błonami
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RYSUNEK 1. Schemat przedstawiający zmiany or
ganizacji mikrotubul w komorach jajowych w tra
kcie oogenezy: a) -  w stadiach 1 - 6  mikrotubule 
wychodzące z centrum organizacyjnego w oocycie  
wnikają do komórek odżywczych przez mostki cyto- 
plazmatyczne, b) -  w stadiach 7 -1 0  mikrotubule 
gromadzą się na przednim biegunie oocytu, a ich 
koniec plus skierowany jest w stronę bieguna tylne
go; F -  nabłonek folikularny, komórki folikularne 
bieguna tylnego zakreskowano, o -  oocyt, S -  ko
mórki somatyczne, gwiazdka -  mostek cytopla- 
zmatyczny między komórkami odżywczymi; obszar 
wykropkowany w oocycie -  rejon plazmy bieguno-

komórkowymi znacznie później. Komórki prapłciowe są więc pierwszymi komór
kami, jakie powstają w zarodku Drosophila. Wykazano, śledząc dalsze losy tych 
komórek w embriogenezie, że ich jedyną funkcją jest utworzenie linii płciowej 
[90,94]. W trakcie gastrulacji komórki prapłciowe zostają wpuklone do wnętrza 
zarodka i leżą w zagłębieniu stanowiącym zawiązek jelita (rys. 2c,d). Zagłębienie 
to wydłuża się, a komórki prapłciowe gromadzą się na jego ślepym końcu, z którego 
w przyszłości rozwinie się jelito środkowe (rys. 2e). W pewnym momencie rozwoju 
komórki prapłciowe migrują przez ścianę zawiązka jelita, a następnie po jego po
wierzchni zmierzają w kierunku mezodermy gonadalnej, leżącej po grzbietowej 
stronie zarodka (rys. 2f,g; zob. 2.1). Następnie rozdzielają się na dwie grupy, wchodzą 
w kontakt z komórkami mezodermalnymi gonady i zostają przez nie otoczone 
(rys. 2h). Formowanie gonad następuje po obu stronach zarodka, na wysokości 
5 segmentu odwłoka. Szczegóły wczesnego rozwoju zarodkowego Drosophila 
przedstawione są w [3,4,9].

Definiowanie głównych rejonów rozwijającego się zarodka (biegun przedni, tylny, 
oś grzbieto-brzuszna oraz pierwszy i ostatni segment ciała) zależy od skompli
kowanego systemu genów [3,4,85]. Geny te określa się jako matczyne, ponieważ 
ich transkrypcja odbywa się wyłącznie z genomu matki (tj. w trakcie oogenezy). 
Produkty genów matczynych gromadzone są w oocycie, a niektóre z nich zaczynają 
funkcjonować, zanim jeszcze nastąpi zapłodnienie. Geny zarodka (ulegające trans
krypcji po zapłodnieniu) określa się jako zygotyczne [3,4,85]. Badania ostatnich 
kilkunastu lat wykazały, że produkty genów matczynych, deponowane w różnych 
rejonach oocytu, stanowią podłoże dla zróżnicowanej ekspresji genów zygotycznych, 
co w konsekwencji prowadzi do definiowania coraz to mniejszych obszarów zarodka 
[3,85].

1.1. W  pow staw aniu  linii p łciow ej uczestn iczą  geny grupy tylnej

Zakrojone na szeroką skalę poszukiwania zmutowanych zarodków, w których 
nie tworzą się komórki biegunowe pozwoliły na identyfikację znacznej liczby genów
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RYSUNEK 2. Schemat powstawania i migracji komórek prapłciowych w zarodkach Drosophila mela- 
nogaster. a) -  podziały jądra zygotycznego w centrum zarodka; plazma biegunowa wykropkowana; P -  
biegun przedni, T -  biegun tylny; b) -  powstawanie komórek prapłciowych; c) -  wczesna gastrulacja, 
komórki prapłciowe na tylnym biegunie zarodka; d) -  przemieszczanie się komórek prapłciowych wraz 
z zawiązkiem jelita; e) -  komórki prapłciowe zostają wpuklone do wnętrza zarodka; f) -  migracja 
komórek prapłciowych przez tylny zawiązek jelita środkowego; g) -  migracja komórek prapłciowych w 
kierunku komórek mezodermy gonadalnej (zaczernione); h) -  łączenie się komórek prapłciowych z 
mezodermą gonadalną i początek formowania gonady; b-h -  komórki prapłciowe wykropkowane, 

zawiązek jelita środkowego zakreskowany; pominięto przedni zawiązek jelita środkowego

zaangażowanych w formowaniu linii płciowej Drosophila. Warto w tym miejscu 
dodać, że badania te zostały zapoczątkowane przez C. Nüsslein-Volhard i E. F. 
Wieschausa, którzy wspólnie z E. B. Lewisem otrzymali w 1995 r. Nagrodę Nobla 
za badania nad genetycznym podłożem różnicowania w rozwoju muszki owocowej. 
Wykazano, że za powstawanie komórek prapłciowych odpowiedzialne są geny tzw. 
grupy tylnej, z których część bierze również udział w determinacji odwłoka [83,85]. 
Są to: cappuccino, spire, orh, D-elg, bullwinkle, homeless, mago nashi, aubergine, 
oskar, staufen, pipsqueak, vasa, fa t facets, tudor, valois, germ cell-less, nancs i 
pumilio  (tab. 1) [29,74,83]. Należy dodać, że nazwy genów zaangażowanych w 
embriogenezie pochodzą od nazw mutacji wywołujących określone zaburzenia n z -  
wojowe. Podobieństwo fenotypów powstałych wskutek mutacji genów grupy tylnej
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(zarodki bez komórek biegunowych i/lub odwłoka) sugeruje, że geny te działają 
na wspólnym szlaku. Z genów tych jedynie 2: nanos i pumilio biorą bezpośredni 
udział w ustalaniu rejonu zarodka, z którego powstanie odwłok [54,74,83]. Pozostałe 
geny zaangażowane są wyłącznie w formowanie plazmy biegunowej oraz różni
cowanie komórek prapłciowych [74].

1.2. Z naczen ie  p lazm y biegunow ej

Badania nad rozmieszczeniem produktów (mRNA, białek) genów grupy tylnej 
wykazały, że przedostają się one z komórek odżywczych do oocytu, gdzie gro
madzone są na tylnym biegunie. Obserwacje cytologiczne ujawniły istnienie na 
tym biegunie obszaru cytoplazmy pozbawionego żółtka, barwiącego się silnie barw
nikami zasadowymi [42,43]. Obszar ten nazwano plazmą biegunową lub oosomem. 
Jego specyficznym markerem są tzw. ziarna biegunowe. Struktury te mają średnicę 
0 ,2-0,5 pm, nie są otoczone błoną i zawierają RNA oraz białka [59,60]. W plazmie 
biegunowej obserwuje się również duże nagromadzenie mitochondriów, występu
jących w kontakcie z ziarnami biegunowymi [59]. W trakcie rozwoju zarodkowego 
ziarna biegunowe włączane są do komórek prapłciowych. Tam rozpadają się na 
drobne skupienia, zwane materiałem chmurkowym (ang. nuage materiał), które 
występują po cytoplazmatycznej stronie osłonki jądrowej [13,59].

Eksperymenty z przeszczepianiem plazmy biegunowej dowiodły, że jest ona 
czynnikiem wystarczającym do powstania komórek prapłciowych na tylnym biegunie 
zarodka, a także w innych miejscach, np. na biegunie przednim [42,43,83]. Poznano 
szereg składników plazmy biegunowej. Tworzy się ona w trakcie oogenezy sto
pniowo, co dobrze koresponduje ze stopniowym deponowaniem na tylnym biegunie 
oocytu rozmaitych RNA i białek. Obowiązuje tu zasada, że produkty genów, które 
zostały zdeponowane wcześniej niezbędne są do lokalizowania produktów genów 
aktywnych później [74,83]. Istnieje więc swoista „hierarchia genów” (rys. 3).

1.3. K askada genów  grupy tylnej

Badanie wpływu mutacji danego genu na gromadzenie produktów innych genów 
grupy tylnej oraz analiza zapotrzebowania na produkty tych genów w określonej 
fazie oogenezy pozwoliły na uszeregowanie genów według kolejności ich działania 
[74,83]. Jako pierwsze deponowane są produkty genów oskar i staufen. Tuż po 
wyróżnicowaniu się oocytu w jego cytoplazmie pojawiają się cząsteczki oskar mRNA 
i białka Staufen. Początkowo rozmieszczone są one w całej objętości ooplazmy 
(stadium 2), ale ostatecznie gromadzą się na biegunie tylnym (stadium 8) [18,40,84]. 
Wiadomo, że białko Staufen zawiera domenę wiążącą dwuniciowe RNA [84,85]. 
Prawdopodobnie białko to wiąże się bezpośrednio z oskar mRNA. Z kolei kompleks 
oskar mRNA-Staufen transportowany jest na tylny biegun zarodka, gdzie ulega
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T A B E LA  1. G eny zaangażow ane  w  pow staw an ie  kom órek p rap łc iow ych  
Drosophila m elanogaster

Gen Charakterystyka białka* Funkcja

cappuccino form ina [17,62] deponowanie gurken, oskarm R N A
spire nieznane [62] deponowanie gurken, oskarm R N A
gurken transform ujący czynnik wzrostu a  [67] przekazywanie sygnału z oocytu 

do kom órek som atycznych
torpedo-DER receptor EGF [56] receptor sygnału z oocytu
Notch białko z powtórzeniam i EGF [78] białko błonowe, receptor
Delta białko z powtórzeniam i EGF [78] białko błonowe, ligand białka Notch
białkowa kinaza A podjednostka kata lityczna białkowej 

kinazy A [50]
przekazywanie sygnału do oocytu

staufen domena wiążąca 2-niciowe RNA [84] transport i deponowanie oskar 
m RN A,aktyw ator translacji oskar 
mRNA

mago nashi nowe białko [68] deponowanie oskar mRNA, po lary
zacja m ikrotubul

tropom iozyna II tropom iozyna niem ięśniowa [20] deponowanie oskar mRNA, w iąza
nie z filam entam i aktynowym i

chickadee profilina [12,61] deponowanie oskar mRNA, w iąza
nie z filam entam i aktynowym i

orb dom ena w iążąca RNA [51] deponowanie gurken, oskarm R N A
D-elg czynnik transkrypcyjny [25] deponowanie gurken, oskarm R N A
Bicaudal-D c ię żk i ła ń cu ch  m io zyny , k inezyna  

[88,89]
deponowanie oskar mRNA

fat facets nowe białko [22] nieznana
bullw inkle nieznane [72] deponowanie oskar mRNA
homeless białko z grupy DE-H, RNA zależna deponowanie oskar mRNA, orga

ATPaza [26] nizacja sieci m ikrotubul
oskar nowe białko [18,40] organ izow an ie  p lazm y b ieguno

wej, deponowanie białka Vasa, na
nos RNA

bruno dom ena w iążąca RNA [39] represor translacji oskar mRNA
aubergine nieznane [100] aktywator translacji oskar mRNA
vasa białko z grupy DEAD, ATP zależna regulacja ekspresji genów, depo

helikaza RNA [31,52] nowanie nanos RNA
pipsqueak dom ena BTB (odpowiedzialna za inter

akcję m iędzy białkam i) [33]
regulacja ekspresji genów?

tudor nowe białko [5,27] powstawanie ziaren biegunowych, 
transport mtr RNA?

valois nieznane [32,53] utrzym ywanie lokalizacji białka V a
sa?

germ cell-less nowe białko [37,38] de te rm inac ja  kom órek p ra p łc io 
wych?

cyklina B cyklina [14] kontrola cyklu kom órkowego
Hsp 83 HSP 90 (białko szoku cieplnego) [15] nieznana

* podobieństwo domen białkowych do wcześniej scharakteryzowanych białek; podano tylko funkcje 
związane z powstawaniem komórek prapłciowych; EGF -  nabłonkowy czynnik wzrostu, mtr RNA -  
mitochondrialny 16S RNA,? -  przypuszczalna funkcja; zob. też rys. 3.
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„zakotw iczeniu” w plazmie biegunowej. Pewne dane wskazują także, że transport 
ten odbywa się wzdłuż mikrotubul oocytu (patrz niżej). Do deponowania oskar 
mRNA i białka Staufen konieczna jest także aktywność genów: cappuccino, spire 
i tnago nashi (rys. 3) [ 18,40,68,84]. Natomiast do utrzymania omawianego kompleksu 
w plazmie biegunowej niezbędne jest białko Oskar, które powstaje dopiero po 
zdeponowaniu oskar mRNA [19,73].

Prawidłowa depozycja kompleksu oskar mRNA-Staufen jest niezbędna do gro
madzenia białka Vasa (stadia 8-10) [30,32,53]. Wydaje się, że białko Oskar bierze 
bezpośredni udział w zatrzymywaniu białka Vasa na tylnym biegunie i że formowanie 
ziaren biegunowych rozpoczyna się od interakcji między tymi białkami [40]. Po
twierdzają to badania w systemach testowych u drożdży i in vitro, gdzie wykazano, 
że białko Oskar wiąże się bezpośrednio z białkami Vasa i Staufen [6]. Na ilość 
vasa mRNA oraz białka Vasa ma wpływ produkt genu pipsqueak [80]. Ponieważ 
ilość oskar mRNA w zarodkach pipsqueak * jest niezmieniona, uważa się, że 
produkt genu pipsqueak działa po zdeponowaniu białka Oskar, ale przed lokalizacją 
białka Vasa (rys. 3).

Geny valois i tudor nie mają wpływu na rozmieszczenie produktów genów oskar 
i vasa. Jednak do utrzymania białka Vasa w obszarze plazmy biegunowej po za
płodnieniu potrzebna jest aktywność genu valois. Stosując technikę hybrydyzacji 
in situ i reakcje z przeciwciałami udowodniono, że w ziarnach biegunowych, obok 
produktów genów oskar i vasa deponowane jest też białko Tudor [1,27,30,31]. 
Białko to występuje na terenie plazmy biegunowej także w mitochondriach, ale 
jego rola w tych organellach jest nieznana [1]. Spekuluje się, że białko Tudor 
bierze udział w transporcie mitochondrialnego RNA do ziaren biegunowych (patrz 
niżej).

W plazmie biegunowej świeżo złożonego jaja wykazano też obecność mRNA: 
nanos, pumilio, germ cell-less i cykliny B [14,55,57,85,96,98]. Czynniki te gro
madzone są na biegunie tylnym pod koniec oogenezy, a ich deponowanie zależy 
od genów grupy tylnej działających wcześniej (rys. 3). Komponenty plazmy bie
gunowej kodują także geny: orb, Hsp83 i f at facets  [15,22,51]. Jednak funkcja 
tych genów w powstawaniu linii płciowej nie jest jeszcze dostatecznie wyjaśniona.

Warto dodać, że morfologicznie plazma biegunowa Drosophila przypomina tzw. 
plazmę płciową występującą w oocytach wielu grup zwierząt, w tym kręgowców 
[2,16]. W plazmie płciowej płazów i nicieni wykryto struktury podobne do ziaren 
biegunowych, zwane odpowiednio ziarnami płciowymi i ziamistościami P [86,99]. 
Co więcej, podobieństwa sięgają poziomu molekularnego. Wykazano, że u żaby 
szponiastej, Xenopus laevis związany z plazmą płciową gen Xcat-2 jest homologiem 
genu nanos [23,65]. Poza tym u żaby szponiastej, myszy i ryby, Brachydanio wy
izolowano geny, które kodują białka z grupy DEAD spokrewnione z białkiem Vasa

^Określenie „zarodek pipsqueak" (nanos itp .) oznacza, że zarodek ma zm utowany allel danego genu  
(np. genu pipsqueak, nanos).
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LINIA PŁCIOWA

cappuccino
chickadee

gurken

LINIA SOMATYCZNA 

torpedo-DER

transport do 
tylnego bieguna <( 
oocytu

cytoszkielet
aktynowy

siec 
mikrotubul.

stauten

spire
homeless

białkowa 
kinaza A
mago nashi 

tropomiozyna

formowanie
plazmy
biegunowej

germ cell-less 
mtr RNA, Hsp 83 
fat facets, 
inne czynniki ?

Pgc RNA

RYSUNEK 3. Schemat współdziałania genów biorących udział w formowaniu plazmy biegunowej i 
determinacji komórek prapłciowych oraz odwłoka; strzałki wskazują na oddziaływanie między genami, 
ale nie wszędzie oznaczają bezpośrednie biochemiczne interakcje między produktami genów; nie uw z
ględniono genów, których funkcja bądź kolejność działania budzi wątpliwości; szczegółow y opis 
niektórych procesów przedstawiono w tekście (zob. też tab. 1): mtr RNA -  mitochondrialny RNA dużej 

podjednostki rybosomalnej (wg [74], zmienione)

i ulegające ekspresji w komórkach linii płciowej [24,49,102]. Homolog białka Vasa 
występuje prawdopodobnie także u nicienia, Caenorhabditis elegans [76]. Tak więc 
gromadzenie czynników rozwojowych w określonym rejonie zarodka wydaje się 
być cechą konserwatywną.

1.4. R ola genu oskar

Gen oskar zajmuje kluczową pozycję w formowaniu plazmy biegunowej. Loka
lizowaniu ulega zarówno jego mRNA, jak i kodowane przez niego białko. Analiza
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m olekularna cząsteczki oskar mRNA wykazała, że za jej transport i deponowanie 
w oocycie odpowiedzialne są nie ulegające translacji sekwencje występujące na 
jej końcu 3’ (tzw. 3 ’ UTR) [41]. Na istotną rolę końca 3’ wskazuje także elegancki 
eksperym ent przeprowadzony przez Ephrussi i Lehmann [19]. Badaczki te zastąpiły 
sekwencje niezbędne do deponowania oskar mRNA sekwencjami lokalizującymi 
na biegunie przednim mRNA kodowany przez gen bicoid. Po wprowadzeniu tak 
zmodyfikowanego oskar mRNA do zarodka, gromadzi się on na biegunie przednim, 
a więc przeciwnie niż ma to miejsce w trakcie normalnego rozwoju [19]. Co więcej, 
tak zlokalizowany oskar mRNA powoduje wytworzenie na biegunie przednim ko
m órek biegunowych i dodatkowego odwłoka. Powstaje jakby lustrzane odbicie bie
guna tylnego zarodka na biegunie przednim. W takich zarodkach na obu biegunach 
gromadzone są też białka: Vasa, Tudor oraz mRNA i białko Nanos [19]. Wyniki 
tego i podobnych eksperymentów [81] wskazują, że miejsce gromadzenia oskar 
mRNA wyznacza rejon, w którym następuje organizowanie plazmy biegunowej 
oraz że to aktywność genu oskar decyduje o deponowaniu determinantów nie
zbędnych do powstania komórek biegunowych. Wykazano także, że nagromadzenie 
oskar mRNA w danym rejonie ooplazmy powoduje powstawanie tam ziaren bie
gunowych [1].

Usuwając fragmenty oskar mRNA w rejonie końca 3’ udało się zidentyfikować 
sekwencje nukleotydów odpowiedzialnych za poszczególne etapy jego deponowania 
(rys. 4). I tak, za transport oskar mRNA z komórek odżywczych do oocytu odpowiada 
odcinek 260 par zasad. Inny fragment, złożony z 324 par zasad, potrzebny jest 
do jego lokalizowania na tylnym biegunie oocytu [41]. Jeszcze inny odcinek jest 
niezbędny do zatrzymania oskar mRNA w tym rejonie [73]. Początkowe deponowanie 
oskar mRNA jest nietrwałe. Do jego „zakotwiczenia” na tylnym biegunie niezbędne 
jest białko Oskar, przy czym translacji ulega jedynie zlokalizowany oskar mRNA 
[18,40,73]. Przyjęto więc model, który zakłada, że początkowe deponowanie oskar 
mRNA umożliwia jego translację, a powstające białko Oskar reguluje dalsze de
ponowanie własnego RNA na zasadzie sprzężenia zwrotnego [63,73]. Wykazano 
też, iż niezlokalizowany oskar mRNA ulega represji. Za proces ten odpowiedzialne 
są specyficzne sekwencje nukleotydów w obrębie 3’ UTR, z którymi wiąże się 
białko Bruno (rys. 4) [39,73]. Jeśli sekwencje te, zwane BREs (ang. Bruno Response 
Elements) ulegną mutacji, to translacja oskar mRNA następuje przedwcześnie, co 
prowadzi do letalnych zaburzeń w rozwoju zarodka [39], Okazuje się jednak, że 
samo odblokowanie represji nie wystarcza do uruchomienia translacji oskar mRNA 
i że do jej aktywacji konieczne są jeszcze inne czynniki, np. produkty genów staufen 
i aubergine (rys. 4) [39,101]. Gen oskar jest więc przykładem genu zaangażowanego 
w rozwoju, którego aktywność regulowana jest na poziomie translacji. Ostatnio 
stwierdzono, że deponowanie oskar mRNA zależy także od aktywności genów: 
bullxvinkle, homeless, D-elg , Bicaudal-D  [25,26,72,89]. Prawdopodobnie produkty 
tych genów wpływają na organizację cytoszkieletu oocytu (patrz niżej).
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geny wpływające 
na lokalizowanie 
oskar RNA

spire orb
cappuccino Bicaudal D
chickadee D-elg
homeless bullwinkle
staufen mago nashi
oskar tropomiozyna II

I
oskar 3'UTR

utrzymanie lokalizowanie na transport

regulatory translacji

RYSUNEK 4. Schemat budowy molekularnej cząsteczki oskar mRNA: z lewej na prawą: czapka 5’, 
koniec 5 ’ nie ulegjący translacji, sekwencja kodująca, 3 ’ UTR -  koniec 3 ’ nie ulegający translacji wraz 
z sekwencjami (prostokąty) odpowiedzialnymi za kolejne etapy deponowania w oocycie, sekwencja 
poliA; BREs -  sekwencje, z którymi wiąże się białko Bruno powodując represję translacji; cyfry 1,2 pod 
sekwencją kodującą oznaczają dwa kodony inicjujące translację; gen oskar koduje 2  izoformiczne białka, 
ale tylko jedno bierze udział w formowaniu plazmy biegunowej [63]; geny: staufen i aubergine aktywują 

translację, ale sekwencje, jakie w tym pośredniczą są nieznane (wg [74], zmienione)

1.5. P odw ójna funkcja genu nanos

W omawianym systemie hierarchicznym interesującą pozycję zajmuje gen nanos. 
Jego mRNA gromadzony jest na tylnym biegunie oocytu, przy czym do prawidłowego 
deponowania niezbędna jest aktywność genów grupy tylnej, w tym genu oskar 
(rys. 3). Do niedawna uważano, że gen nanos zaangażowany jest wyłącznie w 
wytworzenie odwłoka. Z badań Kobayashiego wynika jednak, że produkty tego 
genu pełnią także funkcje w komórkach prapłciowych [48]. Nanos mRNA wnika 
do powstających komórek biegunowych i utrzymuje się, aż do momentu formowania 
gonady [95]. Choć białko Nanos nie bierze udziału w powstawaniu komórek bie
gunowych, to jest potrzebne do prawidłowej migracji tych komórek do gonady 
zarodkowej [48]. W komórkach prapłciowych powstających w zarodkach nanos 
następuje przedwczesna ekspresja genów, które normalnie aktywowane są dopiero 
po utworzeniu zawiązka gonady [48].
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1.6. Z aan g ażo w an ie  cy toszk ie le tu  w transport p roduk tów  genów

W trakcie oogenezy w ooplazmie dochodzi do zmian w rozmieszczeniu mi
krotubul [11,58,91]. We wczesnych stadiach (od 1 do 6) centrum organizacyjne 
mikrotubul znajduje się na tylnym biegunie oocytu, a mikrotubule rozciągają się 
w kierunku komórek odżywczych przechodząc przez mostki cytoplazmatyczne (rys. 
la) [91]. Wyniki eksperymentów z użyciem czynników depolimeryzujących m i
krotubule i bezpośrednie obserwacje cytoszkieletu komory jajowej wskazują na 
udzia ł tak spolaryzow anego układu m ikrotubul w transporcie oskar mRNA 
[10,70,92,93]. Uważa się, że białko Staufen pośredniczy w interakcji między oskar 
mRNA a białkami kroczącymi lub białkami cytoszkieletu.

W okresie formowania plazmy biegunowej układ mikrotubul ulega zmianie: cen
trum organizacyjne mikrotubul zanika, a mikrotubule gromadzą się na przednim 
biegunie oocytu (rys. 1 b) [93]. W stadiach od 8 do 10 mikrotubule występują głównie 
w warstwie korowej i tworzą gradient gęstości z największą koncentracją na biegunie 
przednim. Koniec „+” mikrotubul znajduje się na tylnym biegunie oocytu (rys. 
Ib) [93]. W tym kontekście spekuluje się, że w transporcie kompleksu oskar 
mRNA-Staufen zaangażowana jest kinezyna, białko przemieszczające się wzdłuż 
mikrotubul do ich końca „+”. Hipoteza ta znajduje poparcie w badaniach eks
perymentalnych. Jeśli doprowadzi się do ekspresji w linii płciowej białka będącego 
hybrydą kinezyny i B-galaktozydazy, to gromadzi się ono na tylnym biegunie oocytu, 
tak jak np. białko Oskar [10]. Ostatnio wykazano, że na organizację cytoszkieletu 
mikrotubularnego oocytu ma wpływ aktywność genu mago nashi (rys. 3) [64,69].

W powstawaniu plazmy biegunowej uczestniczą także inne białka cytoszkieletu. 
W zarodkach, w których mutacji uległ gen kodujący cytoplazmatyczną (niemięś- 
niową) tropomiozynę II, deponowanie kompleksu oskar mRNA-Staufen jest za
burzone [20]. Przyjm uje się, że tropom iozyna, w pow iązaniu z filam entam i 
aktynowymi, działa niezależnie od sieci mikrotubul oocytu lub że uczestniczy w 
przekazywaniu oskar mRNA na mikrotubule [20].

1.7. W pływ  kom órek  som atycznych

Jak wcześniej wspomniano, w deponowaniu czynników rozwojowych w oocycie 
zaangażowana jest sieć mikrotubul. Formowanie tej sieci uzależnione jest od wza
jem nego przekazywania sygnałów między oocytem a komórkami folikularnymi bie
guna tylnego (rys. Ib, 3) [28,70,71,75,93]. Proces ten nie został jeszcze w pełni 
poznany. W iadomo jednak, że za determinację komórek folikulamych bieguna tyl
nego odpowiedzialne są 2 pary genów: gurken i torpedo-DER  oraz Notch i Delta 
(rys. 3), przy czym w oocycie działa jedynie produkt genu gurken [28,75,77,78,79].

Zaproponowano kilka modeli interakcji komórek somatycznych z oocytem. Naj
prostszy z nich zakłada, że sygnał przekazywany z komórek folikulamych bieguna 
tylnego do oocytu powoduje zmiany w organizacji sieci mikrotubul, co z kolei
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pozwala na właściwe rozmieszczenie czynników rozwojowych w ooplazmie [50, 
78]. Ciągle nieznany pozostaje receptor sygnału biegnącego od komórek foliku- 
larnych do oocytu. W dalszym przekazywaniu tego sygnału do sieci mikrotubul 
w ooplazmie uczestniczą co najmniej 2 czynniki: białkowa kinaza A poprzez fo- 
sforylację białek związanych z mikrotubulami oraz produkt genu mago nashi [50, 
64,69].

1.8. C zynnik i determ inu jące kom órki p rap łc io w e

Początkowo sądzono, że ziarna biegunowe zaangażowane są wyłącznie w wy
tworzenie komórek prapłciowych. Obecnie przyjmuje się jednak, że nagromadzone 
w tych strukturach czynniki niezbędne są także do prawidłowego deponowania 
produktu genu nanos i determinacji odwłoka. Tak więc procesy te (determinacja 
komórek prapłciowych i odwłoka) zależą od prawidłowej aktywności pewnej liczby 
wspólnych genów (rys. 3). Czy istnieją jednak geny odpowiedzialne wyłącznie 
za powstawanie komórek prapłciowych? Produkty takich genów gromadzone byłyby 
pod koniec oogenezy, a ich mutacje powinny powodować całkowity brak komórek 
biegunowych przy jednoczesnym  prawidłowym wykształceniu odwłoka. Postulaty 
te spełniałby gen germ cell-less, jednak z badań Jongens i wsp. wynika, że białko 
Germ cell-less występuje także w tkankach somatycznych zarodka, co wskazuje, 
że nie jest specyficzne dla linii płciowej [37,38].

Jak wcześniej wspomniano, ziarna biegunowe występują w kontakcie z mito- 
chondriami. Jeśli do zarodka, który w wyniku naświetlania promieniami UV nie 
tworzy komórek biegunowych, zostanie wprowadzony m itochondrialny RNA bu
dujący dużą podjednostkę rybosomalną (mtr RNA), to powstają komórki biegunowe, 
ale dojrzałe osobniki są sterylne [47]. Wykazano, że m tr RNA gromadzi się na 
powierzchni ziaren biegunowych, a więc pozamitochondrialnie [45,46]. N iew ąt
pliwie, genom mitochondrialny pełni jakąś funkcję w determinacji komórek bie
gunowych, ale jest ona niedostatecznie poznana. Interesujące, że mtr RNA występuje 
pozamitochondrialnie także w plazmie płciowej Xenopus [46].

Wciąż odkrywane są nowe czynniki budujące ziarna biegunowe. Ostatnio wy
kazano występowanie w tych strukturach nie ulegającego translacji RNA, który 
kodowany jest przez gen Polar granule component [66]. Choć ten RNA nie bierze 
udziału w powstawaniu komórek prapłciowych, to jest niezbędny do ich prawidłowej 
migracji i różnicowania [66].

Jak dotąd nie udało się jednoznacznie zidentyfikować pojedynczego czynnika 
odpowiedzialnego za determinację komórek prapłciowych Drosophila. Coraz czę
ściej rozpatrywana jest możliwość, że działa tu wiele czynników. Być może, jak 
uważają Kobayashi i wsp. [44], są nimi: germ cell-less mRNA i mtr RNA.
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2. MIGRACJA KOMÓREK PRAPŁCIOWYCH 
I FORMOWANIE GONADY ZARODKOWEJ

Em brionalna gonada Drosophila zbudowana jest z 2 typów komórek: komórek 
prapłciowych, tworzących linię płciową i komórek somatycznych, pochodzenia 
mezodermalnego. Zanim dojdzie do utworzenia gonady, komórki prapłciowe po
czątkowo leżące na zewnątrz zarodka muszą przedostać się do jego wnętrza i połączyć 
z komórkami mezodermy gonadalnej (zob. rozdział 1). Znane są kolejne fazy wę
drówki komórek prapłciowych, ale niewiele wiadomo na temat molekularnego pod
łoża tej migracji czy czynników ją  regulujących.

Przypuszczano, że o rozpoczęciu migracji komórek prapłciowych przez zawiązek 
jelita (zob. rozdział 1) decyduje ich autonomiczny mechanizm czasowy. Ekspe
rymenty z przeszczepianiem  komórek biegunowych między zarodkami w różnych 
stadiach rozwoju wykazały, że tak nie jest. Zarówno młodsze, jak  i starsze komórki 
prapłciowe migrują zawsze zgodnie ze stadium rozwojowym biorcy [35]. Wskazuje 
to jednocześnie, że komórki prapłciowe zdolne są do migracji wkrótce po powstaniu. 
Sam proces penetracji zawiązka jelita jest specyficzną właściwością komórek pra
płciowych, gdyż komórki somatyczne, eksperymentalnie umieszczone w tym za
wiązku, nigdy go nie opuszczają [35]. W regulowaniu migracji komórek prapłciowych 
kluczową rolę odgrywają komórki zawiązka jelita środkowego. W skazują na to 
następujące przesłanki: zawiązek jelita opuszczają jedynie komórki prapłciowe zgro
madzone w jego ślepo zakończonej części, stanowiącej właśnie zawiązek jelita 
środkowego (rys. 2e,f); komórki prapłciowe ulokowane w innym rejonie zawiązka 
jelita nie m igrują prawidłowo; w zarodkach huckebein, w których następuje zamiana 
zawiązka jelita środkowego na zawiązek jelita tylnego, komórki prapłciowe pozostają 
wewnątrz je lita  i nie docierają do mezodermy gonadalnej [35]. Jednocześnie, nie 
wszystkie mutacje genów ulegających ekspresji w zawiązku jelita środkowego pro
wadzą do zaburzeń w migracji komórek prapłciowych [34,97]. Tak więc decydujące 
znaczenie dla translokacji komórek prapłciowych ma ta część zawiązka jelita, której 
prawidłowe różnicowanie zależy od aktywności genu huckebein. W iadomo, że gen 
ten koduje czynnik transkrypcyjny regulujący ekspresję genów w zawiązku jelita 
środkowego [7].

Interesujące jest, że tkanka docelowa (mezoderma gonadalna) nie odgrywa roli 
ani w opuszczaniu zawiązka jelita przez komórki prapłciowe, ani w początkowym 
orientowaniu ich migracji w kierunku strony grzbietowej zarodka. W zmutowanych 
zarodkach całkowicie pozbawionych komórek mezodermalnych (podwójne mutanty 
twist i snait) oba te procesy przebiegają prawidłowo [35,97].

Badania ultrastrukturalne wykazały, że w trakcie przechodzenia komórek pra
płciowych przez zawiązek jelita środkowego dochodzi do istotnych zmian w jego 
organizacji. Przede wszystkim następuje modyfikacja połączeń typu stref przylegania
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między komórkami zawiązka jelita środkowego. Prowadzi to do powstawania sze
rokich przestrzeni międzykomórkowych, które są penetrowane przez komórki pra- 
płciow e [8,36]. Zmiany te nie są jednak wywoływane aktyw nością komórek 
prapłciowych, gdyż zachodzą także w zarodkach oskar 301 i tudor, w których komórki 
biegunowe się nie tworzą [8,36]. Podobnie w zarodkach myszy i żaby, Rana pipiens 
zaobserwowano, że migracja komórek prapłciowych zależy od zmian zachodzących 
w ich somatycznym otoczeniu [21,87].

Komórki prapłciowe migrują wysuwając pseudopodia w rozmaitych kierunkach. 
Towarzyszy temu reorganizacja cytoszkieletu aktynowego [36]. Prawdopodobnie 
stablizacja niektórych pseudopodiów zapewnia ukierunkowanie ruchu. Aktywność 
migracyjna komórek prapłciowych ustaje po dotarciu do somatycznych komórek 
gonady [36].

Niewiele wiemy o mechanizmach regulujących migrację komórek prapłciowych 
z zawiązka jelita do mezodermy gonadalnej. Przypuszcza się, że sygnały ukie
runkowujące zlokalizowane są w podłożu, po którym przemieszczają się te komórki. 
Wyniki eksperymentów in vitro wskazują, że komórki prapłciowe migrują z różną 
prędkością w zależności od rodzaju podłoża, np. czynnikiem stymulującym jest 
obecność w podłożu białka lamininy [36]. Najprawdopodobniej w regulację migracji 
zaangażowanych jest wiele różnorodnych czynników. Ostatnio odkryto gen wunen, 
który ulega ekspresji jedynie w tej części zawiązka jelita, przez którą komórki 
prapłciowe nie wędrują [104]. W zarodkach wunen komórki te nie kierują się w 
stronę mezodermy, tylko ulegają rozproszeniu na całej długości zawiązka jelita 
[103]. Sugeruje to, że produkt genu wunen bierze udział w ukierunkowywaniu 
migracji komórek prapłciowych przez ich „odpychanie” z niektórych rejonów za
wiązka jelita. Gen wunen koduje białko błonowe o dużym podobieństwie do fo
sfatazy kwasu fosfatydowego, enzymu zaangażowanego w metabolizm lipidów [ 104]. 
Nie wiadomo jeszcze, jaki jest mechanizm oddziaływania produktu genu wunen 
na komórki linii płciowej.

PODSUMOWANIE

W ostatnich latach dokonano znaczącego postępu w charakteryzowaniu mole
kularnego podłoża różnicowania linii płciowej Drosophila melanogaster. Poznano 
kilkanaście genów biorących udział w tym procesie. Niestety nierozwiązany pozostał 
problem istnienia czynnika determinującego komórki prapłciowe. Brak jest również 
precyzyjnych informacji, w jaki sposób komórki te odnajdują tkankę docelową i 
jak dochodzi do formowania zawiązka gonady. Należy spodziewać się, że wy
korzystanie metod genetyki molekularnej pozwoli i te problemy w niedługim czasie 
rozwikłać. Z badań nad Drosophila wynika, że prawidłowe funkcjonowanie komórek
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linii płciowej wymaga ich ciągłej interakcji z różnorodnymi komórkami somaty
cznymi, zarówno w trakcie gametogenezy jak i rozwoju embrionalnego.
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UDZIAŁ CHEM OKIN ORAZ RECEPTORÓW  
CHEM OKINOW YCH W PATOGENEZIE ZAKAŻENIA  

W IRUSEM  AIDS

INVOLVEM ENT OF CHEM OKINES AND CHEM OKINE RECEPTORS IN 
HTV INFECTION, ITS PATHOGENESIS AND M ECHANISM S

Marek HONCZARENKO, Bogusław MACHALIŃSKI 

Zakład Patologii Komórki Pomorskiej Akademii Medycznej, Szczecin

Streszczenie: W pracy przedstawiono obecne poglądy na patogenezę i mechanizm zakażenia wirusem  
AIDS. Scharakteryzowano różne typy HIV w zależności od zakresu infekowanych komórek i zdolności 
patogennych oraz ich interakcję z receptorem CD4. Przedstawiono podział, biologię i funkcję receptorów 
chemokinowych, ich naturalne ligandy oraz mechanizm przekazywania sygnału wewnątrz komórki 
poprzez aktywację białka G. Szczególną uwagę poświęcono roli receptorów chemokinowych jako 
koreceptorów dla HIV niezbędnych do infekcji komórek. Podzielono poznane dotąd grupy receptorów 
chemokinowych, służące jako koreceptory dla infekcji HIV w zależności od wiązania z wirusem i 
wpływu tego procesu na przebieg zakażenia. Opisano mechanizm molekularny interakcji wirusa z 
receptorami chemokinowymi oraz mechanizm blokowania i modulowania infekcji przez chemokiny. 
Zwrócono uwagę na udział mutacji genów kodujących receptory chemokinowe w kształtowaniu natu
ralnej oporności na zakażenie HIV. Przedstawiono także obecne poglądy na wpływ HIV na uszkodzenie 
układu krwiotwórczego oraz perspektywy potencjalnych strategii terapeutycznych opartych na ingerencji 
w mechanizmy wnikania wirusa do komórek.

Słowa kluczowe: HIV, receptory chemokinowe, hematopoeza

Summary: Current opinions on HIV infection, its pathogenesis and mechanisms that allow for virus entry 
to the cells are presented in the paper. Different strains of HIV, regarding types of infected cells, 
pathogenicity and their interactions with CD4 molecule have been described. Current division, biology 
and function o f chemokine receptors have been described. The main focus concern on the involvement 
o f chemokine receptors in HIV infection. Their role as coreceptors for HIV with the correlation between 
virus strains and coreceptive function of chemokine receptors is described. Molecular mechanism of 
HIV-chemokine receptors interaction as well as blockade and modulation o f HIV entry into the cells by 
chemokines is presented. The role o f mutation o f genes coding for chemokine receptors in creating natural 
resistance for HIV infection is described. HIV involvement in lesions of hematopoetic system and new 
therapeutic approaches evolved from discovery of HIV-coreceptors are also presented.
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Key words: HIV, chemokine receptors, hematopoetic system

Wykaz skrótów stosowanych  w pracy: AIDS (ang. Acquired Immune Deficiency Syndrome) -  nabyty 
zespół niedoborów odporności; C3a -  trzeci czynnik dopełniacza; C3aR -  receptor dla trzeciego 
czynnika dopełniacza; C5a -  piąty czynnik dopełniacza; C5aR -  receptor dla piątego czynnika dopeł
niacza; CCR -  receptor dla chemokin; CD4 (ang. cluster o f  differentiation 4) -  antygen powierzchniowy 
lim focytów T, monocytów, makrofagów, koreceptor dla antygenów zgodności tkankowej drugiej klasy, 
receptor dla HIV; CD45RA -  antygen występujący na będących w spoczynku limfocytach T; CD45RO
-  antygen występujący na aktywowanych limfocytach T oraz limfocytach T pamięci immunologicznej; 
CD8 (ang. cluster o f  differentiation 8) -  antygen powierzchniowy lim focytów T cytotoksycznych, 
tymocytów, koreceptor dla antygenów zgodności tkankowej pierwszej klasy; CMV (ang. C ytom egalo
virus) -  wirus cytomegalii; CXC -  receptor dla chemokin; ENA-78 (ang. a 78 residue epithelial 
cell-derived  neutrophil activator) -  78-aminokwasowy epitelialny czynnik aktywujący neutrofile; GRO 
(ang. Growth R elated Gene) -  czynnik stymulujący proliferację komórek; HCC-1 (ang. hemofiltrate 
C-C chemokine 1) -  chemokina zidentyfikowana w hemofiltracie pacjentów z przewlekłą niewydolno
ścią nerek; HIV (ang. Human Immunodeficiency Virus) -  ludzki wirus niedoborów odporności; 1-309
-  ligand receptora chemokinowego CCR-8; IL-1 -  interleukina 1; IL-2 -  interleukina 2; IL-3 -  
interleukina 3; IL-4 -  interleukina 4; IL-6 -  interleukina 6 ; IL-10- interleukina 10; IL -12- interleukina 
12; IP-10 (ang. Inducible Protein-10) -  białko 10 indukowane przez interferon; Lymphotactin/SCM-1 
(ang. single cysteine m otif I) -  cząsteczka z pojedynczą resztą cysteinową; MCP-1 (ang. Monocyte  
Chemoattractant Protein-1) -  białko chemotaktyczne monocytów-1; MCP-3 (ang. M onocyte Chemo- 
attractant Protein-3) -  białko chemotaktyczne monocytów-3; MCP-5 (ang. M onocyte Chem oattractant 
Protein-5) -  białko chemotaktyczne monocytów-5; MIG (ang. monokine inducible by interferon) -  
monokina indukowana przez interferon; MIP-1 (ang. M acrophage Inflamatory Protein-I) -  makrofa- 
gowy czynnik zapalny -1 ; NAP-2 (ang. Neutrophil Activating Peptide-2) -  peptyd aktywujący neutro- 
file -2 ; PAF (a n g . platelet-activating factor) -  p łytkow y czyn n ik  aktyw ujący; PAFR (ang . 
platelet-activating fa c to r receptor) -  receptor dla płytkowego czynnika aktywującego; RANTES (ang. 
regulated on activation normal T-cell expressed and secreted) -  czynnik produkowany przez limfocyty  
T podczas ich aktywacji; SDF-1/PBSF (ang. strom al cell-derivedfactor-l/pre-B  cells growth stimulating 
factor) -  czynnik produkowany przez komórki podścieliska szpiku kostnego-1 /  stymulujący wzrost 
lim focytów pre-B; SIV (ang. Simian Immunodeficiency Virus) -  wirus powodujący niedobór immunolo
giczny u małp; STRL-33 -  receptor serpentynowy, koreceptor dla M i T tropowych szczepów HIV; 
TNF- (ang. Tumor Necrosis Factor) -  czynnik martwicy nowotworów; V-28 -  receptor serpentynowy, 
koreceptor dla M i T tropowych szczepów HIV.

WSTĘP

Pierwsze doniesienia o pacjentach z nabytym niedoborem odporności (AIDS) 
pochodzą z 1981 roku, kiedy to pojawiły się opisy przypadków zapalenia płuc 
u młodych homoseksualistów wywołane przez Pneumocystis carinii [15]. AIDS 
jako jednostkę chorobową opisano rok później, a wirus HIV wywołujący to scho
rzenie został zidentyfikowany po raz pierwszy 14 lat temu przez zespół Luca Mon- 
tagniera z Instytutu Pasteura w Paryżu oraz Roberta Galio z Narodowego Instytutu 
Zdrowia w W aszyngtonie [4,10,13,20,46]. Od tego czasu choroba przenoszona przez 
wirusa stała się pandemią. Ocenia się, że na świecie zakażonych jest obecnie 29 
milionów ludzi, ponad 8 milionów cierpi na objawy AIDS, a zmarło dotąd z powodu
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choroby 6,5 miliona pacjentów Liczba nowych przypadków zakażeń przekracza 
rocznie trzy miliony [15]. Znane są obecnie dwa typy wirusa powodujące AIDS. 
HIV-1 będący przyczyną zakażeń na całym świecie oraz HIV-2, zakażenia którym 
są jak  na razie ograniczone do obszaru zachodniej Afryki i Indii [15].

Typowy przebieg zakażenia HIV charakteryzuje się kilkoma następującymi po 
sobie okresami. W krótce po wniknięciu do organizmu HIV efektywnie infekuje 
komórki wszystkich narządów limfatycznych. Infekcja HIV szybko wywołuje hu- 
m oralną i komórkową odpowiedź immunologiczną ograniczającą replikację wirusa 
zwykle w ciągu kilku tygodni. Niestety nie eliminuje ona całkowicie z organizmu 
tego patogenu [15,47]. Klinicznie pierwotna infekcja charakteryzuje się niespecy
ficznymi objawami, takimi jak: gorączka, ogólne osłabienie, dreszcze, bóle mięśni 
i stawów, fotofobia, limfadenopatia i wysypka plamisto-grudkowa [15]. Mimo że 
objawy te występują u większości zakażonych (50 do 70%), ich nasilenie jest różne 
i hospitalizacja wymagana jest w mniej niż 15% przypadków. Objawy te są zwykle 
obecne jeszcze przed wystąpieniem wykrywalnych laboratoryjnie wskaźników spe
cyficznej odpowiedzi humoralnej w stosunku do antygenów wirusowych. Następnie 
infekcja przechodzi w trwający średnio 10 lat okres utajenia.

W asymptomatycznym okresie choroby cały czas dochodzi do replikacji HIV. 
Dzienna produkcja wirusa dochodzi do 10 miliardów wirionów. Okres życiowy 
HIV-1 wynosi przeciętnie 1-2 doby. Połowa wszystkich krążących w zakażonym 
organizmie wirusów ginie co 6 godzin [48, 49, 81]. Ponad 99% wszystkich nowych 
wirionów jest produkowanych w nowo infekowanych limfocytach CD4+ [48, 49, 
81]. Pomimo że u większości pacjentów nie występują żadne objawy kliniczne, 
czasami może dojść do przejściowego nasilenia się niespecyficznych objawów zwią
zanych z wiremią oraz mogą wystąpić infekcje oportunistyczne.

Końcowym stadium choroby jest pełnoobjawowy zespół niedoborów odporności 
charakteryzujący się spadkiem poziomu limfocytów T CD4+ do poziomu 50-200 
komórek/mm3 krwi [15,47]. Pojawiają się zakażenia oportunistyczne, nowotwory 
układu limfatycznego, mięsak Kaposiego, zajęcie ośrodkowego układu nerwowego 
z postępującą demencją, ogólne wyniszczenie organizmu. Śmierć następuje w ciągu 
3 lat od rozwoju pełnoobjawowego zespołu niedoborów odporności najczęściej 
z powodu trudnych do opanowania zakażeń lub nowotworów [15].

ANTYGEN CD4 JAKO PODSTAWOWY RECEPTOR 
UMOŻLIWIAJĄCY WNIKNIĘCIE WIRUSA AIDS 
DO KOMÓREK -  ZMIENNOŚĆ FENOTYPOWA 

I TROPIZM KOMÓRKOWY WIRUSA

Stosunkowo wcześnie stwierdzono, że występujący na powierzchni limfocytów 
T, monocytów, makrofagów antygen CD4 jest receptorem, przez który HIV wnika
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do wnętrza zakażanych komórek [60]. Ekspresja antygenu CD4 odpowiedzialna 
jest więc w dużym stopniu za tropizm wirusa i decyduje o tym, które komórki 
są infekowane, a które nie. HIV ma ponadto olbrzymie zdolności do mutacji i 
zmiany fenotypu. W czasie wieloletniej historii zakażenia u chorego pojawia się 
wiele różnych genetycznie i fenotypowo wariantów wirusa [17,108,115,116]. Stw ier
dzono, że poszczególne warianty H IV -1 różnią się znacznie pod względem tropizmu, 
czyli zdolności do infekowania i replikacji w różnych liniach komórkowych mających 
antygen CD4+. Ta właściwość doprowadziła do praktycznego podziału szczepów 
HIV-1 na trzy typy mające zdolność do infekcji i replikacji w różnych, odmiennych 
populacjach komórkowych:

1. Wirusy makrofagotropowe (ang. macrophage tropie HIV) (M -tropowe) infekują 
komórki linii monocyto/makrofagowych i komórki jednojądrowe krwi obwodowej. 
Nie mają one zdolności do replikacji w transformowanych liniach komórkowych 
limfocytów T mających antygen CD4+ [61,108,115,116].

2. Wirusy limfocytotropowe (ang. lymphocyte tropie HIV) (T-tropowe) infekujące 
transformowane limfocyty T CD4+ i namnażające się w komórkach jednojądrowych 
krwi obwodowej. Wirusy te nie infekują makrofagów [61,108,115,116].

3. Wirusy dualtropowe lub inaczej amfotropowe (ang. amphotropic, dual tropie 
HIV) mające zdolność do infekcji zarówno makrofagów/monocytów, jak i trans
formowanych limfocytów T [61,108,116].

M-tropowe HIV pod względem fenotypowym należą do grupy wirusów nie m a
jących zdolności indukowania tworzenia się tzw. syncytiów komórkowych (ang. 
NSl-non syncytium inducing) [15,61,116]. Cechą wirusów T-tropowych i dual-tro- 
powych jest z kolei tendencja do tworzenia syncytiów komórkowych, czyli skupisk 
wielojądrowych komórek olbrzymich. Z tego też powodu szczepy te określa się 
często jako wirusy indukujące syncytia (ang. Sl-syncytium inducing) [15,53,61]. 
Syncytia tworzą się pomiędzy zainfekowanymi komórkami mającymi na swojej 
powierzchni antygeny otoczki wirusa i komórkami wykazującymi ekspresję antygenu 
CD4. Interakcja pomiędzy podjednostką otoczki wirusa gp l20  i antygenem CD4 
powoduje adhezję komórek, połączenie błon komórkowych i „zlanie się” ich cy- 
toplazmy [15,111].

Zmiany biologicznych właściwości HIV korelują z postępem zakażenia. W ię
kszość szczepów HIV uzyskanych od pacjentów wkrótce po serokonwersji lub 
w asymptomatycznym okresie choroby ma M-tropowy fenotyp nie indukujący syn
cytiów [116]. Z upływem czasu u większości zakażonych zaczynają przeważać 
szczepy T-tropowe indukujące syncytia. Koreluje to wyraźnie z postępem choroby, 
wystąpieniem pełnoobjawowego AIDS i zmniejszeniem liczby limfocytów CD4+ 
[15, 108, 116]. Wirusy „dual-tropowe” reprezentują prawdopodobnie ewolucyjny 
stopień pomiędzy M a T tropowymi HIV. Potrafią efektywnie replikować w ma- 
krofagach mając jednocześnie możliwość indukowania syncytiów komórkowych.
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Zdolność do tworzenia syncytiów komórkowych i tropizm HIV-1 zależy od 
genu kodującego otoczkę wirusa (env -  envelope). Jego produktem są dwie gli
koproteiny otoczkowe: powierzchniowa (gp 120) i przezbłonowa (gp41). Sekwencja 
regionów zmiennych V I/V 2, a szczególnie V3 otoczki wirusa okazała się kluczową 
determ inantą fenotypu HIV [9,101,108,111]. Modyfikując i wymieniając region 
V3 pomiędzy różnymi szczepami HIV można zmieniać tropizm wirusa. Relatywnie 
subtelne zmiany w regionie V3, ograniczające się już do dwóch aminokwasów 
warunkują zdolności poszczególnych szczepów wirusa do indukowania powstawania 
syncytiów in vitro [9,101,111].

RECEPTORY CHEMOKINOWE -  KORECEPTORY DLA 
INFEKCJI WIRUSEM AIDS

Przełomem w zrozumieniu patogenezy AIDS było odkrycie, że antygen CD4 
nie jest jedynym  receptorem wymaganym w procesie wnikania HIV do zakażanych 
komórek. Oprócz antygenu CD4 komórki muszą mieć na powierzchni inny -  tzw. 
koreceptor. Role koreceptorów pełnią niektóre z tzw. receptorów chemokinowych 
[3,28,31,32]. Oznacza to, że chemokiny będące ligandami receptorów chemoki
nowych m ogą konkurować z cząsteczkami wirusa AIDS w procesie przyłączania 
się do powierzchni komórki. Jak przedstawimy później, fakt ten ma bardzo ważne 
znaczenie praktyczne.

B iologia i funkcja chemokin oraz ich receptorów

Przed ponad dwudziestoma laty zaobserwowano, że nadsącze z hodowli sty
mulowanych leukocytów zawierają czynniki chemoatrakcyjne dla monocytów i gra- 
nulocytów [1,51,71,74,75]. Wiele z tych chemoatraktantów zostało uzyskanych 
obecnie w czystej postaci oraz udało się sklonować geny kodujące ich receptory. 
Czynniki te tworzą ciągle powiększającą się rodzinę tzw. cytokin chemotaktycznych, 
czyli chemokin.

Nazwa chemokiny została po raz pierwszy wprowadzona na Trzecim M iędzy
narodowym Sympozjum Cytokin Chemotaktycznych w Baden w 1992 roku, jako 
połączenie terminów chemoatraktantu i cytokiny [74,75]. W odróżnieniu od „kla
sycznych” cytokin, chemokiny mają bardzo podobne do siebie sekwencje ami- 
nokwasowe, złożone są z 70 do 90 aminokwasów i tworzą rodzinę rozpuszczalnych 
białek o masie 8-16 kDa [71,74,75]. W zależności od lokalizacji kodującego je 
genu, homologii i dyspozycji dwóch pierwszych z czterech konserwatywnych ami
nokwasów cysteinowych można je podzielić na trzy grupy:
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1. Chemokiny C-X-C  charakteryzują się obecnością pojedynczego aminokwasu 
pomiędzy dwoma konserwatywnymi cySteinami. Chemokiny te kodowane są przez 
geny zgrupowane na ludzkim chromosomie 4 (4ql2-q21), z wyjątkiem genu ko
dującego SDF-1, który znajduje się na chromosomie 10q. Ich sekwencje są homo
logiczne w 25 do 90%. W tej grupie możemy wyróżnić dwie podgrupy: chemokiny 
mające charakterystyczną sekwencje aminokwasową ELR (kwas glutaminowy-leu- 
cyna-arginina) poprzedzającą pierwszą konserwatywną cysteinę końca aminowego 
oraz grupę chemokin nie mającą motywu ELR [71,74,75].

2. Chemokiny CC  mają dwa przylegające do siebie aminokwasy cysteinowe 
tworzące motyw CC. Kodowane są one przez geny obecne na chromosomie 17. 
M ają one sekwencję podobną w 25 do 70% [71,74,75].

3. Chemokina C charakteryzuje się brakiem dwóch (pierwszego i trzeciego) 
konserwatywnych aminokwasów cysteinowych. Znany jest obecnie jeden przed
stawiciel tej grupy: limfotaktyna/SCM -1. Gen kodujący tę chemokinę znajduje się 
na chromosomie 1 [54,55,112,113].

4. Chemokina CX3C ma trzy aminokwasy pomiędzy dwoma pierwszymi am i
nokwasami cysteinowymi. Gen kodujący chemokinę tej grupy: neurotaktyna (fra- 
ktalina) znajduje się na chromosomie 16.

Chemokiny są produkowane przez komórki krwi obwodowej: neutrofile, mo- 
nocyty, limfocyty T, płytki krwi, ale także przez makrofagi, komórki śródbłonka, 
fibroblasty, keratynocyty i komórki mięśni gładkich [51,71,74,75]. Podstawowa 
rola ich polega na „kierowaniu” migracji monocytów i neutrofilów z łożyska na
czyniowego do miejsca infekcji [88]. Chemokiny obecne na komórkach śródbłonka 
stabilizują pierwotny „rolujący” ruch leukocytów przez ich związanie z endotelium, 
następnie chemokiny związane z heparyną i glikozaminoglikanami proteoglikanów 
tzw. matriks zewnątrzkomórkowego kierują migracją leukocytów wzdłuż wzrasta
jącego w kierunku ogniska zapalnego gradientu chemokinowego [71,74,89].

Chemokiny C-X-C mające domenę ELR (IL-8, GRO, ENA-78, GCP-2, NAP-2,) 
działają chemotaktycznie i aktywująco na neutrofile powodując ich degranulację, 
uwolnienie mieloperoksydazy oraz innych enzymów [1,71,74,75,104]. Chemokiny 
C-X-C pozbawione domeny ELR (IP-10, MIG, SDF-1, PF4) oraz chemokiny C-C 
(RANTES, M lP -la , MIP-1(3, MCP1/2/3/4, Eotaxin) przyciągają i aktywują mo- 
nocyty, komórki dendrytyczne, limfocyty T, komórki NK, limfocyty-B, bazofile 
i eozynofile [71,74,75]. Chemokina C (lymphotaktyna/SCM -1) działa wyłącznie 
na limfocyty T [54,55,112,113]. Chemokina CX3C (neurotaktyna) jest białkiem 
związanym z błoną komórkową i działa głownie na jako molekuła adhezyjna dla 
limfocytów T i monocytów. Oprócz roli chemoatraktantów niektóre chemokiny 
działają na progenitorowe komórki hematopoetyczne oraz na fibroblasty, komórki 
mięśni gładkich, keratynocyty i komórki czerniaka złośliwego [74,75]. Produkcja 
chemokin odbywa się w odpowiedzi na szereg antygenów bakteryjnych, wirusowych,
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a także czynników powodujących uszkodzenie fizyczne tkanek, np. kryształy mo
czanów  w dnie moczanowej [71,74,75,89].

Receptory dla chemokin należą do grupy receptorów serpentynowych. M ają one 
położony zewnątrzkomórkowo koniec aminowy (NH2), wewnątrzkomórkowy ko
niec karboksylowy (COOH), siedem domen przezbłonowych zorientowanych po
przecznie w stosunku do błony komórkowej (ang. seven transmembrane receptors), 
trzy wewnątrzkomórkowe (internal (i) 1-3) i trzy zewnątrzkomórkowe (external 
(e) 1-3) pętle złożone z aminokwasów hydrofilnych i mostek siarkowy łączący 
cysteiny pierwszej i drugiej pętli zewnątrzkomórkowej [75,89].

Receptory te sprzężone są z białkami G [8,75,98]. Miejscem wiążącym białko 
G są druga i trzecia pętla wewnątrzkomórkowa (ił, i2) [8,75,89]. Związanie che- 
mokiny z receptorem aktywuje białko G, które z kolei aktywuje fosfolipazę C. 
Hydroliza fosfolipidu błony komórkowej 4,5-dwufosfo-fosfatydyloinozytolu przez 
fosfolipazę C dostarcza 1,4,5-trifosfoinozytolu i diacyloglicerolu [75] Trifosfoi- 
nozytol dyfunduje do retikulum endoplazmatycznego i przez otwarcie kanałów wa
pniowych w retikulum stymuluje wzrost poziomu wapnia wewnątrzkomórkowego, 
aktywując w ten sposób Ca“+ zależne enzymy komórkowe [75] Diacyloglicerol 
z kolei aktywuje obecne w błonie komórkowej kinazy białkowe C [75]. Do pełnej 
aktywności kinazy białkowej C niezbędny jest także wzrost poziomu wapnia, co 
pozwala na przejście z obecnej w cytozolu formy rozpuszczalnej kinazy C w postać 
związaną z błoną komórkową [75]. Kinaza białkowa C fosforyluje reszty ami
nokwasów seryny i treoniny w enzymach wewnątrzkomórkowych [75]. Końcowym 
efektem pobudzenia receptora jest aktywacja czynników transkrypcyjnych i inicjacja 
transkrypcji specyficznych genów [8,75].

Chem okiny hamują replikację HIV

Pierwsze doniesienia o istnieniu czynników hamujących replikację HIV pochodzą 
z 1986 roku [26,37,38,73]. Doniesiono wówczas, że limfocyty T CD8+ biorą udział 
w kontroli replikacji wirusa in vivo przez cytolizę zakażonych komórek lub wy
dzielanie czynników supresyjnych dla HIV [11,16,26,37,38,57,73]. Stwierdzono, 
że aktywność supresorowa limfocytów T CD8+ koreluje dodatnio z brakiem postępu 
zakażenia HIV-1. Wysoki poziom tych limfocytów występuje u seropozytywnych 
osób nie wykazujących postępu choroby przez 12 do 15 lat [26,37,69,80]. Ob
serwowano, że czynników hamujących replikację przez limfocyty T CD8+ zmniejsza 
się wraz z postępem choroby i narastającym uszkodzeniem układu immunologicznego 
[15,26,37].

W końcu 1995 roku zidentyfikowano hipotetyczne substancje hamujące przebieg 
infekcji. Okazało się, że są to niektóre chemokiny (RANTES, M IP -la  i M IP-lß) 
[23]. Działają one chem otaktycznie i aktywująco na limfocyty T i neutrofile
[67,71,89]. M lP - la  powoduje także aktywację limfocytów B i komórek NK oraz
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wg niektórych badaczy ma również działanie mielosupresyjne [66]. RANTES i 
M lP - la  są ponadto najsilniejszymi czynnikami aktywującymi eozynofile i bazofile
[16,71,89]. Największą produkcją tych chemokin charakteryzują się limfocyty T 
CD8+ od HIV pozytywnych pacjentów, [32,37] limfocyty T CD4+ pochodzące 
od osób nie zainfekowanych wirusem pomimo wysokiego ryzyka infekcji (hom o
seksualiści i heteroseksualiści potwierdzający stosunki seksualne z HIV pozytywnymi 
partnerami) [26,32,69,79] oraz pobudzone antygenami lipopolisacharydowymi ma- 
krofagi [101]. Związki te działając razem hamują infekcję limfocytów T, makrofagów, 
komórek dendrytycznych oraz komórek mikrogleju -  przez M-tropowe szczepy 
HIV-1, HIV-2 i SIV. [53] Jednocześnie nie zaobserwowano ich wpływu na szczepy 
wirusa zaadoptowane do replikacji w laboratoryjnych liniach komórkowych lim
focytów T (T-tropowe HIV). RANTES, M IP -la  i M IP -lß  działają hamująco na 
infekcję wirusem już w nanogramowych stężeniach [3,23]. Opisano, że neutralizacja 
powyższych chemokin w hodowlach za pomocą swoistych przeciwciał znosi ich 
działanie protekcyjne przeciwko infekcji HIV [100,109 ].

Stosunkowo szybko stwierdzono, że obok chemokin na przebieg infekcji HIV 
wpływa szereg innych cytokin. Wiadomo bowiem, że HIV infekuje bezpośrednio 
komórki układu immunologicznego i jest czynnikiem wpływającym na ich ciągłą 
aktywacje. Powoduje to wydzielanie szeregu tzw. cytokin stanów zapalnych. Stwier
dzono, że kilkanaście z nich pobudza namnażanie HIV zarówno in vivo w zakażonym 
organizmie, jak i po dodaniu do zakażonych wirusem linii komórkowych. Do 
cytokin tych zaliczamy: IL -lß , IL-2, IL-3, IL-6, IL-12; TN F-a i TNF-ß, a także 
czynniki stymulujące wzrost kolonii monocytarnych i granulocytowo-monocytarnych 
(M -CSF i GM-CSF) [41,44,45,56,57,58,83]. Z wymienionych powyżej cytokin TNF- 
a  najsilniej stymuluje replikację HIV [14,57,58]. Zidentyfikowano również cytokiny 
stanów zapalnych hamujące z kolei replikację HIV. Do najsilniejszych inhibitorów 
zaliczamy: IN F-a, INF-ß [82] oraz IL-10 [83,105,106]. Wydaje się, że poziom 
replikacji HIV-1 w komórkach jednojądrzastych krwi obwodowej jest wynikiem 
delikatnej równowagi między wpływem tzw. cytokin stanów zapalnych oraz kla
sycznych chemokin [57,58,82,84]. Uważa się jednak, że o ile chemokiny działają 
głównie na proces wnikania wirusa do komórek, to cytokiny zapalne z kolei regulują 
wewnątrzkomórkową replikację cząsteczek HIV [82,83].

Receptory chemokinowe jako koreceptory dla HIV -  tropizm komórkowy wirusa

CCR-5 koreceptor dla M-tropowych wariantów HIV

Poszukiwanie koreceptorów wirusa AIDS trwało 10 lat. Za ich istnieniem prze
mawiały wyniki badań, w których nie udało się infekować komórek mysich pomimo 
tego, że transfekowane były one genem kodującym ludzki antygen CD4 [15]. Opisano 
również linie komórkowe jak np. U87, które pomimo że wiązały cząsteczki wirusa,
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nie ulegały infekcji [15]. Historycznie potencjalnymi kandydatami na koreceptor 
były: galaktocerebrozydy błony komórkowej, niektóre molekuły adhezyjne, np. LFA- 
1 oraz w przypadku wirusów opłaszczonych przeciwciałami receptory dla fragmentu 
Fc immunoglobulin lub białek dopełniacza [68].

Obserwacja, że RANTES, M IP -la  i M IP-lß  hamują wnikanie i replikację M- 
tropowych izolatów HIV sugerowała, że receptory chemokinowe mogą pełnić rolę 
koreceptorów. Postępując tym tokiem rozumowania rozpoczęto odpowiednie ba
dania. W czerwcu 1996 roku pięć grup prawie jednocześnie określiło receptor CCR-5 
wiążący: RANTES, M IP -la  i MIP-1 [25,85], jako koreceptor dla M-tropowych 
izolatów HIV [3,19,22,28,31,32]. Łączna ekspresja CCR-5 i CD4 na komórkach 
mysich, kocich, chomika czy też komórkach ludzkich opornych na infekcje HIV, 
czyniła je  podatnymi na zakażenie i replikację M-tropowymi, ale nie T-tropowymi 
wariantami HIV-1 [3,19,22,32]. Stwierdzono, że CCR-5 i CD4 obecne na po
wierzchni komórki umożliwiają zlanie się błony komórkowej i otoczki wirusa i 
wniknięcie wirusa do wnętrza komórki [22,28,31,32]. Podtrzymują także tworzenie 
syncytiów komórkowych (wielojądrowych komórek olbrzymich) pomiędzy komór
kami wykazującymi na swojej powierzchni ekspresję CCR-5 i CD4 oraz komórkami 
mającymi na powierzchni antygeny wirusowe [31,32]. Podkreślić należy, że do 
wniknięcia HIV i tworzenia syncytiów potrzeba zarówno ekspresji antygenu CD4, 
jak  i CCR5. Komórki wykazujące ekspresję tylko CCR-5 bez CD4 nie są podatne 
na infekcję HIV, co wskazuje na rolę CCR-5 jako koreceptora, a nie głównego 
receptora wirusowego [31]. Wy sycenie CCR-5 chemokinami zapobiegało infekcji 
M -tropowymi izolatami HIV-1 [31]. Stwierdzono również, że oprócz CCR-5 także 
CCR-2b, pełni rolę koreceptora dla niektórych M-tropowych i dual-tropowych izo
latów HIV-1 [31]. Ekspresja CCR-5 na pozostających w spoczynku limfocytach 
T C D 4+jest minimalna. W zrasta jednak w trzy dni po zastymulowaniu tych komórek 
za pom ocą fitohemaglutyniny lub IL-2 [58].

Badania czynnościowe utworzonych doświadczalnie chimer między receptorami 
ß-chemokin pełniącymi rolę koreceptorów HIV oraz receptorami ß-chemokinowymi 
nie mającymi tych właściwości, pozwoliły na określenie regionów receptora mających 
kluczowe znaczenie dla infekcji HIV. Podobne wyniki uzyskano przez ocenę chimer 
pomiędzy ludzkimi i mysimi receptorami ß-chemokinowymi. Okazało się, że 20 
pierwszych aminokwasów końca aminowego jest wystarczających dla określenia 
aktywności biologicznej koreceptora. Infekcja M-tropowymi HIV-1 jest zależna 
od aminokwasów zajmujących pozycje 6 -9  końca aminowego, dual-tropowe HIV 
wykorzystują natomiast: 2-gi i 5-ty aminokwas końca aminowego [31,42,36,92]. 
Druga pętla zewnątrzkomórkowa (e2) wydaje się, że nie ma znaczenia w infekcji 
HIV [7,42,36,92]. Ma ona jednak kluczowe znaczenie dla funkcji CCR-5 jako 
receptora wiążącego RANTES, M IP-1 a  i M IP-1 ß [7,8,36,92]. Oznacza to, że funkcja 
CCR-5 jako koreceptora dla HIV i receptora dla ß-chemokin jest niezależna. Oznacza 
to, że zmutowany receptor CCR-5 mający zdolność do odpowiedzi na związanie
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naturalnego ligandu, nie musi służyć koniecznie jako koreceptor dla HIV, a cząsteczka 
wiążąca HIV nie musi przenosić sygnału indukowanego przez naturalny ligand 
[7,8,42,36]. Ma to bardzo ważne znaczenie dla przyszłych implikacji terapeutycznych. 
Ostatnio stwierdzono jednak, że połączenie białka otoczki wirusów M -tropowych 
z receptorem CCR-5 powoduje podobny efekt biologiczny jak  połączenie naturalnego 
ligandu MIP-1 ß, a więc przenoszenie sygnału, którego efektem jest wzrost poziomu 
wapnia wewnątrzkomórkowego. Do powstania tego efektu potrzebne jest uprzednie 
połączenie wirusa z molekułą CD4. Białka otoczki wirusa g p l20  powodują także 
powstanie efektu chemotaktycznego kierowanego przez receptor CCR-5 [107].

CXC-4 koreceptor dla T-tropowych wariantów HIV-1, receptor dla HIV-2

Podobnie jak  receptory ß-chemokinowe pełnią rolę koreceptorów dla M -tro
powych szczepów HIV-1, to receptor a-chem okinowy CXCR-4 jest koreceptorem 
dla T-tropowych HIV-1 [12, 31,61,70]. Pierwotnie CXCR-4 został określony jako 
fuzyna (ang. fusiń), ponieważ umożliwiał zlewanie się i tworzenie syncytiów z 
komórek wykazujących ekspresję otoczki T-tropowych HIV [61,70]. Podobnie jak 
w przypadku CCR-5, ekspresja CXCR-4 razem z CD4 czyni komórki pierwotnie 
oporne na infekcję HIV, komórkami podatnymi na wniknięcie T-tropowego i du- 
al-tropowego, ale nie M-tropowego HIV-1 [31]. Receptor CXCR-4 ulega ekspresji 
na komórkach wielu tkanek i narządów. Jego ekspresję stwierdza się na komórkach 
hematopoetycznych, komórkach mięśniowych serca, komórkach mózgu, płuc, nerek 
i wątroby [65]. Naturalnym ligandem dla CXCR-4 jest SDF-1. Został on pierwotnie 
opisany jako produkt komórek podścieliska szpiku kostnego [76]. SDF-1 jest bardzo 
silnym chemoatraktantem dla komórek CD34+, limfocytów T, B i monocytów 
[2,27,76]. Powoduje on także indukcję proliferacji limfocytów pre-B [76]. SDF-1 
chroni pierwotnie podatne na infekcję komórki przed zakażeniem T-tropowymi 
szczepami HIV-1 [12]. M iejscem wiązania wirusa są pierwsza i druga pętla zewną- 
trzkomórkowa (e l, e2). Koniec aminowy i trzecia pętla zewnątrzkomórkowa (e3) 
nie mają natomiast aktywności koreceptorowej [12].

CXCR-4 jest obok antygenu CD4 głównym receptorem komórkowym dla nie
których izolatów HIV-2 [35,88]. Ekspresja CXCR-4 okazuje się wystarczająca do 
infekcji i tworzenia syncytiów przez HIV-2, nawet wtedy gdy infekowane komórki 
nie mają na powierzchni antygenu CD4 [35,88]. Działanie to jest całkowicie znoszone 
przez specyficzne przeciwciała anty CXCR-4. Receptor ten znika z powierzchni 
komórki wkrótce po jej zakażeniu HIV [5]. Zależne to jest od dwóch mechanizmów: 
1) związania receptora w zainfekowanej komórce w obrębie retikulum endopla- 
zmatycznego z nowo produkowanymi białkami otoczki wirusowej, co jest chara
kterystyczne dla większości pierwotnych receptorów retrowirusowych oraz 2) 
naturalnej odpowiedzi receptorów chemokinowych na związanie ligandu, która po
lega na internalizacji endosomalnej receptora i ligandu [5].
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Dalszy rozwój badań nad koreceptorami HIV: CCR-8, CCR-3, STRL-33, V-28 
receptory chemokinowe służące jako koreceptory dla T- i M-tropowych szczepów

wirusa

Obserwacja, że zablokowanie CCR-5 i CXCR-4 nie chroni całkowicie przed 
infekcją niektórymi szczepami HIV, sugerowała, że istnieją także inne koreceptory 
dla wirusa AIDS.

Postępując powyższym tokiem rozumowania udało się sklonować geny kodujące 
receptory chemokinowe: CCR-8 i STRL-33. Receptor CCR-8 ma naturalny ligand 
1-309. W ystępuje on na powierzchni komórek jednojądrzastych krwi obwodowej 
i limfocytów T CD4+ i CD8+ oraz na stymulowanych lipopolisacharydem mo- 
nocytach. Okazało się, że jest on ważnym koreceptorem dla infekcji HIV in vivo 
[50,90,91]. CCR-8 pełni funkcję koreceptora zarówno dla M, jak i T tropowych 
szczepów HIV-1 oraz HIV-2, a także dla niektórych szczepów SIV [50,90]. Zdolność 
do wiązania CCR-8 z T-tropowymi otoczkami wirusów dorównuje efektywnością 
funkcji CXCR-4 [91]. Receptor ten służy także jako koreceptor dla niektórych 
dual-tropowych HIV. Związanie naturalnego ligandu-I-309 z powierzchnią receptora 
blokuje infekcję wirusem, podobnie jak to ma miejsce w przypadku innych chemokin 
[91].

STRL-33, koreceptor o nie znanym jeszcze naturalnym ligandzie jest wyko
rzystywany przez M- i T-tropowe, szczepy HIV oraz przez SIV [29,63]. Jego dys
trybucja tkankowa jest bardzo szeroka, występuje on na komórkach śledziony, 
węzłów chłonnych, grasicy [29,63]. Ekspresję tego receptora stwierdzono również 
w szpiku kostnym i krwi obwodowej. Podobnie jak w przypadku CCR-8 może 
to być jeden z ważniejszych receptorów zarówno w przypadku infekcji pierwotnej, 
jak  i późniejszej replikacji wirusa.

CCR-3 okazał się być głównym (oprócz CCR-5) koreceptorem dla HIV na ko
mórkach mikrogleju, co wskazuje na udział powyższego koreceptora w infekcji 
ośrodkowego układu nerwowego [22,31,59,91]. Jego naturalny ligand Eotaxin ha
mował bowiem infekcje i proliferacje wirusa w komórkach mikrogleju silniej niż 
RANTES, M IP -la  i M IP-lß , które są ligandami CCR-5. Funkcja CCR-3 jako 
koreceptora zależy od jego ekspresji na powierzchni komórki. W przypadku, gdy 
ekspresja jest wysoka, służy on jako koreceptor dla szerokiej gamy M-, T- i du
al-tropowych szczepów HIV. Gdy na powierzchni komórki znajduje się niewiele 
cząsteczek receptora, wykorzystywany jest on głównie i najbardziej efektywnie 
przez M -tropowe wirusy [91].

Ostatni z tej grupy receptor V-28 występuje na powierzchni komórek tkanki 
nerwowej i limfatycznej. Jego budowa jest podobna jak innych receptorów che- 
mokinowych, nie znana jest jednak funkcja oraz naturalny ligand. Służy on jako 
koreceptor dla T-tropowych i dual-tropowych szczepów HIV oraz jedyny receptor 
dla niektórych szczepów HIV-2 [88,91]. Jego obecność w ośrodkowym układzie
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nerwowym może mieć ważne implikacje dla infekcji neurotropowymi szczepami 
wirusa [86,88].

Ostatnio stwierdzono również, że homolog receptorów chemokinowych ko
dowany przez cytomegalowirusy-f/5'28 może służyć jako koreceptor dla M-tro- 
powych HIV. W ydajność infekcji jest jednak w tym przypadku znacznie niższa. 
Znaczenie tego receptora może wynikać z tego, że jest on kodowany przez inny 
wirus. Być może infekcja CMV czyni początkowo oporne na zakażenie komórki 
podatnymi na infekcję HIV [91].

Patogeneza infekcji H IV -  udział koreceptorów

Szczepy HIV-1 występujące u pacjentów będących w początkowym okresie za
każenia używają jako koreceptora receptory dla beta-chemokin, przede wszystkim 
CCR-5, ale prawdopodobnie także CCR8, STRL-33 i V-28 [19,29,91]. Są to szczepy 
wirusów M-tropowych, które łatwo infekują makrofagi i nie indukują powstawania 
syncytiów komórkowych [53]. Powyższe szczepy wirusa przenoszą infekcje z pa
cjenta na pacjenta i infekcja wirusami M-tropowymi blokowana jest przez RAN- 
TES, M IP -la  i M IP -lß  [3,53,77].

W miarę postępu choroby wirus podlega zmianom adaptacyjnym i zaczyna wy
korzystywać oprócz CCR-5, STRL-33 i CCR-8 w większym stopniu receptory 
dla wirusów dual-tropowych: CCR-3, CCR-2b [22,31,63,95]. W tym okresie za
każenia oprócz M-tropowych wariantów występują także wirusy dual-tropowe. W i
rusy te charakteryzują się zdolnością do infekcji zarówno makrofagów, jak  i 
transformowanych linii komórkowych limfocytów T. Wirusy dualtropowe mają 
już zdolność do indukowania powstawania syncytiów komórkowych [31].

W zaawansowanym okresie choroby zaczynają dominować T-tropowe szczepy 
HIV, które infekują transformowane limfocyty T i powodują powstawanie syncytiów 
(SI) [95]. Używają one jako koreceptora głównie receptor dla alfa-chemokin CXCR-4, 
ale także CCR-8, STRL-33 i V-28 [29,63,91,95]. Infekcja wirusami T-tropowymi 
nie jest już blokowana przez RANTES, M IP -la  i M IP-lß , lecz przez SDF-1 i 
1-309 ligand dla receptora CCR8 [91,95]. Okres ten wiąże się z gwałtownym ob
niżeniem poziomu limfocytów CD4+, wzrostem poziomu krążących wirionów i 
pogorszeniem stanu klinicznego. Nie jest jednak jasne, czy spadek poziomu lim
focytów CD4+ jest przyczyną czy też skutkiem zmiany tropizmu wirusa. Należy 
nadmienić, że u chorego nadal występują dual- i M-tropowe szczepy HIV, lecz 
nie są one już populacją dominującą [116]. Przyczyną zmiany fenotypu wirusa 
i typu używanego koreceptora jest prawdopodobnie selekcja wywierana przez spe
cyficzne i niespecyficzne mechanizmy immunologiczne. Selekcja ta przez zmianę 
koreceptora faworyzuje warianty HIV mogące wciąż infekować i replikować w 
komórkach zakażonego organizmu pomimo wysokiego poziomu RANTES, M IP -1 a
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i M IP -lß . Jest to swoista „ucieczka” przed blokującym infekcję wpływem chemokin. 
U podłoża zmian fenotypu leżą mutacje genu kodującego otoczkę HIV [116].

Ze względu na fakt, że w przeciwieństwie do CCR-5 dystrybucja komórkowa 
CXCR-4 jest znacznie szersza, zmiana użycia koreceptora otwiera dodatkowe „ni
sze”, w których HIV może replikować. Receptor CCR-3 jest głównym koreceptorem 
dla HIV obecnym w ośrodkowym układzie nerwowym na komórkach mikrogleju, 
co umożliwia efektywną replikację HIV wewnątrzośrodkowego układu nerwowego 
po przekroczeniu bariery krew-mózg. Ponadto stwierdzono, że pobudzone przez 
aktywację receptorów CD3 i CD28 limfocyty T wykazują zmianę ekspresji ko
receptora z CCR-5 na CXCR-4 [18]. Przemawia to za tym, że infekcja wirusowa 
powoduje powiększanie puli komórek, które może infekować. Warto podkreślić, 
że CXCR-4 jest głównym receptorem chemokinowym na spoczynkowych limfo
cytach T, które nie miały nigdy kontaktu z antygenem (fenotyp CD26low, CD45RA+, 
CD45RO’) [108], natomiast CCR-5 przeważa na aktywowanych limfocytach T pa
mięci immunologicznej (fenotyp CD26hlgh, CD45RAlow, CD45RO+) [110]. Lim 
focyty T CD45RA+ (mające receptor CXCR-4) są populacją przebywającą w obrębie 
węzłów chłonnych, natomiast limfocyty T CD45RO+ mające koreceptor CCR-5 
mają zdolność szerokiej migracji pomiędzy wszystkimi narządami limfatycznymi 
[94,99]. W ystępują więc w miejscach potencjalnego wniknięcia wirusa do organizmu, 
np. w błonach śluzowych narządów płciowych [39,43,97]. Powoduje to, że HIV 
może zostać bardzo szybko przeniesiony do odległych narządów limfatycznych.

MOLEKULARNE PODSTAWY INTERAKCJI HIV 
Z RECEPTOREM I KORECEPTOREM

W ysoce swoista reakcja pomiędzy glikoproteiną otoczki wirusa a antygenem 
CD4 leży u podstawy patogenezy AIDS. Powinowactwo białek otoczki wirusa do 
antygenu CD4 stanowi podstawę tropizmu HIV do komórek mających na swojej 
powierzchni ten antygen, a więc limfocytów T CD4+ i komórek linii monocy- 
towo-makrofagowej [40,60].

Antygen CD4 należy do nadrodziny antygenów immunoglobulinowych. Ma on 
cztery zewnątrzkomórkowe domeny (D1-D4) odpowiadające domenom zmiennym 
łańcucha lekkiego immunoglobulin (rys. 1) [40]. Region CDR-2 (aminokwasy 43-50) 
domeny D 1 jest podstawowym dla związania gp 120 wirusa, natomiast region CDR-3 
(aminokwasy 80-100) bierze udział w fuzji błony komórkowej i otoczki wirusa 
(rys. 2) [21,40,62].

Białka otoczki wirusa syntetyzowane są w retikulum endoplazmatycznym zain
fekowanej komórki jako glikozylowany prekursor gp l60  [15]. W czasie transportu 
w aparacie Golgiego proteazy trawią gp l60  na dwie glikoproteiny gp!20 i gp41
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RYSUNEK 1. Pierwsza faza infekcji -  połączenie białka gp 120 otoczki wirusa z receptorem CD4 i
koreceptorem chemoki nowym

[15]. Gp 120 ma miejsce wiążące z dużym powinowactwem antygen CD4 (domena 
C4), [15] natomiast gp41, glikoproteina błonowa stanowi element „umocowujący” 
wirusa na błonie komórkowej infekowanej komórki (rys. 2). W łączane do otoczki 
wirusa podczas tzw. pączkowana (ang. budding) fragmenty gpl20/gp41 tworzą 
charakterystyczne kolce na powierzchni [15].

Związanie gp l20  z CD4 powoduje zmiany struktury trójwymiarowej białek oto
czki wirusa i ekspozycję hydrofobowego regionu gp41 odpowiedzialnego za zwią-

RYSUNEK 2. W niknięcie domeny fuzogennej gp 41 do błony komórkowej poprzedzające zlanie się
otoczki wirusa z błoną komórkową
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zanie z błoną komórkową atakowanej komórki (rys. 2). W niknięcie domeny hy
drofobowej do błony komórkowej zapoczątkowuje zlanie się otoczki wirusa i błony 
komórkowej, co daje dostęp kapsydowi wirusowemu zawierającemu RNA do wnętrza 
komórki (rys. 2). CXC-4 i CCR-5 biorą udział w ostatnim dopiero etapie infekcji 
powodując zlanie się błony komórkowej z otoczką wirusa (rys. 2)[24,100]. Komórki 
wykazujące na swojej powierzchni ekspresję tylko CD4 bez koreceptora mogą zwią
zać wirusa przez gpl20, ale nie dochodzi do fuzji otoczki wirusa i błony komórkowej 
[24,104,111]. Dopiero związanie gp l20  z koreceptorem powoduje dodatkowe zmia
ny konformacyjne otoczki wirusa pozwalające na pełne ujawnienie regionu hy
drofobowego gp41 [100]. Regionem otoczki o kluczowym znaczeniu dla związania 
koreceptora jest trzecia domena nadzmienna (V3) gp l20  (rys. 2) [24,111]. Prze
ciwciała skierowane przeciwko domenie V3 blokują interakcję wirusa z koreceptorem 
[9,72,68]. Siła wiązania gp l20  z CCR-5 czy CXCR-4 jest determinowana przez 
stabilizujący wpływ interakcji gp 120-CD4 [70,99,109]. Komórki mające tylko CCR-5 
na powierzchni mogą związać gpl20, ale jest to wiązanie bardzo słabe [61,109]. 
Procesy molekularne zachodzące podczas infekcji komórki przez HIV podsumowano 
na rysunkach 1 i 2.

Naturalne ligandy koreceptorów dla HIV RANTES, M IP -la  i M IP -lß  mogą 
zapobiegać infekcji przez blokowanie związania regionu nadzmiennego białek oto
czki w irusa z koreceptorem. Związanie otoczki wirusa z koreceptorem blokuje dostęp 
do niego naturalnych ligandów [3,61,109].

KORECEPTORY A OPORNOŚĆ NA INFEKCJĘ -  
DELECJA CCR-5, MUTACJA CCR-2

Zidentyfikowanie koreceptorów dla HIV pozwoliło m.in. na zrozumienie mo
lekularnych podstaw oporności na infekcję M-tropowym HIV u niektórych osób 
narażonych na częste kontakty seksualne z zakażonymi HIV. Limfocyty CD4+ i 
makrofagi tych osób wymagają około 1000 razy większej dawki M-tropowego 
HIV dla zainicjowania infekcji niż komórki pochodzące od nieeksponowanych na 
HIV dawców, ponadto produkują one około 10-krotnie więcej RANTES, M lP - la  
i M IP -lß  [17,22,30,79,80]. Pomimo że niewielka frakcja komórek zostaje zain
fekowana nienaturalnie wysokim mianem wirusa, replikacja nie jest w nich pod
trzymywana [69,79,80]. Jednocześnie infekcja T-tropowym HIV przebiega łatwo, 
już przy niskiej, podobnej jak w grupie kontrolnej dawce wirusa [69,79,80].

Oporność na infekcję okazała się mieć podstawy genetyczne. Stwierdzono, że 
u osób nie zakażonych pomimo częstych ekspozycji na HIV istnieje homozygotyczny 
defekt genu kodującego CCR-5. Zmutowane allele zawierają wewnętrzną delecję 
32 zasad (nukleotydy 794-825) w regionie odpowiadającym drugiej pętli
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zewnątrzkomórkowej [64,80,92]. Gen zawierający delecję koduje znacznie skrócony, 
zawierający tylko 215 aminokwasów (typ dziki składa się z 352 aminokwasów) 
polipeptyd [52,64,92]. M utacja powoduje brak ekspresji receptora w cytoplazmie 
i na powierzchni komórki [64,80]. Defekty wny gen kodujący CCR-5 ma autosomalną 
lokalizację i dziedziczenie delecji nie jest związane z płcią [52,64,92]. Jednojądrowe 
komórki krwi obwodowej osób mających defekt homozygotyczny nie wykazują 
odpowiedzi na stymulację CCR-5 przez RANTES, M IP -la  i M IP -lß , są jednak 
w pełni zdolne do odpowiedzi na stymulację innych receptorów chemokinowych 
[52,92]. Osoby mające ten defekt są zdrowe, bez żadnych objawów klinicznych. 
Brak szczególnego fenotypu związanego z brakiem CCR-5 wynika z natury systemu 
chemokin. Kilkanaście receptorów chemokinowych ma wspólne ligandy i szeroką 
dystrybucję tkankową. Dlatego u osób homozygotycznych wobec zmutowanego 
allelu, brak CCR-5 może być kompensowany przez inne receptory np. CCR-1, 
który ma podobny profil wiązania ligandów. Częstość występowania homozygo- 
tycznej delecji oceniana jest w populacji kaukaskiej zachodniej Europy na około 
1% [52,80,92]. Jednocześnie w innych badanych populacjach z W enezueli, za
chodniej i środkowej Afryki i Japonii nie znaleziono homozygotycznej formy zmu
towanego genu [80,92].

Stwierdzono, że pojedyncza delecja (defekt heterozygotyczny) nie chroni jednak 
przed zakażeniem HIV. W niektórych badanych grupach postęp choroby był wol
niejszy, związane to jest z wolniejszym spadkiem poziomu limfocytów CD4+, co 
wynika ze zmniejszonej zdolności do replikacji HIV w komórkach heterozygot 
(około 4- do 10-krotnie mniejsza produkcja wirusa in vitro) [52,80,92]. Ocenia 
się, że osobnicy heterozygotyczni stanowią około 18% populacji kaukaskiej [52,92].

Nie wiadomo również, czy defekt homozygotyczny całkowicie chroni przed za
każeniem HIV-1. W populacji 1252 zakażonych homoseksualistów nie znaleziono 
żadnego będącego homozygotą pod względem delecji, podczas gdy heterozygotami 
było tylko 3,6% zakażonych [80]. Z badań in vitro wiadomo, że oprócz CCR-5 
także CCR-3, CCR-2b, CCR-8, STRL33, V28 i CXC-4 są koreceptorami dla HIV-1 
[91]. Jak często inne niż CCR-5 koreceptory są używane przy pierwotnej infekcji 
HIV-1 in vivo, nie zostało jeszcze określone. Wydaje się jednak, że CXC-4, CCR-8 
i STRL33 raczej nie służą jako koreceptory podczas pierwotnego zakażenia wirusem. 
Prawdopodobnie pierwotna infekcja podtrzymywana jest tylko przez komórki wy
kazujące ekspresję C C R -5 , ale nie CXC-4 czy innych koreceptorów chemokinowych. 
Wiadomo, że głównym obiektem ataku HIV podczas pierwotnego zakażenia są 
aktywowane limfocyty T o fenotypie CD26hig,1CD45RA owCD45RO+, wykazujące 
wysoką ekspresję CCR-5 [99,110]. Infekcja T-tropowymi, indukującymi syncytia 
izolatami HIV-1 może nastąpić przejściowo po kontakcie seksualnym, ale nieko
niecznie musi dojść do zakażenia systemowego, kiedy to dalsza replikacja wirusa 
wymaga infekcji makrofagów, które są oporne na zakażenie T-tropowymi wirusami 
[97,110]. Do podtrzymania infekcji potrzebna jest kooperacja między makrofagami,
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komórkami dendrytycznymi i limfocytami T pamięci immunologicznej, a te ostatnie 
m ogą podtrzymywać replikację tylko M-tropowych wariantów HIV [94,110]. U 
niektórych osób ważną rolę może też odgrywać silna cytotoksyczna odpowiedź 
na zakażenie warunkowana przez limfocyty CD8+[78]. Z drugiej strony istnieją 
doniesienia o zakażonych wirusem pacjentów, którzy są homozygotami wobec 
delecji genu CCR-5 [33,93]. Są to jak na razie tylko trzy izolowane przypadki, 
dwa z nich dotyczą chorych na hemofilię, którzy otrzymywali duże dawki preparatów 
krwiopochodnych. Doszło więc u nich prawdopodobnie do zakażenia T-tropowym 
szczepem HIV wykorzystującym koreceptory inne niż zmutowany CCR-5 [33,52].

Badając populacje chorych zainfekowanych HIV, nie wykazujących szybkiego 
rozwoju AIDS wykryto ostatnio mutację koreceptora CCR-2. Mutacja dotyczy po
jedynczego aminokwasu pierwszego regionu przezbłonowego receptora i nie wpływa 
na ekspresję CCR-2 na powierzchni komórki [96]. Występuje ona z częstością 
10-15%  w populacji kaukaskiej i jest niezależna od obecności mutacji receptora 
CCR-5. Pomimo że mutacja ta nie ma żadnego wpływu na częstość zakażenia 
wirusem, osobnicy mający zmutowane allele wykazują wolniejszy przebieg choroby 
i wystąpienie pełnoobjawowego AIDS jest u nich późniejsze o około 2 do 4 lat 
[96]. Ciekawe jest, że około 25% zakażonych HIV, u których nie było postępu 
choroby przez co najmniej 16 lat, ma mutacje genu kodującego CCR-5 lub CCR-2
[96]. M ożna przyjąć, że wystąpienie mutacji receptora CCR-2 może wpływać bez
pośrednio na stopień ekspresji CCR-5.

WIRUS AIDS A USZKODZENIE UKŁADU 
KRWIOTWÓRCZEGO

Przedłużające się zakażenie HIV prowadzi do wystąpienia cytopenii. Najczęstszą 
cytopenią u osób zakażonych HIV jest niedokrwistość. Około 10 do 20 procent 
pacjentów ma niedokrwistość już podczas rozpoznania zakażenia HIV, odsetek ten 
rośnie do 80% w miarę rozwoju pełnoobjawowego AIDS. Niedokrwistość związana 
z zakażeniem jest w większości niedokrwistością normochromiczną i normocytową 
z niskim poziomem retikulocytów. Drugą najczęstszą cytopenią jest leukopenia 
występująca u 35 do 70% pacjentów z AIDS, ze zmniejszoną liczbą neutrofilów, 
limfocytów, monocytów, a także obecnością nietypowych limfocytów i zwakuo- 
alizowanych monocytów w rozmazie [15]. W 30 do 60% przypadków AIDS ob
serwuje się również trombocytopenię, której wystąpienie jest niezależne od 
obecności innych cytopenii i w odróżnieniu od nich nie wpływa na prognozę 
rozwoju choroby [15].

Niedokrwistość i leukopenia w przebiegu AIDS związana jest najczęściej z usz
kodzoną erytropoezą i mielopoezą. Większość pacjentów z HIV ma morfologiczne
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nieprawidłowości szpiku kostnego. Najczęściej występująca nadkomórkowość szpi
ku (50 do 60% przypadków) jest związana z hyperplazją jednej lub więcej nie- 
limfoidalnych linii komórkowych. Dysplazja przynajmniej jednej linii komórkowej 
szpiku zdarza się u około 70% pacjentów z HIV. Najczęstsze jest dysplastyczne 
dojrzewanie linii granulocytamej z częstą wakuolizacją prekursorów granulopoezy. 
Rzadziej występuje dysplazja linii erytroidalnych (2/3 pacjentów) i megakariocy- 
tamych (1/3 pacjentów) [15].

Niedawne odkrycie, że ludzkie komórki progenitorowe zarówno prymitywne, 
jak  i bardziej dojrzałe wykazujące ekspresję antygenu CD34 mają na swojej po
wierzchni w dużym odsetku (50 do 65% ) także antygen CD4 będący receptorem 
dla wirusa, ma znaczące implikacje dla zrozumienia patogenezy cytopenii w prze
biegu AIDS [2,27,112]. Ilość antygenu CD4 na powierzchni komórek progenito- 
rowych jest porównywalna do ilości obserwowanej na powierzchni monocytów 
i około 20 razy niższa niż na limfocytach T [2,27]. Największa ekspresja CD4 
występuje na powierzchni komórek progenitorowych linii mielo-monocytowej i 
jest wyższa niż linii erytroidalnej czy megakriocytarnej. Dzięki obecności receptora 
dla wirusa komórki progenitorowe mogą wiązać bezpośrednio antygen g p l20 oto
czki wirusa, ale nie wydaje się, aby były infekowane przez HIV. Nie udało się 
jak  dotąd wykazać obecności DNA wirusowego w izolowanych komórkach pro
genitorowych, nawet prz^ użyciu metod pozwalających na detekcję 100 kopii wi
rusowego DNA wśród 10 komórek. Funkcjonalna zdolność wczesnych linii komórek 
progenitorowych do różnicowania się w komórki bardziej zróżnicowane jest jednak 
u chorych z HIV upośledzona; mniejsza niż u osób niezakażonych jest także bez
względna liczba fenotypowo wczesnych (CD34+/CD38') komórek progenitorowych
[2]. Dyskutuje się kilka możliwych mechanizmów prowadzących do spadku liczby 
wczesnych progenitorów hematopoezy w przebiegu zakażenia HIV. Pierwszy do
tyczy defektu tzw. mikrośrodowiska krwiotwórczego. Wiadomo bowiem, że lim
focyty T, monocyty/makrofagi czy komórki retikulame i fibroblasty są bardzo 
ważnymi składnikami mikrośrodowiska szpiku. Wydzielają one szereg cytokin i 
czynników wzrostowych [15]. Infekcja tych komórek przez HIV i stymulacja wy
dzielania przez nie niektórych cytokin, szczególnie TN F-a, TGF-ß, IL-2, IL-6, 
IL-1 i chemokin (M IP l-a ) może w sposób specyficzny wpływać na hamowanie 
hematopoezy bezpośrednio lub przez modyfikację molekuł adhezyjnych na powie
rzchni komórek szpiku kostnego. Po drugie związanie antygenu gp 120 otoczki wirusa 
na powierzchni komórek progenitorowych może powodować ich apoptozę. In vitro 
związanie antygenu g p l20 powodowało znaczący wzrost procentu komórek pro
genitorowych ginących w skutek apoptozy i spadek liczby formowanych przez 
nie kolonii. Z innych czynników mogących powodować spadek ilości wczesnych 
komórek progenitorowych i cytopenię należy wymienić infekcje oportunistyczne 
(szczególnie wirusem cytomegalii i Parvowirusem P I9) oraz powikłania po sto
sowaniu leków anty-wirusowych [15].

http://rcin.org.pl



CHEMOKINY I RECEPTORY CHEMOKINOWE W PATOGENEZIE AIDS 301

Ostatnio stwierdzono, że ludzkie komórki CD34+ mają ekspresję mRNA ko
dującego CXCR-4, a w mniejszym stopniu ekspresję mRNA kodującego CCR-5
[27]. Z badań naszego zespołu wynika natomiast, że komórki CD34+ mają ekspresję 
białka CXCR-4 na powierzchni, podczas gdy receptor CCR-5 jest niewykrywalny. 
Przemawia to za tym, że komórki CD34 mające ekspresję CD4 i CXCR-4 mogłyby 
być zakażane wirusem T-tropowym w zaawansowanym etapie choroby [87]. M o
żliwość tę sprawdzamy obecnie eksperymentalnie.

IMPLIKACJE TERAPEUTYCZNE ODKRYCIA 
KORECEPTORÓW INFEKCJI HIV

Jeszcze półtora roku temu infekcja HIV i postęp zakażenia wydawały się nie
uchronnie prowadzić do śmierci. Zrozumienie roli receptorów chemokinowych w 
przebiegu tego schorzenia pozwala z umiarkowanym optymizmem podejść do no
wych strategii leczenia i zapobiegania chorobie. Jedną z oczywistych strategii będzie 
blokowanie interakcji pomiędzy otoczką wirusa a receptorami chemokinowymi. 
Jest to tym bardziej uzasadnione, gdyż jak stwierdzono inne domeny czynnościowe 
receptora odpowiadają za interakcje z chemokinami, a inne za interakcje z anty
genami wirusa. Stwierdzono również, że nawet całkowity wrodzony brak CCR-5 
nie powoduje uchwytnych fenotypowo zmian u osobników wykazujących delecję 
tego receptora [52,64,93].

W projektowaniu leków działających na koreceptor panują obecnie cztery główne 
koncepcje.

Pierwsza z nich zakłada podawanie antagonistów peptydowych blokujących 
CCR-5. Związki te muszą mieć duże powinowactwo do receptora, być nietoksyczne 
i najlepiej podawane doustnie. Wydaje się, że toksyczność jest w tej chwili naj
większym problemem w tej grupie leków.

Druga strategia zakłada użycie ago-antagonistów, które nie tylko blokują ko
receptor przed dostępem dla HIV, ale przez działanie agonistyczne powodują za
hamowanie ekspresji receptora na powierzchni komórki.

Trzecią strategią jest podawanie przeciwciał przeciwko CCR-5. W yprodukowano 
i testuje się obecnie osiem różnych przeciwciał przeciwko CCR-5 [33]. Przeciwciała 
te, pomimo że są silniejsze niż małocząsteczkowe peptydy blokerami koreceptorów, 
mają kilka wad: są drogie, muszą być podawane w iniekcjach i ich działanie trwa 
tylko przez kilka miesięcy do czasu powstania odpowiedzi immunologicznej prze
ciwko obcym przeciwciałom.

W reszcie ostatnia z proponowanych strategia zakłada użycie modyfikowanych 
chemokin wiążących się z receptorem, które nie mają właściwości agonistycznych, 
a co ważniejsze nie będących chemoatraktantami dla komórek zapalnych. Pierwsze
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badania nad modyfikowaną cząsteczką RANTES są bardzo obiecujące. Testowany 
obecnie analogon RANTES mający delecje ośmiu aminokwasów końca aminowego 
ma duże powinowactwo do CCR-5, hamuje skutecznie infekcję makrofagów przez 
HIV i nie ma jednocześnie właściwości chemotaktycznych i aktywujących leukocyty
[6]. Podobnie dobre rezultaty uzyskano z modyfikowanym M IP -la  [33].

Podobne prace trwają nad opracowaniem skutecznej strategii zablokowania funkcji 
koreceptorowej CXCR-4. Zablokowanie funkcji powyższego receptora pozwoliłoby 
na opóźnienie postępu choroby, szczególnie rozwoju pełnoobjawowego AIDS. Pro
wadzone są już pierwsze próby z przeciwciałami monoklonalnymi przeciwko CXCR- 
4 [33,70]. Związanie przeciwciała z CXCR-4 ma blokować wnikanie T-tropowych 
wirusów do komórki. Strategia ta ma szansę powodzenia, ponieważ po związaniu 
ligandu CXCR-4 ulega przemieszczeniu do wnętrza komórki i ich ponowna ekspresja 
jest niepełna i opóźniona [5]. Tylko około 12% pierwotnie obecnych na powierzchni 
cząsteczek receptora dostaje się z powrotem z endosomów do błony komórkowej
[5]. Okazało się jednak, że niektóre szczepy wirusowe potrafią infekować komórki 
pomimo zablokowania CXCR-4 [33]. W ykorzystują one prawdopodobnie inne re
ceptory chemokinowe: CCR-8, STRL-33 lub V-28 [91]. Podstawy teoretyczne ma 
także zastosowanie terapii genowej, której efektem byłoby hamowanie ekspresji 
receptorów w komórkach np. za pomocą strategii oligomerów antysensowych. Jest 
to jednak jak na razie dalsza przyszłość. Rozważa się również opracowanie sku
tecznych szczepionek, które powodowałyby powstawanie specyficznych przeciwciał 
blokujących koreceptory.

Inna strategia zakłada stworzenie wektorów retrowirusowych mających geny 
kodujące receptor CD4 i receptor chemokinowy. W ektor taki infekuje selektywnie 
komórki zakażone HIV i mające na swojej powierzchni ekspresje białek otoczki 
wirusowej. Dzięki temu możliwe będzie transfekowanie genów przeciwko HIV 
tylko do komórek zakażonych wirusem [34].

Przyszłość pokaże, czy nowe leki okażą się skuteczne. Największym problemem 
będzie prawdopodobnie niezwykły fenomen związany z biologią HIV polegający 
na zdolności do szybkiego tworzenia i selekcji ochronnie działających mutacji. 
W iąże się z tym pojawianie się oporności na leki i mechanizmy immunologiczne 
indukowane przeciwko wirusowi. Zgodnie z powyższym stwierdzono, np. że HIV 
może bardzo szybko mutować powodując powstawanie szczepów opornych na blo
kowanie np. jednej z części koreceptora CCR-5. Wirus może wtedy wykorzystywać 
inne domeny białka receptorowego. Odkrycie nowych koreceptorów, szczególnie 
szeroko wykorzystywanych przez M- i T-tropowe szczepy HIV CCR-8 i STRL-33 
sugeruje, że wirus może łatwo zmieniać typ używanej do infekcji molekuły. Postępy 
biologii molekularnej i inżynierii genetycznej dają jednak badaczom do ręki coraz 
to nowe narzędzia do walki z wirusem w tym wyścigu i pozwalają bardziej opty
mistycznie niż kilka lat temu spojrzeć w przyszłość.
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UDZIAŁ JONÓW  WAPNIA W PRZEKAZYW ANIU  
SYGNAŁÓW  W JĄDRZE KOM ÓRKOW YM *

C A L C IU M  S IG N A L L IN G  IN  T H E  C E L L  N U C L E U S  

Jacek KUŹNICKI

Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, Zakład Nerobiologii 
Molekularnej i Komórkowej, Warszawa

W dniach 4 -8  października 1997 roku odbyła się Pierwsza Europejska Konferencja 
na temat Sygnałów Wapniowych w Jądrze Komórkowym**. W czasie konferencji 
zorganizowano sześć sesji naukowych o następujących tytułach:

1. Pula wapnia w jądrze i w cytoplazmie -  wymiana i regulacja,
2. O toczka jądrow a i pory w otoczce jądrowej -  struktura i przepuszczalność,
3. Systemy transportujące wapń w otoczce jądrowej,
4. Kalmodulina i jej białka docelowe w otoczce jądrowej,
5. Rola jonów wapnia w aktywacji transkrypcji,
6. Wapń w jądrze i białka wiążące wapń w patologii komórki.
Głównym tematem pierwszej sesji było znalezienie odpowiedzi na pytanie, czy

stężenie jonów  wapnia w jądrze komórkowym jest zależne od stężenia tych jonów 
w cytoplazmie i czy zmienia się, gdy steżenie wapnia w cytoplazmie wzrasta na 
skutek aktywacji komórki. Jeżeli poziom wapnia podnosi się identycznie w obu 
przedziałach komórki, to znaczy, że otoczka jądrow a nie stanowi żadnej bariery 
dla wapnia. Natomiast jeśli poziom jonów wapnia w jądrze jest inny niż w cy
toplazmie, to w pewnych warunkach otoczka jądrowa stanowić może barierę dla 
tych jonów. W omawianych na sesji doświadczeniach stosowano różne metody

*Praca została przygotowana dzięki grantowi K BN nr 6P04A  012 11.
** O bszerny raport na temat tego sym pozjum  ukazał się w Celi Calcium  22 (5), 313-319, 1997; 
natomiast najnow sze informacje na temat ultrastruktury i funkcji jądra kom órkow ego można znaleźć  
w Postępach B io log ii Komórki 24, Supl. 9, 1997.
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badania poziomu jonów wapnia w komórce oraz różne typy komórek. I tak, poziom 
ten oznaczano po podaniu estrowych pochodnych sond fluorescencyjnych wrażliwych 
na wapń, takich jak Fura 2, iniekcji tych sond, iniekcji białek wrażliwych na wapń 
(ekworyny), transfekcji komórek wektorami ekspresyjnymi kodującymi ekworynę. 
Okazało się, że w zależności od typu sondy i typu komórek uzyskiwano różne 
wyniki. Mason i wsp., Casteelis i wsp. oraz Cambel i wsp. obserwowali w pewnych 
warunkach i typach komórek różny poziom wapnia w jądrze i w cytoplazmie. 
Natomiast Rizzuto i wsp. oraz Bolsover przedstawili dane wskazujące na to, że 
nie ma niezależnej regulacji poziomu wapnia w jądrze i w cytoplazmie. Uważają 
oni, jak i niektórzy dyskutanci, że obserwacje, iż poziom wapnia w jądrze jest 
inny niż w cytoplazmie, mogą być artefaktami wynikającymi m.in. z tego, że po
winowactwo sond fluorescencyjnych wobec wapnia może być inne w jądrze niż 
w cytoplazmie. To różne powinowactwo sond fluorescencyjnych względem wapnia 
wynikać może z wiązania się z różnymi białkami w jądrze i cytoplazmie. Innym 
potencjalnym problemem metodycznym jest to, że komórki mogą się różnić między 
sobą pod względem przepuszczalności otoczki jądrowej dla wapnia. Tak np. w 
aktywowanych komórkach PC 12 wapń bez opóźnień dostaje się do jądra komór
kowego w przeciwieństwie do komórek mięśni gładkich. Natomiast w osteoblastach, 
osiąga wyższe stężenie w jądrze niż w cytoplazmie. Ponadto, te same komórki 
w różnych stanach fizjologicznych wykazywać mogą różny gradient stężenia wapnia 
pomiędzy jądrem  a cytoplazmą.

Santella i wsp. przedstawili dane wskazujące, że otoczka jądrowa oocytów stanowi 
barierę dla wapnia. Jej badania polegały na iniekcji sondy Fura 2 do jądra lub 
do cytoplazmy oocytów i obserwacji takich komórek. Stwierdzili oni, że sonda 
nie przenika przez otoczkę, a aktywacja hormonem oocytów wywołuje dwukrotnie 
wzrost stężenia wapnia w cytoplazmie, a tylko jeden raz w jądrze.

Druga i trzecia sesja Konferencji dotyczyły przepuszczalności por jądrowych 
i otoczki jądrowej jako magazynu wapnia. Transport przez otoczkę odbywa się 
przez pory -  supramolekularne struktury o średnicy ok. 10 nm. Kanały te wydają 
się umożliwiać swobodny przepływ małych cząsteczek, ale większość białek i czą
steczek RNA jest przez nie transportowana w zależności od ATP, temperatury i 
odpowiedniego sygnału. Hormony, które działają za pośrednictwem jonów wapnia, 
zwiększają jego poziom w cytoplazmie i wpływają na strukturę por jądrowych. 
Przez pory te odbywa się również transport związany z ekspresją genów. I tak, 
zarówno import czynników transkrypcyjnych do jądra, jak i eksport odpowiednich 
mRNA zależą nie tylko od ATP, ale i od poziomu wapnia. Na przykład konformacja 
NPC, czyli jądrowych kompleksów porowych (Nuclear Pore Complexes), zmienia 
się pod wpływem jonów wapnia, co zaobserwowano przy użyciu mikroskopu nowej 
generacji, tzw. Atomie Force Microscope (AFM).

Przestrzeń wokółjądrowa zawiera zmagazynowane jony wapnia. Magazyn ten 
ładuje się dzięki pompie wapniowej (Ca-+-ATPazie) znajdującej się w zewnętrznej
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błonie jądrowej, która wpompowuje jony wapnia do przestrzeni wokółjądrowej. 
Na wewnętrznej błonie jądrowej znajdują się receptory dla IP3. Czynniki, które 
opróżniają ten magazyn, takie jak EGTA czy tapsygargina, powodują zahamowanie 
transportu przez pory otoczki jądrowej. Gdy pod wpływem IP3 wapń jest uwalniany 
z przestrzeni wokółjądrowej do wnętrza jądra, to pory jądrowe zamykają się nawet 
dla małych cząsteczek, prawdopodobnie dzięki ruchowi tzw. centralnej zatyczki 
(Central Pług). Jednym z białek regulatorowych tworzących NPC jest białko wra
żliwe na wapń zawierające jeden motyw EF-hand. Do utworzenia NPC jony wapnia 
nie są potrzebne, choć potrzebne są jony cynku. IP3 powstaje w jądrze dzięki 
działaniu fosfolipazy C, która również jest obecna w otoczce jądrowej. I to ten 
IP3 uwalnia wapń z otoczki jądrowej do wnętrza jądra. Pobieranie wapnia do prze
strzeni wokółjądrowej jest aktywowane przez IP4. Na preparatach wyizolowanych 
jąder komórkowych pokazano, że jony wapnia mogą być uwalniane z przestrzeni 
wokółjądrowej do wnętrza jądra, a następnie, że mogą dyfundować na zewnątrz 
jądra przez pory jądrowe. Schwaller i wsp. zaobserwowali, że kalretinina -  22K 
ulega translokacji z cytoplazmy do jądra komórkowego w komórkach W iDr pod 
wpływem witaminy D3. Podobnie czynniki, takie jak maślan sodu, które indukują 
różnicowanie enterocytów, powodują również translokację kalretininy 22K do jądra. 
Tymczasem kalretinina 31K nie ulega translokacji.

Od lat wiadomo, że kalmodulina występuje w jądrze komórkowym, co sugerowało, 
że pełni rolę w regulacji funkcji jądrowych. Temu zagadnieniu była poświęcona 
czwarta sesja. W różnych jądrach komórkowych znajdują się różne białka wiążące 
się z kalmoduliną. M ożna wyróżnić co najmniej 9 grup białek:

1 -  białka biorące udział w regulacji interakcji aktyny z miozyną,
2 -  kinazy białkowe,
3 -  fosfatazy białkowe (kalcyneuryna),
4 -  czynniki transkrypcyjne z grupy helix-loop-helix,
5 -  białka biorące udział w procesie różnicowego wycinania genów,
6 -  białka wiążące RNA,
7 -  białka jądrowo-rybosomalne,
8 -  białka opiekuńcze (HSP90) i inne.
Do pierwszej grupy należą: kinaza białkowa, kinaza lekkiego łańcucha miozyny, 

kaldesmon i a-spektryna. Do drugiej grupy należą m.in. CaMKII, CaMKIV oraz 
CaMK, która fosforyluje argininę w histonie H v

Jaką funkcję może mieć kalmodulina w jądrze? Jedną z nich jest udział w cyklu 
komórkowym. Wiadomo, że kalmodulina jest potrzebna na kilku etapach cyklu 
komórkowego i prawdopodobnie oddziałuje z różnymi białkami. Stwierdzono np., 
że inhibitor kalmoduliny W 13 powoduje, iż kinaza białkowa cdk4/cyclinD wydostaje 
się z jądra komórkowego, podczas gdy normalnie znajduje się w jądrze. Kalmodulina 
wiąże się z białkiem Spcl lOp, które jest składnikiem centrosomu. Inną rolą kal
moduliny jest aktywacja kalcyneuryny, która defosforyluje czynnik transkrypcyjny
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NFAT. Defosforylacja NFAT powoduje translokację tego czynnika do jądra. W y
kazano, że istnieją dwa rejony NFAT odpowiedzialne za jądrową lokalizację: NLS 
i NES. Zdefosforylowane NFAT łączy się z API i reguluje ekspresję odpowiednich 
genów.

Kalmodulina aktywuje CaMKIV, która fosforyluje CREtau. Ten czynnik trans- 
krypcyjny indukuje jądrowo-specyficzny promotor znajdujący się wewnątrz intronu 
CaMKIV. Daje on transkrypcję innego białka, a mianowicie kalsperminy (będącej 
także białkiem jądrowym). Podobne zjawisko ma miejsce w limfocytach T, co 
odkryto dzięki analizie myszy transgenicznych, które miały katalitycznie nieaktywną 
formę CaMKIV w komórkach grasicy. W takich komórkach po aktywacji prze
ciwciałami nie ma fosforylacji CREB, przez co nie ma aktywacji takich genów 
jak c-fos. To uniemożliwia aktywację genu interleukiny 2.

Hannover i wsp. sugerują istnienie dwóch typów regulacji transportu do jądra. 
Pierwszy to dobrze poznany transport zależny od GTP. Drugi, opisany przez 
autorów, to transport niezależny od GTP, a zachodzący przy wysokim stężeniu 
jonów wapnia. W badaniach tych autorzy stosowali następujące białko reporterowe: 
białko rev-GR-GFP. Dodanie hormonu do transfekowanych tym wektorem komórek 
powodowało translokację białka rev do jądra (widocznego jako zielone białko fluo
rescencyjne -  GFP). Odpłukanie hormonu inicjowało eksport białka fuzyjnego. 
Przy niskim stężeniu wapnia był on zależny od GTP, a po aktywacji komórki i 
wzroście stężenia wapnia był on niezależny od GTP, ale zależny od kalmoduliny 
(hamowany był przez inhibitor kalmoduliny). Przy tym receptor glukokortykoidów 
(GR) umożliwiał indukcję syntezy białka tymi hormonami.

Piąta sesja dotyczyła udziału jonów wapnia w regulacji transkrypcji, czyli głów
nego procesu związanego z regulacją ekspresji genów. Neuronalna aktywność re
guluje siłę połączenia między synapsami w układzie nerwowym. Wapń w neuronach 
postsynaptycznych inicjuje przemiany, które doprowadzają do zmian synaptycznych 
wpływających na te połączenia. Wzrost stężenia wapnia w neuronach indukuje 
ekspresję nowych genów, które są odpowiedzialne za utrzymujące się długo zmiany 
w neuronach. Oprócz wpływu na transkrypcję wapń może oddziaływać na stabilność 
mRNA w cytoplazmie i wydłużanie łańcucha polipeptydowego. Wapń dostaje się 
do neuronów za pośrednictwem kanałów wapniowych zależnych od zmian potencjału 
(VSCC) lub kanału typu NMDA związanego z receptorem glutaminianowym. Wapń 
dostający się do komórki w wyniku depolaryzacji otoczki wywołuje inne efekty 
w komórce niż wapń, który dostaje się za pośrednictwem kanału NMDA. W wyniku 
depolaryzacji fosforylacja CREB utrzymuje się na wysokim poziomie, natomiast 
wapń z kanału NMDA wywołuje jedynie krótkotrwałą fosfory lację CREB. W wyniku 
różnej fosforylacji CREB ekspresji ulegają różne geny. Sprzężenie aktywacji komórki 
z ekspresją genów zależną od wapnia dokonuje się według następującego schematu: 
wzrost stężenia jonów wapnia —> zależny od wapnia element DNA —> geny wczesnej 
odpowiedzi —> elementy DNA genów późnej odpowiedzi —> późne geny —> zmiany
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adaptacyjne. Podobnie może być w limfocytach B, w których wapń może aktywować 
ekspresję różnych genów w wyniku różnej aktywacji czynników transkrypcyjnych. 
Istnieją przynajmniej dwa szlaki, którymi wapń może aktywować transkrypcję. Jeden 
szlak to przemiany, które prowadzą do aktywacji CRE. Jest to jądrow a regulacja 
jonami wapnia. Drugi szlak polega na aktywacji elementu DNA zależnego od su
rowicy, tzw. SRE. A zatem, istnieją dwa elementy DNA, które są wrażliwe na 
zmiany poziomu wapnia: SRE i CRE. W wyniku wzrostu stężenia jonów wapnia 
przez kanały zależne od potencjału ma miejsce fosforylacja seryny 133 w białku 
wiążącym CRE (CREB). W wyniku tej fosforylacji dokonuje się aktywacja jednego 
z genów wczesnej odpowiedzi takiego jak c-fos. Utrzymująca się fosforylacja CREB 
powoduje aktywację wielu genów późnej odpowiedzi, których aktywność zależy 
od AP1 (składnikiem którego jest c-fos). Do aktywacji SRE potrzebny jest wzrost 
stężenia wapnia w cytoplazmie, podczas gdy do fosforylacji CREB potrzebny jest 
wzrost stężenia wapnia w jądrze komórkowym. Z elementem SRE wiążą się dwa 
białka: TCF i SRF (Serum Response Factor).

Przykładem białka, którego ekspresja zależy również od CREB, jest czynnik 
troficzny BDNF. W wyniku wzrostu stężenia jonów wapnia dostającego się kanałem 
VSCC ma miejsce fosforylacja CREB i inicjacja transkrypcji jednego z promotorów 
genu BDNF. Gen BDNF zawiera pięć egzonów, z których tylko piąty zawiera 
informacje o sekwencji tego białka. Każdy z pozostałych czterech egzonów zawiera 
swój własny promotor i może łączyć się z piątym egzonem. Jeden z tych promotorów 
zawiera element CRE. Wapń prawdopodobnie może wpływać również bezpośrednio 
na aktywność czynników transkrypcyjnych. Czynniki z rodziny bHLH (np. MyoD) 
mogą bezpośrednio oddziaływać z wapniem i kalmoduliną lub z wapniem i białkami 
S 100, co hamuje ich interakcję z DNA.

Tsien i wsp. twierdzą, że fosforylacja CREB w jądrze komórkowym jest akty
wowana przez kalmodulinę związaną z wapniem, która tylko ze związanym wapniem 
przechodzi z cytoplazmy do jądra komórkowego. Tę zależną od jonów wapnia 
translokację kalmoduliny obserwowano stosując znakowaną fluorescencyjnie kal
modulinę. Natomiast nie obserwowano takich translokacji w przypadku parwal- 
buminy, kalbindyny D28K i SlOOa.

Szósta sesja dotyczyła związków między wapniem jądrowym a stanami pato
logicznymi. W trakcie wykładów mówiono o roli jonów wapnia w aktywacji proteaz 
i endonukleaz, które biorą udział w apoptozie. W szczególności opisywano wła
ściwości kalpainy, która wydaje się wykazywać zależną od wapnia translokację 
między cytoplazmą a jądrem komórkowym. Cidlowski i wsp. opisali zmiany w 
składzie jonowym  komórek, w których indukowano apoptozę. Te zmiany, między 
innym wyższy poziom jonów wapnia, indukują kaspazę (proteazę) i nukleazę tnącą 
DNA na kawałki o wielkości około 50 kb. Melino i wsp. przedstawili wyniki 
badań dotyczące toksycznego wpływu glikoproteiny HIV białka gp!20 i zapro
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ponowali hipotezę, iż tlenek azotu uczestniczy w przełączaniu apoptozy w szlak 
nekrozy.

Problem udziału jonów wapnia w przekazywaniu sygnałów w jądrze komór
kowym jest tematem kontrowersyjnym i mimo tej konferencji, kontrowersje po
zostały. Tym niemniej, sukcesem jest to, że taka konferencja się odbyła i że wzięło 
w niej udział wielu wybitnych specjalistów zajmujących się tą problematyką. Istotne 
jest również to, że sprecyzowano tematykę związaną z funkcjowaniem jądra ko
mórkowego w zależności od stężenia jonów wapnia pokazując wielopłaszczy- 
znowość tego problemu. A mianowicie, że tematyka ta to takie zagadnienia, jak 
przepuszczalność por jądrowych dla jonów wapnia i zakres zmian poziomu wapnia 
we wnętrzu jądra w zależności od poziomu jonów wapnia w cytoplazmie, rola 
tych jonów w mechanizmach regulujących transport innych związków przez pory, 
aktywny transport jonów wapnia do przestrzeni wokółjądrowej magazynującej te 
jony, mechanizmy uwalniania jonów wapnia do wnętrza jądra. Ponadto, ważną 
sprawą jest również obecność białek wiążących wapń w jądrze, identyfikacja en
zymów i procesów zależnych od jonów wapnia, wyjaśnienie roli jonów wapnia 
w regulacji transkrypcji i dalszych etapach związanych z ekspresją genów (np. 
transport mRNA i jego stabilność), poznanie mechanizmów, w których wapń działa 
w procesach prawidłowych i mechanizmów, w których wapń włączony jest w procesy 
patologiczne (nowotworzenie, nekroza czy apoptoza). M ożna uznać, że dzięki tej 
konferencji powstaje zdefiniowana tematyka badawcza, która w znaczący sposób 
wpłynie na nasze rozumienie funkcjonowania jądra komórkowego u Eukariontów. 
Prawdopodobnie podobne konferencje będą się odbywały cyklicznie i być może 
w tym samym malowniczym kurorcie włoskim w Kalabrii.

Prof. d r  hab. Jacek Kuźnicki
Instytu t B io log ii D ośw iadcza ln ej im. M. Nenckiego PAN  
ul. P asteura 3, 02-093  W arszaw a
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o rg a n iz e d  by: P o lish  S oc iety  for C ytom etry, International U N E S C O /P A N  Institute, 
C om m ittee  o f  C ell P athology  o f  P olish  A cad em y o f  S c ien ces (P A N ), C om m ittee  o f  
C y to b io lo g y  P A N

1. SPERM CHROMATIN STRUCTURE ASSAY OF BULL SPERM
M ic h a l B och en ek

D ept, o f  A n im al R eproduction, N ational Institue o f  A n im al R eproduction , 3 2 -0 8 3  Ba- 
lice /K rak ow

Sperm  chrom atin structure w as evaluated  using m etachrom atic properties o f  A crid in e  
O range (A O ). A O  intercalated into double stranded D N A  fluorescen ce  green w ith  m ax at 5 3 0  
nm , but after interaction w ith sin g le  stranded nu cle ic  acids lu m in escen ce  in red w ith  m ax. at 
6 4 0  nm . In the current study sperm  chrom atin structure assay (S C S A ) w as perform ed on 
sp erm atozoa  o f  8  bu lls w ith know n fertility , derived from one o f  A R  C entres. Each bull w as  
represented  by 3 e jacu lates co llected  in at least 2 w eek s interval. Fertility w as estim ated  on 
the b asis o f  non-return rates adjusted for environm ental and fem ale  e ffec ts  and expressed  as 
an ind ex , w here value „ 1 0 0 ” indicated m ean fertility  o f  C entre’s bulls. T he fertility  o f  bulls 
used in the study ranged from  83 to 104.

Partial denaturation o f  chrom atin w as induced by decreasing  o f  sem en  pH to 1.5. Chrom atin  
su scep tib ility  to denaturation w as m easured on the base o f  calcu lated  param eter at [w here at 
=  red /(green  + red) flu o rescen ce]. The fo llo w in g  statistics w as com puted: % o f  c e lls  ou tsid e  
the m ain at population , (C O M P  at), standard deviation  o f  at (SD at) and % o f  c e lls  outsid e the 
m ain population  at the red fluorescen ce  histogram  (red% ). N eg a tiv e  correlations w ere obtained  
b etw een  fertility  rates and: C O M Pat ( -0 .4 9 , p. <  0 .0 5 ), SD at ( -0 .5 4 ,  p. <  0 .0 1 ), Red%  ( -0 .5 3 ,  
p. < 0 .0 1 ). The data su g g est that S C S A  can be o f  value for the identification  o f  even  sm all 
d ifferen ces in fertility  o f  bulls.

2. THE USE OF FLOW CYTOMETRY IN DIAGNOSIS OF PAROXYMAL 
NOCTURNAL HEMOGLOBINURIA
I. Bogdanik, H. Pyl, B. Zupanska

Institute o f  H em ato logy  and B lood  T ransfusion, W arsaw

P aroxym al nocturnal hem oglob inu ria  (P N H ) is a rare d isease  characterised by the d e fic ie n 
cy  o f  proteins bound to cell m em brane by g ly co sy lp h o sp h a tid y l-in o sito l (G PI) anchor. 
A b so lu te  or partial d e fic ien cy  o f  C D 5 9  (m em brane inhibitor o f  reactive h aem o ly sis  -  M IR L ) 
and C D 5 5  (decay  acceleratin g  factor -  D A F ) results in the abnorm al sen sitiv ity  o f  red c e lls  to 
the lytic  action  o f  com p lem en t, not on ly  o f  erythrocytes but a lso  o f  other peripheral ce lls . 
C lin ica l m an ifestations are not lim ited  to anem ia but a lso  ven ou s throm bosis or d im in ish ed  
h em o p o esis  m ay be observed .

Red c e lls  o f  8 0  patients bearing h em oly tic  anaem ia o f  unknow n origin  w ere investigated  
using m on o c lo n a l anti C D 5 5  and anti C D 5 9  A b in the indirect im m u n oflu orescen ce  test w ith  
goat anti m ou se  Ig reagent. R esu lts w ere eva lu ated  in O R T H O  C ytoron /A b so lu te  apparatus 
and com pared w ith  the results obtained by routinely perform ed acid  h em o ly sis  test (H am  test) 
and su crose  ly sis  test. In m ost ca ses granulocytes w ere a lso  investigated  usin g  anti-C D 55 , 
a n ti-C D 59  and a n ti-C D 67  M oabs.
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In 11 patients PN H  w as d iagn osed . F low  cytom etry appeared to be m ore sp ec ific , m ore  
quantitative and m ore sen sitiv e  than the test based on com p lem en t dependent ly sis  in the 
d ia g n o sis  o f  P N H . The d efic ien cy  o f  G PU  anchored proteins w as m ore pronounced  on 
granu locytes than on red cells .

3. APPLICATION OF FLOW CYTOMETRY TO QUANTITATIVE AND QU
ALITATIVE ASSESSMENT OF HEMOPOETIC CELLS PRESENT IN UM
BILICAL CORD BLOOD

/ ? . 3
R y sza rd  C e sa rz  , E ugen iu sz M achaj~ , B a rb a ra  S tru m ilow ska-B rau n  ,

T o m a sz O lclaky E w a  Krawczyk?\  A n d rze j S ta szew sk i1, Z ygm un t P o jd a

D ept, o f  O bstetrics & G y n eco lo g y , M ilitary M edical Sch oo l (C S K  W A M )1, D ept, of 
R adiation H em ato logy  W IH iE 2, D ept, o f  E xperim ental H em ato logy , Centre o f  O n co 
lo g y 2, W arsaw

P ercentage and absolute va lu es o f  early h em opoetic  ce lls  (C D 3 4 +) w ere eva lu ated  in 
random ly received  sam p les o f  um bilical cord blood . Criteria qu a lify ing  b lood  sam p le  to the 
exam in ation  w ere as fo llo w s: vo lum e > 6 0  m l, cell viability  >95%  and the tim e period from  
c o llec tio n  o f  b lood  not ex ceed in g  5 hrs. Isolated  m ononuclear ce lls  w ere cultured in a c lon al 
sy stem  in v itro  in sem iso lid  m edia  and a num ber o f  h em opoetic  precursors w as determ ined  
inc lu d in g  G M -C SF , B F U -E  and M ix  CFC. A  sign ifican t correlation w as found b etw een  the 
num ber o f  C D 3 4 + ce lls , total m ononuclear cell count, num ber o f  G M -C S F s and a p lacental 
w eight.

4. OPTIONS OF TRANSFER INTO IBM PC COMPATIBLES AND OF SOFT
WARE ANALYSIS OF FILES CREATED IN EPICS®C COULTER FLOW  
CYTOMETER
T o m a sz C hodn ik

D ept, o f  H isto lo g y  and Im m u nology , M ed ical U n iversity  o f  G dansk

F lo w  cytom eters E PIC S C and EPICS C S, in sp ite o f  fact, that they w ere produced in the  
1980ties , are still in use. T hey have m any advantages, also  as com pared to contem porary flo w  
cytom eters. T hey m ake p o ssib le  stable sorting. T heir A u to clo n e®  appliance m akes p o ssib le  
sorting and deposition  o f  1 -1 0  sorted c e lls  into 24, 6 0  and 9 6 -w e ll trays. T he B iohazard  
app liance m akes possib le  an operation o f  cytom eter w ithout generating potentia lly  in fectio u s  
aeroso l. T he w h o le  system  is relatively  cheap and easy to operate. C ytom eters are conn ected  
w ith com puters equipped with 16-bit processor Intel 8 0 86 , 5 1 2  kB R A M , 32 kB graphic  
m em ory , iR M X 8 6 ™  operating system  and application softw are package EPIC S C. T he basic  
m agnetic  m em ory storage provides 8 ", 1 M B floppy d iscs, supported by hard d isc  drive up to 
4 0  M B . A  m ajor d isadvantage o f  the system  is the d ifficu lty  o f  data transfer to IB M  PC or 
A p p le  com p atib le  com puters for o ff-lin e  analysis on contem porary softw are, necessary  in 
D N A  p lo id y  analysis for exam ple. T he com puters integrated in E P IC S ® C  and E P IC S ® C S  
w ere su p p osed  to cooperate w ith long forgotten E asy 8 8  C oulter o ff-lin e  an alysis com puters  
via  standard R C S 2 3 2 C -co m p a tib le  serial port. The sam e port m akes p o ssib le  exportin g  so m e  
types o f  data f ile s  from EPIC S C to IB M  PC com patib les. T o a ccom p lish  this:

1) T he com puters EPIC S C and IB M  PC w ere conn ected  w ith non-standard cab le  (w h ich  
a lso  serv es for the com m u nication  o f  flo w  system  w ith S e ik o sh a ®  printer.

2 ) T he R S C 232C  port w as form atted during start-up o f  the EPIC S C
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3) In the PC, a program  for handling o f  serial port in the phone m odem  com m u nication  
m ode (B IT C O M ©  B it S oftw are) w as executed .

4) T he com m and o f  send ing o f  file s  from EPICS C w as executed  („T ransm it”, an option  
o f  E PIC S C softw are).

5 ) T he file s  transferred to PC were g iven  the nam e and ex ten sion  proper for M S -D O S .
6 ) O ptionally: the resulting A SC II files w ere transform ed into format proper for the analysis  

softw are.
7 ) A n a ly s is  o f  data files.
W e have su ccesfu lly  used this procedure for histogram  file  transfer from  E PIC S C to 

M u ltiC y c le®  (P h oen ix  F lo w  System , U S A ). In the case  o f  M u ltiC ycle  the stage 6  is not 
n ecessary , as the program  can read E PIC S C A SC II output.

T he ex a m p les o f  transferred and analysed  file s  and descrip tions o f  the n ecessary  softw are  
w ere presented . The other potential w ays o f  com m u nicatin g  the E PIC S C w ith IB M  PC  
co m p a tib les w ere described .

5. COMPARISON OF RELATIVE RADIOSENSITIVITY OF SUBPOPULA
TIONS OF T MEMORY AND NAIVE LYMPHOCYTES IN CERVICAL CAN
CER PATIENTS DURING RADIOTHERAPY

• / ? 1 1
T o m a sz C h odn ik  , R a fa ł Dz.iadusz.ko", J o la n ta  M yśliw sk a  , A n d rze j M y śliw sk i ’

'D epartm ent o f  H isto lo g y  and Im m u nology , M ed ical U n iversity  o f  G dansk,
"O ncology  and R adiotherapy C lin ic, M ed ical U n iversity  o f  G dansk

T he e ffe c ts  o f  local irradiation w ith high (over 10 G y ) d o ses o f  radiation resem ble in quality  
the in flu en ce  o f  general irradiation, but are le ss  pronounced and do not deprive patients o f  
im portant part o f  im m une defense . The m ature organism s o f  irradiated patients have pop ula
tions o f  T  lym p h ocytes in high degree independent from the thym us function, as they do not 
d epend on th y m o cy tes for T cell regeneration.

In order to m easure the in fluence o f  radiotherapy on the peripheral b lood  pop u lations, 58  
patients in various stages o f  radiotherapy w ere exam ined , and com pared w ith 13 healthy, not 
irradiated persons. The percentage, and absolute count o f  C D 4 + C D 4 5 R A + ce lls  (T H  naive  
ly m p h o cy te s), C D 4 + C D 4 5 R O + (TH  m em ory lym p h ocytes), C D 8 + C D 4 5 R A + (T c naive  
ly m p h o cy te s) C D 8 + C D 4 5 R O + (T c m em ory ly m p h ocytes) w ere m easured by B ow  cytom etry  
(E PIC S C S or EPICS X L  C oulter). A b solu te  count m easurem ents w ere verified  w ith standard 
h em a to lo g ica l counter.

W e found out that the decrease in absolute count o f  all m easured subpopulations w as seen  
from  the beg inn in g  o f  radiotherapy. T he decrease d eepened  w ith the continuation  o f  the 
therapy, but reached its lo w est va lues before the end o f  the therapy. Further irradiation did not 
cause  statistica lly  im portant changes o f  absolute counts o f  populations m easured. T he percent
age o f  m em ory and naive c e lls  w ith in  the T  lym p h ocytes population behave d ifferen tly , i.e. 
the percentages o f  T  helper m em ory ly m p h ocytes and to lesser  degree, T  c y to to x ic  m em ory  
c e lls  increased w ith  the progress o f  the therapy and w ith total dose  received , w h ereas the 
percentage o f  T  c y to to x ic  naive and to lesser  degree, T  helper naive c e lls  decreased  respecti
v e ly . T he changes, in context o f  d ifferen ces o f  ind ividual irradiation tolerance, w ere charac
terized by pronounced variability . T hey m ay be connected  w ith d ifferent direct reaction o f  
aforem entioned  c e lls  to irradiation, and w ou ld  reflect faster turnover o f  n a ive su bp opulations  
than o f  m em ory ce lls . It is a lso  p o ssib le  that the d ifferen ces reflect indirect cooperation  w ith  
other c e lls  in v ivo .
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6 UTILITY OF FLOW CYTOMETRY FOR THE EVALUATION OF BCL-2 
EXPRESSION IN PERIPHERAL BLOOD LYMPHOCYTES AND BONE 
MARROW CELLS

/ ? I 3J oa n n a  C z u w a r a , J o la n ta  R yb czyń sk a “, L id ia  R u d n ic k a , H ann a G a zd a  , M a r ia  B ła 
szc zy k 1, M a ria  Wąsik'2

1 2
D ept, ot Skin D isea ses , “D ept, o f  Laboratory D ia g n o stics and C lin ica l Im m u nology  

o f  D evelop m en ta l A g e , 3 Chair and D ept, o f  Pediatrics H em ato logy  and O n co lo g y , 
M ed ica l S ch o o l, W arsaw  

B c l-2  is one o f  the m ajor proteins responsib le  for the suppression  o f  apoptosis. Increased  
exp ressio n  o f  b c l - 2  in leu kem ic c e lls  delays program m ed cell death and confers resistance to 
anticancer drugs. In autoim m une con n ectiv e  tissue d iseases, such as scleroderm a, b c l-2  seem s  
to d ecrease apop tosis o f  abnorm ally activated lym phocytes. Thus, evaluation  o f  b c l-2  exp res
sion  in c e lls  is thought to be o f  pathogen ic and c lin ica l sign ifican ce .

T he aim  o f  the study w as to a ssess the utility o f  flow  cytom etry for the eva lu ation  o f  bcl-2  
exp ressio n  in peripheral b lood  lym p h ocytes and bone m arrow cells .

T he study w as perform ed w ith the use o f  peripheral b lood  m ononuclear c e lls  from  patients 
w ith scleroderm a and healthy donors. A  second  set o f  experim ents w as perform ed with  
sam p les o f  bone m arrow aspirated c e lls  from children w ith fresh ly d iagn osed  acute ly m p h o 
blastic  leu kem ia , during therapy and rem ission .

A ll sam p les w ere analysed  on C oulter EPICS X L  flow  cytom eter w ith the use o f  m o n o c lo 
nal an tibod ies against b c l-2  conjugated w ith FITC and anti-C D 4 or a n ti-C D 8  conjugated  w ith  
RPE.

T he results sh ow ed  that in scleroderm a the percentage o f  bcl-2  p ositiv e  C D 4 + c e lls  ranged  
from  89 to 100 and b cl-2  p o sitive  C D 8 + ce lls  from  93 to 100. In healthy donors the num bers 
w ere 8 6  to 9 9  and 93 to 100, respectively . T he expression  o f  bcl-2 , sh ow n  as a m ean x channel 
revealed  increased expression  o f  b c l-2  in scleroderm a cells . The values in sc leroderm a w ere  
6.1 and 7 .3  in C D 4 + and C D 8 + respectively  in com parison w ith 5 .0 2  and 5 .0 8  in healthy  
controls.

T here w as no sign ifican t d ifferen ces in percentage o f  bcl-2  p o sitive  c e lls  betw een  bone  
m arrow aspirates from  children w ith recently d iagn osed  cA L L  and cA L L  in rem ission . In bone  
m arrow aspirates obtained from  children w ith A PL  during treatm ent, b c l-2  p o sitive  c e lls  w ere  
not detected .

Our results indicate that the evaluation o f  percentage o f  b c l-2 -p o sitiv e  c e lls  in peripheral 
blood  ly m p h o cy tes is o f  lim ited  value due to the fact that a lm ost all C D 4 + and C D 8 + 
ly m p h o cy tes exp ress b c l-2  in healthy ind ividuals. The lack o f  s ign ifican t d ifferen ces in 
percentage o f  b c l-2 -p o sitiv e  bone m arrow ce lls  betw een  active and cA L L  during rem ission  
sh o w s that this test is inadequate for m onitoring o f  d isease  activ ity . It seem s that the  
a ssessm en t o f  antigen expression  w ith the use o f  the m ean channel X  m ight be o f  som e practical 
value if  adequate controls w ou ld  be perform ed concurrently w ith the sam p le o f  interes.

7. UP-REGULATED EXPRESSION OF LFA-1(3 (CD18) ADHESION 
MOLECULES ON PERIPHERAL BLOOD LEUKOCYTES IN ACUTE 
STAGE OF ISCHEMIC BRAIN STROKE

1 2 / 2  IU. F isze r  , G. K o rc za k -K ow alska~ , W. P a la s ik  , A. G ó rsk i“, A. C zło n k o w sk a  
1 • 2
Institute o f  Psychiatry and N eu ro logy  and “Institute o f  T ransp lantology, M ed ica l 

S ch o o l, W arsaw
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T here is a gro w in g  interest in the role o f  leu k ocytes in brain isch em ia  w ith a particular 
attention to ce ll adh esion  m o lecu les  (C A M ) in p ath op h ysio logy  o f  this ph en om en on.

In the current study w e exam in ed  the expression  o f  IC AM -1 (C D 5 4 ), L F A - la  (CD1 la ), 
LFA-1(3 (C D  18) and M ac-1 (CD1 lb )  adhesion m o lecu les  on peripheral b lood  leu k o cy tes o f  
2 0  patients su ffer in g  from  isch em ic  stroke and in the control group o f  patients o f  respective  
a ge  but w ith  other nonvascu lar d isea ses o f  the nervous system . T he study w as carried out by 
m eans o f  f lo w  cytom etry , u sing F A C S sort (B ecton  D ick in son ) apparatus. E xpression  o f  C A M  
w as d eterm ined  as a m ean flu o rescen ce  value o f  ce lls . O ut o f  the C A M  exam in ed  LFA-1(3  
(C D  18) ex p ressio n  w as found heightened  on granulocytes and lym p h o cy tes in the patients  
w ith acute stage o f  their d isea se  as com pared to control group, a lthough at day 7 and day 30  
after stroke there w as no d ifferen ce  in the exp ression  o f  exam in ed  m o lecu les  am ong tw o groups  
tested .

R esu lts o f  this study confirm  a p o ssib ility  o f  the application  o f  antiadhesive therapy in the 
treatm ent o f  acute ep izo d e  o f  brain ischem ia . It has been proven that activated  leu k o cy tes m ay  
play a role in the disturbances o f  vascular b lood  flo w . It leads to the enlargem ent o f  necrosis  
zon e and o f  the area o f  in su ffic ien t b lood  supply.

8. ESTIMATION OF DNA CONTENT IN PROSTATE CARCINOMA BY FLOW  
CYTOMETRY -  PRELIMINARY STUDY

1 ? 7A. G a lis z  , R. R u tk o w sk P , C. R am lau
1 2D ept, o f  O n co lo g y , “D iv . o f  C ellu lar Im m u nology , U n iversity  o f  M ed ical S c ien ces,  
P oznan

M easurem ent o f  D N A  content by flo w  cytom etry in prostate carcin om a m ay be regarded  
as a su pp lem entary regim en to routine h isto logy  and m ay play a role as a sen sitiv ity  m arker 
o f  co n serv a tiv e  therapy.

S tu d ies w ere perform ed on tissu es sam pled  from  tum ors o f  patients (/7=25) undergoing  
transurethral resection  in the D ept, o f  U ro logy , Poznan U n iversity  o f  M ed ica l S c ien ces. 
S am p les for f lo w  cytom etry w ere prepared using ow n m odifica tion  o f  H e d le y ’s m ethod. 
C ytoron A b so lu te  Ortho cytom eter  w as used for the m easurem ent o f  D N A  content and M odFit 
softw are w as app lied  for an a lysis o f  h istogram s.

Forty e ig h t % o f  tum ors w ere aneuploid . G 1 cancers constitu ted  24% , G 2 -  56%  and G 3 -  
20%  in an a lysed  sam p les, T he percentage o f  tum ors w ith abnorm al D N A  content w as in G1 
-  50% , G 2 -  56%  and G 3 -  20%  (as G 3 fiv e  cases w ere c la ssified  on ly ). Further investigation s  
are planned to en large the group under study.

9. MURINE SMALLPOX: PHENOTYPIC DETERMINATION OF IMMUNOLO- 
GICALLY COMPETENT CELLS IN MOUSE CONJUNCTIVA
M. G ie ry h sk a  , J. K a w ia k 2, I. S p o h r  , A. P o p is 1, M G . N ie m ia lto w sk i1

'D ep t, o f  Im m u n ology , C hair o f  M icro b io lo g y  and Im m u nology , V eterinary F aculty  
SG G W , ~Dept. o f  C lin ica l C y to lo g y  C M K P, W arsaw

Viral d isea ses  p o se  a severe  problem  for peop le  and anim als. T heir pathom echan ism  is only  
partly understood . M urine sm allp ox  induced by ectrom elia  virus (E V ) constitu tes an ex ce llen t  
m odel a llo w in g  for the co g n itio n  o f  m echanism  o f  viral conjun ctiv itis in term s o f  natural 
in fection .

T he aim  o f  our study w as the determ ination o f  a profile  o f  inflam m atory c e lls  [T ly m p h o 
cytes (C D 4 +, C D 8 +, TC R a(3. TC R yS), m akrophages (M4>) and dendritic ce lls  (D C )] in the

http://rcin.org.pl



322 ABSTRACTS OF III CONFERENCE OF FLOW CYTOMETRY

con ju n ctiva  o f  E V  infected m ice. In the current study 6 - 8  w eek  old  B A L B /c  (H -2 d) m ice  w ere  
used , in fected  by an injection  into foot o f  M o sco w  E V  strain and un infected  control anim als. 
A fter 10, 14, 17 and 21 days after in fection  their conjun ctivae w ere co llected  and s in g le  cell 
su sp en sio n s w ere prepared. C ell profile , fo llo w in g  the reaction w ith fluorochrom e labelled  
m o n oclon a l antibod ies (anti C D 4: FITC, anti C D 8 :RPE, anti T C R a(3:FITC , anti TCR yS:R PE, 
anti M A C -1:F IT C , anti D C  rhodam ine) w as evaluated by How cytom etry.

In a peak o f  the d isease  (1 4 -1 7  days after in fection ) am ong conjunctival c e lls  there w ere
11.41%  T  ly m p h ocytes (4 .81%  o f  C D 4 + and 6 .6 % o f  C D 8 +), 8.18%  a(3+ and y5+ (7.5%  oc(3 
and 1.14% y5), 6.37%  m acrophages and 2% o f  DC . Prelim inary results ind icate a dom inan ce  
o f  C D 4oc(V  in a peak o f  the d isease .

10. DNA PLOIDY, ACTIVATION AND PROLIFERATION OF PERIPHERAL BLO
OD LYMPHOCYTES IN PATIENTS WITH RECURRENT APHTAE
R. G ó rsk a  , W. G liń sk i2, J. D w ile w ic z -T ro ja c ze k 3, J. S k iersk i4, U. D y b o w sk a '

1 2 * 3D ept, o f  Oral M u cosa  and Periodontal D isea ses, ~Dej>t. o f  Skin D ise a se s , D ept, o f
Internal M ed ic in e  and H em ato logy , M ed ica l S ch o o l, Laboratory o f  F lo w  C y to m e 
try, D rug Institute, W arsaw  

D N A  p lo idy , activation status and cell proliferation w as exam in ed  in 17 patients w ith  
recurrent aphtae. Patients w ere in the age ranging from  4 to 62  yrs (m ed iana  26  yrs). In 9 
patients the d isea se  took  severe course, in 8  -  relatively  m ild. In the patients w ith  severe  
d isea se  the percentage o f  C D 2 5 + ce lls  w as higher (75% ) as com pared to m ild  one (3 .7% ) p. <  
0 .0 5 . O ne hundred % o f  ly m p h ocytes o f  patients w ith recurrent aphtae w ere in G 0/G 1 o f  cell 
c y c le  (non-proliferating ce lls). A ssessm en t o f  D N A  p lo idy  o f  ly m p h ocytes has sh ow n  norm al 
D N A  content in 16 patients and hyperploidy in one patient w ith d iagn osed  anem ia.

11. PHENOTYPE OF BALF LYMPHOCYTES IN PATIENTS WITH NON
SMALL LUNG CANCER AND HEALTHY SMOKING PERSONS

1 ? 1 2  • 1 G. H o se r  , J. D o m a g a ła -K u la w ik " , D. W asilew sk a  , W. D ro szc z  , J■ K a w ia k

'D ep t, o f  C lin ica l C y to lo g y , M ed ical Centre for Postgraduate E ducation ,
“D ept, o f  P u lm o n o lo g y , M ed ica l S ch oo l, W arsaw

L ung cancer is a lead ing cause o f  m ortality in Poland, in both m en and w om en . M on itorin g
o f  early sign s o f  cancer in persons o f  high cancer risk m ay help in early d ia g n o sis  and in the
im provem ent o f  treatm ent results. T he first step to reach these go a ls  m ay be a better k n o w led g e
o f  ch a n g es w ithin im m u n olog ica l system  o f  cancer patients.

W e exam in ed  ce lls  o f  bronchoalveolar lavage (B A L F ) o f  14 sm o k in g  patients w ith
n o n -sm a ll lung carcinom a and com pared results to B A L F  c e lls  o f  healthy sm o k in g  vo lun teers.
H igherpercantage o f  neutrophils w as noted in B A L F ’s from unoccup ied  part o f  cancerous lung
as com pared  w ith B A L F  o f  healthy persons. The higher percentage o f  C D 8 + T  ly m p h o cy tes,
H L A -D R +T ce lls  (aciva ted ) and N K  c e lls  w as observed in B A L F  o f  cancer patients. C D 4 /C D 8
ratio w a s low er  than 1 . 0  in both, ill and healthy sm ok in g  persons.

12. INFLUENCE OF p53 GENE KNOCKOUT ON MOUSE LYMPHOCYTE  
SUBPOPULATIONS IN PERIPHERAL BLOOD AND LYMPHATIC ORGANS 
AFTER 5-FLUOROURACIL TREATMENT
G. H o s e r , J. K a w ia k 1, M. Kawalec- , B. M ik s1, T. S k ó r ski"

'D e^ t. o f  C lin ica l C yto lo g y , M ed ica l Centre o f  Postgraduate E ducation , W arsaw  
and "The Jefferson  U n iversity , Philadelphia, U S A
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In resp o n se  to D N A  dam age, p53 protein accum ulates in the cell nu cleus ca u sin g  c e lls  to  
undergo D N A  repair or apop tosis. Survival o f  lym phoid  ce lls  is regulated by a p op tosis as w ell. 
W e com pared  lym p h ocyte  p h en otypes o f  c e lls  from  peripheral b lood  and from  lym phatic  
organs in h o m o zy g o tic  and h eterozygotic  p53 knockout m ice. T he 5-fluorouracil treatm ent 
w as aim ed to induce apop tosis in m ice . There w ere observed  changes in th y m o cy te  su bsets in 
p53 g en e  k n ock out h o m o zy g o tic  anim als. In the lym ph nodes an increase o f  B c e lls  w a s noted  
in kn ock ou t m ice , h ow ev er  no ev id en t lym p h ocyte  ph enotype d ifferen ces w ere seen  in the 
peripheral b lood  and in the sp leen .

13. GLUTATHIONE MODULATIONS DO NOT INFLUENCE CURCUMIN IN
HIBITION OF APOPTOSIS

I  ? ?  . .3 2 • J
E. J a ru g a  , A. Z m ijew sk a -B ie la k  , E. Sikora~, J. S k iersk i , E. R a d ziszew sk a  , K. P iw ocka"

a n d  G. B a r to s z1
1 • 2 D epartm ent o f  M olecu lar B io p h y sics , U n iversity  o f  Ł ódź, "Departm ent o f  C ellu lar
B io ch em istry , N en ck i Institute o f  E xperim ental B io lo g y , W arsaw , 'V lo w  C ytom etry  
L aboratory, D rug Institute, W arsaw  

T hio l antiox idan ts seem  to play a key role in redox regulation  o f  ce ll death. A p o p to tic  ce lls  
w ere reported to lo se  G SH  ind ep en dently  o f  the inducing stim ulus. On the other hand, 
preservation  o f  intracellu lar g lu tath ione lev e l w as found to be correlated w ith prevention  o f  
o x id a tiv e  stress in th y m o cy tes and w ith a reduction in apoptotic D N A  fragm entation.

S in ce  curcum in , a natural y e llo w  dye o f  antioxidant and sca v en g in g  properties, w as sh ow n  
to b lock  d ex a m eth ason e-in d u ced  apop tosis o f  rat th ym ocytes, this antiapoptotic e ffe c t  has been  
studied in relation to g lutath ione content.

C urcum in w as sh ow n  to prevent glutathione lo ss  occurring in d exam eth ason e treated  
th ym o cy tes , enhan cin g  intracellu lar glutathione content at 8  hr to 192%  o f  that o f  non-treated  
ce lls . A  60%  increase o f  a c id -so lu b le  su lfhydryl groups w as a lso  observed.

In the presence o f  L -buth ion ine S ,R -su lfo x im in e  (inhibitor o f  g lutathione syn th esis)  
intracellu lar g lutath ione content o f  th y m o cy tes treated w ith  d exam eth ason e and curcum in fe ll 
to 31%  and a c id -so lu b le  su lfhydryl groups lev e l to 23%  o f  control after 8  hr.

U n ex p ec ted ly , electroph oretic  and flow  cytom etric  studies o f  D N A  fragm entation d em o n 
strated that apop tosis did not occu r ev en  after 2 0  hrs o f  incubation , w h ile  control th y m o cy tes  
and th y m o cy tes treated w ith B S O  sh ow ed  apop tosis at a leve l corresponding to sp on tan eou s  
apop tosis.

T h ese  results su g g est that an increase o f  g lutathione leve l caused  by curcum in is not d irectly  
in v o lv ed  in the antiapoptotic action  o f  curcum in.

14. EXPRESSION OF THE ADHESION MOLECULES IN PLASMA CELL LEU
KEMIA
J. K o p eć-S zlęza k , M. K ra j, R. P o g łó d , A. G a jew sk a , U. S ok o ło w sk a  

Institute o f  H em ato logy  and B lo o d  T ransfusion. W arsaw  

In this study the exp ression  o f  ce ll adh esion  m o lecu les  (C A M ): C D lla /C D 1 8 , V L A -4  
integrins, IC A M  and C D 4 4  on lym phoid  ce lls  in p lasm a cell leu kem ia  w as stud ied  in 
com parison  to that in m ultip le m y e lo m a  and B -C L L  leu kem ia  . The b lood  and bon e m arrow  
o f  37 patients and 10 healthy donors (control group) w ere analysed  by flo w  cy tom etry  on 
C ytoron A b so lu te  (O rtho) w ith m o n oclon a l antibod ies antisurface antigens: C D 4 5 , C D  14, 
C D 3 8 , C D 3 , C D  19, C D lla , C D  18, C D 4 9 d , C D 2 9 , C D 5 4  and C D 44 .

http://rcin.org.pl



324 ABSTRACTS OF III CONFERENCE OF FLOW CYTOMETRY

It has been found that the expression  o f  C A M  in p lasm a cell leu kem ia  w as d ifferent as 
com pared to healthy donors as w ell as to analysed patients w ith m ultip le m y e lo m a  and B -C L L . 
In plasm a cell leu kem ia  a sign ifican t increase o f  the expression  o f  C D 5 4  and a decrease o f  
LFA-1 m o lecu le  w as noted, in contrast to that in m ultip le m y e lo m a  and healthy donors. The 
type o f  LFA-1 change (a lo w  ex p ressio n ) w as sim ilar to that in B -C L L . T he ex p ressio n  o f  C D 4 4  
(h om in g  receptor) on b lood  lym phoid  c e lls  in p lasm a ce ll leu kem ia  w as low er  than that in 
m ultip le  m y e lo m a  and in control group. The V L A -4  m o lecu le  ce ll ex p ressio n  did not d iffer  
sign ifica n tly  w ithin  groups tested .

15. EXAMINATION OF GOAT LYMPHOCYTE SUBPOPULATIONS BY FLOW 
CYTOMETRY j j 2 2
W ło d zim ierz  K lu c iń sk i , A nn a  W innicka , J e rzy  K a w ia k  , G ra żyn a  H o se r  ,

B a rb a ra  M ik s2, Z ofia  R y n iew ic z3, R o b e rt B a ń k o w sk i1, E w a S ita rsk a 1, J a c ek  S ik o ra 1 

'D epartm ent o f  Internal D isea ses, Faculty o f  V eterinary M ed ic in e , A gricu ltural U n i
versity , W arsaw , “C enter for Postgraduate M edical E ducation , W arsaw , 3  Institute o f  
G en etics and A n im al G row th, P o lish  A cad em y o f  S c ien ces, Jastrzębiec

F lo w  cytom etry is one o f  the m ost m odern m ethods o f  qualitative and quantitative  
evaluation  o f  ce lls , eg . b lood  ce lls . D ifferent ce ll populations are analysed  separately  by 
„ leu co g a te” being  d istin gu ished  by their scatter (forw ard and sid e) profiles.

T he aim  o f  this study w as to estab lish  reference va lues o f  ly m p h ocyte  su bp opu lations in 
goats by F A C S analysis. In vestigations w ere done on 11 goats aged  one day to 3 m onths. 
W h ole  b lood  sam p les w ere analysed . P opulations o f  leu k ocytes w ere determ ined  w ith  a set o f  
sp ec ific  m on oclon a l antibod ies (produced by V M D R  Inc. Pullm an, U S A ) against G o C D 4 5  
(B A G B 2 0 A ), G o C D  14 (D H 5 9 B ), G o C D 2  (M U C 2 A ), G o C D 1 9  (B A Q 4 4 A ) , G o C D 4  
(G C 5 0 A I), G 0 C D 8  (C A C T 8 0 A ), G o „nuli” W C I - N 2  (B A Q 4 A ) labelled  w ith  FITC and PE  
(M ed ac, H am burg). E rythrocytes w ere lysed  w ith F A C S ly sin g  so lu tion  (B ecto n  D ick in so n ). 
D ata acquisition  and an alysis w ere done w ith S im u lS et in FA C Strak (B ecton  D ick in so n ) and 
in addition , analysed  w ith the P C -L ysis and W inM D I program .

O btained results have been presented as a m ean o f  percentage w ith  standard d eviation . 
Statistical d ifferen ces b etw een  the results obtained in goats o f  d ifferent ages w ere observed . 
T he presented study have sh ow n that the above m entioned  m ethod can be usefu l in the 
p h en otyp ing  o f  anim al cells .

16. PROPORTIONAL DIFFERENCES IN SUBPOPULATIONS 
OF LYMPHOCYTES IN GOATS AFTER EXPERIMENTAL 
IMMUNOMODULATIONr ./ / ? 2
W ło d zim ierz  K lu c iń sk i , A nn a W innicka , J e rzy  K a w ia k  , G ra żyn a  H o se r  ,

B a rb a ra  M iks~, Z o fia  R y n iew ic z3, R o b e r t B a ń k o w sk i1, E w a  S ita rsk a  , J a cek  S ik o ra 1 

1 D epartm ent o f  Internal D isea se , Faculty o f  V eterinary M ed ic in e , A gricultural 
U n iversity , W arsaw , “C enter for Postgraduate M edical E ducation , W arsaw ,

Institute o f  G en etics and A nim al G row th, P olish  A cad em y o f  S c ien ce s , Jastrzębiec  

A m o n g  m any factors causing  im m unosuppression  in anim als, g ly co co rtico id s form  a group  
o f  ph arm acolog ica l agents that act as anti-inflam m atory and at the sam e tim e suppress activ ity  
o f  the im m une system . W e determ ined the proportion o f  lym p h ocyte  su bp opu lations in 
c lin ica lly  healthy goats and later investigated  the e ffec t o f  a large corticostero id  d o se  on the  
sam e ly m p h ocyte  subpopulations. Im m unostim ulation  w as used as p reven tive  reg im en . In v e 
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stig a tio n s w ere done on 4 goats aged 2 years. The proportion o f  lym p h ocyte  subpopulations  
w a s determ ined in the first 5 days as w ell as on 10th day. A n im als w ere im m unosuppressed  
by D exafort (3 ml /  anim al /  day) over a period o f  tw o days and im m unostim ulated  by 
B aypam un (1 m l/an im al/day) over a period o f  tw o days before and tw o days after D exafort. 
L y m p h o cy te  su bp opulations (G o C D 2 , G oC D 4, G 0 C D 8 , G o C D 1 9  and „nu ll” W C I-N 2) w ere  
an alyzed  by B ow  cytom etry  (FA C Strak, B ecton  D ick in son ) o f  ly sed  w h o le  b lood  sam p les  
u sin g  m on o c lo n a l antibod ies (M U C 2 A , G C 50A I, C A C T 80C , B A Q 4 4 A , B A Q 4 A ). D irect 
la b e llin g  w ith  FITC and indirect labelling  using the A v id in -B io tin  system  as w e ll as conjugate  
m o n o clo n a l antibody w ith FITC or PE (M ed ac) w ere a lso  used. D ata acquisition  and analysis  
w ere don e w ith  S im u lS et nad P C -L ysis softw are.

C ytom etric  ana lysis w ith se lec ted  m onoclonal antibod ies revealed  the proportions o f  
lym p h o cy te  su bp opulations in healthy goats. E xperim ental adm inistration o f  D exafort and 
B aypam un for 2 co n secu tiv e  days caused  a sign ifican t alteration o f  the m ost lym p h ocyte  
su bp opu lations.

17. FLOW CYTOMETRY (FC) AND THREE-COLOR IMMUNOSTAINING IN 
ALVEOLAR LYMPHOCYTE PHENOTYPING. PROBLEM OF REFERENCE 
VALUES I 2 j  4
P. K o p in sk i  , B. L a ck o w sk a  , J. K a w ia k  , M. P iro zyh sk i  

1 • • 2D ept, o f  C lin ica l P ath op h ysio logy  CM  UJ, C racow , Centre for O n co lo g y  C racow ,
3 D ept, o f  C lin ica l C y to lo g y  C M K P, W arsaw , in s t i t u t e  for T ub ercu losis and L ung  
D ise a se s , W arsaw

B ronch oa lveo lar  lavage  lym phocyte  (L -B A L ) ph enotyping presents technical d ifficu ltie s  
due to a h igh proportion o f  non lym p hoid  ce lls , other contam ination and -  in som e cases -  low  
percentage o f  a lveo lar ly m p h ocytes, resulting in non-estab lished  reference va lues for L -B A L .

W e com pared  tw o- and three-color L -B A L  direct im m unostain ing in B ow  cytom etry (FC ) 
an a lysis o f  b ronchoalveo lar lavage (B A L ) perform ed in 23 healthy ind iv idu als (incl. 10 
sm ok ers) and 7 sarco id osis patients w ith lym p h ocytic  a lveo litis .

T he B A L  reactive cell differential count in FC based on three-color stain ing (m on oclon a l 
antibod ies: C D I5 F IT C /C D 14  P E /C D 45 P E C y5). A lveo lar  lym p h ocytes in FC w ere defined  
by C D 4 5 /S S C  gating. Q uality control w as perform ed using B D  S im ultest IM K  Plus criteria  
(for P B L ) m o d ified  by the authors. A lkaline phosphatase sta in ing served  as a parallel m ethod. 
T he im m u n o cy to lo g ica l procedure w as supp lem ented  by routine B A L  c y to lo g y .

In both FC m eth ods sim ilar results w ere obtained, sin ce  B A L  contained  m ore than 5% o f  
lym p h o cy tes. L -B A L  percentage w as rem arkably higher in FC than in routine c y to lo g y . 
Increased percentage o f  C D 3 +  c e lls  w ith on ly  a few  L -B A L  ex p ressin g  N K  (C D 3 C D  16 or 
C D 5 6  ), T  suppressor (C D 8 + C D  11 b+) or B cell phenotype, as com pared w ith PB L , w as found  
in all exam in ed  subjects. N o  sign ifican t d ifference w as found in L -B A L  ph en otypes as 
com pared to the results obtained in FC and alkaline phosphatase m ethod.

W e con clu d e B A L  tw o -co lo r  im m unostain ing to be su ffic ien t for lym p h ocyte  analysis, 
ex cep t o f  p o o r-lym p h ocyte  sam p les (in healthy sm okers three-co lor m ethod should  be c o n s i
dered). T h ree-co lor  ph en otyp ing  seem s to be usefu l in fast B A L  reactive cell d ifferential count. 
T  c e lls  (sen sitized  m em ory C D 4 + or cy to to x ic  C D 8 + c e lls )  are in our results the dom inating  
subset o f  B A L  reactive lym p h ocytes. Our results m ay serve as L -B A L  phen otype norm al 
values in healthy subjects. W e su g g est that new  reference va lues should  be estab lished  for 
L -B A L  su bsets based on a large num ber o f  exam in ed  cases.
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18. ANALYSIS OF THE CHANGES IN COMPOSITION
OF LYMPHOCYTE SUBPOPULATIONS IN PERIPHERAL BLOOD 
AND BLOOD FROM SPLEEN VEIN IN PATIENTS UNDERGOING 
SPLENECTOMY7 i 2 1
A rtu r  K o s tr z e w a  , J e rzy  S k ro b isz  , K r z y s z to f  W ik to ro w icz

'D iv . o f  C lin ica l Im m u nology  and A llerg o lo g y , K. M arcinkow ski U n iversity  o f  M e
d ical S c ien ce s , "Surgery D ept., R egional H ospital, Poznan

Sp leen  has the lym p h op oetic  ab ilities and it p lays a role o f  ly m p h ocytes storage place. A  
part o f  stored leu k o cy tes b e lo n g s to circu lating lym p h ocytes, w h ich  in the ca se  o f  increased  
requirem ent can be sent o f f  to circu lation . In som e stages an en largem ent (hyp ersp len ism ) due 
to various reason s is observed  and m ay lead to organ dysfun ction , lead in g  to e x ce ss iv e  
destruction o f  eryth rocytes and platelets. In those cases the rem oval o f  sp leen  (sp len ecto m y )  
is o ften  advised . Sp leen  rupture due to an injury is a lso  an ind ication for sp len ecto m y . The  
latter ca u ses transient changes o f  som e im m unolog ica l param eters in peripheral b lood .

T he aim  o f  this study w as to estim ate the in fluence o f  sp len ectom y on quantitative and 
qualitative ch a n g es in ly m p h o cy te s’ subpopulations in peripheral b lood  and b lood  from  sp len ic  
vein .

T he fo llo w in g  m aterial w as used in the study:
* peripheral b lood  c e lls  from  patients undergoing sp lenectom y,
* b lood  c e lls  from  sp len ic  vein , taken at the tim e o f  surgical intervention,
* peripheral b lood  c e lls  from  the sam e patients, taken on day 7 after sp len ectom y.
T he m easurem ent o f  absolute and relative num ber o f  ly m p h o cy te s’ su bp opulations w as 

perform ed on f lo w  cy tom eter (C ytoron A b solu te , O rtho), using Im m uno C ount 2 softw are and 
panel o f  an tib od ies (T R IO ) a llo w in g  to m easure T ly m p h ocytes (C D 3 +), B ly m p h o cy tes (C D  
19+), T  helper c e lls  (C D 4 +), T  cytotox ic /su p p ressor  lym phocytes (C D 8 +) and N K  c e lls  
(C D 1 6 +).

Sam p les o f  peripheral b lood w ere incubated w ith m onoclonal an tibod ies in the darkness at 
room  tem perature. A fter incubation sam ples w ere treated w ith O rtho-m une L y sin g  reagent 
and m easured in 3 -flu o rescen ce  co lor  using flow  cytom eter.

A s com pared  to peripheral b lood , sp leen  blood show ed:
* con sid erab le  increase o f  the num ber o f  m o n ocytes, granulocytes and rela tive ly  greatest 

increase o f ly m p h o c y te s ;
* increase o f  absolute and relative number of B lymphocytes (CD 19+) and N K  cells (CD 16+);
* increase o f  absolu te num ber o f  T lym phocytes (C D 3 ), T  helper ly m p h ocytes (C D 4 ), 

cy to to x ic -su p p resso r  T  lym p h ocytes (C D 8 +);
* d ecrease o f  relative num ber o f  T  lym phocytes (C D 3 +), T  helper lym p h o cy tes (C D 4 + ), 

cy to to x ic -su p p resso r  T  ly m p h ocytes (C D 8 +);
* increase o f  C D 4 /C D 8  ratio.
At the 7th day after sp len ectom y in peripheral blood as com pared to peripheral b lood  before  

sp len ecto m y  fo llo w in g  alterations w ere observed:
* norm alization  in absolute and relative num ber o f  T  lym phocytes (C D 3 );
* increase o f  abso lu te  and relative num ber o f  cy to tox ic-sup pressor T  ly m p h ocytes (C D 8 +) 

and N K  ce lls;
* d ecrease o f  absolu te and relative num ber o f  B lym phocytes;
* d ecrease o f  C D 4 /C D 8  ratio.
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19. IDENTIFICATION OF APOPTOSIS IN CT6 AND U937 CELLS
L. K ra siń sk a , J. B igda

D epartm ent o f  H isto lo g y  and Im m u nology , M ed ical U n iversity  o f  G dansk  

In the presented  study tw o cell lines w ere used as a m odel for a study on regulation  o f  
apop tosis. C T 6  ce lls  represent an IL-2 dependent line o f  cy to to x ic  T  ce lls . Interleukin 2 is the 
n ecessary  factor for their proliferation and its rem oval from the m edium  results in cell death. 
U 9 3 7  c e lls  represent a hum an h istiocy tic  lym phom a line sen sitiv e  to tum or n ecrosis factor  
(T N F ). T h ese  c e lls  in response to T N F  added to the m edium  m anifest apoptotic ce ll death. T o  
estim ate the rate o f  apoptosis in the cell lin es w e used both sim ple  and n o n sp ec ific  m ethods, 
based on ligh t and fluorescent m icroscop y  to evaluate m orphology  o f  the c e lls  and M T T  assay  
to estim ate  v iab ility  o f  the cell cultures. D egradation o f  gen om ic  D N A  w as estim ated  after 
iso la tion  o f  total D N A  and e lectroph oresis on 2% agarose gel stained w ith eth id ium  brom ide. 
C ell c y c le  distribution w as estim ated  by flo w  cytom etry after propidium  iod ide  staining. 
M eth ods em p lo y ed  in this study enabled  us to identify  apoptosis in the tw o presented  cell lines. 
It should  a llo w  us to start the studies on regulation o f  apoptosis in C T 6 and U 9 3 7  cells .

20. QUANTITATIVE AND QUALITATIVE ASSESSMENT OF HUMAN CORD 
BLOOD CELLS TRANSPLANTED TO MICE7 1 2 I
E w a K ra w c zy k  , T om asz O td a k  , E ugen iu sz M a c h a j', B a rb a ra  S tru m iło w sk a -B raun ,

Z yg m u n t P o jd a 1'2
1 2D ept, o f  Radiation H em ato logy  W IH iE , “D ept, o f  E xperim ental H em a to lo g y ,
C entre o f  O n co lo g y  W arsaw

Isolated  m ononuclear ce lls  or iso lated C D 3 4 + ce lls  from hum an um bilical cord b lood  w ere  
transplanted to m ice p rev iou sly  letally  irradiated (9 .5  G C o). A fter 2, 4, 6, 8, 10, and 24  days  
after transplant the num ber and phenotype o f  ce lls  (C D 3 4 +, C D 4 5 +) w as exam in ed  in 
h em op oetic  organs and b lood  o f  treated m ice. The relationsh ip w as tested  b etw een  the tem po  
o f  e lim in ation  o f  cord blood ce lls  and im m unosuppression  m ethods used. In addition the 
in flu en ce  o f  other assistin g  agents (eg zo g en o u s hum an cy to k in es) w as studied on quantitative  
and qu alita tive  alterations in the subsets o f  transplanted early hum an h em op oetic  cells .

21. DECREASED MEMBRANE PHOSPHOLIPID PACKING 
AND DECREASED CELL SIZE IN APOPTOSIS OF NEUTROPHILS/ 2 ? /
Iw on a  M a lin o w s k a , E lżb ie ta  G ó rsk a  , M a ria  W ąsik  , R om a R o k ick a -M ilew sk a

1 2D ept, o f  Pediatrics, H em ato logy  and O n co lo g y , Dept, o f  Lab. D iagn  & C lin ica l Im 
m u n o lo g y , M ed ical S ch o o l, W arsaw

A p o p to sis  can in v o lve  various changes in the cell m em brane. In particular m o d els  exposure  
o f  p h osp hatidy lserine on the outer m em brane leaflet can be detected  by increasing  binding o f  
lip oph ylic  d y e  m erocyjanine (M C 5 4 0 ) and can be detected  by flow  cytom etry. W e exam in ed  
in v itro  m em brane changes and size  o f  neutrophils undergoing spontaneous and accelerated  
by cy c lo h e x im id e  (C H X ) apoptosis.

A fter 24  hours o f  incubation w e observed  by flo w  cytom etry appearance o f  second  
population  o f  c e lls  w ith increased binding o f  M C 5 4 0  and decreased  forward scatter.

Incubation o f  ce lls  w ith C H X  caused  accelerated  appearance o f  sim ilar ch an ges in neutro
phils undergoin g  program m ed cell death and those changes w ere regulated by C H X .
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22. DETECTION OF PLATELET ANTIGENS AND ANTIBODIES USING FLOW 
CYTOMETRY
K. M aślan ka , A. G ron kow ska , M. U h rynow ska , E. B ro jer, K. D rzew ek , B. Ż upańska  

Institute o f  H aem ato logy  and B lo o d  T ransfusion, W arsaw

P latelet sp ec ific  antibod ies play an im portant role in the destruction o f  p la te le ts in such  
d isea ses  as neonatal a llo im m un e throm bocytopenia , posttransfusion purpura, refractoriness to 
pla te let transfusion and autoim m une throm bocytopenia . M ethods for the d etectio n  o f  platelet 
antigens and antibod ies are therefore very im portant for proper d iagn osis.

P latelet im m unoflu orescen ce  test (PIFT) evaluated  by routine ligh t m icro sco p y  has been  
used  by us for last 16 years, recently adjusted for the flow  cytom etry (P IF T -FC ) and used for 
the d etection  o f  hum an platelet antigens (H P A ) and antibodies. T his test appeared to be a 
very usefu l for the detection  o f  p latelet a lio - and autoantibodies m ainly due to an easy , 
o b jec tiv e  and sem iquantitative eva lu ation  o f  the results and a p o ssib ility  o f  storing data for 
later com parison . T he PIFT -FC  w as h ow ever  on ly  m arginally  m ore sen s itiv e  for the antibody  
d etectio n  than that read by m icroscop y .

S im ilarly  like the PIFT, the PIFT-FC  does not o cca sio n a lly  detect an ti-H P A -S  antibodies  
(due to a lo w  d ensity  o f  appropriate antigen on the p latelet) and d o es not d istin g u ish  betw een  
a nti-H P A  and H L A  antibod ies (the latter react very often  a lso  w ith p late lets). T he PIFT-FC  
appeared a lso  to be usefu l for H P A  phenotyping. It has how ever  been sh ow n  that it cannot be 
used  for d istin gu ish in g  HPA-1 h om o- and h eterozygous ind ividuals using o n ly  a n ti-H P A -la  
serum  (a n ti-H P A -lb  is a very rare one). P henotyping results obtained by the PIFT-FC  
correlated  very w ell w ith gen otyp in g  using PC R  -S eq u en ce  S p ec ific  Prim ers (P C R -S S P ) in 
all in v estiga ted  persons ex cep t in the patient w ith G lan zm an n’s throm basthenia (G T ). In such  
patients in sp ite o f  the gene cod in g  H P A -la , the lack o f  the product o f  this g en e  in PIFT-FC  
was observed, hence the phenotyping o f  platelets in patients with GT is o f  practical diagnostic value.

23. FLOW CYTOMETRIC ANALYSIS OF APOPTOTIC BONE MARROW  
CELLS USING PROPIDIUM IODIDE
L id ia  M azur, A g n ie szk a  C zyżew sk a , M ich a ł B ochenek

Institute o f  Z o o lo g y , Jagiellon ian  U niversity , 'N ational R esearch Institute o f  A nim al 
R eproduction , C racow

D N A  degradation is a b iochem ical hallm ark o f  apoptotic cell death. E x ten siv e  D N A  
c lea v a g e  provides a basis for the develop m en t o f  the How cytom etric  assa y s to identify  
apoptotic  ce lls . O ne is based on extraction o f  lo w  M W  D N A  prior to ce ll sta in ing w ith  
propid ium  iod ide. F ixation  o f  ce lls  in ethanol does not fully  preserve the degraded  D N A  w ithin  
apoptotic  cells: this fraction o f  D N A  leaks out during subsequent cell rinsing and stain ing. 
E xtraction  o f  the degraded D N A  from apoptotic c e lls  can be enhanced by addition o f  h igh  
m olarity phosphate-citrate buffer to the rinsing solution . A s a co n seq u en ce , apoptotic c e lls  
contain  reduced D N A  content and can be recogn ized , fo llo w in g  stain ing o f  cellu lar  D N A , as 
c e lls  w ith  lo w  D N A  stainability  („sub-G  1 ” peak) less than that o f  G 1 ce lls . T he f lo w  cy tom etric  
m ethod can be used for a sim ultaneous determ ination o f  apoptosis and ce ll c y c le  analysis o f  
n on -apop totic  ce lls .

A p o p to sis  p lays a fundam ental regulatory role in hom eostasis o f  the h em o p o ie tic  system . 
T he m odu lation  o f  the cell propensity to undergo apoptosis is dependent on d ifferen t e x o g e 
nous detrim ental factors acting on normal c e lls  e .g . ion izing  radiation, chem oth erapeutic
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drugs. U s in g  flo w  cytom etric  analysis o f  both, D N A  degradation o f  apoptotic c e lls  and cell 
c y c le  p osition  o f  non-apoptotic ones, a p o ssib le  m odulatory e ffec t o f  the am inoth iol W R -2 7 2 1 

(S -2 /3 -a m in o p ro p y la m in o /eth y l ph osphoroth ioic  acid). A m ifostin e  w as a ssessed  on the 
cy to to x ic ity  o f  io n izin g  radiation and chem otherapeutic drugs in the m ouse  bone m arrow.

24. FLOW CYTOMETRIC ANALYSIS OF PERIPHERAL BLOOD 
LYMPHOCYTES IN SELECTED VIRAL INFECTIONS
M. P ietru czu k , /. K osteck a , M. D ą b ro w sk a

D ept, o f  H em ato log ica l D iagn ostics, M ed ical S ch o o l, B ia łystok  

T ly m p h o cy tes are o f  primary im portance in viral in fections. T  helper c e lls  stim ulate B 
c e lls  to antibody production versus viral particles, w h ile  cy to to x ic  T  c e lls  destroy in fected  
ce lls . T ransform ed T ly m p h ocytes constitute cell population m orph o log ica lly  term ed v irocy- 
tes-m on on u clears. M icroscop ica l assessm en t o f  activated ly m p h ocytes o ften  rises doubts. T his 
is particularly true in relation to in fectiou s m o n o n u cleo sis  (IM ) and m o n o n u c leo sis-lik e  
syn drom es b e lo n g in g  to se lf-re so lv in g  lym phoproliferations.

T h e  aim  o f  the current study w as the cytom etric  evaluation  o f  peripheral b lood  lym p h ocyte  
su bsets in se lec ted  viral in fections from  the point o f  v iew  o f  routine d iagn ostic  utility. The  
study w as carried out on lym p h ocytes from  venous E D T A  treated full b lood , u sing C oulter  
procedure. C ytom etric  study w as perform ed by direct im m u n oflu orescen ce  on E PIC S X L  
(C ou lter) flow  cytom eter, using anti - C D 2, C D 3, C D 4, C D 8, C D 1 0 /C D 1 9 , C D 2 0 , C D 16 , 
C D 57 and C D 2 5  m onoclonal antibodies. E xam ined  group con sisted  o f  24  persons in the age  
3 -2 1  yrs. In 18 patients the d ia gn osis o f  IM , in 6 -  o f  cy to m eg a ly  (C M ) w as estab lished . The 
e x is ten ce  o f  viral in fection s w as confirm ed by sero log ica l tests.

In both groups o f  patients (IM  and C M ) the percentage o f  C D 8 + T  ce lls  (52 .5% , p. <  0 .001 ) 
w as sign ifica n tly  higher, w h ile  the expression  o f  C D 4 antigen w as decreased  (23 .8% , p. <
0 .0 0 1 ). C D 2 and C D 3 antigens w ere not altered (80%  and 77%  resp ectiv e ly ). It w as a lso  true 
for C D  16, C D 5 7  and C D 25  p o sitive  ce lls . In none exam in ed  cases C D  10 antigen (C A L L A )  
w as found. There w as a lso  no d ifferen ces in B cell antigen expression .

H igh C D 8 antigen expression  and the lack o f  C D  10 antigen seem  to be valuable m arkers 
in doubtful ca se s o f  in fectiou s m o n o n u cleo sis , particularly in children.

25. COMPARATIVE ANALYSIS OF UTILITY OF ROSETTE TEST, APAAP 
REACTION AND FLOW CYTOMETRY FOR DETERMINATION OF CD2 
ANTIGEN
M. P ie truczu k , J. O sada , M. D ą b ro w sk a

Dept, o f  H em ato log ica l D iagn ostics, M ed ical S ch oo l, B ia łystok  

E rosette test w ith sh eep  R B C  has been used for quantitation o f  T  ly m p h ocytes for years. 
It is know n that mature T  c e lls  p o sse ss  a receptor for these cells . R outine application  o f  rosette  
test has m any advocates (lo w  cost, easy  to perform ) as w ell as adversaries (substantial 
reservations). T he aim  o f  undertaken study w as a com parison o f  E rosette test to im m unoen- 
zym atic A P A A P  m ethod and to flow  cytom etry for the evaluation  o f  C D 2 antigen. C D 2 , M W  
5 0  kD  is the receptor for SR B C  and is responsib le for cell adhesion .

T he study w as perfom ed on iso lated  lym p h ocytes from  venous E D T A  treated b lood  o f  40  
healthy adult n on -sm ok ers in the age range 2 4 -4 5  yrs. E rosette test, A P A A P  im m unoenzy-  
m atic reaction (a lkaline phosphatase-anti alkaline phosphatase co m p lex ) and flow  cytom etric  
determ ination (EPIC  X L , C oulter) w ere carried out. R esu lts w ere expressed  in percent and
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absolu te  values. A t m ean percentage o f  30%  lym phocytes, percentage o f  T  ce lls  w as in E  
rosette test 56% , A P A A P  reaction 67% , How cytom etry 68% . A t absolu te lym p h ocyte  count 
1766 ce lls /p l absolute va lues for T ly m p h ocytes w ere respectively  1059/pil, 1239/p.l and 1241 
c e lls /p l. S ign ifican tly  h igher percent va lues o f  C D 2 + c e lls  w ere found in A P A A P  and flo w  
cytom etric  m ethods. There w as no sign ifican t d ifference betw een  A P A A P  and flo w  cytom etry. 
R osette  test is apparently the least sen sitiv e  as com pared to other m ethods used. T his m ay lead  
to erroneous assessm ent o f  the im m une system .

26. UV LIGHT AND CURCUMIN CAUSE DIFFERENT SYMPTOMS OF CELL 
DEATH IN HUMAN JURKAT CELLS
K. P iw ocka , A. B iela k -Ż m ijew sk a , J. Sk iersk i* , M. J  e rk a -D z ia d o s z■ a n d  E. S ikora  

N enck i Institute o f  E xperim ental B io lo g y  and *F low  C ytom etry Laboratory, Drug In
stitute, W arsaw

U V  has been sh ow n to induce apoptosis in m any ce lls . A fter U V  irradiation o f  rat 
th y m o cy tes and o f  Jurkat c e lls  w e  observed  typical sym ptom s o f  apop tosis such as internuc- 
leo so m a l D N A  fragm entation, form ation o f  su b G l fraction detected  by flo w  cytom etry  
a n a lysis and m orpholog ica l changes (shrinkage and form ation o f  apoptotic bod ies). W hen  
curcum in w as added to the m edium  im m ed iately  after U V  irradiation, inh ib ition o f  internuc- 
leo so m a l D N A  fragm entation w as observed . In Jurkat ce lls  curcum in presented D N A  frag
m entation  till six  hours after ce ll exposu re, in thym ocytes even  after 24  hours no D N A  
fragm entation w as detected . Contrary to thym ocytes, the prolongation o f  incubation o f  Jurkat 
ce lls  w ith  curcum in not only inh ib ited, but a lso  induced cell death.

N o n eth ele ss , m anifestation  in curcum in-treated Jurkat c e lls  w as d ifferent than in U V  
irradiated ce lls . Curcum in treated c e lls  d id n ’t sh ow  internucleosom al D N A  fragm entation  
although the ex is ten ce  o f  a su b -G l population w as ev id en ced  in these cells .

M orp hology  observed  after H oechst 3 3 3 5 8  and PI staining o f  U V  and curcum in treated  
ce lls , a lthough changed  in com parison w ith m orphology o f  control ce lls , w as not sim ilar to 
each  other. Contrary to fluorescen ce  dyes, ultrastructural exam ination  did not reveal any  
ch a n g es betw een  curcum in and U V  treated cells . W e postulate therefore that curcum in inh ib its  
c le a v in g  D N A  to intern ucleosom al fragm ents, but does not prevent cell death in Jurkat ce lls . 
M oreover, curcum in induces death o f  these ce lls  w ith different sym p tom s than that due to U V  
light.

27. EXPRESSION OF INTRACELLULAR bcl-2 ONCOPROTEIN AND FAS 
(CD95) ANTIGEN ON PERIPHERAL BLOOD LYMPHOCYTES

y  J  J  ?  2
J a c ek  R o liń sk i , P a w e ł K ra w c zy k  , A g a ta  S u rdacka  , A nna D m o szyń sk a  , E w a W ą sik  ,

P io tr  P o ża ro w s k i1
1 2D ept, o f  C lin ica l Im m u nology , and D ept, o f  H aem ato logy , U n iversity  Sch oo l o f  
M ed ic in e , Lublin

B c l-2  oncoprotein  is w id ely  expressed  in peripheral blood B and T  ce lls . The bcl-2  gene  
product has been show n to inhibit apoptosis. T he recently identified  Fas antigen, a lso  know n  
as APO-1 or Fas death factor is a cell surface m olecu le  that can m ediate apoptosis. Fas is m ain ly  
ex p ressed  in activated m ature lym p h ocytes. B c l-2  and Fas seem  to be o f  particular s ig n ifica n ce  
in lym p h ocyte  develop m en t and in the function o f  the im m une system . T hey play a critical 
role in the regulation o f  apoptotic lym phocyte  death in hum ans. W e studied the exp ression  o f  
b cl-2  oncoprotein  and Fas antigen in peripheral blood lym phocytes (P B L s) obtained from
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healthy donors u sin g  f lo w  cytom etry. It helped  us to better understand the m olecu lar  back
ground o f  d ifferen ces betw een  the B and T  ly m p h ocyte  subsets.

T he cell surface C D 3, C D 4, C D 8, C D  19, C D 45R O , C D 56 , C D 95  antigens and the bcl-2  
m itochondrial oncoprotein  w ere determ ined on fresh iso lated  ce lls  in each  case.

T hey  w ere fix ed  w ith paraform aldehyde and perm eab ilized  w ith m ethanol for better  
im m unod etection  o f  the intracellular bcl-2  protein before incubation w ith FITC conjugated  
anti bc l-2  m ouse  m on oclon a l antibody. T o determ ine the flu orescen ce  intensity o f  b c l-2 , the 
logarithm ic flu o rescen ce  channel intensity w as converted to arbitrary units based on the 
Im m unoC ount 2 .0  softw are. W ilc o x o n ’s m atched pairs test and M annW hitney U  test w ere  
applied  for statistical s ig n ifica n ce .

W e found sig n ifica n t d ifferen ces in bcl-2  expression  betw een  T  and B and a lso  b etw een  
T and N K  cells . T  c e lls  expressed  a higher level o f  bcl-2  protein than B and N K  ce lls .  
E xpression  o f  b c l-2  in C D 4 + and in C D 8 + c e lls  w as different - so m e donors have higher  
ex p ression  o f  C D 4 + and som e higher C D 8 +. Fas expression  w as w eak  on ly m p h o cy tes -  only  
lo w  detection  o f  this antigen w as p ossib le  on T  ce lls . It w as im p ossib le  to detect it on B and 
N K  cells .

Our results sh ow  that b c l-2  e xpression  depends on subpopulations o f  healthy donors P B L ’s. 
V arious exp ression  o f  these antigens cou ld  lead to d ifferential elim ination  o f  these  c e lls  by 
apoptosis. It cou ld  be responsib le  for the inh ib ition o f  apoptosis or the accum ulation  o f  long  
liv ed  lym p h ocytes.

28. DEVELOPMENTAL POTENTIAL AND KARYOTYPIC
CHARACTERIZATION OF BOVINE EMBRYOS DERIVED FROM IV M 
OOCYTES FERTILIZED WITH SPERMATOZOA STAINED FOR FLOW  
CYTOMETRY

I I ? j
Z d zis ła w  S m o rą g  , L ucyn a  K ą tsk a  , E w a  Słota~, B ożenn a R yńska

1 . . 2D epartm ent o f  A n im al R eproduction, “ D epartm ent o f  Im m uno- and C y to g en etics , 
N ational R esearch Institute o f  A nim al Production, B alice /C racow

Sperm atozoa for flo w  cytom etry purposes are com m on ly  stained with the vital d ye H oechst  
3 3 342 . The aim o f  this study w as to determ ine the e ffec t o f  the fluorochrom e H o ech st 3 3 3 4 2  
on the in v itro  fertilization  ability  o f  frozen-thaw ed sperm atozoa and d evelop m en ta l potential 
o f  em bryos obtained. M oreover, the regularity o f  karyotype o f  the bovin e b lastocysts derived  
from IV M 7IV F 7IV C  o o cy tes w as analysed. In the experim ent frozen sem en o f  bu lls w as used. 
A fter thaw ing the sperm  sam ple w as analysed. In the experim ent frozen sem en  o f  4 bu lls w as  
used. A fter thaw ing the sperm  sam ple w as d iv ided  onto  tw o portions o f  w h ich  one w as stained  
with H oechst 3 3 3 4 2  (4  |ig /m l)  and the second served as a control. Then both sam p les w ere  
capacitated according to standard m ethod and used for insem ination  o f  IV M  bovin e o o cy tes. 
After 20  to 22  h o f  fertilization  zy g o tes w ere cultured in v itro  for 8 to 10 days up to the hatched  
blastocyst stage. Som e b lastocysts derived from fertilization  by both H oechst-treated  and 
control sperm atozoa w ere investigated  cy to g en etica lly  according to conventional tech n iques. 
The experim ent sh o w ed  d ifferen ces in the ability to fertilization  o f  stained, as com pared  to 
unstained control sem en . T h ese  d ifferen ces (p < 0 .0 1 ) appeared on ly  in the ca se  o f  one bull and 
concerned the proportion o f  em bryos d ev e lo p in g  up to b lastocyst stage. It m ay reflect  
individual su scep tib ility  o f  bull sem en to staining procedure.
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29. GRANULOCYTE ANTIGENS AND ANTIBODIES DETECTION USING 
FLOW CYTOMETRY
M. U h rynow ska , K. M aślan ka , U. P od sta w k a , B. Ż upań ska  

Institute o f  H aem ato logy  and B lood  T ransfusion, W arsaw  

A n tib od ies reacting w ith granulocyte antigens can result in a llo im m un e neonatal granu
lo cy to p en ia , transfusion-related  lung injury and other posttransfusion non -h aem oly tic  reac
tion s, autoim m une granulocytopenia , drug-induced im m une cytopenią .

T he frequency o f  these disorders is probably underestim ated due to the poor availab ility  o f  
hum an typ ing sera for granulocyte antigens and technical d ifficu ltie s  in obtain ing non dam aged  
c e lls  for typing. The granulocyte im m unoflu orescen ce  test (G IFT), w h ich  w e  have been using  
for the last 15 years, is still regarded as the best screen ing  test for granulocyte antibod ies and 
antigens. T he G IFT  d o es not, how ever, d istinguish  the granulocyte sp ec ific  antibod ies from  
anti-H L A  antibod ies and im m une co m p lex es w ithout using other techniques w h ich  are a lso  
perform ed in our lab.

D uring last tw o years w e have introduced flow  cytom etry (FC ) for the evaluation  o f  the 
resu lts obtained in the G IFT. FC a llo w s to be the G IFT  less dependent on an observer  
ex p erien ce , m ore o b jective  and quantitative. H ow ever, fa lse -p o sitiv e  flu orescen ce, m ain ly  due  
to d am aged  c e lls  (cy top lasm ic  flu orescen ce) is so m etim es easier  to d istin gu ish  in the m icro
sco p e , w h ich  is usually  not the case  if  w e work w ith p latelets. W e shall present our ex p erien ce  
in the d ia g n o sis  o f  a llo im m un e neonatal granulocytopenia  using the G IFT-FC .

30. MIXED PHENOTYPE OF LYMPHOCYTES IN HYPERTROPHIC 
TONSILS

/ ? 1 3M a ria  W ąsik , L id ia  Z aw adzka-G los~ , J o la n ta  R yb czyń sk a  , Iw on a M a lin o w sk a  , M ie-
2c zy s ła w  C h m ielik

1 2D ept, o f  Lab. D iagn ostic . & C lin ical Im m u nology , “ D ept, o f  Pediatric O thorhinola- 
ryn g o lo g y  and 2 D ept, o f  Pediatrics, H em ato logy  and O n co lo g y , Sch oo l o f  M ed ic in e , 
W arsaw

W a ld ey er ’s ring, the lym phoid  tissue loca lized  at the entrance o f  the respiratory and 
gastrointestinal tracts is continuou sly  ex p osed  to stim ulation and recurrent inflam m atory  
reaction  that m ay cause its hypertrophy and in con seq u en ce , create ind ications for to n sillo to 
m y. In so m e  ca ses after ton sillo tom y the tonsils hypertrophy recurs. The aim  o f  this study w as  
to estim ate  a phenotype o f  ly m p h ocytes isolated  from  tonsils tissue after the first and the 
secon d ary  tonsillo tom y.

S in g le  cell su sp en sion s w ere prepared from tonsils and c e lls  w ere stained by dual co lor  
(F IT C /R P E ) m onoclonal antibod ies (D A K O ) in the fo llo w in g  com binations:

C D 2 /C D 19, C D 3 /C D 19, C D 5 /C D 19, C D 5 /C D 2 0  and C D 4 /C D 8 . The appropriate iso typ ic  
control w as used. C ellu lar D N A  w as assessed  by stain ing w ith propidium  iodide. D ata w ere  
c o lle c te d  and analyzed  by a softw are on flo w  cytom eter EPICS X L  (C oulter). In 8 out o f  10 
analyzed  ton sils  the h igher num ber o f  ce lls  w ith expression  o f  B than T  antigens w as found. 
In tw o  ca ses, in tonsils from  children after secondary ton sillo tom y the percentage o f  C D 3 + 
c e lls  w as higher than C D 1 9 +. In all ca ses the num ber o f  C D 4 + ce lls  w as three tim es higher  
than C D 8 +. In 4  out o f  10 tonsils the ce lls  w ith the m ixed  phenotype as C D 2 + /C D  19 +, C D 3 + 
/C D  19 + and C D 4 + /  C D 8 + w ere found.

T he percentage o f  these ce lls  ex ceed ed  the percentage o f  cell doublets a ssessed  by D N A
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ploidy or by a microscope examination. This is a preliminary communication, the study is in 
progress. To make the final conclusions bigger population of patients should be tested.

31. LEVEL OF CD34+ CELLS IN PERIPHERAL BLOOD IN HEALTHY 
DONORS STIMULATED BY PHILGRASTIM (rhG-CSF)
J.M. Z aucha1' W. Stanulew icz2, W. K nopińska-Posłuszny , K. H alabarda1, T.S. Chodnik2,2 i

A. M yśliw sk i', A. Hellmann
1 ^ 3Dept, of Hematology, “Chair and Dept, of Histology and Immunology, Chair and
Dept, of Clinical Biochemistry, Medical University of Gdansk

The level of CD34+cells in peripheral blood was monitored in 12 healthy donors stimulated 
by philgrastim in order to establish a day of the collection of hemopoetic cells from peripheral 
blood for allogeneic transplantation (PBSCT). RhG-CSF was administered every day in the 
evening, in the dose 10 p.g/kg/day subcutaneously over 5 days. The level of CD34+ cells was 
evaluated every morning by flow cytometry. Peripheral EDTA blood was allowed to react 
with anti CD34 PE (Becton Dickinson). Normal mouse IgG PE (also BD) served as an isotype 
control. After 30 min incubation at 4°C erythrocytes were lysed by Q-prep® Coulter and 
afterwards samples were analysed in EPICS CS cytometer: the content of scattergram with 
gated lymphocytes FLS/L90°LS was forwarded to the scattergram L90°LS/LRFL (red fluo
rescence, logarithmic scale). Percentage of CD34+ cells was calculated as a difference of 
content of quadrant of positive cells and apparently positive from the analysis of the control 
sample.

At the same time total leukocytosis (WBC) in peripheral blood was monitored as well as 
the level of mononuclears (MNC) by means of Technicon 1 appparatus. It has been found that 
in all donors initial level of CD34+ cells was very low: mediana 0.32 x 10(7l (0.1-1.49). Marked 
rise of CD34+ cells up to mediana 22.6 x 1O6/ 1 () 1.57-99.6) was observed almost in all donors 
starting from day 3 (60 hrs after first dose of rhG-CSF). Maximal values of CD34+: mediana 
115.8 x 106/l (13-328.2) was obtained in 8 donors at day 5, in others at day 4. In one donor 
maximal CD34+ level was low (13 x 106/1) what was unsufficient to perform transplantation. 
The rise of WBC in all donors was seen from day 1, while MNC from day 3. Maximal WBC 
values: mediana 53.5 x 10̂ /1 (46.5-72.1) were found in 8 donors at day 5 and in 4 at day 4, 
while in one at day 6 (this donor received G-CSF over 6 days). Maximal MNC level -  mediana 
8.9 x 10 /1 (4.7-11.43) was noted in 8 donors at day 4, in remaining at day 5. There was no 
correlation between values of WBC, MNC and CD34+ cells at the days of maximal increase 
of monitored parameters. The rise of WBC, MNC and CD34+ cells of donors stimulated the 
same dose of G-CSF varied, reaching maximal values at day 4 and 5. Low CD34+ level at day 
3 may indicate ineffective cell mobilization and calls for an increase of rhG-CSF.

32. ELEVATED Bcl-2 ONCOPROTEIN IN LI 210 LEUKEMIC CELLS EXPOSED 
TO OXIDATIVE STRESS
W ioletta Zim owska, T. M otyl, J. Skierski,* Bożena Bcdasińska, T. P łoszaj

Dept, of Animal Physiology, Veterinary Faculty, Warsaw Agricultural University, 
*Flow Cytometry Laboratory, Drug Institute, Warsaw

Bcl-2 is a 26 kD integral membrane protein that has been localized to intracellular sites of 
oxygen free radicals (OFR) generation such as mitochondria, endoplasmic reticulum and 
perinuclear membranes. Bcl-2 is the best known regulatory protein which inhibits apoptotic 
cell death induced by many diverse agents, including OFR.
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The aim of this study was to explore the dose-, and time-dependent effects of hydrophilic 
peroxyl radical initiator- 2,2’ azobis(2-amidinopropane)dihydrochloride (AAPH) on apoptosis 
and expression of Bcl-2 in L 1210 leukemic cells. A simultaneous flow cytometric analysis of 
Bcl-2 level (FITC-conjugated monoclonal anti-Bcl-2 antibodies, DAKO), apoptotic cell 
number and cell cycle phases (DAPI labeled DNA) was performed. To investigate the intensity 
of OFR generation in AAPH-treated cultures, flow cytometry with 6-carboxy-2’7’-dichlo- 
rodihydrofluorescein diacetate, di(acetoxymethyl ester)(CDCDHF-DA) as an oxidation-sen
sitive fluorescent probe was performed.

The progressive increase of intracellular OFR concentration, manifested by the rise of 
C-DCDHF-DA oxidation, was observed during 24 hrs cells exposure to AAPH. Analysis of 
cell viability by the use of trypan blue exclusion method revealed that AAPH reduced the 
ability of L1210 cells to multiply or to survive. AAPH increased the number of leukemic cells 
with typical features of apoptosis like: condensation of chromatin, pyknosis and fragmentation 
of nucleus, followed by secondary necrosis (H033342 and PI staining). A characteristic 
internucleosomal DNA cleavage, visualised as a DNA „ladder” consisting fragments, that are 
multiples of 180-200 bp, was also observed. The intensity of apoptosis was dependent on 
AAPH concentration, time of exposure, and the availability of growth factors and nutrients in 
extracellular environment (FCS concentration).

The novel observation was the increase of Bcl-2 level in L1210 leukemic cells surviving 
an oxidative stress. The expression of Bcl-2 protein significantly rised with increasing AAPH 
concentration, and a time of cell exposition to this oxidant. This phenomenon could be the 
result of: 1) negative selection of cells with the lowest expression of Bcl-2, being more 
susceptible to oxidative stress, 2) increased synthesis and/or decreased degradation of Bcl-2 
protein as an adaptation to continuous OFR loading. In contrast to growth-promoting medium 
( 10% FCS/RPMI), the maintenance medium (2% FCS/RPMI) did not cover cell requirements 
for progressive Bcl-2 increase at the highest AAPH concentration (2 mM), applied in this 
study. Several observations indicate that the increased Bcl-2 level in surviving L1210 leukemic 
cells exposed to oxidative stress is a symptom of their natural defence against cellular 
peroxidation of lipids and apoptosis.

33. LYMPHOCYTE ADHESION MOLECULES IN THE PROCESS 
OF RENAL ALLOGRAFT REJECTION
G. K o rczak-K owalska, P. Wierzbicki, M. Durlik, J. W ygzat, D. K tosowska, A. G örski 

Transplantation Institute, Medical School, Warsaw
Graft infiltration involves several steps, including the attachment of leukocytes to the 

vascular endothelium, their migration within the graft, and their selective activation and local 
proliferation. The binding of lymphocytes to endothelial cells and, via subsequent transendo
thelial migration, to components of the ECM (extracellular matrix) leads to the engagement 
of several adhesion molecules including L-selectin, LFA-1, VLA2Z, VLA-3, VLA-4, VLA-5, 
VLA-6 and CD44.

In this study, we investigated the expression of VLA-2, VLA-3, VLA-4 and VLA-5 on T 
cells from peripheral blood from renal allograft recipients and VLA-2, VLA-3 on graft 
infiltrating T cells. Renal allograft recipients included patients with uneventful stable course 
as well as those with biopsy-proven acute and chronic rejection. Controls included healthy 
donors.

http://rcin.org.pl



ABSTRACTS OF III CONFERENCE OF FLOW CYTOMETRY 335

Immunofluorescence phenotyping was performed using a FACSort (Becton Dickinson) 
and data was analyzed using Lysis II software.

Acute and chronic rejection are associated with significantly diminished levels of circula
ting T cells bearing VLA-2, VLA-4 and VLA-5. The intensity of expression (mean channel 
number) of VLA-2, VLA-3, VLA-4 and VLA-5 on circulating T cells was increased in patients 
with acute rejection and slightly in patients with chronic rejection. Percent and intensity of 
expression of VLA-2 and VLA-3 on T cells obtained from removed kidney allografts were 
higher than in peripheral blood.

T cells expressing VLA-2, VLA-3, VLA-4 and VLA-5 are actively engaged in the 
interactions with endothelium and the extracellular matrix. Our data may be interpreted as an 
evidence for rejection-associated migration of those cells to allograft.

PLENARY LECTURES
APPLICATION OF FLOW CYTOMETRY TO TRANSFUSION MEDICINE AND 

IMMUNOHEMATOLOGY
Barbara Żupańska

Institute of Hematology and Blood Transfusion, Warsaw
Flow cytometry can be applied to several aspects of transfusion medicine and immunohe- 

matology (apart from immunophenotyping in hematological neoplasia) such as:
1. detection and quantitation of Ig bound to peripheral blood cells in vivo\
2. detection and quantitation of minor cell population (eg. fetomaternal hemorrhage, 

transfused red cells, red cells chimerism and mosaicism, residual leucocytes in leucocyte-de
pleted blood products;

3. detection and quantitation of cellular antigens;
4. detection of platelet and leucocyte antibodies;
5. demonstration of platelet activation;
6. evaluation of monocyte interaction with IgG-sensitized red cells.
In this presentation some of these aspects, based on our own experience, will be underlined. 

They will concern: 1) platelet alloantibodies and autoantibodies detection and identification,
2) identification of platelet specific antigens (HPA), 3) granulocyte alloantibodies and auto
antibodies detection and identification, 4) identification of granulocyte specific antigens, 5) 
detection ofFcRIII defect on granulocytes and antiFcRIII antibodies, 6) evaluation of red cell 
subpopulations and granulocytes defective in complement inhibitors (DAF and MIRL).

All these results will be discussed with regard to their clinical importance (nonhemolytic 
posttransfusion reactions, fetomaternal incompatibility, autoimmune cytopenias, immune and 
non-immune red cell destruction).

SHORT REPORT ON THE ACTIVITY OF THE EUROPEAN WORKING GRO
UP ON CLINICAL CELL ANALYSIS (EWGCCA)
Barbara Żupańska

Institute of Hematology and Blood Transfusion, Warsaw
The goal of the EWGCCA is the further development and standarization of new analytical 

techniques in clinical cell analysis. The current group focuses on flow cytometry and image 
analysis, while a second section will focus on molecular biology.

This initiative started in Germany by Prof. Schmitz 5 years ago and reached an international
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level in 1996 when the „Consensus Protocol on the Immunophenotyping in Hematological 
Neoplasia” was published in Leukemia. G. Schmitz invited scientists from 13 European 
countries, including Hungary and Poland, and industrial members for the 1st Meeting of the 
EWGCCA (Antwerp, 4 July 96) -  the statutes and working plans were discussed. In practice 
the EWGCCA will:

1) promote the transfer of methodology from basic science to clinical practice by providing 
standarized „consensus protocols”.

2) organize European Summer Schools for the training;
3) promote scientific conferences;
4) promote the European collaboration of various disciplines and societies without inten

tion to constitute the EWGCCA as a formal scientific society.
Activities of the group started independent of the joint BIOMED 2 application of its 

members which should allow much more effective exchange in the near future. The 2nd 
Meeting was held in Regensburg on February 1, 1997. G. Schmitz was elected as the speaker 
of the group, J.W. Gratama as the treasurer and further plans were discussed. Between these 
two meetings the „Consensus Protocol for the Flow Cytometric Characterization of Platelet 
Function” has been written and will be published soon.

APPLICATION OF FLOW CYTOMETRY FOR THE DETECTION 
AND CHARACTERISTICS OF PRIMARY IMMUNODEFICIENCIES
K azim ierz M adalinski, Jacek M ichalkiewicz, Exva K ostecka

Dept, of Clinical Immunology, Childrens Memorial Health Institute, Warsaw
Primary immunodeficiencies may affect different parts of the immune system at variable 

age, but mainly during infancy and childhood. We describe an application of flow cytometry 
to characterize deficiencies, mainly of cellular branch of immunity.

Nijmegen breakage syndrome (NBS) is an inherited syndrome resembling ataxia telan
giectasia (AT) [immunological defects, chromosomal instability], but without basic clinical 
symptoms of AT such as cerebellar ataxia, oculocutaneous telangiectasia.

The patients have microcephaly and retarded physical development as common features. 
This type of disorder was first described by Weemaes, who named it after the place of 
discovery. Cytogenetic features of NBS are similar to those described in AT, with rearrange
ments involving four fragile sites: two on chromosome 7 (7pl3 and 7q34) plus two on 
chromosome 14(14q 11 and 14q32). We compared lymphocyte surface markers in a group 
of 29 children with NBS (quite a big number, as for world registry!) with those in a group of 
10 children with AT.

Results: Flow cytometry analysis of peripheral blood mononuclear cells CPBMC showed 
that patients with NBS and AT shared some changes in the expression of lymphocyte surface 
markers: 1) decrease in the proportion of CD3+ and CD4+ cells, with normal proportion of 
CD8+ cells, 2) low CD4/CD8 ratio, 3) selective decrease in the proportion of CD4+ T cells 
with the expression of CD45RA molecule (’virgin’ phenotype), 4) elevated proportion of T 
cells carrying CD45RO molecule (’memory’ phenotype), 5) decrease in the expression of 
CD28 molecules on CD8+ T cells, 6) high number of CD56+cells (NK phenotype) and elevated 
number of TcRy/5 positive cells. In patients with NBS, but not in those with AT the defect in 
the expression of CD45RA molecule was noted also on CD8+ T cells.

Conclusion 1: Patients with NBS and AT have a severe deficiency of virgin T helper cells. 
In patients with NBS the deficiency of CD45RA expression concerned also CD8+ cells. Defect
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in the expression of CD45RA may reflect a decline in the capacity for production of new CD4+ 
and / or CD8+ T cells, since the high expression of CD45RA molecule is typical for T cells 
which left the thymus (early thymic emigrants).

We have also found several abnormalities of lymphocyte surface markers in a group of 17 
children with chronic granulomatous disease (CGD). This is an inherited disorder of 
phagocyte function that results in elevated susceptibility to pyogenic infections mediated by 
catalase-positive bacteria. Most important changes concerning lymphocytes were the follo
wing: 1) decrease in the number of circulating CD3+ and CD4+ T cells, 2) increase in the 
amount of CD8+ and CD56 as well as B lymphocytes, 3) deficiency of CD4+ population, due 
to reduction of the number of ’virgin’ and ’memory’ cells. In contrast, an increase in CD8+ 
population was due to an elevated number of ’memory’ subset of CD8 T cells. The population 
of ’virgin’ CD8+ T cells remained unchanged.

Conclusion II: In patients with CGD there is a defect concerning CD4+T cells (of virgin 
and memory phenotype) and elevated component of immune response with engagement of 
CD8+ cells.

Additionally, we describe defects in the expression of lymphocyte surface markers in two 
patients suspected of severe combined immunodeficiency (SCID) (very low number of T 
cells, lack of B lymphocytes and very high number of CD56 positive cells), as well as the 
presence of elevated proportion of TcRy/5 positive cells.

Finally, we want to show quite severe T cell defect [proportions: CD3 33%; CD4 11%; 
CD4/CD8 ratio 0.41, diagnosed as the complete unresponsiveness to hepatitis B vaccine 
(among many children vaccinated in 10 academic hospitals in Poland).

CYTOMETRIC ASSAY FOR IL3
J. Kawiak, E. Glowacka

Department of Clinical Cytometry. Medical Centre of Postgraduate Education, Warsaw
Assay of biological activity of cytokines seems to be more informative than the assay for 

presence of cytokine protein (ELISA). Biological activity of cytokine may be tested on 
sensitive cell line. The mouse BaF3 cell line is dependent on mouse IL3. The cells start an 
apoptosis program, when IL3 is not present in the culture medium or is present in too low 
concentration. This observation may be used for IL3 assay.

Apoptotic BaF3 cells were recognized by:
-  DNA cytometry of fixed cells with extracted low MW DNA (Z. Darzynkiewicz, X. Li, 

J. Gong 1994),
-  annexin V binding as a measure of phosphatidyloserine translocation to the surface of 

apoptotic cells,
-  propidium iodide diffusion into the apoptotic cells (Zamai L, Falcieri E at al. 1996).
Annexin V binding and propidium iodide diffusion into cells appear to be early and

correlated events of apoptosis. Propidium iodide diffusion test in a controlled conditions was 
used for tests with the recombinant IL3 for construction of the calibration curve.

O p r a c o w a ł p ro f . d r  h ab . J. Ż e ro m sk i
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KOMUNIKATY

KOMUNIKAT FUNDACJI BIOLOGII KOMÓRKI I BIOLOGII 
MOLEKULARNEJ

Zarząd Fundacji Biologii Komórki i Biologii Molekularnej przyznaje doroczią 
nagrodę naukową, w tym również w roku 1997 i 1998, za wyróżniającą się oryginahą 
pracę z zakresu biologii komórki, indywidualną lub zespołową, wykonaną wyłączne 
w krajowej placówce naukowej, opublikowaną w ostatnich dwóch latach w czi- 
sopiśmie figurującym w Current Content bądź Medline.

Zgłoszenia wraz z dwoma odbitkami należy kierować do dnia 15 listopada 
każdego roku pod adresem Fundacji. Regulamin dorocznej nagrody m ożna znaleić 
w każdym zeszycie rocznika 1997 PBK.

Fundacja Biologii Komórki i Biologii Molekularnej 
ul. Marymoncka 99, 01-813 Warszawa 
tel. 34-03-44, fax 3404470

VII OGÓLNOPOLSKA KONFERENCJA BIOLOGII KOMÓRKI 
THE VIITH POLISH CONFERENCE ON CELL BIOLOGY

Uprzejmie informujemy, że VII Ogólnopolska Konferencja Biologii Kom órd 
zostanie zorganizowana w 1999 roku , w dniach 9 (środa) do 12 (sobota) września, 
w Krakowie.

Za organizację Konferencji z upoważnienia Polskiego Towarzystwa Biologii K)- 
mórki odpowiedzialni będą profesorowie: Tadeusz Cichocki, W łodzimierz K)- 
rohoda i Stanisław Przestalski.

Zainteresowanych prosimy o śledzenie dalszych komunikatów.

First Announcement. The Vllth Polish Conference on Cell Biology will be 
organized in Cracow, on 9 (Wednesday) to 12 (Saturday) September 1999.

For the organization of Conference the professors: Tadeusz Cichocki, W b- 
dzimierz Korohoda and Stanisław Przestalski have been chosen by the Polish Cell 
Biology Society.

Please keep attention to the forthcoming communicates.
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IV KONFERENCJA POLSKIEGO TOWARZYSTWA CYTOMETRR 
PRZEPŁYWOWEJ

Konferencja nt. „Cytometria przepływowa w badaniach naukowych i diagnostyce” 
odbędzie się w Gdańsku w dniu 18 października 1998 roku. W programie prze
widujemy wystąpienia zaproszonych gości oraz sesję plakatową. W ykładowcami 
będą: Zbigniew Darżynkiewicz (Nowy Jork, USA), Jim W atson (Cambridge, W. 
Brytania), Carleton Stewart (Buffalo, USA), Paul Robinson (West Lafayette, USA), 
David Hedley (Toronto, Kanada), Jan Kapuściński (Gdańsk,Polska).

Bezpośrednio po Konferencji w dniach 18-21 października zostaną zorganizowane 
warsztaty metodyczne z udziałem zaproszonych wykładowców. Konferencja oraz 
warsztaty będą prowadzone w języku angielskim. Liczba uczestników warsztatów 
jest ograniczona, prosimy zatem o oddzielne zaznacznie zamiaru udziału w tej 
części Konferencji. Osoby zainteresowane udziałem prosimy o nadsyłanie zgłoszeń 
uczestnictwa w terminie do 30 kwietnia 1998 roku na adres Komitetu O rganiza
cyjnego:

Dr hab. Jacek Bigda
Sekretarz Komitetu Organizacyjnego 
Katedra Histologii i Immunologii AM Gdańsk 
ul. Dębinki 1, 80-211 Gdańsk 
tel/fax 058-3023673 
e-mail: jjbigd@amed01.amg.gda.pl

Poniższy form ularz proszę odciąć i przesłać na adres Komitetu Organizacyjnego

Zgłoszenie uczestnictwa 
w IV Konferencji Polskiego Towarzystwa Cytometrii Przepływowej

Imię i nazwisko

Adres

T e l e f o n ................................................................F a x .................................................
E -m a i l ...............................................................................................................................

Jestem zainteresowana/y/ udziałem w warsztatach metodycznych (właściwe za
kreślić): 

tak / nie

Prof. dr hab. Andrzej Myśliwski
Przewodniczący Komitetu Organizacyjnego 
E-mail: anmys@amed01.amg.gda.pl

podpis
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XXXIII KONFERENCJA NAUKOWA POLSKIEGO 
TOWARZYSTWA HISTOCHEMIKÓW I CYTOCHEMIKÓW

Uprzejmie informujemy, że w dniach 3-5 września 1998 r. odbędzie się w Ka
zimierzu Dolnym nad W isłą XXXIII Konferencja Naukowa PTHiC.

Zgłoszenie uczestnictwa prosimy przesyłać na adres Sekretariatu Konferencji

Katedra Histologii i Embriologii Akademii Medycznej w Lublinie 
ul. Radziwiłłowska 11, 20-080 Lublin, tel. (081) 53-216-36 
e-mail: jodla@ eskulap.am.lublin.pl

Komitet Organizacyjny XXXIII Konferencji Naukowej PTHiC  

LISTY DO REDAKCJI
Prof. dr M ieczysław Chorąży (Z akład B iologii M olekularnej, Centrum O nkologii, Insty

tu t im. M arii Skłodow skiej-Curie, 44 -100  G liw ice) nadesłał list z następującą informacją o 
poprawnym zapisie genów i białek. Podstawowe reguły:

* geny wirusów, bakterii, roślin, zwierząt (oprócz człowieka) powinny być pisane mały
mi literami i kursywą, np. bcl-2, agrB, env;

* geny ludzkie zapisujemy dużymi literami i kursywą, np. N-MYC, BCL-2, RAS;
* białka zwierząt -  pierwsza litera symbolu duża, pismo proste, np. Myc, Fos, Ras;
* białka ludzkie -  symbol dużymi literami, pismo proste, np. RAS, TNF, IL-1.

Redakcja „Postępów” uprzejmie prosi Autorów o przestrzeganie reguł proponowanych 
przez Autora listu.

Wskazówki przygotowania rysunków do publikacji w PBK

Dostarczane na dyskietkach teksty powinny być napisane w Wordzie, wersja 6,0 lub 
wcześniejsza. Jeśli w tekst zostały wstawione rysunki, powinny one zostać umieszczone 
osobno na dyskietce. Powinny to być albo mapy bitowe (.TIF, ,PCX), albo pliki z Corela, 
wersja 5,0 lub wcześniejsza. Każda wersja Worda lub Corela pozwala na zachowanie pracy 
w formacie wersji wcześniejszej.

Cennik odbitek prac dla Autorów w 1997 r.

Liczba odbitek 50 100 200 400
Cena zł 40,00 60,00 80,00 100,00

Zamówienie na odbitki musi być złożone wraz z przesłaną korektą pracy.
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IN F O R M A C JE  D L A  A U T O R Ó W

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

POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI zamieszczają:
1) artykuły przeglądowe nie przekraczające 20 stron maszynopisu i do 100 pozycji bibliograficznych w zasadzie z ostatnich 5 lat 

(do 10% pozycji bibliograficznych starszych);
2) doniesienia z ostatniej chwili na 3-5 stronach maszynopisu z kilkoma pozycjami bibliograficznymi ostatniego roku (licząc od 

daty wysłania do redakcji);
3) listy do redakcji (do 1 strony maszynopisu).
Tekst pracy i załączniki należy przesyłać w dwóch egzemplarzach. Maszynopis powinien być pisany jednostron

nie na papierze formatu A4 z podwójną interlinią i marginesem 4 cm po lewej stronie. Ostateczna wersja tekstu i 
rysunki (wskazówki na s. 340) powinna być przysłana na yskietce 3,5" jako plik (file) W indows lub ASCII. Pierwsza 
strona nie numerowana przeznaczona dla redakcji winna zawierać: imiona i nazwiska autorów oraz ich tytuły 
naukowe, adresy w pracy i domowy wraz z telefonem, tytuł pracy w języku polskim i angielskim oraz liczbę stron 
maszynopisu, liczbę tabel i rysunków. Na pierwszej (numerowanej) stronie należy podać kolejno tytuł pracy w języku 
polskim i angielskim, imiona (w pełnym brzmieniu) i nazwiska autorów, nazwę zakładu naukowego, nazwisko i adres 
autora prowadzącego korespondencję, informację o dofinansowaniu pracy oraz skrót tytułu (do 40 znaków). Następna 
strona powinna zawierać w języku polskim i angielskim streszczenie (do 150 słów) oraz słowa kluczowe -  3 do 10 
słów zgodnych z terminami w Medical Subject Headings (Index Medicus), o ile są tam zawarte. W tytule i streszczeniu 
można stosować jedynie powszechnie przyjęte skróty, np. DNA. Tekst artykułu należy rozpocząć od nowej strony. 
W tekście nie zamieszczać tabel, schematów lub rysunków, a jedynie zaznaczyć ołówkiem na marginesie ich 
lokalizację (np. tab. 1, rys. 1 itp.). Dla przejrzystości tekst można podzielić na tytułowane i numerowane rozdziały 
oraz podrozdziały. Od nowej strony należy podać spis literatury. Skróty nazw czasopism podawać należy według 
Index Medicus (listy czasopism publikowane są corocznie w numerze styczniowym). Powołanie w tekście następuje 
przez podanie kolejnego numeru pozycji w spisie literatury w nawiasie kwadratowym ( np. [5]). Spis literatury należy 
zestawić alfabetycznie według następującego wzoru:

[1] HNILICA LS, McLURE ME, SPELTZBERG TC. Histone biosynthesis and the cell cycle, [w] Philips MP, 
Schwartz E [red. JHistone and Nucleohistones. London, New York: Philips, Plenum Press 1977: 60-64.

[2] SACHSENMAJER W, REMY V, PLATTNER R. Initiation of synchronous mitosis in Physarium poly- 
cephalum. Exptl Cell Res 1980; 2: 41-48.

Tabele, opisy schematów i rysunków powinny być załączone na oddzielnych stronach. Schematy i rysunki muszą 
być wykonane w postaci nadającej się do reprodukcji. Fotografie powinny być kontrastowe i wykonane na 
błyszczącym papierze. Wymiary poszczególnych rysunków, schematów i fotografii nie mogą przekraczać 125 x 180 
mm lub ich połowy. Jeżeli załączniki są zapożyczone z innych źródeł, należy podać, skąd zostały zaczerpnięte i 
dołączyć zgodę autora i wydawnictwa na reprodukcję, jeżeli materiały te zamieszcza się w niezmienionej formie. 
W szystkie załączniki muszą być opatrzone na odwrocie nazwiskiem pierwszego autora i oznaczeniem góry i dołu 
ilustracji. Stosowane jednostki miar muszą być zgodne z układem SI.

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skrótów uzgodnionych z autorem. Autor zobowiązany jest do 
wykonania korekty autorskiej i zwrócenia jej w ciągu doby. Koszty, spowodowane większymi zmianami tekstu 
wprowadzanymi w korekcie poza poprawkami błędów drukarskich, ponosi autor. Autorzy otrzymują bezpłatnie 1 
egz. zeszytu PBK z opublikowaną pracą oraz mogą zamówić odbitki odpłatnie odsyłając korektę, cennik na s. 150.

Redakcja prosi o propozycję do 5 osób (nazwisko, imię, adres, fax), które byłyby odpowiednimi recenzentami 
maszynopisu, nie powinny jednak być pracownikami instytucji, w której pracuje autor, ani jego współpracownikami. 
Redakcja prosi także głównego Autora o dołączenie do maszynopisu podpisanej odpowiedzi na następujące pytania: 
Dołączono 2 kopie maszynopisu, Treść pracy nie była uprzednio publikowana i nie została
tabel i rycin. tak nie wysłana do innej redakcji. tak nie
Wszyscy Autorzy znają i akceptują pracę, tak nie Dołączono kopię pracy na dyskietce z podaniem nazwy
Jest zgoda osób, których informacje niepubli- pliku i użytego programu edycyjnego z komputera IBM tak nie
kowane są zamieszczone w tekście artykułu tak nie Odpowiadam za całość pracy opisanej w zał. maszyn, tak nie
Wyrażam zgodę na to, że artykuł po przyjęciu do druku w "Postępach Biologii Komórki" przechodzi na własność reda
kcji i jego reprodukcja wymaga zgody redakcji. podpis
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