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W tym Zeszycie

Receptory limfocytow TyS (TCRyO) sg kodowane przez stosunkowo
nieliczne geny VyJy oraz V5D5J8 podlegajgce somatycznej rearanzaciji.
U ssakow liczba limfocytow TCRy8 jest gatunkowo swoista. Na przyktad
jest ich duzo u krow i owiec, ale niewiele u cztowieka i myszy. U myszy
limfocyty TCRy5 spotyka sie gtownie w skorze i nabtonku jelita. Funkcje
tych komorek sg szczegdtowo omoéwione w artykule na stronie 155.

Ekspresja podjednostek proteasoméw moze by¢ indukowana interfe-
ronem y, co z kolei wptywa na spektrum peptydéw powstajacych pod-
czas proteolizy biatek komérkowych w tej organelli. Artykut na stronie
171 jest kontynuacjg tego tematu omawianego juz w ,Postepach” (PBK
1995,22:295-315).

Prezentacja peptydéw wirusa na powierzchni komérki w zwigzku z
czasteczkami MHC klasy | warunkuje rozpoznanie przez limfocyty T
zakazonej komorki ijej zabicie. Niektore wirusy potrafigjednak unikng¢
wykrycia i eliminacji zakazonych przez siebie komérek, co moze sprzy-
ja¢ rozwojowi patogenu. Przedstawiono (str. 211) przyktady i mechani-
zmy blokowania przez wirusy prezentacji peptydéw.

Na stronie 283 przedstawiono obecne poglady na patogeneze imecha-
nizmy zakazenia wirusem HIV. Omoéwiono tez perspektywy nowych
strategii terapeutycznych opartych na ingerencji w mechanizmy wnika-
nia wirusa do komorek.

Dwa artykuly sg poswiecone cytoszkieletowi. Jeden na stronie 251
dotyczy roli y-tubuliny w nukleacji i dynamice mikrotubuli, a w drugim na
stronie 263 omdéwiono role cytoszkieletu w rozmieszczeniu produktéw
genéw w oocytach Drosophila. W tym drugim artykule réwniez scha-
rakteryzowano gen oscar.

nastepnym zeszycie ,,Postepéw” bedzie o:

cytotoksycznych rybonukleazach o szczegélnym dziataniu biologicz-
nym (rysbazach);

apoptozie;

septynach - nowej rodzinie biatek cytoszkieletowych.



http://rcin.org.pl
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LIMFOCYTY O RECEPTORACH GAMMA/DELTA
(yST)
LYMPHOCYTES WITH GAMMA/DELTA RECEPTORS (y6T)

Marian SZCZEPANIK1i Barbara PLYTYCZ2

1Katedra Immunologii, Collegium Medicum UJ,
“ Zaktad Immunobiologii Ewolucyjnej Instytutu Zoologii UJ, Krakéw

Streszczenie: Receptory dla antygenu limfocytéw yoT sa heterodimerami taricuchéw y i G kodowanymi
przez stosunkowo niewielkg liczbe genow VyJy i VODOJO podlegajacych procesowi somatycznej
rearanzacji. Geny te sg obecne uwszystkich wspdétczesnych kregowcow zuchwowych. U ssakéw liczba,
rozmieszczenie i zréznicowanie receptoréw komérek ydT sg gatunkowo-specyficzne. Jest ich duzo u
przezuwaczy (u kréw i owiec), a niewiele u cztowieka i u myszy. U myszy lokalizujg sie gtéwnie w
skorze i w nabtonku jelita. Czg$¢ komorek y6 T rozpoznaje kompleksy peptyd-MHC i reaguje na nie w
sposéb podobny do limfocytéw a(3T, natomiast inne rozpoznaja preferencyjnie pewne antygeny biatko-
we (np. HSP) lub czasteczki nie bedace peptydami (lipidy, weglowodany, ufosforylowane metabolity)
prezentowane przez niekonwencjonalne biatka MHC albo nawet rozpoznaja je wprost. Uwaza sie, ze
niektédre komorki yo6 T moga odgrywac role posrednia miedzy odpornosciag wrodzong a odpornoscia
adaptacyjna z udziatem limfocytéw apT.

Stowa kluczowe: receptory antygen6éw, rozpoznawanie antygenéw, dojrzewanie limfocytow

Abstract: The antigen receptors of ydT lymphocytes are heterodimers of y and 6 chains encoded by the
relatively low number of somatically rearranged VyJy and VODOJO genes. Vy and VO genes are present
in all contemporary jawed vertebrates. The number, distribution and receptor variability of the mamma-
lian y&T cells are species-specific; yd 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
yo T cells recognize peptide-MHC complexes and react to them in aconventional (ap 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 someyd cells may play an intermediate role between the innate and the adaptive aPT-mediated
immunity.

Praca dofinansowana z programu badawczego KBN.
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Limfocyty sa komorkami wystepujacymi wytgcznie u zwierzat kregowych (ryb,
ptazow, gadow, ptakéw i ssakow), a wiec u niespetna 4% wspdtczesnych gatunkéw
zwierzat [65]. Aby komdrke nazwaé limfocytem, trzeba udowodni¢, ze posiada
ona receptory dla antygenu kodowane przez geny V(D)JC, ulegajace unikatowemu

procesowi rearanzacji somatycznych

warunkujgcych ogromne bogactwo

miejsc wigzacych antygen [64]. Ze

wzgledu na strukture tych receptoréw

wyrdznia sie limfocyty B (o receptorach

Ig nieomal identycznych z krazacymi

immunoglobulinami) oraz limfocyty T

0 prosciej zbudowanych receptorach

TcR (T celi receptors), dojrzewajace z

Rys, 1 Populacje limfocytow reguty w grasicy (thymus) (rys. 1).

Ostatnio obraz ten znacznie sie

skomplikowat. Wséréd limfocytéw pro-

dukujgcych immunoglobuliny wyrézniono konwencjonalne komdrki B2 i nowo-

odkryte komdrki BI, natomiast wérdd limfocytéw T, obok konwencjonalnych lim-

focytow a(3T o receptorach bedacych heterodimerami tancuchéw a i @3 (a(3,

TcR2) wykryto limfocyty yd6 T (o receptorach y5, TcRI) [34]. Niniejszy artykut

ukazuje obecny stan wiedzy na temat limfocytéw yd T, z ktérych cze$é¢ dojrzewa

poza grasicg (rys. 1), lokuje sie w specyficznych miejscach ustroju i rozpoznaje
antygeny bez udziatu klasycznych biatek MHC.

1. GENY DLA RECEPTOROW Y5

W kazdej komorce istniejg geny dla wszystkich czterech tancuchéw TcR: a,
[3 yi5 Domeny zmienne (wigzace antygen) taricuchéw a iy kodowane sg przez
geny V iJ, natomiast tancuchéw 3i 8 przez geny V, D iJ [64]. U myszy kompleks
genéw kodujacych cze$¢ zmienng faricucha yTCR obejmuje tylko siedem obszaréw
Vy oraz cztery Jy. W przypadku genéw kodujgcych domene zmienng faficucha
5TCR wyro6znia sie 10 obszaréw V5, dwa D5 oraz dwa J5 [82]. U cztowieka
domena zmienna tafcucha y jest kodowana przez 12 genéw Vy i 2 obszary Jy
sktadajace sie z 3 i 2 gendéw. Lancuch 8 kodowany jest natomiast przez co najmniej
4 geny V8 (mieszczace sie pomiedzy segmentami Va) oraz 3 segmenty D8 i 3
JS, ulokowane miedzy zespotem 70-80 genéw Va a 61 gendéw Ja [34].

Geny (3 vy i 8 ulegajg rekombinacjom somatycznym w grasicy prawie row-
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noczes$nie. Udana rearanzacja tancucha 3 hamuje rearanzacje w genach y i 8 oraz
umozliwia rearanzacje w genach ot, komorka staje sie wiec limfocytem a3 T.
Natomiast limfocytem y8 stanie sie ta komdrka, w ktorej wczesniej dokona sie
funkcjonalna rearanzacja gendw dla tancuchow y i 8 [34].

Dzieki technice PCR, geny dla wszystkich czterech typéw tancuchéw budujacych
TCR (ot, 3 y i 8) wykryto nawet u najstarszych filogenetycznie kregowcoéw zu-
chwowych, a mianowicie u ryb chrzestnoszkieletowych. Przypuszcza sie wiec, ze
podziat limfocytow T na komérki of3 i yS istnieje u wszystkich kregowcow [14,
69]. Aby sie o tym przekona¢, trzeba wykaza¢ ekspresje biatek kodowanych przez
te geny na powierzchni komdrek, do czego nalezy sie postuzy¢ odpowiednimi prze-
ciwciatami monoklonalnymi.

W okresie pisania tego artykutu brak jest dowodéw wprost na obecno$¢ komérek
y8 u kregowcdw zmiennocieplnych. Za ich obecno$cig u ryb przemawia wykrycie
licznych komorek T w jelicie, skorze i skrzelach majgcych inne biatka powie-
rzchniowe niz limfocyty z grasicy [71]. O ich obecno$ci u ptazéw $wiadczy natomiast
obecno$¢ licznych limfocytdw T w jelicie i $ledzionie platanny, Xenopus laevis,
poddanej wczesnej tymektomii [31].

Wsérod ssakéw zanotowano duze miedzygatunkowe rdznice zar6bwno w stru-
kturze, jak i w ekspresji genow kodujgcych tancuchy y i 8. Poréwnanie sekwencji
nukleotydéw tancuchéw gamma i delta wykazato, ze geny te u cztowieka sg bardziej
zblizone do odpowiednich tancuchéw u myszy (przedstawiciela gryzoni) niz do
wzajemnie podobnych genéw u krowy, owcy i$wini (przedstawicieli ssakdw parzy-
stokopytnych). Jest to sprzeczne z wszelkimi innymi danymi dotyczacymi ewolucji
tych jednostek systematycznych dowodzgcymi, ze gryzonie sg filogenetycznie bar-
dziej odlegte od naczelnych niz ssaki kopytne. Odmienny przebieg ewolucji genéw
dla receptoréw limfocytéw jest prawdopodobnie zwigzany z innym udziatem ko-
moérek y8 w tych jednostkach systematycznych. Cztowiek i mysz nalezg do gatunkow
o stosunkowo niewielkiej liczbie limfocytéw yST, natomiast przezuwacze maja ich
bardzo duzo [15].

2. DOJRZEWANIE | ROZMIESZCZENIE
LIMFOCYTOW y5 W USTROJU

Gtéwnym Zrodiem komorek rozwijajacych sie w limfocyty y8 jest plodowa
watroba, gdyz jej komorki hemopoetyczne sa w stanie w petni zrekonstytuowac
repertuar limfocytéw y8 u myszy SCID. Repertuar nie jest petny przy uzyciu do
rekonstytucji komorek $ledziony noworodkéw lub szpiku myszy dorostych [40].

Przewazajaca liczba limfocytéw y8 dojrzewa w grasicy. Wywodzg sie one ze
wspdlnych prekursoréw z limfocytami a[3. Przemawia za tym fakt, ze w dojrzatych
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limfocytach y8 sg geny dla tafcucha @po procesie rearanzacji, ivice versa, limfocyty
o3 zawierajg ,sklejane” geny dla tancuchéw y lub 8 [34].

Limfocyty y8, podobnie jak komérki a(3, ulegajg podczas dojrzewania w grasicy
procesowi selekcji pozytywnej oraz negatywnej, polegajacej na usunieciu komérek
nieprzydatnych oraz potencjalnie niebezpiecznych (autoreaktywnych). W procesach
tych, w przypadku komorek a(3, uczestniczg antygeny gtéwnego kompleksu zgod-
nosci tkankowej (MHC) komdrek nabtonkowych i fagocytujagcych. Wiele badan
wskazuje natomiast na to, iz antygeny zgodnosci tkankowej MHC nie petnig klu-
czowej roli w procesie dojrzewania limfocytow yS. Wykazano miedzy innymi, iz
myszy z defektywnych szczepdw nie majgcych antygenow MHC-I lub MHC-II
wykazujg prawidtowy poziom limfocytow y8 przy jednoczesnym wystepowaniu
drastycznych zmian w repertuarze komorek of3 [7]. Zatem wydaje sie, ze co najmniej
znaczna cze$¢ populacji komoérek yS nie wymaga obecnosci antygenow
MHC-I/MHC-II w trakcie dojrzewania. Zatem proces selekcji odbywa sie inng
droga, anizeli ma to miejsce w przypadku komorek a[3.

Komérki y8 pojawiajg sie jako pierwsze w ontogenezie myszy. W poczatkowym
okresie zycia osobniczego, limfocyty y8 kolonizuja kolejno r6zne tkanki organizmu.
Pierwsza fala komdrek yS wykorzystujagcych obszar Vy5 zasiedla skore, gdzie opisuje
sie je jako dendrytyczne komorki naskérkowe (dendritic epidermal cells), a druga
fala (z funkcjonujagcym obszarem Vy6) zasiedla nabtonek drdg rozrodczych. Co
ciekawe, w kazdej z tych fal komorek praktycznie te same geny Vy i V8 sg sklejone
z tymi samymi genami J, nie ma zmiennos$ci wynikajacej z niedoktadnoSci tgczenia
genow i nie sg wklejane nowe (N) fragmenty DNA. To wszystko sprawia, ze
wszesne komorki y8 sg praktycznie homogenne pod wzgledem receptoréw.

W pézZniejszym okresie zycia komorki T sg produkowane w sposéb ciggly z
przewaga limfocytéw a[3. Komérki yS z tego okresu trafiajg do r6znych narzadow
limfatycznych i majg wiekszg r6znorodnos¢ receptorow z powodu uzycia wiekszej
liczby gendéw V (Vyl,2,4,7) i wstawiania licznych fragmentow N [34].

Wyniki badan u myszy $wiadczg o znacznej predylekcji komérek y8 wyko-
rzystujgcych odmienne segmenty zmienne Vy do réznych tkanek. W skdrze wy-
stepujg komorki Vy5, a w jelicie Vy7. Komoérki wykorzystujgce obszar zmienny
Vy4 kolonizujg $ledzione, wezty chtonne, ale réwniez mozna je znalez¢ we krwi
obwodowej, ptucach i gruczole mlecznym. Z kolei region zmienny Vy6 jest wyko-
rzystywany przez limfocyty y8 znajdujgce sie w macicy, pochwie ijezyku, natomiast
obecnos$é segmentu Vyl mozna stwierdzi¢ na limfocytach y8 kolonizujgcych watrobe
oraz $ledzione [25,29]. Przypuszcza sie, ze za tag uporzagdkowang wedrowke komorek
y8 do okre$lonych narzadéw odpowiedzialne sg swoiste, lecz dotychczas blizej
nieznane receptory [18].

U myszy, wytgczajgc grasice, prawie potowa limfocytéw T znajduje sie w jelicie.
Srédnabtonkowe limfocyty jelitowe (limfocyty intraepitelialne, IEL) obejmujg 30-
60% komorek y8T. Wiele danych wskazuje na to, ze $rédnabtonkowe limfocyty
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y8 T dojrzewajg lokalnie w jelicie [24,46,70,79]. O uzyciu przez nie segmentow
Vyl lub Vy7 w formowaniu domeny zmiennej tafcucha y decydujg geny blisko
sprzezone z TcRy, TcR5 i MHC [61].

O pozagrasiczym dojrzewaniu limfocytow y5 T $wiadczy ich obecno$¢ u myszy
bezgrasiczych (nude) [5,70]. Badania przeprowadzone na myszach tymektomizo-
wanych 24 do 72 godziny przed urodzeniem wykazaty jednak istotny spadek liczby
limfocytow srodnabtonkowych IEL. Fakt ten moze sugerowac, ze czgs$¢ prekursorow
komorek IEL wywodzi sie z grasicy, wzglednie grasica jest zrodtem czynnikéw
hormonalnych niezbednych dla ich prawidtowego dojrzewania [45].

Lokalne wezty chtonne nie sg konieczne do rozwoju populacji komorek IEL,
gdyz limfocyty jelitowe $rédnabtonkowe sga obecne u myszy z mutacjg aly/aly,
pozbawionych weztéw chtonnych i kepek Peyera [55].

Ciekawego poréwnania jelitowych limfocytéw a(3 i y5 u myszy dokonat Ka-
waguchi-Miyashita i wsp. [39]. Badacze ci wykazali, ze pula limfocytow ap w
nabtonku jelitowym jest najliczniejsza u myszy konwencjonalnych, zmniejszona
do potowy u gnotobiontéw, czyli okazobw hodowanych w warunkach sterylnych
(germ-free, pozbawionych zywych zarazkéw), a znowu zmniejszona prawie o potowe
u myszy germ-free hodowanych przez 12-14 tygodni na diecie o zminimalizowanej
zawartosci antygendw, lecz zawierajacej petny zestaw aminokwasdw i witamin.
W tych samych grupach myszy liczba limfocytow y8 nie zmieniata sie w sposdb
istotny, cho¢ byta nieco zmniejszona u myszy na diecie bez antygendéw. Wynika
z tego, ze proliferacja limfocytéw aP wymaga stymulacji przez zywe drobnoustroje,
natomiast aktywacja limfocytow y8 wymaga antygenéw innych niz zywe mikro-
organizmy. Nie wiadomo jeszcze, czy sg to egzogenne antygeny pochodzgce wprost
z pokarmu, czy tez antygeny pokarmowe indukujag w komérkach nabtonkowych
ekspresje jakichs czasteczek whasnych stymulujgcych limfocyty yS . Za tg hipotezg
przemawia fakt, ze limfocyty yS proliferujg najintensywniej w dwunastnicy, gdzie
jest najintensywniejszy przeptyw antygendéw pokarmowych [60].

Nie znamy szczegd6tow ontogenezy limfocytéw y5 u cztowieka. Cztowiek nie
ma odpowiednikéw skérnych dendrytycznych komoérek y8 T [34], ma natomiast
limfocyty Ty8 w przewodzie pokarmowym i w drogach rozrodczych oraz limfocyty
y8 T towarzyszg komorkom ocPT we wszystkich tkankach i narzadach [17].

Jak juz wspomniano, og6lna pula limfocytow y8 T myszy i czlowieka jest
niewielka; w krwi obwodowej stanowig one tylko 5% limfocytéw. Przeciwiefistwem
sq przezuwacze, u ktérych mogg one stanowi¢ ponad 50% limfocytow [15]. U
bydta zaobserwowano zwiekszong liczbe komorek y8 T krwi obwodowej pod
wptywem stresu cieplnego [54]. Komorki y8 T stanowig az 44% limfocytéow wy-
stepujacych w skorze krowy. W przeciwiefistwie do myszy, ich receptory antygenowe
sq bardzo zréznicowane [28]. Liczba komoérek yS T jest znikoma w $rédbtonku
jelita cielgt-noworodkow, lecz szybko zwieksza sie z wiekiem [99]. Specjalna po-
pulacja limfocytow y8 T wystepuje w gruczole mlecznym kéz i poziom tych komorek
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podlega fluktuacjom u samic ciezarnych, w okresie laktacji i spoczynku [33]. Komérki
y5 T sg czeste w endometrium macicy owcy. Uwaza sie, ze ich aktywacja sprzyja
wzrostowi tozyska i podtrzymaniu cigzy [47,96]. Komorki y8 T sg tez liczne i
dobrze scharakteryzowane u $win [88].

3. ROZPOZNANIE ANTYGENU

Podobnie do limfocytéw a|3, limfocyty y5 rozpoznajg antygen przy pomocy
receptora antygenowego TCR potgczonego z kompleksem CD3.

Konwencjonalne limfocyty a(3 rozpoznajg z reguty peptydy antygenowe pre-
zentowane przez wyspecjalizowane biatka kodowane w obrebie gtéwnego regionu
zgodnosci tkankowej MHC (major histocompatibility complex). Peptydy te musza
by¢ uprzednio odpowiednio przygotowane przez komdrki prezentujagce antygen.
Innymi stowy, regutgjest Scista interakcja trzech odpowiednio dobranych czgsteczek:
TcR2-peptyd-MHC. Czes$¢ limfocytéw o3ulega aktywacji przez tzw. superantygeny
bakteryjne wigzgce odpowiedni fragment receptora TCR niezaleznie od domeny
zmiennej. Regulg jest, ze aktywacja limfocytow of3 wymaga nie tylko rozpoznania
antygenu, lecz réwniez dostarczenia komérce dodatkowych sygnatéw w postaci
zwigzania z odpowiednim ligandem réwniez innych receptoréw danej komorki.

Sg dowody na to, ze cze$é limfocytow y8 rozpoznaje antygeny i superantygeny
biatkowe podobnie do komérek a|3, natomiast czes¢ limfocytow y8 rozpoznaje
antygeny nie bedace peptydami, bez uprzedniego przygotowania ich przez komérki
prezentujgce antygen i bez udziatu konwencjonalnych biatek MHC [2,38,94].

W iekszos$¢ préb zmierzajacych do generacji komoérek y5 swoistych dla antygenow
wirusowych ibiatkowych konczy sie fiaskiem. Wyjatek stanowig antygeny zwigzane
z Mycobacterium (M. tuberculosis, M. leprae, M. bovis) oraz sama tuberkulina
(PPD). Poczatkowo przypuszczano, iz limfocyty yS swoiste dla Mycobacterium
rozpoznajg biatka szoku termicznego HSP65. Jednak dalsze badania wykazaty, ze
tylko niewielki procent PPD-reaktywnych limfocytéw y8 rozpoznaje HSP65
[36,49,63] i okazato sie, ze sa to komorki o receptorach Vyl .1/V86. Obecnie istnieja
sugestie, iz HSP moga stanowi¢ rodzaj superantygenu reagujacego z receptorem
TCRy lub 8, co z kolei moze prowadzi¢ do ekspansji klonu komdrek majacych
na swej powierzchni receptory z segmentami zmiennymi Vyl.l oraz V86 [8].

Niektore limfocyty y8, podobnie do komorek o3 majg zdolno$¢ rozpoznawania
klasycznych superantygendw pochodzenia bakteryjnego [81]. Przyktadem moze by¢
subpopulacja ludzkich limfocytow Vy9 rozpoznajgca enterotoksyne gronkowcowg
(SEA) [48].

Limfocyty y8 cztowieka o receptorach Vy9/V82 rozpoznajg niebiatkowe me-
tabolity bogate w reszty fosforanowe (phosphorylated metabolites). Liczba tych
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komoérek wzrasta z wiekiem, prawdopodobnie pod wptywem stymulacji przez po-
wszechnie wystepujace ufosforylowane metabolity bakteryjne [17].

Dalsze badania prowadzone nad charakterem antygenu rozpoznawanego przez
komorki y8 wykazaty, iz moga one rozpoznawal antygeny lipidowe (kwasy thu-
szczowe), nukleotydy, jak réwniez antygeny o charakterze cukréw i peptydéw
[37,44]. Wedtug Janeway’a i Traversa istnieje tez mozliwos¢, iz komérki y8 roz-
poznajg nie sam antygen, lecz zmiany ekspresji biatek powierzchniowych komérek
np. nabtonka jelita, ktdre moga by¢ wynikiem dziatania na komoérke rozmaitych
czynnikéw endogennych lub egzogennych, np. pochodzenia bakteryjnego [34].

Kolejnym zagadnieniem dotyczacym rozpoznania antygenu przez limfocyty yS
jest sposéb prezentacji antygenu tej grupie limfocytéw. Limfocyty o3 rozpoznajg
antygen konwencjonalny tacznie z antygenami zgodnosci tkankowej MHC-I lub
MHC-I11 [93]. W przypadku komdrek y8 np. toksyna tezcowa moze byé rozpoznawana
w konteks$cie antygenéw MHC-II [43]. Niemniej jednak istnieje szereg doniesien
mowiacych o istnieniu odrebnej grupy molekut zaangazowanych w prezentacji anty-
genu limfocytom y8 T. Jest to tzw. klasa antygen6éw Ib zblizonych pod wzgledem
budowy do antygenow MHC 1, a ktéra obejmuje u myszy molekuty Qa, TL oraz
CDI [10,11,92]. Wedtug niektorych autorow limfocyty y8 rozpoznajg peptydy
oraz inne substancje niskoczgsteczkowe, takie jak weglowodany, kwasy ttuszczowe,
wiasnie w potgczeniu z antygenami Ib [38].

Dos¢ enigmatyczny pozostaje rdGwniez problem przygotowania antygenu dla ko-
morek y8. Szereg badan wykazato, iz limfocyty yS moga rozpoznawac antygeny,
ktére nie ulegty uprzedniemu przetworzeniu przez komorki prezentujgce antygen
(APC), a funkcje komdrek prezentujacych antygen moga niekiedy petni¢ réwniez
limfocyty Toc(3 [52,77,87,97].

Dla petnej aktywacji limfocytow TyS , poza rozpoznaniem antygenu, niezbedne
jest réwniez uzyskanie drugiego sygnatu pochodzacego z komoérek APC, ktore
odbywa sie w drodze bezposredniego kontaktu lub uwalnianych cytokin. Limfocyty
yS moga jednak rozpoznawaé nie tylko antygen znajdujacy sie na powierzchni
profesjonalnych komdrek APC, ale réwniez antygen zlokalizowany bezpos$rednio
na powierzchni patogenu. Sugeruje to, iz sygnaty kostymulacyjne nie petnig klu-
czowej roli w aktywacji tej populacji komorek. Niektdre badania dowodza, ze istotng
role w aktywacji komérek y8 w obwodowych narzgdach chtonnych petni interakcja
czasteczek CD28 limfocytu i B7 komorki prezentujgcej antygen [78]. Z kolei inne
badania wykazaty aktywacje limfocytéw y8T u myszy z usunietym genem kodujacym
molekute CD28 (CD28-knock out mice) [75], co Swiadczy, ze takze inne czasteczki
mogg dostarcza¢ drugiego sygnatu omawianej populacji komdrek. Zalicza sie do
nich miedzy innymi molekuty CD43 oraz Thy-1 [8].
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4. AKTYWNOSC BIOLOGICZNA LIMFOCYTOW y5

Limfocyty a|3 petnig rozmaite funkcje w zaleznosci od posiadanych koreceptorow
wigzacych czasteczki MHC-I (koreceptor CD8) lub MHC-II (koreceptor CD4).
Limfocyty a(3 CD8+ sa cytotoksyczne lub supresyjne w stosunku do komorek,
na powierzchni ktérych rozpoznaty peptyd w kontekscie biatek MHC-I, natomiast
limfocyty CD4+ petnig funkcje pomocnicze w stosunku do komadrek, na powierzchni
ktérych rozpoznaly peptydy w kontekscie biatek MHC-II.

Limfocyty y8 stanowig bardzo heterogenng grupe komérek. Wiekszo$¢ z nich
to limfocyty podwoéjnie negatywne (CD4" CD8 ), a niewielki odsetek stanowig ko-
morki y8 CD4+ lub CD8+. Istniejg doniesienia, iz limfocyty y8CD4+ majg zdolno$¢
do produkcji cytokin i petnig funkcje komérek pomocniczych przy bardzo niskiej
aktywnosci cytotoksycznej [53]. Limfocyty y8 moga wykazywaé aktywnos$¢ po-
mocniczg w odpowiedzi humoralnej [21,30,95].

W przypadku komérek y8 CD8+oraz CD4"CD8" obserwowano stosunkowo niska
produkcje cytokin przy wysokiej aktywnosci cytotoksycznej [53]. Komarki z re-
ceptorem y8 wykazujg takze aktywno$¢ cytotoksyczng, ktéra ulega nasileniu w
obecnos$ci IL-2 [16]. Ponadto niektére komorki y8 majg zdolno$¢ do mediowania
mechanizmu cytotoksycznosci zaleznej od przeciwciat (ADCC) [73].

Limfocyty y8 majg zdolno$¢ do produkcji i uwalniania licznych cytokin (miedzy
innymi IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, TNF-a, TNF-(3, TGF-(3, IFN-y oraz GM-CSF)
[32,53,80], a niektdre populacje limfocytéw y8 produkujg tez chemokiny. Komaérki
y8 IEL uwalniajg limfotaktyne, ktora jest silnym chemoatraktantem dla populacji
limfocytdw Toc[3. Ponadto dendrytyczne limfocyty y8 w skérze myszy, oprécz lim-
fotaktyny, wytwarzajg takie chemokiny, jak: MIP-la, MIP-1(3 oraz RANTES [9].

Limfocyty y8 wykazujg tez aktywno$¢ immunoregulacyjng - supresyjna oraz
kontrasupresyjna. Wykazano, ze komérki y8 wywierajg dziatanie immunoregulacyjne
na limfocyty Ta(3, limfocyty B, makrofagi, komoérki NK, jak réwniez granulocyty
[37]. Wyniki badan przeprowadzonych w licznych o$rodkach wykazuja, iz limfocyty
y8 majg zdolnos$¢ do hamowania ré6znego typu odpowiedzi immunologicznej. Dzia-
tanie supresyjne limfocytow y8 obserwowano zaréwno w przypadku odpowiedzi
humoralnej, jak i komérkowej [50,51,84,85]. Limfocyty te poza swym dziataniem
supresyjnym moga rowniez petni¢ role komdrek kontrasupresyjnych zarbwno w
odpowiedzi humoralnej (M. Szczepanik, w przygotowaniu), jak i komérkowej
[1,2,22,66,67,86].

Doktadny mechanizm dziatania immunoregulacyjnego komérek y8 pozostaje
nadal niejasny. Wyniki wiasnych badan (M. Szczepanik) wskazujg, iz obserwowane
zjawisko supresji reakcji nadwrazliwo$ci kontaktowej przez limfocyty y8 moze
by¢ cho¢ po czesci wynikiem uwalniania IL-4 przez komoérki T y8. Istniejg takze
doniesienia wskazujgce na to, ze limfocyty yS moga wywiera¢ swe dziatanie immu-
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noregulacyjne zaposrednictwem makrofagéw [56]. Cytowane obserwacje o interakcji
limfocytow y8 i makrofagdw sg zgodne z wynikami badan, ktére wskazujg na
udziat komérek y5 T w regulacji syntezy cytokin przez makrofagi (Szczepanik
i wsp. w przygotowaniu).

5. FUNKCJA LIMFOCYTOW y8 W USTROJU

Funkcja limfocytow y8 w ustroju jest jeszcze stabo poznana. Ze wzgledu na
charakterystyczng lokalizacje w skérze i btonach $luzowych, komérkom tym przy-
pisuje sie peinienie funkcji ochronnej na granicy ustroju ze $rodowiskiem zew-
netrznym.

Dowodem na to, ze komorki y8 petnig istotng role w réznego rodzaju infekcjach,
jest zwiekszona liczba tych limfocytéw w tkankach objetych procesem chorobowym.
Zaobserwowano miedzy innymi wzrost liczby komérek y6 we krwi obwodowej
pacjentow zakazonych Plasmodium falciparum [10]. Obserwowano rowniez silng
ekspansje limfocytéow y5 (dochodzacg do 45% wszystkich limfocytéw T krwi ob-
wodowej) u ludzi zakazonych Mycobacterium tuberculosis, Salmonella typhi, Bru-
cella melitensis oraz Francisella tularensis [3,6,26,83].

Wzrost liczby limfocytéw yo zaobserwowano tez w zakazeniach wirusowych,
takich jak AIDS, mononukleoza zakazna oraz w modelu doswiadczalnym zakazenia
wirusem grypy [12,58,59,94]. Naciek komdrkowy w skorze, obfitujacy w limfocyty
y5, obserwowano w przebiegu zakazenia Mycobacterium leprae oraz Leishmania
[10,91].

Komérkom yo6 przypisuje sie miedzy innymi funkcje obronng w poczatkowej
fazie zakazenia (pierwsze 3-4 dni infekcji), zanim dojdzie do rekrutacji antygenowo
swoistych limfocytow Tal. Ponadto Ferric i wsp. [20] wykazali, iz komdrki yo moga
by¢ stymulowane do produkcji réznych cytokin, w zaleznos$ci od rodzaju patogenu.
Itak na przykiad Listeria monocytogenes, bedgca patogenem wewngtrzkomaérkowym,
stymuluje limfocyty yo6 do produkcji IFN-y. Odmiennie natomiast zachowujg sie
komoérki yO eksponowane na dziatanie pasozyta zewnatrzkomorkowego, jakim
jest nicienn Nippostrongylus brasiliensis, co przejawia sie produkcjag IL-4. Nasuwa
sie wiec wniosek, ze cytokiny produkowane przez limfocyty yo nie tylko utatwiajg
eliminacje patogenu, lecz takze wytwarzajg odpowiednie S$rodowisko cytokinowe
w poczatkowej fazie reakcji, partycypujac w réznicowaniu naiwnych antygeno-
wo-swoistych komérek CD4+ w limfocyty populacji TH1 lub TH2 [20]. Nie jest
jeszcze rozstrzygniete, czy ta sama subpopulacja limfocytow yd produkuje rézne
typy cytokin w zaleznosci od rodzaju stymulacji antygenowej, czy tez r6zne sub-
populacje komérek y6 w odmienny sposdb reagujg na rézne rodzaje antygendw.
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Przypuszcza sie rowniez, ze komorki y5petnig funkcje nadzoru immunologicznego
nad dynamicznie proliferujacymi komérkami nabtonka eliminujac w razie potrzeby
komoérki transformowane nowotworowo. lIstnieje szereg doniesiei klinicznych na
temat udzialu komorek yé w chorobach nowotworowych. | tak miedzy innymi
w watrobie pacjentdw z nowotworami zotadka, jelit oraz ptuc obserwowano nacieki
komorkowe, w ktérych limfocyty y6 stanowity okoto 30% wszystkich komorek
jadrzastych [57]. Jak dotad doktadna rola komérek y6 w procesie nowotworowym
nie jest znana. Badania przeprowadzone na komdrkach naciekajgcych guz nowo-
tworowy (TIL - tumor infiltrating lymphocytes) wykazaty natomiast, iz obecne
tam limfocyty yo majg aktywnos$c¢ cytotoksyczng w stosunku do komérek nowotworu
[41,100]. Inne badania przeprowadzone na zwierzetach wykazaty iz limfocyty yO
wywierajg dziatanie supresyjne w stosunku do limfocytéw cytotoksycznych zaan-
gazowanych w odpornosci przeciwnowotworowej, co sprzyjato ucieczce komérek
nowotworu przed atakiem uktadu odpornosciowego [74]. Zatem limfocyty y5 moga
petni¢ zarowno pozytywng (przeciwnowotworowg), jak rowniez negatywng (sprzy-
jajacg rozwojowi nowotworu) funkcje w procesie nowotworowym.

W zrasta tez zainteresowanie rolg komérek y6 w chorobach z autoagresji. Podczas
licznych badan klinicznych stwierdzono obecnos$¢ limfocytdw y8 w ptynie maziowym
stawOw pacjentéw chorych na reumatoidalne zapalenie stawdw [35,76]. Wyniki
wielu badan sugerujg rowniez zaangazowanie limfocytdw y6 w procesie zapalnym
toczacym sie w trakcie stwardnienia rozsianego [4,19]. Ponadto obserwowano obe-
cno$¢ autoreaktywnych limfocytow yé o aktywnosci cytotoksycznej w tarczycy
pacjentow z chorobg Graves’a [13]. Inne badania przeprowadzone na limfocytach
y6 pacjentdw z zespotem Sjogren’a oraz cierpigcych na toczen uktadowy wykazaty,
ze moga one peti¢ funkcje komorek pomocniczych dla limfocytow B w procesie
tworzenia autoprzeciwciat [23,68].

Rowniez badania na zwierzetach dowodza zaangazowania komorek yé w za-
kazeniach pasozytniczych [72,89]. Odnotowano ich role w odpowiedzi na zakazenie
wirusem biataczki [90] i w reakcji na eksperymentalnego brodawczaka (papilloma)
bydta [42]. U Swin zaobserwowano ich akumulacje w miejscu eksperymentalnego
odczynu zapalnego skory [98].

6. PODSUMOWANIE

Limfocyty T o receptorach yO pojawily sie wraz z limfocytami T o receptorach
o3 i limfocytami B dopiero u zwierzat kregowych. U ssakéw dojrzewajg w on-
togenezie wczesniej niz komorki a(3T i zasiedlajg rozmaite narzady, co jest uwa-
runkowane gatunkiem. Szczegdllnie duzo komérek T wystepuje u przezuwaczy,
aucztowieka igryzonijest ich stosunkowo niewiele. Cze$¢ limfocytow yé rozpoznaje
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antygeny podobnie do komdrek a(3 i prawdopodobnie wspomaga ich funkcje, na-
tomiast cze$¢ rozpoznaje antygeny nie bedace peptydami (np. ttuszcze, wielocukry
i ufosforylowane metabolity bakteryjne) nie przetworzone przez komérki prezen-
tujagce antygen i prezentowane przez niekonwencjonalne antygeny zgodnos$ci tkan-
kowej. By¢ moze cze$¢ komorek y6 rozpoznaje antygeny wprost (np. wielocukry
lub fragmenty biatek HSP), a cze$¢ reaguje na zmiany antygendéw wiasnych komaérek
indukowane obecnos$cia drobnoustrojéw lub pod wptywem innych szkodliwych
bodzcow. Limfocyty y8 sa zdolne do uwalniania rozmaitych cytokin i chemokin.
Przynajmniej cze$¢ z nich, strategicznie rozlokowana w skérze lub nabtonku jelita
(na granicy Srodowiska zewnetrznego) i wyposazona w receptory dla najczesciej
pojawiajacych sie antygenoéw, wspomaga odporno$¢ nieswoista oraz, wytwarzajac
odpowiednie Srodowisko cytokinowe, uczestniczy w inicjowaniu odpornosci ad-
aptacyjnej z udziatem limfocytow a(3.
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THE ROLE OF PROTEASOMES IN ANTIGEN PRESENTATION
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Zaktad Histologii i Embriologii, Instytut Biostruktury, Akademia Medyczna w
Warszawie

Streszczenie: Proteasomy 20 S sg wystepujacymi na terenie jadra komdérkowego i cytoplazmy organel-
lami odpowiedzialnymi za proteolize wigkszosci biatek komoérkowych. Ekspresja trzech podjednostek
proteasoméw (LMP2, LMP7 i MECL1)ulega indukcji zaleznej od interferonuy, co wptywa na spektrum
peptydéw generowanych przez zawierajgce je proteasomy (tzw. immunoproteasomy). Interferon y
indukuje rowniez ekspresje podjednostek a i (3 aktywatora PA28 proteasomu, ktéry przytaczajac sie do
niego stymuluje proteolize peptydéw. Badania z uzyciem specyficznych inhibitoréw proteasomoéw
doprowadzity do wniosku, ze sg one odpowiedzialne za wytwarzanie wiekszosci peptydéw ulegajacych
nastepnie transportowi do $wiatta siateczki $rédplazmatycznej przez uktad transporteréow TAP, gdzie
taczg sie z tancuchem cigzkim MHC klasy | i p2-mikroglobuling.

Stowa kluczowe: proteasomy, prezentacja antygenéw, wytwarzanie epitopow, transporter TAP, czaste-
czki MHC klasy I, aktywator PA28

Summary: 20 S proteasomes are ubiquitous organelles, responsable for the degradation of the overhel-
ming majority of intracellular proteins. The expression of 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 of 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 of TAP transporters. Once in the lumen, antigenic peptides associate with MHC class | heavy
chain and pz-microglobulin.

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

Organizmy kregowcow wyksztatcity skomplikowane mechanizmy swoistej o-
brony immunologicznej. Uktad odpornosciowy rozpoznaje za pomocga czasteczek
efektorowych unoszacych sie w ptynach ustrojowych (odporno$¢ humoralna) lub
znajdujacych sie na powierzchni wyspecjalizowanych komérek (odporno$¢ komor-
kowa) epitopy (determinanty antygenowe) swoistych antygendéw. Wiekszos$¢ anty-
gendw jest czasteczkami réznorodnych biatek (cho¢ moga to by¢ kwasy nukleinowe,
lipidy, polisacharydy itp.), ktére muszg zosta¢ zaprezentowane komoérkom uktadu
odporno$ciowego przez komdrki prezentujagce antygen. W przypadku antygenow
pozakomorkowych, takich jak: antygeny bakteryjne, komoérki prezentujace antygen,
stanowia wyspecjalizowang grupe komérek, zdolnych do pobierania antygenu, jego
trawienia w Swietle struktur btoniastych i prezentacji w powigzaniu z czasteczkami
MHC klasy Il [80]. Odmiennie niz antygeny zewnatrzkomérkowe, antygeny we-
wnatrzkomoérkowe, takie jak: antygeny wirusowe lub nowotworowe, sg prezen-
towane przez praktycznie wszystkie komorki organizmu w powigzaniu z czas-
teczkami MHC klasy | [54].

Znajdujgce sie w organizmie cztowieka biatka ulegajg ciggtym przemianom,
syntezie i degradacji. Degradacja biatlek pobranych przez komérki z $srodowiska
zewnetrznego drogg fagocytozy odbywa sie z udziatlem bogatego zestawu enzyméw
proteolitycznych w przedziale endosomalnym i lizosomalnym. Jest to przedziat,
w ktérym generowane sa peptydy ulegajace nastepnie prezentacji w kontekscie
czasteczek MHC klasy Il. Moga tam trafia¢ takze biatka cytoplazmatyczne w drodze
autofagii lub trasportu w poprzek bton zudziatem specyficznych biatek opiekuriczych,
jednak znakomita wiekszos$¢ biatek cytoplazmatycznych, a takze biatka btonowe
(np. w obrebie siateczki $rédplazmatycznej) degradowane sg przede wszystkim
z udziatem proteasomu 20 S [56,113].

Obecnie uwaza sie, iz proteasomy odpowiedzialne sg za generowanie znakomitej
wiekszosci peptydow antygenowych, ktére nastepnie ulegajg transportowi do
Swiatta siateczki Srodplazmatycznej z udziatem transporteréw TAP. W jej obrebie
ulegajg potgczeniu z taricuchem ciezkim MHC klasy | oraz p2-mikroglobulingtworzac
dojrzatg czasteczke MHC klasy 1, ulegajgca nastepnie transportowi na powierzchnie
komorki. W takiej postaci peptydy antygenowe w kontek$cie MHC klasy | sg roz-
poznawane przez receptory limfocytéw T [40,98].

UKLAD PROTEOLIZY ZALEZNEJ OD UBIKWITYNY
| PROTEASOMOW

Biatka wewnatrzkomdrkowe ulegaja ograniczonej proteolizie w obrebie cyto-
plazmy, zanim ich fragmenty przedostang sie poprzez uktad transporterow TAP
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do Swiatta siateczki srodplazmatycznej, gdzie ostatecznie wigzg sie z czasteczkami
MHC klasy | i sg eksportowane na powierzchnie komdrki. Gtdwny ukiad pro-
teolityczny w obrebie cytozolu tworzy system ubikwityny/proteasoméw, poza tym
wystepujg tam niektre inne proteazy, przede wszystkim zalezne od jonéw Ca2+
kalpainy. Inhibitory kalpain nie blokujg jednak prezentacji antygenéw zaleznej od
MHC klasy I, podczas gdy inhibitory proteasoméw prowadzg do takiego efektu
[86].

Biatka, ktore ulegajg degradacji z udziatem proteasomow, muszg wpierw zostaé
rozpoznane przez kaskade enzymoéw uktadu ubikwitynujacego biatka (EIl, E2, E3)
i ulec ubikwitynacji. Oznacza to, iz do reszt £-aminowych lizyny danego biatka
zostaje przytgczona ubikwityna wigzaniem izopeptydowym. Ubikwityna jest nie-
wielkim biatkiem o masie czgsteczkowej 8 kDa. Do reszty e-aminowej lizyny juz
przytaczonej ubikwityny przylaczaja sie nastepne jej czasteczki, tworzac tafncuch
poliubikwityny. tarcuch taki jest rozpoznawany przez elementy czapki 19 S pro-
teasomu 26 S, ktéry dokonywa degradacji wyznakowanego biatka, uwalniajac przy
tym wolng ubikwityne [17,47,110,113].

Proteasom 20 S jest organella komoérkowa okres$lang przez biochemikéw takze
jako wielokatalityczny kompleks proteinaz (MPC - multicatalytic proteinase com-
plex) wystepujacg u wszystkich poznanych organizmoéw eukariotycznych, a takze
u Archeabacteria, o masie czasteczkowej ok. 700 kDa. Jest on zbudowany z
czterech réwnolegtych pierscieni, dwoch zewnetrznych a i dwoch wewnetrznych
[3 Kazdy z pierscieni sktada sie z siedmiu réznych podjednostek o masie cza-
steczkowej od 21 do 32 kDa. U archeabakterii wystepuje tylko jeden rodzaj pod-
jednostki a ijeden (3 podczas gdy u ssakéw znamy siedem gendw dla podjednostek
a i dziesie¢ genéw dla podjednostek [3 [7,14].

Rodziny a i [3podjednostek proteasoméw pojawity sie bardzo dawno w ewolucji,
przed rozdzieleniem sie drzewa rodowego eukariontow i archeabakterii. Proteazy
0 sekwencji zblizonej do sekwencji podjednostek a spotyka sie takze u niektorych
eubakterii [49], co Swiadczy o archaicznym pochodzeniu proteasomow. W przebiegu
wczesnej ewolucji eukariontéw nastapit szereg duplikacji genéw dla podjednostek
proteasomoOw, z czego co najmniej dziewie¢ nastapito przed rozdzieleniem sie zwie-
rzat i grzybéw [51].

Proteasom 20 S wykazuje trzy gtowne aktywnos$ci enzymatyczne, mianowicie
chymotrypsynopodobng, trypsynopodobng i hydrolizujagcg wigzania peptidylglu-
tamylpeptydowe oraz dwie stabiej scharakteryzowane, hydrolizujagcg wigzania po
matych obojetnych i rozgatezionych resztach aminoacylowych. W odréznieniu od
pozostatych proteaz, ktére degradujg biatka do szeregu pdtproduktéw, ktére ulegajg
dalszej degradacji w czasie trwania reakcji enzymatycznej, proteasomy charakte-
ryzujg sie procesywnoscig, czyli generuja z jednego biatka substratowego S$cisle
okreslony zestaw peptydéw, praktycznie nie ulegajacy juz dalszej degradacji mimo
przedtuzania inkubacji [35].
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Proteasom 20 S moze wigza¢ sie z roznymi rodzajami biatek modyfikujgcymi
jego funkcje tworzac wieksze kompleksy. W powigzaniu z grupg biatek o masach
czgsteczkowych 25-112 kDa zwanymi czapka 19 S lub PA700 proteasom 20 S
przeksztatca sie w proteasom 26 S, ktéry jest odpowiedzialny za przebiegajaca
ze zuzyciem ATP degradacje biatlek powiagzanych z ubikwityng [15,60,85,123].
W powigzaniu z aktywatorem PA28 proteasom 20 Stworzy kompleks, ktéry wydajnie
degraduje niewielkie polipeptydy [22,60,62].

Proteasomy degradujg zarowno wiekszos$¢ biatek komorkowych o dtugim okresie
poéttrwania, jak i uczestniczg w regulacji szeregu proceséw komorkowych przez
szybka, kontrolowang degradacje odpowiednich biatek, np. cyklin [115], inhibitorow
kinaz zaleznych od cyklin [116], produktow niektdrych onkogendéw czy tez czyn-
nikéw transkrypcyjnych lub ich regulatoréw [113]. Uwaza sie obecnie, iz proteasomy
sg odpowiedzialne za generowanie peptydéw ulegajgcych prezentacji w kontekscie
antygenéw MHC Kklasy | [67,100,121]. Ich znaczenie dla uktadu odpornoSciowego
jest jednak daleko wieksze, gdyz uczestnicza one w regulacji takich proceséw,
jak: cykl komoérkowy [117,118], apoptoza [114] czy aktywacja transkrypcji zaleznej
od NFkB [105].

Pierwsza wzmianka o mozliwosci udziatu uktadu proteasomy/ubikwityna w pre-
zentacji antygenéw pochodzita z badan nad ekspresjg biatek wirusa krowianki z
~dobudowang” ubikwityng. Komérki produkujgce te biatka prezentowaly je efe-
ktywniej cytotoksycznym limfocytom T niz komérki produkujace biatka pozbawione
ubikwityny [104].

Badania Rocka i wsp6tpracownikow [63] wykazaty, ze komoérki ze zmutowanym
enzymem aktywujgcym ubikwityne ElI majg uposledzong prezentacje epitopdéw anty-
genowych pochodzacych z wstrzyknietej do nich owalbuminy w poréwnaniu z
komorkami kontrolnymi. Co wiecej, w przypadku wstrzyknietej do komoérek (3
galaktozydazy, prezentacja pochodzacych z niej epitopéw antygenowych ulegta
wzmozeniu, gdy uzyto biatka o koficu aminowym zawierajgcym tzw. destabilizujace
aminokwasy, powodujace szybkie rozpoznanie biatka ijego degradacje przez ukiad
ubikwityny/proteasoméw [36].

W ostatnich latach dokonano syntezy specyficznych inhibitorow proteasomaéw
bedacych aldehydami peptydéw [111] oraz wyizolowano antybiotyk laktacystyne,
ktora specyficznie wigze sie z aktywnym miejscem podjednostek (3 proteasomu
[29]. Aldehydy peptydéw inhibuja jednak w niewielkim stopniu takze inne proteazy,
gtownie kalpaine [111], podczas gdy laktacystyna inhibuje lizosomalna katepsyne
A [78]. Inhibitory te blokujg produkcje peptydéw antygenowych pochodzacych
z réznych antygenow, co interpretuje sie jako wynik zablokowania aktywnosci
proteolitycznej proteasomow [6,44,50,86,91,122]. Ostatnio jednak ukazata sie praca
dowodzaca, ze blok ten dotyczy tylko niektérych peptydéw antygenowych i jest
jedynie czesSciowy [109].
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Okazato sie, ze y-interferon po zadziataniu na komorki hodowane in vitro zmienia
spektrum aktywnosci proteolitycznej proteasomoéw 20 S, wzmagajac aktywnos$c
chymotrypsynopodobng i trypsynopodobna, a ostabiajac aktywnos$¢ hydrolizujaca
wigzania peptidylglutamylpeptydowe [3,21,34]. Prowadzi to do powstawania wie-
kszej ilosci peptydéw z koricami karboksylowymi hydrofobowymi lub zasadowymi,
a wiec takimi, jakie sa zazwyczaj znajdywane w powigzaniu z MHC Kklasy 1 i
jakie wybiorczo sg wigzane przez uktad transporteréw TAP [45,65,83,103]. Oz-
naczenia aktywnosci proteolitycznej wykonywane sg w stosunku do krétkich sub-
tratdw, a produkty reakcji oznaczane sg metodag diazotyzacji. Gdy jednak uzyje
sie uktadu bardziej odpowiadajgcego sytuacji in vivo, to okazuje sie, ze y-interferon
nie wptywa zupeinie na proteolize biatek zalezng od ubikwityny i proteasomoéw
26 S [3,21,34], powoduje jednak indukcje aktywatora PA28 [48,84]. Pojawity sie
tez prace donoszace o zmniejszeniu sie aktywnos$ci chymotrypsynopodobnej pro-
teasomOw po zadziataniu y-interferonem [10,107].

PODJEDNOSTKI PROTEASOMOW REGULOWANE
PRZEZ y-INTERFERON

W obrebie pierscieni a i 3 wchodzacych w skiad proteasomoéw znajduje sie
po siedem podjednostek, ktére sg jednakowe u archeabakterii, podczas gdy u eu-
kariontdow doszto droga wielokrotnej duplikacji genéw do ich dywersyfikacji. U
drozdzy wystepuje siedem genow podrodziny a i siedem gendéw podrodziny [3
tak ze kazda podjednostka w danym pierScieniu a lub [3jest inna. Dalsze zréz-
nicowanie nastgpito u kregowcéw, ktére majg az dziesie¢ gendéw dla podjednostek
(3 co jak okazato sie, Scisle wigze sie z ewolucjg uktadu odpornosciowego [51].

W 1982 roku opisano duze kompleksy biatkowe zawierajgce drobnoczgastecz-
kowe biatka (LMP - low molecular weight proteins), kodowane w obrebie grupy
genéw MHC klasy Il, ktérych ekspresja ulega indukcji zaleznej od y-interferonu
[68]. Po sklonowaniu genéw LMP2 i LMP7 okazato sie, ze sg one bardzo podobne
do genéw kodujacych podjednostki @ proteasomoéw. Podobnie jak wiele gendéw
uczestniczacych w funkcjach uktadu odpornosciowego wykazujg one duzy poli-
morfizm w populacji [66].

y-interferon powoduje indukcje ekspresji trzech podjednostek proteasomow zwa-
nych LMP7, LMP2 i MECL1 (LMP 10), ktére zastepujg konstytutywne podjednostki
X (MB1, £ (), Y (8 [3)) i Z (MCM, (). Powoduje to prawdopodobnie opisang
wczesniej zmiane aktywnosSci proteolitycznych proteasomoéw 20 S. Wymiana pod-
jednostek odbywa sie na poziomie indukcji i represji transkrypcji i nie dotyczy
proteasomow zsyntetyzowanych przed zadziataniem y-interferonu. R6zne podjed-
nostki sa ponadto indukowane przez nieco inne stezenia interferonu y. Co ciekawe,
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a-interferon nie wywiera wptywu na ekspresje LMP7, LMP2 i MECL 1, podczas
gdy (3-interferon powoduje jedynie synergistyczny efekt wraz z y-interferonem na
ekspresje LMP2 i LMP7 nie zmieniajac ekspresji MECL1 [3,4,8,10,12,-
39,46,71,94,96,120]. Nalezy tu wspomnie¢, iz prébowano dziataé na komérki linii
RMA (limfoblasty T myszy) interleuking 2 poszukujac jej ewentualnego wpitywu
na sktad podjednostkowy proteasoméw. Interleuking 2 nie powodowata wymiany
podjednostek zaleznych od interferonu y, ale wyraZznie wptywata na podjednostke
C8 powodujgc zmiane jej ruchliwosci na zelach [94]. Wydaje sie, ze rdwniez inne
cytokiny i limfokiny moga oddziatywaé¢ na funkcje proteasomow, gdyz opisano
aktywacje proteasoméw w miotubach pod wplywem interleukiny 6 [23].

Geny LMP2 i LMP7 pojawity sie u kregowcow ok. 600 milionédw lat temu,
cho¢ zdania sg podzielone, czy nastgpito to jeszcze przed rozdzieleniem sie drzewa
rodowego szczekowcO6w od bezszczekowcdw, czy po tym waznym wydarzeniu
ewolucyjnym [51,53,76]. Lokalizacja tych genéw w obrebie zespotu genéw MHC
klasy Il (6p21) wskazuje na ich udzial w uktadzie odpornosciowym kregowcow.
U cziowieka i u myszy wystepujg dwa alternatywne pierwsze egzony w genie
LMP7, ktore powstaty wskutek wewnetrznej duplikacji przed rozdzieleniem sie
naczelnych igryzoni, a wiec co najmniej 100 miliondw lat temu [51]. Stwierdzono
u myszy po trzy rézne allele LMP2 i LMP7, przy czym regiony polimorficzne
wystepujg na koncu karboksylowym tych biatek [72]. Gen MECL1 nie wystepuje
w obrebie MHC, lecz w grupie pieciu genéw potozonych na chromosomie 16g22.1
[57]. Geny dla podjednostek X, Y iZ rozproszone sa w r6znych miejscach genomu
ludzkiego (X -14q11.2,Y 17p13,Z-9934.11/12) [8,46]. Za powstaniem podjednostek
regulowanych przez y-interferon droga pézniejszej duplikacji przemawia fakt, iz
sg one zdecydowanie podobne do swoich odpowiednikéw (X do LMP7 68%, Y
do LMP2 57%, a Z do MECL1 63%), podczas gdy podobienstwo do innych pod-
jednostek P jest o wiele mniejsze (15%) [100]

Wszystkie trzy podjednostki proteasoméw, ulegajace indukcji przez y-interferon
oraz podjednostki, ktore sg przez nie zastepowane (X, Y i Z) majg aminoterminalng
treonineg, ktora jest najprawdopodobniej miejscem aktywnym, jak wnosi sie z badan
mutagenezy u drozdzy oraz badan nad wigzaniem sie inhibitoréw z proteasomami
[29]. Podjednostki te powstaja w formie niedojrzatej z dodatkowg prosekwencja
N-kofAcowaq, ktora nastepnie ulega odcieciu w procesie budowy proteasomu [89].
Pozostate cztery podjednostki 3 ludzkiego proteasomu HC5, HC7, HC10 i HN3
nie majg wolnej treoniny na koricu aminowym i sg prawdopodobnie nieaktywne
[29,119]. Zwraca sie uwage, iz konformacja prosekwencji podjednostek (36 i (37
przypomina konformacje kieszeni wiazacej antygen MHC klasy | [11].

Transfekcja komérek HeLa wektorem zawierajgcym gen LMP7 powoduje wzrost
zawartosci LMP7 oraz rownoczes$nie wzrost aktywnosci chymotrypsynopodobnej

‘Zgodnie z szeroko przyjeta konwencjg nazwy biatek pisane sg normalng czcionkg, a nazwy
odpowiednich genéw kursywa.
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i trypsynopodobnej izolowanych proteasomoéw. Co wiecej kotransfekcja LMP2 po-
wodowata obnizenie aktywnosci hydrolizujacej wigzania peptidylglutamylpeptydo-
we [33]. Z kolei transfekcja tychze komoérek X powodowata obnizenie aktywnosci
chymotrypsynopodobnej i trypsynopodobnej, a transfekcja Y wzrost aktywnosci
hydrolizujacej wigzania peptydylglutamylpeptydowe [32]. Odmienne wyniki do-
starczyta grupa Kloetzela, transfekujgc komorki T2 pozbawione wiasnych kopii
LMP i TAP. Komdrki transfekowane LMP2/7 wykazywaly spadek aktywnosci
chymotrypsynopodobnej proteasomow przy zmianie profilu produktow powstajacych
z danego substratu [55]. Nie wiadomo natomiast nic jeszcze o wplywie wymiany
podjednostki Z na MECL1 na witasciwosci enzymatyczne proteasomow. Co wiecej,
okazato sig, ze poprzednio uzyskane wyniki dotyczace LMP2 nalezy ponownie
rozpatrzy¢, gdyz wbudowywanie podjednostki MECL1 do proteasomdw jest uza-
leznione od wbudowywania LMP2 i vice versa. Komorki pozbawione LMP2 i
transfekowane MECL1 wykazujg ekspresje duzej ilosci mMRNA MECL1, ale biatko
MECL1 nie ulega whudowywaniu do proteasomoéw. Wzajemne powiazanie ekspresji
MECL1 i LMP2 tlumaczy tez czeSciowo fakt, ze gen MECL1 wystepuje poza
kompleksem gendw MHC klasy |1 [42].

Znaczenie podjednostek LMP2 i LMP7 dla prezentacji antygenow zostato za-
kwestionowane, gdy komoérki pozbawione duzego segmentu gendw regionu MHC
klasy IlI, w tym TAP i LMP, transfekowano TAP1/2. Transfekcja ta wystarczata
do przywrocenia petnej zdolnosci do prezentacji antygendw w kontek$cie MHC
klasy 1[5,64,121,124]. Z kolei utworzenie myszy transgenicznych ze znokautowanym
genem LMP2 i LMP7 wykazato, iz pochodzgce od nich komorki majg obnizong
ekspresje MHC klasy | oraz upo$ledzong prezentacje antygendw wirusowych. Defekt
byt o wiele silniejszy w przypadku dysrupcji genu LMP7 niz w przypadku LMP2.
Proteasomy uzyskane z transgenicznych myszy miaty zmienione witasciwosci pro-
teolityczne. Pomimo tych réznic w stosunku do myszy dzikich ilo$¢ limfocytéw
T i B we krwi obwodowej, rozmnazanie sie i stan zdrowia transgenicznych myszy
nie odbiegat od normy [28,95,108].

Stwierdzono, iz pewna linia chtoniaka T-komorkowego z defektywng prezentacjag
zalezng od MHC Kklasy | antygenéw wirusa grypy ma obnizone poziomy LMP2.
Stymulacja y-interferonem powoduje wzrost ekspresji LMP2 i przywrocenie pra-
widtowej prezentacji antygendéw [90]. Podobnie, niektore epitopy wirusowe wy-
magaja do swojej obecnosci LMP7 [13]. Wydaje sie wiec, ze choé proteasomy
pozbawione LMP2 i LMP7 sg w stanie generowac cze$¢, a moze nawet wiekszos¢
peptydéw ulegajacych prezentacji w powigzaniu z MHC klasy I, to przynajmniej
do produkcji niektérych z nich lub do efektywnej produkcji pozostatych wymagana
jest obecno$¢ podjednostek LMP2 iLMP7. W zwigzku z tym proteasomy zawierajgce
podjednostki LMP2 i LMP7 przywykto sie nazywaé dla odréznienia immunopro-
teasomami [99].
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Podjednostki proteasomow indukowane w tkankach przez y-interferon majg kon-
stytutywnie wysoka ekspresje w grasicy oraz w weztach chtonnych i $ledzionie
[26,96]. By¢ moze wystepowanie immunoproteasoméw w grasicy umozliwia ne-
gatywna selekcje tych limfocytow T, ktore rozpoznajg peptydy generowane przez
immunoproteasomy z wiasnych biatek komdrki. Zaburzenia ekspresji zaleznych
od y-interferonu podjednostek proteasoméw mogtyby prowadzi¢ do choréb autoim-
munologicznych. Co ciekawe, zidentyfikowano allele LMP2, ktérych wystepowanie
sprzyja zapadnieciu na mtodociang posta¢ zesztywniajacego zapalenia stawéw kre-
gostupa oraz reumatoidalnego zapalenia staw6w [81,82]. Istniejg réwniez donie-
sienia 0 powigzaniu niektorych alleli LMP2 i LMP7 z cukrzycg insulinozalezng
[16].

Niektére biatka wirusowe oddziatywa¢ moga z elementami uktadu produku-
jacego idostarczajacego peptydy antygenowe. Komérki zainfekowane adenowirusem
12 (Ad12) majg bardzo niskg ekspresje antygenéw zwigzanych z MHC klasy |,
co wigze sie z in vivo onkogennoS$ciag tego wirusa. Embrionalne fibroblasty mysie
zainfekowane AdI2 wykazujg obnizong ekspresje gendw dla transporterow pep-
tydéw TAP oraz podjednostek proteasoméw LMP2 i LMP7 [88]. Ponadto, ade-
nowirus wytwarza biatko E19 o masie 19 kDa, ktére po wbudowaniu w btone
siateczki srodplazmatycznej oddziatuje odcinkiem luminalnym z taficuchem ciezkim
MHC klasy I, podczas gdy odcinek cytoplazmatyczny jest rozpoznawany przez
biatka koatomerowe warunkujgce transport wsteczny z sieci cA-Golgiego do siateczki
srodplazmatycznej, a co za tym idzie, uniemozliwia to eksport czgsteczek MHC
klasy I na powierzchni zainfekowanych komérek [30]. Wirus Epsteina-Barr w okresie
latencji wytwarza biatko EBNA-1, ktore zawiera sekwencje zapobiegajgce prezentacji
antygenow, ktdrym przypisuje sie zdolno$¢ blokowania aktywnosci proteolitycznej
proteasomow [58]. Ludzki cytomegalowirus wytwarza szereg biatek kodowanych
przez region US (unique short), ktore zapobiegajg ekspresji MHC klasy |, pra-
wdopodobnie przez tgczenie sie z tancuchem ciezkim MHC klasy I iukierunkowanie
tego kompleksu na szlak degradacji zalezny od ubikwityny i proteasomoéw [30].

AKTYWATOR PAZ28

PA28 zwany tez aktywatorem 11 S zostat wyizolowany niezaleznie przez grupe
Rechsteinera [22] oraz grupe De Martino [62] jako heksamer o natywnej masie
czgsteczkowej 180-200 kDa. Kazda z podjednostek na SDS-PAGE miata mase
28 kDa. Heksameryczne pierscienie PA28 wigza sie z obydwoma kornicami pro-
teasomu 20 S tworzgc kompleks o ksztatcie pitki do futbolu amerykanskiego [37,60].
Proteasom 20 S z przytgczonym aktywatorem PA28 wykazuje zmienione wtasciwosci
katalityczne, mianowicie degraduje on znacznie szybciej niewielkie peptydy, cho¢
nie jest w stanie degradowaé dtugich polipeptydow i biatek, nawet jesli sg one
zdenaturowane lub zwigzane z poliubikwityng. Poniewaz zwigzanie sie PA28 z
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proteasomem 20 S powoduje zarobwno wzrost Vmax, jak i zmniejszenie sie statej
Michaelisa, jest on pozytywnym efektorem allosterycznym proteasomu 20 S [22,62].

Doktadna analiza PA28 wykazata, ze nie sktada sie on z szeSciu jednakowych
podjednostek, jak pierwotnie przypuszczano [62], lecz z dwéch réznych biatek
0 podobnej budowie (47% homologii) i masie czgsteczkowej 28 kDa kazde [22,69].
Podjednostki te zostaly odpowiednio nazwane PA28oc i PA28(3 [1]. Ukfadajg sie
one naprzemiennie tworzac heteropolimer PA28(a)3((3)3 w ksztalcie pierScienia
[2,92]. Wigze sie on z pierécieniami a proteasomu 20S przez C-kofAcowe domeny
biatek PA28 [62,92]. Biatka PA28a i PA28p myszy i cztowieka sa odpowiednio
w 92% i 91% identyczne [52].

Komputerowa analiza sekwencji PA28a i (3oraz jej poréwnanie z bazami danych
wykazato, iz sg one wysoce homologiczne (40%) z opisanym wcze$niej biatkiem
0 nazwie antygen Ki [1,75]. Antygen Ki opisano po raz pierwszy jako jadrowy
antygen, przeciwko ktéremu wystepuja przeciwciata w surowicy 12% pacjentéow
z toczniem rumieniowatym uktadowym [101]. PA28a zawiera sekwencje bogatg
w lizyne i kwas glutaminowy zwang motywem KEKE. Sekwencja ta jest obecna
takze w niektérych podjednostkach proteasomu 20 S i czapki 19 S. Jest ona bardzo
hydrofilowa i prawdopodobnie uczestniczy w oddziatywaniach miedzy biatkami
[1,84]. Gen PA28a zostat wczes$niej sklonowany i nazwany IGUP 1-5111, jako
gtéwny gen, ktérego ekspresja ulega indukcji przez y-interferon w ludzkich kera-
tynocytach [48].

Immunoprecypitacja proteasomoéw z uzyciem przeciwciat antyproteasomalnych
wykazata, iz w immunoprecypitacie znajduje sie réwniez antygen Ki. Swiadczy
to o tym, iz najprawdopodobniej antygen Ki asocjuje z proteasomami in vivo. Biatko
to o MR 31 kDa ulega oczyszczaniu na kolumnie z Q-sefarozy wraz z PA28oc
1[3 W zwiagzku z powyzszym Tanaka i wsp. zaproponowali, aby nazywa¢ antygen
Ki PA28y [98].

Immunoprecypitacja z uzyciem anty-PA28(3 koprecypitowata wraz z PA28a takze
PA28(3 i vice versa, natomiast immunoprecypitacja z uzyciem anty-PA28y nie ko-
precypitowata ani PA28a, ani (3 co sugeruje, ze PA28y prawdopodobnie tworzy
homopolimerPA28(y)6, ktéry nastepnie moze asocjowac z proteasomem 20S [92,98].

Rekombinowany PA28a stymuluje in vitro aktywno$¢ chymotrypsynopodobng
proteasomu wzgledem chromogennego peptydu Suc-LLVY-MCA, podczas gdy
PA28[3 nie wywiera zadnego wplywu. Jezeli jednak uzy¢ mieszaniny PA28a i
[3 to aktywacja proteasomu nastepuje juz przy niewielkich stezeniach PA28oc, cho¢
maksymalny zakres aktywacji nie ulega zmianie, co sugeruje, iz PA28[3 w jaki$
spos6b oddziatuje z proteasomem i PA28ot zwiekszajagc ich powinowactwo. Re-
kombinowany PA28ynie wywiera wptywu na aktywnos$¢ proteolityczng proteasomu
ani sam, ani w obecnosci PA28a i/lub [B [92,98].

Badania genomu myszy metodg Southern blotting sugerujg, ze geny PA28a i
PA28b wystepuja prawdopodobnie w wielu kopiach, podczas gdy Ki pod postacig
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pojedynczego genu. Z kolei Northern blotting wykazat, ze w odréznieniu od PA28a
i PA28(3, Ki (PA28y) wystepuje pod postacig dwdch transkryptow. PA28oc, PA28[3
i Kiulegajgekspresji we wszystkich badanych tkankach, przy czym jest ona najwyzsza
w phucach, $ledzionie, grasicy i jadrze, a najnizsza w médzgu, ale ekspresja po-
szczegOlnych biatek z tej grupy nie jest doktadnie na jednakowym poziomie [52].
U cztowieka geny PA28a i /M28(3 wystepujag w poblizu siebie na chromosomie
14qll.2. Ulegaja transkrypcji pod postacig pojedynczego mRNA o wielkosci 0,9
kb kazde. Gen Ki (PA28y) jest z kolei zlokalizowany w regionie 17q21.32-33 i
ulega transkrypcji pod postacig jednego rodzaju mRNA o dtugosci 2,5 kb, z dtugim
niekodujagcym regionem 3° [98].

y-Interferon powoduje wzrost ekspresji PA28a i (3 w hodowanych in vitro
komorkach roznych linii [1,48,52,84]. Ekspresja PA28y rowniez ulega stymulacji
jednak mniejszej i efekt interferonu y jest jedynie czasowy [1,52]. Zasugerowato
to mozliwy udziat PA28 w prezentacji antygenéw. PA28 nie wigze sie wybiorczo
z proteasomami zawierajgcymi LMP7/LMP2, ale powigzaniu sie z proteasomami
zdecydowanie zmienia profil peptyddw bedacych produktem degradacji danego
biatka. Byé moze wiec, prowadzi on do zwiekszenia spektrum peptydow gene-
rowanych z danego biatka przez komdrki prezentujgce antygen [38,41].

Proteasom 20 S generuje gtéwnie peptydy, ktére ulegty pojedynczemu rozszcze-
pieniu, podczas gdy w potaczeniu z PA28 generuje gtownie peptydy, ktdre powstaty
wskutek dwéch rozszczepien proteolitycznych oryginalnego polipeptydu. Degradacja
in vitro biatka pp89 cytomegalowirusa oraz kinazy JAK 1w obecnosci PA28 prowadzi
do produkcji gtéwnych ligandow MHC oraz ich prekursoréw. Dowodzi to, iz PA28
zmienia mechanizm proteolizy w proteasomach prowadzac do powstawania do-
minujacych epitopéw dla komérek T [18].

Powyzsze wnioski zostaly potwierdzone badaniami in vivo na fibroblastach
mysich transfekowanych PA28a, ktore znacznie lepiej prezentowaty antygen pp89
CMV cytotoksycznym limfocytom T, podobnie jak po stymulacji y-interferonem.
Réwniez ulegta zwiekszeniu prezentacja nukleoproteiny wirusa grypy [39]

PRODUKCJA PEPTYDOW ANTYGENOWYCH

Jak juz wspomniano na poczatku tego artykutu, proteasomy wykazujg co najmniej
pie¢ aktywnosci proteolitycznych i sg w zwigzku z tym zdolne do generowania
szerokiego spektrum peptydow z pojedynczego biatka ulegajagcego degradacji. Wsrod
peptydéw powstajacych z danego biatka bedacego antygenem, znajdujg sie rowniez
takie, ktére sg wybidérczo transportowane przez uktad TAP1/2 do Swiatta siateczki
$rddplazmatycznej i tam sg wiagzane z tancuchem ciezkim MHC klasy | oraz [3>
mikroglobuling stabilizujgc dojrzatg czasteczke MHC klasy I, ulegajgcg eksportowi
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na powierzchni komérki, gdzie prezentuje ona dany epitop antygenowy komorkom
immunologicznie kompetentnym [54].

W uktadzie in vitro oczyszczony proteasom 20 S jest w stanie wytworzy¢
peptydy antygenowe z biatek, takich jak: [3-galaktozydaza i owalbumina [19]. Co
wiecej, w przypadku owalbuminy proteasom generowatl wybidrczo peptyd bedacy
gtéwnym ligandem MHC klasy |, mianowicie Ova 257-264, podczas gdy epitop
subdominujagcy Ova 55-62 ulegat w wiekszosci rozktadowi [73,74]. Z biatka ja-
drowego wirusa grypy typu A, proteasomy 20 S produkujg peptyd immunodo-
minujgcy NP 383-391 specyficznie wigzacy sie z czgsteczkami HLA-B27 [97].
0 wytwarzaniu peptydéw antygenowych w przypadku danego biatka wirusowego
moze decydowac rdznica jednego aminokwasu w sekwencji [77].

W przypadku uzycia jako substratu syntetycznego 25-aminokwasowego poli-
peptydu zawierajgcego sekwencje biatka IE pp89 mysiego cytomegalowirusa okazato
sie, ze gtowny peptyd antygenowy stanowit jedynie niewielka frakcje produktow
powstajacych z rozktadu tego polipeptydu. Uzycie zamiast zwyktych proteasomdw
immunoproteasomoéw dawato odmienne spektrum peptydéow koncowych, a peptyd
immunodominujacy byt produkowany z nieco lepszg wydajnoscig [10]. Podobny
obraz uzyskano w przypadku antygenowego peptydu pochodzgcego z produktu
onkogenu Akt. llo$¢ specyficznego immunodominujgcego peptydu zwiekszyta sig,
gdy do mieszaniny inkubacyjnej dodano oczyszczonego aktywatora PA28 [100].
Inne badania zdajg sie jednak zaprzeczaé r6znicy pomiedzy immunoproteasomami
a proteasomami bez LMP2 i LMP7. Gdy jako substratu uzyto tancucha B insuliny
1poréwnano spektrum peptydéw produkowanych przez proteasomy i immunopro-
teasomy, okazato sie, ze brak byto pomiedzy nimi réznic, cho¢ uzyte do badan
proteasomy pochodzace z dzikiej i zmutowanej (delecja LMP2/7) linii T-limfo-
cytamej roznity sie aktywnos$cig w stosunku do prostych substratéw fluorogenicznych
[24].

Z powodow technicznych trudno jest oznacza¢ produkty generowane przez pro-
teasom 26 S odgrywajgcy in vivo gtéwng role w degradacji substratéw skoniu-
gowanych z ubikwityna. Analiza produktow degradacji dekarboksylazy omitynowej,
biatka, ktére jest degradowane przez proteasom 26 S bez potrzeby koniugacji z
ubikwityng (uczestniczy w tym inne biatko, tzw. antyzym [70]), wykazata produkcje
szerokiego spektrum peptydow, w tym takich, ktére odpowiadajg kryteriom ligandéw
dla MHC Kklasy | [102]. Utleniong i zdenaturowang mocznikiem owalbumine in-
kubowano w lizacie limfocytow, co prowadzito do degradacji antygenu i powstawania
epitopu SIINFEKL rozpoznawanego w kontekscie H-2Kb przez cytotoksyczne lim-
focyty T. Degradacji antygenu i powstawaniu tego epitopu mozna byto zapobiec
usunieciem ATP lub dodaniem metylowanej ubikwityny do mieszaniny inkubacyjnej,
co Swiadczy o roli uktadu ubikwitynowania biatek i proteasomu 26 S w generacji
peptydéw antygenowych [9].
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Obecnie wydaje sie, ze proteasomy (zaréwno te bez podjednostek indukowanych
przez y-interferon, jak i te, ktére je zawierajg, czyli immunoproteasomy) generuja
wiekszos$¢ peptydéw ulegajgcych nastepnie translokacji do siateczki $rédplazmaty-
cznej i tgczeniu z czasteczkami MHC klasy I. Ukazat sie jednak ostatnio artykut
podwazajacy te teorie. Badano mianowicie produkcje ré6znorodnych peptydéw anty-
genowych w komoérkach L929 poddanych dziataniu inhibitoréw proteasoméw za-
rowno laktacystyny, jak i z grupy peptydyl aldehydow. Wptyw tych inhibitoréw
okazat sie bardzo zréznicowany, prezentacja niektérych peptydéw ulegta ograni-
czeniu, podczas gdy innych nie ulegta zmianie. Pod ich wptywem ekspresja (-
mikroglobuliny oraz tancuchéw a czasteczek MHC klasy | produkowanych z
odpowiednich plazmidéw ulegta obnizeniu, ale nie miaty one wptywu na ekspresje
endogennych czasteczek Kk i Dk. Te wyniki mozna cze$ciowo ttumaczy¢ zabu-
rzeniem recyrkulacji czasteczek MHC [109].

W warunkach patologicznych, kiedy w obrebie komorek pojawia sie duzo anty-
genéw (infekcja wirusowa, transformacja nowotworowa), funkcje proteasomoéw
przejmujg wyspecjalizowane immunoproteasomy (proteasomy z podjednostkami
indukowanymi przez y-interferon). Aktywowane limfocyty T i/lub NK wydzielajg
y-interferon, ktory indukuje w komdrkach ekspresje podjednostek LMP2, LMP7
i MECL1 proteasomOw oraz podjednostek a i (3 aktywatora PA28. Immunopro-
teasomy sg najprawdopodobniej w jaki$ sposob bardziej zdolne do produkcji od-
powiednich peptydéw antygenowych niz zwykle proteasomy, np. przez zmiane
specyficznosci hydrolizowanych wigzan lub/i przyspieszenie szybkosci generowania
peptydéw antygenowych. Dodatkowo, indukowany przez y-interferon aktywator
PA28 rowniez zmienia spektrum peptydéw generowanych przez proteasomy, przy-
stosowujgc je bardziej do potrzeb uktadu transporterdw i czasteczek MHC klasy
I. Poniewaz jednak proteasom powigzany z PA28 nie jest w stanie degradowaé
biatek i duzych polipeptydéw, odgrywa on zapewne role w koncowej obrébce po-
lipeptydéw generowanych przez proteasom 26 S. Nic jednak nie wiadomo, jak
do tej pory o ewentualnym wptywie y-interferonu na ekspresje biatek kompleksu
czapki 19 S, ktéra w powigzaniu z proteasomem 20 S wytwarza proteasom 26
S. Generowane przez proteasomy peptydy antygenowe muszg dostaé sie do trans-
portera TAP1/2 bez narazenia na dzialanie obecnych na terenie cytoplazmy eg-
zopeptydaz i oligopeptydaz. Nie sg dokitadnie znane mechanizmy, jakie temu
zapobiegaja, ale w gre moze wchodzié albo asocjacja proteasomow z transporterami
TAP, albo udziat posredniczacych biatek opiekuriczych hsp70/90 [83,93]. Peptydy,
ktére dostaja sie do Swiatta siateczki Srédplazmatycznej i wigzg sie z czasteczkami
MHC klasy I, mogg ulega¢ dodatkowym modyfikacjom polegajacym na ograniczonej
proteolizie reszt aminoacylowych korica aminowego. Proteoliza ta moze zachodzié
bezposrednio w $wietle siateczki $rédplazmatycznej [27] albo w obrebie uformo-
wanych pecherzykéw wydzielniczych lub na powierzchni komérek [25,59].
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UKLAD TRANSPORTEROW TAP

Badania nad liniami komorek o upo$ledzonej prezentacji antygendéw w kontekscie
MHC klasy | doprowadzity do izolacji dwéch gendw okreslanych obecnie jako
TAP] i 2 (Transporter Associated with Peptide processing), znanych wcze$niej
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
1i 2 sg polimorficzne, kodowane w regionie MHC klasy Il i wykazujg do siebie
duze podobiefstwo. Biatka TAP majg kasete taczaca ATP oraz kilka odcinkow
przezbtonowych. Koprecypitacja z uzyciem specyficznych przeciwcial wskazuje
na to, iz asocjujg one ze sobg, tworzac heterodimer, cho¢ ich doktadna topologia
nie jest jeszcze poznana. W komoarce transportery TAP 1/2 lokalizujg sie w obrebie
bton siateczki $rodplazmatycznej i sieci cis Golgi [45,79].

Myszy transgeniczne ze znokautowanym genem TAP1 maja uposledzong pre-
zentacje antygenow w kontek$cie MHC klasy I, a w ich krwi obwodowej brak
jest limfocytéw T CD4’8+ [108]. Odpowiednikiem tego fenotypu u ludzi sag mutacje
genu TAP1 wystepujace u niektdrych pacjentéw z wrodzonym uposledzeniem od-
pornosci. Badania in vitro z uzyciem pecherzykéw mikrosomalnych wykazaty, ze
biatka TAP tgcza peptydy, zwtaszcza majace reszty hydrofobowe na koncach kar-
boksylowych, a nastepnie katalizujg ich translokacje w poprzek bton z udziatem
hydrolizy ATP. Wiekszo$¢ peptydéw transportowanych przez TAP ma od 8 do
14 reszt aminoacylowych, cho¢ niektére mogg mie¢ nawet 24 reszty [45,65,100].

Peptydy antygenowe przyczepiajg sie zapewne do czasteczek TAP w dwdch
miejscach, na koncu karboksylowym (stad wymaog reszty hydrofobowej, ewentualnie
natadowanej dodatnio) oraz trzema ostatnimi resztami na koricu aminowym (prolina
w pozycji przedostatniej destabilizuje wigzanie z TAP, cho¢ jest faworyzowana
przez wiekszos¢ alleli HLA-B). Pomiedzy tymi dwoma grupami wigzacymi z cza-
steczkg TAP mogg znajdowac sie dowolne aminokwasy, stad pochodzi sztywny
dolny limit dtugos$ci peptydéw antygenowych, warunkowany odlegto$cig pomiedzy
miejscami wigzacymi, podczas gdy gérny limit dtugosci peptydu antygenowego
jest mniej wyrazny, gdyz taricuch polipeptydowy moze sie odpowiednio wygigé,
by przystosowac sie do wigzania z TAP [106]. Wyniki badan oraz dane kliniczne
wskazujg wiec, ze generowane w cytoplazmie peptydy dostajg sie w obreb siateczki
Srodplazmatycznej z udziatem transporterow TAP, by nastepnie tgczy¢ sie z tan-
cuchem ciezkim MHC klasy | oraz [k-mikroglobuling w dojrzatg czasteczke.

Podobnie jak w przypadku innych genéw kodowanych w regionie MHC klasy
Il, ekspresja TAPI i TAP2 ulega silnej indukcji przez y-interferon. W sze$¢ godzin
po zadziataniu tej cytokiny na komérki $rodbtonka dochodzi do dwudziestokrotnego
wzrostu zawartosci mRNA TAPL i dziesieciokrotnego wzrostu zawartosci mRNA
TAP2. Wzrostowi ekspresji genow transporteréw dla peptydéw towarzyszy wzrost
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efektywnej zdolnosci transportowania peptydéw antygenowych w poprzek bton sia-
teczki $rédplazmatycznej [61].

Ekspresja antygenow zwigzanych z MHC klasy | moze ulec zablokowaniu przez
interakcje specyficznego biatka wirusowego z transporterem TAP. Biatko ICP47
wirusa opryszczki ludzkiej (HSV) typu 1i 2 zapobiega w ten sposob prezentacji
antygenéw wirusowych, jednak blok ten mozna obej$¢ przez zwiekszona ekspresje
TAP w komoérce [31].

ZAKONCZENIE | PERSPEKTYWY NA PRZYSZtOSC

Zalezna od y-interferonu indukcja nowych podjednostek proteasoméw (LMP2,
LMP7 i MECL1) powoduje pojawienie sie w komdrkach immunoproteasomow
0 zmienionym sktadzie podjednostkowym i zmienionych aktywnos$ciach proteoli-
tycznych. Immunoproteasomy sg w stanie generowaé ze zwiekszong efektywnoscia
peptydy wybidrczo przenoszone przez transportery TAP i wiazane przez MHC
klasy 1. Cho¢ indukcja nowych podjednostek proteasoméw przez y-interferon jest
szybka, to immunoproteasomy stanowia jedynie cze$¢ catkowitej populacji pro-
teasoméw komorki poddanej dziataniu tej cytokiny ze wzgledu na diugi poétokres
trwania juz istniejgcych proteasomdéw. Koncowym efektem jest wiec znaczna dy-
wersyfikacja peptydéw produkowanych z endogennych antygenéw, gdyz czynig
to zaréwno immunoproteasomy, jak i proteasomy pozbawione indukowanych przez
y-interferon podjednostek [20,40,100]. Mozliwe tez jest, ze istniejg takze proteasomy
0 posredniej budowie, zawierajagce tylko niektére z trzech jednostek indukowanych
przez y-interferon. Takie proteasomy prowadzityby do dalszego zréznicowania pro-
dukowanych przez nie peptydéw [12]. R6znorodno$¢ form proteasomoéw prowadzaca
do zwiekszenia réznorodnosci produkowanych przez nie peptydéw w zaleznosci
od potrzeb fizjologicznych nazwano ich adaptacjg molekularng [99,100]. In vivo,
w komorkach poszczegélnych tkanek organizmu wystepujg zar6wno immunopro-
teasomy, jak i proteasomy pozbawione podjednostek indukowanych przez y-in-
terferon. Praktycznie czysta populacje immunoproteasoméw mozna otrzymac ze
$ledziony, apopulacje pozbawiong LMP2, LMP7 iMECL 1z przysadki [26]. Obecnie
poznano juz budowe proteasomoéw na poziomie molekularnym z rozdzielczos$cig
2,4 A, co niewatpliwie utatwi doktadniejsze poznanie ich funkcji [43]. Dysponujemy
takze specyficznymi inhibitorami proteasoméw [29,112] oraz ich aktywatorami [113].
Te ostatnie moga okazac sie Srodkami wybidrczo wzmagajacymi ekspresje antygendw
zwigzanych z MHC klasy Il o potencjalnym zastosowaniu terapeutycznym. Réwniez
inhibitory proteasoméw mogga by¢ uzyte do celéw klinicznych, prowadzone sa ba-
dania nad ich uzyciem jako lekdw przeciwzapalnych i przeciwnowotworowych
[87]. W najblizszych latach bedziemy zapewne $wiadkami dalszych odkry¢ zwia-
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zanych z tymi niedawno poznanymi organellami, jakimi sg proteasomy i ich rolg
w prezentacji antygendw.
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BASIC STEREOLOGY IN MORPHOLOGICAL EXPERIMENTS
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Streszczenie-. Konieczno$¢ ustalenia biologicznych prawidtowosci, oraz zrozumienia patomechanizmoéw
zaburzen chorobowych wymégt zastosowanie coraz doktadniejszych badan ilosciowych zjawisk biolo-
gicznych. Badania morfometryczne, szczeg6lnie w o$rodkowym uktadzie nerwowym, dzieki wprowa-
dzeniu metod gwarantujacych otrzymanie prawidtowych wynikéw z niewielkim, znanym i
akceptowalnym biedem dajg podstawe do lepszego poznania budowy i funkcjonowania tej struktury.
Niniejsze opracowanie stanowi krétki przeglad niektérych metod stereologicznych, ktére powinny by¢
zastosowane do badan morfologicznych.

Stéwa kluczowe: 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 of the
coefficient of error. The aim of the new stereological design is to obtain the enough amount of unbiased
information at a given effort. Methods of counting the object’s, and measuring of their volume include:
fractionator, optical disector and Cavalieri’s estimation of the objects volume. Using of 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
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Zastosowanie analizy ilosciowej w nowoczesnych metodach badawczych naktada
obowigzek wprowadzenia okre$lonych zasad, ktére pozwalaja na otrzymanie wy-
nikow obcigzonych jak najmniejszym btedem. Zasady te obowigzujg na wszystkich
etapach pracy badawczej - poczgwszy od postawienia celu pracy, wasciwego za-
planowania eksperymentu, wykonania badan pilotowych, oceny btedéw uzyskanych
wynikow, przeprowadzenia eksperymentu oraz analize wynikéw i wyciggniecie
wnioskéw. Przeprowadzajgc badania ilosciowe musimy pamietaé, ze celem jest
uzyskanie wyniku opisujgcego obiekt (narzgd) przestrzenny, tréjwymiarowy, podczas
gdy wykorzystujemy jedynie dwuwymiarowe probki badanego narzadu (np. preparaty
histologiczne, obrazy otrzymane z tomografii komputerowej lub magnetycznego
rezonansu jadrowego). Przeksztatcenie danych ilosciowych opartych na dwuwy-
miarowym obrazie w rzeczywiste dane opisujagce badany obiekt tréojwymiarowy
jest przedmiotem dziedziny badawczej okreslanej jako stereologia. W pismiennictwie
polskim brak jest podrecznikdw opisujacych teoretyczne zatozenia, jak ipraktyczne
uzycie nowoczesnych metod stereologicznych. Uzycie ich, w $wietle wytycznych
dla autordw zamieszczanych przez renomowane periodyki, stato sie koniecznos$cig
[2, 11].

Planujac eksperyment powinnismy wzig¢ pod uwage dwa podstawowe zatozenia:
osiggniecie jak najmniejszego btedu wyniku oraz zmniejszenie pracochtonnosci za-
stosowanej metody. Na btad estymacji (oceny), jaki mozemy popetni¢, skiada sie:
btad wynikajacy z precyzji pomiaru (zalezny od doktadno$ci urzadzenia, jakie sto-
sujemy) oraz bigd zwigzany z samg metodg badawczg (sposobem pomiaru). Esty-
macja wartosci $redniej na podstawie nawet nieskonczenie wielkiej prdby
estymatorem obcigzonym nieznanym dla nas btedem doprowadzi do nieprawid-
towego wyniku, podczas gdy metoda oparta na znacznie mniejszej prébie, ale ob-
cigzona znanym i mozliwym do okreslenia btedem przyblizy nas do rzeczywistego
wyniku, a wyliczalny btagd tego przyblizenia osiggna¢ moze wartosci mniejsze od
5%.

Jest rzeczg oczywistg, ze nie jest mozliwe zbadanie catych struktur. Zmusza
nas to do zastosowania prébkowania, ktére powinno by¢ przeprowadzone we wia-
$ciwy sposob. Podstawowym warunkiem, ktéry powinien by¢ spetniony przy wy-
bieraniu prébki z przestrzeni trojwymiarowej, jest, aby kazdy element badanej
struktury, zawierajacy interesujgce nas obiekty, miat jednakowe szanse na stanie
sie elementem proby. Aby to osiggnaé, mozemy zastosowa¢ dwa sposoby préb-
kowania - podwdjne losowe (ang. random random sampling) i systematycznie
losowe (ang. systematic random sampling) [2; 6]. W badaniach biologicznych
bardziej korzystnym sposobem probkowania ze wzgledu na fakt osiggania stosun-
kowo niewielkiej wariancji [16, 18] jest systematycznie losowe prébkowanie. Jego
istotg jest stwierdzenie, ze prébe nasza stanowi¢ bedzie ustalona cze$¢ populacji
(I/m). Z tabeli liczb losowych wybieramy dowolna liczbe 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 prébkowanie

ni, a nastepnie rozpoczynajgc od elementu r odrzucamy kolejne m elementow,
tak ze osiggamy probke sktadajaca sie z elementéw: r, r+ m, r+ 2ni, .. .

Zasade probkowania systematycznie losowego wyjasnia ponizszy przykiad (rys.
1). Aby wybraé¢ szostg cze$¢ populacji (I/m) sktadajgcej sie z 20 elementéw, wy-
bieramy losowo (najlepiej z tablicy liczb losowych) taka liczbe /s, aby byta ona
mniejsza od 6 (m), na przyktad 4 (jest to nasz pierwszy element) i wybieramy
kolejne elementy: 4+6, 4+12.

Powyzszg zasade probkowania systematycznie losowego mozemy stosowaé na
kazdym szczeblu probkowania poczawszy od wybrania blokéw tkankowych, przez
wybér skrawkdw histologicznych, a skonczywszy na doborze pdl testowych. Otrzy-
mujemy hierarchiczny uktad probek (wybranie okreslonej prébki z wyzszego po-
ziomu prébkowania niejako determinuje wybér z poziomu nizszego). Zastosowany
jednak sposdb prébkowania, przez zalezno$¢ kolejnych elementow préby od wyboru
pierwszego elementu, wymaga od nas modyfikacji wzoru na obliczenie btedu sza-
cowania wartosci $redniej. Warto$¢ Srednia danego parametru, jaka otrzymujemy
z proby losowej, obcigzona jest $cisle okreslonym btedem. Aby oceni¢ jego wielkosc¢,
nalezy postuzyé sie tzw. wspoétczynnikiem btedu (CE; ang. coefficient of error)
okre$lajacego ,,doktadno$¢” wyznaczenia wartosci $redniej. Dla niezaleznych od
siebie obserwacji (prébkowanie podwdjnie losowe ang. ranclom random sampling),
kiedy pobranie kolejnego elementu préby nie zalezy w zaden sposéb od pobrania
poprzedniego lub kiedy mamy do czynienia tylko z jednym probkowaniem, wspot-
czynnik btedu oblicza sie w nastepujacy sposob [5]:

gdzie: SD - odchylenie standardowe z prdéby, SE - biad standardowy S$redniej,
CV - wspotczynnik zmiennodci, x - $rednia z proby, n - liczebnos$¢ proby.

Przy takim sposobie probkowania wariancja (kwadrat odchylenia standardowego)
bedaca miarg rozproszenia warto$ci wokot wartosci $redniej zalezy jedynie od li-
czebnosSci préby.

Dla prébkowania systematycznie losowego (ang. systematic random sampling),
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kiedy pobranie kolejnego elementu préby na kolejnym poziomie probkowania zalezy
od pobrania poprzedniego (wybranie skrawkdw histologicznych z uprzednio wy-
branych ,,plastréw”) spos6b obliczenia wariancji, jak réwniez i wspétczynnika biedu
jest nieco bardziej skomplikowany. Nalezy sie tu postuzy¢ uogélnionym wzorem
zaproponowanym przez Gundersena i Osterby’ego [7]:

2 0Sj =Sj +~1~0Sj
2 $i=8)+-] i

J

9 9
gdzie: OS] - obserwowana wariancja nay-tym poziomie probkowania, Sj- rzeczywista
wariancja Biologiczna (okreélajgca zmienno$¢ biologiczng) na y-tym poziomic prébko-

wania, OSj ~- obserwowana wariancja nay-1 poziomie prébkowania (poprzednim).

Biorgc pod uwage indywidualne wyniki nalezy wiec tak przeprowadza¢ badanie,
aby wyliczalny wspdtczynnik btedu estymacji parametru w indywidualnym przy-

padku (CEj_j) byt minimalny [16], gdyz wtedy tzw. $redni biad estymacji

( CL’,9 i) bedzie rowniez najmniejszy. Sktadnik ten nie powinien osiggna¢ potowy
nj-1
warto$ci obserwowanego wspdtczynnika biedu CE? [17]. Pozwoli to bowiem na

osiggniecie sytuacji, w ktorej znaczng cze$¢ obserwowanej wariancji (wspoétczynnika
btedu) stanowi¢ bedzie rzeczywista wariancja biologiczna. Ma to podstawowe zna-
czenie dla stwierdzenia istotnosci réznicy miedzy badanymi grupami. Dla struktur,
ktore badane sg po raz pierwszy ico do ktérych nie znamy biologicznej zmiennosci
badanego parametru (6_ = ?), zaplanowanie prébkowania zalezne jest jedynie od
0Sj.

Celem naszym jest w zwigzku z tym takie postepowanie, by warto$¢ ta byta
jak najmniejsza. Konsekwentne zastosowanie hierarchicznego sposobu prébkowania
w eksperymentach stereologicznych (poczawszy od catego narzadu, skonczywszy
na przekrojach) doprowadza nas do nastepujacego okreslenia sktadowych wpty-
wajacych na wielko$¢ obserwowanej wariancji OS~ opisanej zmodyfikowanym
wzorem matematycznym podanym przez Gundersena i Osterby’ego [7], wynikajagcym
z zastosowania tzw. probkowania zagniezdzonego [12]:

,T) p s2 ( 0 S bloki OSprzekroje OSpolat. + OSpomiar

przypadek ~ ' przypadek n . n n + ., " »
bloki bloki przekroje polat bloki przekroje

gdzie odpowiednio nMokj - liczba blokéw tkankowych przypadajacych najeden przypadek,
nprzekroje ~ *czba przekrojow histologicznych przypadajaca na 1 blok, n Iuf - liczba
pol testowych przypadajaca najeden przekrdj, OS  jar—wariancja pojedynczego pomiaru.
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Z poréwnania mianownikdw kolejnych utamkdw wystepujacych w powyzszym
réwnaniu wynika, ze wariancje (lub kwadraty wspoétczynnikéw btedu) na kolejnych
poziomach prébkowania maja coraz mniejszy wptyw na obserwowana wariancje
(wspétczynnik bledu) miedzy przypadkami. W najwiekszym stopniu ma na nig
wptyw wariancja biologiczna wystepujaca w populacji, ktéra w miarach wzglednych
stanowi okoto 70% obserwowanej wariancji; w znacznie mniejszym stopniu wa-
riancja miedzy blokami tkankowymi [20%], kolejno miedzy przekrojami histologi-
cznymi [8%], a w najmniejszym stopniu miedzy polami testowymi (2%) [7]. Oznacza
to, ze zastosowanie doktadniejszej metody pomiarowej (czynigce doswiadczenie
znacznie bardziej pracochtonnym - np. przez mierzenie wiekszej liczby komorek
na pojedynczym skrawku) moze ,poprawi¢” wynik (zmniejszy¢ wariancje) jedynie
0 1-2%. W zwigzku z tym wiasciwe zaplanowanie eksperymentu powinno by¢
oparte na zasadzie ,,zrébmy wiecej, ale mniej doktadnie”. Problem ten szerzej opisany
zostat przez Gundersena i Osterby’ego [7].

Planujac iloSciowg analize interesujacych nas obiektow nie powinniSmy na po-
czatku przyjmowac zadnych zatozen dotyczacych przestrzennego ich rozktadu czy
ksztattu. Na tym polega podstawowa réznica miedzy metodami badawczymi opartymi
na z gory przyjetych zatozeniach dotyczacych charakterystyki badanych obiektow
(ang. model-basedapproach, assumption-basedmethods, wiekszo$¢ dotychczas sto-
sowanych metod stereologicznych) a metodami polegajacymi na wiasciwym za-
planowaniu doswiadczenia (ang. design-based approach), dla ktérych witasciwosci
badanych obiektéw sg bez znaczenia [2].

Do potowy lat osiemdziesigtych stereologia opierata sie jedynie na podejsciu
modelowym [8]. Za podstawe tego podejscia przyjeto zatozenia przedstawione przez
Floedeursa [3] oraz Abercrombiego [8], ktére pozwalaty na przeksztatcenie wynikow
uzyskanych na ptaszczyZznie dwuwymiarowej, jaka jest pole testowe, na wartosci
charakteryzujgce faktycznie narzad - przy zastosowaniu czesto bardzo skompli-
kowanych formut matematycznych. Konwersja taka byta jednak obcigzona trudnym
do oceny biedem wynikajacym z przyjecia okreslonych zatozen dotyczacych ba-
danych obiektéw oraz ich ksztattu [1,19]. Wiazato sie to z opracowaniem szeregu
wspoétczynnikéw korekcyjnych zaleznych od rodzaju tkanki, sposobu utrwalenia,
wiasciwosci badanej struktury (wspétczynnik ksztaltu mierzonego obiektu), czy
tez rozktadu wielkoSci obiektéw [15]. Utrudniato to w zasadniczy spos6b prze-
prowadzanie obliczen i, co najwazniejsze, opierato sie na pewnych z géry przyjetych
zatozeniach. Modelowe podej$cie do badan powodowato, ze otrzymane wyniki obar-
czone byty biedem, ktérego w zaden sposob nie mozna byto oceni¢. Zmusito to
badaczy do poszukiwania metod, ktére z jednej strony umozliwityby ocene po-
petnianego btedu, a z drugiej - nie wymagaty okreslania zatozen wstepnych do-
tyczacych wiasciwosci badanego obiektu.

W 1984 roku opisano obiecujgcg metode liczenia obiektdw w przestrzeni troj-
wymiarowej [14] okre$lajac ja mianem metody fizycznego ,podwdjnego ciecia”
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(ang. di-sector). Metoda ta polegata na policzeniu obiektow znajdujacych sie jedynie
na wybranym skrawku histologicznym (lub w polu testowym), przez poréwnanie
obrazu okre$lonego przekroju z kolejnym, odlegtym o stalg - ci W ten sposéb
uzyska¢ mozna byto liczbe obiektéw zawartych miedzy dwoma przekrojami. Metoda
ta wymagata jednak zastosowania dosy¢ skomplikowanego uktadu dwéch mikro-
skopow sprzezonych ze sobg wspolnym stolikiem, ktory przesuwatby sie réwno-
cze$nie w ptaszczyznie (x, y) w obu mikroskopach.

Kolejnym krokiem naprzéd byto siegniecie po optyczne ,podwdjne ciecie”
(ang. optical disector), ktdre w chwili obecnej jest najprostszg i, jak sie uwaza,
nieobcigzona btedem, metodg oceny liczby obiektéw w przestrzeni tréjwymiarowej
[4; 10]. Zasada estymacji jest prosta. ,,Optyczny néz” tnie skrawek kolejno na ,,op-
tyczne plastry”, w ktérych badane obiekty pojawiajg sie i znikaja w kolejnych
warstwach w miare przesuwania sie ogniskowej obiektywu przy regulacji Srubg
mikrometryczng (rys. 2). Pomiar polega na liczeniu obiektow, ktére pojawiajg sie
w kolejnych warstwach [17]. Przy liczeniu jakichkolwiek obiektéw nalezy po-
stugiwac sie znang zasadg stereologiczng opartag na tym, ze uzywajac ramki do
liczenia obiektéw zaliczamy jedynie te, ktére nie majg ani jednego punktu przeciecia
z liniami wykluczajgcymi.

Zastosowanie ,,optycznego plastra” dla uproszczenia nazwanego ,,disektorem”
niesie za sobg konieczno$¢ spetnienia nastepujacych warunkow:

posiadanie przyrzadu mierzacego przesuw stolika w gére i w dét z doktadno-

$cig co najmniej 0,001 mm (ang. microcator);

wyposazenie mikroskopu w obiektyw, ktory pod odpowiednio duzym powie-

kszeniem (100x) przy uzyciu immersji zapewni minimalng szeroko$¢ warstwy

ostrej (apertura obiektywu powinna wynosié¢ 1,4).

W metodzie disektorowej zliczamy rzeczywiste obiekty (a nie ich profile) bez

wzgledu na ich ksztalty, rozmiary i potozenie w bryle o znanej objetosci, ktéra
obliczona jest przy zastosowaniu wzoru:

(4) Vi=ajd

gdzie ar - pole ramki testowej, d - przesuw stolika w ptaszczyznie pionowej (gtebokos$é
disektora)

Wprowadzenie metody disektorowej do oceny rzeczywistej liczby obiektow
w jednostce objetosci stworzyto podstawe do szacowania (z obliczalnym btedem)
catkowitej liczby obiektow w badanej strukturze. Poniewaz ubytkom (lub przyrostom)
liczby komoérek towarzysza zmiany wielkos$ci struktury, w ktérej sie znajduja, pa-
rametr ten ma najistotniejsze znaczenie nie tylko w ocenie patologii narzadu, ale
i W ocenie jego rozwoju.

Istniejg zasadniczo dwa sposoby obliczenia catkowitej liczby komérek w badanej
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RYSUNEK 2. Metoda disektorowa: kolejne zdjecia otrzymano dokonujac przesuwu $rubg mikrometry-
czng mikroskopu o 3 [im (0 gm, +3 pm, +6 |[im, +9 pm); przesuw w osi pionowej mierzony byt za pomoca
cyfrowego urzadzenia pomiarowego, kolejne obiekty pola testowego pojawiajg si¢, a nastepnie znikaja z
ogniska ostrosci (strzatki), gwiazdka oznaczono obiekty ,,liczone” w danym polu testowym, fiolet krezy

lowy, powiekszenie mikroskopu I)()()x, immersja

strukturze: bezpos$rednia - przy uzyciu tzw. frakcjonatora lub posrednia - w wyniku
zastosowania matematycznego wzoru:

(5) NT=V-Nv

gdzie: Nv - gesto$¢ numeryczna obiektéw w jednostce objetosci (wyznaczona np. metoda
disektorowga), V - objeto$¢ struktury.
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FRAKCJONATOR

Aby obliczy¢ catkowitg liczbe obiektow w badanej strukturze, wystarczy, ze
policzymy je w pewnej znanej cze$ci (frakcji) badanej struktury. Jest to podstawowe
zalozenie metody tzw. frakcjonatora [4; 18], w ktorej catkowitg liczbe obiektow
obliczamy na podstawie ich liczby w prébce i znanego, zaplanowanego wczes$niej
schematu probkowania. Zaletg tej metody jest uniezaleznienie sie od skutkéw za-
stosowanych procedur histologicznych, a tym samym wyeliminowanie wptywu ob-
kurczania tkanki na ostateczny wynik badania. Co wiecej, nie musimy réwniez
zna¢ objetosci struktury ani grubosci skrawkdw, na ktore ta struktura zostata pocieta.
Zastosowanie tej metody wymaga jednakze doktadnej znajomosci granic obszaru
zawierajgcego badane obiekty, tak aby precyzyjnie ocenié ostatnig frakcje (pdl te-
stowych). Metoda frakcjonatora powinna by¢ w ostatnim etapie poszerzona o metode
disektorowa, aby liczba obiektow byta obcigzona minimalnym idajacym sie wyliczy¢
btedem. W metodzie frakcjonatora catkowitg liczbe obiektéw obliczamy wedtug
wzoru:

(0 * =V,
gdzie: Iv , jest liczbhg obiektéw we frakcji n, a -jr jest n-tg frakcja
JH

Dla wyliczenia btedu oceny catkowitej liczby obiektéw przy zastosowaniu fra-
kcjonatora nalezy powtdrzyé badanie na losowo wybranej innej probie - jednak
takiej, aby w jednakowy sposéb prébkujac dojs¢ do frakcji objetosci, w ktérej
byto przeprowadzane wyjsciowe badanie, oraz zastosowac¢ wzér podany przez Gun-
dersena [4]:

{Est\.-Est2)2
) —
2 ESTi
=i

(7) CEN)=—"

gdzie Estj i Est, - szacowane catkowite liczby obiektéw odpowiednio w pierwszym
i drugim prébkowaniu u tego samego osobnika i, ESTi - koncowa catkowita liczba
obiektédw uzyskana z potgczenia obu probek.

Zasade frakcjonatora wyjasni ponizszy przyktad:

Przyktad 1 Chcac obliczy¢ liczbe komérek w pewnej strukturze wykonujemy dowolne
przekroje przez te strukture. Zatézmy, ze struktura ta pojawita sie na 12 blokach
tkankowych. W pierwszym etapie probkowania wybierzmy np. czwartg czes¢
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badanej struktury (jest to nasza pierwsza frakcja: —=— f =4), wybierajac w
1
sposéb losowy pierwszy blok (np. nr 2), a nastepne - korzystajac z zasady
systematycznie losowego prébkowania (2+4=6, 6+4=10 blok). Kazdy z tych blo-
kow tkankowych potnijmy na skrawki uktadajgc je kolejno. Wybierzmy teraz np.
pie¢dziesigtag czes¢ skrawkéw (jest to nasza druga frakcja: —2= 51 f =50): w
>

N
’

sposOb losowy (z tabeli liczb losowych) wybieramy pierwszy skrawek (np. 17), a
kolejne wedtug nastepujacego schematu: (17+50=67, 67+50=117,117+50=167).
Kolejne skrawki mogg znajdowacé sie w nastepnych blokach. W otrzymanej w ten
sposéb serii skrawkow nalezy dokona¢ wyboru pél testowych, w ktérych bedag
zliczone komorki. Dalsze postepowanie bedzie zalezato od posiadanego przez
nas wyposazenia. Jezeli dysponujemy systemem automatycznie regulujgcym
przesuw stolika we wszystkich kierunkach, mozemy dokonywaé statego przesuwu
wosiach (x,y) w powigkszeniu 100 x, iw ten sposéb wybiera¢ pola testowe. Kolejna
frakcja bedzie ustalona w sposo6b nastepujgcy: dokonujemy przesuniecia np. o
X=0,5 mmiy=0,4 mm (wielkos¢ duzego pola testowego wynosi wiec 0,2 mm2;
w siatce okularowej widzimy pole testowe o wielkosci np. 0,02 x 0,02 mm, wobec
czego bedziemy liczyli komorki w polu testowym ,matym” o wielko$ci 0,0004 mm?2;
pole to bedzie stanowito 0,0004 mm2/0,2 mm2=1/500 cze$¢ ,duzego” pola testo-
wego; awiec 1/500 powierzchni przekrojéw badanej struktury bedzie zbadana (jest
500 ,f4= 500). Jezeli nie dysponujemy systemem
automatycznie dokonujgcym przesuwu stolika mikroskopowego, musimy podzieli¢
wybrane przekroje zawierajagce badang strukture na pola testowe w powiekszeniu
np. 10 x (tak aby byto wida¢ granice cytoarchitektoniczne struktury). Nalezy teraz
ustali¢, jaka czes¢ pol testowych w powiekszeniu 10 x zostanie zbadana. Zatézmy,
ze %(%=%, f= 5A. Wybieramy losowo pierwsze pole i nastepne (co pigte)
wedlugznanegojuz s‘%:hematu. Nastepnie, zaktadajgc, ze wjednym polu testowym
w powiekszeniu 10x dokonamy jednego wejscia ,malym” polem testowym w
powiekszeniu 100x obliczmy stosunek po6l testowych ,duzego” i ,matego”. Niech
wielko$¢ duzego pola testowego w siatce okularowej wynosi 0,2x0,2 mm=0,04
mm?2; a wielkos¢ ,matego” pola testowego 0,0004 mm2, pole to bedzie stanowito
0,0004 mm2/0,04 mm2 = 4/400 = 1/100 czes$¢ ,duzego” pola testowego. Jest to
fzi' =i_(ﬁ' f. =100 . Pozostata jeszcze do USta-
lenia czwarta, ostatnia frakcja. Poniewaz liczenia komoérek dokonujemy metoda
disektorowa, a wiec w ,objetosci testowej”’, wobec czego konieczne jest jeszcze
ustalenie, przy danej grubosci preparatu (np. 50 gm), gtebokosci disektora. Nalezy
zatozy¢, czy zbadamy 1/2, 1/3, 1/4 czy dowolnie inng czes$¢ grubosci preparatu.
Przyjmujac gtebokos$¢ disektora, np. 10 urn, zbadamy 1/5 grubosci skrawka (jest

to nasza trzecia frakcja: \
/g

nasza kolejna zbadana frakcja
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to nasza czwarta frakcja: — = f =5). Wiedzac, w jakiej czesci badanego jadra
4

liczone bedg komarki, mozemy przystgpi¢ do liczenia komérek w kolejnych dise-

ktorach. Obliczmy nastepnie sume wszystkich komérek w zbadanych przez nas

disektorach. Niech wynosi ona 100 (J/V4= 100). Catkowita liczba komérek w

badanej strukturze bedzie wiec réwna:

/V =100 «4 «50 500 -5 = 5000 000
lub tez

N="A/4+ -12mfy mfy, «fA

N =100 4 50 <500 <5 =5 000 000

WYZNACZANIE OBJETOSCI STRUKTURY
WEDLUG REGULY CAVALIERIEGO

W celu obliczenia catkowitej liczby obiektéw w badanej strukturze metoda
posrednig (przy zastosowaniu matematycznego wzoru) musimy w pierwszym etapie
oceni¢ objetos¢ struktury. Do obliczenia objetosci struktury nalezy zastosowac tzw.

wzér Cavalieriego [6, 9]
n

(8) V =fJjAi
|

gdzie: V - objeto$¢ struktury, t - odlegto$¢ miedzy przekrojami, A(- pole przekroju
struktury na /-tym skrawku.

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

9) Ai=Ap Pi

gdzie: Ap - pole przypadajgce na jeden punkt siatki, P - liczba punktéw siatki na
/-tym przekroju
Aby jednak zastosowaé powyzszy wz6r, nalezy [9]:

pokroi¢ badany obiekt na rGwnolegte skrawki jednakowej grubosci, a naste-
pnie w spos6b systematycznie losowy dokona¢ wyboru kolejnych skrawkoéw,
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obliczy¢ pole kazdego przekroju uzywajac zwykiej siatki z punktami lub tablitu
magnetycznego.
Dla obliczonej w ten sposdb objetosci struktury z tatwoscig mozna oceni¢ biad

przeprowadzonego pomiaru przy zastosowaniu nastepujgcego wzoru [6]:
n Ir-l n-2

V 31(-V V 41<V +i)+1(V + +2)
10 XE= -1+ 1

mili,
I

gdzie: - pole przekroju struktury na /-tym poziomie wyznaczone metoda punktowa
lub przy pomocy tablitu magnetycznego.

W rzeczywistosci, przy stosowaniu siatki punktowej do oceny pola przekroju
struktury, powinno sie zastosowa¢ zmodyfikowany wzo6r uwzgledniajacy ksztatt
przekroju bryty oraz rodzaj zastosowanej siatki [6].

Przykiad2. Zastosowanie wzoréw do obliczenia wspoétczynnika btedu przy metodzie

Cavalieriego
Powr6¢my do naszej badanej struktury, ktorej objeto$¢ chcemy obliczy¢. Zatlozmy,

ze podzielilismy strukture na plastry o grubosci 0,5 cm. Poszukajmy w nich

badanego fragmentu; zal6zmy, ze wystapit on na 10 plastrach. W pierwszym
etapie, wybierzmy co drugi plaster (odlegto$¢ migedzy nimi wynosi wiec 1,0 cm).

Pola przekrojow kolejnych plastréw (A) zamieszczatabela 1. Suma po6l przekrojow

wynosi 19 cm. Przyjmujgc odlegto$¢ miedzy plastrami za 1,0 cm objeto$¢ bada-

nego fragmentu struktury wynosi

V/=19 cm2x 1,0 cm =19 cm3

Tabela 1 przedstawia sposob wyliczenia odpowiednich sktadnikéw wzoru na oblicze-
nie btedu (tab. I).

rr V3 e85- 4 66+ 46
CE= VTT~i9 =07092
Otrzymalismy wynik CE=9,2%. Oznacza to, ze w ocenie objetosci tego fragmentu
struktury, postugujac sie jedynie 5 przekrojami, popetniliSmy 9% bigd. Zadaniem
naszym, bedzie takie zwiekszenie préby (liczby plastrow), aby btad ten nie byt
wiekszy od 5%.

Wezmy wiec wszystkie dostepne plastry (jest ich 10). Zauwazmy, ze objetosé
badanego jgdra wynosi:

V=37 cm2 0,5 cm = 18,5 cm3, awiec r6znica w stosunku do poprzedniego wyniku
jest niewielka. W analogiczny spos6b obliczmy btad oceny objetosci (tab. 2):

V3 m161 -4 - 150+130
AT-37 -°°28

Zwroémy jednak uwage, jak bardzo ulegt zmniejszeniu popetniany btad. Wynosi on
przy zastosowaniu 2 X wiekszej liczby plastréw jedynie 2,8%:
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TABELA 1. Obliczenia czgstkowe pomoc- TABELA 2. Obliczenia czgstkowe po-
ne dla wyznaczenia objetosci struktury i mocne dla wyznaczenia objetosci struktu-
btedu jej oszacowania [do wzoru (10)] ry i btedu jej oszacowania [do wzoru (10)]
N Ai Ai*Ai Ai*Ai+l Ai*Aj+2 N Ai Ai*Ai Ai*Aj+i Ai*Ai+2
1 2 4 12 8 1 1 1 2 4
2 6 36 24 30 2 2 4 8 12
3 4 16 20 8 3 4 16 24 20
4 5 25 10 4 6 36 30 24
5 2 4 5 5 25 20 25
6 4 16 20 20
Suma =19 =85 =66 =46 7 5 25 25 15
8 5 25 15 10
9 3 9 6
10 2 4
Suma =37 =161 =150 =130

Wykonujgc badanie pilotowe na poczgtku eksperymentu, widzimy wiec, ze uzycie 5
plastrow daje btad okoto 10%, podczas gdy podwojenie wysitku daje btgd wyno-
szacy niecale 3%. W ten sposoOb, biorac pod uwage wielko$¢ btedu, mozemy w
jak najbardziej ekonomiczny spos6b zaprojektowac¢ nasze doswiadczenie; musi-
my jednak pamietaé, ze przy duzej wariancji biologicznej btgd 10% moze byc¢
akceptowalny, podczas gdy przy niewielkiej - jest zbyt duzy i nalezy pracowac z
podwodjnag liczbg plastrow.

WYZNACZENIE GESTOSCI NUMERYCZNEJ
OBIEKTOW W JEDNOSTCE OBJETOSCI

Kolejnym krokiem w celu uzyskania catkowitej liczby obiektéw metoda posrednig
jest wyznaczenie gestosci numerycznej obiektow wjednostce objetosci. Postugujemy
sie wzorem podanym przez Sterio [14].

gdzie <, - liczba obiektéw policzonych przy uzyciu metody optycznego ciecia w objetosci



MIERZYC DOBRZE W MORFOMETRII 205

testowej U., aT - wielko$¢ pola testowego, clj - gtebokos$¢ disektora w polu testowym
i.

Aby jednak liczona gesto$¢ byta wiarygodnym parametrem, musza by¢ spetnione
nastepujgce warunki:

szeroko$¢ pojedynczego optycznego ciecia musi stanowi¢ od 1/3 do 1/4
wymiaru najmniejszego obiektu badan w ptaszczyznie do niego stycznej oraz
w disektorze, sktadajacym sie z kilku (kilkunastu) takich pojedynczych opty-
cznych cie¢, musza znalez¢ sie cate obiekty, a nie ich fragmenty.
Wspotczynnik btedu, jaki popetniamy w ocenie gestosci numerycznej obiektéw
w jednostce objetosci, mozna obliczy¢é wedtug zmodyfikowanego wzoru podanego
przez Gundersena [4] w spos6b nastepujacy:

/ - n . n
(12) CE (Ny)2VceExEo)+ ° 2 Cov XXM ce) CZF)e e
gdzie:
(12a)C E (Y fi) = 19|Q/~4 1 i Q
V~~12"0,
1
i
V n n-1 n-2
Vv 3XFpi Wy YV F
(12b) CE(2jF) = - y S — Tin e —
VI2ZXF,
1
i
(12¢)
cov (Xe.Zn =f@3i O F+1 - g'+2y ;+2g"-4 g'+l* Fm QI
=i VA 1
I=1 =1
\ y
Q; - liczba obiektdw policzonych metodg disektora na skrawku i,

Fi - liczba disektorow na skrawku i,
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n - liczba skrawkéw uzyta w danym przypadku.

Przyktad 3. Uzycie wzoru umozliwiajacego obliczenie bledu oceny gestosci numery-
cznej wjednym przypadku wyjasnia nastepujacy przyktad. Chcac obliczy¢ gestos¢
znakowanych komérek w badanej strukturze w sposéb systematycznie losowy
wybrano 5 skrawkéw. Na wybranych 5 skrawkach metoda systematycznie losowg
wybrano 42 okre$lonej wielkosci disektory, w ktorych w sumie znaleziono 19
znakowanych komorek.

Parametry disektora: aT - wielko$¢ pola testowego = 0,01 mm2, d.- gtebokos¢

disektora w polu testowym /- 0,010 mm; objeto$¢ disektora = 1x10-4 mma3.
Podstawiajgc uzyskane wartosci do wzoru na Ny uzyskujemy:

tez tez
W =- - = — bn = 2+6H-4+5+2----------= ————- 12— = 0,4523404 = 4523
5 5 10 «(10+10+5+12+5) 42 10“4
X Vi T ,aT di
1 1

W jednym milimetrze sze$ciennym bedg wiec 4523 znakowane komorki. Obliczenie
popetnionego btedu jest jednak znacznie bardziej skomplikowane (tab. 3):

TABELA 3. Obliczenia czastkowe pomocne dla wyznaczenia gesto$ci numerycznej obie-
ktéw w jednostce objetosci oraz btedu jej oszacowania

n Fi Q FiFj FiFi+, FiFi2 QIQI QQ+ QiQi+2FiQi 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
Cov (£0, = '(3 170 + 101 - 4 + 136) = 5,5833

V3 +85 - 4 m66 + 46 6,082 nno,
CE = TTTTi =Y 46Y T9="°'092

~ V3 m394 - 4 w270 + 195 17,234

« (+O0 = - NN =T45249 = ~

CE(NV) =\0,0922 + 0,1 18: - = VO,0048 = 0,091
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OtrzymaliSmy stosunkowo wysoki btagd. Aby go zmniejszyé w istotny sposéb, nale-
zaloby zgodnie ze wzorem (3) wzig¢ do obliczen jeszcze kilka skrawkéw, gdyz
jedynie uzupetnienie o dodatkowe skrawki (a nie dorobienie disektorow na skra-
wkach juz liczonych) zapewni zmniejszenie biedu.

WYZNACZANIE CALKOWITEJ LICZBY OBIEKTOW
METODA POSREDNIA

W ostatnim etapie obliczenia catkowitej liczby obiektow postugujemy sie mate-
matycznym wzorem:

(13) NT=V-Nv

gdzie: Nv - gesto$¢ numeryczna obiektéw w jednostce objetosci, V - objetos¢ struktury.

Popetniony bigd mozna obliczy¢ wedtug wzoru [6, 13, 17]:

(14) cE(w7)=VXCEAd +XC7Uv

Przyktad 4. W celu obliczenia catkowitej liczby komérek znakowanych w pewnej
strukturze postuzmy sie podanymi wyzej przyktadami. Obliczona objeto$¢ struktu-
ry wynosita 18,5 cm3= 185 000 mm Wspébiczynnik btedu wynidst0,028. Gestosé
numeryczna znakowanych komoérek w jednostce objetosci (1 mm3) wynosi 4523.
Wspotczynnik btedu = 0,092.

W stawiajgc powyzsze wartosci do odpowiednich wzoréw otrzymujemy:

Nj=VmaNy = 185 OOOmirr «4523mm-3 = 836 755 000
CE (NT)=Vo0,0282+ 0,0922 - 0,096

Catkowita liczba znakowanych komoérek w badanej strukturze wynosi wiec okoto 837
milionéw. Btad oceny wynosi 9,6%.

ANALIZA DANYCH OTRZYMANYCH
DLA GRUPY PRZYPADKOW

Celem naszych badan jest zwykle znalezienie wielkosci parametru charaktery-
zujacego badang grupe (populacje) dla ewentualnego poréwnania go z wartos$cig
otrzymanag w grupie kontrolnej. Nalezy przy tym pamietaé, ze na wariancje (lub
tez wspotczynnik zmiennos$ci) danego parametru w badanej grupie przypadkow
ma wptyw nie tylko rzeczywista wariancja biologiczna (biologiczny wsp6tczynnik
zmiennosci) badanego parametru dla grupy przypadkéw (najczesciej nieznana), ale
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i wariancja (lub tez wspdtczynnik btedu oceny S$redniej) tego parametru w indy-
widualnym przypadku.

Przy zalozeniu losowosci wyboru przypadkéw do grupy oraz wystepujacego
rozktadu normalnego badanej populacji (prébki) mozna obliczy¢ $rednia oraz wspét-
czynnik zmiennos$ci danego parametru, ktéry po odpowiednim przeksztatceniu wzoru
(2) bedzie sumg zwykle nieznanego biologicznego wspotczynnika zmiennosci oraz
Sredniego wspotczynnika btedu, ktérego sposdb obliczenia przedstawiamy ponizej

[6]:

s c£2

1=1
Po odpowiednim przeksztatceniu wzoru (3), otrzymamy wzér, na podstawie kto-
rego mozemy obliczyé biologiczny wspdtczynnik zmiennosci (SB‘?) danego para-

metru [17]:

(16) SBj =CVj-CE2(N)
gdzie: CV? - wspétczynnik zmiennosci obliczony dla grupy przypadkéw, CEE (N) -
kwadrat Sredniego wspotczynnika biedu

Przyktad 5. W badanych 5 przypadkach otrzymano nastepujgce wyniki catkowitej
liczby neuronéw w pewnej strukturze (tab. 4):

SB2=0,00624 - 0,00062 = 0,00562

SB =n/0,00562 = 0,075 = 7,5%

Wspotczynnik zmiennosci biologicznej
catkowitej liczby neuronéw w bada-
nej strukturze wynosi jedynie 7,5%.
Zastosowanie sie do opisanych po-

TABELA 4. Obliczenie sredniej wartosci
danego parametru oraz wspotczynnika
btedu dla badanej grupy przypadkéw

wyzej wskazan pozwala na uzyskanie  przypadek N+106 CE(N) CE/N)
wynikéw obarczonych stosunkowo ma- | 10 0.04 0.0016
tym, znanym biedem. Zaletg tych wska- > 11 0,03 0,0009
zah jest prostota, powtarzalnos$¢ 3 0,9 0,02 0,0004
uzyskanych wynikéw oraz mozliwo$é 4 105 0,01 0,0001
. . . o .5 0,95 0,01 0,0001
takiego zaprojektowania doSwiadczenia
w oparciu o wspotczynnik btedu w ba- Srednia 1,0 0,00062
. . . . . ) 0,079
daniach pilotowych, ze wysitek i czas ’
P y y cv 0,079

(a wiec koszty) wtozone w osiggnigcie 0,00624 CV-CE2(N)=0,00562



MIERZYC DOBRZE W MORFOMETRII 209

dobrego wyniku moga by¢ sprowadzone do rozsgdnego minimum. Jedyng wadg
w/w metod jest stosunkowo duzy koszt aparatury optycznej (mikroskopy i obie-
ktywy). Takie podejscie jednak, w chwili obecnej, wymagane jest przez wiekszos¢
renomowanych czasopism naukowych i umozliwia uzyskanie wiarygodnych oraz
w petni powtarzalnych wynikéw.
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JAK WIRUSY UNIKAJA ODPOWIEDZI
IMMUNOLOGICZNEJ?
BLOKOWANIE CZASTECZEK MHC KLASY |

HOW DO VIRUSES EVADE IMMUNE RESPONSE?
BLOCKING OF MHC CLASS | MOLECULES

Radostaw WOJTOWICZ

Zaktad Cytologii Klinicznej CMKP w Warszawie

Streszczenie: W ciggu ostatnich kilku lat badan nad wirusami otrzymano interesujace wyniki. Okazato
sie, ze niektére wirusy potrafiag w bardzo specyficzny sposéb unika¢ wykrycia i eliminacji przez uktad
immunologiczny gospodarza. W tym artykule przedstawiono zachowanie pigciu wiruséw: ludzkiego
wirusa cytomegalii, mysiego wirusa cytomegalii, wirusa Epsteina-Barr, adenowirusa oraz wirusa opry-
szczki, z ktérych kazdy wykorzystuje swoisty dla siebie mechanizm blokowania prezentacji peptydéw
na powierzchni komérki przez czasteczki MHC klasy I.

Stowa kluczowe: uktad immunologiczny, wirus, gospodarz, czasteczki MHC I, limfocyt Tcytotoksyczny,
prezentacja peptydéw, proteasom

Summary. During last few years of 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 | molecules.

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

Wykaz skrotow : Ad (Adenovirus) - adenowirus, p2m- p2 mikroglobulina (fafcuch lekki czasteczek
MHC klasy 1), CTL (Cytotoxic TLymphocyte) - limfocyt T cytotoksyczny, EBV (Epstein-Barr Virus)
- wirus Epsteina-Barr, ER - siateczka $rédplazmatyczna, HCMV (Human Cytomegalovirus) - ludzki
wirus cytomegalii, HSV (Herpes Simplex Virus) - wirus opryszczki, MCMV (Murine Cytomegalovirus,)
- mysi wirus cytomegalii, MHC (Major Histocompatibility Complex) - gtéwny uktad zgodnosci
tkankowej, NK (Natural Killer Cells) - komoérki NK, TAP (Transporter Associated with Antigen
Presentation) - kompleks transportujacy peptydy zwigzany z prezentacja antygenu
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1. WSTEP

Uktad odpornosciowy kregowcow sktada sie z dwoch uktadéw rozpoznajgcych
nieprawidtowe komorki. Za tzw. odpowiedZz humoralng odpowiedzialne sg prze-
ciwciata (immunoglobuliny), a w odpowiedzi komérkowej gtéwna role peinig re-
ceptory na powierzchni limfocytdw T. Immunoglobuliny stuzg do rozpoznawania
patogenéw pozakomoérkowych, ale nie sg skuteczne w stosunku do patogenéw we-
wnatrzkomdrkowych, takich jak wirusy. W takiej sytuacji niezbedna jest obecno$é
limfocytow T, kt6ére stale kontrolujg powierzchnie komorek. Prawie wszystkie
komdrki kregowcOw prezentujg na swej powierzchni prébki peptydéw, ktére sg
fragmentami biatek obecnych w cytoplazmie, pocietych w procesie ubikwityno-
zaleznej proteolizy. Limfocyty T zabijajg te komorki, ktore prezentujg obce peptydy.

2. UBIKWITYNO-ZALEZNA PROTEOLIZA CYTOSOLOWA

Wi iele procesow regulacyjnych komorki, takich jak: cykl komdérkowy, prezentacja
antygenow Kklasy I, apoptoza, czy transdukcja sygnatu jest zwigzana z modyfikacja
przez ubikwityne. W wiekszos$ci przypadkéw modyfikacje takie prowadzg do de-
gradacji biatka w proteasomie 26S. Dla wielu biatek o krotkim czasie pottrwania
w komorce, zwigzanie z ubikwityng jest niezbednym etapem w ich degradaciji.
W komorkach eukariotycznych ubikwityna i proteasom sa gtownym, zaleznym od
ATP ukfadem wieloenzymatycznej proteolizy degradujagcym wiele biatek przede
wszystkim regulacyjnych.

Proteasom 26S - kompleks proteolityczny ATP-zalezny o masie ok. 2 000 kDa
jest zbudowany z cze$ci centralnej (proteasom 20S), ktora jest czeScig katalityczna,
oraz dwoch symetrycznych elementéow terminalnych o sedymentacji 19S skiada-
jacych sie z wielu podjednostek o masie od 25 do 110 kDa petnigcych role regu-
latorows.

Proteasom 20S (rdzen proteasomu 26S) sktada sie zdwoch rodzajow podjednostek
a i [3 a kazdg z nich mozna podzieli¢ na jeszcze siedem grup. Siedem podgrup
typu a i (Btworza pierscienie ot i [Butozone wedtug wzoru a[3[3aw forme cylindryczna.

Czes¢ regulatorowg tworzg podjednostki, ktore podzielono na 2 grupy: pod-
jednostki majace aktywno$¢ ATPazy (ATPase subunits) i podjednostki takiej wia-
$ciwosci nie majagce (Non-ATPase subunits). Podjednostki ATPazowe nadaja
proteasomowi 26S aktywnos$¢ ATPazy, ktora petni zasadniczg role w funkcjonowaniu
proteasomu - pozwala wykorzysta¢ energie do selektywnej degradacji biatek ko-
moérkowych. Podjednostki o aktywnosci ATPazy nalezg do duzej rodziny biatek
tzw. biatek AAA (ATPase Associated with a variety of cellular Activities), ktdre
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charakteryzujg sie 200-aminokwasowg domeng wigzacg ATP. Oprocz dostarczania
energii do proteolizy, podjednostki ATPazowe peinig prawdopodobnie rowniez inne
funkcje. Mozliwe, ze przyczyniajg sie do rozpoznawania biatek przeznaczonych
do degradacji.

Druga grupe tworzg podjednostki nie majgce aktywnosci ATPazy. Dotychczas
sklonowano 10 takich podjednostek ludzkiego proteasomu 26S, ktdére strukturalnie
nie wigza sie z podjednostkami ATPazowymi. Kazda z podjednostek nie-ATPa-
zowych jest zaangazowana w jaka$ specyficzng dla siebie reakcje. Podjednostka
p31 ma prawdopodobnie udziat w rozktadzie kluczowych czynnikéw cyklu ko-
maérkowego, takich jak: cykliny i inhibitory CDC. Szybka inieodwracalna proteoliza
przeprowadzana w proteasomie 26S moze mie¢ wiec kluczowa role w przebiegu
cyklu komdérkowego. Pl 12 jest najwiekszg podjednostkg proteasomu 26S. Jest
homologiczna do genu SEN3 kodujgcego czynnik zaangazowany w obrébke tRNA
u S. cerevisiae. Proteasom 26S moze by¢ zaangazowany w obrobke RNA bez-
posrednio lub za posrednictwem degradacji specyficznych biatek. Podjednostka p97
moze mieé¢ udziat w przekazywaniu sygnatu od TNF, a podjednostka S5a jest re-
ceptorem dla poliubikwityny uczestniczac w rozpoznawaniu biatka przeznaczonego
do proteolizy w proteasomie 26S. Funkcji pozostatych podjednostek jeszcze nie
poznano. Znana jest tylko ich struktura pierwszorzedowa [11].

Ubikwityna jest wysoce konserwatywnym biatkiem o masie 8,6 kDa. Do czg-
steczki sktadajgcej sie z wielu ubikwityn zostaje przytgczone biatko przez terminalng
glicyne ubikwityny i lizyne biatka. Proces poliubikwityzacji jest katalizowany przez
3 rézne enzymy (rys. 1)

El - enzym aktywujgcy ubikwityne. Niezbednym krokiem w przytgczaniu biatka
do ubikwityny jest aktywacja wolnej grupy karboksylowej ubikwityny. W obecnosci
ubikwityny iATP El wdwuetapowej reakcji tworzy wigzaniatioestrowe z ubikwityng
z uwolnieniem AMP.

E2 - enzym koniugacyjny (biatkowe nos$niki ubikwityny). Istnieje przynajmniej
5 réznych nos$nikow ubikwityny. Ubikwityna jest przenoszona z ElI na E2 w reakcji
transestryfikacji. E2 po przejeciu zaktywowanej ubikwityny przenosi jg na grupe
aminowga substratu biatkowego.

E3 - ligaza ubikwityna-biatko. Enzym ten jest bezposrednio zwigzany z roz-
poznawaniem substratu przeznaczonego do proteolizy. E3 wigze sie z substratem
idopiero na kompleks E3-substrat moze zostac przeniesiona ubikwityna z kompleksu
E2-ubikwityna [7].

Oprocz proteolizy przebiegajacej w proteasomach 26S ubikwityna uczestniczy
w wielu innych procesach przebiegajacych w komérce czesto nie zwiagzanych z
proteasomem. Przykiadami tu mogg by¢ zalezna od ubikwityny endocytoza biatek
powierzchniowych oraz transdukcja sygnatu czynnika transkrypcyjnego NFkB.

Wi iele biatek powierzchniowych jest szybko endocytowanych i jesli nie wrocg
one z powrotem do blony komoérkowej, sa przenoszone do lizosomu, gdzie sg
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RYSUNEK 1 Biatko potaczone z ubikwityng jest degradowane do peptydéw w proteasomie

niszczone. Ubikwitynacja jest wykorzystywana jako sygnat dla endocytozy wielu
biatek btonowych. Prawdopodobnie taricuch ubikwityny dostarcza miejsca wig-
zacego element maszynerii odpowiedzialnej za endocytoze lub zmienia strukture
biatka powierzchniowego, do ktérego sie wigze powodujgc powstanie tego miejsca
w biatku.

NFkB jest czynnikiem transkrypcyjnym w formie nieaktywnej zlokalizowanym
w cytoplazmie w postaci heteromerdéw. Brak aktywnosci jest spowodowany albo
potgczeniem jednej z podjednostek NFkB do 1kB, albo jedna z podjednostek NFkB
wystepuje w postaci prekursora, ktéry uniemozliwia przeniesienie czynnika do jadra
komdérkowego. Degradacja IkB, a tym samym uaktywnienie NFkB wymaga fo-
sforylacji IkB, a fosforylacja wymaga ubikwitynacji specyficznej kinazy [5].

3. PREZENTACJA PEPTYDOW
NA POWIERZCHNI KOMORKI

W cytoplazmie wiekszosci komorek w sposéb ciggty przebiega proces biosyntezy
biatka (rys. 2-1). W pewnych sytuacjach (np. po wniknieciu wirusa lub transformacji
nowotworowej) proces ten moze ulec zaktdceniu. W komorce pojawiajg sie biatka,
ktére moga by¢ niebezpieczne dla catego organizmu wielokomérkowego. Aby prze-
ciwdziata¢ takim sytuacjom, istnieje mechanizm prezentowania peptydéw powsta-
jacych z biatek obecnych wewnatrz komorki na jej powierzchni.

Probki kazdego biatka sg prezentowane na powierzchni komaérki w potgczeniu
z czasteczkami MHC I. Przed potgczeniem z MHC | biatka sg ciete na fragmenty.
Biatko przeznaczone do proteolizy faczy sie z ubikwityng. Koniec-C reszty glicyny
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w ubikwitynie wiaze sie kowalencyjnie z reszta lizyny tancucha polipeptydowego.
W tej formie biatko jest przenoszone do proteasomu (rys. 2-2). W proteasomie
nastepuje zalezna od ATP hydroliza biatka, w wyniku ktorej powstajg krotkie peptydy
(rys. 2-3). Dopiero w takiej postaci jest mozliwe przeniesienie biatka do siateczki
$rédplazmatycznej (ER) i tam potaczenie z MHC I. W transporcie peptydéw po-
miedzy cytoplazmg a siateczkg bierze udziat kompleks biatkowy - TAP (rys. 2-4).
W ER peptydy do prezentacji tgczg sie z czgsteczkami MHC | (rys. 2-6) oraz
zdodatkowymi peptydarni umozliwiajgcymi transport catego kompleksu przez aparat
Golgiego napowierzchnig btony komoérkowej.Na powierzchni komoérki obce peptydy
sa dostepne dla cytotoksycznych limfocytow T (rys. 2-7). Obcy peptyd zwigzany
z MHC 1 jest sygnatem, ze komérka ma geny kodujace obce biatka, np. wirusowe
i powinna by¢ zniszczona przez limfocyt T cytotoksyczny.

W ten spos6b rozpoznawane sg komorki zainfekowane wirusem, a ze system
prezentowania peptydow wydaje sie by¢ skuteczny, patogen musi by¢ mistrzem
kamuflazu, aby przetrwaé [8].

Drobnoustroje wyksztalcity r6zne mechanizmy unikania skutkéw odpowiedzi
immunologicznej. Potrafig one aktywnie broni¢ sie przed nig lub oddziatywaé na
jej elementy sktadowe w celu jej zahamowania. Niektore organizmy (Entamoeba,
Trichinella) tworzg cysty nie wrazliwe nadziatanie uktadu immunologicznego. Skiad-
niki biofilmu (bezpostaciowa masa zbudowana z wielocukrow, lipidow i biatek
tworzona przez Pseudomonas aeruginosa) absorbujg przeciwciata, wolne rodniki
tlenowe i skiadniki dopetniacza. Zewnetrzna otoczka glikolipidowa pratkéw za-
pewnia im odpornos¢ na dziatanie enzymow proteolitycznych. Jeszcze inng metode
wykorzystuja przywry Schistosoma. Przebywajac w naczyniach krwiono$nych maja
one ciggty kontakt z uktadem immunologicznym gospodarza, sg wiec stale narazone
na eliminacje z jego strony, a mimo to potrafig przezyé. Schistosoma otaczaja
sie ptaszczem ziozonym z czgsteczek gospodarza, maskujgc tym samym wiasne
antygeny. Sposob ten wykorzystuja rowniez niektore paciorkowce i gronkowce.
Wi iele drobnoustrojéw unika rozpoznania i zniszczenia przez uktad immunologiczny
wykorzystujgc zjawisko mimikry antygenowej. Polega to na tym, ze patogenny
drobnoustrdj produkuje antygeny podobne do wystepujacych naturalnie w organizmie
gospodarza, tym samym skutecznie unika odpowiedzi immunologicznej. Zjawisko
to niesie ryzyko autoimmunizacji - antygen drobnoustroju wywotuje odpowiedz
immunologiczng skierowang przeciwko antygenom gospodarza. Drobnoustroje moga
rowniez uwalnia¢ lub indukowaé w komdrkach gospodarza czynniki immunosu-
presyjne, ktére dziatajac na rézne elementy ukfadu immunologicznego hamujg jego
reakcje na obce antygeny [3].

W ostatnich latach, gtéwnie za przyczyng epidemii AIDS, bardzo dynamicznie
zaczety sie rozwija¢ badania nad wirusami. Zaowocowato to licznymi nowymi
informacjami zaréwno z wirusologii, jak i immunologii. Sposoby unikania odpo-
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RYSUNEK 2. Schemat prezentacji na powierzchni komoérki peptydéw powstatych w proteosomach
(objasnienie cyfr 1-7 w tekscie

wiedzi immunologicznej przez wirusy sa jednym z najciekawszych tematéw z tego
zakresu

Wirusy sa najmniejszymi czynnikami zakaznymi. Ich wielko$¢ waha sie od 20
do 300 nm. Wirusy sg bezwzglednymi pasozytami. Moga replikowaé wytacznie
w obrebie zywych komoérek. Komérka gospodarza musi dostarczy¢ energie, me-
chanizrry oraz matoczgsteczkowe prekursory do syntezy wirusowych biatek i kwaséw
nukleinowych [13]. Podczas cyklu replikacyjnego powstajg liczne kopie wirusowych
kwasow nukleinowych i biatek ostonki. Sg one syntetyzowane w $cisle okre$lonej
kolejnosci.

W Siodowisku pozakomdrkowym wirusy nie wykazujg aktywnosci.

4. LUDZKI WIRUS CYTOMEGALII (HCMV)

Wirusem cytomegalii jest zakazonych od 60 do 90% ludzi. U wiekszosci za-
kazonych nie ma zadnych objawdéw. CzeSciej i ciezsze objawy wystepujg u 0sob,
ktére nL sg w stanie wytworzy¢ specyficznej odpowiedzi immunologicznej prze-
ciwko wirusowi cytomegalii. Sg to przede wszystkim chorzy na AIDS i osoby
po przeszczepieniu narzadow.
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Wirus cytomegalii jest najczestszym patogenem wirusowym wystepujgcym u
biorcow przeszczepéw (60-100% biorcow jest zakazona HCMV). Z obecnoscig
tego wirusa moze sie wigza¢ odrzucenie przeszczepu. Prawdopodobnie bezpo-
Srednig przyczyng tego zjawiska jest spowodowana przez wirusa cytomegalii sty-
mulacja CTL do reakcji autoimmunologicznej. Potwierdzeniem tej hipotezy byto
wyizolowanie klonéw limfocytéw T skierowanych przeciwko wiasnym komorkom
[15].

Uwaza sie, ze gtowng role w odpowiedzi immunologicznej przeciwko ludzkiemu
wirusowi cytomegalii odgrywajg komorki NK. Komorki te tworzg niespecyficzny
mechanizm obrony przeciwko infekcji wirusowej. Rozpoznajg one albo antygeny
wirusowe, albo antygeny komérkowe zmienione przez infekcje wirusowg, poniewaz
liza zainfekowanych komdrek powodowana przez komérki NK odbywa sie row-
noczesnie z ekspresjg antygenow wirusowych. Udowodniono, ze proces rozpozna-
wania iniszczenia komdrek z wirusem cytomegalii jest zalezny od czgsteczek MHC
klasy I. Ludzkie komorki srodbtonka z zyty pepowinowej zainfekowane HCMV
traktowano fragmentami F(ab)-, mysiego przeciwciata przeciwko epitopowi na lu-
dzkich czgsteczkach MHC |. Zabieg ten wyraznie zmniejszat lize zainfekowanych
komdrek przeprowadzang przez komérki NK. Przekonano sie rowniez, ze komorki
NK potrzebujg do przeprowadzenia lizy komérek zainfekowanych wirusem cy-
tomegalii, czasteczek MHC | zmodyfikowanych przez wirusa. Tak, wiec wirusowe
peptydy wigzg sie z czasteczkami MHC | i w ten sposob wplywajg na cyto-
toksycznos¢ komdrek NK [9].

Infekcja HCMYV powoduje szybkie obnizenie poziomu ekspresji powierzchniowej
MHC I [11]. W wyniku tego ulega zaburzeniu proces prezentacji peptydéw. Przy-
czyng tego sg produkty dwéch genéw wirusowych US2 i US11. W obecno$ci US2
i US11 nowo zsyntetyzowane tahAcuchy ciezkie MHC | podlegajg prawie naty-
chmiastowej degradacji (potowiczny okres rozpadu wynosi ok. 1 min). Mechanizm
tego procesu zbadano w komorkach z ekspresjg genu US11. Okazato sie, ze produkt
genu US11 ma niezwyktg witasciwos¢ przenoszenia tancuchéw ciezkich MHC |
z ER do cytoplazmy. W cytoplazmie taricuchy ciezkie sg wystawiane na dziatanie
proteasomdw, przez ktére sg niszczone. US11 jest biatkiem wystepujagcym w ER.
W obecnosci biatka U S11 powstajg produkty posrednie rozktadu tancuchdéw ciezkich
0 masie 40 kDa, ktére nie mogga potaczy¢ sie z normalnie powstajagcymi taricuchami
lekkimi (fUm) i stworzy¢ kompletnej czasteczki MHC . US11 czyni tancuchy
ciezkie mniej podatne na tgczenie z (3om albo przez zmiane konformacji tafcucha
ciezkiego, albo przez przenoszenie produktow posrednich rozktadu do przestrzeni
komérkowych, gdzie potgczenie nie moze mie¢ miejsca [13].

W komérkach zainfekowanych HCMV pojawia sie dodatkowa glikoproteina
- US3 wykazujgca duzg homologie z US2. US3 nie powoduje degradacji MHC
I, ale ekspresja tego genu zatrzymuje MHC | w siateczce $rédplazmatycznej. Eks-
presja US3 poprzedza lub pokrywa sie z ekspresjg US2 i US11, stad mozliwe,
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ze wirus wykorzystuje rézne glikoproteiny jednoczesnie. Dziatajg one synergistycznie
w stosunku do siebie [14].

Wszystkie wymienione glikoproteiny powoduja, ze na powierzchni komorki nie
pojawiajg sie czasteczki MHC 1. Istnieje jednak wiele komdrek NK, ktére sg zdolne
do rozpoznania i niszczenia komérek gospodarza nie wykazujacych ekspresji cza-
steczek MHC | na powierzchni. Z tego powodu ludzki wirus cytomegalii powinien
by¢ tatwym celem dla uktadu immunologicznego gospodarza. Tak jednak nie jest,
a to z powodu jeszcze jednej glikoproteiny produkowanej przez ludzkiego wirusa
cytomegalii - ULI8. UL 18 wykazuje duzg homologie z faficuchem ciezkim MHC
I. Podczas sktadania czasteczek MHC 1, glikoproteina ULI 8 moze #aczy¢ sie z
(¥m zastepujac tancuch ciezki. Taki kompleks jest transportowany na powierzchnie
komérki uniemozliwiajagc normalny przebieg prezentacji peptyddéw. Kompleks z
UL 18 potrafi pozornie zastgpi¢ w dziataniu MHC 1 i oszuka¢ komorki NK [13].
Mechanizm dziatania glikoproteiny ULI8 jest jeszcze mato poznany.

5. MYSI WIRUS CYTOMEGALII (MCMV)

Po infekcji, wirus cytomegalii pozostaje w komdrkach myszy przez cale jej
zycie [14]. W kontrolowaniu infekcji decydujacg role odgrywajg cytotoksyczne
limfocyty T oraz komorki NK.

Geny wirusowe po wniknieciu do komérki gospodarza podlegajg kaskadowej
ekspresji. Po 1 godzinie zachodzi ekspresja genéw pojawiajacych sie natychmiast
{immediate-early (IE)), ktore kontrolujg ekspresje genéw wczesnych {early (E))
pojawiajacych sie po nastepnych 8 godzinach infekcji. Najwyzszy poziom ekspresji
genoéw wczesnych zostaje osiggniety, gdy ekspresji ulegaja geny pézne {late (L))
po 16 godzinach infekcji. Cytotoksyczne limfocyty T w pierwszej fazie infekcji
rozpoznajg wirusowg nukleofosfoproteine - pp89 oraz produkty gendéw IE [14].
Jednak po kilku nastepnych godzinach infekcji CTL przestajg rozpoznawac epitopy
wirusowych produktéw. Proces prezentacji ulega zaburzeniu na skutek pojawienia
sie w komoérce produktéw genéw wczesnych (E). Produkty MCMV genéw E se-
lektywnie zatrzymujg MHC | w siateczce $rddplazmatycznej.

W komoérkach zainfekowanych wirusem MCMV wykryto réwniez inne geny,
ktorych ekspresja moze uniemozliwi¢ wykrycie wirusa. Takg substancjg jest pra-
wdopodobnie glikoproteina gp-34, ktora wigze sie z czasteczkami MHC | w siateczce
$rédplazmatycznej i razem z nimi zostaje przeniesiona na powierzchnie komorki
[3]. Komdrki zainfekowane wirusem z ekspresjag gp-34 nie sag wykrywane przez
cytotoksyczne limfocyty T. W jaki sposob sie to dzieje - nie wiadomo.
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6. WIRUS EPSTEINA-BARR (EBV)

Wirus Epsteina-Barr jest ludzkim wirusem z rodziny herpeswirusow. Atakuje
przede wszystkim limfocyty B i niektére komérki nabtonkowe. Komérki zakazone
wirusem bedacym w stanie latencji wykazuja ekspresje 8 genéw wirusowych. Osiem
biatek kodowanych przez te geny (EBNA2-6, LMP-1, LMP-2a, LMP-2b) jest roz-
poznawanych przez cytotoksyczne limfocyty T i komdrki z tymi biatkami zostajg
zniszczone.

Istnienie silnej odpowiedzi cytotoksycznych limfocytow T na antygeny EBV
sktania do hipotezy o istnieniu tzw. rezerwuaru wirusowego, w ktérym wirus moze
istnie¢ nie bedac wykryty przez limfocyty gospodarza [14]. Wirus moze byé roz-
noszony z tego rezerwuaru przez limfocyty B po calym organizmie, gdzie jest
juz normalnie wykrywany i niszczony. Rezerwuar stanowi grupa zainfekowanych
komdrek, wykazujacych ekspresje tylko jednego genu wirusowego - EBNA-1 bez
ekspresji pozostatych o$miu genéw. Komérki z biatkiem EBNA-1 nie sg rozpo-
znawane przez CTL, a to pozwala wirusowi stale przebywaé¢ w komorkach go-
spodarza.

Przeprowadzono doswiadczenie, w ktdrym prébowano wyjasni¢, w jaki sposob
EBNA-1 blokuje proces prezentacji peptydéw na powierzchni komoérki. W tym
celu w ramke odczytu EBNA-1 wprowadzono gen kodujgcy naturalny epitop z
biatka EBNA-4 [14]. Po wprowadzeniu okazato sig, ze normalnie rozpoznawany
epitop z EBNA-4 w potgczeniu z EBNA-1 jest niewidoczny dla cytotoksycznych
limfocytow T. Za te wihasnosci EBNA-1 odpowiada sekwencja ,,Gly-Ala repeat”
znajdujaca sie na N-koAcu biatka EBNA-1. Delecja ,,Gly-Ala repeat” przywraca
normalng prezentacje EBNA-1, a przeniesienie tej sekwencji na inne rozpoznawane
przez CTL antygeny powoduje zablokowanie prezentacji.

Mechanizm, ktérym sekwencja ,,Gly-Ala repeat” blokuje generowanie pre-
zentacji antygenow nie jest znany. Prawdopodobnie obecnos$¢ reszt Gly-Ala na
N-koncu biatka powoduje jego nieefektywng degradacje przez proteasom, poniewaz
EBNA-1 z ,,Gly-Ala repeat” ma niezwykle dtugi czas péttrwania [15]. Fragmenty
EBNA-1, ktére mogtyby byé prezentowane w potaczeniu z MHC | pojawiajg sie
w komoérce w ilosci niewystarczajacej, aby mogty zostaé wykryte.

7. ADENOWIRUSY (Ad)

Adenowirusy wykorzystujg przynajmniej dwie strategie inaktywowania czgste-
czek MHC I. Produkt genu Ela blokuje transkrypcje genéw kodujacych
MHC 1, a glikoproteina E3/19K uniemozliwia opuszczenie MHC |
siateczki srodplazmatycznej [1]. Oba sposoby uniemozliwiajg prezentacje peptydow
na powierzchni zainfekowanych komorek.
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Gen Ela wystepuje w genomie adenowirusa 12. Ekspresja tego genu powoduje
zmniejszenie ekspresji MHC | przez wptyw na transkrypcje genéw MHC 1. Produkt
genu Ela inaktywuje prekursory biatka NFkB, ktory jest aktywatorem transkrypcji
wigzacym sie z promotorem genéw MHC I. Gen Ela zmniejsza rowniez ekspresje
genow kodujacych kompleks transportujacy TAP [14].

E3/19K jest obficie syntetyzowanym wczesnym biatkiem adenowirusa 2. Jest
glikoproteing transbtonowg tworzgcg trwate kompleksy z czagsteczkami MHC | unie-
mozliwiajac ich wyjscie z ER [1]. To blokuje prezentacje wirusowych antygendw
na powierzchni komorki.

Przeprowadzono szereg doSwiadczen z ekspresjg biatka E3/19K w komorkach
myszy zakazonych wirusem vaccinia (W ). Testowano 2 rekombinanty W . W
VV-E19biatko E3/19K wigzato sie zMHC liblokowato lize komorek prezentujacych
hemaglutynine wirusa grypy i antygeny W . W drugim rekombinancie VV-AE19
biatko E3/19K wigze sie do MHC I, ale nie zapobiega dalszemu transportowi kom-
pleksu na powierzchnie komdrek i lizie komorki przez CTL [1]. Testy z oboma
rekombinantami wszczepianymi do réznych linii komdérkowych in vitro oraz ko-
maérkami réznych narzagdéw in vivo pozwolity na sformutowanie kilku prawdo-
podobnych wnioskéw.

W organizmie mogg istnie¢ specyficzne komoérki lub stany metaboliczne, w kt6-
rych blok MHC | wywotany E3/19K jest sprawnie rozpoznawany i te komorki
nie sg celem infekcji. Przed rozpoczeciem produkcji E3/19K w wystarczajgcej ilosci
peptydy wirusowe s prezentowane przez MHC | (stad niski poziom prezentacji
antygenow W ). Prawdopodobnie, rowniez inne biatka jak Ela sg potrzebne do
zwigkszenia efektu blokowania MHC 1 [1].

8. WIRUS OPRYSZCZKI - Herpes Simplex Virus (HSV)

Wirus opryszczki znalazt sie takze w tym zestawieniu z powodu niewielkiego
biatka (ok. 9 kDa) ICP47. Biatko to jest przyczyna catkowitej odpornosci komoérek
zainfekowanych HSV na lize ze strony specyficznych cytotoksycznych limfocytéw
T juz po kilku godzinach infekcji.

ICP47 jest wczesnym biatkiem wirusa opryszczki. W obecnos$ci tego biatka od-
bywa sie normalna synteza czasteczek MHC | przy jednoczesnym spadku poziomu
ekspresji kompleksu peptyd-MHC | na powierzchni komdrki. Nie stwierdzono zad-
nych bezposrednich reakcji miedzy ICP47 a MHC | [2,4]. Stwierdzono natomiast
silne hamowanie transportu peptydéw do siateczki srédplazmatycznej. Okazato sie,
ze ICP47 blokuje kompleks TAP, ktéry transportuje peptydy z cytoplazmy do sia-
teczki $rodplazmatycznej. Ludzkie fibroblasty zainfekowane HSV | (linia F ) z
genem ICP47 wykazywaty blokade transportu peptyddw, czego nie byto w tych
samych fibroblastach, ale zainfekowanych HSV | (linia R3631) - bez genu ICP47
[2,4].
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Koniecznym warunkiem prezentacji peptydu przez MHC | jest stabilne po-
taczenie sie (X-iTiikroglobuliny, fancucha ciezkiego, dodatkowych peptydow (fun-
kcje w transporcie) oraz prezentowanego peptydu transportowanego z TAP. Przy
braku peptydu do prezentacji, taka ,,nie zapakowana” czgsteczka MHC | nie moze
przenie$¢ sie na powierzchnie komoérki.

Kompleks TAP zawiera specyficzne miejsce wigzgce peptyd (single peptide-
binding site). ICP47 i peptydy konkurujg o to miejsce. To uniemozliwia normalny
transport peptydéw i sprawia, ze sa one niedostepne dla MHC | w siateczce $rdod-
plazmatycznej, a tym samym niemozliwy staje sie caty proces prezentacji.

9. PODSUMOWANIE

Wymienione wirusy wykorzystujg rézne strategie, aby osiggna¢ to samo - sta¢
sie niewidocznymi dla ukladu immunologicznego gospodarza przez zaburzenie
procesu prezentacji peptydéw na powierzchni komorki. Istnieje kilka sposobéw,
aby to osiagnac:

blokowanie ubikwityny, biatka niezbednego do degradacji biatek przez prote-
asom w cytoplazmie,

RYSUNEK 3. Wirusy blokuja proces prezentacji peptydéw na réznych jego etapach; miejsce blokowania

zaznaczono ¢ , wpisano tez w ramke czynnik blokujacy
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blokowanie kompleksu przenoszgcego peptydy z cytoplazmy do siateczki
Srodplazmatycznej (HSV),

blokowanie powstawania MHC | (HCMV, Ad 12),

blokowanie transportu kompleksu peptyd-MHC | na powierzchnie komorki
(MCMV, HCMV, Ad2),

wigzanie sie bezposrednio z czgsteczkami MHC | i zaburzanie procesu rozpo-
znawania kompleksu przez CTL (MCMYV).

Mechanizm wybrany przez wirusa zalezy od typu infekowanej komérki, szybkosci
przebiegu infekcji, cyklu zyciowego wirusa [4].

Wirusy, oprécz wymienionych wyzej sposobdw moga w jeszcze inny sposéb
modulowa¢ odpowiedZ immunologiczng. Wiele wirusdw moze regulowac ekspresje
czasteczek MHC II. Produkt genu BZLF2 wirusa Epsteina-Barr oddziatuje bez-
posrednio z czgsteczkami MHC Il. BZLF2 w postaci rozpuszczalnego biatka taczy
sie z tancuchami B czasteczek MHC Il. Biatko to moze powodowaé zatrzymanie
MHC Il w ER i zaktécenie prezentacji peptydéw przez czasteczki MHC II.

Innym sposobem na system immunologiczny gospodarza wykorzystywanym przez
wirusy jest produkcja wirusowych cytokin i czynnikow wzrostowych. Cytokiny
petnig kluczowa role w rozpoczeciu iprzebiegu odpowiedzi immunologicznej. Pewne
wirusy potrafia wyprodukowac czasteczki o budowie bardzo zblizonej do cytokin
gospodarza. Na przykiad produkt genu BCRF1 wirusa Epsteina-Barr to biatko o
masie 17 kDa, ktére ma sekwencje w 78% analogiczng w stosunku do ludzkiej
IL-10. Zar6éwno IL-10, jak i produkt genu BCRF1 petnig podobne funkcje - hamujg
produkcje cytokin przez monocyty i makrofagi, synteze y-interferonu przez limfocyty
T i komérki NK. Tak wiec BCRF1 umozliwia wirusowi Epsteina-Barr uniknigcie
odpowiedzi immunologicznej poprzez redukcje ilosci cytokin niezbednych do zwal-
czenia zakazenia. Produkty genéw niektérych wirusow dziatajg antagonistycznie
w stosunku do cytokin gospodarza. Wirusowe biatka moduluja aktywno$¢ cytokin,
zanim potgcza sie one z wiasciwym receptorem komérkowym.

Wirusy potrafig rowniez wptywac na apoptoze komdrek. Produkty wirusowych
gendéw chronig komorki przez zaprogramowang $miercig [15].

Informacje o mechanizmach, dzieki ktérym wirusy potrafig oszuka¢ uktad immu-
nologiczny gospodarza, moga byé wykorzystane przynajmniej na dwa sposoby.

Po pierwsze moga pozwoli¢ na stworzenie lekdw i szczepionek na infekcje takimi
wirusami. Mutanty z usunietymi genami kodujgcymi biatka blokujgce proces pre-
zentacji mozna uzy¢ do tworzenia szczepionek. Nie wiadomo, jaka bytaby sku-
tecznos¢ takich szczepionek, ale prawdopodobnie mogtyby one wptyna¢ na szybka
i efektywng kontrole infekcji [11].

Uzyskane wiadomos$ci mozna wykorzystaé w celu unikniecia niechcianej od-
powiedzi immunologicznej. Bytoby to szczegélnie przydatne w chorobach autoim-
munologicznych i przy przeszczepach. Wykorzystanie w tym celu ICP47 i US2/1 1
byto juz nawet badane w kilku laboratoriach [11].
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MECHANIZM DZIALANIA FITOCHROMU*

MECHANISM OF PHYTOCHROME ACTION

Andrzej TRETYN12, Justyna WISNIEWSKA1, Krzysztof JAWORSKI1

'Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Instytut Biologii Og6Inej i Molekularnej, Za-
ktad Fizjologii i Morfogenezy Roslin, Torun; "Akademia Rolniczo-Techniczna
im. M. Oczapowskiego w Olsztynie, Zaktad Biologii Komorki, Olsztyn

Streszczenie'. Zalezny od $wiatta wzrost i rozw6j rodlin regulowany jest przez chromoproteiny zwane
fitochromami. Biologicznie aktywny fitochrom wystepuje w dwéch roznych fotoodwracalnych formach:
Pr- absorbujacej $wiatto czerwone i Pfr - pochfaniajacej dalekg czerwien. Biatkowy sktadnik tego
fotoreceptora kodowany jest przez mata rodzine genéw przynajmniej u roslin wyzszych. U rzodkiewnika
pospolitego (Arabidopsis thaliana) wykryto pie¢ takich genéw: PHYA, PHYB, PHYC, PHYD i PHYE.
PHYA koduje tzw. labilng, a pozostate geny stabilng pule fitochromu. Analiza mutacji dotyczacych
genéw PHYA i PHYB wykazata, ze powstajgce na ich bazie produkty kontrolujg rozne procesy. W
niniejszej pracy przedstawiamy obecny stan wiedzy na temat komoérkowego mechanizmu dziatania
fitochromoéw. Szczegblng uwage zwrécono naomoéwienie roli biatek wigzacych GTP, Ca2+/kalmoduliny
i cGMP w indukowanych przez fitochrom labilny szlakach transdukcji sygnatéw $wietlnych.

Stowa kluczowe: fitochrom, mechanizm dziatania, transdukcja sygnatu, wtérne przekazniki

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 of divergent genes. In Arabidopsis 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 of the photoreceptor. Analysisof PHYA and PHYB mutants suggests
that the modes of action of these two phytochromes are different. In this paper recent advances toward
our understanding of the phytochrome mechanism of action are reviewed. Particularly, evidence is

*Praca ta zostata zrealizowana podczas pobytu autoréw w Istytucie Maxa Plancka w Kolonii,
finansowanego przez Komitet Badan Naukowych (A.T. i J.W., grant nr 6 P04C 046 10), Unie
Europejska (A. T., European Community INCO-Copemicus Programme, Grant No IC 15-CT96-
0920) oraz Uniwersytet M. Kopernika w Toruniu (K.J. iJ. W., stypendium dla mtodych pracowni-
kéw 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 of action, phytochrome, second messengers, signal transduction.

WSTEP

Swiatto kontroluje wszystkie etapy cyklu zyciowego ro$lin, od kietkowania po-
przez proces deetiolacji i rozwoju wegetatywnego, a na indukcji kwitnienia i starzeniu
kohczac [19, 20]. W sposbéb niezalezny od barwnikéw fotosyntetycznych rosliny
sq w stanie rejestrowaé zaréwno barwe $wiatta, jak ijego natezenie iczas ekspozycji.
Jest to mozliwe dzieki wystepowaniu u roslin trzech typow barwnikéw: fitochromadw,
receptoréw Swiatta niebieskiego ibliskiego ultrafioletu (UV-A) oraz dalekiego ultra-
fioletu (UV-B) [81, 83]. Natura ostatniego z wymienionych barwnikéw nie zostata
dotad doktadnie poznana. Gen kodujacy receptor Swiatta niebieskiego i UV-A zostat
zidentyfikowany dopiero kilka lat temu przez Ahmada i Cashmora [2, 17]. W$r6d
wszystkich wymienionych fotoreceptorow najlepiej poznanymi sg fitochromy [36].
Dok#tadnie 55 lat temu Borthwick i wspdtpracownicy odkryli, ze kietkowanie nasion
salaty i indukcja kwitnienia tytoniu moga by¢ regulowane przez barwnik, ktéry
wykazuje maksimum absorpcji w Swietle czerwonym (ok. 660 nm) i dalekiej czer-
wieni (ok. 730 nm) [9]. Wspomniani badacze stwierdzili ponadto, ze dziatanie
czerwieni na badane procesy odwracane jest przez dalekg czerwien. W kolejnych
latach pojawito sie wiele prac potwierdzajgcych to spostrzezenie. Jednoczes$nie udato
sie wyizolowaé fitochrom i okresli¢ jego spektralne wiasciwosci. Okazato sie, ze
jest on zbudowany z czesci biatkowej oraz grupy chromoforowej zblizonej do fi-
kobilin [81, 84]. Ponadto ustalono, ze barwnik ten wystepuje w dwoch spektralnie
réznych formach: Pr- absorbujacej czerwien i Pfr- pochtaniajgcej daleka czerwien.
Stosujac odpowiednig dtugos$é Swiatta mozna przeksztatcaé¢ jedng forme barwnika
w druga. Procesowi fototransformacji towarzyszy uruchomienie tancucha transdukcji
sygnatu, co w koncowym efekcie wptywa na aktywnos$¢ transkrypcyjng okreslonych
genéw, odpowiedzialnych za powstanie stosownej do bodzca odpowiedzi foto-
morfogenetycznej. Zaleznosci te ilustruje ponizszy schemat [56]:

R

Pr <= Pfr —> modulacja ekspresji genéw —9 fotomorfogeneza
FR

Do konca lat osiemdziesiatych doktadnie opisano biochemiczne wtasciwosci fi-
tochromu, natomiast na przetomie lat osiemdziesigtych i dziewigédziesiagtych roz-
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poczeto badania na poziomie molekularnym [26, 27, 41, 55, 58]. Doprowadzity
one do stwierdzenia, ze fitochrom kodowany jest przez niewielka rodzine genow.
W rzodkiewniku (Arabidopsis thaliana), roslinie powszechnie uzywanej do badan
molekularnych, funkcjonowa¢ moze 5 odrebnych genéw (oznaczanych jako PHYA,
B, C, D i E), kodujacych biatkowe sktadniki fitochroméw (okre$lanych jako PHYA,
B, C, D i E) [23, 46, 73]. Rowniez u pomidora wystepowa¢ moze co najmniej
pie¢ odrebnych (zlokalizowanych w r6znych chromosomach) genéw fitochromowych
[62,63]. U tytoniu natomiast wykryto obecnos$¢ trzech genow [1].

Wiekszo$¢ gendw fitochromowych roslin wyzszych wykazuje podobiefistwo do
PHYA lub PHYB rzodkiewnika [1, 59, 62, 84]. Dotyczy ono zaréwno molekularnej
budowy genéw, produktow ich transkrypcji i translacji, a takze fizjologicznych
wiasciwosci tychze fotoreceptoréw. Bez wzgledu na przynalezno$é gatunkowgq na-
Swietleniu etiolowanych roslin towarzyszy szybki ubytek formy Pfr fitochromu.
Z drugiej strony, u roslin zielonych forma ta charakteryzuje sie wysoka trwatoscia
[24]. Na tej podstawie wyrdzniono dwie niezalezne pule Ptr: labilng oraz stabilng
[28, 44, 76,77]. Badania spektrofotometryczne potwierdzity te hipoteze. Fitochromy
izolowane z roslin etiolowanych i zielonych r6znig sie zaréwno witasciwosciami
spektralnymi, jak i molekularnymi. Obie pule barwnika kodowane sg przez odmienne
zestawy genow [46]. U rzodkiewnika fitochrom labilny kodowany jest przez gen
PHYA, natomiast na bazie czterech pozostatych genéw powstaje biatkowy sktadnik
fitochromu stabilnego [59, 76, 81]. Podobnie jak u rzodkiewnika, takze w innych
roslinach fitochrom labilny kodowany jest przez gen o budowie podobnej do PHYA.
U roslin tych stwierdzono roéwniez obecno$¢ od jednego do kilku gendw odpo-
wiadajgcych za powstawanie fitochromu stabilnego [62,63]. Zaproponowano (patrz
[28]), aby fizjologicznie aktywne produkty genéw PHYA okresla¢ jako fitochrom
typu I (P 1), natomiast kodowany przez rodzine genéw fitochrom stabilny oznacza¢
jako typu Il (P I1) (patrz tabela 1).

Poza rézng budowa gendw i powstajagcych na ich bazie biatek (grupa chro-
moforowa fitochromu labilnego i stabilnego jest przypuszczalnie identyczna [80])
podlegajag one odmiennej kontroli na poziomie transkrypcji. Transkrypcja gendw
fitochromu labilnego hamowana jest (w przeciggu Kkilku minut) przez powstajgca
w wyniku naswietlenia rosliny forme Pfr tego fotoreceptora [29, 84]. Wydaje sie
rowniez, ze podobny wptyw na aktywno$¢ transkrypcyjng P | ma obecno$¢ w
kom@drce formy Pj- PIL Z pracy opublikowanej ostatnio przez Sakamoto i Nagataniego
[67] i Nagataniego [51] wynika rowniez, ze obydwie pule fitochromu mogg by¢
odmiennie zlokalizowane w komoérce. W etiolowanych komaérkach fitochrom labilny
(PhyAr) wystepuje wytgcznie na terenie cytoplazmy (patrz [51]). Po jego foto-
konwersji nastepuje tzw. sekwestracja PhyAtr, ktdra poprzedza jego destrukcje [24].
Natomiast fitochrom stabilny (PhyB) poza cytoplazma wystepowaé moze réwniez
w jadrze [51, 67]. Trudno obecnie oceni¢, czy rézna wewngtrzkomérkowa lo-
kalizacja moze mie¢ istotny wptyw na mechanizm dziatania obu pul tego fotoreceptora
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TABELA 1 Charakterystyka fitochromu labilnego (P I) i stabilnego (P Il) (Na podstawie
[29] zmodyfikowane) (EOD-FR, efekt koncowo-dniowego naswietlania Swiatlem dalekiej

czerwieni)
Wiasciwosci P1 Pl
Spektralne
Widmo absorpcyjne Fotoodwracalne Fotoodwracalne
Ubytek Pfrw ciemnosci Szybki Bardzo wolny
Biochemiczne
Biosynteza apoproteiny W ciemnosci Ciagta
Budowa podjednostkowa Homodimer Heterodimer?
Grupa chromoforowa Fitochromobilina Fitochromobilina?
Genetyczne
Rodzina genéw PHYA PHYB
Fizjologiczne
EOD-FR Nie stwierdzono Tak

[51]. Nie mozna jednak wykluczyé, ze ma ona wpltyw na aktywacje odmiennie
zlokalizowanych szlakéw transdukcji sygnatéw kontrolowanych przez PhyA i PhyB
[5, 7, 29]. Wiasciwosci fitochromu labilnego i stabilnego rosdlin wyzszych przed-
stawione zostaty w tabeli 1

Fitochrom ro$lin nizszych moze posiada¢ odmienne witasciwosci od przedsta-
wionych powyzej. Do tej pory sklonowano geny kodujgce ten fotoreceptor u kilku
sinic [34, 35], zielenic [98], mszakéw [87, 88] i paprotnikdw [92]. Na podstawie
tych badan wnioskuje sig, ze u roslin nizszych funkcjonuje jeden typ fitochromu.
W dwoch roslinach: Cercitodon (mszak) i Adiantum (paprotnik) czasteczki tego
barwnika majg unikalne wtasciwosci - regulowanej przez swiatto kinazy biatkowej
[87, 88, 92].

»NARODZINY FITOCHROMU”

W wyniku analizy kolejnosci nukleotydéw (zwtaszcza wchodzacych w skiad
kodujacych sekwencji gendw fitochromowych owsa i rzodkiewnika) ustalono, ze
najbardziej ewolucyjnie zachowawczy fragment wystepuje w odcinku kodujgcym
aminokwasy bezpos$rednio sgsiadujace z reszta cysteinowg, do ktérej przytgczana
jest grupa chromoforowa (w przypadku owsa jest to 321 reszta aminokwasowa
[81]). Na tej podstawie zsyntetyzowano sondy molekularne, ktére postuzyty do
przeszukiwania genomow innych gatunkéw roslin, tak nizszych, jak i nasiennych.
Doprowadzito to do identyfikacji wielu kolejnych genéw fitochromowych. Okazato
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sie, ze oprécz grzybow funkcjonujg one u wszystkich przebadanych roélin, a ich
struktura, poza dwoma wyjgtkami (patrz ponizej) jest bardzo do siebie podobna
[57, 59]. Mimo iz wyniki tych badan pozwolity ustali¢ przypuszczalng ewolucje
tego fotoreceptora (patrz [62, 84]), do tej pory nie byto wiadomo, w ktorych roslinach
barwnik ten pojawit sie jako pierwszy. Przetomowe znaczenie w tej sprawie wnoszg
wyniki prac Kaneko i in. [34] oraz Kehoe i Grossmana [35]. Pierwszej grupie
badaczy udato sie zsekwencjonowa¢ caty genom sinicy Synechocystis sp. [34].
Natomiast Kehoe i Grossman [35] zidentyfikowali gen odpowiedzialny za adaptacje
Swietlng innej sinicy - Fremyella diplosiphon. Jeden z gendw pierwszej z wy-
mienionych sinic koduje biatko, ktérego N-kohcowa domena wykazuje duze po-
dobienstwo do fitochroméw (rys. 1). Koniec C zawiera natomiast aminokwasy
0 uktadzie podobnym do czgsteczek bakteryjnych kinaz histydynowych [34]. Pier-
wszy. ze wspomnianych odcinkéw wykazuje 31-37% identycznos$ci (56-60% po-
dobienstwa) do N-koncowego, 500 aminokwasowego odcinka apoproteiny
fitochromu typu E rzodkiewnika [34, 56, 57]. Najwiekszy stopien homologii dotyczyt
odcinka (Val246-Asp280), ktéry u roslin wyzszych sgsiaduje z resztg cysteinowa,
do ktdrej przytaczana 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 komorek
Escherichia coli [32]. W wyniku tego zabiegu w komérkach bakterii doszto do
akumulacji badanego biatka, ktdrego masa czgsteczkowa wynosi ok. 85 kDa (a
owsa i rzodkiewnika ok. 120 kDa). Jego zawarto$¢ dochodzita do 50% wszystkich
biatek rozpuszczalnych E. coli [32]. Byto to duzym zaskoczeniem, gdyz po wpro-
wadzeniu do tych samych komdrek gendw fitochromowych rodlin wyzszych uzy-
skiwano tylko niewielkie ilosci stabo rozpuszczalnego biatka [42]. Ponadto, uzyskane
biatko miato witasciwosci autokatalityczne polipeptydowego sktadnika fitochromu
roslin wyzszych - byto zdolne do przytgczania fikocyjanohilinowych grup chro-

PhvA 938 1187
y.
(Arabidopsis) . -1206
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36(60)% 20(52)%,-
SLR0473 20 511
(Synechocystis) " 1-748
. 745
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KinA 383
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RYSUNEK |.Poréwnanie budowy czasteczki fitochromu E (PhyE) Arabidopsis (gérny panel), produktu
genu SLRO0473 sinicy Synechocystis (Srodkowy panel) oraz kinazy histydynowej (KinA) bakterii Bacillus
subtilis (dolny panel) (dalszy opis w tek$cie, na podstawie [56], zmodyfikowane)
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moforcwych. Umieszczenie stransformowanych bakterii w Srodowisku zawierajacym
fitochrcmobiline prowadzito do uzyskania barwnika o witasciwos$ciach charaktery-
styczn>ch dla fitochromu [32]. Po jego wyizolowaniu i oczyszczeniu stwierdzono,
ze ma Dn dwa maksima absorpcji, przy 658 i 702 nm [32] oraz podlega chara-
kterystycznej dla fitochromu fotokonwersji. Opisane badaniabezposrednio dowodza,
ze biato o wiasciwosciach zblizonych do fitochromu moze funkcjonowaé réwniez
w komérkach organizméw prokariotycznych [32, 56, 57]. Jego niezwykle duza
zawarte ¢ w komorkach transformowanych bakterii pozwala przypuszczaé, ze juz
w najblizszym czasie przeprowadzone zostang badania rentgenograficzne, ktore
ostatecznie rozstrzygng o przestrzennej budowie czgsteczek fitochromu [32].

Jak uz wspomniano powyzej, rowniez jeden z gendéw sinicy Fremyella, kon-
trolujagcych jej Swietlng adaptacje, koduje biatko, ktérego N-koniec wykazuje
budowe zblizong do tej samej domeny (zawierajagcej grupe chromoforowa) fito-
chromu. Natomiast jego C-koncowy fragment wykazuje duze podobienstwo do
kinaz h stydynowych [35]. Na podstawie wyzej przedstawionych wynikéw spekuluje
sie, ze pierwszymi organizmami, u ktdrych mogty pojawic sie fotoreceptory o wia-
Sciwosciach przypominajacych lub podobnych do fitochromu, byty sinice [56, 57].
Ponadto, przedstawione badania wiele wnoszg do zrozumienia molekularnego me-
chanizmu dziatania barwnikéw fotomorfogenetycznych. Podobnie jak w przypadku
receptorow etylenu [8, 22] i cytokinin [33] mogtyby one funkcjonowac jako kinazy
histydynowe [56]. Problem ten zostanie szerzej omoéwiony ponizej.

EKO-FIZJOLOGICZNE PODSTAWY DZIALANIA
FITOCHROMU

Dziatajace przez fitochrom Swiatto moze indukowaé wiele réznych reakcji fi-
zjologicznych. Decydujaca, regulatorowg role odgrywa tu zaréwno barwa, natezenie,
jak i czas dziatania Swiatta [76, 77]. Na tej podstawie wyrdznia sie dwa typy
reakcji: indukcyjne i wysokoenergetyczne (HIR, od ang. High Irradiance Response)
[29, 44]. Ponadto, pierwszy typ reakcji podzieli¢ mozna 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 wywotania
VLFR wystarczajg niezmiernie niskie dawki $wiatta (w granicach 0,0001-0,1 mmol
x m-2). Natomiast reakcje typu LFR inicjowane sa przez $wiatto o natezeniu wyzszym
o kilka rzedéw wielko$ci (od 1 do 1000 mmol x m-2) [76, 77]. Reakcje HIR
wyzwalane sa w roélinach w wyniku ich dtugotrwatego naswietlania zaréwno $wiat-
tem czerwonym (HIR-R), jak i dalekiej czerwieni (HIR-FR). Reakcje niskoenerge-
tyczne mozna okreslic mianem klasycznych, gdyz charakteryzuja sie foto od
wracalroscia, tj. efekt fizjologiczny bezposrednio zalezy od tego, ktéra z diugosci
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Swiatla (R lub FR) zostanie uzyta jako ostatnia. W przypadku VLFR i HIR nie
obserwuje sie tego typu zaleznosci [29]. Jedynie milisekundowy puls Swiatta sto-
necznego powoduje zainicjowanie reakcji typu VLFR [76, 77]. Do zaindukowania
proceséw kontrolowanych przez LFR wymagana jest co najmniej kilkusekundowa
ekspozycja na Swiatto stoneczne (w okresie letnim), a pod centymetrowg warstwg
gleby do petnego jej wysycenia niezbedne jest kilkuminutowe dziatanie tegoz $Swiatta
[76, 77]. Cho¢ reakcje wysokoenergetyczne indukowane sg w wyniku dtugotrwatego
naswietlania roslin, najskuteczniejsze dziatanie wykazuje $wiatto diugofalowe -
daleka czerwien, ktdre niesie nizszg energie niz promieniowanie krotkofalowe.
Aby wyjasni¢ podstawy dziatania fitochromu, nalezy wprowadzi¢ kolejny termin
- stan fotostacjonarny, ktéry okresla ilosciowy stosunek fitochromu w formie P(r
do catkowitego fitochromu (Ptot) [77, 78, 81, 84]. W wyniku naswietlania etio-
lowanych siewek (w ktérych wystepuje jedynie fitochrom w formie Pr) Swiattem
czerwonym dochodzi do przeksztatcania Pr w Pfr W skrajnym przypadku 86%
Pr moze ulec fotokonwersji do Pfr Z drugiej strony, Swiatto dalekiej czerwieni,
zastosowane bezposrednio po czerwonym przeksztatca prawie caty Ptr (do 99%)
do Pr[81]. W naturze nigdy nie mamy do czynienia z monochromatycznym S$wiattem
czerwonym idalekiej czerwieni. Bezposrednio padajace na rosliny $wiatto stoneczne
wzbogacone jest o czerwony zakres widma, a jego przenikaniu przez tkanki lisci
(tzw. baldachim lub okap) towarzyszy pochtanianie przez wystepujace w nich barw-
niki fotosyntetyczne prawie catego zakresu widma stonecznego - poza Swiattem
zielonym, a przede wszystkim dalekg czerwienig [29, 77, 78]. Stad tez, w zaleznoSci
od warunkow S$rodowiskowych roslina poddawana jest dziataniu bezposredniego
Swiatta wzbogaconego w czerwien lub rozproszonego, w ktérego sktad wchodzi
gtdwnie daleka czerwien. Do tej pory uwazano, ze jedynie Swiatto czerwone zdolne
jest do inicjowania u roslin tzw. odpowiedzi fotomorfogenetycznych. Poglad ten
nalezy uzna¢ za przestarzaty. Obecnie uwaza si¢, ze obydwie omawiane dtugosci
Swiatta sg fizjologicznie aktywne. Daleka czerwieni inicjowa¢ moze reakcje bardzo
niskoenergetyczne, ktére zachodza przy niezmiernie niskim stanie fotostacjonarnym
fitochromu {P"/Plot< 1%). ROwniez ta barwa $wiatla odpowiada za powstawanie

u roslin reakcji wysokoenergetycznych [55, 76]. W tym wypadku FR powoduje
przeksztatcanie niewielkiej puli Prw Ptr, ktéra natychmiast po pochtonieciu kolejnej
dawki dalekiej czerwieni wraca do formy Pr [29, 44]. Szybkie, cykliczne przemiany
obu form fitochromu uniemozliwiaja degradacje podatnej na nig formy P(r Obok
opisanych wystepujg jeszcze ,klasyczne” reakcje fitochromowe, ktore wyzwalane
sg przez Swiatto czerwone. W zalezno$ci od jego natezenia i czasu ekspozycji
w tkankach roslinnych ustala¢ sie mogg odmienne stany fotostacjoname, co prowadzic
moze do inicjacji r6znych reakcji biochemicznych lub morfogenetycznych [76, 77].

Obecnie uwaza sig, ze obydwie dtugosci Swiatta moga indukowaé przebieg od-
miennych proceséw. Za kontrole VLFR i HIR odpowiada fitochrom labilny. Na-
tomiast reakcje niskoenergetyczne regulowane sg przez stabilng pule tego
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RYSUNEK 2. Wzajemne oddziatywania pomiedzy
fitochromem labilnym (PhyA) i stabilnym (PhyB) w
procesie kontroli deetiolacji siewek rzodkiewnika.
Dominujgce w widmie stonecznym ciggte Swiatto
czerwone (Rc) absorbowane przez PhyB indukuje
deetiolacje (+) w wyniku utrzymywania wysokiego
poziomu PfrB. W tych warunkach $wietlnych foto-
konwersji Pr do Pfr towarzyszy szybka degradacja
PhyA. Podczas naswietlania etiolowanych roslin
ciggtym Swiattem dalekiej czerwieni (co obserwuje
sie po przejsciu Swiatta stonecznego przez liscie
okapu) deetiolacja indukowana jest przez fitochrom
labilny (+). Znak minus wskazuje, ze aktywacja
jednej puli fitochromu prowadzi do wytgczenia dru
giej z nich (na podstawie [58], zmodyfikowane)

fotoreceptora [55,58]. W pewnychjednak przypadkach przebieg tego samego procesu
moze podlegaé kontroli przez obydwie pule fitochromu. Ustalono, ze $wiatto czer-
wone absorbowane przez fitochrom typu B (PhyB) indukuje deetiolacje ros$lin (rys.
2.). Z drugiej strony, réwniez absorbowane przez fitochrom labilny (PhyA) Swiatto
dalekiej czerwieni reguluje ten sam proces (przez reakcje HIR). Dziatanie fitochromu
stabilnego obserwuje sie u roslin poddanych bezposredniemu wptywowi Swiatta
stonecznego. Natomiast u roslin rosngcym pod baldachimem lisci aktywowany jest
fitochrom labilny. Dziatanie jednego typu fitochromu wyklucza jednoczes$nie udziat
drugiej puli tego fotoreceptora (rys. 2)[58].

Jakie ekologiczne znaczenie moga mie¢ opisane fizjologiczne wiasciwosci fi-
tochromu? Jak juz wspomniano powyzej, Swiatlo stoneczne zawiera wiecej czer-
wieni niz dalekiej czerwieni. Dlatego rozwijajace sie w glebie siewki, gdy dotrg
do jej powierzchni, poddane sg gtdwnie bezposredniemu wptywowi Swiatta czer-
wonego, ktore dziata przez fitochrom stabilny (rys. 3). Natomiast gdy natezenie
Swiatta jest bardzo niskie (np. podczas peini) lub gdy rozwdj siewki odbywa sie
pod ostong (okapem) lisci, nasiona lub kietkujgce siewki eksponowane sg na Swiatto
wzbogacone w dalekg czerwien, ktora absorbowana jest przez fitochrom labilny
(rys. 3). Stad tez bez wzgledu na warunki $wietlne otoczenia roslina moze uzyskac
sygnat niezbedny do zainicjowania procesu deetiolacji. Zazielenienie sie siewki
to kluczowy etap dalszego jej rozwoju. Gdy roslina rozwija sie w warunkach petnego
dostepu Swiatta, dominujaca funkcje wjej dalszym rozwoju spetnia fitochrom stabilny
[29, 55, 58, 76]. Jednakze, je$li jest ona zacieniana przez liscie innych roslin,
a docierajgce do niej Swiatto fotosyntetycznie aktywne ma zbyt niskie natezenie,
roslina albo zginie z braku mozliwos$ci odnowy odpowiednich rezerw energetycznych
lub tez przyspieszy swdj wzrost i wyrosnie ponad ocieniajacy ja baldachim w
wyniku uruchomienia reakcji okreslanej mianem ,,unikanie zacienienia” (ang. sha-
de-avoidance) [69, 78]. W tym wypadku decydujaca role zacznie petni¢ fitochrom
labilny [16](rys. 3).
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RYSUNEK 3. Wptyw ciagtego $wiatta czerwonego
(Rc) idalekiej czerwieni (FRc) na procesy kontrolo-
wane przez fitochrom labilny (PhyA) lub stabilny
(PhyB). Linia przerywana oznacza $wiatto, ktére po
przejsciu przez tkanki roslinne (baldachim) zubozone
jest w czerwien (pochtaniang przez chlorofil) iwzbo-
gacone w daleka czerwien. Obydwa typy fitochromu,
w zaleznosci od warunkéw Swietlnych otoczenia mo-
ga kontrolowac proces deetiolacji roslin (lewa i $rod-
kowa cze$¢ rysunku). W wyniku pierwszego
kontaktu rozwijajacej sie siewki ze Swiattem docho-
dzi do degradacji wystepujacego w niej fitochromu
labilnego, czemu towarzyszy deetiolacja i zahamo-.
wanie jej wzrostu wydtuzeniowego. Dalsze etapy
rozwojowe zielonej rosliny regulowane sg przez fito-
chrom stabilny (prawa czgs$¢ rysunku). Dalszy opis w
teks$cie (na podstawie [58], zmodyfikowane)

Rdzne typy fitochromu sg aktywne w kolejnych stadiach rozwojowych rosliny.
PhyB moze kontrolowaé wszystkie etapy poczawszy od kietkowania nasion spo-
czynkowych, a na indukcji kwitnienia konczac [19, 20, 48]. PhyA moze natomiast
funkcjonowac¢ gtéwnie we wczesnych etapach rozwoju osobniczego rosliny. Obok
nich pewne procesy moga by¢ réwniez kontrolowane przez inne geny fitochromowe,
kodujgce fitochrom stabilny. Na przykiad u mutanta phyB nie stwierdzono tzw.
koncowodniowego efektu naswietlania R i FR na wzrost elongacyjny hypokotyli
rzodkiewnika. Z drugiej za$ strony tego typu traktowanie w istotny sposéb wptywato
na fotoperiodyczng indukcje kwitnienia [29].

GENETYCZNE PODLOZE DZIALANIA FITOCHROMU

Dotychczas nie opracowano metody, ktéra umozliwiataby badanie specyficznych
funkcji obu omawianych populacji fitochromu w ukfadach in vitro. W zwigzku
z tym istnieje konieczno$¢ prowadzenia odpowiednich badan in vivo. Nastrecza
to wiele problemo6w, poniewaz inaczej niz w roslinach etiolowanych w komdrkach
rodlin zielonych ekspresji moze podlegaé jednocze$nie kilka genéw fitochromowych
[59, 62]. Duzy wkiad w poznanie kontrolowanych przez fitochrom proceséw przy-
nosza badania prowadzone na mutantach. Obecnie znanych jest szereg mutantow,
u ktérych obserwuje sie zaburzenia w ekspresji genéw lub prawidtowej budowie
powstajacych na ich bazie polipeptydéw [6, 54, 82, 94, 95, 97, 100]. Jako jeden
z pierwszych zidentyfikowany zostat mutant lii (long hypocotyl) ogérka, ktéry cha-
rakteryzuje sie brakiem ekspresji PHYB [43]. Podobne witasciwosci wykazuje mutant
hy3 (long hypocotyl) rzodkiewnika [64] oraz tri (temporarily red light-insensitive)
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pomidora [91]. Wyizolowano réwniez mutanta rzodkiewnika (hy8) pozbawionego
labilnej puli fitochromu [25,61 ]. Natomiast u pomidora zidentyfikowano trzy mutanty
phyA, przy czym ufri (far-redlight-insensitive) [37, 38] mutacja dotyczy biatkowego
sktadnika fotoreceptora. Dwa inne mutanty tej rosliny, a mianowicie au (aurea)
i yg-2 (yellow green 2) [90] oraz mutant hyl (long hypocotyt) rzodkiewnika [21]
charakteryzujg sie zaburzeniami w szlaku biosyntezy grupy chromoforowej [80].
Oprécz wymienionych mutantéw u pomidora i rzodkiewnika stwierdzono zaburzenia
dotyczagce funkcjonowania indukowanych przez Swiatto tancuchdw transdukcji syg-
natu Swietlnego [5, 54, 82]. U pomidora mutacja typu hp (high pigment), prowadzi
do nadmiernej wrazliwosci etiolowanych siewek na dziatanie $wiatta [37, 38]. Ostat-
nio u rzodkiewnika opisano mutacje, ktéra prowadzi do zaburzen szlaku transdukcji
sygnatu Swietlnego kontrolowanego przez labilng [5, 6] lub stabilng [94] pule fi-
tochromu. Znanych jest rowniez szereg gendw, ktére w drodze negatywnego sprze-
zenia kontrolujg proces fotomorfogenezy [18, 27, 40, 48, 96]. Mutacje powstajgce
w obrebie tych gendéw prowadzg do tego, ze fenotyp roslin etiolowanych przypomina
pokréj roslin zielonych. Tego typu mutanty maja krétkie hypokotyle oraz cze$ciowo
lub w petni rozwiniete chloroplasty. Poniewaz fotomorfogenetyczne mutanty szerzej
opisane zostaty wnaszych poprzednich pracach [54,82], stad ich ponowne omawianie
wykracza poza ramy prezentowanej publikacji.

KOMORKOWY MECHANIZM DZIALANIA

Dotychczas mato byto wiadomo natemat pierwszych etapdw reakcji wyzwalanych
w wyniku absorpcji $wiatlta przez czgsteczki dwoch odmiennych pul fitochromu.
Bardzo istotnych informacji na ten temat dostarczyty doswiadczenia przeprowadzone
nad kietkowaniem Swiattoczutych nasion rzodkiewnika [74, 75]. Ustalono, ze na-
tychmiast po ich specznieniu jedynie forma Pfr fitochromu typu B indukuje ten
proces, ktory wykazuje cechy klasycznej reakcji indukcyjnej (fotoodwracalnosc).
Zaden z innych fitochroméw (PhyA, C, D i E) nie byl w stanie zainicjowaé kiet-
kowania [74]. Natomiast nasiona moczone przez 48 godz. w ciemnos$ci kietkowaty
w obecnosci znacznie nizszych dawek $wiatta (1-1000 mmol x m 2w poréwnaniu
do 10-1000 mmol x m 2). Nasiona mutanta pozbawionego fitochromu A nie re-
agowaty na traktowanie Swiattem, podczas gdy nasiona mutanta phyB kietkowatly
w podobny sposéb jak rosliny typu dzikiego. Na tej podstawie mozna wnioskowac,
ze opisywana reakcja ma charakter VLFR [74]. Nastepnie ustalono widmo czyn-
nosciowe dla kietkowania nasion kontrolowanego przez fitochrom labilny i stabilny
roslin typu dzikiego oraz obu stosowanych mutantéw [75]. Okazato sie, ze in-
dukowane przez VLFR, zalezne od fitochromu A kietkowanie ma bardzo szerokie
widmo czynnos$ciowe (rys. 4), obejmujgce zakres od 300 do 700 nm [29, 75].
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W tym wypadku reakcja nie miata charakteru odwracalnego. Uzycie dowolnej barwy
Swiatta we wspomnianym zakresie prowadzito do indukcji kietkowania. Z drugiej
strony, kontrolowana przez PhyB fotoodwracalna indukcja kietkowania miata waski
przedziat widma czynnosciowego, mieszczacy sie w granicach od 550 do 690 nm
(rys. 4). Stymulacja kietkowania odwracana byta przez Swiatto w granicach od
700 do 800 nm o podobnym natezeniu [75].

Jak wida¢, mimo ze obydwa typy fitochromu wykazujg podobne spektrofotome-
tryczne wiasciwosci w warunkach in vitro, widma czynnosciowe dla PhyA i PhyB
moga by¢ zupetnie odmienne. Ponadto sugeruje to, ze w obu przypadkach Pfrjest
aktywng formg fitochromu [29]. Jednoczes$nie nasuwa sie pytanie, dlaczego reakcje
kontrolowane przez PhyA moga by¢ indukowane przez $wiatto o natezeniu o cztery
rzedy wielkosci nizszym w poréwnaniu do PhyB (patrz rys. 4). Istnieje wiele mo-
zliwych interpretacji tego zjawiska. Po pierwsze moze to by¢ wynikiem roznej
liczby czasteczek obu form fitochromu. Na proces ten moze mie¢ wpltyw rdzne
powinowactwo tychze fitochromow w stosunku do odpowiednich biatek recepto-
rowych, jak réwniez moze istnie¢ zasadnicza réznica w stopniu wzmocnienia syg-
natu indukowanego przez PhyA i PhyB [29]. By zrozumie¢ te zawitoSci,
zaproponowano model hetero-homodimerowej budowy fizjologicznie aktywnej for-
my fitochroméw [89]. Jak ustalono, fitochrom in vitro i in vivo wystepuje w formie
dimerycznej [84]. Wnioskuje sie, ze aktywna forma fitochromu labilnego funkcjonuje
w formie heterodimeru (PhyAjPhyA”), natomiast fitochromu stabilnego w postaci
homodimeru (PhyBtrPhyB)r) [89]. W omawianym modelu zaktada sie, ze heterodimer
PhyB bytby fizjologicznie nieaktywny (rys. 5). Bioragc pod uwage, ze w pojedynczej

RYSUNEK 4. Widmo czynno$ciowe kietkowania nasion rzodkiewnika, kontrolowanego przez PhyA i
PhyB; na osi rzednych zaznaczono natezenie $wiatta dla okreslonych dtugosci fal stymulujacych badz
hamujacych ten proces (dalszy opis w tek$cie, na podstawie [56 i 74], zmodyfikowane)
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komorce wystepuje od stu tysiecy do miliona czasteczek PhyA, do zaindukowania
VLFR wystarczy od 1 do 10% catej populacji tej formy fitochromu (tj. od 10
do IOOtys. czasteczek) w formie heterodimeru. Reszta czgsteczek wystepuje w
formieizjologicznie nieaktywnego homodimeru PhyArPhyAr Poniewaz w reakcjach
kontrobwanych przez LFR w skrajnych przypadkach 86% fitochromu wystepuje
w postéci P)r, stad mozna przypuszczaé, ze liczebnos¢ heterodimerow PhyArPhyAfr
oraz honodimeréw PhyBfrPhyBjr jest podobna [29]. Czy w zwigzku z tym dla
obu forn fitochromu istniejg podobne receptory, ajedynie ich mechanizm transdukcji
sygnati ma odmienny charakter?

Nalezy pamietac¢, ze liczebno$¢ PhyA u wielu roslin (np. owsa i rzodkiewnika)
100-kntnie przewyzsza liczebno$¢ PhyB. Rdznica ta moze sugerowaé, ze w wa-
runkacl naturalnych pierwsze etapy fotomorfogenezy moga byé zdominowane przez
fitochrcm labilny. Aby tego typu reakcje mogty sie dopeini¢, PhyA ma jeszcze
dwie ime cechy. Po pierwsze czgsteczki PhyAfr ulegajg bardzo szybkiej proteolizie
[24]. P(drugie zas, synteza nowych czgsteczek PhyArjest hamowana przez czgsteczki
PhyAtroraz PhyBfr [55, 58, 84]. Zapewnia to etiolowanej ro$linie nadzwyczajng
wrazlivo$é na pierwszy puls Swiatta (bez wzgledu na jego barwe). Natomiast w
roslinach zielonych, poddanych reetiolacji lub rozwijajgcych sie w warunkach za-
cieniena umozliwia optymalizacje aktywacji podstawowych gendéw zwigzanych z
procesen fotosyntezy. Jeden z tych genéw (CAB) kodujacy mata podjednostke
karbok:ylazy/oksygenazy rybulozo-1,5-bisfosforanowej (rubisko) jest w zrdznico-
wany sioséb regulowany przez obydwie pule fitochromu [49]. W hypokotylach
rzodkiewnika PhyAtr dziata jedynie w spos6b indukcyjny (nieodwracalny), podczas
gdy wjtyw PhyB|r ma charakter fotoodwracalny. Gen CAB moze by¢ réwniez
indukovany w sposob niezalezny od fitochromu w wyniku aktywacji kryptochromu
[4, 49].Poza CAB réwniez inny gen Arabidopsis', ATHB podlega bardzo ztozonej
regulaci przez rozne typy fitochromu i fotoreceptor Swiatta niebieskiego [79].

FITOCHROM JAKO ENZYM

W c:asteczce fitochromu, podobnie jak w wielu biatkach o charakterze regu-
latorow/m, wyro6znia sie dwie domeny strukturalno-funkcjonalne: N- i C-koncowa.
Wiekszi, globularna domena N-kohAcowa odpowiada za wigzanie grupy chromo-
forowej natomiast druga z nich bierze miedzy innymi udziat w procesie dimeryzacji
czastec:ek tego fotoreceptora [84]. Stosujac rézne podejscia badawcze, miedzy
innymi )graniczong proteolize wyizolowanych czasteczek fitochromowych lub ukie-
runkowujg mutageneze kodujacych je gendéw, ustalono, ze w polipeptydzie oma-
wianeg) barwnika istnieje kilka odcinkéw, ktére odpowiadaé mogg za jego
biologhzng aktywno$¢ (patrz [84,93]). Pod koniec lat osiemdziesigtych stwierdzono,
ze pewie sekwencje aminokwasowe fitochromu moga odpowiada¢ za jego fun-
kcjonovanie jako kinazy biatkowej. Wykazano, ze izolowany fitochrom ma zdolnos¢
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KYiUINhK 7. Model ilustrujacy role homo-, i heterodimeréw labiinej (a) i stabilnej (b) puli fitochromu
w mechanizmie dziatania tych fotoreceptoréw (na podstawie [29], zmodyfikowane)
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TABELA 2. Udziat labilnej (PhyA) i stabilnej (PhyB) puli fitochromu w regulacji niekt6-
rych procesow fizjologicznych (na podstawie [29], zmodyfikowane)

Stadium rozwojowe Funkcjonalny fitochrom  Zjawisko
Nasiona spoczynkowe PhyB kietkowanie w ciemnos$ci
Nasiona speczniate PhyA, PhyB fotoindukcja kietkowania
Siewki etiolowane PhyA, PhyB deetiolacja
PhyA, PhyB ekspresja genu CAB
Siewki zielone PhyB, PhyD wzrost pedu
Rozw6j generatywny PhyB (przypuszczalnie) fotoperiodyczna indukcja kwitnienia

do autofosforylacji reszt serynowych [47, 52, 98]. R6wniez komputerowa analiza
uktadu aminokwaséw w omawianym polipeptydzie wskazywata na jego podobien-
stwo do eukariotycznych serynowo/treoninowo/tyrozynowych kinaz biatkowych
[87]. Jednakze, poza jednym wyjatkiem (o ktéorym bedzie mowa ponizej), zaden
z przeanalizowanych polipeptydéw fitochromowych nie miat wszystkich konser-
watywnych motywow przypisywanych eukariotycznym kinazom biatkowym [31].
Ponadto, zastosowanie doktadniejszej procedury izolacji i oczyszczania czgsteczek
fitochromu pozwolito stwierdzi¢, ze wczesniej uzyskiwane preparaty zanieczysz-
czone byty biatkiem, ktére ma aktywno$¢ kinazowag [30, 39]. Na poczatku lat dzie-
wiecdziesigtych opublikowane zostaty prace dotyczace budowy fitochromu
funkcjonujagcego w komorkach jednego z mszakéw - Ceratodon purpureus [3,
88]. Okazato sie, ze na bazie genu rdznigcego sie budowg od pozostatych genow
fitochromowych powstaje biatko, o masie 145 kDa, majgce dwojakiego rodzaju
witasciwosci molekularne. Jego domena N-kofAcowa odpowiada witasciwosciom fi-
tochromu. Natomiast w kofncu C wystepujg sekwencje aminokwasowe homologiczne
do eukariotycznych kinaz serynowo/treoninowo/tyrozynowych [88]. Jak dotad, nie
stwierdzono jednak, aby poza Ceratodon [3, 88] i Adiantum [92] inne fitochromy,
réwniez te funkcjonujace w komdérkach roslin nizszych [56], miaty podobng budowe
molekularng. Rownolegle, pojawita sie seria prac wydanych przez grupe niemieckich
badaczy kierowana przez H.A.W. Schneidera-Poetscha [70-72], ktérzy stwierdzili
istnienie duzej homologii miedzy pewnymi fragmentami C-koricowego odcinka fi-
tochromu a funkcjonujgcymi w komaorkach bakterii kinazami histydynowymi [70—
72]. Tego typu kinazy stanowig podstawowy element tzw. dwusktadnikowego
systemu transdukcyjnego bakterii [60]. W jego sktad wchodzg dwa biatka, pierwsze
0 charakterze sensorowym, drugie natomiast majace aktywno$¢ efektorowg (rys.
6). Kazde z nich ma dwie domeny o odmiennych funkcjach molekulamo-bioche-
micznych. W skiad biatka sensorowego wchodzi N-kofAcowa domena uczestniczgca
w odbiorze sygnatéw srodowiskowych oraz C-koricowa domena, ktdra ma aktywnos$¢
kinazy histydynowej. W wyniku oddziatywania czynnika srodowiskowego na cza-
steczke sensora dochodzi do zmian jego konformacji przestrzennej, co pociaga
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RYSUNEK 6. Schemat przedstawiajacy budowe bakteryjnego dwusktadnikowego systemu transdukcji
sygnatéw Srodowiskowych (na podstawie [60], zmodyfikowane)

za sobg aktywacje kinazy histydynowej [60]. Poniewaz czgsteczki sensorowe fun-
kcjonuja w postaci dimerédw, najpierw dochodzi do wzajemnej fosforylacji (auto-
fosforylacji) poszczegélnych monomerdéw, a nastepnie do przeniesienia reszty
fosforanowej z histydyny na asparagine drugiego skiadnika omawianego systemu
transdukcyjnego. Rowniez i to biatko sktada sie z dwdoch odmiennych domen (rys.
6). W pierwszej (N-koncowej) znajduje sie wspomniana reszta aminokwasowa.
Natomiast druga uczestniczy w oddziatywaniu z innymi biatkami szlaku transdukcji
sygnatu lub bezposrednio taczy sie z sekwencjami promotorowymi okreslonych
genéw [56, 57, 60].

Ustalono, ze u 100 dotad poznanych prokariotycznych kinaz histydynowych ist-
nieje jedynie niewielki stopien identycznos$ci sktadu aminokwaséw. Réwniez stopien
identycznosci fitochromow z kinazami histydynowymi jest niski (15-39%). Jednakze
znacznie wyzszy jest stopien podobienstwa tychze biatek, ktéry w skrajnych wy-
padkach dochodzit do 55% [57]. Porownujgc odpowiednie odcinki czasteczek fi-
tochromoéw z podobnymi wystepujagcymi u omawianych kinaz okazato sie, ze stopien
identycznosci tych pierwszych, ktéry wynosi 31-64% (a podobiefAstwa 54-81%),
jest wyzszy w porownaniu do drugiej klasy biatek, dla ktérych waha sie on w
granicach od 24 do 42% (a podobienstwa od 47 do 61 %) [57]. Wyniki te wskazuje
na duzg zachowawczo$¢ ewolucyjng tych fragmentéw fitochromu, ktére mogg by¢
zwiazane zjego funkcjonowaniem jako kinazy histydynowej. Stwierdzono, ze prze-
strzenna organizacja tej domeny fitochromowej przypomina struktury, obserwowane
w bakteryjnych biatkach sensorowych. Zauwazono réwniez, ze biatka te wystepuja
w formie dimerycznej. Na tej podstawie Schneider-Poetsch zaproponowat [70],
ze fitochrom moze funkcjonowac jako regulowana przez $wiatto kinaza histydynowa.
Niestety okazato sie, ze w czasteczkach fitochromu brak jest pewnych silnie kon-
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serwatywnych motywow obecnych w bakteryjnych kinazach. Nie udato sie rowniez
stwierdzi¢ autokatalitycznych wiasciwosci w preparatach zawierajgcych wysoce
oczyszczone czasteczki fitochromu. Rowniez przeprowadzona w drodze ukierun-
kowanej mutagenezy wymiana okreslonych aminokwasoéw, ktére sa niezbedne do
funkcjonowania kinaz histydynowych, nie doprowadzita do spodziewanych efektow
[15].

Jak juz wspomniano wyzej, ostatnio zsekwencjonowano caty genom sinicy Sy-
nechocystis sp., co pozwolito miedzy innymi stwierdzi¢, ze jeden z wystepujacych
w nim genéw moze kodowaé biatko o witasciwosciach zblizonych do fitochromu
[34]. Biatko to, poza fitochromo-podobng domena N-koncowg zawiera fragment
C-koncowy, ktéry w 23-31 procentach jest identyczny (i w 50-58% podobny)
do bakteryjnych kinaz histydynowych (patrz rys. 1). W biatku sinicy obecne sg
wszystkie sekwencje aminokwasowe warunkujgce jego funkcjonowanie jako wspo-
mnianego enzymu. W zwigzku z tym prawdopodobne wydaje sie, ze moze ono
petni¢ funkcje regulowanej przez swiatto kinazy histydynowej [56]. Mozna réwniez
spekulowac, ze uktady transdukcji sygnatow u bakterii i sinic, to jest organizmdw
prokariotycznych sa bardzo do siebie podobne. Ponadto, wystepowanie u Syne-
chocystis i Fremyella genéw kodujacych biatka o witasciwosciach zblizonych do
fitochromu (o czym byta rowniez mowa powyzej) wskazuje, ze sinice byty pier-
wszymi organizmami, ktére miaty uktad percepcji bodzcow swietinych podobnych
do funkcjonujacego u wszystkich (poza grzybami) roslinnych organizméw euka-
riotycznych. Uktad ten, ewoluowat w kierunku fitochromu wystepujgcego u roslin
nizszych, wykazujacego posrednie wiasciwosci miedzy fitochromem labilnym i sta-
bilnym (patrz [62, 84]). Ostatecznie, doszto do powstania systemu fotoreceptorow
charakterystycznych dla roslin wyzszych, kodowanego przez geny odpowiedzialne
za powstawanie fitochromu labilnego i stabilnego.

Czy wraz z ewolucjg fitochromu zmianom ulegaty enzymatyczne wiasciwosci
tego barwnika obserwowane u sinic? By¢é moze w trakcie tego procesu doszto
do utraty jego katalitycznych funkcji, cho¢ pewne charakterystyczne wtasciwosci
dla uktadéw sygnalizacyjnych, funkcjonujacych u bakterii pozostaty. Jedng z nich
moze by¢ dimeryczna budowa tego fotoreceptora. Nie mozna réwniez wykluczyc¢
mozliwosci, ze w wyniku ewolucji doszto do modyfikacji katalitycznych wtasciwosci
przypisywanych kinazom histydynowym. Przeciez i u bakterii znane sg przypadki,
w ktérych kinazy histydynowe majg zdolnos$¢ do fosforylowania reszt serynowych.
Czy zatem podobng sytuacje obserwowa¢ mozna u fitochromu, ktéremu przypi-
sywano role kinazy serynowej? A moze podobnie jak biatka sensorowe dwusktad-
nikowego ukiadu transdukcji sygnatu u bakterii czasteczki fitochromu zachowaty
wiasciwosci fosfataz biatkowych? Istniejg pewne dowody potwierdzajace te hipoteze
[56, 57]. Najblizsza przyszto$¢ wykaze, czy ten nowy trop na drodze poszukiwan
komorkowego mechanizmu dziatania fitochromu okaze sie prawdziwy.
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TRANSDUKCJA SYGNALOW SWIETLNYCH

Ostatnio poczyniono znaczny postep w badaniach nad kontrolowanymi przez
Swiatto szlakami transdukcji sygnatéw. Doswiadczenia te prowadzone byty zaréwno
na poziomie komoérkowym [12, 14, 52, 53], jak i molekularnym [5, 6, 40, 95,
98, 99]. Jednym z punktdw wyjsciowych do badan naukowych byto przetestowanie
wczesniej stawianej hipotezy zaktadajacej, ze w mechanizmie dziatania fitochromu
zaangazowane sg jony wapnia [10, 85, 86] oraz biatka wigzace GTP, Gp [11,
65, 66]. Badania przeprowadzone w pracowni N.-H. Chuay [12-14, 52, 53, 99]
doprowadzity do blizszego ustalenia poszczegdlnych etapéw kontrolowanych przez
Swiatto szlaku transdukcji sygnatu (patrz [7, 50]).

Poczatkowo, jako system modelowy stosowano 10-dniowe siewki mutanta po-
midora aurea (aa), u ktérego nie obserwuje sie aktywnosci fitochromu A (PhyA)
[37, 38]. Opisana mutacja prowadzi do zahamowania syntezy antocyjanéw i aku-
mulacji chlorofilu. Jezeli do komoérek poprzez mikroiniekcje wprowadzono odpo-
wiednig ilos¢ czasteczek izolowanego PhyA, obserwowano pojawianie sie
antocyjanow (rys. 7) [52]. Do mutanta tego wprowadzono réwniez plazmid za-
wierajgcy konstrukt sktadajacy sie z sekwencji promotorowej genu CAB i gen
reporterowy (3-glukuronidazy (CAB::GUS). W tym przypadku wstrzykniecie do
stransformowanych komorek PhyA prowadzito do uaktywnienia tego konstruktu
(co uwidaczniato sie w postaci pojawiania sie produktu reakcji enzymatycznej)
[52]. Stosujgc opisany system modelowy przystgpiono do badania wptywu roznych
modulatoréw zwierzecych szlakéw transdukcji sygnatéw na procesy charaktery-
styczne dla komérek rodlinnych - synteze antocyjanéw i biatek wchodzacych w
sktad obydwu fotosysteméw. Okazato sie, ze wstrzykniecie do komérek aa agonisty
biatka G (GTP-y-S) lub podjednostki toksyny cholery (ktére aktywujg Gp) prowadzito
do ujawnienia si¢ wszystkich trzech reakcji (akumulacji chlorofilu i antocyjanéw
oraz aktywacji CAB::GUS). Z drugiej strony, rownoczesna mikroiniekcja PhyA
i antagonistéw biatka G (GDP-[3-S lub toksyny krztusca) blokowata wszystkie te
trzy procesy indukowane przez fitochrom labilny [52]. Podobnie jak Romero i
Lam [65] oraz Romero i in. [66] wykonawcy tych doswiadczen [52] wykazali,
ze jednym z pierwszych etapow szlaku transdukcji sygnatu jest aktywacja biatka
G, a jego ostatecznym wynikiem pojawianie sie okreslonych odpowiedzi komar-
kowych.

W transdukcji sygnatéw swietlnych u mutanta aurea zaangazowane sgjony wapnia
oraz kalmodulina. Wstrzykniecie odpowiedniej ilosci Ca“+ lub okre$lonej liczby
czasteczek kalmoduliny prowadzito do pojawiania sie na terenie plastydéw chlorofilu
i do aktywacji CAB::GUS [5]. Ku duzemu zaskoczeniu takie traktowanie nie in-
dukowato pojawiania sie w wakuolach au antocyjanéw (rys. 7b). W ten sposéb
ustalono, ze dziatajace przez fitochrom Swiatto aktywuje biatko G, co przez wzrost
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RYSUNEK 7. Podsumowanie doswiadczei prowadzonych na mutancie aurea pomidora (podobne
wyniki uzyskano réwniez w badaniach wykonanych nazawiesinach komérkowych soi): a) wstrzykniecie
do komér.d czasteczek fitochromu (PhyA) lub agonistéw biatka wigzacego GTP powodowato aktywacje
trzech badanych genéw (CHS, FNR i CAB) i pojawienie sie funkcjonalnych ptastydéw (zawierajacych
chlorofil) a wewnatrz wakuoli antocyjanéw; b) wstrzykniecie cGMP indukowato jedynie aktywacje
CHS i syr.teze antocyjanow, a efekt ten hamowany byt przez genisteine; c) wprowadzenie do wnetrza
komorki jonéw wapnia lub czgsteczek kalmoduliny, poprzez aktywacje genéw FNR i CAB prowadzito
do pojawiania sie funkcjonalnych chloroplastéw (przy braku syntezy antocyjanéw); proces ten hamo-
wany byt w wyniku jednoczesnego podania Ca2+ (lub kalmoduliny) oraz nifedypiny lub trifluorope-
razyny; d przypuszczalny mechanizm dziatania PhyA. Ro6zne strzatki przedstawiajg odmienne szlaki
transdukcji sygnatu: wypetnione - zalezne od jon6éw wapnia, puste - zalezne od cGMP, a posrednie -
zalezne od obu przekaznikéw informacji. Strzatka przerywana wskazuje na brak aktywacji okreslonego
szlaku transdukcyjnego. Do petnej biogenezy chloroplastow niezbedne jest uaktywnienie nieznanego
czynnika

zawartosci wolnego cytoplazmatycznego wapnia i aktywacje kalmoduliny indukuje
réznicowanie sie proplastydow w chloroplasty [52]. Sktadniki drugiego szlaku trans-
dukcji sygnatu, prowadzace do syntezy antocyjanow zostaty rozpoznane przez Bow-
lera iin. [12-14]. Jako pierwszy system modelowy postuzyty siewki mutanta aurea.
Wstrzykniecie do subepidermalnych komérek au PhyA stymulowalo aktywnosc
nastepujgcych genow: syntazy chalkonowej (CHS, kluczowego enzymu uczestni-
czacego w syntezie antocyjandw), biatka wigzacego chlorofil a i b (CAB), syntazy
ATP (ATPy), matej podjednostki karboksylazy/oksygenazy rybulozo-I,5-bisfosfo-
ranowej (RBCS), cytochromu b6f (RIESKE) ioksydoreduktazy NADP+/ferredoksyna
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(FNR) [13]. Jednoczesne wstrzykniecie do komoérek mutanta czasteczek fitochromu
labilnego, GTP-y-S, czasteczek toksyny cholery i plazmidu zawierajgcego jeden
z trzech konstruktéw - CAB::GUS, CHS::GUS lub FNR::GUS prowadzito do po-
jawienia sie aktywnoS$ci genu reporterowego [13]. Ponadto, mikroiniekcja Ca
lub kalmoduliny aktywowata konstrukt CAB::GUS, a cGMP konstrukt CHS::GUS.
Niestety, opisane doswiadczenia byty pracochtonne i tylko niewielki procent na-
strzykiwanych komdrek reagowat na podawane substancje (w skrajnych przypadkach
nie wiecej niz 10%) [13, 52], dlatego do dalszych badar zastosowano fotomikso-
troficzne zawiesiny komérkowe soi, ktore przez trzy dni poddawano ciemniowej
adaptacji [13]. W komdérkach tych badano aktywnos¢ transkrypcyjng trzech genow:
CAB, CHS i FNR [14]. Traktowanie zawiesiny $Swiattem powodowato natychmia-
stowg indukcje CHS, ktdrego szczyt aktywnosci transkrypcyjnej przypadat w drugiej
godzinie naswietlania. W podobnych warunkach aktywno$¢ genu CAB pojawiata
sie w trzeciej godzinie doSwiadczenia, a zawarto$¢ powstajgcego na jego bazie
MmRNA podlegata okotodobowym fluktuacjom. Natomiast produkt genu FNR ujaw-
niat sie w piatej godzinie i ulegat stopniowej akumulacji przez caty czas dziatania
Swiatta [14]. Dodanie do pozywki nie hydrolizujagcego analogu cGMP (8-Br-cGMP)
powodowato wyhiércze uaktywnienie genu CHS. Podobnie dziatat nitroprusydek
sodu (ktory rozktadajgc sie uwalnia NO - zwigzek stymulujacy aktywnos$é cyklazy
guanylowej, enzymu uczestniczacego w syntezie cGMP). Jednakze indukcyjny efekt
obu wymienionych zwigzkéw znoszony byt przez dodanie do pozywki genisteiny
- inhibitora cyklazy guanytanowej (rys. 7c) [14]. W kolejnym doswiadczeniu za-
stosowano substancje blokujace rézne etapy zaleznej od jonéw wapnia transdukcji
sygnatu. Byta to nifedypina (bloker kanatéw wapniowych), trifluoroperazyna (in-
hibitor kalmoduliny) i staurosporyna (potencjalny inhibitor kinazy biatkowej C).
Wszystkie te zwigzki hamowaly indukowang przez Swiatto ekspresje genéw CAB
i FNR (rys. 7d). Z drugiej za$ strony, wieksze ich stezenia podwyzszaty aktywnos¢
genu CHS [14]. Na tej podstawie mozna wnioskowac, ze aktywacji szlaku zaleznego
odjonéw wapniatowarzyszy negatywna regulacja genéw indukowanych przez cGMP
i vice versa.

Kontrolowane przez PhyA szlaki transdukcyjne funkcjonujace w komorkach po-
midora i soi moga mie¢ bardziej ogélny charakter. Ostatnio Schafer i in. [68]
wykazali, ze réwniez u gorczycy w regulowanej przez fitochrom labilny kontroli
biosyntezy antocyjanéw uczestniczg jony wapnia i kalmodulina.

Uruchomienie zaleznych od Ca2+ lub/i cGMP szlakéw transdukcyjnych prowadzi
nie tylko do aktywacji okre$lonych gendw, moze réwniez indukowac represje innych.
Jednym z nich jest gen ASl kodujacy czgsteczki syntazy asparaginianu [53]. Dzia-
fajace przez fitochrom $wiatto blokuje jego aktywnos¢ transkrypcyjng. Do podobnego
efektu prowadzito wstrzykniecie do subepidermalnych komaérek etiolowanych siewek
aurea izolowanego PfrA. Jednakze, osobne podanie Ca"+, kalmoduliny lub cGMP
nie miato wptywu na ekspresje ASI w traktowanych $wiattem siewkach au. Na-
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tomiast jednoczesne wstrzykniecie Ca~+ i cGMP blokowato aktywno$¢ tego genu.
Badania molekularne wykazaty, ze w promotorowym odcinku genu ASI zlokali-
zowan) jest fragment DNA (17 bp), w ktorym leza sekwencje odpowiedzialne
za regulacje jego aktywnosci - tak negatywnej, jak i pozytywnej. Badania po-
rownawcze wykazaty, ze rowniez inne geny, ktére podlegajg represji Swietlnej,
zawieraja podobny motyw, ktéry charakteryzuje sie obecnoscig czterech identy-
cznych zasad: TGGG [53]. Sekwencja tajest prawdopodobnie docelowym miejscem
dziatania represora, ktory przed zwigzaniem sie ze wspomniang sekwencjg DNA
aktywowany jest w wyniku uruchomienia przez $wiatto szlakéw transdukcyjnych
zaleznych zaréwno od Ca~+ i cGMP [53].

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze fitochrom A przypuszczalnie kontroluje
trzy szlaki transdukcji sygnatéw Swietlnych [7, 12, 14, 52, 53, 68]. Pierwszy z
nich jest bezposrednio zalezny od Ca"+, ajego uruchomienie prowadzi do aktywacji
genéw kodujacych biatka Il fotosystemu (rys. 8) i czesciowego rozwoju chloro-
plastéw. Drugi szlak, zalezny od cyklicznego GMP, kontroluje aktywno$¢ trans-
krypcyjng syntazy chalkonowej, kluczowego enzymu katalizujgcego biosynteze
antocyjanéw. Na przebieg trzeciego szlaku majg wptyw zaréwno jony wapnia, jak
i czasteczki cGMP, ajego aktywacja niezbedna jest do ekspresji genéw kodujacych
sktadniki fotosystemu | i hamowania aktywno$ci genu syntazy asparaginianowej
(rys. 8). Jedynie uporzgdkowana w czasie i przestrzeni aktywacja wszystkich trzech
wymienionych szlakéw transdukcyjnych prowadzi¢ moze do pojawiania si¢ w od-
powiednich komérkach antocyjanéw oraz réznicowania sie chloroplastow i uru-
chamiania procesu fotosyntezy [7, 12-14, 50-53].

Na przetomie 1996 i 1997 roku pojawity sie prace opisujagce molekularny me-
chanizm dziataniacGMP iCa"+naekspresje genéw kontrolowanych przez fitochrom.
Wu iin. [99] wykazali, ze w odcinkach promotorowych genéw CAB i CHS wystepuja
sekwencje, do ktérych przytgczaja sie biatka aktywowane bezposrednio lub posrednio

Geny

cGMP
CHS

PS |
PhyA » Biatko(a) G Rieske

ASI

PS 1I
CAB
ATPy
RBCS
FNR

Caz2+— » CaM

RYSUNEK 8. Model ilustrujacy trzy mozliwe szlaki transdukcji sygnatéw $wietlnych, indukowanych
przez $wiatto i kontrolowanych przez PhyA (dalszy opis w teks$cie, na podstawie [12], zmodyfikowane)
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przez dwa wyzej wspomniane wtérne przekazniki informacji. Fakt istnienia kilku
réznych, kontrolowanych przez fitochrom A szlakéw transdukcji sygnatu zostat
réwniez potwierdzony przez Barnesa iin. [6] w badaniach prowadzonych na mutancie
Arabidopsis, u ktérego defekt dotyczyt genu FHY1l. Badacze ci, do listy gendw
kontrolowanych przez fitochrom labilny dotaczyli kolejne, CHI (izomerazy chal-
konowej), NR (reduktazy azotanowej) oraz PORA (oksydoreduktazy NADPH+
: protochlorofilid) [6].

Wszystkie wyzej opisane prace poswiecone byty analizom sktadnikéw szlaku
transdukcji sygnatéw Swietlnych kontrolowanych przez labilng pule fitochromu.
Jak dotad mato wiadomo o szlakach fototransdukcji indukowanych przez fitochrom
stabilny. Pewnym wyjatkiem moze by¢ ostatnio opublikowana praca Wagnera i
in. [94]. Badaczom tym udato sie wyselekcjonowa¢ mutanta, u ktérego defekt dotyczy
genu (RED]) uczestniczagcego w zaleznej od PhyB transdukcji sygnatu [95]. Mozna
przypuszczaé, ze w najblizszej przysztoSci wiecej uwagi poswieci sie badaniom
szlakow transdukcji sygnatu kontrolowanych przez fitochrom stabilny.

PODSUMOWANIE

W ostatnich kilku latach rozwigzano wiele zagadek dotyczacych struktury i me-
chanizmu dziatania fitochromu. Wydaje sie, ze rozstrzygnieta zostata kwestia po-
chodzenia i ewolucji tego fotoreceptora. Poznano budowe genéw fitochromowych
i mechanizmy kontrolujgce ich aktywnos$¢ transkrypcyjng. Wykazano, ze w me-
chanizmie transdukcji sygnatdw Swietlnych uczestniczg wtérne przekazniki infor-
macji, ktore petnig podobne funkcje w komorkach zwierzecych i ro$linnych.
Ustalono, ze aktywacji fitochromu labilnego i stabilnego towarzyszy modulacja
aktywnosci tych samych lub innych zestawdéw genéw. Oczywiscie wiele problemow
ciggle pozostaje nierozstrzygnietych. Na przyktad nie wiadomo, w jaki sposéb po-
szczegOlne produkty aktywnosci genow fitochromu stabilnego regulujgrozne procesy
fizjologiczne. Jednakze jes$li weZzmie sie pod uwage, ze uzyskiwane sg coraz to
nowe typy mutantdw, a techniki biologii molekularnej igenetyki szybko sie rozwijaja,
mozna przypuszczaé, ze w najblizszych latach nadal bedziemy obserwowali burzliwy
rozwd@j badann nad mechanizmami dziatania fitochromu i fotomorfogenezg roslin.
Pozwoli to na jeszcze lepsze zrozumienie fizjologicznej funkcji tej grupy foto-
receptorow roslinnych.
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y-TUBULINA i jej rola w nukleacji i dynamice
MIKROTUBUL™*

THE ROLE OF y-TUBULIN IN NUCLEATION AND DYNAMICS
OF MICROTUBULES

Urszula WOJSA-LUGOWSKA, lzabela STRZYZEWSKA,
Maria JERKA-DZIADOSZ

Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, Zak}ad Biologii Komorki,
Warszawa

Streszczenie: Odkrycie y-tubuliny, trzeciego obok a i (3 cztonka rodziny tubulin, charakterystyka
bakteryjnego homologa tubulin (FtsZ), a takze znaczny przyrost wiadomosci dotyczgcych skiadu
molekularnego centrosomu i innych centréw organizacji mikrotubul u grzybéw, owadéw i kregowcéw
doprowadzito do zaproponowania alternatywnych modeli sktadania mikrotubul z uwzglednieniem roli
Y-tubuliny w tym procesie. Omawiamy dwa modele: Oakleya i Mitchisona oraz Ericksona i Stofflera,
ktére w rézny sposob przedstawiajg role y-tubuliny w sukcesywnym skfadaniu podjednostek tubulin w
protofilamenty i mikrotubule [9,31,32,37].

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

Abstract: The discovery of y-tubulin, the third member of the tubulin family beside a and @ tubulins,
characteristic of the bacterial homolog (FtsZ) of eukariotic tubulins as well as a significant increase of
data concerning the molecular composition of centrosomes and other microtubule organizing centers in
fungi, insects and vertebrates allowed construction of alternative models for the assembly of microtubu-
les, based on the role of 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 of tubulin subunits into protofilaments and then microtubules [9,31,32,37].

Key words y-tubulin, microtubules, nucléation
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WPROWADZENIE

Tworzenie de novo mikrotubul (MT) z heterodimeréw oc- i p-tubuliny okre$la
sie jako nukleacje mikrotubul. In vivo rozpoczyna sie¢ ona w okre$lonych, mor-
fologicznie wyr6znicowanych miejscach w sgsiedztwie centrosomow, ciatek ba-
zalnych, ciatek biegunowych wrzeciona drozdzy - SPB (spindle polar bodies) oraz
ciatek zwigzanych z jadrem komérki (kinetochory). Dla wyzej wymienionych or-
ganelli Pickett-Heaps zaproponowat nazwe ,,centra organizujace mikrotubule” (mic-
rotubule organizing centers - MTOC) [3].

Niedawno odkryto, ze trzeci cztonek rodziny tubulin: y-tubulina, jest powszechnym
sktadnikiem MTOC bioragcym udziat w nukleacji mikrotubul, co moze wskazywac
najednolity mechanizm tego procesu [25, 26, 28, 39,42, 48, 49, 50, 56]. Poréwnanie
sekwencji aminokwaséw wykazato, ze y-tubulina jest prawie tak samo podobna
do a- i p-tubuliny (homologia blisko 0,34), jak a- i P-tubulina wzgledem siebie
(homologia blisko 0,43) [7]. Jednakze w odrdznieniu od wzglednie duzej ilosci
w komérce a- i P-tubuliny, ktére sa gtéwnymi sktadnikami mikrotubul, ilo$¢
y-tubuliny ocenia sie na okoto 0,01 % catkowitego biatka w ekstraktach zjaj Xenopus,
za$ a- i p-tubuliny jest okoto 200 razy wiecej [51].

Od czasu odkrycia Oakleya [39] geny kodujgce y-tubuline zostaty zidentyfikowane
u wielu organizméw eukariotycznych, najpierw grzybow, owadow i komadrek ssakow
az do roslin i pierwotniakéw, takich jak: Plasmodium falciparum, Trypanosoma
brucei, Euplotes octocarinatus i Paramecium [23,27,42,47,50,56]. Zaproponowane
sekwencje aminokwasow sugerujg, ze wiekszo$¢ produktéw gendw y-tubulinowych
jest wysoce konserwatywna, wykazujac 57-67% podobieristwa. Konserwatyzm
y-tubuliny potwierdzono doSwiadczalnie przez komplementacje funkcjonalng mu-
tanta y-tubuliny Saccharomyces pombe transformowanego przez cDNA y-tubuliny
komérek ludzkich HelLa [14].

Zlokalizowanie y-tubuliny w MTOC wielu organizméw, gdzie wigze sie ona
z koncem minus (-) MT, doprowadzito do hipotezy, iz y-tubulina uczestniczy w
nukleacji mikrotubul.

Ostatnio zaproponowano dwa modele [34, 41, 57] przedstawiajace sposéb, w
jaki y-tubulina mogtaby wspoétdziata¢ w budowaniu mikrotubul. Modele te sugeruja
rézng role dla y-tubuliny i innych biatek z kompleksu tworzacego MTOC [12,
43, 55].

ZADANIA MTOC

Tubulina jest heterodimerem ztozonym z a- i P-tubuliny, ktére ukladajg sie
w posta¢ rureczek zwanych mikrotubulami. Wszystkie podjednostki tubuliny w
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MT majg takg samg orientacje, w wyniku czego powstaje struktura spolaryzowana,
ktéra przytacza tubuline szybciej na koficu (+) niz na koricu (-). In vitro wysoce
oczyszczona i w petni zdysocjowana tubulina polimeryzuje w mikrotubule, kiedy
stezenie krytyczne monomeréw zostanie przekroczone, co mogtoby sugerowac, ze
MTOC nie sg absolutnie niezbedne do samosktadania MT. Jednakze MTOC do-
starczaja nukleowanym MT zalgzka polimeryzacji, w ktérym jest mozliwe roz-
poczecie budowania MT ponizej jej stezenia krytycznego. Dodawanie tubuliny do
jadra polimeryzacji orientuje rdwnoczesnie wszystkie MT tak, ze ich koniec (-)
jest w kontakcie z MTOC. Miejsce nukleacji oddziatuje takze na strukture MT:
mikrotubule ksztattowane w MTOC zawierajg 13 protofilamentéw, za$ polimery-
zowane in vitro mogg zawiera¢ od 12 do 16 protofilamentéw [3].

y-TUBULINA W MTOC

Badania genetyczne, ktore umozliwity odkrycie y-tubuliny jako supresora wra-
zliwej na temperature mutacji w P-tubulinie grzyba Aspergillus [37, 39], umozliwity
takze okre$lenie funkcji y-tubuliny w budowaniu MT przez analize mutantow A.
nidulans, S. pombe i S. cerevisiat [14, 37, 48]. Analiza fenotyp6éw tych mutantéw
potwierdzita uczestnictwo y-tubuliny w tworzeniu mikrotubul. Mikroiniekcja prze-
ciwciat przeciwko y-tubulinie do komérek ssakow powoduje zablokowanie nukleacji
MT przez centrosom przez caly cykl komorkowy [17]. Charakterystyka trojwy-
miarowa izolowanych centrosoméw z wczesnych zarodkdéw Drosophila ujawnita
w calym materiale pericentriolamym liczne struktury pierScieniowe o $rednicy po-
dobnej do srednicy mikrotubul [33]. Poniewaz w pierscieniach tych wykryto y-
tubuline [34], uznano, ze to one prawdopodobnie odpowiadajg miejscom nukleacji
MT w centrosomach.

Badania in vitro potwierdzity, ze oczyszczony kompleks pierécieniowy zawie-
rajacy y-tubuling moze nukleowa¢ mikrotubule [57], chociaz nie mozna do konca
wykluczyé nukleacji MT niezaleznej od y-tubuliny [41]. Co wiecej, wydaje sie,
ze y-tubulina moze petni¢ dodatkowe funkcje, na co wskazujg doSwiadczenia na
neuroblastach Drosophila, gdzie usuniecie y-tubuliny nie tylko powoduje zmniej-
szenie liczby MT, ale takze zmiane obrazu centrosomu, co autorzy [52] uznali
za oznake uczestnictwa y-tubuliny w budowaniu samego MTOC.

W komorkach ssakow role MTOC petni centrosom, sktadajacy sie z pary centrioli
otoczonych przez materiat pericentriolamy. Centriole, podobnie jak ciatka bazalne,
zawierajg po 9 tripletdw mikrotubul utozonych w ksztatt cylindra. Sadzi sie, ze
biatkowy materiat otaczajgcy centriole jest odpowiedzialny za nukleacje MT i tam
po raz pierwszy znaleziono y-tubuling [50]. Immunolokalizacja ultrastrukturalna
potwierdzita wystepowanie y-tubuliny w materiale pericentriolamym, a takze we



254 U. WOJSA-LUGOWSKA, I. STRZYZEWSKA. M. JERKA-DZIADOSZ

wnetrzu centrioli zarobwno w komorkach ssakéw [36], jak i w ciatkach bazalnych
[24] i innych MTOC u pierwotniakéw [47].

Badania nad centrosomami (zawierajacymi centriole) izolowanymi z oocytéw
matza Spisula solidissima wykazaty obecno$¢ pierécieni [54] podobnych do tych
opisanych u Drosophila. W dodatku stwierdzono nadmiar R-tubuliny w stosunku
do a-tubuliny, co zdaniem autorow sugeruje, ze R-tubulina moze odgrywac szcze-
g6lng role w budowie centrosomu, a takze nukleacji MT.

Ciatko biegunowe wrzeciona podziatowego (SPB) drozdzy nie zawiera centrioli,
natomiast zbudowane jest z trzech plytek, ktérych role okre$lono na podstawie
badan ultrastrukturalnych [3]. Plytka zewnetrzna i wewnetrzna organizuja odpo-
wiednio MT cytoplazmatyczne i jadrowe, za$ piytka srodkowa kotwiczy SPB w
btonie jadrowej. Zatem odpowiednik y-tubuliny drozdzy, biatko Tub4p zostato zlo-
kalizowane w pitytkach: zewnetrznej i wewnetrznej [6, 49].

BIALKA TOWARZYSZACE y-TUBULINIE

W celu doktadnego poznania roli y-tubuliny bada sie wspoétwystepowanie tego
biatka z innymi, charakteryzuje sie ich wspétdziatanie, a takze uporzadkowanie
przestrzenne. Badania byly prowadzone na oocytach Xenopus i Spisula, larwach
Drosophila oraz grzybach Aspergillus i Saccharomyces.

Dzieki zastosowaniu metod immunocytochemicznych z uzyciem licznych prze-
ciwciat, opisano wiele biatek zwigzanych z centrosomami [3, 18], jednak znaczenie
funkcjonalne nie wszystkich jest poznane.

Oocyty Xenopus nie majg centrosomu do momentu zaptodnienia, kiedy to centriola
z plemnika przeksztatca sie w centrosom. Badania Steamsa i Kirschnera [51] wy-
kazaly, ze w ekstrakcie z oocytow znajduje sie niewielka ilos¢ rozpuszczalnej
y-tubuliny, ktéra sedymentuje w gradiencie sacharozy jako kompleks 25S. Badania
in vitro wykazaly, ze do powstania centrosomu kompleks 25S jest niezbedny po-
dobnie jak ATP i centriola z plemnika [51]. Dalsze badania nad oczyszczonym
kompleksem y-tubulinowym z Xenopus przeprowadzone przez Mitchisona wraz
z wspOtpracownikami [57] wykazaty, ze ten kompleks o masie czgsteczkowej okoto
2000 kDa zawiera okoto siedmiu biatek razem z a-, [3 i y-tubuling, a dodatkowe
biatka majg mase czasteczkowg 195, 133, 109 i 75 kDa [57]. W badaniach ultra-
strukturalnych  kompleks okazat sie by¢ otwartym pierScieniem o S$rednicy
25-28 nm i zostat przez autoréw okreslony jako y-TuRC (y-tubulin ring complex)
[57].

Centrosomy z oocytéw matza Spisula takze udato sie wyizolowac i oczyscié
[54]. Centrosom zawierajedng centriole i wiele struktur pierscieniowych o $rednicy
okoto 25 nm idtugos$ci mniejszej niz 25 nm. W oczyszczonym centrosomie znaleziono
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szereg biatek: oc-, (3 i y-tubuliny, aktyne oraz biatka z fosfoepitopem MPM-2 o
masie 230 i 115 kDa i trzy biatka o masie okoto 20 kDa.

Ostatnie badania Oakleya i wsp6tpracownikéw wykazaty obecno$¢ w komdrkach
Aspergillus biatek wspotdziatajacych z y-tubuling o masie okoto: 105, 95 i 80 kDa
2].
: ]Z centrosoméw larw Drosophila wyizolowano kompleks zawierajacy y-tubuline
oraz co najmniej dwa biatka zwigzane z mikrotubulami: CP190 i CP60 [43]. Biatko
C P 190 majace motyw palcacynkowego jest zwigzane zcentrosomem podczas mitozy,
a w czasie interfazy przemieszcza sie do chromatyny [55], za$§ CP60 znaleziono
w centrosomie podczas anafazy itelofazy, ajego ilos¢ obniza sie pod koniec telofazy
i we wczesnej interfazie [19]. Podobnie jak kompleks y-tubuliny Xenopus, y-tubulina
wyizolowana z centrosomu Drosophila jest wbudowana w strukture pierscieniowg
[33, 34]. Badania z zastosowaniem immunoelektronowej tomografii mikroskopowej
potwierdzity, ze zgrupowania biatkowe zawierajgce y-tubuline sg zlokalizowane
w poblizu kofca minus (-) mikrotubul, nukleowanych przez oczyszczone centrosomy
[17, 34]. Nasuwa sie wiec pytanie, czy w SPB drozdzy réwniez wystepuje podobne
uporzagdkowanie. Wcze$niejsze badania ultrastrukturalne [3] wykazaty, ze konce
MT bedace w kontakcie z SPB majg czapeczke zamykajgcg cylinder mikrotubuli.
Pereira i Schiebel [41] sugerujg, ze w skiad tej czapeczki wchodzi kompleks
Tub4p/Spc98p, ktéry moze uczestniczy¢ jako jednostka nukleujgca mikrotubule w
SPB [12]. SPC98 zostat sklonowany jako zalezny od dawki supresor mutantdw
termosensytywnych tub4-1. Koduje on skiadnik SPB o masie 90 kDa, poprzednio
zidentyfikowany immunologicznie [45], a dalsze badania wykazaly jego wspot-
dziatanie i wspdtwystepowanie 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

Powszechnos$¢ wystepowania y-tubuliny w MTOC oraz jej udziat w nukleacji
mikrotubul, sktonito Oakleya do stwierdzenia, ze pierscien zbudowany z czasteczek
y-tubuliny dziata jako matryca do organizowania MT [37, 38]. Mitchison wraz
ze wspotpracownikami [57] rozszerzyli hipoteze proponujac model, w ktérym skiad-
niki nie-tubulinowe z kompleksu MTOC stanowig fundament, do ktdérego wiaze
sie 13 czasteczek y-tubuliny tworzac pierScien y-TuURC (y-tubulin ring complex).
Do tego kompleksu przytacza sie bezposrednio podjednostka tubuliny umiejscowiona
na koncu (-) MT (rys. 1A) [57]. Obecnie przewaza poglad, ze jest to a-tubulina
[10, 13, 32], jakkolwiek bezposredniego dowodu z badan in vitro nie ma. Przedstawia
sie rOwniez zastrzezenia wywodzace sie z obserwacji, ze gen y-tubulinowy zostat
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RYSUNEK 1. Model Oakleya i Mitchisona nukleacji MT przez kompleksy pierscieniowe y-tubuliny:

biatka w kompleksie pierscieniowym z y-tubuling (y-TURC) dostarczajg fundamentu (szara spirala), na

ktorej 13 podjednostek y-tubuliny (biate kota) jest ustawionych w jednym szeregu (a), tworzagc MTOC;

dimer ot/p-tubulinowy (b) tagczy sie bezposrednio z y-tubuling, inicjujac dotgczanie kolejnych dimeréw,
a nastepnie tworzenie protofilamentow (c i d) [41, 42]

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

Alternatywny model oddziatywania y-tubuliny z innymi biatkami w MTOC po-
wstat na podstawie badan Ericksona i Stofflera [9] nad strukturg pierScieni for-
mowanych przez biatko FtsZ, prokariotycznego homologa tubuliny [8]. Badacze
ci stwierdzili, ze pierScienie FtsZ (rys. 2a) majg bardzo podobne $rednice jak kom-
pleksy y-tubulinowe [57]. Interesujgce jest to, ze takze a- i P-tubuliny sg zdolne
do tworzenia trwatych struktur pierscieniowych, ktére sg potgczone z filamentami
Scian MT. Obserwacje te doprowadzity Ericksona i Stofflera [9] do wniosku, ze
pierscienie y-tubulin mogg by¢ skreconymi protofilamentami, zakonczonymi od-
cinkiem prostym, ktory dostarcza zalgzka do nukleacji $ciany MT. Oznacza to,
ze y-tubulina moze wspoétdziata¢ zaréwno z a-, jak i p-tubuling (rys. 2b). Stabilny
protofilament y-tubulinowy w duzym stopniu wzmacnia tworzenie ,,ptachty” mi-
krotubulamej (rys. 2c), gdyz pierwszy protofilament a/p tatwo ulega rozpadowi,
zanim utworzy sie nastepny. Wydtuzona ,ptachta ” MT zamyka sie¢ w cylinder,
gdy tylko osiggnie 13 protofilamentow. Rysunek 2d przedstawia interpretacje Pereiry
i Schiebela [41] modelu Ericksona i Stofflera [9] z uwzglednieniem biatek to-
warzyszacych.

Obok roznic strukturalnych we wspdtdziataniu y-tubuliny z a- i P-tubulinami
oraz nietubulinowymi biatkami towarzyszacymi, oba modele w rézny sposob wy-



GAMMA-TUBULINA W NUKLEACIJII DYNAMICE MT 257

RYSUNEK 2. Model Ericksona i Stofflera [9] nukleacji MT przez spirale y-tubuliny: y-tubulina tworzy

spiralny protofilament zakonczony odcinkiem prostym a); polaryzacja kompleksu spiralnego y-tubuliny

moze by¢ okreslona przez biatka towarzyszace, ktére moga takze dostarcza¢ punktéw kontaktowych z

innymi biatkami w MTOC (b); protofdament y-tubulinowy funkcjonuje jako staly zalgzek, do ktérego

dotaczajg dimery a/p (c); rozszerzajaca sie ,,ptachta” protofilamentéw a/p tubuliny zamyka sie w cylinder
po osiggnieciu liczby 13 protofilamentéw (d)

jasniajg najwazniejsze aspekty nukleacji MT. W modelu Oakleya i Mitchisona (rys.
la) y-tubulina spetnia role posrednika do wigzania dimeru ot/p. Biatka nietubulinowe
w kompleksie petnig wazng role w zdefiniowaniu $ciany mikrotubuli. Polaryzacja
MT wynika z preferowanego wspotdziatania y-tubuliny z a-tubuling. Ostatecznie
liczba protofilamentow przypadajaca na MT jest zalezna od pierScieniowego kom-
pleksu y-tubulinowego, zawierajgcego te liczbe podjednostek y-tubuliny (rys. l1a).
W modelu Ericksona i Stofflera y-tubulina tworzy trwaty protofilament, ktéry sprzyja
budowaniu warstwy tubuliny. Polaryzacja mikrotubul jest bezposrednim naste-
pstwem polaryzacji protofilamentu y-tubulinowego, ktéra moze wynika¢ ze zwig-
zania dodatkowych biatek. Bardziej skomplikowane jest wyobrazenie sobie, jak
w tym modelu okre$lana jest liczba protofilamentow.

Jak wybraé model odzwierciedlajacy rzeczywista sytuacje in vivo?

W modelu Ericksona i Stofflera o$ pierscieniowej struktury y-tubuliny jest pro-
stopadta do MT, a nie rownolegta, jak sugerowali Oakley i Mitchison. Brak te-
chnicznych mozliwosci uwidocznienia kompleksu y-tubulinowego w centrosomie
[34] lub zwigzanego z koncami MT [57] nie pozwala oceni¢, ktory z dwdch modeli
odpowiada sytuacji in vivo. Mozna sie spodziewac, ze przyszte doswiadczenia krzy-
zowe pomoga stwierdzié, czy y-tubulina oddziatuje tylko z a-tubuling, czy réwniez
z podjednostkami P-tubulinowymi. Ostatnie badania nad centrosomami izolowanymi
z oocytdw Spisula [54] wykazujgce nadmiar P-tubuliny w stosunku do a-tubuliny
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sugerujg, iz B-tubulina wspoétuczestniczy w budowie centrosomu i nukleacji MT.
Na marginesie mozna dodaé, ze badania Raff i wspotpracownikow [44] nad trans-
genicznym szczepem muszki owocowej (Drosophila), w ktdrym zastgpiono gen
tubuliny B2 przez ortolog Hr8t pochodzacy z motyla (Heliothis virescens) wykazaty,
ze w sytuacji, kiedy oba geny ulegajg ekspresji, to izoforma motyla powoduje,
ze MT Drosophila normalnie zbudowane z 13 protofilamentéw formuje MT ztozone
z 16 protofilamentéw [44]. Badania te wykazaly, ze architektura mikrotubuli moze
by¢ dyktowana przez specyficzne sekwencje R-tubuliny.

y-TUBULINA a DYNAMIKA MT

Mikrotubule podlegajg szybkiej polimeryzacji i depolimeryzacji: tubulina poli-
meryzuje na koncu (+) i depolimeryzuje na koicu (-) [31, 46]. Poniewaz kompleks
y-tubulinowy stabilizuje ujemny koniec MT, mozna zada¢ pytanie, w jaki spos6b
zachodzi depolimeryzacjaMT. Jest prawdopodobne, ze kompleks y-tubulinowy moze
sie przebudowac¢ po nukleacji MT, co pozwolitoby na depolimeryzacje tubuliny.
Dla przyktadu: u S. cerevisiae mutant y-tubulinowy tuh4-1 nie ma defektu w
nukleacji MT, ale raczej w tworzeniu wrzeciona mitotycznego [49], co moze wska-
zywaé na brak w mutancie tub4-1 zdolnosci do restrukturyzowania kompleksu
y-tubulinowego. Jednak jest réwniez mozliwe, iz kompleks biatkowy Tub4p moze
by¢ niezbywalny w przytgczeniu mikrotubul do SPB drozdzy. Specyficzne dla mitozy
sity ciggnace [16], w ktére zaangazowane sg biatka motoryczne mogg zatem spo-
wodowaé odtgczenie MT [4], jezeli sie przyjmie, ze ich zwigzanie z SPB w mutantach
tub4-1jest ostabione. Kolejnym argumentem dotyczacym 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 sg hiperstabilne, a defekt
ten jest ttumiony zaréwno przez $rodki depolimeryzujagce MT, jak réwniez przez
mutacje w genie y-tubuliny [37].

W wyjatkowym przypadku MT moga by¢ uwolnione z kompleksu nukleacyjnego,
po czym nastepuje ich wytapanie w innych miejscach w MTOC. Catkowite uwol-
nienie nukleowanych MT z centrosomdw obserwuje sie na przyktad w komérkach
neuronalnych [1], co sugeruje, ze uwolnienie MT z centrosomoéw jest mozliwe
[15]. Spekuluje sige, ze biatka motoryczne stowarzyszone z MTOC [5, 30, 40] lub
tez biatka centrosomalne, zaangazowane w nukleacje MT [35, 42] moga odgrywacé
duzg role w wytapywaniu i wigzaniu MT.
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PODSUMOWANIE

Nukleacja MT jest jedng z podstawowych funkcji centrosoméw. Przez wiele
lat molekularny mechanizm tego procesu byt nieznany. Ostatnio odkryty pierScie-
niowy kompleks y-tubuliny, mogacy funkcjonowaé jako jednostka nukleacji MT
w centrosomie, obrazuje jego fundamentalne znaczenie, ktdremu do tej pory nie
poswiecono zbyt wiele uwagi. Centrosom moze mie¢ dodatkowe, istotne funkcje
np. w regulacji cyklu komoérkowego; i tak biatka Cdclop i Cdc27p, komponenty
kompleksu umozliwiajgcego przejscie do anafazy zostaty zlokalizowane w cen-
trosomach [20, 53]. Zgodnie z rolg w regulacji cyklu komdérkowego, z centrosomami
sg zwiazane takze regulatory cyklu komérkowego, takie jak: cykliny ikinazy zalezne
od cyklin [11,29]. Dalsze badania powinny zatem wyjasni¢, wjaki sposob regulowana
jest aktywno$¢ centrosomu w czasie cyklu komdrkowego.
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MOLEKULARNE PODLOZE ROZNICOWANIA LINII
PLCIOWEJ | FORMOWANIE GONADY
ZARODKOWEJ DROSOPHILA MELANOGASTER

THE MOLECULAR ASPECT OF THE GERM LINE
DIFFERENTIATION AND THE EMBRYONIC GONAD
FORMATION IN DROSOPHILA MELANOGASTER

Mariusz K. JAGLARZ
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Streszczenie: W powstawaniu i rozwoju komérek praptciowych Drosophila melanogaster uczestniczy
kilkanascie genéw, ktérych produkty lokalizowane sg w trakcie oogenezy w sposéb uporzadkowany na
tylnym biegunie oocytu. Cze$¢ z tych gendéw niezbedna jest takze do prawidtowego wyksztatcenia tylnej
cze$ci zarodka (odwitoka). Omoéwiono role cytoszkieletu w deponowaniu informacji rozwojowej oraz
interakcje komdrek somatycznych z komdrkami linii ptciowej. Szczegétowo scharakteryzowano gen
oskar. Przedstawiono tez procesy prowadzace do formowania gonady zarodkowej.

Stowa kluczowe: komoérki praptciowe, linia ptciowa, rozwéj zarodkowy, Drosophila

Summary': The proper specification of the primordial germ cells in Drosophila melanogaster requires a
number of genes, which products are localized during oogenesis in an orderly fashion at the posterior
pole of the oocyte. Some of these genes are also necessary for the formation of the posterior part of the
embryo. The role of 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 PLCIOWA

Jednym z aspektéw rozwoju embrionalnego jest r6znicowanie komérkowe. Jego
pierwszym przejawem w zarodkach wielu grup zwierzat jest oddzielenie komorek
linii ptciowej, zdolnych do przekazywania materiatu genetycznego z pokolenia na
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pokolenie, od komérek linii somatycznej [43]. Organizmem modelowym w badaniach
nad réznicowaniem linii piciowej stata sie muszka owocowa, Drosophila mela-
nogaster, u ktérej wyrdzniono 4 fazy tego procesu:

1. formowanie komérek praptciowych;

2. wedrowka komorek prapiciowych do somatycznej czesci gonady;

3. roéznicowanie gonad w jadra lub jajniki;

4. gametogeneza [9,42,43].

Ponadto wiadomo, ze wyodrebnianie linii piciowej nowego organizmu roz-
poczyna sie juz w trakcie oogenezy, tj. w jajniku matki.

Jajniki Drosophila zbudowane sg z 15-20 wydtuzonych elementéw, zwanych
owariolami. W owariolach wyréznia sie 2 rejony: szczytowo potozone germarium
i lezace nizej witelarium. W germarium komérki piciowe dzielg sie mitotycznie,
przy czym czes$¢ z tych podziatéw jest niekompletna, co prowadzi do powstawania
zespotow skitadajacych sie z 16 komorek. W obrebie zespotu komérki potaczone
sg miedzy sobg mostkami cytoplazmatycznymi. W kolejnej fazie oogenezy zespoty
komérek piciowych otaczane sa przez komérki somatyczne, a w kazdym z nich
tylko jedna komdérka réznicuje sie w oocyt. Pozostate komorki ptciowe przeksztatcajg
sie w poliploidalne komdrki odzywcze, ktérych gtéwng funkcja jest produkcja RNA
i biatek. Substancje te przekazywane sg przez mostki cytoplazmatyczne do wzra-
stajgcego oocytu. Zespoty komorek przemieszczajg sie nastepnie do witelarium,
gdzie ulegajg spolaryzowaniu: komoérki odzywcze gromadzg sie na biegunie przednim
oocytu. Jednoczes$nie komorki somatyczne otaczajgce oocyt zaczynajg réznicowaé
sie w nabtonek folikularny. Tak uformowane zespoly komérek piciowych i so-
matycznych zwane sg komorami jajowymi (rys. 1).

OogenezaDrosophila podzielona zostatana 14 morfologicznie odrebnych stadiéw.
W trakcie tego procesu komora jajowa znacznie powieksza swoje rozmiary; po-
czatkowo (stadia 1-6) wszystkie komorki ptciowe rosng rownomiernie; od stadium
7 oocyt wzrasta szybciej niz potgczone z nim komoérki odzywecze (rys. 1). W stadiach
10-12 komdrki odzywcze przekazujg swojg cytoplazme do oocytu, a nastepnie
degenerujg. Oocyt, wypetniony informacja rozwojowa [por. 4] i materiatami za-
pasowymi (z6tko), otoczony ostonami jajowymi, zatrzymany jest w rozwoju do
czasu aktywacji przez plemnik. W petni uksztattowane jajo jest wydtuzone i mozna
w nim wyrézni¢ bieguny przedni i tylny, a takze strony brzuszng i grzbietowa.
Jedynym morfologicznie zréznicowanym obszarem cytoplazmy jaja (ooplazmy) jest
wystepujaca natylnym biegunie, pozbawiona z64tka strefa, zwanaplazma biegunowa.
Szczegbly powyzszych proceséw przedstawione sa w [3,4,82].

Po zaptodnieniu jadro zygotyczne ulega licznym podziatom mitotycznym, ktérym
nie towarzysza cytokinezy. Wiekszo$¢ z powstajacych jader potomnych migruje
ku powierzchni zarodka (rys. 2 a,b). Te jadra, ktére znalazty sie na terenie plazmy
biegunowej, zostajg otoczone btonami komérkowymi itworzg komorki praptciowe,
zwane takze komdrkami biegunowymi (rys. 2b). Pozostate jadra otaczane sg btonami
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RYSUNEK 1 Schemat przedstawiajgcy zmiany or-
ganizacji mikrotubul w komorach jajowych w tra-
kcie oogenezy: a) - w stadiach 1-s mikrotubule
wychodzace z centrum organizacyjnego w oocycie
wnikajg do komoérek odzywczych przez mostki cyto-
plazmatyczne, b) - w stadiach 7-10 mikrotubule
gromadzg sie na przednim biegunie oocytu, a ich
koniec plus skierowany jest w strone bieguna tylne-
go; F - nabtonek folikularny, komérki folikularne
bieguna tylnego zakreskowano, o - oocyt, S - ko-
morki somatyczne, gwiazdka - mostek cytopla-
zmatyczny miedzy komérkami odzywczymi; obszar
wykropkowany w oocycie - rejon plazmy bieguno-

komoérkowymi znacznie p6zniej. Komdrki praptciowe sg wiec pierwszymi komar-
kami, jakie powstajg w zarodku Drosophila. Wykazano, $ledzac dalsze losy tych
komoérek w embriogenezie, ze ich jedyng funkcjg jest utworzenie linii piciowej
[90,94]. W trakcie gastrulacji komdrki prapitciowe zostajg wpuklone do wnetrza
zarodka i lezg w zagtebieniu stanowigcym zawigzek jelita (rys. 2c,d). Zagtebienie
to wydtuza sie, a komarki prapitciowe gromadzg sie najego $lepym koncu, z ktérego
w przysztosci rozwinie sie jelito srodkowe (rys. 2e). W pewnym momencie rozwoju
komorki praptciowe migruja przez Sciane zawiazka jelita, a nastepnie po jego po-
wierzchni zmierzajg w kierunku mezodermy gonadalnej, lezacej po grzbietowej
stronie zarodka (rys. 2f,g; zob. 2.1). Nastepnie rozdzielaja sie na dwie grupy, wchodzg
w kontakt z komdérkami mezodermalnymi gonady i zostajg przez nie otoczone
(rys. 2h). Formowanie gonad nastepuje po obu stronach zarodka, na wysokosci
5 segmentu odwitoka. Szczeg6ty wczesnego rozwoju zarodkowego Drosophila
przedstawione sg w [3,4,9].

Definiowanie gtéwnych rejonéw rozwijajacego sie zarodka (biegun przedni, tylny,
0$ grzbieto-brzuszna oraz pierwszy i ostatni segment ciata) zalezy od skompli-
kowanego systemu genoéw [3,4,85]. Geny te okresla sie jako matczyne, poniewaz
ich transkrypcja odbywa sie wytgcznie z genomu matki (tj. w trakcie oogenezy).
Produkty gendw matczynych gromadzone sg w oocycie, a niektdre z nich zaczynaja
funkcjonowa¢, zanim jeszcze nastapi zaptodnienie. Geny zarodka (ulegajgce trans-
krypcji po zaptodnieniu) okre$la sie jako zygotyczne [3,4,85]. Badania ostatnich
kilkunastu lat wykazaty, ze produkty genéw matczynych, deponowane w réznych
rejonach oocytu, stanowig podfoze dla zréznicowanej ekspresji genéw zygotycznych,
co w konsekwencji prowadzi do definiowania coraz to mniejszych obszaréw zarodka
[3,85].

1.1. W powstawaniu linii piciowej uczestniczag geny grupy tylnej

Zakrojone na szeroka skale poszukiwania zmutowanych zarodkéw, w ktérych
nie tworzg sie komarki biegunowe pozwolity na identyfikacje znacznej liczby gendw
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RYSUNEK 2. Schemat powstawania i migracji komérek praptciowych w zarodkach Drosophila mela-
nogaster. a) - podziaty jadra zygotycznego w centrum zarodka; plazma biegunowa wykropkowana; P -
biegun przedni, T - biegun tylny; b) - powstawanie komoérek prapiciowych; c) - wczesna gastrulacja,
komérki prapitciowe na tylnym biegunie zarodka; d) - przemieszczanie sie komérek praptciowych wraz
z zawigzkiem jelita; e) - komorki prapiciowe zostajg wpuklone do wnetrza zarodka; f) - migracja
komoérek praptciowych przez tylny zawigzek jelita Srodkowego; g) - migracja komérek praptciowych w
kierunku komoérek mezodermy gonadalnej (zaczernione); h) - tgczenie sie komérek prapiciowych z
mezodermg gonadalna i poczatek formowania gonady; b-h - komorki praptciowe wykropkowane,
zawigzek jelita Srodkowego zakreskowany; pominieto przedni zawiazek jelita sSrodkowego

zaangazowanych w formowaniu linii piciowej Drosophila. Warto w tym miejscu
dodaé, ze badania te zostaty zapoczatkowane przez C. Nusslein-Volhard i E. F.
Wieschausa, ktérzy wspélnie z E. B. Lewisem otrzymali w 1995 r. Nagrode Nobla
za badania nad genetycznym poditozem r6znicowania w rozwoju muszki owocowej.
Wykazano, ze za powstawanie komorek prapiciowych odpowiedzialne sg geny tzw.
grupy tylnej, z ktérych czes¢ bierze rowniez udziat w determinacji odwtoka [83,85].
Sg to: cappuccino, spire, orh, D-elg, bullwinkle, homeless, mago nashi, aubergine,
oskar, staufen, pipsqueak, vasa, fat facets, tudor, valois, germ cell-less, nancs i
pumilio (tab. 1) [29,74,83]. Nalezy doda¢, ze nazwy genéw zaangazowanych w
embriogenezie pochodzg od nazw mutacji wywotujacych okre$lone zaburzenia nz-
wojowe. Podobienstwo fenotypdw powstatych wskutek mutacji genéw grupy tylnej
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(zarodki bez komorek biegunowych i/lub odwiloka) sugeruje, ze geny te dzialaja
na wspolnym szlaku. Z genéw tych jedynie 2: nanos i pumilio biorg bezposredni
udziat w ustalaniu rejonu zarodka, z ktérego powstanie odwtok [54,74,83]. Pozostate
geny zaangazowane sg wytgcznie w formowanie plazmy biegunowej oraz rézni-
cowanie komorek praptciowych [74].

1.2. Znaczenie plazmy biegunowej

Badania nad rozmieszczeniem produktéw (mRNA, biatek) genéw grupy tylnej
wykazaty, ze przedostajg sie one z komérek odzywczych do oocytu, gdzie gro-
madzone sg na tylnym biegunie. Obserwacje cytologiczne ujawnity istnienie na
tym biegunie obszaru cytoplazmy pozbawionego zéttka, barwigcego sie silnie barw-
nikami zasadowymi [42,43]. Obszar ten nazwano plazmg biegunowg lub cosomem.
Jego specyficznym markerem sg tzw. ziarna biegunowe. Struktury te maja Srednice
0,2-0,5 pm, nie sg otoczone biong i zawierajg RNA oraz biatka [59,60]. W plazmie
biegunowej obserwuje sie rowniez duze nagromadzenie mitochondriéw, wystepu-
jacych w kontakcie z ziarnami biegunowymi [59]. W trakcie rozwoju zarodkowego
ziarna biegunowe wigczane sa do komorek praptciowych. Tam rozpadajg sie na
drobne skupienia, zwane materiatem chmurkowym (ang. nuage materiat), ktére
wystepujg po cytoplazmatycznej stronie ostonki jadrowej [13,59].

Eksperymenty z przeszczepianiem plazmy biegunowej dowiodly, ze jest ona
czynnikiem wystarczajgcym do powstania komarek praptciowych natylnym biegunie
zarodka, a takze w innych miejscach, np. na biegunie przednim [42,43,83]. Poznano
szereg sktadnikéw plazmy biegunowej. Tworzy sie ona w trakcie oogenezy sto-
pniowo, co dobrze koresponduje ze stopniowym deponowaniem na tylnym biegunie
oocytu rozmaitych RNA i biatek. Obowigzuje tu zasada, ze produkty genoéw, ktére
zostaty zdeponowane wcze$niej niezbedne sg do lokalizowania produktéw genow
aktywnych po6zniej [74,83]. Istnieje wiec swoista ,hierarchia gendéw” (rys. 3).

1.3. Kaskada genow grupy tylnej

Badanie wptywu mutacji danego genu na gromadzenie produktéw innych gendéw
grupy tylnej oraz analiza zapotrzebowania na produkty tych genéw w okreslonej
fazie oogenezy pozwolity na uszeregowanie gendw wedtug kolejnosci ich dziatania
[74,83]. Jako pierwsze deponowane sg produkty gendéw oskar i staufen. Tuz po
wyrdznicowaniu sie oocytu wjego cytoplazmie pojawiajg sie czasteczki oskar mMRNA
i biatka Staufen. Poczatkowo rozmieszczone sg one w calej objetoSci ooplazmy
(stadium 2), ale ostatecznie gromadzg sie na biegunie tylnym (stadium 8) [18,40,84].
Wiadomo, ze biatko Staufen zawiera domene wigzgcg dwuniciowe RNA [84,85].
Prawdopodobnie biatko to wiaze sie bezposrednio z oskar mRNA. Z kolei kompleks
oskar mRNA-Staufen transportowany jest na tylny biegun zarodka, gdzie ulega
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TABELA 1. Geny zaangazowane w powstawanie komoérek praptciowych
Drosophila melanogaster

Gen

cappuccino
spire
gurken

torpedo-DER
Notch
Delta

biatkowa kinaza A

staufen

mago nashi
tropomiozyna |l
chickadee
orb

D-elg
Bicaudal-D
fat facets
bullwinkle
homeless
oskar
bruno
aubergine
vasa
pipsqueak
tudor
valois

germ cell-less

cyklina B
Hsp 83

Charakterystyka biatka*

formina [17,62]
nieznane [62]

transformujacy czynnik wzrostu a [67]

receptor EGF [56]
biatko z powtdrzeniami EGF [78]
biatko z powtérzeniami EGF [78]

podjednostka katalityczna biatkowej

kinazy A [50]
domena wigzgca 2-niciowe RNA [84]

nowe biatko [68]
tropomiozyna niemiesniowa [20]
profilina [12,61]

domena wigzgca RNA [51]
czynnik transkrypcyjny [25]
ciezki tancuch miozyny,
[88,89]

nowe biatko [22]

nieznane [72]

biatko z grupy DE-H, RNA zalezna
ATPaza [26]

nowe biatko [18,40]

domena wigzaca RNA [39]
nieznane [100]

biatko z grupy DEAD, ATP zalezna

helikaza RNA [31,52]

domena BTB (odpowiedzialna za inter-

akcje miedzy biatkami) [33]
nowe biatko [5,27]

nieznane [32,53]
nowe biatko [37,38]

cyklina [14]
HSP 90 (biatko szoku cieplnego) [15]

kinezyna

Funkcja

deponowanie gurken, oskarmRNA
deponowanie gurken, oskarmRNA
przekazywanie sygnatu z oocytu
do komoérek somatycznych
receptor sygnatu z oocytu

biatko btonowe, receptor

biatko btonowe, ligand biatka Notch
przekazywanie sygnatu do oocytu

transport ideponowanie oskar
mRNA,aktywator translacji oskar
MRNA

deponowanie oskar mRNA, polary-
zacja mikrotubul

deponowanie oskar mRNA, wigza-
nie z filamentami aktynowymi
deponowanie oskar mMRNA, wigza-
nie z flamentami aktynowymi
deponowanie gurken, oskarmRNA
deponowanie gurken, oskarmRNA
deponowanie oskar mRNA

nieznana

deponowanie oskar mMRNA
deponowanie oskar mRNA, orga-
nizacja sieci mikrotubul
organizowanie plazmy bieguno-
wej, deponowanie biatka Vasa, na-
nos RNA

represor translacji oskar mRNA
aktywator translacji oskar mRNA
regulacja ekspresji genéw, depo-
nowanie nanos RNA

regulacja ekspresji genéw?

powstawanie ziaren biegunowych,
transport mtr RNA?

utrzymywanie lokalizacji biatka Va-
sa?

determinacja komorek prapicio-
wych?

kontrola cyklu komérkowego
nieznana

* podobienistwo domen biatkowych do wczes$niej scharakteryzowanych biatek; podano tylko funkcje
zwigzane z powstawaniem komoérek prapiciowych; EGF - nabtonkowy czynnik wzrostu, mtr RNA -
mitochondrialny 16S RNA,? - przypuszczalna funkcja; zob. tez rys. 3.
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»Zakotwiczeniu” w plazmie biegunowej. Pewne dane wskazujg takze, ze transport
ten odbywa sie wzdtuz mikrotubul oocytu (patrz nizej). Do deponowania oskar
mRNA i biatka Staufen konieczna jest takze aktywno$¢ genéw: cappuccino, spire
itnago nashi (rys. 3) [18,40,68,84]. Natomiast do utrzymania omawianego kompleksu
w plazmie biegunowej niezbedne jest biatko Oskar, ktére powstaje dopiero po
zdeponowaniu oskar mRNA [19,73].

Prawidtowa depozycja kompleksu oskar mRNA-Staufen jest niezbedna do gro-
madzenia biatka Vasa (stadia 8-10) [30,32,53]. Wydaje sie, ze biatko Oskar bierze
bezposredni udziat w zatrzymywaniu biatka Vasa na tylnym biegunie i ze formowanie
ziaren biegunowych rozpoczyna sie od interakcji miedzy tymi biatkami [40]. Po-
twierdzajg to badania w systemach testowych u drozdzy i in vitro, gdzie wykazano,
ze biatko Oskar wigze sie bezposrednio z biatkami Vasa i Staufen [6]. Na ilos¢
vasa mMRNA oraz biatka Vasa ma wptyw produkt genu pipsqueak [80]. Poniewaz
ilos¢ oskar mMRNA w zarodkach pipsqueak * jest niezmieniona, uwaza sig, ze
produkt genu pipsqueak dziata po zdeponowaniu biatka Oskar, ale przed lokalizacjg
biatka Vasa (rys. 3).

Geny valois i tudor nie majg wptywu na rozmieszczenie produktéw gendéw oskar
i vasa. Jednak do utrzymania biatka Vasa w obszarze plazmy biegunowej po za-
ptodnieniu potrzebna jest aktywnos$¢ genu valois. Stosujac technike hybrydyzacji
in situ i reakcje z przeciwciatami udowodniono, ze w ziarnach biegunowych, obok
produktéw gendéw oskar i vasa deponowane jest tez hiatko Tudor [1,27,30,31].
Biatko to wystepuje na terenie plazmy biegunowej takze w mitochondriach, ale
jego rola w tych organellach jest nieznana [1]. Spekuluje sie, ze biatko Tudor
bierze udzial w transporcie mitochondrialnego RNA do ziaren biegunowych (patrz
nizej).

W plazmie biegunowej $wiezo ztozonego jaja wykazano tez obecno$¢ mRNA:
nanos, pumilio, germ cell-less i cykliny B [14,55,57,85,96,98]. Czynniki te gro-
madzone sg na biegunie tylnym pod koniec oogenezy, a ich deponowanie zalezy
od genow grupy tylnej dziatajagcych wczesniej (rys. 3). Komponenty plazmy bie-
gunowej koduja takze geny: orb, Hsp83 i fat facets [15,22,51]. Jednak funkcja
tych genéw w powstawaniu linii ptciowej nie jest jeszcze dostatecznie wyjasniona.

Warto dodaé, ze morfologicznie plazma biegunowa Drosophila przypomina tzw.
plazme piciowag wystepujaca w oocytach wielu grup zwierzat, w tym kregowcéw
[2,16]. W plazmie piciowej ptazéw i nicieni wykryto struktury podobne do ziaren
biegunowych, zwane odpowiednio ziarnami ptciowymi i ziamisto$ciami P [86,99].
Co wiecej, podobienstwa siegaja poziomu molekularnego. Wykazano, ze u zaby
szponiastej, Xenopus laevis zwigzany z plazmg ptciowg gen Xcat-2 jest homologiem
genu nanos [23,65]. Poza tym u zaby szponiastej, myszy i ryby, Brachydanio wy-
izolowano geny, ktore koduja biatka z grupy DEAD spokrewnione z biatkiem Vasa

~Okreslenie ,,zarodek pipsqueak™ (nanos itp.)oznacza, ze zarodek ma zmutowany allel danego genu
(np. genu pipsqueak, nanos).
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LINIA PLCIOWA LINIA SOMATYCZNA
cappuccino gurken torpedo-DER
chickadee

cytoszkielet

transport do aktynowy
tylnego bieguna < spire
oocytu homeless
siec biatkowa
mikrotubul. kinaza A
mago nashi
stauten tropomiozyna
formowanie
plazmy
biegunowej
germ cell-less Pgc RNA
mtr RNA, Hsp 83
fat facets,

inne czynniki ?

RYSUNEK 3. Schemat wspétdziatania gendw bioracych udziat w formowaniu plazmy biegunowej i

determinacji komorek praptciowych oraz odwiloka; strzatki wskazujg na oddziatywanie miedzy genami,

ale nie wszedzie oznaczajg bezposrednie biochemiczne interakcje miedzy produktami genéw; nie uwz-

gledniono gendéw, ktérych funkcja badz kolejnos¢ dziatania budzi watpliwosci; szczegdtowy opis

niektorych proceséw przedstawiono w tekscie (zob. tez tab. 1): mtr RNA - mitochondrialny RNA duzej
podjednostki rybosomalnej (wg [74], zmienione)

i ulegajace ekspresji w komorkach linii ptciowej [24,49,102]. Homolog biatka Vasa
wystepuje prawdopodobnie takze u nicienia, Caenorhabditis elegans [76]. Tak wiec
gromadzenie czynnikéw rozwojowych w okre$lonym rejonie zarodka wydaje sie
by¢ cechag konserwatywng.

1.4. Rola genu oskar

Gen oskar zajmuje kluczowg pozycje w formowaniu plazmy biegunowej. Loka-
lizowaniu ulega zaréwno jego mRNA, jak i kodowane przez niego biatko. Analiza
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molekularna czasteczki oskar mMRNA wykazata, ze za jej transport i deponowanie
w oocycie odpowiedzialne sa nie ulegajgce translacji sekwencje wystepujgce na
jej koncu 3’ (tzw. 3’ UTR) [41]. Na istotng role konca 3’ wskazuje takze elegancki
eksperyment przeprowadzony przez Ephrussi i Lehmann [19]. Badaczki te zastgpity
sekwencje niezbedne do deponowania oskar mMRNA sekwencjami lokalizujgcymi
na biegunie przednim mRNA kodowany przez gen bicoid. Po wprowadzeniu tak
zmodyfikowanego oskar mRNA do zarodka, gromadzi sie on na biegunie przednim,
a wiec przeciwnie niz ma to miejsce w trakcie normalnego rozwoju [19]. Co wiecej,
tak zlokalizowany oskar mRNA powoduje wytworzenie na biegunie przednim ko-
morek biegunowych i dodatkowego odwloka. Powstaje jakby lustrzane odbicie bie-
guna tylnego zarodka na biegunie przednim. W takich zarodkach na obu biegunach
gromadzone sg tez biatka: Vasa, Tudor oraz mRNA i biatko Nanos [19]. Wyniki
tego i podobnych eksperymentéw [81] wskazujg, ze miejsce gromadzenia oskar
mRNA wyznacza rejon, w ktorym nastepuje organizowanie plazmy biegunowej
oraz ze to aktywno$¢ genu oskar decyduje o deponowaniu determinantéw nie-
zbednych do powstania komdrek biegunowych. Wykazano takze, ze nagromadzenie
oskar mRNA w danym rejonie ooplazmy powoduje powstawanie tam ziaren bie-
gunowych [1].

Usuwajac fragmenty oskar mRNA w rejonie konca 3’ udato sie zidentyfikowac
sekwencje nukleotydow odpowiedzialnych za poszczegdlne etapy jego deponowania
(rys. 4). Itak, za transport oskar mMRNA z komérek odzywczych do oocytu odpowiada
odcinek 260 par zasad. Inny fragment, ztozony z 324 par zasad, potrzebny jest
do jego lokalizowania na tylnym biegunie oocytu [41]. Jeszcze inny odcinek jest
niezbedny do zatrzymania oskar mRNA w tym rejonie [73]. Poczatkowe deponowanie
oskar mRNA jest nietrwate. Do jego ,,zakotwiczenia” na tylnym biegunie niezbedne
jest biatko Oskar, przy czym translacji ulega jedynie zlokalizowany oskar mMRNA
[18,40,73]. Przyjeto wiec model, ktéry zaklada, ze poczatkowe deponowanie oskar
MmRNA umozliwia jego translacje, a powstajgce biatko Oskar reguluje dalsze de-
ponowanie witasnego RNA na zasadzie sprzezenia zwrotnego [63,73]. Wykazano
tez, iz niezlokalizowany oskar mRNA ulega represji. Za proces ten odpowiedzialne
sq specyficzne sekwencje nukleotydéw w obrebie 3° UTR, z ktorymi wigze sie
biatko Bruno (rys. 4) [39,73]. Jesli sekwencje te, zwane BREs (ang. Bruno Response
Elements) ulegng mutacji, to translacja oskar mRNA nastepuje przedwcze$nie, co
prowadzi do letalnych zaburzeh w rozwoju zarodka [39], Okazuje sie jednak, ze
samo odblokowanie represji nie wystarcza do uruchomienia translacji oskar mRNA
i ze do jej aktywacji konieczne sgjeszcze inne czynniki, np. produkty genéw staufen
iaubergine (rys. 4) [39,101]. Gen oskar jest wiec przyktadem genu zaangazowanego
w rozwoju, ktérego aktywno$¢ regulowana jest na poziomie translacji. Ostatnio
stwierdzono, ze deponowanie oskar mRNA zalezy takze od aktywnosci genow:
bullxvinkle, homeless, D-elg, Bicaudal-D [25,26,72,89]. Prawdopodobnie produkty
tych genéw wplywajg na organizacje cytoszkieletu oocytu (patrz nizej).



272 M. K. JAGLARZ

spire orb
; cappuccino Bicaudal D

geny wplywajace ! D-el

na okalizowanie homeless  bulwinki
staufen mago nashi
oskar tropomiozyna I

oskar 3UTR
utrzymanie lokalizowanie na transport

regulatory translacji

RYSUNEK 4. Schemat budowy molekularnej czasteczki oskar mRNA: z lewej na prawg: czapka 5’,
koniec 5’ nie ulegjacy translacji, sekwencja kodujaca, 3 UTR - koniec 3 nie ulegajacy translacji wraz
z sekwencjami (prostokaty) odpowiedzialnymi za kolejne etapy deponowania w oocycie, sekwencja
poliA; BREs - sekwencje, z ktdrymi wigze sie biatko Bruno powodujac represje translacji; cyfry 1,2 pod
sekwencja kodujaca oznaczajg dwa kodony inicjujace translacje; gen oskar koduje 2 izoformiczne biatka,
ale tylko jedno bierze udziat w formowaniu plazmy biegunowej [63]; geny: staufen i aubergine aktywuja
translacje, ale sekwencje, jakie w tym posrednicza sg nieznane (wg [74], zmienione)

1.5. Podwéjna funkcja genu nanos

W omawianym systemie hierarchicznym interesujgcg pozycje zajmuje gen nanos.
Jego mMRNA gromadzony jest natylnym biegunie oocytu, przy czym do prawidtowego
deponowania niezbedna jest aktywno$¢ gendw grupy tylnej, w tym genu oskar
(rys. 3). Do niedawna uwazano, Ze gen nanos zaangazowany jest wytgcznie w
wytworzenie odwitoka. Z badan Kobayashiego wynika jednak, ze produkty tego
genu peinig takze funkcje w komérkach praptciowych [48]. Nanos mMRNA wnika
do powstajacych komérek biegunowych iutrzymuje sie, az do momentu formowania
gonady [95]. Cho¢ biatko Nanos nie bierze udzialu w powstawaniu komérek bie-
gunowych, to jest potrzebne do prawidtowej migracji tych komoérek do gonady
zarodkowej [48]. W komdrkach praptciowych powstajagcych w zarodkach nanos
nastepuje przedwczesna ekspresja genéw, ktére normalnie aktywowane sg dopiero
po utworzeniu zawigzka gonady [48].
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1.6. Zaangazowanie cytoszkieletu w transport produktow genow

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 sie na tylnym biegunie oocytu, a mikrotubule rozciagajg sie
w kierunku komérek odzywczych przechodzac przez mostki cytoplazmatyczne (rys.
la) [91]. Wyniki eksperymentdw z uzyciem czynnikéw depolimeryzujgcych mi-
krotubule i bezposrednie obserwacje cytoszkieletu komory jajowej wskazujg na
udziat tak spolaryzowanego ukfadu mikrotubul w transporcie oskar mRNA
[10,70,92,93]. Uwaza sie, ze biatko Staufen posredniczy w interakcji miedzy oskar
mRNA a biatkami kroczacymi lub biatkami cytoszkieletu.

W okresie formowania plazmy biegunowej uktad mikrotubul ulega zmianie: cen-
trum organizacyjne mikrotubul zanika, a mikrotubule gromadza sie na przednim
biegunie oocytu (rys. 1b) [93]. W stadiach od 8 do 10 mikrotubule wystepujg gtéwnie
w warstwie korowej itworzg gradient gestosci z najwiekszg koncentracjg na biegunie
przednim. Koniec ,+” mikrotubul znajduje sie na tylnym biegunie oocytu (rys.
Ib) [93]. W tym kontekscie spekuluje sie, ze w transporcie kompleksu oskar
MmRNA-Staufen zaangazowana jest kinezyna, biatko przemieszczajace sie wzdtuz
mikrotubul do ich konca ,+”. Hipoteza ta znajduje poparcie w badaniach eks-
perymentalnych. Jes$li doprowadzi sie do ekspresji w linii ptciowej biatka bedgcego
hybryda kinezyny iB-galaktozydazy, to gromadzi sie ono na tylnym biegunie oocytu,
tak jak np. biatko Oskar [10]. Ostatnio wykazano, ze na organizacje cytoszkieletu
mikrotubularnego oocytu ma wptyw aktywnos$¢ genu mago nashi (rys. 3) [64,69].

W powstawaniu plazmy biegunowej uczestniczg takze inne biatka cytoszkieletu.
W zarodkach, w ktérych mutacji ulegt gen kodujacy cytoplazmatyczng (niemies-
niowg) tropomiozyne Il, deponowanie kompleksu oskar mRNA-Staufen jest za-
burzone [20]. Przyjmuje sie, ze tropomiozyna, w powigzaniu z filamentami
aktynowymi, dziata niezaleznie od sieci mikrotubul oocytu lub ze uczestniczy w
przekazywaniu oskar mRNA na mikrotubule [20].

1.7. Wptyw komdrek somatycznych

Jak wczes$niej wspomniano, w deponowaniu czynnikéw rozwojowych w oocycie
zaangazowana jest sie¢ mikrotubul. Formowanie tej sieci uzaleznione jest od wza-
jemnego przekazywania sygnatéw miedzy oocytem a komdérkami folikularnymi bie-
guna tylnego (rys. Ib, 3) [28,70,71,75,93]. Proces ten nie zostat jeszcze w petni
poznany. Wiadomo jednak, ze za determinacje komdrek folikulamych bieguna tyl-
nego odpowiedzialne sg 2 pary gendéw: gurken i torpedo-DER oraz Notch i Delta
(rys. 3), przy czym w oocycie dziata jedynie produkt genu gurken [28,75,77,78,79].

Zaproponowano kilka modeli interakcji komdrek somatycznych z oocytem. Naj-
prostszy z nich zaklada, ze sygnat przekazywany z komdrek folikulamych bieguna
tylnego do oocytu powoduje zmiany w organizacji sieci mikrotubul, co z kolei
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pozwala na wiasciwe rozmieszczenie czynnikéw rozwojowych w ooplazmie [50,
78]. Ciagle nieznany pozostaje receptor sygnatu biegngcego od komorek foliku-
larnych do oocytu. W dalszym przekazywaniu tego sygnatu do sieci mikrotubul
w ooplazmie uczestniczg co najmniej 2 czynniki: biatkowa kinaza A poprzez fo-
sforylacje biatek zwiazanych z mikrotubulami oraz produkt genu mago nashi [50,
64,69].

1.8. Czynniki determinujace komorki prapiciowe

Poczatkowo sgdzono, ze ziarna biegunowe zaangazowane sg wytgcznie w wy-
tworzenie komorek praptciowych. Obecnie przyjmuje sie jednak, ze nagromadzone
w tych strukturach czynniki niezbedne sg takze do prawidtowego deponowania
produktu genu nanos i determinacji odwioka. Tak wiec procesy te (determinacja
komérek praptciowych i odwioka) zalezg od prawidtowej aktywnosci pewnej liczby
wspolnych genbéw (rys. 3). Czy istniejg jednak geny odpowiedzialne wytacznie
za powstawanie komorek praptciowych? Produkty takich gendw gromadzone bytyby
pod koniec oogenezy, a ich mutacje powinny powodowaé catkowity brak komdrek
biegunowych przy jednoczesnym prawidtowym wyksztatceniu odwtoka. Postulaty
te spetniatby gen germ cell-less, jednak z badan Jongens i wsp. wynika, ze biatko
Germ cell-less wystepuje takze w tkankach somatycznych zarodka, co wskazuje,
ze nie jest specyficzne dla linii ptciowej [37,38].

Jak wcze$niej wspomniano, ziarna biegunowe wystepuja w kontakcie z mito-
chondriami. Jesli do zarodka, ktdry w wyniku naswietlania promieniami UV nie
tworzy komérek biegunowych, zostanie wprowadzony mitochondrialny RNA bu-
dujacy duzg podjednostke rybosomalng (mtr RNA), to powstajg komorki biegunowe,
ale dojrzate osobniki sg sterylne [47]. Wykazano, ze mtr RNA gromadzi sie na
powierzchni ziaren biegunowych, a wiec pozamitochondrialnie [45,46]. Niewat-
pliwie, genom mitochondrialny peini jaka$ funkcje w determinacji komorek bie-
gunowych, ale jest ona niedostatecznie poznana. Interesujgce, ze mtr RNA wystepuje
pozamitochondrialnie takze w plazmie ptciowej Xenopus [46].

Wcigz odkrywane sg nowe czynniki budujgce ziarna biegunowe. Ostatnio wy-
kazano wystepowanie w tych strukturach nie ulegajgcego translacji RNA, ktéry
kodowany jest przez gen Polar granule component [66]. Cho¢ ten RNA nie bierze
udziatu w powstawaniu komadrek praptciowych, to jest niezbedny do ich prawidtowej
migracji i réznicowania [66].

Jak dotad nie udato sie jednoznacznie zidentyfikowa¢ pojedynczego czynnika
odpowiedzialnego za determinacje komérek praptciowych Drosophila. Coraz cze-
§ciej rozpatrywana jest mozliwo$é, ze dziata tu wiele czynnikéw. By¢ moze, jak
uwazajg Kobayashi i wsp. [44], sg nimi: germ cell-less mMRNA i mtr RNA.
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2. MIGRACJA KOMOREK PRAPLCIOWYCH
| FORMOWANIE GONADY ZARODKOWEJ

Embrionalna gonada Drosophila zbudowana jest z 2 typéw komorek: komérek
praptciowych, tworzacych linie piciowa i komérek somatycznych, pochodzenia
mezodermalnego. Zanim dojdzie do utworzenia gonady, komérki praptciowe po-
czatkowo lezgce na zewnatrz zarodka muszg przedostac sie dojego wnetrza i potgczy¢
z komérkami mezodermy gonadalnej (zob. rozdziat 1). Znane sag kolejne fazy we-
dréwki komérek praptciowych, ale niewiele wiadomo na temat molekularnego pod-
toza tej migracji czy czynnikéw jg regulujacych.

Przypuszczano, ze o rozpoczeciu migracji komorek praptciowych przez zawigzek
jelita (zob. rozdziat 1) decyduje ich autonomiczny mechanizm czasowy. Ekspe-
rymenty z przeszczepianiem komdrek biegunowych miedzy zarodkami w réznych
stadiach rozwoju wykazaty, ze tak nie jest. Zarowno mtodsze, jak i starsze komarki
prapiciowe migrujg zawsze zgodnie ze stadium rozwojowym biorcy [35]. Wskazuje
to jednoczes$nie, ze komarki praptciowe zdolne sa do migracji wkrotce po powstaniu.
Sam proces penetracji zawigzka jelita jest specyficzng wiasciwoscig komorek pra-
ptciowych, gdyz komdrki somatyczne, eksperymentalnie umieszczone w tym za-
wigzku, nigdy go nie opuszczaja [35]. W regulowaniu migracji komorek praptciowych
kluczowg role odgrywajg komorki zawigzka jelita Srodkowego. Wskazujg na to
nastepujace przestanki: zawiazek jelita opuszczajgjedynie komorki praptciowe zgro-
madzone w jego $lepo zakonczonej czeSci, stanowigcej wiasnie zawigzek jelita
Srodkowego (rys. 2e,f); komérki praptciowe ulokowane w innym rejonie zawigzka
jelita nie migrujg prawidtowo; w zarodkach huckebein, w ktérych nastepuje zamiana
zawigzkajelita sSrodkowego na zawigzekjelita tylnego, komorki praptciowe pozostajg
wewnatrz jelita i nie docierajag do mezodermy gonadalnej [35]. Jednocze$nie, nie
wszystkie mutacje gendw ulegajacych ekspresji w zawigzku jelita sSrodkowego pro-
wadzg do zaburzen w migracji komorek praptciowych [34,97]. Tak wiec decydujgce
znaczenie dla translokacji komorek praptciowych ma ta cze$¢ zawigzka jelita, ktorej
prawidtowe réznicowanie zalezy od aktywno$ci genu huckebein. Wiadomo, ze gen
ten koduje czynnik transkrypcyjny regulujacy ekspresje genéw w zawigzku jelita
Srodkowego [7].

Interesujgce jest, ze tkanka docelowa (mezoderma gonadalna) nie odgrywa roli
ani w opuszczaniu zawigzka jelita przez komoérki prapiciowe, ani w poczatkowym
orientowaniu ich migracji w kierunku strony grzbietowej zarodka. W zmutowanych
zarodkach catkowicie pozbawionych komdérek mezodermalnych (podwdjne mutanty
twist i snait) oba te procesy przebiegajg prawidtowo [35,97].

Badania ultrastrukturalne wykazaty, ze w trakcie przechodzenia komoérek pra-
ptciowych przez zawiazek jelita srodkowego dochodzi do istotnych zmian w jego
organizacji. Przede wszystkim nastepuje modyfikacja potaczer typu stref przylegania
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miedzy komdérkami zawigzka jelita srodkowego. Prowadzi to do powstawania sze-
rokich przestrzeni miedzykomdrkowych, ktére sg penetrowane przez komorki pra-
ptciowe [8,36]. Zmiany te nie sg jednak wywolywane aktywnos$cig komorek
praptciowych, gdyz zachodzg takze w zarodkach oskar 301 itudor, w ktdrych komorki
biegunowe sie nie tworzg [8,36]. Podobnie w zarodkach myszy i zaby, Rana pipiens
zaobserwowano, ze migracja komorek praptciowych zalezy od zmian zachodzgcych
w ich somatycznym otoczeniu [21,87].

Komorki praptciowe migrujg wysuwajgc pseudopodia w rozmaitych kierunkach.
Towarzyszy temu reorganizacja cytoszkieletu aktynowego [36]. Prawdopodobnie
stablizacja niektérych pseudopodiéw zapewnia ukierunkowanie ruchu. Aktywnos$¢
migracyjna komérek praptciowych ustaje po dotarciu do somatycznych komoarek
gonady [36].

Niewiele wiemy o mechanizmach regulujgcych migracje komoérek praptciowych
z zawigzka jelita do mezodermy gonadalnej. Przypuszcza sie, ze sygnaty ukie-
runkowujace zlokalizowane sg w podtozu, po ktérym przemieszczajg sie te komorki.
Wyniki eksperymentéw in vitro wskazuja, ze komorki praptciowe migrujg z roézng
predkoscig w zalezno$ci od rodzaju podtoza, np. czynnikiem stymulujagcym jest
obecno$¢ w podtozu biatka lamininy [36]. Najprawdopodobniej w regulacje migracji
zaangazowanych jest wiele r6znorodnych czynnikéw. Ostatnio odkryto gen wunen,
ktéry ulega ekspresji jedynie w tej czesci zawiazka jelita, przez ktérg komorki
praptciowe nie wedrujg [104]. W zarodkach wunen komdérki te nie Kierujg sie w
strone mezodermy, tylko ulegaja rozproszeniu na catej dtugosci zawigzka jelita
[103]. Sugeruje to, ze produkt genu wunen bierze udziat w ukierunkowywaniu
migracji komérek praptciowych przez ich ,,odpychanie” z niektérych rejonéw za-
wigzka jelita. Gen wunen koduje biatko btonowe o duzym podobienstwie do fo-
sfatazy kwasu fosfatydowego, enzymu zaangazowanego w metabolizm lipidow [104].
Nie wiadomo jeszcze, jaki jest mechanizm oddziatywania produktu genu wunen
na komorki linii piciowej.

PODSUMOWANIE

W ostatnich latach dokonano znaczgcego postepu w charakteryzowaniu mole-
kularnego podtoza réznicowania linii ptciowej Drosophila melanogaster. Poznano
kilkanascie genéw biorgcych udziat w tym procesie. Niestety nierozwigzany pozostat
problem istnienia czynnika determinujgcego komorki praptciowe. Brak jest réwniez
precyzyjnych informacji, w jaki sposéb komorki te odnajduja tkanke docelowg i
jak dochodzi do formowania zawigzka gonady. Nalezy spodziewac sie, ze wy-
korzystanie metod genetyki molekularnej pozwoli ite problemy w niedtugim czasie
rozwiktaé. Z badan nad Drosophila wynika, ze prawidtowe funkcjonowanie komorek
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linii ptciowej wymaga ich ciagtej interakcji z réznorodnymi komoérkami somaty-
cznymi, zaréwno w trakcie gametogenezy jak i rozwoju embrionalnego.
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UDZIAL CHEMOKIN ORAZ RECEPTOROW
CHEMOKINOWYCH W PATOGENEZIE ZAKAZENIA
WIRUSEM AIDS

INVOLVEMENT OF CHEMOKINES AND CHEMOKINE RECEPTORS IN
HTV INFECTION, ITS PATHOGENESIS AND MECHANISMS

Marek HONCZARENKO, Bogustaw MACHALINSKI

Zaktad Patologii Komoérki Pomorskiej Akademii Medycznej, Szczecin

Streszczenie: W pracy przedstawiono obecne poglady na patogeneze i mechanizm zakazenia wirusem
AIDS. Scharakteryzowano rézne typy HIV w zaleznos$ci od zakresu infekowanych komérek i zdolnosci
patogennych oraz ich interakcje z receptorem CD4. Przedstawiono podziat, biologie i funkcje receptoréw
chemokinowych, ich naturalne ligandy oraz mechanizm przekazywania sygnatu wewnatrz komorki
poprzez aktywacje biatka G. Szczeg6lng uwage poswigcono roli receptoréw chemokinowych jako
koreceptoréw dla HIV niezbednych do infekcji komérek. Podzielono poznane dotad grupy receptoréw
chemokinowych, stuzgce jako koreceptory dla infekcji HIV w zaleznosci od wigzania z wirusem i
wptywu tego procesu na przebieg zakazenia. Opisano mechanizm molekularny interakcji wirusa z
receptorami chemokinowymi oraz mechanizm blokowania i modulowania infekcji przez chemokiny.
Zwro6cono uwage na udziat mutacji genoéw kodujacych receptory chemokinowe w ksztattowaniu natu-
ralnej opornosci na zakazenie HIV. Przedstawiono takze obecne poglady na wptyw HIV na uszkodzenie
uktadu krwiotwdrczego oraz perspektywy potencjalnych strategii terapeutycznych opartych naingerencji
w mechanizmy wnikania wirusa do komérek.

Stowa 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 of chemokine receptors have been described. The main focus concern on the involvement
of 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
HI1V-chemokine receptors interaction as well as blockade and modulation of HIV entry into the cells by
chemokines is presented. The role of mutation of 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.



284 M. HONCZARENKO, B. MACHALINSKI

Key words: HIV, chemokine receptors, hematopoetic system

Wykaz skrotow stosowanych w pracy: AIDS (ang. Acquired Immune Deficiency Syndrome) - nabyty
zespot niedoboréw odpornosci; C3a - trzeci czynnik dopetniacza; C3aR - receptor dla trzeciego
czynnika dopetniacza; Cba - piaty czynnik dopetniacza; C5aR - receptor dla piatego czynnika dopet-
niacza; CCR - receptor dla chemokin; CD4 (ang. cluster ofdifferentiation 4) - antygen powierzchniowy
limfocytéw T, monocytéw, makrofagéw, koreceptor dla antygendw zgodnosci tkankowej drugiej klasy,
receptor dla HIV; CD45RA - antygen wystepujacy na bedacych w spoczynku limfocytach T; CD45RO
- antygen wystepujacy na aktywowanych limfocytach T oraz limfocytach T pamieci immunologicznej;
CD8 (ang. cluster of differentiation 8) - antygen powierzchniowy limfocytow T cytotoksycznych,
tymocytéw, koreceptor dla antygenéw zgodnosci tkankowej pierwszej klasy; CMV (ang. Cytomegalo-
virus) - wirus cytomegalii; CXC - receptor dla chemokin; ENA-78 (ang. a 78 residue epithelial
cell-derived neutrophil activator) - 78-aminokwasowy epitelialny czynnik aktywujacy neutrofile; GRO
(ang. Growth Related Gene) - czynnik stymulujacy proliferacje komérek; HCC-1 (ang. hemofiltrate
C-C chemokine 1) - chemokina zidentyfikowana w hemofiltracie pacjentéw z przewlektg niewydolno-
$cig nerek; HIV (ang. Human Immunodeficiency Virus) - ludzki wirus niedoboréw odpornosci; 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 s ; IL-10- interleukina 10; IL-12- interleukina
12; IP-10 (ang. Inducible Protein-10) - biatko 10 indukowane przez interferon; Lymphotactin/SCM-1
(ang. single cysteine motif 1) - czasteczka z pojedyncza resztg cysteinowg; MCP-1 (ang. Monocyte
Chemoattractant Protein-1) - biatko chemotaktyczne monocytéw-1; MCP-3 (ang. Monocyte Chemo-
attractant Protein-3) - biatko chemotaktyczne monocytéw-3; MCP-5 (ang. Monocyte Chemoattractant
Protein-5) - biatko chemotaktyczne monocytéw-5; MIG (ang. monokine inducible by interferon) -
monokina indukowana przez interferon; MIP-1 (ang. Macrophage Inflamatory Protein-1) - makrofa-
gowy czynnik zapalny -1; NAP-2 (ang. Neutrophil Activating Peptide-2) - peptyd aktywujacy neutro-
file-2; PAF (ang. platelet-activating factor) - ptytkowy czynnik aktywujacy; PAFR (ang.
platelet-activatingfactor receptor) - receptor dla ptytkowego czynnika aktywujacego; RANTES (ang.
regulated on activation normal T-cell expressed and secreted) - czynnik produkowany przez limfocyty
T podczas ich aktywacji; SDF-1/PBSF (ang. stromal cell-derivedfactor-1/pre-B cells growth stimulating
factor) - czynnik produkowany przez komoérki podscieliska szpiku kostnego-i/ stymulujacy wzrost
limfocytéw pre-B; SIV (ang. Simian Immunodeficiency Virus) - wirus powodujacy niedobdér immunolo-
giczny u matp; STRL-33 - receptor serpentynowy, koreceptor dla M i T tropowych szczepow HIV;
TNF- (ang. Tumor Necrosis Factor) - czynnik martwicy nowotworéw; V-28 - receptor serpentynowy,
koreceptor dla M i T tropowych szczepow HIV.

WSTEP

Pierwsze doniesienia o pacjentach z nabytym niedoborem odpornosci (AIDS)
pochodzg z 1981 roku, kiedy to pojawily sie opisy przypadkow zapalenia ptuc
u miodych homoseksualistbw wywotane przez Pneumocystis carinii [15]. AIDS
jako jednostke chorobowgq opisano rok po6zniej, a wirus HIV wywotujacy to scho-
rzenie zostat zidentyfikowany po raz pierwszy 14 lat temu przez zesp6t Luca Mon-
tagniera z Instytutu Pasteura w Paryzu oraz Roberta Galio z Narodowego Instytutu
Zdrowia w Waszyngtonie [4,10,13,20,46]. Od tego czasu choroba przenoszona przez
wirusa stata sie pandemig. Ocenia sig, ze na Swiecie zakazonych jest obecnie 29
milionow ludzi, ponad 8 milionéw cierpi na objawy AIDS, a zmarto dotad z powodu
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choroby 6,5 miliona pacjentdw Liczba nowych przypadkéw zakazen przekracza
rocznie trzy miliony [15]. Znane sg obecnie dwa typy wirusa powodujgce AIDS.
HIV-1 bedacy przyczyna zakazeh na catym Swiecie oraz HIV-2, zakazenia ktorym
sg jak na razie ograniczone do obszaru zachodniej Afryki i Indii [15].

Typowy przebieg zakazenia HIV charakteryzuje sie kilkoma nastepujgcymi po
sobie okresami. Wkrétce po wniknieciu do organizmu HIV efektywnie infekuje
komérki wszystkich narzadéw limfatycznych. Infekcja HIV szybko wywotuje hu-
moralng i komérkowa odpowiedZ immunologiczna ograniczajacg replikacje wirusa
zwykle w ciggu kilku tygodni. Niestety nie eliminuje ona catkowicie z organizmu
tego patogenu [15,47]. Klinicznie pierwotna infekcja charakteryzuje sie niespecy-
ficznymi objawami, takimi jak: gorgczka, og6lne ostabienie, dreszcze, bdle mieéni
i stawow, fotofobia, limfadenopatia i wysypka plamisto-grudkowa [15]. Mimo ze
objawy te wystepujg u wiekszosci zakazonych (50 do 70%), ich nasilenie jest r6zne
i hospitalizacja wymagana jest w mniej niz 15% przypadkéw. Objawy te sg zwykle
obecne jeszcze przed wystagpieniem wykrywalnych laboratoryjnie wskaznikéw spe-
cyficznej odpowiedzi humoralnej w stosunku do antygenéw wirusowych. Nastepnie
infekcja przechodzi w trwajacy $rednio 10 lat okres utajenia.

W asymptomatycznym okresie choroby caly czas dochodzi do replikacji HIV.
Dzienna produkcja wirusa dochodzi do 10 miliardéw wirionéw. Okres zyciowy
HIV-1 wynosi przecietnie 1-2 doby. Potowa wszystkich krazagcych w zakazonym
organizmie wiruséw ginie co 6 godzin [48, 49, 81]. Ponad 99% wszystkich nowych
wirionéw jest produkowanych w nowo infekowanych limfocytach CD4+ [48, 49,
81]. Pomimo ze u wiekszo$ci pacjentdw nie wystepujg zadne objawy Kliniczne,
czasami moze dojsé do przejsciowego nasilenia sie niespecyficznych objawow zwig-
zanych z wiremig oraz moga wystgpi¢ infekcje oportunistyczne.

Koricowym stadium choroby jest petnoobjawowy zesp6t niedoboréw odpornosci
charakteryzujacy sie spadkiem poziomu limfocytéw T CD4+ do poziomu 50-200
komdrek/mm3 krwi [15,47]. Pojawiajg sie zakazenia oportunistyczne, nowotwory
uktadu limfatycznego, miesak Kaposiego, zajecie osrodkowego uktadu nerwowego
z postepujaca demencja, ogélne wyniszczenie organizmu. Smieré nastepuje w ciagu
3 lat od rozwoju petnoobjawowego zespotu niedoboréw odpornosci najczesciej
z powodu trudnych do opanowania zakazeri lub nowotworéw [15].

ANTYGEN CD4 JAKO PODSTAWOWY RECEPTOR
UMOZLIWIAJACY WNIKNIECIE WIRUSA AIDS
DO KOMOREK - ZMIENNOSC FENOTYPOWA

| TROPIZM KOMORKOWY WIRUSA

Stosunkowo wcze$nie stwierdzono, ze wystepujacy na powierzchni limfocytow
T, monocytéw, makrofagdw antygen CD4 jest receptorem, przez ktory HIV wnika
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do wnetrza zakazanych komdrek [60]. Ekspresja antygenu CD4 odpowiedzialna
jest wiec w duzym stopniu za tropizm wirusa i decyduje o tym, ktére komdorki
sg infekowane, a ktdre nie. HIV ma ponadto olbrzymie zdolnosci do mutacji i
zmiany fenotypu. W czasie wieloletniej historii zakazenia u chorego pojawia sie
wiele réznych genetycznie i fenotypowo wariantéw wirusa [17,108,115,116]. Stwier-
dzono, ze poszczeg6lne warianty HIV-1réznia sie znacznie pod wzgledem tropizmu,
czyli zdolnosci do infekowania i replikacji w réznych liniach komérkowych majacych
antygen CD4+. Ta wiasciwos¢ doprowadzita do praktycznego podziatu szczepow
HIV-1 na trzy typy majace zdolnos¢ do infekcji i replikacji w ré6znych, odmiennych
populacjach komérkowych:

1. Wirusy makrofagotropowe (ang. macrophage tropie HIV) (M-tropowe) infekujg
komorki linii monocyto/makrofagowych i komoérki jednojagdrowe krwi obwodowej.
Nie maja one zdolnosci do replikacji w transformowanych liniach komérkowych
limfocytbw T majacych antygen CD4+ [61,108,115,116].

2. Wirusy limfocytotropowe (ang. lymphocyte tropie HIV) (T-tropowe) infekujgce
transformowane limfocyty T CD4+ inamnazajace sie w komorkach jednojadrowych
krwi obwodowej. Wirusy te nie infekujg makrofagéw [61,108,115,116].

3. Wirusy dualtropowe lub inaczej amfotropowe (ang. amphotropic, dual tropie
HIV) majgce zdolno$¢ do infekcji zarbwno makrofagéw/monocytéw, jak i trans-
formowanych limfocytéw T [61,108,116].

M-tropowe HIV pod wzgledem fenotypowym nalezg do grupy wiruséw nie ma-
jacych zdolnosci indukowania tworzenia sie tzw. syncytibw komorkowych (ang.
NSI-non syncytium inducing) [15,61,116]. Cechg wiruséw T-tropowych i dual-tro-
powych jest z kolei tendencja do tworzenia syncytiow komorkowych, czyli skupisk
wielojagdrowych komérek olbrzymich. Z tego tez powodu szczepy te okresla sie
czesto jako wirusy indukujgce syncytia (ang. Sl-syncytium inducing) [15,53,61].
Syncytia tworza sie pomiedzy zainfekowanymi komdérkami majgcymi na swojej
powierzchni antygeny otoczki wirusa i komdrkami wykazujgcymi ekspresje antygenu
CD4. Interakcja pomiedzy podjednostkg otoczki wirusa gpl20 i antygenem CD4
powoduje adhezje komoérek, potgczenie bton komérkowych i ,,zlanie sie” ich cy-
toplazmy [15,111].

Zmiany biologicznych wiasciwosci HIV korelujg z postepem zakazenia. Wie-
kszo$¢ szczepow HIV uzyskanych od pacjentow wkrdtce po serokonwersji lub
w asymptomatycznym okresie choroby ma M-tropowy fenotyp nie indukujacy syn-
cytiow [116]. Z uptywem czasu u wiekszosci zakazonych zaczynajg przewazaé
szczepy T-tropowe indukujgce syncytia. Koreluje to wyraznie z postepem choroby,
wystapieniem petnoobjawowego AIDS i zmniejszeniem liczby limfocytéw CD4+
[15, 108, 116]. Wirusy ,,dual-tropowe” reprezentujg prawdopodobnie ewolucyjny
stopien pomiedzy M a T tropowymi HIV. Potrafig efektywnie replikowa¢ w ma-
krofagach majac jednoczesnie mozliwos$¢ indukowania syncytiow komdrkowych.
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Zdolno$¢ do tworzenia syncytiow komorkowych i tropizm HIV-1 zalezy od
genu kodujacego otoczke wirusa (env - envelope). Jego produktem sg dwie gli-
koproteiny otoczkowe: powierzchniowa (gp 120) i przezbtonowa (gp41). Sekwencja
regiondow zmiennych V1/V2, a szczeg6lnie V3 otoczki wirusa okazata sie kluczowg
determinantg fenotypu HIV [9,101,108,111]. Modyfikujac i wymieniajac region
V3 pomiedzy réznymi szczepami HIV mozna zmienia¢ tropizm wirusa. Relatywnie
subtelne zmiany w regionie V3, ograniczajgce sie juz do dwdch aminokwaséw
warunkujg zdolnosci poszczegolnych szczepow wirusa do indukowania powstawania
syncytiow in vitro [9,101,111].

RECEPTORY CHEMOKINOWE - KORECEPTORY DLA
INFEKCJI WIRUSEM AIDS

Przetomem w zrozumieniu patogenezy AIDS byto odkrycie, ze antygen CD4
nie jest jedynym receptorem wymaganym w procesie wnikania HIV do zakazanych
komérek. Oprécz antygenu CD4 komérki muszg mieé¢ na powierzchni inny - tzw.
koreceptor. Role koreceptordw petnig niektére z tzw. receptorow chemokinowych
[3,28,31,32]. Oznacza to, ze chemokiny bedace ligandami receptoréw chemoki-
nowych moga konkurowac z czasteczkami wirusa AIDS w procesie przylaczania
sie do powierzchni komérki. Jak przedstawimy po6zZniej, fakt ten ma bardzo wazne
znaczenie praktyczne.

Biologia i funkcja chemokin oraz ich receptoréw

Przed ponad dwudziestoma laty zaobserwowano, ze nadsgcze z hodowli sty-
mulowanych leukocytéw zawierajg czynniki chemoatrakcyjne dla monocytéw i gra-
nulocytow [1,51,71,74,75]. Wiele z tych chemoatraktantow zostato uzyskanych
obecnie w czystej postaci oraz udato sie sklonowaé geny kodujace ich receptory.
Czynniki te tworzg ciggle powiekszajaca sie rodzine tzw. cytokin chemotaktycznych,
czyli chemokin.

Nazwa chemokiny zostata po raz pierwszy wprowadzona na Trzecim Miedzy-
narodowym Sympozjum Cytokin Chemotaktycznych w Baden w 1992 roku, jako
potagczenie termindéw chemoatraktantu i cytokiny [74,75]. W odrdznieniu od ,kla-
sycznych” cytokin, chemokiny majg bardzo podobne do siebie sekwencje ami-
nokwasowe, ztozone sg z 70 do 90 aminokwaséw i tworzg rodzine rozpuszczalnych
biatek o masie 8-16 kDa [71,74,75]. W zaleznoS$ci od lokalizacji kodujacego je
genu, homologii i dyspozycji dwéch pierwszych z czterech konserwatywnych ami-
nokwaséw cysteinowych mozna je podzieli¢ na trzy grupy:
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1. Chemokiny C-X-C charakteryzujg sie obecnoScig pojedynczego aminokwasu
pomiedzy dwoma konserwatywnymi cySteinami. Chemokiny te kodowane sg przez
geny zgrupowane na ludzkim chromosomie 4 (4ql2-q21), z wyjatkiem genu ko-
dujacego SDF-1, ktéry znajduje sie na chromosomie 10q. Ich sekwencje sg homo-
logiczne w 25 do 90%. W tej grupie mozemy wyrézni¢ dwie podgrupy: chemokiny
majgce charakterystyczng sekwencje aminokwasowg ELR (kwas glutaminowy-leu-
cyna-arginina) poprzedzajaca pierwsza konserwatywng cysteine korica aminowego
oraz grupe chemokin nie majgcg motywu ELR [71,74,75].

2. Chemokiny CC majg dwa przylegajgce do siebie aminokwasy cysteinowe
tworzagce motyw CC. Kodowane sg one przez geny obecne na chromosomie 17.
Majg one sekwencje podobng w 25 do 70% [71,74,75].

3. Chemokina C charakteryzuje sie brakiem dwoch (pierwszego i trzeciego)
konserwatywnych aminokwas6w cysteinowych. Znany jest obecnie jeden przed-
stawiciel tej grupy: limfotaktyna/SCM-1. Gen kodujacy te chemokine znajduje sie
na chromosomie 1 [54,55,112,113].

4. Chemokina CX3C ma trzy aminokwasy pomiedzy dwoma pierwszymi ami-
nokwasami cysteinowymi. Gen kodujgcy chemokine tej grupy: neurotaktyna (fra-
ktalina) znajduje sie na chromosomie 16.

Chemokiny sa produkowane przez komorki krwi obwodowej: neutrofile, mo-
nocyty, limfocyty T, ptytki krwi, ale takze przez makrofagi, komorki srodbtonka,
fibroblasty, keratynocyty i komérki miesni gtadkich [51,71,74,75]. Podstawowa
rola ich polega na ,kierowaniu” migracji monocytéw i neutrofilow z tozyska na-
czyniowego do miejsca infekcji [88]. Chemokiny obecne na komérkach $r6dbtonka
stabilizujg pierwotny ,,rolujgcy” ruch leukocytdw przez ich zwigzanie z endotelium,
nastepnie chemokiny zwigzane z heparyng i glikozaminoglikanami proteoglikan6w
tzw. matriks zewnatrzkomérkowego kierujg migracjg leukocytéw wzdtuz wzrasta-
jacego w kierunku ogniska zapalnego gradientu chemokinowego [71,74,89].

Chemokiny C-X-C majgce domene ELR (IL-8, GRO, ENA-78, GCP-2, NAP-2))
dziatajg chemotaktycznie i aktywujgco na neutrofile powodujac ich degranulacje,
uwolnienie mieloperoksydazy oraz innych enzymdéw [1,71,74,75,104]. Chemokiny
C-X-C pozbawione domeny ELR (IP-10, MIG, SDF-1, PF4) oraz chemokiny C-C
(RANTES, MIP-la, MIP-1(3, MCP1/2/3/4, Eotaxin) przyciagajg i aktywujg mo-
nocyty, komoérki dendrytyczne, limfocyty T, komérki NK, limfocyty-B, bazofile
i eozynofile [71,74,75]. Chemokina C (lymphotaktyna/SCM-1) dziata wylgcznie
na limfocyty T [54,55,112,113]. Chemokina CX3C (neurotaktyna) jest biatkiem
zwigzanym z btong komdrkowa i dziata gtownie na jako molekuta adhezyjna dla
limfocytdbw T i monocytéw. Oprdcz roli chemoatraktantéw niektére chemokiny
dziatajg na progenitorowe komorki hematopoetyczne oraz na fibroblasty, komorki
miesni gtadkich, keratynocyty i komorki czerniaka ztosliwego [74,75]. Produkcja
chemokin odbywa sie w odpowiedzi na szereg antygenéw bakteryjnych, wirusowych,
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a takze czynnik6éw powodujgcych uszkodzenie fizyczne tkanek, np. krysztaty mo-
czandw w dnie moczanowej [71,74,75,89].

Receptory dla chemokin nalezg do grupy receptoréw serpentynowych. Majg one
potozony zewnatrzkomdrkowo koniec aminowy (NH2), wewnatrzkomo6rkowy ko-
niec karboksylowy (COOH), siedem domen przezbtonowych zorientowanych po-
przecznie w stosunku do btony komorkowej (ang. seven transmembrane receptors),
trzy wewnatrzkomaérkowe (internal (i) 1-3) i trzy zewnatrzkomérkowe (external
(e) 1-3) petle ztozone z aminokwaséw hydrofilnych i mostek siarkowy #aczacy
cysteiny pierwszej i drugiej petli zewnatrzkomérkowej [75,89].

Receptory te sprzezone sg z biatkami G [8,75,98]. Miejscem wigzacym biatko
G sg druga i trzecia petla wewnatrzkomorkowa (it, i2) [8,75,89]. Zwigzanie che-
mokiny z receptorem aktywuje biatko G, ktére z kolei aktywuje fosfolipaze C.
Hydroliza fosfolipidu btony komoérkowej 4,5-dwufosfo-fosfatydyloinozytolu przez
fosfolipaze C dostarcza 1,4,5-trifosfoinozytolu i diacyloglicerolu [75] Trifosfoi-
nozytol dyfunduje do retikulum endoplazmatycznego i przez otwarcie kanatéw wa-
pniowych w retikulum stymuluje wzrost poziomu wapnia wewnatrzkomorkowego,
aktywujac w ten sposob Ca“+ zalezne enzymy komérkowe [75] Diacyloglicerol
z kolei aktywuje obecne w btonie komdrkowej kinazy biatkowe C [75]. Do petnej
aktywnosci kinazy biatkowej C niezbedny jest takze wzrost poziomu wapnia, co
pozwala na przejscie z obecnej w cytozolu formy rozpuszczalnej kinazy C w postac
zwigzang z btong komdrkowg [75]. Kinaza biatkowa C fosforyluje reszty ami-
nokwasOw seryny i treoniny w enzymach wewngtrzkomoérkowych [75]. Koncowym
efektem pobudzenia receptorajest aktywacja czynnikdw transkrypcyjnych iinicjacja
transkrypcji specyficznych genéw [8,75].

Chemokiny hamujg replikacje HIV

Pierwsze doniesienia o istnieniu czynnikow hamujacych replikacje HIV pochodzg
z 1986 roku [26,37,38,73]. Doniesiono wéwczas, ze limfocyty T CD8+ biorg udziat
w kontroli replikacji wirusa in vivo przez cytolize zakazonych komorek lub wy-
dzielanie czynnikéw supresyjnych dla HIV [11,16,26,37,38,57,73]. Stwierdzono,
ze aktywnos$¢ supresorowa limfocytdw T CD8+ koreluje dodatnio z brakiem postepu
zakazenia HIV-1. Wysoki poziom tych limfocytéw wystepuje u seropozytywnych
0s6b nie wykazujacych postepu choroby przez 12 do 15 lat [26,37,69,80]. Ob-
serwowano, ze czynnikéw hamujacych replikacje przez limfocyty T CD8+ zmniejsza
sie wraz z postepem choroby inarastajgcym uszkodzeniem uktadu immunologicznego
[15,26,37].

W koricu 1995 roku zidentyfikowano hipotetyczne substancje hamujgce przebieg
infekcji. Okazato sie, ze sg to niektére chemokiny (RANTES, MIP-la i MIP-IR)
[23]. Dziataja one chemotaktycznie i aktywujaco na limfocyty T i neutrofile
[67,71,89]. M IP-la powoduje takze aktywacje limfocytow B i komorek NK oraz
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wg niektdrych badaczy ma rowniez dziatanie mielosupresyjne [66]. RANTES i
M IP-la sg ponadto najsilniejszymi czynnikami aktywujacymi eozynofile i bazofile
[16,71,89]. Najwiekszg produkcjg tych chemokin charakteryzujg sie limfocyty T
CD8+ od HIV pozytywnych pacjentéw, [32,37] limfocyty T CD4+ pochodzace
od 0s6b nie zainfekowanych wirusem pomimo wysokiego ryzyka infekcji (homo-
seksualisci i heteroseksualisci potwierdzajgcy stosunki seksualne zHIV pozytywnymi
partnerami) [26,32,69,79] oraz pobudzone antygenami lipopolisacharydowymi ma-
krofagi [101]. Zwigzki te dziatajgc razem hamujg infekcje limfocytéw T, makrofagow,
komorek dendrytycznych oraz komorek mikrogleju - przez M-tropowe szczepy
HIV-1, HIV-2 i SIV. [53] Jednoczes$nie nie zaobserwowano ich wptywu na szczepy
wirusa zaadoptowane do replikacji w laboratoryjnych liniach komérkowych lim-
focytéw T (T-tropowe HIV). RANTES, MIP-la i MIP-IR dziatajg hamujgco na
infekcje wirusem juz w nanogramowych stezeniach [3,23]. Opisano, ze neutralizacja
powyzszych chemokin w hodowlach za pomocg swoistych przeciwciat znosi ich
dziatanie protekcyjne przeciwko infekcji HIV [100,109 ].

Stosunkowo szybko stwierdzono, ze obok chemokin na przebieg infekcji HIV
wplywa szereg innych cytokin. Wiadomo bowiem, ze HIV infekuje bezposrednio
komorki uktadu immunologicznego i jest czynnikiem wptywajacym na ich ciagty
aktywacje. Powoduje to wydzielanie szeregu tzw. cytokin stanéw zapalnych. Stwier-
dzono, ze kilkana$cie z nich pobudza namnazanie HIV zaréwno in vivo w zakazonym
organizmie, jak i po dodaniu do zakazonych wirusem linii komdrkowych. Do
cytokin tych zaliczamy: IL-IB, IL-2, IL-3, IL-6, IL-12; TNF-a i TNF-B, a takze
czynniki stymulujgce wzrostkolonii monocytarnych igranulocytowo-monocytarnych
(M-CSFiGM-CSF) [41,44,45,56,57,58,83]. Z wymienionych powyzej cytokin TNF-
a najsilniej stymuluje replikacje HIV [14,57,58]. Zidentyfikowano réwniez cytokiny
standéw zapalnych hamujace z kolei replikacje HIV. Do najsilniejszych inhibitoréw
zaliczamy: INF-a, INF-B [82] oraz IL-10 [83,105,106]. Wydaje sie, ze poziom
replikacji HIV-1 w komdrkach jednojadrzastych krwi obwodowej jest wynikiem
delikatnej rownowagi miedzy wpltywem tzw. cytokin standw zapalnych oraz Kla-
sycznych chemokin [57,58,82,84]. Uwaza sie jednak, ze o ile chemokiny dziatajg
gtdwnie na proces wnikania wirusa do komorek, to cytokiny zapalne z kolei regulujg
wewnatrzkomorkowa replikacje czasteczek HIV [82,83].

Receptory chemokinowe jako koreceptory dla HIV - tropizm komérkowy wirusa

CCR-5 koreceptor dla M-tropowych wariantéw HIV

Poszukiwanie koreceptoréw wirusa AIDS trwato 10 lat. Za ich istnieniem prze-
mawiaty wyniki badan, w ktérych nie udato sie infekowa¢ komdrek mysich pomimo
tego, ze transfekowane byty one genem kodujgcym ludzki antygen CD4 [15]. Opisano
réwniez linie komdrkowe jak np. U87, ktére pomimo ze wigzaly czasteczki wirusa,
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nie ulegaty infekcji [15]. Historycznie potencjalnymi kandydatami na koreceptor
byty: galaktocerebrozydy btony komérkowej, niektore molekuty adhezyjne, np. LFA-
loraz w przypadku wiruséw optaszczonych przeciwciatami receptory dla fragmentu
Fc immunoglobulin lub biatek dopeiniacza [68].

Obserwacja, ze RANTES, MIP-la i MIP-I8 hamujg wnikanie i replikacje M-
tropowych izolatéw HIV sugerowata, ze receptory chemokinowe moga petni¢ role
koreceptoréw. Postepujgc tym tokiem rozumowania rozpoczeto odpowiednie ba-
dania. W czerwcu 1996 roku pie¢ grup prawie jednocze$nie okreslito receptor CCR-5
wigzgcy: RANTES, MIP-la i MIP-1 [25,85], jako koreceptor dla M-tropowych
izolatow HIV [3,19,22,28,31,32]. Laczna ekspresja CCR-5 i CD4 na komérkach
mysich, kocich, chomika czy tez komorkach ludzkich opornych na infekcje HIV,
czynita je podatnymi na zakazenie i replikacje M-tropowymi, ale nie T-tropowymi
wariantami HIV-1 [3,19,22,32]. Stwierdzono, ze CCR-5 i CD4 obecne na po-
wierzchni komérki umozliwiaja zlanie sie btony komoérkowej i otoczki wirusa i
whnikniecie wirusa do wnetrza komérki [22,28,31,32]. Podtrzymujg takze tworzenie
syncytiow komorkowych (wielojgdrowych komorek olbrzymich) pomiedzy komor-
kami wykazujgcymi na swojej powierzchni ekspresje CCR-5 i CD4 oraz komorkami
majacymi na powierzchni antygeny wirusowe [31,32]. Podkres$li¢ nalezy, ze do
wnikniecia HIV itworzenia syncytiow potrzeba zaréwno ekspresji antygenu CD4,
jak i CCR5. Komorki wykazujace ekspresje tylko CCR-5 bez CD4 nie sg podatne
na infekcje HIV, co wskazuje na role CCR-5 jako koreceptora, a nie gtéwnego
receptora wirusowego [31]. Wysycenie CCR-5 chemokinami zapobiegato infekcji
M-tropowymi izolatami HIV-1 [31]. Stwierdzono réwniez, ze oprécz CCR-5 takze
CCR-2b, petni role koreceptora dla niektérych M-tropowych i dual-tropowych izo-
latow HIV-1 [31]. Ekspresja CCR-5 na pozostajagcych w spoczynku limfocytach
T CD4+jest minimalna. Wzrastajednak w trzy dni po zastymulowaniu tych komarek
za pomocg fitohemaglutyniny lub IL-2 [58].

Badania czynnosciowe utworzonych doswiadczalnie chimer miedzy receptorami
R-chemokin petnigcymi role koreceptoréw HIV oraz receptorami B-chemokinowymi
nie majacymi tych wiasciwosci, pozwolity na okreslenie region6w receptora majacych
kluczowe znaczenie dla infekcji HIV. Podobne wyniki uzyskano przez ocene chimer
pomiedzy ludzkimi i mysimi receptorami B-chemokinowymi. Okazato sie, ze 20
pierwszych aminokwaséw konca aminowego jest wystarczajacych dla okre$lenia
aktywnosci biologicznej koreceptora. Infekcja M-tropowymi HIV-1 jest zalezna
od aminokwasOw zajmujacych pozycje 6-9 korica aminowego, dual-tropowe HIV
wykorzystujg natomiast: 2-gi i 5-ty aminokwas korica aminowego [31,42,36,92].
Druga petla zewnatrzkomoérkowa (e2) wydaje sig, ze nie ma znaczenia w infekcji
HIV [7,42,36,92]. Ma ona jednak kluczowe znaczenie dla funkcji CCR-5 jako
receptora wigzagcego RANTES, MIP-1a i MIP-1R [7,8,36,92]. Oznacza to, ze funkcja
CCR-5 jako koreceptoradla HIV ireceptoradla R-chemokin jest niezalezna. Oznacza
to, ze zmutowany receptor CCR-5 majgcy zdolno$¢ do odpowiedzi na zwigzanie
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naturalnego ligandu, nie musi stuzy¢ koniecznie jako koreceptordla HIV, aczasteczka
wigzaca HIV nie musi przenosi¢ sygnatu indukowanego przez naturalny ligand
[7,8,42,36]. Mato bardzo wazne znaczenie dlaprzysztych implikacji terapeutycznych.
Ostatnio stwierdzono jednak, ze potgczenie biatka otoczki wiruséw M-tropowych
z receptorem CCR-5 powoduje podobny efekt biologiczny jak potgczenie naturalnego
ligandu MIP-1 3, a wiec przenoszenie sygnatu, ktérego efektem jest wzrost poziomu
wapnia wewnatrzkomaérkowego. Do powstania tego efektu potrzebne jest uprzednie
potaczenie wirusa z molekutg CD4. Biatka otoczki wirusa gpl20 powodujg takze
powstanie efektu chemotaktycznego kierowanego przez receptor CCR-5 [107].

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

Podobnie jak receptory B-chemokinowe peinig role koreceptoréw dla M-tro-
powych szczepdw HIV-1, to receptor a-chemokinowy CXCR-4 jest koreceptorem
dla T-tropowych HIV-1 [12, 31,61,70]. Pierwotnie CXCR-4 zostat okre$lony jako
fuzyna (ang. fusin), poniewaz umozliwial zlewanie sie i tworzenie syncytiéw z
komorek wykazujgcych ekspresje otoczki T-tropowych HIV [61,70]. Podobnie jak
w przypadku CCR-5, ekspresja CXCR-4 razem z CD4 czyni komdrki pierwotnie
oporne na infekcje HIV, komorkami podatnymi na wnikniecie T-tropowego i du-
al-tropowego, ale nie M-tropowego HIV-1 [31]. Receptor CXCR-4 ulega ekspresji
na komorkach wielu tkanek i narzadoéw. Jego ekspresje stwierdza sie na komaorkach
hematopoetycznych, komérkach miesniowych serca, komérkach moézgu, ptuc, nerek
i watroby [65]. Naturalnym ligandem dla CXCR-4 jest SDF-1. Zostat on pierwotnie
opisany jako produkt komérek podscieliska szpiku kostnego [76]. SDF-1 jest bardzo
silnym chemoatraktantem dla komérek CD34+, limfocytow T, B i monocytow
[2,27,76]. Powoduje on takze indukcje proliferacji limfocytow pre-B [76]. SDF-1
chroni pierwotnie podatne na infekcje komorki przed zakazeniem T-tropowymi
szczepami HIV-1 [12]. Miejscem wiazania wirusa sa pierwsza i druga petla zewna-
trzkomérkowa (el, e2). Koniec aminowy i trzecia petla zewnatrzkomaérkowa (e3)
nie majg natomiast aktywnosci koreceptorowej [12].

CXCR-4 jest obok antygenu CD4 gtéwnym receptorem komérkowym dla nie-
ktorych izolatéw HIV-2 [35,88]. Ekspresja CXCR-4 okazuje sie wystarczajgca do
infekcji i tworzenia syncytiow przez HIV-2, nawet wtedy gdy infekowane komarki
nie majg na powierzchni antygenu CD4 [35,88]. Dziatanie tojest catkowicie znoszone
przez specyficzne przeciwciata anty CXCR-4. Receptor ten znika z powierzchni
komaérki wkrétce po jej zakazeniu HIV [5]. Zalezne to jest od dwéch mechanizmoéw:
1) zwigzania receptora w zainfekowanej komérce w obrebie retikulum endopla-
zmatycznego z nowo produkowanymi biatkami otoczki wirusowej, co jest chara-
kterystyczne dla wiekszosci pierwotnych receptorow retrowirusowych oraz 2)
naturalnej odpowiedzi receptoréw chemokinowych na zwiazanie ligandu, ktéra po-
lega na internalizacji endosomalnej receptora i ligandu [5].
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Dalszy rozw0j badan nad koreceptorami HIV: CCR-8, CCR-3, STRL-33, V-28
receptory chemokinowe stuzace jako koreceptory dla T- i M-tropowych szczepdéw
wirusa

Obserwacja, ze zablokowanie CCR-5 i CXCR-4 nie chroni catkowicie przed
infekcja niektérymi szczepami HIV, sugerowala, ze istniejg takze inne koreceptory
dla wirusa AIDS.

Postepujac powyzszym tokiem rozumowania udato sie sklonowa¢ geny kodujace
receptory chemokinowe: CCR-8 i STRL-33. Receptor CCR-8 ma naturalny ligand
1-309. Wystepuje on na powierzchni komérek jednojgdrzastych krwi obwodowej
i limfocytbw T CD4+ i CD8+ oraz na stymulowanych lipopolisacharydem mo-
nocytach. Okazato sig, ze jest on waznym koreceptorem dla infekcji HIV in vivo
[50,90,91]. CCR-8 petni funkcje koreceptora zaréwno dla M, jak i T tropowych
szczepdw HIV-1 oraz HIV-2, a takze dla niektérych szczepdw SIV [50,90]. Zdolnos$é
do wigzania CCR-8 z T-tropowymi otoczkami wiruséw doréwnuje efektywnoscig
funkcji CXCR-4 [91]. Receptor ten stuzy takze jako koreceptor dla niektérych
dual-tropowych HIV. Zwigzanie naturalnego ligandu-1-309 z powierzchnig receptora
blokuje infekcje 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, wystepuje on na komérkach $ledziony,
weztow chionnych, grasicy [29,63]. Ekspresje tego receptora stwierdzono réwniez
w szpiku kostnym i krwi obwodowej. Podobnie jak w przypadku CCR-8 moze
to by¢ jeden z wazniejszych receptorow zaréwno w przypadku infekcji pierwotnej,
jak i poZniejszej replikacji wirusa.

CCR-3 okazat sie by¢ gtownym (oprécz CCR-5) koreceptorem dla HIV na ko-
morkach mikrogleju, co wskazuje na udziat powyzszego koreceptora w infekcji
osrodkowego uktadu nerwowego [22,31,59,91]. Jego naturalny ligand Eotaxin ha-
mowat bowiem infekcje i proliferacje wirusa w komdérkach mikrogleju silniej niz
RANTES, MIP-la i MIP-IR, ktére sg ligandami CCR-5. Funkcja CCR-3 jako
koreceptora zalezy od jego ekspresji na powierzchni komérki. W przypadku, gdy
ekspresja jest wysoka, stuzy on jako koreceptor dla szerokiej gamy M-, T- i du-
al-tropowych szczepéw HIV. Gdy na powierzchni komérki znajduje sie niewiele
czasteczek receptora, wykorzystywany jest on gtéwnie i najbardziej efektywnie
przez M-tropowe wirusy [91].

Ostatni z tej grupy receptor V-28 wystepuje na powierzchni komoérek tkanki
nerwowej i limfatycznej. Jego budowa jest podobna jak innych receptordw che-
mokinowych, nie znana jest jednak funkcja oraz naturalny ligand. Stuzy on jako
koreceptor dla T-tropowych i dual-tropowych szczepdw HIV oraz jedyny receptor
dla niektérych szczepéw HIV-2 [88,91]. Jego obecnos¢ w osrodkowym uktadzie
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nerwowym moze mie¢ wazne implikacje dla infekcji neurotropowymi szczepami
wirusa [86,88].

Ostatnio  stwierdzono roéwniez, ze homolog receptoréw chemokinowych ko-
dowany przez cytomegalowirusy-f/5'28 moze stuzy¢ jako koreceptor dla M-tro-
powych HIV. Wydajnos$¢ infekcji jest jednak w tym przypadku znacznie nizsza.
Znaczenie tego receptora moze wynikaé¢ z tego, ze jest on kodowany przez inny
wirus. By¢é moze infekcja CMV czyni poczatkowo oporne na zakazenie komorki
podatnymi na infekcje HIV [91].

Patogeneza infekcji HIV - udziat koreceptorow

Szczepy HIV-1 wystepujace u pacjentdw bedacych w poczagtkowym okresie za-
kazenia uzywaja jako koreceptora receptory dla beta-chemokin, przede wszystkim
CCR-5, ale prawdopodobnie takze CCR8, STRL-33 iV-28 [19,29,91]. Sg to szczepy
wirus6w M-tropowych, ktére tatwo infekujg makrofagi i nie indukujg powstawania
syncytiow komoérkowych [53]. Powyzsze szczepy wirusa przenoszg infekcje z pa-
cjenta na pacjenta i infekcja wirusami M-tropowymi blokowana jest przez RAN-
TES, MIP-la i MIP-IR [3,53,77].

W miare postepu choroby wirus podlega zmianom adaptacyjnym i zaczyna wy-
korzystywa¢ oprécz CCR-5, STRL-33 i CCR-8 w wiekszym stopniu receptory
dla wiruséw dual-tropowych: CCR-3, CCR-2b [22,31,63,95]. W tym okresie za-
kazenia oprécz M-tropowych wariantow wystepujg takze wirusy dual-tropowe. Wi-
rusy te charakteryzujg sie zdolnoscig do infekcji zarbwno makrofagéw, jak i
transformowanych linii komoérkowych limfocytow T. Wirusy dualtropowe majg
juz zdolno$¢ do indukowania powstawania syncytiow komdrkowych [31].

W zaawansowanym okresie choroby zaczynajg dominowac¢ T-tropowe szczepy
HIV, ktére infekujg transformowane limfocyty T ipowodujg powstawanie syncytiow
(S1) [95]. Uzywaja onejako koreceptora gtownie receptor dla alfa-chemokin CXCR-4,
ale takze CCR-8, STRL-33 i V-28 [29,63,91,95]. Infekcja wirusami T-tropowymi
nie jest juz blokowana przez RANTES, MIP-la i MIP-IR, lecz przez SDF-1 i
1-309 ligand dla receptora CCR8 [91,95]. Okres ten wigze sie z gwattownym ob-
nizeniem poziomu limfocytow CD4+, wzrostem poziomu krgzacych wiriondéw i
pogorszeniem stanu klinicznego. Nie jest jednak jasne, czy spadek poziomu lim-
focytdw CD4+ jest przyczyng czy tez skutkiem zmiany tropizmu wirusa. Nalezy
nadmienié, ze u chorego nadal wystepuja dual- i M-tropowe szczepy HIV, lecz
nie sg one juz populacjg dominujacg [116]. Przyczyng zmiany fenotypu wirusa
i typu uzywanego koreceptora jest prawdopodobnie selekcja wywierana przez spe-
cyficzne i niespecyficzne mechanizmy immunologiczne. Selekcja ta przez zmiane
koreceptora faworyzuje warianty HIV mogace wcigz infekowac i replikowa¢ w
komorkach zakazonego organizmu pomimo wysokiego poziomu RANTES, MIP-1a
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i MIP-IR. Jest to swoista ,,ucieczka” przed blokujgcym infekcje wptywem chemokin.
U podtoza zmian fenotypu lezag mutacje genu kodujacego otoczke HIV [116].
Ze wzgledu na fakt, ze w przeciwienstwie do CCR-5 dystrybucja komérkowa
CXCR-4 jest znacznie szersza, zmiana uzycia koreceptora otwiera dodatkowe ,,ni-
sze”,w ktérych HIV moze replikowaé. Receptor CCR-3 jest gtdbwnym koreceptorem
dla HIV obecnym w o$rodkowym uktadzie nerwowym na komérkach mikrogleju,
co umozliwia efektywna replikacje HIV wewnatrzosrodkowego uktadu nerwowego
po przekroczeniu bariery krew-mézg. Ponadto stwierdzono, ze pobudzone przez
aktywacje receptorow CD3 i CD28 limfocyty T wykazujg zmiane ekspresji ko-
receptora z CCR-5 na CXCR-4 [18]. Przemawia to za tym, ze infekcja wirusowa
powoduje powiekszanie puli komérek, ktdre moze infekowaé. Warto podkreslié,
ze CXCR-4 jest gtdbwnym receptorem chemokinowym na spoczynkowych limfo-
cytach T, ktdre nie miaty nigdy kontaktu z antygenem (fenotyp CD26low, CD45RA+,
CD45R0’) [108], natomiast CCR-5 przewaza na aktywowanych limfocytach T pa-
mieci immunologicznej (fenotyp CD26high, CD45RAlow, CD45R0+) [110]. Lim-
focyty T CD45RA+(majace receptor CXCR-4) sg populacjg przebywajgcag w obrebie
weztéw chionnych, natomiast limfocyty T CD45RO+ majace koreceptor CCR-5
majg zdolnos$¢ szerokiej migracji pomiedzy wszystkimi narzgdami limfatycznymi
[94,99]. Wystepujg wiec w miejscach potencjalnego wniknigcia wirusa do organizmu,
np. w btonach $luzowych narzgdéw piciowych [39,43,97]. Powoduje to, ze HIV
moze zosta¢ bardzo szybko przeniesiony do odlegtych narzadéw limfatycznych.

MOLEKULARNE PODSTAWY INTERAKCJI HIV
Z RECEPTOREM | KORECEPTOREM

Wysoce swoista reakcja pomiedzy glikoproteing otoczki wirusa a antygenem
CD4 lezy u podstawy patogenezy AIDS. Powinowactwo biatek otoczki wirusa do
antygenu CD4 stanowi podstawe tropizmu HIV do komérek majacych na swojej
powierzchni ten antygen, a wiec limfocytéw T CD4+ i komérek linii monocy-
towo-makrofagowej [40,60].

Antygen CD4 nalezy do nadrodziny antygenéw immunoglobulinowych. Ma on
cztery zewnatrzkomérkowe domeny (D1-D4) odpowiadajagce domenom zmiennym
taricucha lekkiego immunoglobulin (rys. 1) [40]. Region CDR-2 (aminokwasy 43-50)
domeny D ljest podstawowym dla zwigzania gp 120 wirusa, natomiast region CDR-3
(aminokwasy 80-100) bierze udziat w fuzji btony komorkowej i otoczki wirusa
(rys. 2) [21,40,62].

Biatka otoczki wirusa syntetyzowane sg w retikulum endoplazmatycznym zain-
fekowanej komorki jako glikozylowany prekursor gpl60 [15]. W czasie transportu
w aparacie Golgiego proteazy trawig gpl60 na dwie glikoproteiny gp!20 i gp4l
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RYSUNEK 1. Pierwsza faza infekcji - potaczenie biatka gp 120 otoczki wirusa z receptorem CD4 i
koreceptorem chemokinowym

[15]. Gp 120 ma miejsce wigzace z duzym powinowactwem antygen CD4 (domena
C4), [15] natomiast gp41l, glikoproteina btonowa stanowi element ,,umocowujacy”
wirusa na btonie komoérkowej infekowanej komérki (rys. 2). Wiaczane do otoczki
wirusa podczas tzw. paczkowana (ang. budding) fragmenty gpl20/gp41l tworza
charakterystyczne kolce na powierzchni [15].

Zwigzanie gpl20 z CD4 powoduje zmiany struktury tréjwymiarowej biatek oto-
czki wirusa i ekspozycje hydrofobowego regionu gp4l odpowiedzialnego za zwia-

RYSUNEK 2. Whnikniecie domeny fuzogennej gp 41 do btony komdérkowej poprzedzajace zlanie sie
otoczki wirusa z btong komérkowa
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zanie z btong komdrkowga atakowanej komorki (rys. 2). Wnikniecie domeny hy-
drofobowej do btony komdrkowej zapoczatkowuje zlanie sie otoczki wirusa i btony
komdrkowej, co daje dostep kapsydowi wirusowemu zawierajacemu RNA do wnetrza
komérki (rys. 2). CXC-4 i CCR-5 biorg udziat w ostatnim dopiero etapie infekcji
powodujac zlanie sie btony komdrkowej z otoczka wirusa (rys. 2)[24,100]. Komorki
wykazujgce na swojej powierzchni ekspresje tylko CD4 bez koreceptora moga zwig-
zaé wirusa przez gpl20, ale nie dochodzi do fuzji otoczki wirusa i btony komérkowej
[24,104,111]. Dopiero zwigzanie gpl20 z koreceptorem powoduje dodatkowe zmia-
ny konformacyjne otoczki wirusa pozwalajgce na pelne ujawnienie regionu hy-
drofobowego gp4l [100]. Regionem otoczki o kluczowym znaczeniu dla zwiazania
koreceptora jest trzecia domena nadzmienna (V3) gpl20 (rys. 2) [24,111]. Prze-
ciwciata skierowane przeciwko domenie V3 blokujg interakcje wirusa z koreceptorem
[9,72,68]. Sita wigzania gpl20 z CCR-5 czy CXCR-4 jest determinowana przez
stabilizujgcy wptyw interakcji gp 120-CD4 [70,99,109]. Komorki majace tylko CCR-5
na powierzchni mogg zwigza¢ gpl20, ale jest to wigzanie bardzo stabe [61,109].
Procesy molekularne zachodzace podczas infekcji komorki przez HIV podsumowano
na rysunkach 1i 2.

Naturalne ligandy koreceptoréw dla HIV RANTES, MIP-la i MIP-IB moga
zapobiegaé infekcji przez blokowanie zwigzania regionu nadzmiennego biatek oto-
czki wirusa z koreceptorem. Zwigzanie otoczki wirusa z koreceptorem blokuje dostep
do niego naturalnych ligandéw [3,61,109].

KORECEPTORY A OPORNOSC NA INFEKCJE -
DELECJA CCR-5, MUTACJA CCR-2

Zidentyfikowanie koreceptoréw dla HIV pozwolito m.in. na zrozumienie mo-
lekularnych podstaw opornosci na infekcje M-tropowym HIV u niektdrych oséb
narazonych na czeste kontakty seksualne z zakazonymi HIV. Limfocyty CD4+ i
makrofagi tych os6b wymagaja okoto 1000 razy wigkszej dawki M-tropowego
HIV dla zainicjowania infekcji niz komorki pochodzace od nieeksponowanych na
HIV dawcéw, ponadto produkujg one okoto 10-krotnie wiecej RANTES, MIP-la
i MIP-IR [17,22,30,79,80]. Pomimo ze niewielka frakcja komorek zostaje zain-
fekowana nienaturalnie wysokim mianem wirusa, replikacja nie jest w nich pod-
trzymywana [69,79,80]. Jednoczes$nie infekcja T-tropowym HIV przebiega tatwo,
juz przy niskiej, podobnej jak w grupie kontrolnej dawce wirusa [69,79,80].

Oporno$é na infekcje okazata sie mie¢ podstawy genetyczne. Stwierdzono, ze
u 0séb nie zakazonych pomimo czestych ekspozycji na HIV istnieje homozygotyczny
defekt genu kodujgcego CCR-5. Zmutowane allele zawierajg wewnetrzng delecje
32 zasad (nukleotydy 794-825) w regionie odpowiadajagcym drugiej petli
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zewnatrzkomorkowej [64,80,92]. Gen zawierajacy delecje koduje znacznie skrécony,
zawierajacy tylko 215 aminokwaséw (typ dziki sktada sie z 352 aminokwaséw)
polipeptyd [52,64,92]. Mutacja powoduje brak ekspresji receptora w cytoplazmie
ina powierzchni komorki [64,80]. Defektywny gen kodujagcy CCR-5 ma autosomalng
lokalizacje i dziedziczenie delecji nie jest zwigzane z picig [52,64,92]. Jednojadrowe
komorki krwi obwodowej os6b majacych defekt homozygotyczny nie wykazujg
odpowiedzi na stymulacje CCR-5 przez RANTES, MIP-la i MIP-IR, sg jednak
w petni zdolne do odpowiedzi na stymulacje innych receptoréw chemokinowych
[52,92]. Osoby majace ten defekt sg zdrowe, bez zadnych objawow klinicznych.
Brak szczegdlnego fenotypu zwigzanego z brakiem CCR-5 wynika z natury systemu
chemokin. Kilkanascie receptorow chemokinowych ma wsp6lne ligandy i szerokg
dystrybucje tkankowg. Dlatego u oséb homozygotycznych wobec zmutowanego
allelu, brak CCR-5 moze by¢é kompensowany przez inne receptory np. CCR-1,
ktory ma podobny profil wigzania ligandéw. Czestos¢ wystepowania homozygo-
tycznej delecji oceniana jest w populacji kaukaskiej zachodniej Europy na okoto
1% [52,80,92]. Jednocze$nie w innych badanych populacjach z Wenezueli, za-
chodniej i Srodkowej Afryki iJaponii nie znaleziono homozygotycznej formy zmu-
towanego genu [80,92].

Stwierdzono, ze pojedyncza delecja (defekt heterozygotyczny) nie chroni jednak
przed zakazeniem HIV. W niektérych badanych grupach postep choroby byt wol-
niejszy, zwigzane to jest z wolniejszym spadkiem poziomu limfocytéw CD4+, co
wynika ze zmniejszonej zdolnosci do replikacji HIV w komérkach heterozygot
(okoto 4- do 10-krotnie mniejsza produkcja wirusa in vitro) [52,80,92]. Ocenia
sie, ze osobnicy heterozygotyczni stanowig okoto 18% populacji kaukaskiej [52,92].

Nie wiadomo réwniez, czy defekt homozygotyczny catkowicie chroni przed za-
kazeniem HIV-1. W populacji 1252 zakazonych homoseksualistdw nie znaleziono
zadnego bedgcego homozygota pod wzgledem delecji, podczas gdy heterozygotami
byto tylko 3,6% zakazonych [80]. Z badan in vitro wiadomo, ze oprécz CCR-5
takze CCR-3, CCR-2b, CCR-8, STRL33, V28 i CXC-4 sg koreceptorami dla HIV-1
[91]. Jak czesto inne niz CCR-5 koreceptory sg uzywane przy pierwotnej infekcji
HIV-1 in vivo, nie zostato jeszcze okreslone. Wydaje sie jednak, ze CXC-4, CCR-8
i STRL33 raczej nie stuzgjako koreceptory podczas pierwotnego zakazenia wirusem.
Prawdopodobnie pierwotna infekcja podtrzymywana jest tylko przez komérki wy-
kazujgce ekspresje CCR-5, ale nie CXC-4 czy innych koreceptoréw chemokinowych.
Wiadomo, ze gtownym obiektem ataku HIV podczas pierwotnego zakazenia sg
aktywowane limfocyty T o fenotypie CD26higICD45RA owCD45R0O+, wykazujgce
wysokg ekspresje CCR-5 [99,110]. Infekcja T-tropowymi, indukujgcymi syncytia
izolatami HIV-1 moze nastagpi¢ przejsciowo po kontakcie seksualnym, ale nieko-
niecznie musi dojs¢ do zakazenia systemowego, kiedy to dalsza replikacja wirusa
wymaga infekcji makrofagow, ktdre sg oporne na zakazenie T-tropowymi wirusami
[97,110]. Do podtrzymania infekcji potrzebna jest kooperacja miedzy makrofagami,
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komdrkami dendrytycznymi i limfocytami T pamieci immunologicznej, a te ostatnie
moga podtrzymywac replikacje tylko M-tropowych wariantéw HIV [94,110]. U
niektérych osdb wazng role moze tez odgrywac silna cytotoksyczna odpowied?
na zakazenie warunkowana przez limfocyty CD8+[78]. Z drugiej strony istniejg
doniesienia o zakazonych wirusem pacjentow, ktérzy sg homozygotami wobec
delecji genu CCR-5 [33,93]. Sg to jak na razie tylko trzy izolowane przypadki,
dwa z nich dotycza chorych na hemofilie, ktérzy otrzymywali duze dawki preparatéw
krwiopochodnych. Doszto wiec u nich prawdopodobnie do zakazenia T-tropowym
szczepem HIV wykorzystujgcym koreceptory inne niz zmutowany CCR-5 [33,52].

Badajgc populacje chorych zainfekowanych HIV, nie wykazujgcych szybkiego
rozwoju AIDS wykryto ostatnio mutacje koreceptora CCR-2. Mutacja dotyczy po-
jedynczego aminokwasu pierwszego regionu przezbtonowego receptora i nie wptywa
na ekspresje CCR-2 na powierzchni komoérki [96]. Wystepuje ona z czestoscig
10-15% w populacji kaukaskiej i jest niezalezna od obecnos$ci mutacji receptora
CCR-5. Pomimo ze mutacja ta nie ma zadnego wpitywu na czesto$¢ zakazenia
wirusem, osobnicy majacy zmutowane allele wykazujg wolniejszy przebieg choroby
i wystgpienie petnoobjawowego AIDS jest u nich p6zniejsze o okoto 2 do 4 lat
[96]. Ciekawe jest, ze okoto 25% zakazonych HIV, u ktérych nie byto postepu
choroby przez co najmniej 16 lat, ma mutacje genu kodujgcego CCR-5 lub CCR-2
[96]. Mozna przyja¢, ze wystapienie mutacji receptora CCR-2 moze wptywac bez-
posrednio na stopien ekspresji CCR-5.

WIRUS AIDS A USZKODZENIE UKtADU
KRWIOTWORCZEGO

Przedtuzajace sie zakazenie HIV prowadzi do wystapienia cytopenii. Najczestszg
cytopenig u 0s6b zakazonych HIV jest niedokrwisto$é. Okoto 10 do 20 procent
pacjentdw ma niedokrwisto$¢ juz podczas rozpoznania zakazenia HIV, odsetek ten
rosnie do 80% w miare rozwoju petnoobjawowego AIDS. Niedokrwisto$¢ zwigzana
z zakazeniem jest w wiekszosci niedokrwisto$cig normochromiczng i normocytowg
z niskim poziomem retikulocytéw. Druga najczestszg cytopenia jest leukopenia
wystepujaca u 35 do 70% pacjentéw z AIDS, ze zmniejszong liczbg neutrofiléw,
limfocytow, monocytow, a takze obecnos$cig nietypowych limfocytow i zwakuo-
alizowanych monocytéw w rozmazie [15]. W 30 do 60% przypadkéw AIDS ob-
serwuje sie roéwniez trombocytopenie, ktérej wystgpienie jest niezalezne od
obecnosci innych cytopenii i w odréznieniu od nich nie wptywa na prognoze
rozwoju choroby [15].

Niedokrwistos¢ i leukopenia w przebiegu AIDS zwigzana jest najczesciej z usz-
kodzong erytropoezg i mielopoezg. Wiekszos$¢ pacjentéw z HIV ma morfologiczne
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nieprawidtowosci szpiku kostnego. Najcze$ciej wystepujaca nadkomoérkowos$é szpi-
ku (50 do 60% przypadkow) jest zwigzana z hyperplazja jednej lub wiecej nie-
limfoidalnych linii komoérkowych. Dysplazja przynajmniej jednej linii komoérkowej
szpiku zdarza sie u okoto 70% pacjentow z HIV. Najczestsze jest dysplastyczne
dojrzewanie linii granulocytamej z czestag wakuolizacjg prekursorow granulopoezy.
Rzadziej wystepuje dysplazja linii erytroidalnych (2/3 pacjentéw) i megakariocy-
tamych (1/3 pacjentéw) [15].

Niedawne odkrycie, ze ludzkie komorki progenitorowe zar6wno prymitywne,
jak i bardziej dojrzate wykazujace ekspresje antygenu CD34 majg na swojej po-
wierzchni w duzym odsetku (50 do 65% ) takze antygen CD4 bedacy receptorem
dla wirusa, ma znaczgce implikacje dla zrozumienia patogenezy cytopenii w prze-
biegu AIDS [2,27,112]. llo$¢ antygenu CD4 na powierzchni komdrek progenito-
rowych jest poréwnywalna do ilosci obserwowanej na powierzchni monocytéw
i okoto 20 razy nizsza niz na limfocytach T [2,27]. Najwieksza ekspresja CD4
wystepuje na powierzchni komorek progenitorowych linii mielo-monocytowej i
jest wyzsza niz linii erytroidalnej czy megakriocytarnej. Dzieki obecnosci receptora
dla wirusa komorki progenitorowe moga wigzaé bezposrednio antygen gpl20 oto-
czki wirusa, ale nie wydaje sie, aby byly infekowane przez HIV. Nie udato sie
jak dotad wykaza¢ obecnosci DNA wirusowego w izolowanych komdrkach pro-
genitorowych, nawet prz® uzyciu metod pozwalajgcych na detekcje 100 kopii wi-
rusowego DNA wsrod 10 komoérek. Funkcjonalna zdolnos$é wczesnych linii komorek
progenitorowych do réznicowania sie w komorki bardziej zréznicowane jest jednak
u chorych z HIV upos$ledzona; mniejsza niz u 0s6b niezakazonych jest takze bez-
wzgledna liczba fenotypowo wczesnych (CD34+/CD38') komdrek progenitorowych
[2]. Dyskutuje sie kilka mozliwych mechanizmdw prowadzacych do spadku liczby
wczesnych progenitorow hematopoezy w przebiegu zakazenia HIV. Pierwszy do-
tyczy defektu tzw. mikrosrodowiska krwiotwdérczego. Wiadomo bowiem, ze lim-
focyty T, monocyty/makrofagi czy komérki retikulame i fibroblasty sg bardzo
waznymi sktadnikami mikrosrodowiska szpiku. Wydzielajg one szereg cytokin i
czynnikéw wzrostowych [15]. Infekcja tych komérek przez HIV i stymulacja wy-
dzielania przez nie niektoérych cytokin, szczeg6lnie TNF-a, TGF-B, IL-2, IL-6,
IL-1 i chemokin (MIPIl-a) moze w sposéb specyficzny wptywaé na hamowanie
hematopoezy bezposrednio lub przez modyfikacje molekut adhezyjnych na powie-
rzchni komérek szpiku kostnego. Po drugie zwigzanie antygenu gp 120 otoczki wirusa
na powierzchni komoérek progenitorowych moze powodowac ich apoptoze. In vitro
zwigzanie antygenu gpl20 powodowato znaczacy wzrost procentu komérek pro-
genitorowych gingcych w skutek apoptozy i spadek liczby formowanych przez
nie kolonii. Z innych czynnikéw mogacych powodowa¢ spadek ilosci wczesnych
komorek progenitorowych i cytopenie nalezy wymieni¢ infekcje oportunistyczne
(szczeg6lnie wirusem cytomegalii i Parvowirusem P19) oraz powiktania po sto-
sowaniu lekéw anty-wirusowych [15].
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Ostatnio stwierdzono, ze ludzkie komérki CD34+ majg ekspresje mRNA ko-
dujacego CXCR-4, a w mniejszym stopniu ekspresje mRNA kodujgcego CCR-5
[27]. Z badan naszego zespotu wynika natomiast, ze komaérki CD34+ majg ekspresje
biatka CXCR-4 na powierzchni, podczas gdy receptor CCR-5 jest niewykrywalny.
Przemawia to za tym, ze komoérki CD34 majace ekspresje CD4 i CXCR-4 mogtyby
byé zakazane wirusem T-tropowym w zaawansowanym etapie choroby [87]. Mo-
zliwos¢ te sprawdzamy obecnie eksperymentalnie.

IMPLIKACJE TERAPEUTYCZNE ODKRYCIA
KORECEPTOROW INFEKCJI HIV

Jeszcze pottora roku temu infekcja HIV i postep zakazenia wydawatly sie nie-
uchronnie prowadzi¢ do $mierci. Zrozumienie roli receptoréw chemokinowych w
przebiegu tego schorzenia pozwala z umiarkowanym optymizmem podej$¢ do no-
wych strategii leczenia i zapobiegania chorobie. Jedng z oczywistych strategii bedzie
blokowanie interakcji pomiedzy otoczkg wirusa a receptorami chemokinowymi.
Jest to tym bardziej uzasadnione, gdyz jak stwierdzono inne domeny czynnosciowe
receptora odpowiadajg za interakcje z chemokinami, a inne za interakcje z anty-
genami wirusa. Stwierdzono réwniez, ze nawet catkowity wrodzony brak CCR-5
nie powoduje uchwytnych fenotypowo zmian u osobnikéw wykazujgcych delecje
tego receptora [52,64,93].

W projektowaniu lekow dziatajgcych na koreceptor panujg obecnie cztery gtowne
koncepcje.

Pierwsza z nich zaklada podawanie antagonistéw peptydowych blokujgcych
CCR-5. Zwiazki te muszg mie¢ duze powinowactwo do receptora, by¢ nietoksyczne
i najlepiej podawane doustnie. Wydaje sie, ze toksycznos¢ jest w tej chwili naj-
wiekszym problemem w tej grupie lekow.

Druga strategia zaktada uzycie ago-antagonistéw, ktére nie tylko blokujg ko-
receptor przed dostepem dla HIV, ale przez dziatanie agonistyczne powodujg za-
hamowanie ekspresji receptora na powierzchni komorki.

Trzecig strategig jest podawanie przeciwciat przeciwko CCR-5. Wyprodukowano
i testuje sie obecnie osiem réznych przeciwciat przeciwko CCR-5 [33]. Przeciwciata
te, pomimo ze sg silniejsze niz matoczgsteczkowe peptydy blokerami koreceptorow,
majg kilka wad: sg drogie, muszg by¢ podawane w iniekcjach i ich dziatanie trwa
tylko przez kilka miesiecy do czasu powstania odpowiedzi immunologicznej prze-
ciwko obcym przeciwciatom.

Wreszcie ostatnia z proponowanych strategia zaktada uzycie modyfikowanych
chemokin wigzacych sie z receptorem, ktére nie majg wasciwosci agonistycznych,
a co wazniejsze nie bedgcych chemoatraktantami dla komdrek zapalnych. Pierwsze
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badania nad modyfikowang czasteczkg RANTES sg bardzo obiecujgce. Testowany
obecnie analogon RANTES majacy delecje oSmiu aminokwaséw kofca aminowego
ma duze powinowactwo do CCR-5, hamuje skutecznie infekcje makrofagéw przez
HIV inie majednocze$nie wiasciwosci chemotaktycznych iaktywujgcych leukocyty
[6]. Podobnie dobre rezultaty uzyskano z modyfikowanym M IP-la [33].

Podobne prace trwajg nad opracowaniem skutecznej strategii zablokowania funkcji
koreceptorowej CXCR-4. Zablokowanie funkcji powyzszego receptora pozwolitoby
na op6znienie postepu choroby, szczeg6lnie rozwoju petnoobjawowego AIDS. Pro-
wadzone sgjuz pierwsze proby z przeciwciatami monoklonalnymi przeciwko CXCR-
4 [33,70]. Zwigzanie przeciwciata z CXCR-4 ma blokowa¢ wnikanie T-tropowych
wirusow do komorki. Strategia ta ma szanse powodzenia, poniewaz po zwiazaniu
ligandu CXCR-4 ulega przemieszczeniu do wnetrza komérki i ich ponowna ekspresja
jest niepetna i op6zniona [5]. Tylko okoto 12% pierwotnie obecnych na powierzchni
czasteczek receptora dostaje sie z powrotem z endosomow do btony komérkowej
[5]. Okazato sie jednak, ze niektére szczepy wirusowe potrafig infekowa¢ komorki
pomimo zablokowania CXCR-4 [33]. Wykorzystujg one prawdopodobnie inne re-
ceptory chemokinowe: CCR-8, STRL-33 lub V-28 [91]. Podstawy teoretyczne ma
takze zastosowanie terapii genowej, ktorej efektem bytoby hamowanie ekspresji
receptorow w komorkach np. za pomocg strategii oligomeréw antysensowych. Jest
to jednak jak na razie dalsza przyszto$¢. Rozwaza sie rowniez opracowanie sku-
tecznych szczepionek, ktére powodowatyby powstawanie specyficznych przeciwciat
blokujacych koreceptory.

Inna strategia zaktada stworzenie wektorow retrowirusowych majgcych geny
kodujgce receptor CD4 i receptor chemokinowy. Wektor taki infekuje selektywnie
komorki zakazone HIV i majace na swojej powierzchni ekspresje biatek otoczki
wirusowej. Dzieki temu mozliwe bedzie transfekowanie genéw przeciwko HIV
tylko do komérek zakazonych wirusem [34].

Przyszto$¢ pokaze, czy nowe leki okazg sie skuteczne. Najwiekszym problemem
bedzie prawdopodobnie niezwykly fenomen zwigzany z biologig HIV polegajacy
na zdolnoSci do szybkiego tworzenia i selekcji ochronnie dziatajagcych mutacji.
Wigze sie z tym pojawianie sie opornosci na leki i mechanizmy immunologiczne
indukowane przeciwko wirusowi. Zgodnie z powyzszym stwierdzono, np. ze HIV
moze bardzo szybko mutowa¢ powodujac powstawanie szczepéw opornych na blo-
kowanie np. jednej z czesci koreceptora CCR-5. Wirus moze wtedy wykorzystywac
inne domeny biatka receptorowego. Odkrycie nowych koreceptorow, szczegoOlnie
szeroko wykorzystywanych przez M- i T-tropowe szczepy HIV CCR-8 i STRL-33
sugeruje, ze wirus moze fatwo zmienia¢ typ uzywanej do infekcji molekuty. Postepy
biologii molekularnej i inzynierii genetycznej daja jednak badaczom do reki coraz
to nowe narzedzia do walki z wirusem w tym wysScigu i pozwalajg bardziej opty-
mistycznie niz kilka lat temu spojrze¢ w przysztosc.
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Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, Zaktad Nerobiologii
Molekularnej i Komorkowej, Warszawa

W dniach 4-8 pazdziernika 1997 roku odbyta sie Pierwsza Europejska Konferencja
na temat Sygnatéw Wapniowych w Jadrze Komérkowym™**. W czasie konferencji
zorganizowano sze$¢ sesji naukowych o nastepujacych tytutach:

1. Pula wapnia w jadrze i w cytoplazmie - wymiana i regulacja,

Otoczka jadrowa i pory w otoczce jadrowej - struktura i przepuszczalnosc,
Systemy transportujgce wapn w otoczce jagdrowej,

Kalmodulina i jej biatka docelowe w otoczce jgdrowej,

Rola jonéw wapnia w aktywacji transkrypcji,

. Wapn w jadrze i biatka wigzace waprh w patologii komorki.

Gtéwnym tematem pierwszej sesji byto znalezienie odpowiedzi na pytanie, czy
stezenie jondw wapnia w jadrze komdrkowym jest zalezne od stezenia tych jonéw
w cytoplazmie i czy zmienia sig, gdy stezenie wapnia w cytoplazmie wzrasta na
skutek aktywacji komorki. Jezeli poziom wapnia podnosi sie identycznie w obu
przedziatach komérki, to znaczy, ze otoczka jagdrowa nie stanowi zadnej bariery
dla wapnia. Natomiast jesli poziom jonéw wapnia w jadrze jest inny niz w cy-
toplazmie, to w pewnych warunkach otoczka jgdrowa stanowi¢ moze bariere dla
tych jonow. W omawianych na sesji doswiadczeniach stosowano rdézne metody

0.0":“.03!\’

*Praca zostata przygotowana dzigki grantowi KBN nr 6P04A 012 11.

** Obszerny raport na temat tego sympozjum ukazat sie w Celi Calcium 22 (5), 313-319, 1997;
natomiast najnowsze informacje na temat ultrastruktury i funkcjijadra komérkowego mozna znalez¢
w Postepach Biologii Komoérki 24, Supl. 9, 1997.
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badania poziomu jondw wapnia w komorce oraz rézne typy komorek. | tak, poziom
ten oznaczano po podaniu estrowych pochodnych sond fluorescencyjnych wrazliwych
na wapn, takich jak Fura 2, iniekcji tych sond, iniekcji biatek wrazliwych na wapn
(ekworyny), transfekcji komérek wektorami ekspresyjnymi kodujagcymi ekworyne.
Okazato sie, ze w zalezno$ci od typu sondy i typu komoérek uzyskiwano rézne
wyniki. Mason i wsp., Casteelis i wsp. oraz Cambel i wsp. obserwowali w pewnych
warunkach i typach komérek rozny poziom wapnia w jadrze i w cytoplazmie.
Natomiast Rizzuto i wsp. oraz Bolsover przedstawili dane wskazujgce na to, ze
nie ma niezaleznej regulacji poziomu wapnia w jadrze i w cytoplazmie. Uwazajg
oni, jak i niektorzy dyskutanci, ze obserwacje, iz poziom wapnia w jadrze jest
inny niz w cytoplazmie, mogg by¢ artefaktami wynikajagcymi m.in. z tego, ze po-
winowactwo sond fluorescencyjnych wobec wapnia moze byé inne w jadrze niz
w cytoplazmie. To rézne powinowactwo sond fluorescencyjnych wzgledem wapnia
wynika¢é moze z wigzania si¢ z r6znymi biatkami w jadrze i cytoplazmie. Innym
potencjalnym problemem metodycznym jest to, ze komérki moga sie r6zni¢ miedzy
sobg pod wzgledem przepuszczalnosci otoczki jagdrowej dla wapnia. Tak np. w
aktywowanych komoérkach PC 12 waph bez opéznieh dostaje sie do jadra komor-
kowego w przeciwienistwie do komorek miesni gtadkich. Natomiast w osteoblastach,
osigga wyzsze stezenie w jadrze niz w cytoplazmie. Ponadto, te same komorki
w réznych stanach fizjologicznych wykazywa¢ moga rézny gradient stezenia wapnia
pomiedzy jadrem a cytoplazma.

Santella i wsp. przedstawili dane wskazujace, ze otoczkajgdrowa oocytéw stanowi
bariere dla wapnia. Jej badania polegaty na iniekcji sondy Fura 2 do jadra lub
do cytoplazmy oocytdw i obserwacji takich komorek. Stwierdzili oni, ze sonda
nie przenika przez otoczke, a aktywacja hormonem oocytéw wywotuje dwukrotnie
wzrost stezenia wapnia w cytoplazmie, a tylko jeden raz w jadrze.

Druga i trzecia sesja Konferencji dotyczyty przepuszczalnosci por jadrowych
i otoczki jgdrowej jako magazynu wapnia. Transport przez otoczke odbywa sie
przez pory - supramolekularne struktury o $rednicy ok. 10 nm. Kanaty te wydaja
sie umozliwia¢ swobodny przeptyw malych czasteczek, ale wigekszos¢ biatek iczg-
steczek RNA jest przez nie transportowana w zaleznosci od ATP, temperatury i
odpowiedniego sygnatu. Hormony, ktére dzialajg za posrednictwem jondw wapnia,
zwiekszajg jego poziom w cytoplazmie i wplywajg na strukture por jagdrowych.
Przez pory te odbywa sie réwniez transport zwigzany z ekspresja gendéw. | tak,
zaréwno import czynnikow transkrypcyjnych do jadra, jak i eksport odpowiednich
MmRNA zalezg nie tylko od ATP, ale i od poziomu wapnia. Na przyktad konformacja
NPC, czyli jadrowych komplekséw porowych (Nuclear Pore Complexes), zmienia
sie pod wptywem jon6w wapnia, co zaobserwowano przy uzyciu mikroskopu nowej
generacji, tzw. Atomie Force Microscope (AFM).

Przestrzen wokotjgdrowa zawiera zmagazynowane jony wapnia. Magazyn ten
taduje sie dzieki pompie wapniowej (Ca-+-ATPazie) znajdujgcej sie w zewnetrznej
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btonie jadrowej, ktéra wpompowuje jony wapnia do przestrzeni wokdétjadrowe;j.
Na wewnetrznej btonie jadrowej znajdujg sie receptory dla IP3. Czynniki, ktore
oprézniajg ten magazyn, takie jak EGTA czy tapsygargina, powodujg zahamowanie
transportu przez pory otoczki jagdrowej. Gdy pod wptywem IP3wapn jest uwalniany
z przestrzeni wokotjadrowej do wnetrza jadra, to pory jadrowe zamykaja sie nawet
dla matych czasteczek, prawdopodobnie dzieki ruchowi tzw. centralnej zatyczki
(Central Ptug). Jednym z biatek regulatorowych tworzgcych NPC jest biatko wra-
zliwe na wapn zawierajace jeden motyw EF-hand. Do utworzenia NPC jony wapnia
nie sg potrzebne, cho¢ potrzebne sg jony cynku. IP3 powstaje w jadrze dzigki
dziataniu fosfolipazy C, ktéra réwniez jest obecna w otoczce jadrowej. | to ten
IP3 uwalnia waph z otoczki jadrowej do wnetrza jadra. Pobieranie wapnia do prze-
strzeni wokotjgdrowej jest aktywowane przez IP4. Na preparatach wyizolowanych
jader komorkowych pokazano, ze jony wapnia moga by¢ uwalniane z przestrzeni
wokadtjadrowej do wnetrza jadra, a nastepnie, ze mogg dyfundowac¢ na zewnatrz
jadra przez pory jadrowe. Schwaller i wsp. zaobserwowali, ze kalretinina - 22K
ulega translokacji z cytoplazmy do jagdra komdrkowego w komorkach WiDr pod
wptywem witaminy D3. Podobnie czynniki, takie jak maslan sodu, ktore indukujg
réznicowanie enterocytow, powodujg réwniez translokacje kalretininy 22K do jadra.
Tymczasem Kkalretinina 31K nie ulega translokacji.

Od lat wiadomo, ze kalmodulina wystepuje wjadrze komérkowym, co sugerowato,
ze petni role w regulacji funkcji jadrowych. Temu zagadnieniu byta poswiecona
czwarta sesja. W réznych jadrach komoérkowych znajdujg sie rozne biatka wigzace
sie z kalmoduling. Mozna wyr6zni¢ co najmniej 9 grup biatek:

1 - biatka biorgce udziat w regulacji interakcji aktyny z miozyna,

2 - Kkinazy biatkowe,

3 - fosfatazy biatkowe (kalcyneuryna),

4 - czynniki transkrypcyjne z grupy helix-loop-helix,

5 - biatka biorgce udziat w procesie réznicowego wycinania genow,

6 - biatka wigzace RNA,

7 - biatka jgdrowo-rybosomalne,

8 - biatka opiekuncze (HSP90) i inne.

Do pierwszej grupy naleza: kinaza biatkowa, kinaza lekkiego tancucha miozyny,
kaldesmon i a-spektryna. Do drugiej grupy naleza m.in. CaMKII, CaMKIV oraz
CaMK, ktéra fosforyluje arginine w histonie Hv

Jaka funkcje moze mie¢ kalmodulina w jadrze? Jedng z nich jest udziat w cyklu
komérkowym. Wiadomo, ze kalmodulina jest potrzebna na kilku etapach cyklu
komorkowego i prawdopodobnie oddziatuje z r6znymi biatkami. Stwierdzono np.,
ze inhibitor kalmoduliny W 13 powoduje, iz kinaza biatkowa cdk4/cyclinD wydostaje
sie zjadra komdrkowego, podczas gdy normalnie znajduje sie wjadrze. Kalmodulina
wigze sie z biatkiem Spcl 10p, ktdre jest sktadnikiem centrosomu. Inng rolg kal-
moduliny jest aktywacja kalcyneuryny, ktéra defosforyluje czynnik transkrypcyjny



314 J. KUZNICKI

NFAT. Defosforylacja NFAT powoduje translokacje tego czynnika do jadra. Wy-
kazano, ze istniejg dwa rejony NFAT odpowiedzialne za jadrowg lokalizacje: NLS
i NES. Zdefosforylowane NFAT #gczy sie z API ireguluje ekspresje odpowiednich
genoéw.

Kalmodulina aktywuje CaMKIV, ktdra fosforyluje CREtau. Ten czynnik trans-
krypcyjny indukuje jadrowo-specyficzny promotor znajdujgcy sie wewnatrz intronu
CaMKIV. Daje on transkrypcje innego biatka, a mianowicie kalsperminy (bedacej
takze biatkiem jgdrowym). Podobne zjawisko ma miejsce w limfocytach T, co
odkryto dzieki analizie myszy transgenicznych, ktore miaty katalitycznie nieaktywng
forme CaMKIV w komorkach grasicy. W takich komérkach po aktywacji prze-
ciwciatami nie ma fosforylacji CREB, przez co nie ma aktywacji takich gendéw
jak c-fos. To uniemozliwia aktywacje genu interleukiny 2.

Hannover i wsp. sugerujg istnienie dwoch typéw regulacji transportu do jadra.
Pierwszy to dobrze poznany transport zalezny od GTP. Drugi, opisany przez
autorow, to transport niezalezny od GTP, a zachodzacy przy wysokim stezeniu
jondw wapnia. W badaniach tych autorzy stosowali nastepujace biatko reporterowe:
biatko rev-GR-GFP. Dodanie hormonu do transfekowanych tym wektorem komadrek
powodowato translokacje biatka rev do jgdra (widocznego jako zielone biatko fluo-
rescencyjne - GFP). Odptukanie hormonu inicjowato eksport biatka fuzyjnego.
Przy niskim stezeniu wapnia byt on zalezny od GTP, a po aktywacji komorki i
wzroscie stezenia wapnia byt on niezalezny od GTP, ale zalezny od kalmoduliny
(hamowany byt przez inhibitor kalmoduliny). Przy tym receptor glukokortykoidéw
(GR) umozliwiat indukcje syntezy biatka tymi hormonami.

Pigta sesja dotyczyta udziatu jonéw wapnia w regulacji transkrypcji, czyli gtow-
nego procesu zwigzanego z regulacjg ekspresji genow. Neuronalna aktywnos$¢ re-
guluje site potgczenia miedzy synapsami w uktadzie nerwowym. Waph w neuronach
postsynaptycznych inicjuje przemiany, ktére doprowadzajg do zmian synaptycznych
wplywajacych na te potgczenia. Wzrost stezenia wapnia w neuronach indukuje
ekspresje nowych genéw, ktére sg odpowiedzialne za utrzymujace sie dtugo zmiany
w neuronach. Oprocz wplywu na transkrypcje wapn moze oddziatywac na stabilno$é
mRNA w cytoplazmie i wydtuzanie tancucha polipeptydowego. Waph dostaje sie
do neuronow za posrednictwem kanatéw wapniowych zaleznych od zmian potencjatu
(VSCC) lub kanatu typu NMDA zwiazanego z receptorem glutaminianowym. Wapn
dostajacy sie do komoérki w wyniku depolaryzacji otoczki wywotuje inne efekty
w kom@érce niz wapn, ktory dostaje sie za posrednictwem kanatu NMDA. W wyniku
depolaryzacji fosforylacja CREB utrzymuje sie na wysokim poziomie, natomiast
waph z kanatu NMDA wywotuje jedynie krotkotrwata fosforylacje CREB. W wyniku
réznej fosforylacji CREB ekspresji ulegajg rozne geny. Sprzezenie aktywacji komorki
z ekspresja gendw zalezng od wapnia dokonuje sie wedtug nastepujgcego schematu:
wzrost stezeniajonéw wapnia —>zalezny od wapnia element DNA —geny wczesnej
odpowiedzi —>elementy DNA gendw pdznej odpowiedzi —p06Zne geny —>zmiany
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adaptacyjne. Podobnie moze by¢ w limfocytach B, w ktérych waph moze aktywowac
ekspresje roznych genéw w wyniku roznej aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych.
Istniejg przynajmniej dwa szlaki, ktérymi waprh moze aktywowac transkrypcje. Jeden
szlak to przemiany, ktore prowadzg do aktywacji CRE. Jest to jadrowa regulacja
jonami wapnia. Drugi szlak polega na aktywacji elementu DNA zaleznego od su-
rowicy, tzw. SRE. A zatem, istniejg dwa elementy DNA, ktore sg wrazliwe na
zmiany poziomu wapnia: SRE i CRE. W wyniku wzrostu stezenia jon6w wapnia
przez kanaty zalezne od potencjatu ma miejsce fosforylacja seryny 133 w biatku
wigzacym CRE (CREB). W wyniku tej fosforylacji dokonuje sie aktywacja jednego
z gendw wczesnej odpowiedzi takiego jak c-fos. Utrzymujgca sie fosforylacja CREB
powoduje aktywacje wielu genéw pdznej odpowiedzi, ktérych aktywno$¢ zalezy
od AP1 (sktadnikiem ktérego jest c-fos). Do aktywacji SRE potrzebny jest wzrost
stezenia wapnia w cytoplazmie, podczas gdy do fosforylacji CREB potrzebny jest
wzrost stezenia wapnia w jagdrze komoérkowym. Z elementem SRE wigzg sie dwa
biatka: TCF i SRF (Serum Response Factor).

Przyktadem biatka, ktérego ekspresja zalezy réwniez od CREB, jest czynnik
troficzny BDNF. W wyniku wzrostu stezeniajonéw wapnia dostajgcego sie kanatem
VSCC ma miejsce fosforylacja CREB i inicjacja transkrypcji jednego z promotoréw
genu BDNF. Gen BDNF zawiera pie¢ egzondéw, z ktérych tylko pigty zawiera
informacje o sekwencji tego biatka. Kazdy z pozostatych czterech egzonéw zawiera
swoj whasny promotor i moze taczy¢ sie z pigtym egzonem. Jeden z tych promotoréw
zawiera element CRE. Waph prawdopodobnie moze wptywaé réwniez bezposrednio
na aktywnos$¢ czynnikédw transkrypcyjnych. Czynniki z rodziny bHLH (np. MyoD)
moga bezposrednio oddziatywa¢ z wapniem i kalmoduling lub z wapniem i biatkami
S$100, co hamuje ich interakcje z DNA.

Tsien i wsp. twierdza, ze fosforylacja CREB w jadrze komérkowym jest akty-
wowana przez kalmoduline zwigzang z wapniem, ktora tylko ze zwigzanym wapniem
przechodzi z cytoplazmy do jadra komoérkowego. Te zalezng od jondw wapnia
translokacje kalmoduliny obserwowano stosujac znakowang fluorescencyjnie kal-
moduling. Natomiast nie obserwowano takich translokacji w przypadku parwal-
buminy, kalbindyny D28K i SIOOa.

Szosta sesja dotyczyta zwigzkdéw miedzy wapniem jagdrowym a stanami pato-
logicznymi. W trakcie wyktadow mdwiono o roli jonéw wapnia w aktywacji proteaz
i endonukleaz, ktore biorg udziat w apoptozie. W szczeg6lnosci opisywano wia-
Sciwosci kalpainy, ktéra wydaje sie wykazywac zalezng od wapnia translokacje
miedzy cytoplazmg a jadrem komérkowym. Cidlowski i wsp. opisali zmiany w
sktadzie jonowym komorek, w ktérych indukowano apoptoze. Te zmiany, miedzy
innym wyzszy poziom jondw wapnia, indukujg kaspaze (proteaze) i nukleaze tnacg
DNA na kawatki o wielkosci okoto 50 kb. Melino i wsp. przedstawili wyniki
badan dotyczace toksycznego wptywu glikoproteiny HIV biatka gp!20 i zapro-
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ponowali hipoteze, iz tlenek azotu uczestniczy w przetgczaniu apoptozy w szlak
nekrozy.

Problem udzialu jonéw wapnia w przekazywaniu sygnatéw w jadrze komor-
kowym jest tematem kontrowersyjnym i mimo tej konferencji, kontrowersje po-
zostalty. Tym niemniej, sukcesem jest to, ze taka konferencja sie odbyta i ze wzieto
w niej udziat wielu wybitnych specjalistow zajmujacych sie tqg problematyka. Istotne
jest rowniez to, ze sprecyzowano tematyke zwigzang z funkcjowaniem jadra ko-
morkowego w zalezno$ci od stezenia jondw wapnia pokazujgc wieloptaszczy-
znowo$¢ tego problemu. A mianowicie, ze tematyka ta to takie zagadnienia, jak
przepuszczalno$¢ por jadrowych dla jonéw wapnia i zakres zmian poziomu wapnia
we wnetrzu jadra w zaleznosci od poziomu jonéw wapnia w cytoplazmie, rola
tych jonéw w mechanizmach regulujacych transport innych zwigzkéw przez pory,
aktywny transport jonéw wapnia do przestrzeni woko6tjadrowej magazynujacej te
jony, mechanizmy uwalniania jonéw wapnia do wnetrza jgdra. Ponadto, wazng
sprawg jest réwniez obecnos$¢ biatek wigzacych wapn w jadrze, identyfikacja en-
zymOw i proceséw zaleznych od jonow wapnia, wyjasnienie roli jonéw wapnia
w regulacji transkrypcji i dalszych etapach zwiazanych z ekspresja genéw (np.
transport mMRNA ijego stabilnos¢), poznanie mechanizméw, w ktérych wapn dziata
w procesach prawidtowych i mechanizméw, w ktérych wapn waczony jest w procesy
patologiczne (nowotworzenie, nekroza czy apoptoza). Mozna uznac, ze dzieki tej
konferencji powstaje zdefiniowana tematyka badawcza, ktéra w znaczacy sposob
wptlynie na nasze rozumienie funkcjonowania jadra komérkowego u Eukariontow.
Prawdopodobnie podobne konferencje bedg sie odbywaty cyklicznie i byé moze
w tym samym malowniczym kurorcie witoskim w Kalabrii.

Prof. dr hab. Jacek Kuznicki
Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
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1. SPERM CHROMATIN STRUCTURE ASSAY OF BULL SPERM
Michal Bochenek

Dept, of Animal Reproduction, National Institue of Animal Reproduction, 32-083 Ba-
lice/Krakow

Sperm chromatin structure was evaluated using metachromatic properties of Acridine
Orange (AO). AO intercalated into double stranded DNA fluorescence green with max at 530
nm, but after interaction with single stranded nucleic acids luminescence in red with max. at
640 nm. In the current study sperm chromatin structure assay (SCSA) was performed on
spermatozoa of s bulls with known fertility, derived from one of AR Centres. Each bull was
represented by 3 ejaculates collected in at least 2 weeks interval. Fertility was estimated on
the basis of non-return rates adjusted for environmental and female effects and expressed as
an index, where value ,,100” indicated mean fertility of Centre’s bulls. The fertility of bulls
used in the study ranged from 83 to 104.

Partial denaturation of chromatin was induced by decreasing ofsemen pH to 1.5. Chromatin
susceptibility to denaturation was measured on the base of calculated parameter at [where at
= red/(green + red) fluorescence]. The following statistics was computed: % of cells outside
the main at population, (COMP at), standard deviation of at (SDat) and % of cells outside the
main population at the red fluorescence histogram (red%). Negative correlations were obtained
between fertility rates and: COMPat (-0.49, p. < 0.05), SDat (-0.54, p. < 0.01), Red% (-0.53,
p. < 0.01). The data suggest that SCSA can be of value for the identification of even small
differences in fertility of bulls.

2. THE USE OF FLOW CYTOMETRY IN DIAGNOSIS OF PAROXYMAL

NOCTURNAL HEMOGLOBINURIA

I. Bogdanik, H. Pyl, B. Zupanska

Institute of Hematology and Blood Transfusion, Warsaw

Paroxymal nocturnal hemoglobinuria (PNH) is arare disease characterised by the deficien-
cy of proteins bound to cell membrane by glycosylphosphatidyl-inositol (GPI) anchor.
Absolute or partial deficiency of CD59 (membrane inhibitor of reactive haemolysis - MIRL)
and CD55 (decay accelerating factor - DAF) results in the abnormal sensitivity of red cells to
the lytic action of complement, not only of erythrocytes but also of other peripheral cells.
Clinical manifestations are not limited to anemia but also venous thrombosis or diminished
hemopoesis may be observed.

Red cells of 80 patients bearing hemolytic anaemia of unknown origin were investigated
using monoclonal anti CD55 and anti CD59 Ab in the indirect immunofluorescence test with
goat anti mouse Ig reagent. Results were evaluated in ORTHO Cytoron/Absolute apparatus
and compared with the results obtained by routinely performed acid hemolysis test (Ham test)
and sucrose lysis test. In most cases granulocytes were also investigated using anti-CD55,
anti-CD59 and anti-CD67 Moabs.
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In 11 patients PNH was diagnosed. Flow cytometry appeared to be more specific, more
guantitative and more sensitive than the test based on complement dependent lysis in the
diagnosis of PNH. The deficiency of GPU anchored proteins was more pronounced on
granulocytes than on red cells.

3. APPLICATION OF FLOW CYTOMETRY TO QUANTITATIVE AND QU-
ALITATIVE ASSESSMENT OF HEMOPOETIC CELLS PRESENT IN UM-
BILICAL COBD BLOOD 2
Ryszard Cesarz , Eugeniusz Machaj~, Barbara Strumilowska-Braun ,

Tomasz Olclaky Ewa Krawczyk?\ Andrzej Staszewskil, Zygmunt Pojda

Dept, of Obstetrics & Gynecology, Military Medical School (CSK W AM )1, Dept, of
Radiation Hematology W IHIE2, Dept, of Experimental Hematology, Centre of Onco-
logy2, Warsaw

Percentage and absolute values of early hemopoetic cells (CD34+) were evaluated in
randomly received samples of umbilical cord blood. Criteria qualifying blood sample to the
examination were as follows: volume >60 ml, cell viability >95% and the time period from
collection of blood not exceeding 5 hrs. Isolated mononuclear cells were cultured in a clonal
system in vitro in semisolid media and a number of hemopoetic precursors was determined
including GM-CSF, BFU-E and Mix CFC. A significant correlation was found between the
number of CD34+ cells, total mononuclear cell count, number of GM-CSFs and a placental
weight.

4. OPTIONS OF TRANSFER INTO IBM PC COMPATIBLES AND OF SOFT-
WARE ANALYSIS OF FILES CREATED IN EPICS®C COULTER FLOW
CYTOMETER
Tomasz Chodnik

Dept, of Histology and Immunology, Medical University of Gdansk

Flow cytometers EPICS C and EPICS CS, in spite of fact, that they were produced in the
1980ties, are still in use. They have many advantages, also as compared to contemporary flow
cytometers. They make possible stable sorting. Their Autoclone® appliance makes possible
sorting and deposition of 1-10 sorted cells into 24, 60 and 96-well trays. The Biohazard
appliance makes possible an operation of cytometer without generating potentially infectious
aerosol. The whole system is relatively cheap and easy to operate. Cytometers are connected
with computers equipped with 16-bit processor Intel 8086, 512 kB RAM, 32 kB graphic
memory, iRM Xss ™ operating system and application software package EPICS C. The basic
magnetic memory storage provides 8", 1 MB floppy discs, supported by hard disc drive up to
40 MB. A major disadvantage of the system is the difficulty of data transfer to IBM PC or
Apple compatible computers for off-line analysis on contemporary software, necessary in
DNA ploidy analysis for example. The computers integrated in EPICS®C and EPICS®CS
were supposed to cooperate with long forgotten Easy ss Coulter off-line analysis computers
via standard RCS232C-compatible serial port. The same port makes possible exporting some
types of data files from EPICS C to IBM PC compatibles. To accomplish this:

1) The computers EPICS C and IBM PC were connected with non-standard cable (which
also serves for the communication of flow system with Seikosha® printer.

2) The RSC232C port was formatted during start-up of the EPICS C
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3) In the PC, a program for handling of serial port in the phone modem communication
mode (BITCOM® Bit Software) was executed.

4) The command of sending of files from EPICS C was executed (,,Transmit”, an option
of EPICS C software).

5) The files transferred to PC were given the name and extension proper for MS-DOS.

6 ) Optionally: the resulting ASCII files were transformed into format proper for the analysis
software.

7) Analysis of data files.

We have succesfully used this procedure for histogram file transfer from EPICS C to
MultiCycle® (Phoenix Flow System, USA). In the case of MultiCycle the stage s is not
necessary, as the program can read EPICS C ASCII output.

The examples of transferred and analysed files and descriptions of the necessary software
were presented. The other potential ways of communicating the EPICS C with IBM PC
compatibles were described.

5. COMPARISON OF RELATIVE RADIOSENSITIVITY OF SUBPOPULA-
TIONS OF T MEMORY AND NAIVE LYMPHOCYTES IN CERVICAL CAN-
CER PATIENTS DURING RADJOTHERAPY
Tomasz Chodni'k/, Rafat Dz.iadusz.ko', Jolanta Mysliwska ™, Andrzej Myéliwskil'

‘Department of Histology and Immunology, Medical University of Gdansk,
"Oncology and Radiotherapy Clinic, Medical University of Gdansk

The effects of local irradiation with high (over 10 Gy) doses of radiation resemble in quality
the influence of general irradiation, but are less pronounced and do not deprive patients of
important part of immune defense. The mature organisms of irradiated patients have popula-
tions of T lymphocytes in high degree independent from the thymus function, as they do not
depend on thymocytes for T cell regeneration.

In order to measure the influence of radiotherapy on the peripheral blood populations, 58
patients in various stages of radiotherapy were examined, and compared with 13 healthy, not
irradiated persons. The percentage, and absolute count of CD4+ CD45RA+ cells (TH naive
lymphocytes), CD4+ CD45RO+ (TH memory lymphocytes), CDs+ CD45RA+ (Tc naive
lymphocytes) CDs+ CD45RO+(Tc memory lymphocytes) were measured by Bow cytometry
(EPICS CS or EPICS XL Coulter). Absolute count measurements were verified with standard
hematological counter.

We found out that the decrease in absolute count of all measured subpopulations was seen
from the beginning of radiotherapy. The decrease deepened with the continuation of the
therapy, but reached its lowest values before the end of the therapy. Further irradiation did not
cause statistically important changes of absolute counts of populations measured. The percent-
age of memory and naive cells within the T lymphocytes population behave differently, i.e.
the percentages of T helper memory lymphocytes and to lesser degree, T cytotoxic memory
cells increased with the progress of the therapy and with total dose received, whereas the
percentage of T cytotoxic naive and to lesser degree, T helper naive cells decreased respecti-
vely. The changes, in context of differences of individual irradiation tolerance, were charac-
terized by pronounced variability. They may be connected with different direct reaction of
aforementioned cells to irradiation, and would reflect faster turnover of naive subpopulations
than of memory cells. It is also possible that the differences reflect indirect cooperation with
other cells in vivo.
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6 UTILITY OF FLOW CYTOMETRY FOR THE EVALUATION OF BCL-2
EXPRESSION IN PERIPHERAL BLOOD LYMPHOCYTES AND BONE
MARROW CELLS R | 3
Joanna Czuwara, Jolanta Rybczynska® Lidia Rudnicka, Hanna Gazda , Maria Bta-

szczykl Maria Wasik'2

Dept, ot Skin Diseases, gDept, of Laboratory Diagnostics and Clinical Immunology
of Developmental Age, 3 Chair and Dept, of Pediatrics Hematology and Oncology,
Medical School, Warsaw

Bcl-2 is one of the major proteins responsible for the suppression of apoptosis. Increased
expression of bcl-2 in leukemic cells delays programmed cell death and confers resistance to
anticancer drugs. In autoimmune connective tissue diseases, such as scleroderma, bcl-2 seems
to decrease apoptosis of abnormally activated lymphocytes. Thus, evaluation of bcl-2 expres-
sion in cells is thought to be of pathogenic and clinical significance.

The aim of the study was to assess the utility of flow cytometry for the evaluation of bcl-2
expression in peripheral blood lymphocytes and bone marrow cells.

The study was performed with the use of peripheral blood mononuclear cells from patients
with scleroderma and healthy donors. A second set of experiments was performed with
samples of bone marrow aspirated cells from children with freshly diagnosed acute lympho-
blastic leukemia, during therapy and remission.

All samples were analysed on Coulter EPICS XL flow cytometer with the use of monoclo-
nal antibodies against bcl-2 conjugated with FITC and anti-CD4 or anti-CDs conjugated with
RPE.

The results showed that in scleroderma the percentage of bcl-2 positive CD4+cells ranged
from 89 to 100 and bcl-2 positive CDs+ cells from 93 to 100. In healthy donors the numbers
were 86 to 99 and 93 to 100, respectively. The expression of bcl-2, shown as amean x channel
revealed increased expression of bcl-2 in scleroderma cells. The values in scleroderma were
6.1 and 7.3 in CD4+ and CDs+ respectively in comparison with 5.02 and 5.08 in healthy
controls.

There was no significant differences in percentage of bcl-2 positive cells between bone
marrow aspirates from children with recently diagnosed cALL and cALL inremission. In bone
marrow aspirates obtained from children with APL during treatment, bcl-2 positive cells were
not detected.

Our results indicate that the evaluation of percentage of bcl-2-positive cells in peripheral
blood lymphocytes is of limited value due to the fact that almost all CD4+ and CDs+
lymphocytes express bcl-2 in healthy individuals. The lack of significant differences in
percentage of bcl-2-positive bone marrow cells between active and cALL during remission
shows that this test is inadequate for monitoring of disease activity. It seems that the
assessment ofantigen expression with the use of the mean channel X might be of some practical
value if adequate controls would be performed concurrently with the sample of interes.

7. UP-REGULATED EXPRESSION OF LFA-1(3 (CD18) ADHESION
MOLECULES ON PERIPHERAL BLOOD LEUKOCYTES IN ACUTE
STAGE OF ISCHEMIC BRAIN STROKE
U. Fiszerl, G. Korczak-KowaIska~2, W. Palasik , A.” Gérski“, A. Cz%onkowskaI

Institute of Psychi.atry and Neurology and “Institute of Transplantology, Medical
School, Warsaw
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There is a growing interest in the role of leukocytes in brain ischemia with a particular
attention to cell adhesion molecules (CAM) in pathophysiology of this phenomenon.

In the current study we examined the expression of ICAM-1 (CD54), LFA-la (CD1 la),
LFA-1(3 (CD 18) and Mac-1 (CD1 Ib) adhesion molecules on peripheral blood leukocytes of
20 patients suffering from ischemic stroke and in the control group of patients of respective
age but with other nonvascular diseases of the nervous system. The study was carried out by
means of flow cytometry, using FACSsort (Becton Dickinson) apparatus. Expression of CAM
was determined as a mean fluorescence value of cells. Out of the CAM examined LFA-1(3
(CD 18) expression was found heightened on granulocytes and lymphocytes in the patients
with acute stage of their disease as compared to control group, although at day 7 and day 30
after stroke there was no difference in the expression ofexamined molecules among two groups
tested.

Results of this study confirm a possibility of the application of antiadhesive therapy in the
treatment of acute epizode of brain ischemia. It has been proven that activated leukocytes may
play arole in the disturbances of vascular blood flow. It leads to the enlargement of necrosis
zone and of the area of insufficient blood supply.

8. ESTIMATION OF DNA CONTENT IN PROSTATE CARCINOMA BY FLOW
CYTOMETRY - PRE,I)_IMINARY STUDY
A. Galisz™, R. RutkowskP, C. Ramlau
Dept, of Oncology, iv. of Cellular Immunology, University of Medical Sciences,
Poznan

Measurement of DN A content by flow cytometry in prostate carcinoma may be regarded
as a supplementary regimen to routine histology and may play a role as a sensitivity marker
of conservative therapy.

Studies were performed on tissues sampled from tumors of patients (/7=25) undergoing
transurethral resection in the Dept, of Urology, Poznan University of Medical Sciences.
Samples for flow cytometry were prepared using own modification of Hedley’s method.
Cytoron Absolute Ortho cytometer was used for the measurementof DNA content and ModFit
software was applied for analysis of histograms.

Forty eight % of tumors were aneuploid. G 1cancers constituted 24%, G2 - 56% and G3 -
20% in analysed samples, The percentage of tumors with abnormal DNA content was in G1
- 50%, G2 - 56% and G3 - 20% (as G3 five cases were classified only). Further investigations
are planned to enlarge the group under study.

9. MURINE SMALLPOX: PHENOTYPIC DETERMINATION OF IMMUNOLO-
GICALLY COMPETENT CELLS IN MOUSE CONJUNCTIVA
M. Gieryhska , J. Kawiak2, I. Spohr , A. Popisl, MG. Niemialtowskil
'‘Dept, of Immunology, Chair of Microbiology and Immunology, Veterinary Faculty
SGGW, ~Dept. of Clinical Cytology CMKP, Warsaw
Viral diseases pose asevere problem for people and animals. Their pathomechanism is only
partly understood. Murine smallpox induced by ectromelia virus (EV) constitutes an excellent
model allowing for the cognition of mechanism of viral conjunctivitis in terms of natural
infection.
The aim of our study was the determination of a profile of inflammatory cells [T lympho-
cytes (CD4+, CDs+, TCRa(3. TCRyS), makrophages (M4>) and dendritic cells (DC)] in the
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conjunctiva of EV infected mice. In the current study s -8 week old BALB/c (H-2d) mice were
used, infected by an injection into foot of Moscow EV strain and uninfected control animals.
After 10, 14, 17 and 21 days after infection their conjunctivae were collected and single cell
suspensions were prepared. Cell profile, following the reaction with fluorochrome labelled
monoclonal antibodies (anti CD4: FITC, anti CDs :RPE, anti TCRa(3:FITC, anti TCRyS:RPE,
anti MAC-1:FITC, anti DC rhodamine) was evaluated by How cytometry.

In a peak of the disease (14-17 days after infection) among conjunctival cells there were
11.41% T lymphocytes (4.81% of CD4+ and s .6 % of CDsg+), 8.18% a(3+ and y5+ (7.5% oc(3
and 1.14%y5), 6.37% macrophages and 2% of DC. Preliminary results indicate a dominance
of CD4oc(V in a peak of the disease.

10. DNA PLOIDY, ACTIVATION AND PROLIFERATION OF PERIPHERAL BLO-
OD LYMPHOCYTES IN PATIENTS WITH RECURRENT APHTAE
R. Gorska , W. Glinski2, J. Dwilewicz-Trojaczek3, J. Skierski4, U. Dybowska’
lDept, of Oral Mucosa and Periodontal Diseases, gDej>t. of*Skin Di%eases, Dept, of
Internal Medicine and Hematology, Medical School, Laboratory of Flow Cytome-
try, Drug Institute, Warsaw
DNA ploidy, activation status and cell proliferation was examined in 17 patients with
recurrent aphtae. Patients were in the age ranging from 4 to 62 yrs (mediana 26 yrs). In 9
patients the disease took severe course, in s - relatively mild. In the patients with severe
disease the percentage of CD 25+ cells was higher (75%) as compared to mild one (3.7%) p. <
0.05. One hundred % of lymphocytes of patients with recurrent aphtae were in G0O/G1 of cell
cycle (non-proliferating cells). Assessment of DNA ploidy of lymphocytes has shown normal
DNA content in 16 patients and hyperploidy in one patient with diagnosed anemia.

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

G. Hoserl, J. Domagala-KuIawik'?, D. Wasilewskal, W. Droszczz, Jm Kawi'ak1

'‘Dept, of Clinical Cytology, Medical Centre for Postgraduate Education,
“Dept, of Pulmonology, Medical School, Warsaw

Lung cancer is a leading cause of mortality in Poland, in both men and women. Monitoring
of early signs of cancer in persons of high cancer risk may help in early diagnosis and in the
improvement of treatment results. The first step to reach these goals may be a better knowledge
of changes within immunological system of cancer patients.

We examined cells of bronchoalveolar lavage (BALF) of 14 smoking patients with
non-small lung carcinoma and compared results to BALF cells of healthy smoking volunteers.
Higherpercantage of neutrophils was noted in BALF’s from unoccupied partofcancerous lung
as compared with BALF of healthy persons. The higher percentage of CDs+ T lymphocytes,
HLA-DR+T cells (acivated) and NK cells was observed in BALF ofcancer patients. CD4/CD8
ratio was lower than 1.0 in both, ill and healthy smoking persons.

12. INFLUENCE OF p53 GENE KNOCKOUT ON MOUSE LYMPHOCYTE
SUBPOPULATIONS INPERIPHERAL BLOOD AND LYMPHATIC ORGANS
AFTER 5-FLUOROURACIL TREATMENT
G. Hoser, J. Kawiakl, M. Kawalec- , B. Miksl, T. Skorski"

‘Dent. of Clinical Cytology, Medical Centre of Postgraduate Education, Warsaw
and "The Jefferson University, Philadelphia, USA
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In response to DNA damage, p53 protein accumulates in the cell nucleus causing cells to
undergo DN A repair or apoptosis. Survival of lymphoid cells is regulated by apoptosis as well.
We compared lymphocyte phenotypes of cells from peripheral blood and from lymphatic
organs in homozygotic and heterozygotic p53 knockout mice. The 5-fluorouracil treatment
was aimed to induce apoptosis in mice. There were observed changes in thymocyte subsets in
p53 gene knockout homozygotic animals. In the lymph nodes an increase of B cells was noted
in knockout mice, however no evident lymphocyte phenotype differences were seen in the
peripheral blood and in the spleen.

13. GLUTATHIONE MODULATIONS DO NOT INFLUENCE CURCUMIN IN-
HIBITION OF APOPTOSIS7 . s ) 5
E.Jaruga ,A. Zmijewska-Bielak , E. Sikora~, J. Skierski~, E. Radziszewska , K. Piwocka"

and G. Bartoszl
epartment of Molecular Biophysics, Universi.ty of £6dz, 2Department of Cellular
Biochemistry, Nencki Institute of Experimental Biology, Warsaw, 'Vlow Cytometry
Laboratory, Drug Institute, Warsaw

Thiol antioxidants seem to play a key role in redox regulation of cell death. Apoptotic cells
were reported to lose GSH independently of the inducing stimulus. On the other hand,
preservation of intracellular glutathione level was found to be correlated with prevention of
oxidative stress in thymocytes and with a reduction in apoptotic DNA fragmentation.

Since curcumin, a natural yellow dye of antioxidant and scavenging properties, was shown
to block dexamethasone-induced apoptosis of ratthymocytes, this antiapoptotic effect has been
studied in relation to glutathione content.

Curcumin was shown to prevent glutathione loss occurring in dexamethasone treated
thymocytes, enhancing intracellular glutathione content at 8 hr to 192% of that of non-treated
cells. A 60% increase of acid-soluble sulfhydryl groups was also observed.

In the presence of L-buthionine S,R-sulfoximine (inhibitor of glutathione synthesis)
intracellular glutathione content of thymocytes treated with dexamethasone and curcumin fell
to 31% and acid-soluble sulfhydryl groups level to 23% of control after s hr.

Unexpectedly, electrophoretic and flow cytometric studies of DNA fragmentation demon-
strated that apoptosis did not occur even after 20 hrs of incubation, while control thymocytes
and thymocytes treated with BSO showed apoptosis at a level corresponding to spontaneous
apoptosis.

These results suggest thatan increase of glutathione level caused by curcumin is not directly
involved in the antiapoptotic action of curcumin.

14. EXPRESSION OF THE ADHESION MOLECULES IN PLASMA CELL LEU-
KEMIA
J. Kopec¢-Szlezak, M. Kraj, R. Pogtdéd, A. Gajewska, U. Sokotowska

Institute of Hematology and Blood Transfusion. Warsaw

In this study the expression of cell adhesion molecules (CAM): CDIlla/CD18, VLA-4
integrins, ICAM and CD44 on lymphoid cells in plasma cell leukemia was studied in
comparison to that in multiple myeloma and B-CLL leukemia . The blood and bone marrow
of 37 patients and 10 healthy donors (control group) were analysed by flow cytometry on
Cytoron Absolute (Ortho) with monoclonal antibodies antisurface antigens: CD45, CD 14,
CD38,CD3,CD19,CDlla, CD 18, CD49d, CD29, CD54 and CD44.
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It has been found that the expression of CAM in plasma cell leukemia was different as
compared to healthy donors as well as to analysed patients with multiple myeloma and B-CLL.
In plasma cell leukemia a significant increase of the expression of CD54 and a decrease of
LFA-1 molecule was noted, in contrast to that in multiple myeloma and healthy donors. The
type of LFA-1 change (alow expression) was similar to thatin B-CLL. The expression ofCD44
(homing receptor) on blood lymphoid cells in plasma cell leukemia was lower than that in
multiple myeloma and in control group. The VLA-4 molecule cell expression did not differ
significantly within groups tested.

15. EXAMINATION OF GOAT LYMPHOCYTE SUBPOPULATIONS BY FLOW
CYTOMETRY - j 2 5
Witodzimierz Klucinski®, Anna Winnicka™, Jerzy Kawiak , Grazyna Hoser ,

Barbara Miks2, Zofia Ryniewicz3, Robert Bankowskil, Ewa Sitarskal Jacek Sikoral

‘Department of Internal Diseases, Faculty of Veterinary Medicine, Agricultural Uni-
versity, Warsaw, “Center for Postgraduate Medical Education, Warsaw, 3 Institute of
Genetics and Animal Growth, Polish Academy of Sciences, Jastrzebiec

Flow cytometry is one of the most modern methods of qualitative and quantitative
evaluation of cells, eg. blood cells. Different cell populations are analysed separately by
»leucogate” being distinguished by their scatter (forward and side) profiles.

The aim of this study was to establish reference values of lymphocyte subpopulations in
goats by FACS analysis. Investigations were done on 11 goats aged one day to 3 months.
W hole blood samples were analysed. Populations of leukocytes were determined with aset of
specific monoclonal antibodies (produced by VMDR Inc. Pullman, USA) against GoCD45
(BAGB20A), Go CD 14 (DH59B), GoCD2 (MUC2A), GoCD19 (BAQ44A), GoCD4
(GC50A1), GoCDs (CACTB80A), Go ,,nuli” WCI - N2 (BAQ4A) labelled with FITC and PE
(Medac, Hamburg). Erythrocytes were lysed with FACS lysing solution (Becton Dickinson).
Data acquisition and analysis were done with SimulSet in FACStrak (Becton Dickinson) and
in addition, analysed with the PC-Lysis and WinMDI program.

Obtained results have been presented as a mean of percentage with standard deviation.
Statistical differences between the results obtained in goats of different ages were observed.
The presented study have shown that the above mentioned method can be useful in the
phenotyping of animal cells.

16. PROPORTIONAL DIFFERENCES IN SUBPOPULATIONS
OF LYMPHOCYTES IN GOATS AFTER EXPERIMENTAL
IMMUNOMODULATION "
Wiodzimierz Klucinski®, Anna Winnicka , Jerzy Kawiak , Grazyna Hoser
Barbara Miks~, Zofia Ryniewicz3, Robert Bankowskil, Ewa Sitarska , Jacek Sikoral

1 Department of Internal Disease, Faculty of Veterinary Medicine, Agricultural
University, Warsaw, “Center for Postgraduate Medical Education, Warsaw,
Institute of Genetics and Animal Growth, Polish Academy of Sciences, Jastrzebiec

Among many factors causing immunosuppression in animals, glycocorticoids form agroup
of pharmacological agents that act as anti-inflammatory and at the same time suppress activity
of the immune system. We determined the proportion of lymphocyte subpopulations in
clinically healthy goats and later investigated the effect of a large corticosteroid dose on the
same lymphocyte subpopulations. Immunostimulation was used as preventive regimen. Inve-
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stigations were done on 4 goats aged 2 years. The proportion of lymphocyte subpopulations
was determined in the first 5 days as well as on 10th day. Animals were immunosuppressed
by Dexafort (3 ml / animal / day) over a period of two days and immunostimulated by
Baypamun (1 ml/animal/day) over a period of two days before and two days after Dexafort.
Lymphocyte subpopulations (GoCD2, GoCD4, GoCDs,GoCD19 and ,,null” WCI-N2) were
analyzed by Bow cytometry (FACStrak, Becton Dickinson) of lysed whole blood samples
using monoclonal antibodies (MUC2A, GC50AIl, CACT80C, BAQ44A, BAQ4A). Direct
labelling with FITC and indirect labelling using the Avidin-Biotin system as well as conjugate
monoclonal antibody with FITC or PE (Medac) were also used. Data acquisition and analysis
were done with SimulSet nad PC-Lysis software.

Cytometric analysis with selected monoclonal antibodies revealed the proportions of
lymphocyte subpopulations in healthy goats. Experimental administration of Dexafort and
Baypamun for 2 consecutive days caused a significant alteration of the most lymphocyte
subpopulations.

17. FLOW CYTOMETRY (FC) AND THREE-COLOR IMMUNOSTAINING IN
ALVEOLARLYMPHOCYTEPHENOTYPING. PROBLEM OF REFERENCE
VALUES ) i 4
P. Kopinski , B. Lackowska , J. Kawiak , M. Pirozyhski

1Dept, of Clinical Pathophysiology CM UJ, Cracow, 2 Centre for Oncology Cracow,
3 Dept, of Clinical Cytology CMKP, Warsaw, institute for Tuberculosis and Lung
Diseases, Warsaw

Bronchoalveolar lavage lymphocyte (L-BAL) phenotyping presents technical difficulties
due to a high proportion of nonlymphoid cells, other contamination and - in some cases - low
percentage of alveolar lymphocytes, resulting in non-established reference values for L-BAL.

We compared two- and three-color L-BAL direct immunostaining in Bow cytometry (FC)
analysis of bronchoalveolar lavage (BAL) performed in 23 healthy individuals (incl. 10
smokers) and 7 sarcoidosis patients with lymphocytic alveolitis.

The BAL reactive cell differential count in FC based on three-color staining (monoclonal
antibodies: CDI5 FITC/CD14 PE/CD45 PECy5). Alveolar lymphocytes in FC were defined
by CD45/SSC gating. Quality control was performed using BD Simultest IMK Plus criteria
(for PBL) modified by the authors. Alkaline phosphatase staining served as a parallel method.
The immunocytological procedure was supplemented by routine BAL cytology.

In both FC methods similar results were obtained, since BAL contained more than 5% of
lymphocytes. L-BAL percentage was remarkably higher in FC than in routine cytology.
Increased percentage of CD3+ cells with only a few L-BAL expressing NK (CD3 CD 16 or
CD56 ), T suppressor (CDeg+CD 11b+) or B cell phenotype, as compared with PBL, was found
in all examined subjects. No significant difference was found in L-BAL phenotypes as
compared to the results obtained in FC and alkaline phosphatase method.

We conclude BAL two-color immunostaining to be sufficient for lymphocyte analysis,
except of poor-lymphocyte samples (in healthy smokers three-color method should be consi-
dered). Three-color phenotyping seems to be useful in fast BAL reactive cell differential count.
T cells (sensitized memory CD4+ or cytotoxic CDs+ cells) are in our results the dominating
subset of BAL reactive lymphocytes. Our results may serve as L-BAL phenotype normal
values in healthy subjects. We suggest that new reference values should be established for
L-BAL subsets based on a large number of examined 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

SPLENECTOMY .

Artur Kostrzewa , Jerzy Skrokl)isz 2 Krzysztof Wiktorowicz

'‘Div. of Clinical Immunology and Allergology, K. Marcinkowski University of Me-
dical Sciences, "Surgery Dept., Regional Hospital, Poznan

Spleen has the lymphopoetic abilities and it plays a role of lymphocytes storage place. A
part of stored leukocytes belongs to circulating lymphocytes, which in the case of increased
requirement can be sent off to circulation. In some stages an enlargement (hypersplenism) due
to various reasons is observed and may lead to organ dysfunction, leading to excessive
destruction of erythrocytes and platelets. In those cases the removal of spleen (splenectomy)
is often advised. Spleen rupture due to an injury is also an indication for splenectomy. The
latter causes transient changes of some immunological parameters in peripheral blood.

The aim of this study was to estimate the influence of splenectomy on quantitative and
qualitative changes in lymphocytes’subpopulations in peripheral blood and blood from splenic
vein.

The following material was used in the study:

* peripheral blood cells from patients undergoing splenectomy,

* blood cells from splenic vein, taken at the time of surgical intervention,

* peripheral blood cells from the same patients, taken on day 7 after splenectomy.

The measurement of absolute and relative number of lymphocytes’ subpopulations was
performed on flow cytometer (Cytoron Absolute, Ortho), using Immuno Count 2 software and
panel of antibodies (TR10) allowing to measure T lymphocytes (CD3+), B lymphocytes (CD
19+), T helper cells (CD4+), T cytotoxic/suppressor lymphocytes (CD8+) and NK cells
(CD16+).

Samples of peripheral blood were incubated with monoclonal antibodies in the darkness at
room temperature. After incubation samples were treated with Ortho-mune Lysing reagent
and measured in 3-fluorescence color using flow cytometer.

As compared to peripheral blood, spleen blood showed:

* considerable increase of the number of monocytes, granulocytes and relatively greatest
increase oflymphocytes;

* increase of absolute and relative number of B lymphocytes (CD 19+) and NK cells (CD 16+);

* increase of absolute number of T lymphocytes (CD3 ), T helper lymphocytes (CD4 ),
cytotoxic-suppressor T lymphocytes (CD8+);

* decrease of relative number of T lymphocytes (CD3+), T helper lymphocytes (CD4+),
cytotoxic-suppressor T lymphocytes (CD8+);

* increase of CD4/CD8 ratio.

At the 7th day after splenectomy in peripheral blood as compared to peripheral blood before
splenectomy following alterations were observed:

* normalization in absolute and relative number of T lymphocytes (CD3 );

*increase of absolute and relative number of cytotoxic-suppressor T lymphocytes (CD8+)
and NK cells;

* decrease of absolute and relative number of B lymphocytes;

* decrease of CD4/CD8 ratio.
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19. IDENTIFICATION OF APOPTOSIS IN CT6 AND U937 CELLS
L. Krasinska, J. Bigda

Department of Histology and Immunology, Medical University of Gdansk

In the presented study two cell lines were used as a model for a study on regulation of
apoptosis. CT6 cells represent an IL-2 dependent line of cytotoxic T cells. Interleukin 2 is the
necessary factor for their proliferation and its removal from the medium results in cell death.
U937 cells represent a human histiocytic lymphoma line sensitive to tumor necrosis factor
(TNF). These cells in response to TNF added to the medium manifest apoptotic cell death. To
estimate the rate of apoptosis in the cell lines we used both simple and nonspecific methods,
based on light and fluorescent microscopy to evaluate morphology of the cells and MTT assay
to estimate viability of the cell cultures. Degradation of genomic DNA was estimated after
isolation of total DNA and electrophoresis on 2% agarose gel stained with ethidium bromide.
Cell cycle distribution was estimated by flow cytometry after propidium iodide staining.
Methods employed in this study enabled us to identify apoptosis in the two presented cell lines.
It should allow us to start the studies on regulation of apoptosis in CT6 and U937 cells.

20. QUANTITATIVE AND QUALITATIVE ASSESSMENT OF HUMAN CORD
BLOOD CELLS TRANSPLANTED TO MICE |
Ewa Krawczyk , Tomasz Otdak , Eugeniusz Machaj’, Barbara Strumitowska-Braun

Zygmunt Pojdal?2

ept, of Radiation Hematology WIHIE, 4

Centre of Oncology Warsaw

Dept, of Experimental Hematology,

Isolated mononuclear cells or isolated CD34+cells from human umbilical cord blood were
transplanted to mice previously letally irradiated (9.5 G Co). After 2, 4, 6, 8, 10, and 24 days
after transplant the number and phenotype of cells (CD34+, CD45+) was examined in
hemopoetic organs and blood of treated mice. The relationship was tested between the tempo
of elimination of cord blood cells and immunosuppression methods used. In addition the
influence of other assisting agents (egzogenous human cytokines) was studied on quantitative
and qualitative alterations in the subsets of transplanted early human hemopoetic cells.

21. DECREASED MEMBRANE PHOSPHOLIPID PACKING
AND DECREASI,ED CELL SIZE2IN APOPTO%IS OF NEUTROPHILS/
Iwona Malinowska, Elzbieta Gérska , Maria Wasik , Roma Rokicka-Milewska
lDept, of Pediatrics, Hematology and Oncology, 2Dept, of Lab. Diagn & Clinical Im-
munology, Medical School, Warsaw
Apoptosis can involve various changes in the cell membrane. In particular models exposure
of phosphatidylserine on the outer membrane leaflet can be detected by increasing binding of
lipophylic dye merocyjanine (M C540) and can be detected by flow cytometry. We examined
in vitro membrane changes and size of neutrophils undergoing spontaneous and accelerated
by cycloheximide (CHX) apoptosis.
After 24 hours of incubation we observed by flow cytometry appearance of second
population of cells with increased binding of M C540 and decreased forward scatter.
Incubation of cells with CHX caused accelerated appearance of similar changes in neutro-
phils undergoing programmed cell death and those changes were regulated by CHX.
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22. DETECTION OF PLATELET ANTIGENS AND ANTIBODIES USING FLOW
CYTOMETRY
K. Maslanka, A. Gronkowska, M. Uhrynowska, E. Brojer, K. Drzewek, B. Zupaﬁska

Institute of Haematology and Blood Transfusion, Warsaw

Platelet specific antibodies play an important role in the destruction of platelets in such
diseases as neonatal alloimmune thrombocytopenia, posttransfusion purpura, refractoriness to
platelet transfusion and autoimmune thrombocytopenia. Methods for the detection of platelet
antigens and antibodies are therefore very important for proper diagnosis.

Platelet immunofluorescence test (PIFT) evaluated by routine light microscopy has been
used by us for last 16 years, recently adjusted for the flow cytometry (PIFT-FC) and used for
the detection of human platelet antigens (HP A) and antibodies. This test appeared to be a
very useful for the detection of platelet alio- and autoantibodies mainly due to an easy,
objective and semiquantitative evaluation of the results and a possibility of storing data for
later comparison. The PIFT-FC was however only marginally more sensitive for the antibody
detection than that read by microscopy.

Similarly like the PIFT, the PIFT-FC does not occasionally detect anti-HPA-S antibodies
(due to a low density of appropriate antigen on the platelet) and does not distinguish between
anti-HPA and HLA antibodies (the latter react very often also with platelets). The PIFT-FC
appeared also to be useful for HPA phenotyping. It has however been shown that it cannot be
used for distinguishing HPA-1 homo- and heterozygous individuals using only anti-HPA-la
serum (anti-HPA-Ib is a very rare one). Phenotyping results obtained by the PIFT-FC
correlated very well with genotyping using PCR -Sequence Specific Primers (PCR-SSP) in
all investigated persons except in the patient with Glanzmann’s thrombasthenia (GT). In such
patients in spite of the gene coding HPA-la, the lack of the product of this gene in PIFT-FC
was observed, hence the phenotyping of platelets in patients with GT is of practical diagnostic value.

23. FLOW CYTOMETRIC ANALYSIS OF APOPTOTIC BONE MARROW
CELLS USING PROPIDIUM IODIDE

Lidia Mazur, Agnieszka Czyzewska, Michat Bochenek

Institute of Zoology, Jagiellonian University, 'National Research Institute of Animal
Reproduction, Cracow

DNA degradation is a biochemical hallmark of apoptotic cell death. Extensive DNA
cleavage provides a basis for the development of the How cytometric assays to identify
apoptotic cells. One is based on extraction of low MW DNA prior to cell staining with
propidium iodide. Fixation of cells in ethanol does not fully preserve the degraded DN A within
apoptotic cells: this fraction of DNA leaks out during subsequent cell rinsing and staining.
Extraction of the degraded DNA from apoptotic cells can be enhanced by addition of high
molarity phosphate-citrate buffer to the rinsing solution. As a consequence, apoptotic cells
contain reduced DNA content and can be recognized, following staining of cellular DNA, as
cells with low DN A stainability (,,sub-G 1” peak) less than thatof G 1cells. The flow cytometric
method can be used for a simultaneous determination of apoptosis and cell cycle analysis of
non-apoptotic cells.

Apoptosis plays a fundamental regulatory role in homeostasis of the hemopoietic system.
The modulation of the cell propensity to undergo apoptosis is dependent on different exoge-
nous detrimental factors acting on normal cells e.g. ionizing radiation, chemotherapeutic
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drugs. Using flow cytometric analysis of both, DNA degradation of apoptotic cells and cell

cycle position of non-apoptotic ones, a possible modulatory effect of the aminothiol WR-2721
(S-2/3-aminopropylamino/ethyl phosphorothioic acid). Amifostine was assessed on the

cytotoxicity of ionizing radiation and chemotherapeutic drugs in the mouse bone marrow.

24, FLOW CYTOMETRIC ANALYSIS OF PERIPHERAL BLOOD
LYMPHOCYTES IN SELECTED VIRAL INFECTIONS
M. Pietruczuk, /. Kostecka, M. Dagbrowska

Dept, of Hematological Diagnostics, Medical School, Biatystok

T lymphocytes are of primary importance in viral infections. T helper cells stimulate B
cells to antibody production versus viral particles, while cytotoxic T cells destroy infected
cells. Transformed T lymphocytes constitute cell population morphologically termed virocy-
tes-mononuclears. Microscopical assessment of activated lymphocytes often rises doubts. This
is particularly true in relation to infectious mononucleosis (IM) and mononucleosis-like
syndromes belonging to self-resolving lymphoproliferations.

The aim of the current study was the cytometric evaluation of peripheral blood lymphocyte
subsets in selected viral infections from the point of view of routine diagnostic utility. The
study was carried out on lymphocytes from venous EDTA treated full blood, using Coulter
procedure. Cytometric study was performed by direct immunofluorescence on EPICS XL
(Coulter) flow cytometer, using anti - CD2, CD3, CD4, CD8, CD10/CD19, CD20, CD16,
CD57 and CD25 monoclonal antibodies. Examined group consisted of 24 persons in the age
3-21 yrs. In 18 patients the diagnosis of IM, in 6 - of cytomegaly (CM) was established. The
existence of viral infections was confirmed by serological tests.

In both groups of patients (IM and CM) the percentage of CD8+ T cells (52.5%, p. < 0.001)
was significantly higher, while the expression of CD4 antigen was decreased (23.8%, p. <
0.001). CD2 and CD3 antigens were not altered (80% and 77% respectively). It was also true
for CD 16, CD57 and CD25 positive cells. In none examined cases CD 10 antigen (CALLA)
was found. There was also no differences in B cell antigen expression.

High CD8 antigen expression and the lack of CD 10 antigen seem to be valuable markers
in doubtful cases of infectious mononucleosis, particularly in children.

25. COMPARATIVE ANALYSIS OF UTILITY OF ROSETTE TEST, APAAP
REACTION AND FLOW CYTOMETRY FOR DETERMINATION OF CD2
ANTIGEN
M. Pietruczuk, J. Osada, M. Dabrowska

Dept, of Hematological Diagnostics, Medical School, Biatystok

E rosette test with sheep RBC has been used for quantitation of T lymphocytes for years.
Itis known that mature T cells possess a receptor for these cells. Routine application of rosette
test has many advocates (low cost, easy to perform) as well as adversaries (substantial
reservations). The aim of undertaken study was a comparison of E rosette test to immunoen-
zymatic APAAP method and to flow cytometry for the evaluation of CD2 antigen. CD2, MW
50 kD is the receptor for SRBC and is responsible for cell adhesion.

The study was perfomed on isolated lymphocytes from venous EDTA treated blood of 40
healthy adult non-smokers in the age range 24-45 yrs. E rosette test, APAAP immunoenzy-
matic reaction (alkaline phosphatase-anti alkaline phosphatase complex) and flow cytometric
determination (EPIC XL, Coulter) were carried out. Results were expressed in percent and
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absolute values. At mean percentage of 30% lymphocytes, percentage of T cells was in E
rosette test 56%, APAAP reaction 67%, How cytometry 68%. At absolute lymphocyte count
1766 cells/pl absolute values for T lymphocytes were respectively 1059/pil, 1239/p.l and 1241
cells/pl. Significantly higher percent values of CD2+ cells were found in APAAP and flow
cytometric methods. There was no significant difference between APAAP and flow cytometry.
Rosette test is apparently the least sensitive as compared to other methods used. This may lead
to erroneous assessment of the immune system.

26. UV LIGHT AND CURCUMIN CAUSE DIFFERENT SYMPTOMS OF CELL

DEATH IN HUMAN JURKAT CELLS
K. Piwocka, A. Bielak-Zmijewska, J. Skierski*, M. Jerka-Dziadoszmand E. Sikora

Nencki Institute of Experimental Biology and *Flow Cytometry Laboratory, Drug In-
stitute, Warsaw

UV has been shown to induce apoptosis in many cells. After UV irradiation of rat
thymocytes and of Jurkat cells we observed typical symptoms of apoptosis such as internuc-
leosomal DNA fragmentation, formation of subGl fraction detected by flow cytometry
analysis and morphological changes (shrinkage and formation of apoptotic bodies). When
curcumin was added to the medium immediately after UV irradiation, inhibition of internuc-
leosomal DNA fragmentation was observed. In Jurkat cells curcumin presented DNA frag-
mentation till six hours after cell exposure, in thymocytes even after 24 hours no DNA
fragmentation was detected. Contrary to thymocytes, the prolongation of incubation of Jurkat
cells with curcumin not only inhibited, but also induced cell death.

Nonetheless, manifestation in curcumin-treated Jurkat cells was different than in UV
irradiated cells. Curcumin treated cells didn’t show internucleosomal DNA fragmentation
although the existence of a sub-G1 population was evidenced in these cells.

Morphology observed after Hoechst 33358 and PI staining of UV and curcumin treated
cells, although changed in comparison with morphology of control cells, was not similar to
each other. Contrary to fluorescence dyes, ultrastructural examination did not reveal any
changes between curcumin and UV treated cells. We postulate therefore thatcurcumin inhibits
cleaving DNA to internucleosomal fragments, but does not prevent cell death in Jurkat cells.
Moreover, curcumin induces death of these cells with different symptoms than that due to UV
light.

27. EXPRESSION OF INTRACELLULAR bcl-2 ONCOPROTEIN AND FAS
(CD95) ANTyIGEN ON PERIPHERAL BLOQD LYMPHOCYT?ES
Jacek Rolinski , Pawet Krawczyk , Agata Surdacka , Anna Dmoszyrnska , Ewa Wasik ,
Piotr Pozarowskil
ept, of Clinical Immunology, and 2Dept, of Haematology, University School of
Medicine, Lublin

Bcl-2 oncoprotein is widely expressed in peripheral blood B and T cells. The bcl-2 gene
product has been shown to inhibit apoptosis. The recently identified Fas antigen, also known
as APO-1 or Fas death factor is acell surface molecule that can mediate apoptosis. Fas is mainly
expressed in activated mature lymphocytes. Bcl-2 and Fas seem to be of particular significance
in lymphocyte development and in the function of the immune system. They play a critical
role in the regulation of apoptotic lymphocyte death in humans. We studied the expression of
bcl-2 oncoprotein and Fas antigen in peripheral blood lymphocytes (PBLs) obtained from
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healthy donors using flow cytometry. It helped us to better understand the molecular back-
ground of differences between the B and T lymphocyte subsets.

The cell surface CD3, CD4, CD8, CD 19, CD45R0O, CD56, CD95 antigens and the bcl-2
mitochondrial oncoprotein were determined on fresh isolated cells in each case.

They were fixed with paraformaldehyde and permeabilized with methanol for better
immunodetection of the intracellular bcl-2 protein before incubation with FITC conjugated
anti bcl-2 mouse monoclonal antibody. To determine the fluorescence intensity of bcl-2, the
logarithmic fluorescence channel intensity was converted to arbitrary units based on the
ImmunoCount 2.0 software. Wilcoxon’s matched pairs test and MannW hitney U test were
applied for statistical significance.

We found significant differences in bcl-2 expression between T and B and also between
T and NK cells. T cells expressed a higher level of bcl-2 protein than B and NK cells.
Expression of bcl-2 in CD4+ and in CD8+ cells was different - some donors have higher
expression of CD4+and some higher CD8+. Fas expression was weak on lymphocytes - only
low detection of this antigen was possible on T cells. It was impossible to detect it on B and
NK cells.

Our results show that bcl-2 expression depends on subpopulations of healthy donors PBL’s.
Various expression of these antigens could lead to differential elimination of these cells by
apoptosis. It could be responsible for the inhibition of apoptosis or the accumulation of long
lived lymphocytes.

28. DEVELOPMENTAL POTENTIAL AND KARYOTYPIC
CHARACTERIZATION OF BOVINE EMBRYOS DERIVED FROM IV M
OOCYTES FERTILIZED WITH SPERMATOZOA STAINED FOR FLOW
CYTOMETRY | | ’ i
Zdzistaw Smoragg , Lucyna Katska , Ewa Stota~, Bozenna Rynska

epartment of Animal Reproduction, 2Department of Immuno- and Cytogenetics,
National Research Institute of Animal Production, Balice/Cracow

Spermatozoa for flow cytometry purposes are commonly stained with the vital dye Hoechst
33342. The aim of this study was to determine the effect of the fluorochrome Hoechst 33342
on the in vitro fertilization ability of frozen-thawed spermatozoa and developmental potential
of embryos obtained. Moreover, the regularity of karyotype of the bovine blastocysts derived
from IVM7IVF71VC oocytes was analysed. In the experiment frozen semen ofbulls was used.
After thawing the sperm sample was analysed. In the experiment frozen semen of 4 bulls was
used. After thawing the sperm sample was divided onto two portions of which one was stained
with Hoechst 33342 (4 |ig/ml) and the second served as a control. Then both samples were
capacitated according to standard method and used for insemination of IVM bovine oocytes.
After 20 to 22 h of fertilization zygotes were cultured in vitro for 8 to 10 days up to the hatched
blastocyst stage. Some blastocysts derived from fertilization by both Hoechst-treated and
control spermatozoa were investigated cytogenetically according to conventional techniques.
The experiment showed differences in the ability to fertilization of stained, as compared to
unstained control semen. These differences (p<0.01) appeared only in the case of one bull and
concerned the proportion of embryos developing up to blastocyst stage. It may reflect
individual susceptibility of bull semen to staining procedure.
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29. GRANULOCYTE ANTIGENS AND ANTIBODIES DETECTION USING
FLOW CYTOMETRY
M. Uhrynowska, K. Maslanka, U. Podstawka, B. Zupanska

Institute of Haematology and Blood Transfusion, Warsaw

Antibodies reacting with granulocyte antigens can result in alloimmune neonatal granu-
locytopenia, transfusion-related lung injury and other posttransfusion non-haemolytic reac-
tions, autoimmune granulocytopenia, drug-induced immune cytopenia.

The frequency of these disorders is probably underestimated due to the poor availability of
human typing sera for granulocyte antigens and technical difficulties in obtaining non damaged
cells for typing. The granulocyte immunofluorescence test (GIFT), which we have been using
for the last 15 years, is still regarded as the best screening test for granulocyte antibodies and
antigens. The GIFT does not, however, distinguish the granulocyte specific antibodies from
anti-HLA antibodies and immune complexes without using other techniques which are also
performed in our lab.

During last two years we have introduced flow cytometry (FC) for the evaluation of the
results obtained in the GIFT. FC allows to be the GIFT less dependent on an observer
experience, more objective and quantitative. However, false-positive fluorescence, mainly due
to damaged cells (cytoplasmic fluorescence) is sometimes easier to distinguish in the micro-
scope, which is usually not the case if we work with platelets. We shall present our experience
in the diagnosis of alloimmune neonatal granulocytopenia using the GIFT-FC.

30. MIXED PHENOTYPE OF LYMPHOCYTES IN HYPERTROPHIC
TONSILS

. . - ? . 1 . .
Maria Wasik , Lidia Zawadzka-Glos~, Jolanta Rybczynska™, Ilwona Mallnowska3, Mie-

ept, of Lab. Diagnostic. &Clinical Immunology, ZDept, of Pediatric Othorhinola-
ryngology and 2 Dept, of Pediatrics, Hematology and Oncology, School of Medicine,
W arsaw

czystaw Chm ielik2

W aldeyer’s ring, the lymphoid tissue localized at the entrance of the respiratory and
gastrointestinal tracts is continuously exposed to stimulation and recurrent inflammatory
reaction that may cause its hypertrophy and in consequence, create indications for tonsilloto-
my. In some cases after tonsillotomy the tonsils hypertrophy recurs. The aim of this study was
to estimate a phenotype of lymphocytes isolated from tonsils tissue after the first and the
secondary tonsillotomy.

Single cell suspensions were prepared from tonsils and cells were stained by dual color
(FITC/RPE) monoclonal antibodies (DAKO) in the following combinations:

CD2/CD19,CD3/CD19,CD5/CD19,CD5/CD20 and CD4/CD8. The appropriate isotypic
control was used. Cellular DNA was assessed by staining with propidium iodide. Data were
collected and analyzed by a software on flow cytometer EPICS XL (Coulter). In 8 out of 10
analyzed tonsils the higher number of cells with expression of B than T antigens was found.
In two cases, in tonsils from children after secondary tonsillotomy the percentage of CD3+
cells was higher than CD19+. In all cases the number of CD4+ cells was three times higher
than CD8+. In 4 out of 10 tonsils the cells with the mixed phenotype as CD2+/CD 19+, CD3+
/CD 19+ and CD4+/ CD8+ were found.

The percentage of these cells exceeded the percentage of cell doublets assessed by DNA
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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. Zauc?al‘ W. Stanulewliczz, W. Knopinska-Postuszny , K. Halabardal, T.S. Chodnik2,
A. Mysliwski', A. Hellmann

lDept, of Hematology, “Chair and Dept, of Histology and Immunology, 3Chair 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 lappparatus. It has been found that
inall 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 108/ 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 10Y1 (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 INLI210 LEUKEMIC CELLS EXPOSED
TO OXIDATIVE STRESS
Wioletta Zimowska, T. Motyl, J. Skierski,* Bozena Bcdasinska, T. Ptloszaj

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. Korczak-Kowalska, P. Wierzbicki, M. Durlik, J. Wygzat, D. Ktosowska, A. Gorski
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.
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Immunofluorescence phenotyping was performed using a FACSort (Becton Dickinson)
and data was analyzed using Lysis Il 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 Zupanska

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 1gG-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 of FcRI111 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 Zuparska

Institute of Hematology and Blood Transfusion, Warsaw

The goal of the EWGCCA s 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
Kazimierz Madalinski, Jacek Michalkiewicz, Exva Kostecka

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(14g 11 and 14932). 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 Il: 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.

Opracowatprof. dr hab. J. Zeromski
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KOMUNIKATY

KOMUNIKAT FUNDACJI BIOLOGII KOMORKI | BIOLOGII
MOLEKULARNEJ

Zarzad Fundacji Biologii Komérki i Biologii Molekularnej przyznaje doroczig
nagrode naukowag, w tym réwniez w roku 1997 i 1998, za wyrdzniajgcg sie oryginahg
prace z zakresu biologii komarki, indywidualng lub zespotowa, wykonanag wytgczne
w krajowej placéwce naukowej, opublikowang w ostatnich dwéch latach w czi-
sopismie figurujgcym w Current Content bagdz Medline.

Zgtoszenia wraz z dwoma odbitkami nalezy kierowaé do dnia 15 listopada
kazdego roku pod adresem Fundacji. Regulamin dorocznej nagrody mozna znaleié
w kazdym zeszycie rocznika 1997 PBK.

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

VII OGOLNOPOLSKA KONFERENCJA BIOLOGII KOMORKI
THE VIITH POLISH CONFERENCE ON CELL BIOLOGY

Uprzejmie informujemy, ze VII Ogo6lnopolska Konferencja Biologii Komoérd
zostanie zorganizowana w 1999 roku , w dniach 9 ($roda) do 12 (sobota) wrzesnia,
w Krakowie.

Za organizacje Konferencji z upowaznienia Polskiego Towarzystwa Biologii K)-
morki odpowiedzialni bedg profesorowie: Tadeusz Cichocki, Wiodzimierz K)-
rohoda i Stanistaw Przestalski.

Zainteresowanych prosimy o $ledzenie dalszych komunikatow.

First Announcement. The VIIth 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, Wb-
dzimierz Korohoda and Stanistaw 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
PRZEPLYWOWEJ

Konferencjant. ,,Cytometria przeptywowa w badaniach naukowych idiagnostyce”
odbedzie sie w Gdansku w dniu 18 pazdziernika 1998 roku. W programie prze-
widujemy wystgpienia zaproszonych gosci oraz sesje plakatowa. Wyktadowcami
bedg: Zbigniew Darzynkiewicz (Nowy Jork, USA), Jim Watson (Cambridge, W.
Brytania), Carleton Stewart (Buffalo, USA), Paul Robinson (West Lafayette, USA),
David Hedley (Toronto, Kanada), Jan Kapuscinski (Gdarsk,Polska).

Bezposrednio po Konferencji wdniach 18-21 pazdziernikazostangzorganizowane
warsztaty metodyczne z udziatem zaproszonych wyktadowcoéw. Konferencja oraz
warsztaty beda prowadzone w jezyku angielskim. Liczba uczestnikéw warsztatow
jest ograniczona, prosimy zatem o oddzielne zaznacznie zamiaru udzialu w tej
czesci Konferencji. Osoby zainteresowane udziatem prosimy o nadsytanie zgtoszen
uczestnictwa w terminie do 30 kwietnia 1998 roku na adres Komitetu Organiza-
cyjnego:

Dr hab. Jacek Bigda Prof. dr hab. Andrzej Mysliwski
Sekretarz Komitetu Organizacyjnego Przewodniczacy Komitetu Organizacyjnego
Katedra Histologii i Immunologii AM Gdarsk E-mail: anmys@amed01.amg.gda.pl

ul. Debinki 1, 80-211 Gdansk
tel/fax 058-3023673
e-mail: jjbigd@amed01.amg.gda.pl

Ponizszyformularz prosze odcig¢ i przesta¢ na adres Komitetu Organizacyjnego

Zgtoszenie uczestnictwa
w IV Konferencji Polskiego Towarzystwa Cytometrii Przeptywowej

Imie i nazwisko

Adres

Jestem zainteresowanal/y/ udziatem w warsztatach metodycznych (w#tasciwe za-
kreslic):
tak / nie

podpis
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XXX KONFERENCJA NAUKOWA POLSKIEGO
TOWARZYSTWA HISTOCHEMIKOW | CYTOCHEMIKOW

Uprzejmie informujemy, ze w dniach 3-5 wrzesnia 1998 r. odbedzie sie w Ka-
zimierzu Dolnym nad Wistg XXXIIl Konferencja Naukowa PTHiC.
Zgtoszenie uczestnictwa prosimy przesyta¢ na adres Sekretariatu Konferencji

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

Komitet Organizacyjny XXXI11 Konferencji Naukowej PTHIiC

LISTY DO REDAKCJI

Prof. dr Mieczystaw Chorazy (Zaktad Biologii Molekularnej, Centrum Onkologii, Insty-
tut im. Marii Sktodowskiej-Curie, 44-100 Gliwice) nadestat list z nastepujaca informacjg o
poprawnym zapisie genow i biatlek. Podstawowe reguty:

* geny wiruséw, bakterii, roslin, zwierzat (oprocz cztowieka) powinny by¢ pisane maty-
mi literami i kursywa, np. bcl-2, agrB, env;

*  geny ludzkie zapisujemy duzymi literami i kursywa, np. N-MYC, BCL-2, RAS;
*  biatka zwierzat - pierwsza litera symbolu duza, pismo proste, np. Myc, Fos, Ras;
*  biatka ludzkie - symbol duzymi literami, pismo proste, np. RAS, TNF, IL-1.

Redakcja ,,Postepow” uprzejmie prosi Autoréw o przestrzeganie regut proponowanych
przez Autora listu.

Wskazowki przygotowania rysunkéw do publikacji w PBK

Dostarczane na dyskietkach teksty powinny by¢ napisane w Wordzie, wersja 6,0 lub
wczesniejsza. Jesli w tekst zostaly wstawione rysunki, powinny one zosta¢ umieszczone
osobno na dyskietce. Powinny to by¢ albo mapy bitowe (.TIF, ,PCX), albo pliki z Corela,
wersja 5,0 lub wcze$niejsza. Kazda wersja Worda lub Corela pozwala na zachowanie pracy
w formacie wersji wczesniejszej.

Cennik odbitek prac dla Autoréw w 1997 r.

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

Zamowienie na odbitki musi by¢ ztozone wraz z przestang korektg pracy.
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INFORMACJE DLA AUTOROW

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI drukujg artykuty przegladowe z zakresu najnowszych osiagnie¢ biologii
komarki, nie publikowane dotagd w innych wydawnictwach. Autorzy odpowiadajg za Scisto$¢ podawanych informacji.
Obowigzuje terminologia zgodna z polskim mianownictwem biochemicznym, histologicznym, anatomicznym i
embriologicznym. Artykuty drukowane w POSTEPACH BIOLOGII KOMORKI nie moga by¢ bez zgody redakcji
publikowane w innych periodykach. Prosimy Autoréw o nadsytanie prac bezposrednio do Redaktor6w odpowiedniej
specjalnosci (adresy na 2 str. oktadki), a do Redakcji w Warszawie tylko te artykuty, ktére nie odpowiadaja zadnej
zwymienionych specjalnosci.

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI zamieszczaja:

1) artykuty przegladowe nie przekraczajace 20 stron maszynopisu ido 100 pozycji bibliograficzychw zasadzie z ostatnich 5 bt
(do 10% pozycjii bibliograficznych starszydh);

2) doniesieniaz cstatniej dwili na 3-5 stronachmaszynopisu z ki lkoma pozycjami bibliograficznymi ostatniego roku (liczec od
daty wystaniado recaci);

3) listydo redbkeji (do 1strony maszynopisu).

Tekst pracy i zatgczniki nalezy przesyta¢ w dwdéch egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ pisany jednostron-
nie na papierze formatu A4 z podwdjng interlinig i marginesem 4 cm po lewej stronie. Ostateczna wersja tekstu i
rysunki (wskazéwki nas. 340) powinna by¢ przystana na yskietce 3,5" jako plik (file) Windows lub ASCII. Pierwsza
strona nie numerowana przeznaczona dla redakcji winna zawiera¢: imiona i nazwiska autoréw oraz ich tytulty
naukowe, adresy w pracy i domowy wraz z telefonem, tytut pracy w jezyku polskim i angielskim oraz liczbe stron
maszynopisu, liczbe tabel i rysunkdw. Na pierwszej (numerowanej) stronie nalezy poda¢ kolejno tytut pracy w jezyku
polskim iangielskim, imiona (w petnym brzmieniu) i nazwiska autoréw, nazwe zaktadu naukowego, nazwisko i adres
autora prowadzacego korespondencje, informacje o dofinansowaniu pracy oraz skrot tytutu (do 40 znakéw). Nastepna
strona powinna zawiera¢ w jezyku polskim i angielskim streszczenie (do 150 stéw) oraz stowa kluczowe - 3 do 10
stéw zgodnych zterminami w Medical Subject Headings (Index Medicus), o ile s tam zawarte. W tytule i streszczeniu
mozna stosowac jedynie powszechnie przyjete skroty, np. DNA. Tekst artykutu nalezy rozpoczaé od nowej strony.
W tek$cie nie zamieszcza¢ tabel, schematéw lub rysunkéw, a jedynie zaznaczy¢ otéwkiem na marginesie ich
lokalizacje (np. tab. 1, rys. 1itp.). Dla przejrzystosci tekst mozna podzieli¢ na tytutowane i numerowane rozdziaty
oraz podrozdziaty. Od nowej strony nalezy poda¢ spis literatury. Skroty nazw czasopism podawac nalezy wedtug
Index Medicus (listy czasopism publikowane sg corocznie w numerze styczniowym). Powotanie w tekécie nastepuje
przez podanie kolejnego numeru pozycji w spisie literatury w nawiasie kwadratowym ( np. [5]). Spis literatury nalezy
zestawi¢ alfabetycznie wedtug nastepujacego 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 schematow irysunkéw powinny by¢ zataczone na oddzielnych stronach. Schematy i rysunki musza
by¢ wykonane w postaci nadajacej sie¢ do reprodukcji. Fotografie powinny by¢ kontrastowe i wykonane na
btyszczacym papierze. Wymiary poszczeg6lnych rysunkéw, schematéw i fotografii nie moga przekracza¢ 125 x 180
mm lub ich potowy. Jezeli zataczniki sg zapozyczone z innych Zrédet, nalezy podac, skad zostaty zaczerpniete i
dotaczy¢ zgode autora i wydawnictwa na reprodukcje, jezeli materiaty te zamieszcza sie w niezmienionej formie.
Wszystkie zatgczniki musza by¢ opatrzone na odwrocie nazwiskiem pierwszego autora i oznaczeniem gory i dotu
ilustracji. Stosowane jednostki miar musza by¢ zgodne z uktadem SI.

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skrotéw uzgodnionych z autorem. Autor zobowigzany jest do
wykonania korekty autorskiej i zwrécenia jej w ciggu doby. Koszty, spowodowane wiekszymi zmianami tekstu
wprowadzanymi w korekcie poza poprawkami btedéw drukarskich, ponosi autor. Autorzy otrzymuja bezptatnie 1
egz. zeszytu PBK z opublikowang praca oraz moga zaméwi¢ odbitki odptatnie odsytajac korekte, cennik na s. 150.

Redakcja prosi o propozycje do 5 0s6b (nazwisko, imie, adres, fax), ktére bytyby odpowiednimi recenzentami
maszynopisu, nie powinny jednak by¢ pracownikami instytucji, w ktérej pracuje autor, ani jego wspo6tpracownikami.
Redakcja prosi takze gtéwnego Autora o dotagczenie do maszynopisu podpisanej odpowiedzi na nastepujace pytania:

Dotaczono 2 kopie maszynopisu, Tres¢ pracy nie byta uprzednio publikowana i nie zostata

tabel irycin. tak nie wystana do innej redakcji. tak nie
Wszyscy Autorzy znajg i akceptujgpracg, tak nie Dotaczono kopie pracy na dyskietce z podaniem nazwy

Jest zgoda 0s6b, ktérych informacje niepubli- pliku i uzytego programu edycyjnego z komputera IBM tak nie

kowane sg zamieszczone w tekscie artykututak nie  Odpowiadam za cato$¢ pracy opisanej w zat. maszyn, tak nie
Wyrazam zgode na to, ze artykut po przyjeciu do druku w "Postepach Biologii Komoérki* przechodzi na wtasnos¢ reda-
kcji ijego reprodukcja wymaga zgody redakgji. podpis
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