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ROLA MANGANU W CHLOROPLASTACH

ROLE OF MANGANESE IN CHLOROPLASTS

Joanna GEMEL

Zakład Enzymatyki, Instytut Biochemii, 
Uniwersytet Warszawski, Warszawa

Streszczenie. W artykule przedstawiono ogólną charakterystykę manganu wystę
pującego w chloroplastach z uwzględnieniem takich zagadnień, jak: jego zawar
tość, kompleksy z białkami, lokalizacja. Przedyskutowano udział manganu: (1) w fo- 
tosyntetycznym wydzielaniu tlenu, (2) w aktywności dysmutazy ponadtlenkowej 
oraz (3) jego funkcję strukturalną.

Summary. The characteristics of chloroplast manganese has been presented. This 
article deals with the manganese content, its complexes with peptides and its
localization. It was discussed; (1) manganese participation in photosynthetic oxygen 
evolution, (2) its role in superoxide dismutase activity, (3) structural function.

WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW

Ant2p — 2-(3-chloro-4-trifluorometylo)-aniIino-3,5-dinitrotiofen
CCCP — karbonylocyjanek-m-chlorofenylohydrazonu
DCIP i DCIPH2 — utleniona i zredukowana forma 2,6-dichlorofenoloin- 
dofenolu
EDTA — etylenodiaminotetraoctan
DPR — skrót literowy od ang, Electron Paramagnetic Resonance (elek
tronowy rezonans paramagnetyczny)
NMR — skrót literowy od ang. Nuclear Magnetic Resonance (jądrowy 
rezonans magnetyczny)
PS I — I układ fotosyntezy
PS II — II układ fotosyntezy
SOD — dysmutaza ponadtlenkowa
Tris — tris-(hydroksymetylo)-aminometan
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66 J. G E M E L

W STĘP

Przypuszczenie o udziale manganu w fotosyntezie wysunięto po raz 
pierwszy w 1937 r. na podstawie obserwacji hamowania fotosyntezy 
u glonu Ankistrodesmus pozbawionego manganu przy nie zmienionej za
wartości chlorofilu oraz szybkości oddychania [68]. W trakcie dalszych 
badań okazało się, że mangan jest niezbędny w procesie fotosyntezy 
u wszystkich organizmów przeprowadzających ją z wydzieleniem tlenu
[68, 83].

Zahamowanie luminescencji u Ankistrodesmus  pozbawionego man
ganu sugerowało rolę tego metalu w PS II [49]. Potwierdziło ją hamo
wanie w tych warunkach reakcji Hilla 1 oraz nie zmieniona aktywność 
PS I w chloroplastach izolowanych z roślin wyższych hodowanych na 
pożywkach nie zawierających manganu [79]. Wykazano również, że mi
kroelementu tego nie można zastąpić jonami kobaltawymi, żelazawymi, 
magnezowymi ani cynkowymi w stężeniach równych, a nawet 5-krotnie 
wyższych niż optymalne stężenia manganu [12, 51, 81].

ZAWARTOŚĆ MANGANU W CHLOROPLASTACH

Dane dotyczące zawartości manganu w chloroplastach są zazwyczaj 
wyrażane w gramoatomach manganu/gramocząsteczkę chlorofilu, a ostat
nio coraz powszechniej w gramoatomach manganu/400 gramocząsteczek 
chlorofilu stanowiących jednostkę fotosyntetyczną [2]. Cytowane w lite
raturze dane wahają się w granicach 4-9 gramoatomów manganu/400
gramocząsteczek chlorofilu (tabela 1).

Występowanie manganu w chloroplastach jest ograniczone do PS II 
[1, 10]. Wykazano to rozdzielając oba układy fotosyntezy za pomocą 
wirowania różnicowego chloroplastów szpinaku traktowanych digitoniną. 
Frakcja bogata w cząstki PS II zawierała około 4,5 razy więcej manganu 
niż frakcja bogata w cząstki PS I [1].

PULE MANGANU

Siła wiązania manganu z błonami tylakoidów chloroplastów jest 
zróżnicowana. Na podstawie obserwacji, że 0,8 M bufor Tris o pH 8,0

1 Reakcja Hilla polega na  redukc ji  sztucznego akcep tora  elektronów  (A) 
w  chloroplastach poddaw anych ośw ietlaniu . W obecności wody jako  donora e lek
tronów  obserw uje  się wydzielanie tlenu:

2H20  +  2A chloroplast y. . ^
ś w ia t ło  *

N atu ra lnym  akceptorem  elektronów  jest NADP+. N atom iast w  układzie in 
v itro  chloroplasty mogą w ykorzystywać sztuczne akceptory, jak  żelazicyjanek lub  
DCIP. Szybkość tej reakc ji  jest odzwierciedleniem  aktyw ności PS II. W yraża się 
ją  w pmolach zredukow anego akceptora  e lek tronów  X godz.—1 X mg chlorofilu—1.
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T A B E L A  1

Zawartość manganu w chloroplastach

Źródło chloroplastów
Zawartość manganu 
(gramoatomy Mn/400 

gramocząsteczek chlorofilu)
Literatura

Euglena 9
|
1

[50]
Scenedesmus 5-8 [13]
Szpinak (»Spinacia oleracea) 5-6 [15]

6 [37]
7 [95]

Kukurydza {Zea mays) 4 [23]
Lilia (Lilium longiflorum) 6 [95]
Owies (Avena sativa) 6 [95]
Szkarłatka (Phytolacca aniericana) 6 [37]

9 [95]
Pszenica (Triticum sativum) 7 [66]
Pomidor (Lycopersicon esculentum) 6-8 [46]
Lucerna (Medicago polymorpha)

•
9 [37]

usuwa z błon chloroplastów tylko część manganu [8, 15, 38] przyjmuje
się istnienie dwóch pul manganu: luźno i mocno związanego z błonami
organelli [15]. Istnieją jednak rozbieżności dotyczące rozmiarów tych
pul [8, 15, 38, 73, 93-95]. Powszechnie przyjmuje się, że mangan luźno
związany z błonami, łatwy do usunięcia przez traktowanie buforem Tris,
stanowi około 2/3 całkowitej ilości manganu w chloroplastach [8, 15, 38].
Natomiast mangan mocno związany, oporny na działanie Tris stanowi
pozostałą 1/3 [8, 15, 38]. Są jednak doniesienia sugerujące, że mangan
luźno związany stanowi tylko około 30°/o [40, 73] lub 10% [94, 95]
całkowitej zawartości manganu. Przyczyna tych rozbieżności nie jest 
znana.

Dodatkowym potwierdzeniem istnienia luźno i mocno związanego 
manganu są wyniki doświadczeń nad rozwojem zdolności wydzielania 
tlenu u glonów [19, 83] i roślin wyższych [66] w czasie ich rozwoju onto- 
genetycznego. Stwierdzono, że w komórkach roślin hodowanych w ciem
ności występuje tylko mangan mocno związany, nie biorący udziału 
w wydzielaniu tlenu [66, 94]. Rozwój układu rozszczepiającego wodę jest 
uzależniony od obecności manganu luźno związanego. Potwierdzają to 
doświadczenia, w których w czasie krótkotrwałego naświetlania komó
rek glonów (2-3 min) hodowanych w ciemności następował wzrost ak
tywności PS II i ilości manganu luźno związanego [19]. Jest interesujące, 
że w chloroplastach pomidora tylko część manganu luźno związanego 
z błonami jest niezbędna dla aktywności PS II [46] (rye. 1). Zahamowaniu 
reakcji Hilla w około 90% na skutek przechowywania liści w chłodzie
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6 8 J .  G EM EL

Rye. 1. Pule  m anganu  a ich funkcje  w  chloroplastach liści pom idora . K — liście 
świeże, A2 — liście przechow yw ane 3 dni w  chłodzie i ciemności, R — liście n a 
św ie tlane  (8000 lx) w  25°C przez 2 godz. po przechow aniu  w  chłodzie i ciemności

przez 3 dni. Według K aniugi i wsp. [46]

(0°C) i ciemności w ciągu 3 dni towarzyszył spadek zawartości manganu 
do 40-50% jego całkowitej ilości. Oświetlanie liści przez 2 godziny przy
wracało aktywność reakcji Hilla prawie do poziomu kontroli, natomiast 
poziom manganu do 70-80%. Na tej podstawie autorzy postulują, że 
w  chloroplastach około 20% całkowitej ilości manganu stanowi mangan 
luźno związany o bliżej nieokreślonej funkcji [46]. Istnienie podobnej 
frakcji manganu stwierdzono też w chloroplastach liści szpinaku [70,
72, 75].

Mangan niezbędny dla aktywności PS II bierze ponadto udział 
w reakcji katalizowanej przez jedną z dysmutaz ponadtlenkowych [45]. 
Natomiast mangan mocno związany z błonami chloroplastów pełni praw
dopodobnie rolę strukturalną [45, 53, 59, 65]. Potwierdzają to obserwa
cje mikroskopowe, zwłaszcza z zastosowaniem techniki mikroskopii elek
tronowej [59]. W chloroplastach szpinaku, izolowanych z roślin hodo
wanych na pożywkach nie zawierających manganu, stwierdzono wyraźną 
dezorganizację systemu lamellarnego w porównaniu z chloroplastami 
kontrolnymi [59].

KOM PLEKSY MANGANU Z BIAŁKAM I

Sposób, w jaki mangan jest związany z błonami tylakoidów chloro
plastów jest przedmiotem badań i dyskusji. Początkowo sugerowano, że
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mangan występuje w kompleksie z lipidami [85], czego nie potwierdziły 
wyniki szeregu przeprowadzonych później doświadczeń. Po ekstrakcji 
bowiem lipidów z chloroplastów lub ich fragmentów za pomocą rozpusz
czalników mangan odnajdywano w osadzie bogatym w białka {11, 35, 
51-53, 64]. Ponadto ekstrahując chlorofil acetonem, nie obserwowano 
jednoczesnego uwalniania manganu [11, 51]. Wyniki tych eksperymentów 
wskazują na to, że mangan nie jest związany ani z lipidami, ani z chlo
rofilem. Występuje natomiast w kompleksach z białkami, ponieważ uwal
nia go z błon działanie proteazy [66]. Nie można wykluczyć, że wystę
puje on w kompleksach białko—mangan—chlorofil [11]. Dla określenia 
białka lub białek zasocjowanych z manganem stosuje się termin „białko 
zawierające mangan” [33]. Są one od lat przedmiotem zainteresowania 
badaczy.

Lagoutte i Duranton [53] wyizolowali z liści kukurydzy białko o cię
żarze cząsteczkowym 25 000, związane specyficznie z manganem i chlo
rofilem [30]. Wykazano, że jeden atom manganu przypada na 8 cząste
czek tego białka. Ze względu na drastyczne warunki wymagane do 
wyizolowania opisanego kompleksu oraz obserwację, że kompleks ten 
nie jest potrzebny dla aktywności PS II, autorzy postulują, że nie zawiera 
on manganu luźno związanego, ale mocno związany z błonami chloro
plastów, pełniący funkcję strukturalną [15, 53].

W wyniku ekstrakcji wodnej zawiesiny chloroplastów szpinaku mie
szaniną chloroform/metanol, Henriques i Park [35] stwierdzili upłynnie
nie około 1/3 całkowitej ilości białek błonowych. Frakcja nierozpuszczal
na w stosowanej mieszaninie rozpuszczalników zawierała około 95°/o 
całkowitej ilości manganu występującego w chloroplastach. Natomiast 
frakcja rozpuszczalna, nie zawierająca prawie manganu, była bogata 
w białko o ciężarze cząsteczkowym 25 000. Obserwacja ta nie jest zgodna 
z wynikami Lagoutte’a i Durantona [53], którzy stwierdzili, że to 
właśnie białko zawiera mangan puli mocno związanej z błonami chloro
plastów.

Kompleks manganu z białkiem wyizolowano ponadto z sinicy Phor- 
midium luridum  [82]. Jest to tzw. „czynnik Hilla”, ciepłotrwały, nisko- 
cząsteczkowy związek (ciężar cząsteczkowy 1000), wykazujący absorpcję 
w UV. Czynnik ten nie wpływa na aktywność PS I. Jest natomiast nie
zbędny w procesie fotosyntetycznego wydzielania tlenu [82], Nie jest 
jednak wykluczone, że wyizolowany kompleks jest artefaktem [68].

LO K A LIZA C JA  MANGANU W BŁONACH CHLOROPLASTÓW

Kompleks enzymatyczny katalizujący reakcję rozszczepienia wody 
występuje po wewnętrznej stronie błony tylakoidu [9, 32, 12]. Potwier
dzają to doświadczenia, w których wykazano, że reakcję fotolizy wody
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kontroluje pH środowiska wewnętrznego, a nie zewnętrznego wobec 
błony tylakoidu [32]. Dodatkowego dowodu wskazującego na taką loka
lizację manganu w chloroplastach dostarczyły doświadczenia z zastoso
waniem techniki jądrowego rezonansu magnetycznego (NMR) 2.

Zahamowaniu wydzielania tlenu w obecności hydroksyloaminy to
warzyszy wzrost szybkości relaksacji protonowej wody [70, 72, 74, 75]. 
Relaksacja ulega zmniejszeniu na skutek chelatowania manganu. Znając 
miejsce działania związku chelatującego (tylko na zewnątrz błony ty- 
lakoidów lub dzięki przepuszczalności błon również wewnątrz tylakoi- 
dów), można wnioskować o miejscu występowania manganu w błonie. 
Chelex (wymieniacz jonów metali dwuwartościowych, nie przenikający 
przez błony chloroplastów usuwa Mn (II) związany z zewnętrzną stroną 
błony. Natomiast w obecności jonoforu A 23 187, specyficznego dla dwu
wartościowych kationów, następuje usuwanie Mn (II) występującego po

2 Podstaw ą technik i NMR jes t  zdolność absorbow ania  prom ieniow ania  o r a 
diowej, częstości d rgań  (108-108 Hz) przez ją d ra  izotopów m ające  m om ent m agne
tyczny, umieszczone w silnym  zew nętrznym  polu m agnetycznym  147, 63, 80]. Pozio
my energetyczne jąd ra  można badać obserw ując  przejścia między nimi. W tym  
celu do jąd e r  umieszczonych w jednorodnym  polu m agnetycznym  w prow adza się 
p rom ien iow anie  e lek trom agnetyczne o energ ii rów nej różnicy energii pomiędzy 
dw om a sąsiednimi poziomami spinowymi. W arunek  rezonansu  jądrowego opisuje

'  |t
rów nan ie  Larm oora, hv =  y - H 0, gdzie h oznacza s ta łą  P lancka, v — częstość pro-

2
m ieniow ania  elektrom agnetycznego, y — współczynnik żyromagnetyczny, H0 zaś 
na tężen ie  pola magnetycznego. Rezonans w ystępu je  po dopasow aniu częstości p ro 
m ieniow ania  elektrom agnetycznego do natężenia  pola magnetycznego. Proces po
w ro tu  spinów do stanu  równowagi term icznej przez odprowadzenie zaabsorbow anej 
energii do otoczenia zwanego „siecią” znany  jes t pod nazw ą re laksacji  spinowo- 
-sieciowej lub podłużnej. C harak teryzu je  go czas re laksacji  spinowo-sieciowej Tu  
Z aabsorbow ana energia może być też p rzekazana  innem u spinowi, znajdującem u 
się na niższym poziomie energetycznym . W w yniku  tzw. w ym iany  spinów, jeden
schodzi na niższy poziom oddając energię wzbudzenia drugiem u, k tóry  spełnia
ten  sam  w aru n ek  rezonansowy. Jes t to tzw. proces re laksacji spinowo-spinowej 
lub poprzecznej o charak terystycznym  czasie re laksacji  T2. W badan iach  NMR czę
sto zam iast posługiw ania się pojęciami czasów re laksacji stosuje się ich odw ro t
ności, zw ane szybkościami re laksacji Ri i R 2.

Ze względu na  to, że m om ent m agnetyczny e lek tronu  jest około 1000 razy 
większy niż m om ent m agnetyczny ją d ra  atomowego [63], w obecności e lektronu 
nas tępu je  skrócenie czasów re laksacji ją d ra  atomowego, czyli w zrost szybkości 
re laksacji. Dzięki tej właściwości techn ika  NMR w  odniesieniu do protonów wody 
znalazła zastosowanie m. in. do badan ia  param agnetycznych  jonów  związanych ze 
zw iązkam i wielkocząsteczkowymi [86, 88]. Wpływ param agne tyków  na szybkość 
re laksac ji  protonow ej wody jest ograniczony ich dostępnością do rozpuszczalnika. 
W chloroplastach głównie Mn (II) przyczynia się do obserwowanego wzrostu re 
laksacji. Jony innych m etali pow odują  w zrost tej wielkości jedynie  w  20°/o [86]. 
Cu (II) w  p lastocyjanin ie  jest w  ogóle n iedostępna dla wody. M n (III), Fe (II), 
Fe (III) są na tom iast słabszymi pa ram ag ne tyk am i niż Mn (II) [29, 86].
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R O L A  M A N G A N U  W C H L O R O P L A S T A C H 71

obu stronach błony. Wzrost szybkości relaksacji protonowej wody na 
skutek działania hydroksyloaminy podlega nieznacznemu zahamowaniu 
w obecności Chelexu i bardzo silnemu po dodaniu A 23 187 '(ryc. 2). 
Potwierdza to, że kompleks utleniający wodę znajduje się po wewnętrz
nej stronie błony tylakoidu [9, 25, 32, 84]. Łagodne traktowanie, takie 
jak inkubacja błon tylakoidów w ciemności lub zamrażanie zawiesiny 
chloroplastów, powoduje reorientację Mn (II) ku zewnętrznej powierzch
ni błon [72],

Ryc. 2. W pływ  w ym ieniacza jonowego Chelexu i jonoforu A 23 187 na wzrost szyb
kości podłużnej re laksacji  protonowej wody (RP indukow any przez hydroksyloaminę. 
Chelex (0,1 g/ml) dodaw ano po 17 m in od chwili w prow adzenia  NH2OH (5 mM). 
próbę mieszano w  ciągu 6 min, mierzono Rj i ponownie mieszano próbę przez 
3 min oraz po upływ ie tego czasu mierzono Rj. N astępnie  dodawano 4 
A 23 187 i przed pom iarem  Ri mieszano próbę przez 10 min. W szystkie czynności

przeprow adzano w  tem pera tu rze  0-3°C. Według Robinsona i wsp. [72]

METODY SPECYFICZNEGO ELIMINOW ANIA UDZIAŁU MANGANU
( W R EA K CJI HILLA

Do badań roli manganu w chloroplastach stosuje się powszechnie 
organelle pozbawione go w sposób doświadczalny, aby obserwować efek
ty wywołane jego brakiem lub badać możliwość rekonstrukcji układu 
po jego dodaniu. Niedobór manganu w chloroplastach może być wywo
łany przez hodowanie roślin na pożywkach nie zawierających manganu
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Metody usuwania manganu z chloroplastów

Procedura ekstrakcji
Uwolniony

mangan
(%)

Inhibicja reakcji 
Hilla (%)

Materiał doś
wiadczalny : 
chloroplasty

Literatura

0,8 M Tris, pH 8,0 
0,8 M Tris, pH 8,0 
0,8 M Tris, pH 7 ,8-8 ,0  
0,8 M Tris 20% aceton, 

pH 8,4

6 0 -6 5
6 5 -8 5

30

53 8 
8 

8 
4 O szpinaku

tytoniu
szpinaku

szpinaku

[8, 15]
[38]
[19,20, 40]

[91]
1,0 mM N H 2OH 6 0 -6 5 8 5 -9 0 szpinaku [15]
Przechowywanie liści w chło

dzie (0°C) i ciemności 
(3 dni) 4 0 -5 0 90 pomidora [46]

Ogrzewanie liści (w ciągu 
5 min, w temperaturach:
46, 48 i 50° C) 2 2 -8 5 90 tytoniu [38]

Ogrzewanie chloroplastów 
(w ciągu 5 min., w tempera
turze 45 ° Q 100 100 Euglena [50]

[2, 34, 65] lub traktowanie chloroplastów czynnikami ekstrahującymi 
[22, 68]. Pozbawianie manganu przez hodowanie roślin w warunkach 
niedoboru tego mikroelementu ma zastosowanie szczególnie w badaniach 
glonów ze względu na ich krótki cykl rozwojowy. W badaniach roślin 
wyższych powszechniejsze jest stosowanie różnych metod ekstrakcji 
manganu z chloroplastów (tabela 2). Najczęściej wykorzystywane są 
dwie spośród wymienionych metod ekstrakcji: bufor Tris oraz hydroksy
loamina.

Wpływ buforu Tris na usuwanie manganu z błon chloroplastów jest 
od dawna bezsporny ,[90]. Najczęściej stosuje się do ekstrakcji 0,8 M 
Tris o pH 8,0 [8, 15, 20, 38, 40]. Takie warunki są optymalne dla uzy
skania maksymalnej inhibicji wydzielania tlenu, przy jednoczesnej moż
liwości obserwowania reaktywacji [20],

W wyniku ekstrakcji chloroplastów buforem Tris mangan wypływa 
do środowiska ekstrahującego [66] lub pozostaje wewnątrz tylakoidów 
[8]. W tym ostatnim przypadku nie stwierdza się go w supernatancie [8]. 
Dopiero po poddaniu chloroplastów działaniu ultradźwięków jest on roz
dzielony równomiernie pomiędzy supernatant a osad [8]. Wynik tego 
doświadczenia wydaje się jednak wątpliwy, gdyż stosując chloroplasty 
pszenicy poddane uprzednio działaniu buforu Tris obserwowano usunię
cie 2/3 całkowitej ilości manganu, czemu towarzyszył w osadzie chloro-
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plastów nieznaczny EPR charakterystyczny dla manganu [66].
Przemawia to za tym, że większość usuniętego mikroelementu wypły
nęło poza chloroplasty. Dobrą przepuszczalność błon chloroplastów dla 
manganu potwierdziły też badania nad uwalnianiem go podczas przecho
wywania liści pomidora w chłodzie i ciemności. W doświadczeniach tych

Ryc. 3. W idma EPR (pierwsza pochodna) chloroplastów  szpinaku p łukanych  b u 
forem  zaw iera jącym  sacharozę lub Tris. Stężenie chlorofilu 4 mg/ml. W edług

B lankenshipa i S auera  [8]

8 EPR w ykorzystu je  się do badan ia  cząstek zaw ierających  n iesparow any e lek
tron  lub e lek trony  [24, 36]. W jednorodnym  polu m agnetycznym  następu je  roz
dzielenie e lektronów  takiej cząstki na  dwie grupy: z m om entem  m agnetycznym  
zgodnym z k ie runk iem  pola zewnętrznego oraz przeciw nym  k ierunkow i tego pola, 
o spinach odpowiednio +1/2 i —1/2. W arunek  absorpcji rezonansow ej, przejścia 
e lek tronów  pomiędzy dwom a poziomami energetycznym i opisuje rów nanie: hv =
=  gB NH 0, gdzie h oznacza stałą P lancka, v — częstość prom ieniow ania  e lek trom ag
netycznego, g — współczynnik rozszczepienia spektroskopowego, B N — m agneton
jądrow y Bohra, H 0 — zaś natężenie pola magnetycznego. Częstość d rgań  w  EPR jest 
rzędu 1010 Hz (mikrofale). W arunek  rezonansu  osiąga się zazwyczaj przez zmianę 
natężenia  pola magnetycznego przy stałej częstości prom ieniow ania.
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stwierdzono migrację znacznej frakcji labilnej puli manganu poza chlo
roplasty [46].

W badaniach nad uwalnianiem manganu z błon pomocna jest tech
nika elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR)3.

Mn (II), wykazujący właściwości paramagnetyczne, posiada charak
terystyczne sześciopasmowe widmo EPR (ryc. 3). Ze względu na to, że 
jest ono możliwe do rejestracji po uwolnieniu go z błon tylakoidów [8, 
24, 46, 54], technika EPR jest wykorzystywana do obserwacji procesu 
ekstrakcji manganu. Obserwacja Siderera i wsp. [76], że Mn (II) zwią
zany z błonami jest również źródłem sygnału EPR jest sprzeczna z w y
nikami innych badaczy [8, 24, 46, 54].

Uwalnianiu manganu z błon chloroplastów pod działaniem buforu 
Tris towarzyszy zahamowanie reakcji Hilla [8, 15, 20, 38, 40]. Interesu
jący mechanizm działania Tris w hamowaniu zdolności wydzielania tle
nu zaproponowali Cheniae i Martin [20]. Autorzy ci zauważyli, że w ciem
ności szybkość hamowania reakcji Hilla w chloroplastach jest sto
sunkowo mała (t1/2 =  20-25 min). Światło o niskim natężeniu podnosi 
szybkość inaktywacji (t1/2 =  2,5 min). Jeden krótki nasycający błysk 
wystarcza do zahamowania wydzielania tlenu w 50-70%. Związki che
miczne, takie jak Ant 2p, CCCP, FCCP, skracające czas trwania kom
pleksu wydzielającego tlen w tzw. stanach S2 i S3, hamują proces inakty
wacji 4. Równocześnie z hamowaniem reakcji Hilla następuje uwalnianie

Ryc. 4. M echanizm inak tyw acji reakc ji  Hilla 
przez Tris. W edług C henie’a i M artina  [20]

manganu, który ponownie jest włączany podczas procesu reaktywa
cji [20]. Obecnie postuluje się, że Tris działa na układ wydzielający tlen 
w stanie S2 i(ryc. 4) [20, 26]. W stabilnym w ciemności stanie Si czas 
inaktywacji okazał się bowiem zbyt długi. Absorpcja jednego kwantu 
światła, powodująca przekształcenie kompleksu rozszczepiającego wodę 
ze stanu Si w S2, skraca czas inaktywacji wskazując, że na tym etapie 
działa Tris [20]. Wydaje się, że wskutek wiązania kompleksu enzyma
tycznego w stanie S2 z Tris następuje chemiczna modyfikacja kompleksu

4 W ydaje się, że układ  kata lizu jący  wydzielanie tlenu może istnieć w  4 s ta 
n ach  tzw. S zdolnych do grom adzenia ładunku  [43, 69].

http://rcin.org.pl



R O L A  M A N G A N U  W  C H L O R O P L A S T A C H 75

w  tym stanie ,[20, 26], Tris indukuje dysocjację manganu związanego z S2 
z  utworzeniem nieaktywnego stanu S (tzw. Si). Przywróceniu aktywności 
towarzyszy włączanie uwolnionego manganu. W procesie tym pośredni
czy utlenianie związku F do F t  odpowiedzialnego za tzw. sygnał II
EPR [5]. Hipoteza ta tłumaczy efektywność DCIPH2, FCCP, CCCP, Ant
2p i tetrafenyloboranu w indukowaniu reaktywacji. Związki te bowiem 
zwiększają ilość F, dostarczając substratu niezbędnego w procesie reak
tywacji [20].

Hydroksyloamina, podobnie jak Tris, powoduje zahamowanie wydzie
lania tlenu poprzez oddziaływanie na mangan luźno związany z bło
nami chloroplastów [15, 17, 18, 39]. Widmo EPR charakterystyczne dla 
Mn (II uwolnionego z błon chloroplastów, obserwowane po działaniu 
Tris nie jest rejestrowane po ekstrakcji hydroksyloaminą [74]. Sugeruje 
tc inny mechanizm hamowania wydzielania tlenu w chloroplastach pod 
wpływem hydroksyloaminy, nie związany z bezpośrednim uwolnieniem  
manganu z błon organelli [74]. W badaniach działania tego związku zna
lazła zastosowanie technika NMR [70,72,74,75]. W aktywnych chloro
plastach nie poddawanych działaniu żadnych związków ekstrahujących 
źródłem relaksacji jest przede wszystkim Mn (II), nie związany z aktyw
nością PS II, łatwy do usunięcia przez zastosowanie 1 mM EDTA pod-

Ryc. 5. Porów nan ie  w pływ u różnych stężeń hydroksyloam iny na szybkość podłuż
nej re laksacji  protonow ej wody Ri (O) i wydzielanie tlenu  (•). Doświadczenia p rze
prowadzono stosując identyczne próbki chloroplastów (2,7 mg chlorofilu/ml) w  te m 
pera tu rze  25°C, pom iary  w ykonyw ano po 16 m in inkubacji. Ri =  | Ri — Ri poCz. 1, 
gdzie Ri pocz. jest początkow ą re laksac ją  obserw ow aną przed inkubacją  chloro

plastów  z NH2OH. Według Robinsona i wsp. [70]
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czas izolowania chloroplastów [70-72, 74, 75]. W chloroplastach przygoto
wanych w obecności 1 mM EDTA relaksacja protonowa wody występuje 
po ekstrakcji hydroksyloaminą w stężeniach inaktywujących reakcję 
Hilla [70, 72, 74, 75] (ryc. 5). Źródłem tej relaksacji jest mangan wiąza
ny przez EDTA oraz niedostępny dla tego związku chelatującego [70, 72,
74, 75] (ryc. 6). Pojawianie się relaksacji przebiega jako reakcja zależna

Ryc. 6. Podłużna re laksac ja  pro tonow a podczas ekstrakc ji  chloroplastów  hydroksy
loam iną (5 mM) w  ciemności (pH 0,8, 3°C, 2,8 mg chlorofilu/ml). W edług Sharpa

i Yocuma [74]

od czasu [75]. Wykrywany Mn (II) musi pochodzić z puli jonów zwią
zanej z reakcją Hilla. Działanie hydroksyloaminy, umożliwiające wykry
wanie tego manganu przy zastosowaniu techniki NMR, polega na re
dukcji, wyeksponowanego na działanie rozpuszczalnika, manganu na 
wyższych stopniach utlenienia do Mn (II) lub wyeksponowaniu niedo
stępnego uprzednio Mn (II) bez redukcji [75]. Niewykluczone też, że 
część Mn (II) mocno związanego z błonami tylakoidów, po zahamowaniu 
wydzielania tlenu przyczynia się do obserwowanego wzrostu relaksacji 
protonowej wody [75, 88].

Sharp i Yocum [75] nie stwierdzili występowania korelacji pomię
dzy kinetyką ekstrakcji manganu a stanem S, w jakim występuje kom
pleks rozszczepiający wodę przed dodaniem hydroksyloaminy. Wydaje się, 
że hydroksyloaminę charakteryzuje zdolność do redukowania w ciągu 
5-10 s wyższych stanów S do wrażliwego na nią stanu S0 lub S_x [75].
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Wniosek ten wynika z obserwacji, że proces inaktywacji reakcji Hilla 
przez hydroksyloaminę jest hamowany przy zastosowaniu ciągłego oświe
tlania lub nasycających błysków światła z ciemnymi przerwami trwają
cymi 0,2-5 s-1 [75]. Gdy te przerwy są dłuższe niż 5 s nie obserwuje się 
przeciwdziałania efektowi hydroksyloaminy. Nie jest to jednak zgodne 
z wynikami doświadczeń Hortona i Croze [39], którzy podają, że światło 
ułatwia działanie tego związku na błony chloroplastów. Przyczyna tych 
rozbieżności nie jest w pełni jasna, ale stosowane przez różnych autorów 
warunki przeprowadzania ekstrakcji nieznacznie się różniły, co może być
przyczyną opisanych niezgodności [75].

Przy zastosowaniu niskich (100 ąM) i średnich (200-500 ąM) stężeń 
hydroksyloaminy [70], w ciemności może zachodzić samorzutnie proces 
reaktywacji.

W ostatnich latach poświęca się dużo uwagi nie tylko sztucznym, al«
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Ryc. 7. Z m iany  szybkości reakc ji  Hilla, zaw artości m anganu  i wolnych kw asów  
tłuszczowych w  chloroplastach fasoli na  sku tek  przechow yw ania  liści w  chłodzie

(0°C) i ciemności. W edług K aniug i i wsp. [44]
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i naturalnym inhibitorom reakcji Hilla, kwasom tłuszczowym [28, 44, 58r 
60, 78]. Ze względu na to, że nienasycone kwasy tłuszczowe stanowią 
zasadniczą część lipidów w błonach tylakoidów chloroplastów, decydują 
one o strukturalnej i funkcjonalnej integralności błon. Wolne kwasy 
tłuszczowe, które nagromadzają się na skutek hydrolizy lipidów w wa
runkach starzenia się (przechowywanie liści roślin wrażliwych na prze
marzanie w chłodzie i ciemności) ,[46, 60] lub pod wpływem egzogennie 
podanej galaktolipazy [60], hamują reakcję Hilla. Jest to spowodowane 
usunięciem manganu luźno związanego z błonami [44] (ryc. 7). Podobny 
efekt obserwowano w wyniku podania egzogennego kwasu tłuszczowego 
[28, 44], przy czym kwas linolenowy jest bardziej skuteczny w ekstrakcji 
manganu niż linolowy ,[44].

ROLA MANGANU W FOTOSYNTETYCZNYM WYDZIELANIU TLENU

Zdolność do utleniania wody z jednoczesnym wydzielaniem tlenu 
w procesie fotosyntezy jest ściśle związana z obecnością manganu w chlo-

Ryc. 8. Związek pomiędzy ilością m anganu  związanego w  chloroplastach szpinaku 
a ich zdolnością do wydzielania tlenu. K rzyw e 1-3 p rzedstaw ia ją  w ynik i różnych

doświadczeń. Według Chenie’a i M artina  [15]
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roplastach [3, 8, 15, 20, 38, 40, 54, 58, 91, 92]. Między wydzielaniem tlenu 
a zawartością manganu luźno związanego istnieje korelacja [8, 15, 38]. 
Usunięciu bowiem 2/3 całkowitej ilości manganu towarzyszy utrata zdol
ności do wydzielania tlenu w 90% [8, 15, 38]. Zależność ta jest liniowa
{ryc. 8).

Przekonującego dowodu umiejscowienia manganu w fotosyntetycz- 
nym transporcie elektronów po utleniającej stronie PS II pomiędzy wodą 
a przenośnikiem Y2 [77] dostarczyły doświadczenia z zastosowaniem 
sztucznych donorów i akceptorów elektronów [50]. Po całkowitym usu
nięciu manganu przez szok termiczny u Euglena obserwowano zahamo
wanie reakcji Hilla z DCIP jako akceptorem elektronów. Stosując na
tomiast DPC jako donor elektronów, aktywność tę można było przywró-

Ryc. 9. Miejsce m anganu  w  fotosyntetycznym  transporcie  elektronów ; Yi, Y2, Y 3 — 
hipotetyczne przenośniki e lektronów  zaproponow ane przez S iegenthalera  [77], 
DPC — difenylokarbazyd, P 682 i P 700 — cen trum  reakcji PS II i PS I, Q — skład
nik  wygaszający fluorescencję, DCMU — 3-(3,4-dichlorofenylo)-l,l-dimetylomocznik, 
PQ — plastochinon, cyt — cytochrom, PC — plastocyjanina, Z — pierwszy akcep
tor e lek tronów  P S I ,  Fd — ferredoksyna, N A D P+ — fosforan d inukleotydu n iko-

tynam ido-adeninow ego, fo rm a utleniona
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cić. Dowodzi to, że mangan jest przenośnikiem elektronów pomiędzy 
wodą a miejscem donatorowym DPC (ryc. 9) [50], na co wskazuje rów
nież możliwość cofania inhibicji reakcji Hilla wywołanej przez kwas 
linolenowy w obecności DPC [77].

Interesujące są badania dotyczące mechanizmu utleniania wody 
w procesie fotosyntezy oraz udziału w nim manganu. Utworzenie jednej 
cząsteczki tlenu wymaga usunięcia czterech elektronów z dwóch cząste
czek wody: 2 H20->4 e +  2 H+ +  0 2. Do napędzenia tego 4-elektrono- 
wego procesu potrzebne są przynajmniej 4 kwanty, przy czym potencjał 
4 równoważników utleniających musi być wyższy niż 0,8 V [31]. Dla w y
dzielenia jednej cząsteczki tlenu niezbędne jest współdziałanie 4 centrów 
reakcji lub nagromadzenia ładunku w pojedynczych centrach. Dane do
świadczalne potwierdzają drugą z wymienionych możliwości. W przypad
ku mechanizmu współdziałania tlen powinien być wydzielany przez chlo
roplasty preinkubowane w ciemności po pierwszym błysku światła. Oka
zało się jednak, że maksymalne wydzielanie tlenu zachodzi dopiero po 
trzecim błysku światła, wskazując na konieczność nagromadzenia ła
dunku [31]. Niewykluczone, że układ ten zawiera mangan, tym bardziej 
że pierwiastek ten może występować na kilku różnych stopniach utle
nienia [86, 87, 89]. Dzięki technice NMR stwierdzono, że mangan w chlo
roplastach występuje na II, III, IV i VII stopniu utlenienia [86-88], Prze
waża jednak Mn (II), który w środowisku wodnym jest stabilny [86, 87]. 
Podczas fotosyntezy zachodzą prawdopodobnie zmiany stopnia utlenienia 
manganu [6, 29, 48, 87, 89]. Z porównania wykresów przedstawiających 
wydzielanie tlenu oraz szybkość poprzecznej relaksacji protonowej wody 
w zależności od numeru błysku światła wynika, że oba procesy są ze sobą 
ściśle skorelowane (ryc. 10). Zarówno wydzielanie tlenu, jak i szybkość 
relaksacji mają charakter oscylacyjny o okresie 4. Ze względu na to, że 
zmiany szybkości relaksacji są odzwierciedleniem zmian stopnia utlenie
nia manganu, można stwierdzić, że wydzielaniu tlenu towarzyszą cyk
liczne zmiany stanu oksydoredukcyjnego manganu. Postuluje się, że są 
to zmiany Mn (II)/Mn (III). Niewielkie różnice pomiędzy tymi wykre
sami tłumaczy się faktem, że szybkości relaksacji mogą różnić się dla 
każdego ze stanów S, podczas gdy wydzielanie tlenu zachodzi tylko pod
czas przejścia S4->S0 [89].

Wydrzyński i Sauer [87] są autorami modelu wydzielania tlenu, 
uwzględniającego zmiany stopnia utlenienia manganu. Z ich badań ki
netycznych wynika, że centrum reakcji zawiera 2, a nie 4 atomy man
ganu, jak proponują Govindjee i wsp. [29]. W procesie fotosyntezy man
gan podlega stopniowemu utlenieniu, a następnie redukcji [87], co jest 
zgodne z koncepcją, że woda podlega częściowemu utlenieniu przed 
uwolnieniem tlenu przez kompleks rozszczepiający wodę (ryc. 11).

http://rcin.org.pl



R O L A  M A N G A N U  W  C H L O R O P L A S T A C H 81

Ryc. 10. Szybkość poprzecznej re laksacji protonow ej wody i wydzielanie tlenu  jako 
fu n k c ja  nasycających błysków  światła. Przedstaw iono w yniki dla trzech prób błon 
chloroplastów  grochu. P róby zaw ierały  2 mg chlorofilu/ml. W edług Govindjee

i wsp. [29]

W pierwszym etapie (S0->Si) następuje wzrost ładunku kompleksu roz
szczepiającego wodę, kompensowany przez wiązanie anionu hydroksylo
wego pochodzącego z wody. W następnym etapie (Si->S2), w przeciwień
stwie do poprzedniego, nie następuje uwalnianie protonu. W tym etapie 
bierze udział anion A- , prawdopodobnie chlorek, którego niezbędność 
dla fotosyntezy jest bezsprzeczna [41]. Następnie zachodzi (S2->S3) zwią
zanie drugiego anionu hydroksylowego i wówczas dwa elektrony są prze
noszone do atomów manganu, powodując obniżenie ich stopnia utlenie
nia. Na tym etapie tlen występuje w formie nadtlenku. Końcowy etap 
(S3-*S 4->S0 +  0 2) polega na wytworzeniu tlenu cząsteczkowego przez

2 — P o s tę p y  B io l .  K o m . 2/33
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Ryc. 11. Model fotosyntetycznego w ydzielania tlenu; A— — anion (prawdopodobnie
chlorkowy). W edług W ydrzyńskiego i Sauera  [87]

usunięcie jeszcze dwóch elektronów ze związanego tlenu, czemu towa
rzyszy uwolnienie dwóch protonów i powrót manganu do wyjściowego
stopnia utlenienia.

W chloroplastach o zahamowanej zdolności wydzielania tlenu, dzięki 
absorpcji światła przez PS II może nastąpić wbudowanie Mn (II) do cen
trum wydzielającego tlen [68, 69]. W wyniku opisanego procesu foto- 
aktywacji następuje prawie całkowicie przywrócenie aktywności reakcji 
Hilla [68, 69]. Proces fotoaktywacji obejmuje dwa etapy: nagromadzenie 
Mn (II) w tylakoidach oraz wiązanie Mn (II) w centrum wydzielania 
tlenu. Nagromadzenie manganu w chloroplastach może zachodzić w ciem
ności, ale światło stymuluje je 5-10 krotnie [14]. Przedłużona inkubacja 
komórek glonów w ciemności (około 2 godz.) w obecności Mn (II) pozwala 
na pobranie wystarczającej ilości manganu, aby zaniedbać wpływ światła 
na ten proces i obserwować jedynie proces właściwej fotoaktywacji [14]. 
Proces nagromadzenia manganu jest wrażliwy na związki rozprzęgające, 
takie jak CCCP, natomiast właściwa fotoaktywacja nie jest hamowana 
przez takie związki [14].

Proces fotoaktywacji wymaga przepływu elektronów przez PS II. 
Widmo charakterystyczne dla procesu fotoaktywacji wykazuje bowiem 
maksimum przy długości fali 680 nm absorbowanej przez oba układy 
fotosyntezy [27]. Natomiast przy długościach fali ponad 719 nm absorbo
wanych tylko przez PS I fotoaktywacja nie zachodzi (ryc. 12). Dowodzi 
to, że wzbudzenie tylko PS I nie jest wystarczające dla fotoaktywacji. 
Wydaje się nawet, że aktywność tego układu nie jest konieczna dla przy
wrócenia aktywności reakcji Hilla skoro fotoaktywację obserwowano 
u mutanta glonu Scenedesmus nr 8, pozbawionego PS I [68].

Proces fotoaktywacji nie wymaga tlenu ani dwutlenku węgla i dla 
jego przebiegu nie jest konieczna aktywność cyklu redukcyjnego [12]. 
Szybkość fotoaktywacji zależy od stężenia manganu [16] i od tempe
ratury [37]. W temperaturze 5°C obserwowano jedynie 15°/o szybkości 
fotoaktywacji występującej w temperaturze 25°C [37]. Fotoaktywacja za-
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Ryc. 12. W idmo reak ty w ac ji  reakc ji  Hilla w  liofilizowanych kom órkach  sinicy
Anacystis .  Według G erh a rd ta  i W iessnera [27]

Proces fotoaktywacji ma prawdopodobnie znaczenie fizjologiczne. 
Postuluje się, że występuje powszechnie u organizmów fotosyntetyzują- 
cych, wydzielających tlen podczas rozwoju ich aparatu fotosyntetycznego 
[66, 68]. Doświadczenia z zastosowaniem etioplastów pszenicy wykazały, 
że powstawanie puli manganu opornej na działanie Tris następuje w ciem
ności [66]. Natomiast włączanie do błon tylakoidów manganu wrażli
wego na Tris wymaga światła. 15 min oświetlania wystarcza do zakoń
czenia tego procesu z towarzyszącym mu uzyskaniem zdolności rozszcze
piania wody przez plastydy. Jest jednak czasem zbyt krótkim dla bio

chodzi z szybkością proporcjonalną do ilości nieaktywnych centrów w y
dzielających tlen [16, 67]. Sugeruje to, że aktywacja każdego centrum 
jest niezależna od sąsiednich centrów i nie ma wzajemnych oddziaływań 
pomiędzy nimi [16]. Wydaje się, że fotoaktywacja obejmuje dwie reakcje 
ciemne i dwie wymagające światła [16].

Według Blankenshipa i wsp. [7] w izolowanych chloroplastach szpi
naku poddawanych reaktywacji po ekstrakcji manganu buforem Tris 
proces ten nie wymaga egzogennego manganu ani światła. Zastanawia
jące jest, że autorzy nie obserwowali w tych warunkach przemieszcza
nia manganu poza chloroplasty. Wydaje się jednak, że o ile pobieranie 
manganu ze środowiska zewnętrznego jest reakcją napędzaną przez świa
tło, włączanie go w tylakoidzie następuje w ciemności [7].
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syntezy białek. W związku z tym autorzy postulują istnienie rozgrani
czenia czasowego obu procesów: fotoaktywacji i biosyntezy białek wią
żących mangan. Biosynteza białek poprzedza fotoaktywację [11, 12, 66], 
która następuje stopniowo w miarę syntezy chlorofilu [66].

Przeprowadzono również próby rekonstrukcji aktywnego układu 
wydzielającego tlen po wyizolowaniu białka zawierającego mangan. Po
wiodły się one jedynie u sinicy Phormidium luridum [82]. Wyizolowany 
tzw. „czynnik Hilla” zawierający mangan przywracał zdolność do w y
dzielania tlenu [68, 82]. Natomiast w chloroplastach glonu Scenedesmus 
[11] wyizolowane i częściowo oczyszczone białko zawierające mangan 
okazało się nieefektywne w eksperymentach rekonstytucyjnych. Niepo
wodzenia mogą wynikać z labilności białka lub z tego, że jest ono zlo
kalizowane po wewnętrznej stronie błon tylakoidów [9, 25, 32, 72, 84].

MANGAN JA K O  SKŁADNIK DYSMUTAZ PONADTLENKOWYCH

W chloroplastach szpinaku [42, 55, 56], fasoli [4] oraz grochu [21]
obok cynkowo-miedziowej dysmutazy ponadtlenkowej wrażliwej na cy
janek stwierdzono dysmutazę ponadtlenkową niewrażliwą na cyjanek. 
Sugeruje to, że enzym ten jest żelazową lub manganową dysmutazą po
nadtlenkową [4]. Wydaje się, że jest to raczej dysmutaza zawierająca 
mangan [21, 56].

Traktowanie chloroplastów buforem Tris pozbawia je całkowicie 
aktywności dysmutazy ponadtlenkowej [45]. Skoro ta procedura eks
trakcji uwalnia mangan luźno związany z błonami, wydaje się, że man
gan tej puli odgrywa też rolę w aktywności dysmutazy ponadtlenkowej
[45].

Jest interesujące, że prawie całkowitej reaktywacji reakcji Hilla po 
naświetlaniu liści pomidora pozbawionych częściowo manganu przez 
przechowywanie ich w chłodzie i ciemności towarzyszy tylko częściowe 
odzyskanie aktywności dysmutazy ponadtlenkowej [45]. Jest to wyni
kiem nieodwracalnej inaktywacji cynkowo-miedziowej dysmutazy po- 
natlenkowej na skutek traktowania liści chłodem i ciemnością [61, 62].

UWAGI KOŃCOWE

Lumsden i Hall wysunęli interesującą hipotezę dotyczącą ewolucji 
białek zawierających mangan [56]. Autorzy sugerują wspólne pochodze
nie białka zawierającego mangan, niezbędnego dla fotosyntetycznego 
wydzielania tlenu oraz manganowej dysmutazy ponadtlenkowej, a na
stępnie niezależną ewolucję obu funkcji. Wydaje się, że najbliżej spo
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krewniony z hipotetycznym przodkiem tych białek jest tzw. „czynnik 
Hilla” wyizolowany z Phormidium luridum.

W ostatnich latach, dzięki zastosowaniu nowoczesnych technik eks
perymentalnych (EPR, NMR), nastąpił znaczny postęp w badaniach ma
jących na celu poznanie mechanizmu fotosyntetycznego wydzielania tlenu 
i udziału manganu w tym procesie. Jednak chociaż od blisko 50 lat udział 
manganu w fotosyntezie jest bezsporny, nie udało się stworzyć modelu 
utleniania wody popartego wystarczającymi dowodami doświadczalnymi. 
Opisywane dotąd mechanizmy mają w dużej mierze charakter hipote
tyczny i wymagają dalszego wyjaśnienia, tym bardziej że ostatnio uka
zała się praca poddająca w wątpliwość udział luźno związanego manganu 
w fotosyntetycznym wydzielaniu tlenu, przypisująca tę funkcję manga
nowi mocno związanemu z błonami [57].

Pragnę wyrazić serdeczne podziękowania Panu Prof. Zbigniewowi 
Kaniudze za zasugerowanie tematu i cenne uwagi podczas przygotowa
nia niniejszej pracy.

Część badań przedstawionych w artykule wykonano w ramach pro
blemu węzłowego Nr 10.2.10 i międzyresortowego MR-II/15 oraz MR- 
II/7.
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BIOCHEMIA GŁÓWNYCH ANTYGENÓW ZGODNOŚCI TKANKOWEJ
H-2 MYSZY I HLA CZŁOWIEKA

BIOCHEM ISTRY OF MAJOR HISTOCOM PATIBILITY ANTIGENS OF MOUSE
H-2 AND MAN HLA

M ichał W ITT
I

Zakład  G enetyki Człowieka PAN w  Poznaniu

S treszczen ie : Główne an tygeny  zgodności tkankow ej kodow ane są w  obrębie 
kom pleksu  H-2 mysiego chrom osom u 17. Loci H-2 ch arak te ryzu ją  się dużym po
lim orfizm em  genetycznym . W swej s truk tu rze  mysie an tygeny H-2 w ykazu ją  
znaczną homologię z ludzkim i an tygenam i HLA. Antygeny H-2 są glikoproteidam i 
błonow ym i zbudow anym i z łańcucha ciężkiego (m. cz. 47 000) i n iekow alencyjnie  
z n im  związanej (32-m ikroglobuliny  (m. cz. 12 000). Łańcuch ciężki zanurzony jest 
w  błonie kom órkow ej i w  swej części zew nątrzkom órkow ej m a dołączone dwie 
złożone reszty węglowodanowe. A ntygeny H-2 odpowiedzialne są m. in. za szybkie 
odrzucenie przeszczepu. Jako b ia łka  błonowe syntetyzow ane są w postaci p re k u r 
sorów, podlegającym  obróbce (proteoliza, glikozylacja) w  obrębie komórki. Postu 
lu je  się, że geny kodujące an tygeny  zgodności tkankow ej oraz im m unoglobuliny 
pow sta ły  przez niezależną ewolucję jednego wspólnego genu pierwotnego.

S u m m a ry :  M ajor h istocom patib ility  antigens are  coded w ith in  H-2 complex of 17th 
m u rin e  chromosome. H-2 loci are  very  polym orphic  and the ir  products are  similar 
in the s truc tu re  to h u m an  HLA antigens. H-2 antigens are  m em brane  glycopro
te ins  consisting of heavy  chain (m. w. 47 000) and noncovalently  bound |32-m icro- 
globulin  (m.w. 12 000). The heavy chain  is anchored  in cell m em brane  an d  con
nected w ith  two oligosaccharide residues of complex type in its ex trace llu la r  part. 
H-2 antigens are  responsible for rap id  re jec tion  of transp lan t.  These m em brane  
pro te ins  are  synthesized as precursors being modified (proteolysis, glycosylation) 
w ith in  the  cell. Genes coding for h istocom patib ility  antigens and  im m unoglobulins 
a re  p robab ly  the f ina l effect of independent evolution of common ancestra l gene.

I. W STĘP

Jeszcze do niedawna immunochemia i immunogenetyka zajmowały 
się przede wszystkim strukturą i kodowaniem immunoglobulin. W ciągu 
ostatnich dziesięciu lat do miana niemniej istotnego przedmiotu badań
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biochemicznych i genetycznych na polu tych nauk urosły główne anty
geny zgodności tkankowej — u człowieka zwane HLA (Human Leuko
cyte A), u myszy H-2 (Histocompatibility-2). Niniejszy artykuł oparłem 
przede wszystkim na wynikach badań lepiej poznanego modelu mysiego 
i omówię w nim aspekty strukturalno-funkcjonalne klasycznych antyge
nów zgodności tkankowej H-2 odpowiedzialnych za szybkie odrzucanie 
przeszczepów, a kodowanych przez loci H-2K, H-2D i H-2L, znajdujące 
się w obrębie kompleksu H-2.

Geny głównego kompleksu zgodności tkankowej H-2 myszy są zlo
kalizowane w środkowej części chromosomu 17, jednego z najkrótszych 
mysich chromosomów. Poza genami kompleksu H-2 w chromosomie 17 
zidentyfikowano również trzy inne grupy genów: kontrolujące różnico
wanie embrionalne (loci Tt, Kb, Fu, qk), kontrolujące wzrost sierści 
(loci th, thf) i kodujące niektóre izoenzymy (loci Pgk-2, Ce-2, Apl, Glo-1, 
Map-2) [18].

Obecnie przyjmuje się, że kompleks H-2 zajmuje odcinek chromo
somu długości 1,5 centimorgana i ograniczony jest dwoma loci — od 
strony centromeru locus H-2K i od strony telomeru locus Tla (rye. 1). 
Dwa loci kompleksu H-2: H-2K i H-2D oddalone są od siebie o 0,3 cen
timorgana. Mapa tego kompleksu podzielona jest na 5 regionów (K, I, 
S, D i T); region I zawiera 5 podregionów. Jak dotąd zidentyfikowano 
18 loci kompleksu, jednakże pozycje mapowe nie wszystkich z nich są 
wystarczająco udokumentowane [20].

Rye. 1. Mapa genetyczna kom pleksu H-2 obecnego w  17 chrom osom ie myszy
K lam ry  u góry oznaczają, że kolejność loci w ew nątrz  n ie  jest znana [20]

Ze względu na ekspresję fenotypową loci kompleksu H-2 mogą być 
podzielone na trzy zasadnicze klasy [19]. Loci klasy I kodują związane 
z błoną komórkową glikoproteidy o masie cząsteczkowej ok. 47 000. Są 
to główne antygeny transplantacyjne H-2K, H-2D i H-2L (których struk
tura zostanie dokładniej omówiona w dalszej części artykułu) [15, 28].

Do antygenów klasy I bardzo zbliżone są antygeny kodowane przez 
loci zlokalizowane na prawo od locus H-2D; są to: antygeny Qa-1 [8], 
Qa-2 [27] oraz TL [30]. Wszystkie te antygeny posiadają łańcuch długo
ści ok. 350 aminokwasów zasocjowany z łańcuchem lekkim długości ok.
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100 aminokwasów i masie cząsteczkowej 12 000, zidentyfikowanym jako
p2-mikroglobulina.

Do klasy II należą loci la (immune associated) i Ir (immune res
ponse). Dwa dobrze zdefiniowane geny la kodują glikoproteidy błonowe 
składające się z dwóch niekowalencyjnie związanych podjednostek białko
wych: a .(m.cz. 35 000) i (3 (m.cz. 28 000) oraz nieznanej liczby łańcuchów 
węglowodanowych [9]. Produkty genów la są odpowiedzialne za akty
wację limfocytów w mieszanej hodowli limfocytów i indukcję limfocytów 
cytotoksycznych. Geny Ir regulują odpowiedź immunologiczną, wzmac
niając ją lub osłabiając. Dotąd scharakteryzowano trzy geny wzmacnia
jące i jeden gen supresorowy. Wzajemna zależność genów la i Ir nie jest 
całkowicie jasna, choć niektórzy autorzy twierdzą, że geny la nie różnią 
się od genów Ir i de facto są genami Ir [20].

Geny klasy III kodują białka osocza krwi: Ss (serum serological) i Slp 
(sex-limited protein). Oba białka mają masę cząsteczkową ok. 200 000 
składają się z trzech kowalentnie połączonych łańcuchów polipeptydo- 
wych: a (m. cz. 87 000), (3 (m. cz. 78 000) i y (m - cz- 33 000), stanowiąc 
składnik C4 klasycznego toru aktywacji dopełniacza. Wymienione trzy 
łańcuchy powstają na drodze enzymatycznego rozszczepienia jednego 
wspólnego prekursora białkowego i stąd kodowane są prawdopodobnie 
przez pojedynczy gen [12].

Jedną z najciekawszych i najbardziej charakterystycznych cech loci 
H-2 jest ich duży polimorfizm genetyczny. Termin ten oznacza, że w po
pulacji indywidualnych loci H-2 występuje tak wielka częstość różnych
alleli, że źródła tego zjawiska nie można dopatrywać się w spontanicznie 
zachodzących mutacjach punktowych. Zwykle przez polimorfizm gene
tyczny rozumie się występowanie dwóch lub, rzadziej, trzech alleli 
w jednym locus. W dodatku kręgowce na ogół są homozygotyczne w loci 
polimorficznych, tzn. posiadają dwa takie same allele danego genu na 
obu homologicznych chromosomach. Zwykle mniej niż 10°/o osobników
danej populacji wykazuje heterozygotyczność polimorficznych loci.

W przypadku genów kompleksu H-2 sytuacja jest całkowicie od
mienna. Badając częstość występowania poszczególnych alleli w loci 
II-2K i H-2D w populacji myszy dzikich [54] stwierdzono, że najczęściej
występujące allele tych genów wykazano zaledwie w 12% badanych my
szy. Olbrzymia większość pozostałych alleli występowała z częstością 
mniejszą niż 2%. Poza tym aż ponad 90% myszy było heterozygotycz- 
nych w loci H-2K i H-2D. W sumie jak dotąd wykazano istnienie 56 
alleli locus H-2K i 45 alleli locus H-2D, co daje ponad 2500 różnych kom
binacji, w jakich allele te mogą występować [20]. Biorąc pod uwagę 
wysoki stopień heterozygotyczności genów H-2 oraz fakt, że w komplek
sie H-2 jest znacznie więcej loci, zmienność populacji w obrębie tego

http://rcin.org.pl



t

96 M. W IT T

kompleksu wydaje się niezwykła. Bez wątpienia jest to najbardziej po- 
limorficzny system spośród wszystkich grup genów mysich.

II. ROZMIESZCZENIE ANTYGENÓW H-2, IZOLACJA I ICH ORGANIZACJA
PRZESTRZENNA

Oceny rozmieszczenia antygenów H-2 na powierzchni komórek róż
nych tkanek dokonuje się dwoma metodami — histogenetyczną i sero
logiczną. Wyniki pomiarów dokonane obydwiema metodami wykazały, 
że najwięcej cząsteczek H-2 znajduje się na powierzchni komórek śledzio
ny mysiej. Jak obliczono [23], na powierzchni jednej komórki znajduje się 
ok. 5 X 105 cząsteczek antygenów transplantacyjnych. Jeśli liczbę tę przy
jąć za 100%, to ekspresja antygenów H-2 na powierzchni komórek in
nych tkanek wynosi: węzły chłonne 65%, wątroba 50%, grasica, płuca, 
trzustka i jelito 25%, nerka 12%, ślinianki 10%. Ekspresję H-2 w gra
nicach 1-2% stwierdzono na powierzchni erytrocytów, komórek serca, 
mózgu, jąder i mięśni szkieletowych [18].

Bardzo wydajnym i wygodnym do badań biochemicznych źródłem 
antygenów H-2 są również komórki przeszczepialnych nowotworów (np. 
chłoniaki, komórki białaczkowe), które w postaci wysiękowej mogą być 
pasażowane w myszach linii wsobnych [53].

Antygeny zgodności tkankowej, jako integralne białka błonowe, w y
magają specjalnych metod izolacji. Dwie z obecnie stosowanych, umożli
wiających uwolnienie cząsteczek z błony powierzchniowej, to solubilizacja 
błon detergentami niejonowymi (Nonidet P-40, Triton X-100) [11] lub 
proteoliza przy użyciu papainy [45], a następnie immunoprecypitacja 
przy użyciu specyficznych surowic. Powstałe kompleksy antygen—prze
ciwciało wydziela się z roztworu przy użyciu immunoadsorbentów, spe
cyficznie oddziałujących z fragmentem Fc IgG. Do tego celu używa się 
utrwalone formaliną bakterie Staphylococcus aureus lub Sepharozę sprzę
żoną z białkiem A (Protein A-Sepharose) [10].

Przy użyciu tych metod stwierdzono, że główne antygeny zgodno
ści tkankowej H-2 myszy, podobnie jak antygeny HLA stanowiące ich 
ludzki odpowiednik, są zbudowane z dwóch niekowalencyjnie połączonych
łańcuchów polipeptydowych: ciężkiego o masie cząsteczkowej ok. 47 000, 
zawierającego determinanty antygenowe i reszty węglowodanowe [43]
oraz łańcucha lekkiego o masie cząsteczkowej 12 000, zidentyfikowanego
jako (32-mikroglobulina [36]. Łańcuch ciężki przechodzi w poprzek błony 
komórkowej i swym końcem karboksylowym kontaktuje się z cytoplazmą 
komórki, zakotwiczając jednocześnie całą cząsteczką antygenu w błonie. 
W większym, zewnątrzkomórkowym N-końcowym fragmencie łańcucha 
ciężkiego wyróżnić można trzy globularne domeny [7] (ryc. 2).
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Niecałkowicie wyjaśniona jest organizacja antygenów H-2 na po
wierzchni komórki. Wiadomo, że po rozpuszczeniu błony detergentem 
uzyskuje się dimer dwóch łańcuchów ciężkich z dwiema cząsteczkami 
p2-mikroglobuliny o masie cząsteczkowej 116 000 i stałej sedymentacji 
5.9S [16]. Łańcuchy ciężkie połączone są pojedynczym mostkiem S—S.

Ryc. 2. Schem at s t ru k tu ry  i o rien tac ji  w  błonie an tygenu  H-2K&. N, Cl, 02  
g lobularne  dom eny w  zew nątrzkom órkow ej części łańcucha ciężkiego. fhM — 
P2-m ikroglobulina, P apa ina  I — główne m iejsce działania papainy , k ropkow ana 
k lam ra  oznacza dodatkow e miejsce działania papainy. Sym bolam i ow alnym i ozna
czono składow e bocznych reszt cukrowcowych, m ostki S-S oznaczono czarnym i

lin iam i [7]

3 — P o s tę p y  B io l .  K o m . 2/83
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Acylacja powierzchni komórki przy użyciu jodoacetamidu przed zadzia
łaniem detergentem powoduje izolację monomerów: łańcuch ciężki (H) +  
r |32-mikroglobulina (L), co dowodzi, że wiązania dwusiarczkowe są arte

faktem powstającym w trakcie lub po ekstrakcji detergentem. Sugeruje 
się, że na powierzchni komórki antygeny występują w postaci mono- 
merycznej, zaś ich dimeryzacja w roztworze detergentu spowodowana 
jest tworzeniem wielkich miceli [43]. Nie można również wykluczyć 
istnienia w błonie komórkowej obu form organizacyjnych antygenu [16].

Na podstawie wyników badań strukturalnych łańcuchów ciężkich 
wnioskowano, że koniec aminowy łańcuchów skierowany jest w prze
strzeń pozakomórkową (wraz z dołączoną |32-mikroglobuliną), zaś koniec 
karboksylowy jest od strony cytoplazmy. Analogiczną strukturę i orga
nizację przestrzenną sugeruje się dla antygenów TL [1] oraz ludzkich 
antygenów zgodności tkankowej HLA [20].

III. STRUKTURA ANTYGENÓW H-2

III - l .  Ł A Ń C U C H  c i ę ż k i

Obecnie znane są fragmentaryczne sekwencje części N-terminalnych 
łańcuchów ciężkich antygenów H-2 obu alleli i różnych haplotypów, 
uzyskane przy użyciu zarówno metod konwencjonalnych, jak i radioche
micznych. Ostatnio doniesiono o pierwszej całkowitej sekwencji amino- 
kwasowej, ustalonej dla antygenu H-2Kb [7]. Zsekwencjonowano rów
nież fragmenty nieallelicznych cząsteczek ludzkich antygenów HLA-B7 
[25] i HLA-A2 [37]. Jak się okazało, mimo znacznego polimorfizmu ge
netycznego, białka te wykazują duże podobieństwa swej I-rzędowej 
struktury. Porównując sekwencje N-końcowych łańcuchów ciężkich
H-2Kk [39], H-2Kb [39, 50] i H-2Kq [5] stwierdzono ±85%  homologii 
strukturowej, podobnie jak we wzajemnym porównaniu sekwencji HLA- 
B7 [25] i HLA-A2 [37]. Analogiczny stopień podobieństwa (85%) stwier
dzono porównując sekwencje H-2Kb, H-2Dd i H-2Db [50, 53] oraz wstęp
ne dane dotyczące sekwencji H-2Kd [16]. Sekwencje H-2Kk i H-2Kb w y
kazują ok. 70% homologii, tak w stosunku do HLA-B7, jak i HLA-A2 
[39, 50]. Z zestawienia 97 pozycji aminokwasowych nadających się do 
porównania wynika, że cząsteczki tego samego gatunku są identyczne 
w ±85%, zaś cząsteczki różnych gatunków w ±70%  (mimo że łańcuchy 
ciężkie H-2Kk i H-2Kb są produktami tego samego locus, HLA-B7 i HLA- 
A2 zaś produktami oddzielnych loci). Prawie wszystkie różnice w skła
dzie aminokwasowym pomiędzy H-2 i HLA mogą być wywołane zamia
nami pojedynczych zasad w kodzie genetycznym i zaledwie 65 takich 
substytucji wystarczy dla całkowitej wzajemnej zamiany sekwencji HLA-
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-B7 i H-2Kb. Większość różnic w sekwencji tych antygenów zgrupowana 
jest pomiędzy pozycjami 61-82 obu łańcuchów, gdzie na 22 reszt amino- 
kwasowych, identycznych jest tylko 8 (36°/o homologii). Część wzajemnych 
zamian reszt aminokwasowych w tym regionie wymaga substytucji 
dwóch lub trzech par zasad w odpowiednich kodujących je sekwencjach 
DNA [5, 50]. Stwierdzono również, że w łańcuchu ciężkim H-2 istnieją 
dwa mostki dwusiarczkowe między resztami cysteinowymi w pozycjach
101 i 164 oraz 203 i 259, analogicznie jak w cząsteczce HLA [47]. Za po
mocą znakowania izotopem fosforu (32P) stwierdzono obecność reszty 
fosfoserylowej w części karboksylowej łańcucha ciężkiego H-2 [39], jak

COOH

Ryc. 3. Porów nan ie  modeli s t ru k tu ry  łańcuchów  ciężkich antygenów  H-2K+, H-2Kb 
i HLA-B7. Poziome linie oznaczają wielkość fragm entów  uzyskiwanych w w y 
n iku  rozszczepienia łańcuchów  w  miejscu reszt m etionylowych m etodą cyjano- 
brom ow ą. G w iazdki ograniczają hydrofobowy fragm en t zakotwiczający antygen 

w  błonie. CHO oznacza reszty węglowodanowe, P 0 4 reszty fosfoserylowe [46]

i HLA [34]. Fosforylacja cytoplazmatycznej części białka integralnego 
błony (jakimi są antygeny H-2 i HLA) umożliwia spekulacje na temat 
roli tego zjawiska w interakcji antygenów (i innych białek integralnych 
błon) z elementami cytoplazmatycznymi i regulacją funkcji komórki [37]. 
Nie można wykluczyć jednak, że obserwowana fosforylacja jest artefak
tem powstającym w trakcie lub po ekstrakcji detergentem. Miejsce przy
czepu łańcuchów węglowodanowych stwierdzono w pozycjach 86 i 176 
łańcucha ciężkiego H-2, używając do tego celu podwójnego znakowania 
białka (3H)-fukozą i i(14C)-aminokwasami [39, 50] (ryc. 3, por. też ryc. 2). 
Antygeny H-2 mają po dwie reszty cukrowcowe, każda o masie cząstecz
kowej ok. 3000, podczas gdy antygeny HLA tylko jedną resztę w po
zycji porównywalnej z jedną resztą w łańcuchu H-2. Znaczenie obecności 
dodatkowej reszty cukrowcowej w cząsteczce H-2 jest nieznane.

Na podstawie badań serologicznych i immunochemicznych [15], przy
najmniej w niektórych haplotypach, poznano trzeci silny antygen trans
plantacyjny, kodowany przez locus H-2L, ściśle związany z locus H-2D 
(nie ulegają rozdzieleniu podczas rekombinacji) (ryc. 1). Badania sek
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wencyjne cząsteczki H-2Ld wykazały homologię z sekwencjami H-2Kb, 
H-2Db i H-2Kd opowiednio w 78, 82 i 80°/o, co pozwoliło zaklasyfikować 
ten antygen faktycznie jako trzeci główny antygen transplantacyjny 
myszy [6]. Jednocześnie istniejące różnice w sekwencji łańcucha cięż
kiego H-2Ld oraz łańcuchów ciężkich H-2Dd i H-2Kd (ok. 20°/o), synte
tyzowanych przez tę samą komórkę, pozwoliły ostatecznie stwierdzić, że 
cząsteczka H-2L kodowana jest przez oddzielne locus. Istnienie trzech 
loci mysich antygenów zgodności tkankowej H-2K, H-2D i H-2L jest ana
logiczne z istnieniem trzech loci ludzkich antygenów HLA-A, HLA-B
i HLA-C.

III-2. B O C Z N E  Ł A Ń C U C H Y  W Ę G L O W O D A N O W E

Dla zbadania reszty cukrowcowej przeprowadzono trawienie łańcu
cha ciężkiego pronazą. Wyizolowane glikopeptydy o masie cząsteczkowej 
3500 zawierały 1-2 reszt aminokwasowych i 12-15 reszt monosachary- 
dowych. Stwierdzono, że glikopeptydy te były identyczne tak pod wzglę
dem składu, wielkości, jak i ładunku elektrostatycznego, bez względu na 
to z jakiego haplotypu były izolowane, co sugeruje, że struktura reszty 
węglowodanowej nie ma wpływu na właściwości antygenowe alloanty- 
genów. Ogólny model struktury złożonego łańcucha węglowodanowego,

Ryc. 4. Model s tru k tu ry  bocznego łańcucha węglowodanowego połączonego z łań 
cuchem ciężkim an tygenu  H-2. NANA — kw as sialowy, GAL — galaktoza, 
GlcNAc — N-acetyloglukozoamina, MAN — mannoza, FUC — fukoza, Asn — aspa-

rag ina  [28]

http://rcin.org.pl



A N T Y G E N Y  Z G O D N O Ś C I  T K A N K O W E J 1 0 1

dołączonego do łańcucha ciężkiego H-2, opublikowali Nathenson i Cullen 
[28] (ryc. 4).

W skład części rdzeniowej łańcucha wchodzą 3 reszty mannozowe 
i 2 reszty N-acetyloglukozaminowe. Zewnętrznie dołączone są do niej 
łańcuchy złożone z reszt N-acetyloglukozaminowych, galaktozowych i ter
minalnie położonych reszt kwasu sialowego. Cała ta struktura, poprzez 
resztę N-acetyloglukozaminową z dołączoną fukozą, połączona jest z łań
cuchem polipeptydowym. Miejscem połączenia obu łańcuchów jest reszta 
asparaginylowa polipeptydu [29], wchodząca w skład sekwencji rozpo
znawczej dla procesu glikozylacji Asn-Gln-Ser [26]. Badania nad bio
syntezą bocznego łańcucha węglowodanowego wykazały, że reszty cu- 
krowcowe przenoszone są na odpowiednią resztę asparaginylową z inter- 
mediatu, którym jest odpowiedni oligosacharyd połączony z poliizoprenoi- 
dowym nośnikiem — pirofosforanem dolicholu [51]. Tak przebiegająca 
glikozylacja zachodzi jeszcze przed całkowitym zakończeniem syntezy  
łańcucha polipeptydowego [40], Powstały prekursor łańcucha bocznego, 
bogaty w reszty mannozowe (high-mannose precursor) [39] ulega doj
rzewaniu, w czasie którego zewnętrzne reszty glukozowe i mannozowe 
zastępowane są terminalnymi resztami cukrowcowymi, charakterystycz
nymi dla oligosacharydów złożonych (complex type oligosaccharide), któ
rego strukturę przedstawiono na ryc. 4, lub dojrzałych oligosacharydów 
bogatych w mannozę (mature high-mannose oligosaccharide). Ta koń
cowa glikozylacja zachodzi w aparacie Golgiego, zaś dojrzały glikopro- 
teid zostaje następnie przesunięty do błony komórkowej (w przypadku 
białek integralnych błony) albo odszczepiony od błony i wydzielony 
(w przypadku białek sekrecyjnych). W odniesieniu do ludzkich antyge
nów HLA, podobnie jak dla antygenów H-2, wykazano również pojawie
nie się najpierw bocznego łańcucha cukrowcowego w postaci prekursora 
bogatego w mannozę (na tym etapie łańcuch ciężki antygenu nie jest 
jeszcze zasocjowany z (32-mikroglobuliną), ulegającego następnie przebu
dowie w typowy złożony łańcuch oligosacharydowy [22].

m - 3 .  (32-m i k r o g l o b u l i n a

Obok zanurzonego w błonie powierzchniowej komórki, glikozylowa- 
nego i zawierającego determinanty antygenowe łańcucha ciężkiego, 
w skład cząsteczki głównych antygenów transplantacyjnych H-2 i HLA 
wchodzi również łańcuch |32-mikroglobuliny [33, 36]. Występuje on tak
że w innych mysich antygenach, jak Qa-1 [8], Qa-2 [27], TL [30], anty
geny non-H-2 [1] lub antygeny nowotworowe [48], Z łańcuchem cięż
kim tych cząsteczek (32-mikroglobulina połączona jest wiązaniami nieko- 
walencyjnymi, ulegającymi rozerwaniu pod wpływem 3 M NaSCN [23].
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Zarówno w przypadku antygenów HLA [49], jak i H-2 [7] interakcja taka 
zachodzi w obrębie drugiej domeny łańcucha ciężkiego (reszty amino- 
kwasowe 92-182).

fł2-mikroglobulina po raz pierwszy została zidentyfikowana w mo
czu osób chorych na tzw. chorobę Wilsona [2]. Wiadomo, iż białko to nie 
jest kodowane na tym samym chromosomie co antygeny transplanta
cyjne. Obecność genu dla (32-mikroglobuliny wykazano na mysim chro
mosomie 2 [21], a u człowieka na chromosomie 17 (u człowieka geny 
antygenów HLA występują na chromosomie 6). (32-mikroglobulina w y
stępuje również w postaci wolnej w osoczu krwi, płynie owodniowym, 
mleku i płynie nasiennym [35]. Funkcja jaką pełni (32-mikroglobulina 
w cząsteczce antygenów transplantacyjnym ciągle nie jest znana. Przy
puszcza się, że wraz z fragmentem łańcucha ciężkiego tworzy rodzaj 
miejsca receptorowego do interakcji z innymi antygenami (np. trans
plantacyjnymi lub wirusowymi). Wiadomo również, że stabilizuje ona 
strukturę III-rzędową antygenu, powodując niewrażliwość cząsteczki na 
działanie niektórych proteaz [24]. Wydaje się, że łańcuchy ciężkie nie 
ulegające połączeniu z cząsteczką (32-mikroglobuliny podlegają degra
dacji w lizosomach [44]. W związku z tym aktywność serologiczna anty
genów transplantacyjnych na powierzchni komórki jest całkowicie za
leżna od obu podjednostek.

Cząsteczka (ł2-mikroglobuliny posiada masę cząsteczkową ok. 12 000, 
stałą sedymentacji 1,65S [2] i składa się z 99-100 reszt aminokwasowych. 
Obecnie znane są kompletne sekwencje |32-mikroglobuliny ludzkiej [11], 
króliczej [13], świnki morskiej [52] i mysiej [14]. Homologia struktury 
I-rzędowej (32-mikroglobuliny myszy w stosunku do jej odpowiedników 
u wymienionych organizmów wynosi odpowiednio: 68, 66 i 61°/o. Te róż
nice w składzie aminokwasowym wymagają 43-46 substytucji zasad 
w odpowiednich sekwencjach DNA [14]. Tak duży konserwatyzm struk- 
turowy jest zapewne przyczyną silnej krzyżowej reaktywności immuno
logicznej P2-mikroglobuliny. Znaczny stopień homologii sekwencji stwier
dzono również pomiędzy mysią (32-mikroglobuliną i fragmentem łańcucha 
ciężkiego H-2 między pozycjami 179-278 (III domena), która może suge
rować wspólne pochodzenie ewolucyjne obu peptydów [14]. Wcześniej 
Peterson i wsp. [31] wykazali duże podobieństwo sekwencji ludzkiej |32- 
-mikroglobuliny z domeną CH3 immunoglobuliny G.

IV. FU N K CJA  ANTYGENÓW H-2

Mimo intensywnych badań funkcja antygenów H-2K i H-2D ciągle 
jeszcze pozostaje niejasna. Przypuszcza się, że antygeny H-2 mogą być 
aktywatorami limfocytów T oraz mogą stymulować różnicowanie ko
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mórek ,,T-killer” [53]. Poza znanymi danymi dotyczącymi udziału anty
genów H-2 w odrzuceniu przeszczepów (stąd ich nazwa), najciekawszych 
informacji dotyczących funkcji antygenów H-2 dostarczyli Zinkernagel 
i Doherty [55].

Wykazali oni, że w trakcie zakażenia wirusowego organizm myszy 
wytwarza limfocyty efektorowe T, zabijające komórki zainfekowane 
przez wirusa (zarówno in vivo, jak in vitro). Limfocyty te wykazują 
specyficzność w stosunku do danego wirusa, np. limfocyty powstałe w m y
szy zakażonej przez wirus ospy krowiej (vaccinia) atakują komórki za
infekowane przez ten wirus, natomiast nie atakują komórek zakażonych 
przez inny wirus np. LCM (lymphocytic choriomeningitis virus). Po
nadto okazało się, że limfocyty efektorowe wykazują jednocześnie specy
ficzność w stosunku do allotypu H-2 komórek docelowych, tzn. limfocy
ty uczulone przeciwko zainfekowanym przez wirus ospy komórkom H-2* 
niszczą tylko te komórki, a nie np. zainfekowane przez wirus ospy ko
mórki H-2b. Oznacza to, że aktywność cytotoksyczna limfocytów efekto- 
rowych ograniczona jest przez loci H-2K i H-2D. Stwierdzono, że po
zostałe loci kompleksu H-2 nie wpływają na specyficzność komórek efek- 
torowych. Na tej podstawie można przypuszczać, że dojrzewające limfo
cyty efektorowe „uczą się” rozpoznawać antygeny wirusowe w połącze- 
ninu (kompleksie) z lub w obecności antygenów H-2K i H-2D, istnieją
cych na powierzchni komórek uczulających (prezentujących antygen). 
Zinkernagel i wsp. [55] wykazali, że narządem, w którym proces ten za
chodzi, będącym „szkołą” limfocytów, jest grasica, a dokładniej jej część 
nabłonkowa. Myszy mozaikowe, których nabłonek grasicy posiada haplo- 
typ H-2a, bez względu na to jaki haplotyp będą miały komórki szpiku 
kostnego (źródło niedojrzałych, niezróżnicowanych limfocytów), produ
kują limfocyty efektorowe specyficzne tylko w stosunku do komórek 
o haplotypie H-2a. Zasadniczym, ciągle jeszcze nie rozwiązanym, proble
mem współczesnej immunologii jest czy rozpoznanie takich komórek do
celowych zachodzi przez dwa różne receptory na powierzchni limfocyta 
(oddzielny receptor dla antygenu wirusowego i oddzielny dla antygenu 
H-2), czy też przez jeden wspólny receptor (rozpoznający obydwa anty
geny jednocześnie). Powiązane jest to z pytaniem, czy na powierzchni 
zainfekowanej komórki dochodzi do interakcji antygenów H-2 i wiruso
wego, czy też obydwa rodzaje cząsteczek są niezależne od siebie. Żad
nego z tych problemów nie rozstrzygnięto dotąd jednoznacznie. Można 
przypuszczać, że umożliwienie odróżnienia przez układ odpornościowy 
komórek zainfekowanych od komórek normalnych było (i jest) pierwotną 
funkcją układu antygenów H-2. Wykazano również, że w przypadku 
modyfikacji chemicznej komórek przy użyciu trójnitrofenolu (TNP) cyto- 
toksyczność uczulonych in vitro limfocytów efektorowych T w stosunku
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do komórek modyfikowanych limitowana jest obecnością na powierzchni 
antygenów H-2 haplotypu identycznego z haplotypem komórek modyfi
kowanych użytych do uczulenia [42],

V. BIOSYNTEZA

Rothman i Lenard [41] zaproponowali, aby hipotezę sygnalną Blo- 
bela, opracowaną początkowo dla białek sekrecyjnych, rozszerzyć rów
nież na białka integralne błony. Według Blobela [3], w tym przypadku 
długie sekwencje hydrofobowych reszt aminokwasowych, tworzących od
cinek zakotwiczający białko w błonie, będą działały jako sekwencje za
trzymujące proces przenikania nowo syntetyzowanego łańcucha polipep- 
tydowego w poprzek błony (stop transfer sequence). Powoduje to, iż 
kompletne łańcuchy swym C-końcem skierowane są do cytoplazmy, 
a ich N-koniec znajduje się po przeciwnej stronie błony. W przypadku 
łańcucha ciężkiego antygenu H-2 sekwencją „stop transfer” jest odcinek 
między pozycjami 282 i 307, mający charakter silnie hydrofobowy [4]. 
Dotąd nie wykryto żadnej homologii sekwencyjnej tego odcinka z ana
logicznymi odcinkami innych białek błonowych.

Jak wykazały badania w układach translacyjnych in vitro łańcuch 
ciężki H-2 i fi2-mikroglobulina syntetyzowane są w postaci nieglikozylo- 
wanych prekursorów o masach cząsteczkowych, odpowiednio, 45 000 
i 14 000. Zawierają one peptydy sygnalne o masach cząsteczkowych ok. 
2000. Prekursory podlegają obróbce (odcięcie peptydu sygnalnego, gliko- 
zylacja łańcuchów ciężkich) podczas przenikania nowo syntetyzowanego 
białka w poprzek błony śródkomórkowe). Proces ten zachodzi w trakcie 
translacji.

Odpowiednie mRNA, kodujące białka wchodzące w skład antygenów 
H-2, mają stałe sedymentacji 17S (łańcuch ciężki) i 10S (|32-mikroglo- 
bulina) [17].

VI. UWAGI KOŃCOWE

Sekwencja łańcuchów ciężkich H-2 i HLA porównana z sekwencją 
immunoglobulin wykazuje znaczne podobieństwa. Jest to powodem przy
jęcia podziału części zewnątrzkomórkowej łańcucha ciężkiego antyge
nów, podobnie jak w przypadku Ig, na trzy globularne domeny. W łań
cuchu antygenów HLA składają się one z sekwencji między pozycjami 
1-91, 92-182 i 183-273 [49]. Pamiętając ponadto o opisanych faktach 
wzajemnego podobieństwa produktów jednego locus pochodzącego z róż
nych haplotypów, znacznej homologii sekwencji łańcuchów ciężkich H-2
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i HLA między sobą oraz podobieństwa z (32-mikroglobuliną wysunięto 
hipotezę, że geny wszystkich tych białek powstały z jednego wspólnego, 
pierwotnego genu, którego duplikacja i niezależna ewolucja dały dzisiej
sze geny dla łańcuchów ciężkich, (32-mikroglobuliny i immunoglobu
lin [32].

Za krytyczne uwagi w trakcie pisania niniejszego artykułu dziękuję 
Panu Prof. dr. A. Horstowi oraz Dr. Dr. K. Szyfterowi, K. Wiktorowi- 
czowi i M. Kurpiszowi.
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LIMFOCYTY T TWORZĄCE WCZESNE ROZETKI 
I. CHARAKTERYSTYKA LIMFOCYTÓW T TWORZĄCYCH

WCZESNE ROZETKI

T LYMPHOCYTES FORM ING EARLY ROSETTES
I. CHARACTER OF T LYMPHOCYTES FORMING EARLY ROSETTES

Jo lan ta  MYŚLIW SKA 

Zakład  Histologii, In s ty tu t  Biologii Medycznej, A kadem ia Medyczna, G dańsk

Streszczenie. L im focyty  określane jako kom órki tworzące „wczesne” lub „ak tyw 
n e” rozetk i stanow ią subpopulację limfocytów T w y k ry w aln ą  za pomocą szybkiego 
te s tu  E-rozetowego. Dla określenia tych  kom órek  stosuje się także  nazw ę lim fo
cyty z recep to ram i wysokiego pow inow actw a do ery trocytów  b aran a . W pracy  
przedstaw iono kilka najpow szechniej stosowanych m odyfikacji m etodycznych szyb
kiego tes tu  E-rozetowego oraz opisano w pływ  czynników m etodycznych na  ilość 
w ykryw alnych  rozetek. Zgodnie z w ynikam i badań  prow adzonych na  izolowanych 
subpopulacjach  limfocytów T — kom órki tworzące wczesne rozetk i oraz pozostałe 
limfocyty T różnią się w łasnościam i fizykochemicznymi błony kom órkow ej, roz
mieszczeniem s t ru k tu r  wiążących ery trocy ty  b a ra n a  oraz funkcją.

S u m m a ry .  Subpopula tion  of h u m an  T lym phocytes detectable  in a short te rm  
E-rosette  assay is defined as „early” or „active” rosette  form ing cells. These cells 
a re  also know n as T lym phocytes w ith  high „av id ity” receptors for sheep red  
blood cells. Several m ethodical modifications of the short te rm  E-rosette  test 
have been presented . I t  has been  shown th a t  the m edium  in w hich contacting 
cells are  placed, the  te m p e ra tu re  of incuba tion  and  the  presence of fe ta l calf serum  
decide about the am oun t of rosettes detected. According to exam inations on iso
lated subpopulations of T lym phocytes — cells w ith  the ability  to fo rm  early  
rosettes and the rem ain ing  T cells differ w ith  respect to physico-chem ical p ro 
perties of cellular surface, the d is tr ibu tion  of the  receptors b inding  sheep e ry th ro 
cytes and  immunologic function.

W PROW ADZENIE

Badania dotyczące funkcji komórek limfatycznych doprowadziły do 
wyodrębnienia u kręgowców dwóch zasadniczych populacji limfocytów: 
T — odpowiedzialnych za odporność komórkową, oraz B — odpowie
dzialnych za odporność humoralną.
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Potwierdzeniem odrębności obu linii komórkowych są cechy cha
rakterystyczne ich powierzchni. Oba typy komórek limfatycznych róż
nią się bowiem obecnością specyficznych struktur receptorowych, które
orzedstawiono w tabeli 1.
%

T A B E L A  1

Charakterystyka powierzchni limfocytów T i B krwi obwodowej człowieka

Struktury powierzchniowe Limfocyty T Limfocyty B

Cząsteczki przeciwciał klasy IgM, IgG, IgD, 
IgA, IgE związane z powierzchnią brak [48]

I

obecne [15,48]

Receptory dla fragmentu IgM 
Fc immunoglobulin: IgG

IgD
IgA
IgE

obecne [40] 
obecne [26,30,40] 
obecne [54] 
obecne [35 — 37] 
obecne [71]

obecne [46,51] 
obecne [26] 
obecne [54] 
obecne [35 — 37] 
obecne [17,71]

Receptor dla składnika 
C3 dopełniacza brak [27] obecny [27,48]
Antygen powiechniowy la obecny [30,39] obecny [48]
Miejsca wiążące erytrocyty

autologiczne
. . . . . . .

obecne [29, 59] brak [29]
allogeniczne

—— —— — — — —  i

obecne [29] brak [29]
mysie brak [2] obecne [2,45]
baranie obecne [27,48] brak [27]

Jedną z zasadniczych cech odróżniających populację ludzkich lim
focytów T od komórek B jest ich zdolność do spontanicznego wiązania 
erytrocytów barana — SRBC (sheep red blood cells). Za tę zdolność od
powiedzialne są struktury powierzchniowe, których charakter dotąd po
zostaje przedmiotem kontrowersji. Z nagromadzonych danych wynika 
bowiem, że w proces rozpoznawania erytrocytów barana przez limfocyty 
T mogą być włączone cząstki węglowodanowe [34] oraz białkowe [20]. 
Próby izolacji i charakterystyki miejsc wiążących erytrocyty barana na 
limfocytach T nie dostarczyły jednoznacznych wyników. Tak np. Owen 
i wsp. [43] na podstawie swoich badań sugerują, że miejsca wiążące 
krwinki barana mają strukturę glikoproteidową. Nowsze badania [18, 20] 
wskazują raczej na jej białkowy charakter. Gtirtler i wsp. [20] sugerują 
wzajemną interakcję drobin białkowych limfocytów z cząstkami lipido
wymi na powierzchni erytrocytów barana.

Łączenie się limfocytów z krwinkami barana jest procesem aktyw
nym — wrażliwym na działanie inhibitorów glikolizy [27], niektórych
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inhibitorów biosyntezy białka, jak puromycyna i a-amanityna [3], oraz 
wrażliwym na zmiany poziomu cAMP w komórce [16].

Na ryc. 1 przedstawiono limfocyt T otoczony przez erytrocyty ba- 
rana, co w efekcie daje obraz przypominający rozetkę. Obraz ten po
chodzi z pracy Kay i wsp. [31] i uzyskano go za pomocą mikroskopu
skaningowego.

Warunkiem wyznakowania całkowitej populacji limfocytów T jest 
umożliwienie im odpowiednio długiego kontaktu z erytrocytami w tem
peraturze +  4°C. W praktyce laboratoryjnej dla uzyskania maksymal
nych wartości stosowano inkubację całonocną.

Ryc. 1. E ry trocyty  b a ra n a  otaczające limfocyt T człowieka — rozetka, według K ay
i wsp. [31]. M ikroskop skaningowy. Pow. 6750X

Szybkość przyłączania krwinek czerwonych do powierzchni limfocy
tów w teście tworzenia rozetek cechuje dwufazowość — mianowicie już 
po 30 minutach wyznakowaniu ulega pewien niewielki odsetek limfocy
tów, podczas gdy pozostałe limfocyty T dla utworzenia rozetek wym a
gają dodatkowych kilku godzin inkubacji [38]. Obserwacja ta pozwoliła 
na wysunięcie sugestii o istnieniu w obrębie populacji limfocytów T 
dwóch subpopulacji, różniących się stopniem powinowactwa ich recep
torów do SRBC. Stało się to bodźcem do poszukiwania takich warunków 
testu rozetowego, które umożliwiłyby zarówno ilościową, jak i jakościo
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wą ocenę komórek zdolnych do szybkiego przyłączania krwinek barana, 
a więc komórek wyposażonych w receptory wysokiego powinowactwa.

Wspólną cechą wszystkich modyfikacji wspomnianego testu, mają
cych na celu wykrycie tej frakcji lifmocytów, było zastosowanie skróco
nego czasu kontaktu między limfocytami ludzkimi i erytrocytami barana. 
Stąd często używana nazwa dla modyfikacji testu rozetowego — „szybki 
test rozetowy”, zaś dla komórek znakowanych w nim — komórki two
rzące „wczesne rozetki”. Oprócz czasu inkubacji, także inne elementy 
testu, jak np.: rodzaj użytego środowiska inkubaćyjnego, temperatura 
inkubacji czy stosunek ilościowy erytrocytów do limfocytów, wywierają 
zasadniczy wpływ na wartości wykrywalnych limfocytów o wysokim po
winowactwie do SRBC [7, 50, 65, 69]. Stąd też w zależności od zastosowa
nej modyfikacji odsetek komórek otoczonych erytrocytami waha się 
w granicach od kilkunastu do ponad 40%.

Stwierdzenie istnienia zależności między ilością limfocytów wiążą
cych SRBC w szybkim teście rozetowym a przebiegiem i rokowaniem 
w niektórych stanach patologicznych, spowodowało wprowadzenie przez 
Wybrana [66] innego określenia dla tych komórek — mianowicie ko
mórki tworzące „aktywne” rozetki.

Pozostałe limfocyty T, wiążące erytrocyty barana dopiero po kilku
godzinnej inkubacji, a więc posiadające receptory niskiego powinowac
twa do SRBC [63, 64], określa się jako komórki tworzące „późne” ro
zetki E [70]. Limfocyty z receptorami niskiego i wysokiego powinowac
twa do SRBC składają się na całkowitą pulę limfocytów T.

W ARUNKI METODYCZNE TESTU TWORZENIA WCZESNYCH ROZETEK

Spośród wielu modyfikacji stosowanych do oznaczania liczby wcze
snych rozetek — testy opracowane przez Wybrana [66] i Westa [61] na
leżą do najczęściej stosowanych.

Najpowszechniej stosowana metoda Wybrana [66] polega na odczy
tywaniu odsetka komórek wiążących krwinki barana natychmiast po 
wprowadzeniu ich w kontakt fizyczny, a więc po wirowaniu mieszaniny 
tych komórek. Etap ten jest poprzedzony godzinną preinkubacją limfo
cytów w środowisku wzbogaconym cielęcą surowicą płodową (FCS — 
fetal calf serum) w temp. +37°C.

W metodzie Westa [61] limfocyty i erytrocyty umieszcza się w śro
dowisku podobnym do tego, które stosuje Wybran. Okres wzajemnego 
kontaktu między komórkami znakowanymi (limfocytami) i znakującymi 
(erytrocytami) jest jednak w jego metodzie znacznie dłuższy. Wynosi 
on 60 minut. Czynnikiem krytycznym w jego metodzie jest natomiast 
temperatura inkubacji wynosząca +29°C.
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Opisano także szereg innych testów, których podstawą było przyję
cie niskiej temperatury inkubacji +4°C dla mieszaniny limfocytów i ery
trocytów [12, 28, 41]. Wiadomo bowiem, że niska temperatura sprzyja 
procesowi stabilizacji receptorów [8], a więc niejako utrwala stan, w ja
kim były one w momencie pobierania limfocytów od dawcy, zaś pod
niesienie temperatury uaktywnia ruch receptorów. Tak więc własności 
komórek wykrywanych w testach stosujących niską temperaturę inku
bacji można w sposób najbardziej wiarygodny odnosić do ich własności 
in vivo.

Inni autorzy, jak np. Kerman i wsp. [33] oraz Yu [72], modyfikują 
test Wybrana poprzez ominięcie surowicy płodowej cielęcej, która może 
wpływać na proces tworzenia aktywnych rozetek.

Istnienie tak dużego zróżnicowania w zakresie metod wykrywania 
limfocytów z receptorami wysokiego powinowactwa do erytrocytów ba- 
rana może tłumaczyć różnice uzyskiwane przez autorów zarówno w  oce
nie ilościowej, jak i jakościowej tych komórek. Wydaje się jednak, że 
bez względu na rodzaj stosowanej metody szybki test rozetowy wykrywa 
subpopulację limfocytów o podobnym profilu czynnościowym.

W PŁYW  W ARUNKÓW  METODYCZNYCH NA W YNIKI TESTU ROZETOWEGO

Jednym z czynników wpływających na wyniki testu rozetowego 
jest stosunek liczby limfocytów do erytrocytów. Dla wyznakowania ma
ksymalnej liczby limfocytów z receptorami o wysokim powinowactwie 
do SRBC jako najniższą wartość graniczną należy przyjąć stosunek 1 : 16, 
zaś jako najwyższą 1 : 64 [55]. Jako wartość optymalną uważa się sto
sunek 1 : 40 [5].

Znaczną rolę w procesie przyłączania erytrocytów do limfocytów 
odgrywa rodzaj środowiska, w którym przeprowadza się inkubację tych 
komórek. Najniższe wartości odsetka wczesnych rozetek uzyskuje się 
przy zastosowaniu buforowanego roztworu fizjologicznego NaCl (PBS 
— phosphate buffered saline) [68]. Wzbogacenie tego płynu płodową su
rowicą cielęcą prowadzi do zwiększenia liczby wykrywanych rozetek [68]. 
Ważny jest także czas trwania preinkubacji limfocytów przed dodaniem 
SRBC, którą stosuje się w wielu modyfikacjach metody. Jak wynika 
z pracy Roszmana [50], 30-minutowa inkubacja we wzbogaconym śro
dowisku wywierała depresyjny wpływ na tworzenie rozetek. W wyniku 
przedłużenia okresu inkubacji do 60 minut, limfocyty odzyskiwały zdol
ność do wiązania SRBC. Cockerell [7], oceniając zdolność limfocytów do 
wiązania SRBC po znacznie dłuższym okresie inkubacji we wzbogaco
nym środowisku, stwierdził, że po 24 godzinach zdolność limfocytów do 
wiązania SRBC wzrastała około 5-krotnie w stosunku do zdolności wią
zania jaką wykazywały limfocyty przed inkubacją. Wzrost ten był po-
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równywalny do tego, jaki osiągnięto inkubując limfocyty z tymozyną 
i levamisolem. Innym z czynników wpływających wzmagająco na zjawi
sko tworzenia wczesnych rozetek jest preinkubacja limfocytów w bufo
rze weronalowym [65].

Jednym z istotnych czynników wpływających na wartości testu ro
zetowego jest, jak już wspomniano, cielęca surowica płodowa. Więk
szość autorów uważa, że wzmaga ona wiązanie SRBC do powierzchni lim
focytów [70]. Szczególnie wyraźnie podkreślają to badania Zwi-Fuksa 
[14] przeprowadzone na limfocytach pochodzących od pacjentów z cho
robą Hodgkina. Jedną z cech tego schorzenia jest upośledzenie zdolności 
limfocytów do wiązania SRBC. Jeżeli jednak limfocyty od pacjentów 
przed wykonaniem testu poddano in vitro preinkubacji w obecności FCS, 
to procedura ta przywracała komórkom zdolność wiązania SRBC w gra
nicach wartości charakterystycznych dla ludzi zdrowych. Z badań in
nych autorów wynika natomiast, że FCS nie wywiera wpływu na two
rzenie rozetek przez limfocyty obdarzone receptorami wysokiego powi
nowactwa do SRBC [5, 12, 55, 64].

Innym ważnym czynnikiem wpływającym na wartość testu rozeto
wego jest temperatura inkubacji. Optymalną dla procesu wiązania się 
limfocytów z erytrocytami jest temperatura +4°C [8, 24]. Jak już wspom
niano, w temperaturze tej dochodzi do immobilizacji receptorów. Stop
niowe podwyższanie temperatury indukuje zjawisko „capping”, czyli 
tworzenie czapeczki, polegające na skupianiu się receptorów na jednym 
z biegunów komórki [49]. Prowadzi to jednocześnie do dezintegracji wią
zań między SRBC a limfocytami.

BADANIA NA IZOLOWANYCH LIM FOCYTACH T O ZDOLNOŚCI TWORZENIA
WCZESNYCH ROZETEK

1. L IM FO C Y T Y  TW ORZĄCE W C Z E SN E  ROZETKI A  O D P O W IE D Ź  P R O L IF E R A C Y J N A
N A  S T Y M U L A C J Ę  M IT O G E N AMI

Wyniki szeregu badań prowadzonych in vivo sugerowały, że liczba 
komórek tworzących wczesne rozetki we krwi obwodowej człowieka 
może być miernikiem odporności komórkowej [10, 11, 13, 24, 25]. W celu 
patwierdzenia tej sugestii podjęto doświadczenia na izolowanych komór
kach. Najczęściej stosowaną metodą badań była równoczesna ocena reak
tywności izolowanych limfocytów tworzących wczesne rozetki oraz pozo
stałych limfocytów T, a więc posiadających receptory niskiego powino
wactwa do SRBC.

Badania Traycoffa i wsp. [58] wskazują, że frakcja limfocytów two
rzących wczesne rozetki proliferuje intensywniej w wyniku stymulacji
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fitohemaglutyniną aniżeli część komórek pozostała po oddzieleniu komó
rek tworzących aktywne rozetki. Podobną wymowę mają wyniki badań 
Wybrana [67]. Wzmożoną reaktywność komórek tworzących wczesne ro
zetki wykazano także stosując cztery substancje mitogenne: fitohema- 
glutyninę, konkanawalinę A, wyciąg szkarłatki (PWM — pokeweed mi
togen) oraz octan mirystynowy [57]. Również w zgodzie z tymi badania
mi pozostają wyniki Yu [73], Oceniając zdolność do podziałów mitotycz- 
nych w odpowiedzi na stymulację fitohemaglutyniną oraz w hodowli 
mieszanej limfocytów — autor wykazał znamiennie wyższą odpowiedź 
komórek należących do frakcji tworzącej wczesne rozetki w porównaniu 
z pozostałą frakcją limfocytów T. Należy przy tym podkreślić, że autor 
stosował inną aniżeli Wybran metodę rozetkową. Sasaki i wsp. [52], sto
sując także własną metodę znakowania komórek tworzących aktywne 
rozetki, podają, że frakcja limfocytów o wysokim powinowactwie do 
krwinek barana wykazuje większą reaktywność wobec fitohemagluty- 
niny aniżeli frakcja limfocytów T o niskim powinowactwie. Podobną za
leżność wykazał on także stosując stymulację za pomocą allogenicznych
limfocytów.

Jedną z cech komórek tworzących wczesne rozetki jest ich zdolność 
do uczestniczenia w hodowli mieszanej, przy czym stopień ich zaangażo
wania jest znacznie większy aniżeli pozostałych limfocytów T [47], Ko
mórki te bowiem biorą udział w rozpoznawaniu komórek allogenicznych,
co manifestuje się ich proliferacją, a także są aktywne w późnym etapie 
reakcji limfocytów w hodowli mieszanej, wywierając efekt cytotoksycz- 
ny. Zestawiając znane fakty kliniczne, wskazujące na podnoszenie się 
liczby aktywnych rozetek u pacjentów z nowotworem w okresie re
misji, autorzy wspomnianych badań wnioskują, że w warunkach in vivo 
komórki tworzące aktywne rozetki mogą sprawować funkcję cytotok- 
syczną w stosunku do transformowanych komórek gospodarza — jako 
część systemu nadzoru immunologicznego.

Z przedstawionych badań wynika, że limfocyty T o wysokim powi
nowactwie do SRBC stanowią frakcję, która odpowiada proliferacją 
w odpowiedzi na stymulację szerokim wachlarzem mitogenów oraz sub
stancji antygenowych.

W kontraście z tą dość liczną grupą doniesień pozostają dane z pracy 
Taniguchi i wsp. [56]. Nie wykazali oni bowiem różnic między limfocy
tami o wysokim i niskim powinowactwie do SRBC w odpowiedzi na 
mitogenną stymulację fitohemaglutyniną. Wzbogacenie hodowli limfocy
tów autologicznymi monocytami doprowadziło do ponad dwukrotnego 
wzmożenia odpowiedzi na ten mitogen w obu frakcjach limfocytów T. 
W odpowiedzi na konkanawalinę A natomiast komórki należące do frakcji
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tworzącej wczesne rozetki wykazywały niższy indeks stymulacyjny ani
żeli pozostałe komórki T. Różnice te ulegały niwelacji po dodaniu do 
hodowli autologicznych monocytów. Według Chollet i wsp. [6] komórki 
tworzące wczesne rozetki ulegają transformacji blastycznej pod wpły
wem  fitohemaglutyniny w tym samym zakresie jak limfocyty T niskiego 
powinowactwa do SRBC. Badania Jonsdottira i wsp. [28] wykazały na
wet niższą reaktywność limfocytów T o wysokim powinowactwie do 
SRBC w porównaniu z pozostałymi komórkami T. Zastosowali oni sty
mulację mitogenem komórek T — leukoaglutyniną (LA) z Phaseolus vul
garis.

Przedstawione rozbieżności są być może wynikiem niedoskonałości 
metodycznych, w tym przede wszystkim mogłyby zależeć od zanieczysz
czenia innymi komórkami, izolowanych populacji limfocytów T o zdol
ności tworzenia wczesnych rozetek. Zanieczyszczenie takie jest możliwe 
ze względu na stosowanie przez różnych autorów odbiegających od siebie 
modyfikacji testu rozetowego. Istnienie różnic odnośnie do zakresu opty
malnych stężeń mitogenów dla frakcji limfocytów T z receptorami o w y
sokim i niskim powinowactwie do krwinek barana [28] i nieuwzględnia
nie tego faktu przez wielu autorów, mogą także w pewnej mierze tłu
maczyć uzyskane różnice wyników.

2. L IM FO C Y T Y  TW OR ZĄCE W C Z E SN E  RO ZETK I — A O D C Z Y N  C Y T O T O K S Y C Z N Y

Jedną z funkcji, jakie przypisuje się limfocytom T, jest ich aktyw
ność cytotoksyczna. Szczególną rolę w procesie cytotoksycznym ma od
grywać subpopulacja limfocytów T wyposażonych w receptory dla frag
mentu Fc immunoglobuliny IgG — czyli dla C-końcowych odcinków łań
cuchów ciężkich stałych tych przeciwciał. Obecność tych receptorów 
umożliwia bowiem wiązanie kompleksów immunologicznych do po
wierzchni komórek limfatycznych. Zjawisko to, jak wiadomo, jest eta
pem poprzedzającym wyzwolenie efektu cytotoksycznego zarówno w re
akcji cytotoksycznej zależnej od przeciwciał, jak i spontanicznej [19, 22, 
53, 60].

Rola limfocytów T z receptorami wysokiego powinowactwa do SRBC 
jako ewentualnych komórek efektorowych w efekcie cytotoksycznym nie 
została jednak dokładnie sprecyzowana. Tak więc w badaniach Westa 
[61, 62] oraz Kay i wsp. [32] wykazano, że frakcja komórek T o wyso
kim powinowactwie do SRBC jest zasadniczo negatywna pod względem 
zawartości komórek posiadających receptory dla fragmentu Fc-IgG. Po
zostałe limfocyty T, a więc o niskim powinowactwie do SRBC, zawierają 
dość znaczny odsetek komórek Fc-IgG pozytywnych. Zdaniem autorów, 
tylko ta ostatnia frakcja zawiera efektory cytotoksyczności naturalnej,
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jak i zależnej od przeciwciał. Podobnie w badaniach Choletta i wsp. [6] 
zwraca się uwagę na fakt, że populacja limfocytów tworzących wczesne 
rozetki nie zawiera zasadniczo komórek Fc-IgG pozytywnych w przeci
wieństwie do pozostałej frakcji limfocytów T. Zgodne z tymi wynikami 
jest również doniesienie Jonsdottira i wsp. [28]. Zdaniem autorów, frakcja 
komórek T o wysokim powinowactwie do SRBC zawiera niski odsetek 
form Fc-IgG pozytywnych i jest w niewielkim stopniu efektywna w reakcji 
cytotoksycznej spontanicznej, jak również w reakcji zależnej od przeciw
ciał. Wyniki badań de Horatiusa i wsp. [24] świadczą, że aktywność cyto- 
toksyczna pozostaje w stosunku odwrotnie proporcjonalnym do ilości 
aktywnych rozetek. Autorzy wspomnianych badań obserwowali pacjen
tów z chorobą nowotworową, leczonych hipertermią. U chorych tych 
wraz z poprawą stanu klinicznego dochodziło do wzrostu odsteka komó
rek tworzących aktywne rozetki oraz obniżenie funkcji cytotoksycznej 
zależnej od przeciwciał. Hokland [23], podobnie jak wymienieni autorzy, 
uważa, że limfocyty o wysokim powinowactwie do SRBC są zasadniczo 
pozbawione form Fc-IgG pozytywnych oraz wykazują niską aktywność 
cytotoksyczną w układzie zależnym od przeciwciał, jak i efekcie cyto- 
toksycznym indukowanym spontanicznie. W przeciwieństwie do innych 
autorów jednak, przypisuje on podobne cechy także limfocytom T o ni
skim powinowactwie do krwinek barana.

Krańcowo inny pogląd odnośnie do obecności receptora dla frag
mentu Fc-IgG na komórkach tworzących aktywne rozetki przedstawił 
Espinoza [9]. W pracy tej wykazano, posługując się testem Wybrana, że 
preinkubacja limfocytów krwi obwodowej z ludzką agregowaną IgG 
wpływa blokująco na zjawisko tworzenia się aktywnych rozetek. Ponie
waż agregowana ludzka IgG ma zdolność wiązania się z receptorem dla
fragmentu Fc-IgG, autorzy wnioskują, że frakcja limfocytów T tworzą
cych aktywne rozetki jest w znacznym stopniu Fc-IgG pozytywna.

W świetle przedstawionych badań limfocyty tworzące wczesne ro
zetki są zasadniczo pozbawione form posiadających receptor dla frag
mentu Fc-IgG. Niewykluczone jednak, że niewielki odsetek tych ko
mórek posiada wspomniane receptory. Wykrycie tej grupy komó
rek, spośród limfocytów tworzących wczesne rozetki, jest możliwe 
tylko za pomocą metod pośrednich. Zgodnie z posiadanym fenotypem re
ceptorowym, komórki tworzące wczesne rozetki nie wywierają efektu 
cytotoksycznego — zarówno spontanicznego, jak i zależnego od przeciw
ciał. Tylko niewielki odsetek spośród komórek tworzących wczesne ro
zetki wykazuje aktywność cytotoksyczną. Nie można jednak wykluczyć, 
że ta właśnie aktywność zależy od zanieczyszczenia frakcji aktywnych 
rozetek innymi limfocytami.
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RÓŻNICE MIĘDZY LIMFOCYTAMI TWORZĄCYMI WCZESNE ROZETKI 
A PO PU LA CJĄ  LIMFOCYTÓW T O NISKIM  POW INOW ACTW IE DO SRBC

Charakterystyka zdolności proliferacyjnej, jak i ocena zdolności do 
wywierania efektu cytotoksycznego, przez frakcje limfocytów T różniące 
się powinowactwem do SRBC, wskazuje na istnienie odrębności czyn
nościowej między obu frakcjami. Na tę odrębność wskazują także przed
stawione uprzednio wyniki obserwacji klinicznych. Wnioskiem, który w y
pływa z tych badań, jest określenie liczby wczesnych rozetek jako mier
nika odporności komórkowej.

Istnienie odrębności pomiędzy frakcjami limfocytów T o wysokim  
i niskim powinowactwie do SRBC potwierdzają także inne doniesienia. 
Ruchliwość elektroforetyczna limfocytów tworzących wczesne rozetki 
jest większa aniżeli pozostałych limfocytów T [4, 21]. Komórki należące 
do frakcji tworzącej wczesne rozetki charakteryzują się większą wraż
liwością na działanie surowicy antylimfocytarnej, w porównaniu z pozo
stałymi limfocytami T [1].

Szereg badań poświęcono naturze receptorów dla SRBC na limfo
cytach T. Badania Okudy i wsp. [42] potwierdzają istnienie różnic w po
winowactwie do erytrocytów barana w komórkach T tworzących i nie 
tworzących wczesne rozetki. W badaniach tych fragmenty komórkowe 
krwinek barana hamowały tworzenie wczesnych rozetek, nie wywiera
jąc wpływu na zdolność komórek T do tworzenia rozetek późnych. Wy
ciągi otrzymane z komórek tworzących wczesne rozetki przeciwdziałały 
inhibicji indukowanej przez fragmenty komórkowe SRBC. Wyciągi zaś 
pochodzące z komórek tworzących późne rozetki nie posiadały zdolności 
neutralizowania hamującego wpływu fragmentów SRBC na tworzenie 
wczesnych rozetek. Nie wiadomo jednak czy receptory dla SRBC na ko
mórkach tworzących wczesne i późne rozetki przedstawiają różne struk
tury chemiczne, czy też są to te same struktury, ale o różnej gęstości 
bądź konfiguracji.

Pewne światło na naturę receptorów w obu typach komórek rzucają 
badania Yu [72]. Zgodnie z wynikami badań tego autora, jedną z cech 
odróżniających receptory na komórkach o wysokim i niskim powinowac
twie do krwinek barana jest odmienna zawartość kwasu sialowego i grup 
sulfhydrylowych. Według tego autora, receptory dla SRBC różnią się tak
że rozmieszczeniem w obu typach komórek. Wnioski swoje wyprowadził 
on z badań nad zjawiskiem tworzenia czapeczki na powierzchni limfo
cytów. Otóż frakcja limfocytów tworzących wczesne rozetki okazała się 
tylko w niewielkim stopniu zdolna do aktywnego ruchu receptorów, pod
czas gdy stosunkowo duży odsetek limfocytów T tworzących późne ro
zetki wykazywał skupianie się receptorów na biegunie komórek.

Inkubacja limfocytów z trypsyną, neuraminidazą oraz AET (amino-
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ethylisothiouronicum bromide hydrobromide) nie wpłynęła na ruchliwość 
receptorów w komórkach T tworzących wczesne rozetki, redukując jed
nocześnie znacznie odsetek komórek tworzących „czapeczki” w obrębie 
limfocytów tworzących rozetki późne. Ponieważ neuraminidaza usuwa 
grupy kwasu sialowego z powierzchni komórek, AET zaś prowadzi do 
redukcji grup sulfhydrylowych, stąd autor wnioskował o istnieniu różnic 
w  zawartości tych grup w limfocytach należących do frakcji o wysokim  
i niskim powinowactwie do krwinek barana. Trypsyna zaś zdaniem auto
ra w zastosowanej dawce nie usuwała receptorów, lecz jedynie zmie
niała ich usytuowanie na powierzchni komórek. To z kolei sugerowało 
istnienie różnic w rozmieszczeniu receptorów na limfocytach należących 
do wyżej wymienionych frakcji. Według Yu [72] komórki tworzące wcze
sne rozetki mają receptory dla SRBC w formie zagęszczonej, zaś pozo
stałe limfocyty T — w formie rozproszonej. Sugestię tą popierają wyniki 
badań Owena i wsp. [44]. Z badań tych autorów wynika, że około 40% 
limfocytów krwi obwodowej ma wyższą koncentrację receptorów dla 
krwinek barana aniżeli pozostałe limofocyty.
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LIMFOCYTY T TWORZĄCE WCZESNE ROZETKI 
II. CZYNNIKI WPŁYWAJĄCE NA LICZBĘ LIMFOCYTÓW T

TWORZĄCYCH WCZESNE ROZETKI

1 T LYMPHOCYTES FORMING EARLY ROSETTES 
II. FACTORS MODULATING THE NUMBER OF T LYM PHOCYTES FORMING

EARLY ROSETTES

Jo lan ta  MYŚLIW SKA

Z akład  Histologii, In s ty tu t  Biologii Medycznej, A kadem ia Medyczna, Gdańsk

Streszczenie.  W artości bezwzględne, jak  i odsetek kom órek tw orzących wczesne 
rozetki podlegają zależnym  od w ieku  w ahaniom . Is tn ie je  zależność pomiędzy s ta 
nem  k lin icznym  pacjen tów  a liczbą rozetek w e krw i. W schorzeniach związa
nych z n iedoboram i immunologicznymi, chorobach w irusow ych oraz procesach 
now otw orow ych dochodzi do spadku liczby kom órek  tworzących wczesne rozetki. 
Liczba kom órek tw orzących wczesne rozetki może być m ia rą  odporności kom ór
kowej organizm u. W zrastające w artości sygnalizują zachodzącą odpowiedź im m u
nologiczną, podczas gdy obniżony ich poziom w skazuje  na b rak  mobilizacji im m u
nologicznej.

S u m m a ry .  T he  absolute  values as well as the percen tage  of early  rosette  form ing 
lym phocytes f luc tua te  w ith  age. There was found a re la tionsh ip  be tw een  the 
clinical s ta te  of pa tien ts  and  the am ount of rosettes; w ith  tendency  to become 
depressed in  immunologic deficiency states, v ira l  diseases and  cancer processes. 
The num ber of early  rosette  form ing lym phocytes is considered to be a m easure 
of cell-m ediated im m unity . The increased values signalize an  on — going im m une 
response, w hile  a decreased nu m b er  of such cells points to the im pa irm en t of 
immunologic mobilization.

W PROW ADZENIE

Miejsca receptorowe wiążące erytrocyty barana na powierzchni lim
focytów T są strukturami podlegającymi procesowi ciągłej wymiany. 
Procesowi aktywnej syntezy nowych receptorów [3] towarzyszy uwal
nianie starych cząstek receptorowych [32]. Proces ten jest szczególnie 
nasilony w limfocytach stymulowanych do transformacji blastycznej
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i podziału, w komórkach spoczynkowych zaś wymiana receptorów jest 
niewielka.

Spontaniczna wymiana receptorów, wiążących erytrocyty barana, 
w komórkach spoczynkowych może być stymulowana nie tylko działa
niem substancji o charakterze antygenowym bądź mitogennym, ale także 
przez szereg innych niespecyficznych substancji [36]. Przyjmuje się ist
nienie dwóch mechanizmów regulujących intensywność wymiany recep
torów. Jeden z nich polega na bezpośrednim oddziaływaniu substancji — 
modyfikatora — na metabolizm limfocytów. Inne zaś substancje, w spo
sób niespecyficzny, wpływają na własności powierzchniowe limfocytów. 
Prowadzą one do zmiany ładunku elektrycznego powierzchni limfocy
tów, zmieniając wzajemną adhezję limfocytów i krwinek barana. Tak 
więc ilość wykrywanych rozetek jest wypadkową stanu metabolicznego 
limfocytów oraz niespecyficznego oddziaływania środowiska pozakomór- 
kowego.

Pomimo istnienia tak wielu możliwości modyfikowania wzajemnych 
kontaktów między limfocytami T oraz krwinkami barana, liczba limfo
cytów T we krwi osób zdrowych wykazuje znaczną stabilność. Stanowi 
ona około 60-80% limfocytów krwi obwodowej. Czynniki pozakomórko- 
we wpływają natomiast na wielkość frakcji limfocytów T, posiadającej 
receptory wysokiego powinowactwa do krwinek barana, a więc tworzą
cej wczesne rozetki.

Do znacznych zmian w charakterze środowiska zewnątrzkomórko- 
wego dochodzi w szeregu jednostkach chorobowych, w tym szczególnie 
w  chorobach z niedoboru immunologicznego, chorobach wirusowych oraz 
nowotworowych [41]. W związku z tym, zależność między stanem zdro
wia, w tym głównie odpornością komórkową, a zdolnością limfocytów do- 
tworzenia wczesnych rozetek była przedmiotem licznych badań.

KORELACJA MIĘDZY POZIOMEM WCZESNYCH ROZETEK WE KRWI
OBWODOWEJ CZŁOWIEKA A STANEM ZDROWIA

W warunkach zdrowia liczba limfocytów tworzących wczesne ro
zetki, oceniana zarówno metodą Wybrana [47], jak i za pomocą innych 
modyfikacji testu rozetowego, waha się w granicach od kilkunastu do 
ponad 40% limfocytów krwi obwodowej [4, 8, 11, 23, 29, 48], Metoda 
Westa [44] ujawnia natomiast około 50% limfocytów posiadających re
ceptory wysokiego powinowactwa do SRBC [44, 45], które odpowiadają 
komórkom tworzącym „aktywne” lub „wczesne” rozetki w metodzie 
Wybrana.

Mimo tak znacznych różnic w poziomie wyjściowym wczesnych ro
zetek we krwi obwodowej człowieka, kierunek odchyleń od tego poziomu
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pozostaje w ścisłej korelacji ze stanem immunologicznym i klinicznym  
pacjenta, bez względu na stosowaną metodę oceny ilości tych komórek.

Najwięcej danych pochodzi jednak z badań przeprowadzonych me
todą Wybrana. Badania te dostarczyły między innymi dowodu na istnie
nie zależności między poziomem limfocytów tworzących aktywne rozetki 
a stanem klinicznym pacjentów z chorobą nowotworową. Jak wykazano 
bowiem [47], odsetek tych komórek spada u chorych z procesem nowo
tworowym, przy czym szczególnie wyraźne obniżenie obserwuje się w za
awansowanym okresie choroby. Okresy remisji charakteryzują się nato
miast normowaniem poziomu wczesnych rozetek. Spadek liczby wcze
snych rozetek może wyprzedzać kliniczne, radiologiczne i chemiczne 
objawy przerzutów nowotworowych u chorych, którym usunięto nowo
twór pierwotny chirurgicznie [11].

Tendencję spadkową można obserwować również u chorych ze scho
rzeniami wirusowymi [21, 22, 47].

Obniżenie odsetka aktywnych rozetek obserwowano także w chro
nicznej białaczce limfatycznej, goścu przewlekłe postępującym oraz 
w szeregu jednostkach niedoboru immunologicznego [8, 20, 47, 48].

Poziom aktywnych rozetek zmienia się także u biorców przeszcze
pów nerkowych. Badania pacjentów z chroniczną niedomogą nerek przy
gotowywanych do zabiegu intensywną immunosupresją [25] ujawniły, że 
w okresie tym dochodzi do spadku liczby aktywnych rozetek. Po za
biegu transplantacji liczba rozetek wzrasta osiągając wartości nieco niż
sze aniżeli u ludzi zdrowych. Ponowny spadek komórek tworzących 
aktywne rozetki obserwowano również w fazie ostrego odrzucenia prze
szczepu. Kelly i wsp. [24] przeprowadzili kilkuletnie badania biorców,
u których nie obserwowano objawów odrzucenia przeszczepu. Stwier
dzili oni, że w 3-5 tygodni po zabiegu poziom wczesnych rozetek po
wrócił do wartości charakterystycznych dla okresu przedoperacyjnego.
Dalsza obserwacja prowadzona przez okres dwuletni wykazała utrzymy
wanie się prawidłowego poziomu aktywnych rozetek — wskazując, że 
supresja farmakologiczna nie zawsze musi prowadzić do obniżenia liczby 
limfocytów posiadających receptory wysokiego powinowactwa do SRBC. 
Autorzy wnioskują, że poziom aktywnych rozetek nie może być w y
znacznikiem skuteczności terapii farmakologicznej. Zakres bowiem sto
sowanej supresji farmakologicznej zależy przede wszystkim od stopnia
odrębności antygenowej między dawcą i biorcą. Zdaniem autorów test 
rozetowy może być użyteczny we wczesnym rozpoznaniu odrzucenia 
przeszczepu.

Dane dotyczące zachowania się limfocytów z receptorami wysokiego 
powinowactwa do SRBC, wyznakowanych metodą Westa, pozwalają na 
ustalenie podobnych korelacji. Quan i wsp. [34] oraz West [44], zajmując
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się głównie pacjentami z chorobą nowotworową, wykazali, że poziom 
limfocytów o wysokim powinowactwie do krwinek barana ulega wyraź
nemu obniżeniu u chorych z zaawansowanym procesem nowotworowym. 
W trakcie stosowanego leczenia obserwuje się powrót do normy.

Liczba limfocytów o wysokim powinowactwie do krwinek barana 
spada także w chorobach wirusowych, a także okresie następującym bez
pośrednio po przebyciu zabiegów chirurgicznych, jak: cholecystektomia, 
apendektomia, a także po zawale serca. Również w tym przypadku po
prawie klinicznej towarzyszyło normowanie się poziomu rozetek. Zda
niem Westa [44] jego metoda jest szczególnie przydatna do wykrycia to
czącego się procesu nowotworowego. Przyjęta przez autora temperatura 
+  29°C została ustalona empirycznie jako taka, w której najbardziej 
ujawniają się różnice w powinowactwie do SRBC między limfocytami 
od osób zdrowych i pacjentami z chorobą nowotworową.

Powszechnie przyjmuje się, że odsetek aktywnych rozetek, pozo
stając w ścisłej korelacji ze stanem zdrowia pacjenta, może być miarą 
odporności komórkowej. Jednym z przykładów pozwalających na wysu
nięcie takich wniosków są dane z badań Wybrana [48], w których oce
niał on zachowanie się aktywnych rozetek w zespole Wiskotta-Aldricha, 
charakteryzującym się upośledzeniem odporności komórkowej. Zespół 
ten cechuje się podatnością na leczenie przy użyciu ekstraktu z leukocy
tów zwanego czynnikiem przenoszenia (transfer factor). Autor stwier
dził, że u tej części pacjentów, która zareagowała na leczenie poprawą 
kliniczną, obserwowano dochodzenie do normy obniżonej wyjściowo licz
by aktywnych rozetek. Podkreślając rolę aktywnych rozetek, jako w y
kładnika odporności komórkowej organizmu, autor wskazał na całko
wity brak korelacji między statusem immunologicznym pacjenta a cał
kowitą ilością limfocytów T.

Zgodnie z poglądem Horwitza [20] zmiana odsetka komórek two
rzących wczesne rozetki odzwierciedla zmianę stanu odporności komór
kowej. Pogląd ten opiera się na badaniach, w których stwierdzono ist
nienie wprost proporcjonalnej zależności pomiędzy liczbą wczesnych ro
zetek u pacjentów a reaktywnością in vitro ich limfocytów na stymu
lację za pomocą fitohemaglutyniny i(PHA), komórek allogenicznych oraz 
zachowaniem się odczynów skórnych w następstwie stymulacji antyge
nowej.

Na fakt, że przyrost limfocytów tworzących wczesne rozetki jest 
pewnego rodzaju nieswoistą odpowiedzią na antygen wskazują uzupeł
niające się, przeprowadzone in vivo oraz in vitro, badania Felsburga. 
Wykazał on bowiem na grupie ochotników, którym jako antygen podano 
oczyszczony preparat tuberkuliny (PPD — purified protein derivative) 
oraz antygen tularemii, że w następstwie wtórnego podania antygenu,
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obok zamanifestowania się pozytywnych odczynów skórnych, dochodzi 
także do wzrostu odsetka komórek tworzących wczesne rozetki [9]. 
W kolejnym badaniu uczulanie antygenem odbyło się in vivo, zaś wtórne 
podanie tego samego antygenu przeprowadzono in vitro. Również w tym  
przypadku zaobserwowano wzrost liczby wczesnych rozetek, towarzy
szący wtórnej odpowiedzi immunologicznej [10].

Wzrost odsetka wczesnych rozetek w takich chorobach jak ostre 
reumatyczne zapalenie wsierdzia oraz pląsawica [46] można także trak
tować jako nieswoistą odpowiedź na stymulację antygenową.

Z badań tych więc wynika, że liczba limfocytów o zdolności two
rzenia wczesnych rozetek może być traktowana jako rodzaj wskaźnika. 
W przypadku podwyższonych wartości jest to sygnał pozytywny, świad
czący o rozgrywającej się w ustroju odpowiedzi immunologicznej. Obni
żenie liczby komórek tworzących wczesne rozetki świadczy o braku mo
bilizacji immunologicznej i jest objawem niekorzystnym.

Ciekawa wydaje się sugerowana przez Wybrana możliwość trakto
wania wczesnych rozetek jako indeksu nadzoru immunologicznego. 
Autor śledził przez wiele lat zachowanie się liczby aktywnych rozetek 
u wybranych osób [50]. Stwierdził on, że w pewnych przypadkach obni
żony poziom rozetek na długi czas wyprzedzał pojawienie się objawów 
związanych z procesem nowotworowym. Obniżony poziom rozetek obser
wował on także u znacznego odsetka osób należących do rodzin obciążo
nych dziedzicznie chorobą nowotworową.

WCZESNE ROZETKI W ASPEKCIE W IEKU CZŁOWIEKA

Całkowita pula limfocytów T wykazuje zależne od wieku zarówno 
ilościowe, jak i jakościowe przeobrażenia. Odsetek limfocytów T pozo
staje niski w okresie dzieciństwa [2, 27] i osiąga najwyższe wartości 
w wieku dojrzałym [2], Zmiany jakim ma podlegać zarówno odsetek, jak 
i bezwzględna zawartość limfocytów T u ludzi w okresie starzenia się 
są przedmiotem kontrowersji. Część bowiem autorów uważa, że liczba 
limfocytów T maleje z wiekiem [2, 26, 27, 35]. Istnieją jednak także do
niesienia na temat stabilności tej puli w ciągu całego życia człowieka 
[5, 15, 33], a nawet wzrostu zawartości komórek T z wiekiem [16, 43].

Na tym tle w sposób charakterystyczny przebiegają przeobrażenia 
ilościowe w obrębie subpopulacji limfocytów T o wysokim powinowac
twie do krwinek barana. Krew pępowinowa jest szczególnie bogata w ko
mórki należące do frakcji posiadającej receptory wysokiego powinowac
twa do erytrocytów barana. Stanowią one bowiem około 90°/» populacji 
limfocytów T, podczas gdy u człowieka dorosłego udział analogicznej 
frakcji tylko w krańcowych przypadkach osiąga wartość 70°/o [27].

5 — P o s t ę p y  B io l .  K o m .  2/83
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Procesowi starzenia towarzyszą przesunięcia w puli limfocytów T. 
Ciot i wsp. [4] oraz Kishimoto i wsp. [26] stosując test Wybrana wyka
zali wzrost liczby limfocytów tworzących aktywne rozetki we krwi lu
dzi starych. Stwierdzone przez nich różnice nie były wielkie, aczkolwiek 
znamienne statystycznie. Znacznie bardziej różnice te uwidoczniły się 
przy zastosowaniu w teście rozetowym temperatury +4°C oraz uproszczo
nego środowiska inkubacyjnego [29]. Uchwycenie w tych warunkach 
większych różnic można uważać za wynik obniżonej temperatury. Nei- 
lan i wsp. [31] nie wykazali jednak istnienia związanych z wiekiem róż
nic w odsetku aktywnych rozetek.

Mimo dość zróżnicowanych poglądów na temat ilościowych zmian 
całkowitej puli limfocytów T w procesie starzenia wydaje się, że za naj
bardziej miarodajne dane można przyjąć wyniki najnowszych badań [5, 
15], gdyż szczególną troską ich autorów było wyselekcjonowanie grupy 
ludzi starych nie ujawniających objawów jakichkolwiek schorzeń. Auto
rzy ci uważają, że liczba limfocytów T nie ulega zmianie z wiekiem. 
Obserwowane zaś upośledzenie funkcji limfocytów T przyjmowane jest 
jako wynik przesunięć w obrębie subpopulacji limfocytów T, jak rów
nież zaburzenia w zakresie kooperacji między limfocytami T oraz innymi 
komórkami limfatycznymi.

Towarzyszące procesowi starzenia zjawisko wzrostu liczby limfocy
tów T o wysokim powinowactwie do SRBC nie znalazło do tej pory w y
tłumaczenia. Świadczy ono w każdym razie o większym stopniu zakty- 
wowania limfocytów T u ludzi starych aniżeli młodych. Być może jest 
to proces kompensacyjny wobec stopniowego obniżania się efektywno
ści funkcji limfocytów T, powodujący zaangażowanie większej puli lim
focytów T w aktualnie zachodzącą odpowiedź komórkową. Zwiększona 
liczba wczesnych rozetek w procesie starzenia może być związana z wyż
szą koncentracją cGMP limfocytów ludzi starych [40].

CZYNNIKI REG U LU JĄ CE W IELKOŚĆ PULI LIMFOCYTÓW  T 
O WYSOKIM POW INOW ACTW IE DO ERYTROCYTÓW BARANA

Fakt obserwowania w hodowlach stymulowanych limfocytów przy
rostu komórek T zdolnych do tworzenia wczesnych rozetek sugerował, 
że u podstawy generowania tych komórek występuje proliferacja ko
mórkowa [38].

Wyniki te nie wykluczały jednak istnienia innego mechanizmu two
rzenia komórek o zdolności do „aktywnego” przyłączania SRBC. Ko
mórki te mogą bowiem powstawać z istniejącej już puli limfocytów T 
w wyniku stymulacji. Obserwacje Felsburga [9, 10], z których wynika, 
że już po kilku godzinach kontaktu z antygenem dochodzi do wzrostu
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liczby komórek tworzących aktywne rozetki, potwierdzają tę sugestię. 
Również z badań Gergely i wsp. [14] wynika, że proliferacja nie jest wa
runkiem niezbędnym dla wzrostu liczby limfocytów tworzących wczesne 
rozetki. Autorzy ci zaobserwowali, że w hodowlach stymulowanych mi- 
togenami limfocytów, do wzrostu liczby komórek wiążących erytrocyty 
barana dochodzi już we wczesnym, poprzedzającym fazę proliferacji, 
etapie aktywacji komórek.

Pewne światło na mechanizm nabywania przez limfocyty zdolności 
wiązania SRBC rzucają badania Agbaty i wsp. [1] oraz Wybrana i wsp. 
[49]. Autorzy ci analizowali nadsącz pochodzący z hodowli limfocytów. 
W nadsączu tym wykryto obecność czynników wzmagających proces 
tworzenia aktywnych rozetek. Czynniki te określono jako: „rosetting 
factor” [49] oraz ,,rosette augmenting factor” [1]. Rosetting factor pro
dukowany był w maksymalnej ilości między pierwszym a drugim dniem 
hodowli mieszanej. Hamujący wpływ cyklohexamidu i mitomycyny C 
na aktywność nadsączu sugerował, że czynnik wzmagający tworzenie 
rozetek jest aktywnie syntetyzowany przez komórki.

Zdaniem Wybrana [50] analogiczny proces mógłby zachodzić in vivo 
pod wpływem stymulacji antygenowej. Przyjmuje on także możliwość 
uwalniania „rosetting factor” do surowicy. Mogłoby to jego zdaniem tłu
maczyć korzystny wpływ surowicy na tworzenie się rozetek w warun
kach doświadczalnych in vitro.

Procesy immunologiczne nie są jednak jedyną drogą indukowania 
aktywnych rozetek. Jednym z czynników efektywnie indukującym pro
ces tworzenia aktywnych rozetek jest bogate środowisko hodowlane. 
Cockerel i wsp. [6] preinkubując limfocyty w temperaturze +  37°C uzy
skali wzrost liczby komórek limfatycznych zdolnych do wiązania SRBC,
przy czym zakres tego wzrostu był większy aniżeli otrzymany w w y
niku inkubacji limfocytów w obecności tymozyny. Tymozyna należy do 
tych stymulatorów procesu tworzenia rozetek, których efekt uwidacznia 
się już po krótkim okresie ekspozycji na jej działanie [6]. Podobny efekt 
wzmożenia zdolności limfocytów do wiązania SRBC obserwowano pod
wpływem levamisolu [28] oraz karbacholu [42]. Czynniki te zaliczane 
są do immunostymulatorów.

Spośród innych immunostymulatorów także czynnik przenoszenia 
(transfer factor) [19] oraz lynestrenol [37] ułatwiają tworzenie aktyw
nych rozetek. Działanie czynnika przenoszenia w warunkach in vitro 
występuje również po krótkim kontakcie limfocytów z tym czynnikiem. 
Jego wpływ na limfocyty manifestuje się nie tylko wzmożeniem zdol
ności do tworzenia rozetek [19, 30], ale także przyspiesza on zdolność re- 
syntezy receptorów dla SRBC na powierzchni komórek limfatycznych, 
poddanych działaniu trypsyny [19]. Znane są także obszerne badania kii-
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niczne, których celem było wprowadzenie czynnika przenoszenia do te
rapii niektórych schorzeń związanych z niedoborami immunologicznymi. 
W badaniach tych wykazano istnienie dodatniego sprzężenia między zdol
nością do indukowania komórek o wzmożonej aktywności w przyłącza
niu SRBC a poprawą stanu klinicznego pacjentów oraz przywróceniem  
prawidłowych wartości dla niektórych testów immunologicznych [48]. 
Wyłącznie ta grupa pacjentów, która zareagowała poprawą stanu kli
nicznego, wykazała jednocześnie podwyższone wartości liczby limfocytów  
tworzących aktywne rozetki. Czynnik przenoszenia okazał się również 
skuteczny w leczeniu choroby Hodgkina. W schorzeniu tym limfocyty  
krwi obwodowej cechuje upośledzenie zdolności wiązania SRBC, zaś pod
danie ich działaniu czynnika przenoszenia zarówno in vitro, jak i in 
vivo, przywraca zdolność wiązania erytrocytów do poziomu charaktery
stycznego dla ludzi zdrowych [19]. Nękam [30] śledził wpływ czynnika 
przenoszenia na stan kliniczny pacjentów z różnego typu procesami no
wotworowymi oraz na zachowanie się testu zahamowania migracji lim
focytów. Cechą bowiem charakterystyczną limfocytów jest zahamowanie 
ich migracji w obecności antygenu. Własność tę limfocyty tracą podczas 
choroby nowotworowej, lecz odzyskują pod wpływem czynnika przeno
szenia. Czynnik przenoszenia prowadził do normalizacji liczby wczesnych 
rozetek u wszystkich pacjentów. Nie u wszystkich jednak chorych rów
nolegle z normalizacją liczby rozetek doszło do poprawy stanu klinicz
nego.

Najczęściej proponowanym mechanizmem nadzorującym proces two
rzenia wczesnych rozetek są zmiany w poziomie cyklicznych nukleoty
dów — cAMP i cGMP. Spadek poziomu wewnątrzkomórkowego cAMP 
z jednoczesnym wzrostem poziomu cGMP jest zjawiskiem sprzyjającym  
tworzeniu rozetek [12, 13, 50]. Szereg wymienionych już związków z gru
py stymulatorów procesu tworzenia rozetek, jak np. tymozyna i kar- 
bachol, prowadzą do tego właśnie rodzaju przesunięć w wewnątrzkomór
kowym poziomie cyklicznych nukleotydów [12, 13]. Tak więc wzajemny
stosunek między stężeniem cAMP i cGMP w limfocytach jest istotnym  
czynnikiem dla stanu receptorów na powierzchni komórek T.

Być może jednym z ogniw pośredniczących w procesie tworzenia 
wczesnych rozetek, podlegającym sterowaniu przez cykliczne nukleotydy, 
jest układ mikrotubul. Czynniki hamujące formowanie mikrotubul, jak 
immunosupresyjne alkaloidy roślinne — winblastyna i winkrystyna,
wzmagają zdolność limfocytów do tworzenia wczesnych rozetek [50]. Za
tem obok antygenów i mitogenów oddziałujących na określone subpopu- 
lacje komórek limfatycznych, również szereg nieswoistych substancji 
zwiększa zdolność limfocytów T do tworzenia wczesnych rozetek.

Ten sam charakter wahań w poziomie cyklicznych nukleotydów, który
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przyczynia się do indukcji aktywnych rozetek — a więc wzrost kon
centracji cyklicznego cGMP z równoczesnym spadkiem stężenia cAMP — 
obserwuje się również w komórkach stymulowanych do podziału anty
genami bądź mitogenami [7, 17, 18, 39].

W limfocytach ludzi starych dochodzi do zaburzenia regulacji po
ziomu cyklicznych nukleotydów [40]. W komórkach tych obserwuje się 
spadek koncentracji cAMP oraz wielokrotne podwyższenie wartości stę
żenia cGMP. Tak więc związane z wiekiem zmiany w metabolizmie 
cyklicznych nukleotydów komórek limfatycznych stwarzają warunki 
sprzyjające procesowi tworzenia wczesnych rozetek.

O ile wzrostowi liczby wczesnych rozetek w wyniku stymulacji an
tygenowej czy mitogennej towarzyszy z reguły także nabycie przez te 
komórki zdolności do manifestowania wyższej aktywności w testach 
immunologicznych, o tyle komórki aktywne indukowane działaniem nie
swoistych stymulatorów nie zawsze objawiają lepszą kompetencję im
munologiczną [6, 42].

Wybran [50] zwrócił uwagę na aspekt praktyczny testu tworzenia 
aktywnych rozetek — mianowicie sugeruje on zastosowanie tego testu 
do oceny immunostymulacyjnych własności leków podczas przeglądo
wych badań populacji ludzkich.
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TRANSFORMOWANIE KOMÓREK EUKARIOTYCZNYCH PRZEZ 
OBCY MATERIAŁ GENETYCZNY: EKSPRESJA GENU REDUKTAZY

DIHYDROFOLIANOWEJ

TRANSFORM ATION OF EUKARIOTIC CELLS IN VITRO BY EXOGENOUS 
GENETIC MATERIAL: EXPRESSION OF DIHYDROFOLATE REDUCTASE GENE

B arb a ra  GRZELAKOW SKA-SZTABERT

Zakład Biochemii Komórki, In s ty tu t  Biologii Doświadczalnej
im. M. Nenckiego, PAN, W arszaw a

Streszczenie.  W a r ty ku le  dokonano przeglądu metod stosowanych do transfo rm o
w an ia  kom órek  ssaków przez obcy m ateria ł genetyczny. Szczególną uwagę zwró
cono na badan ia  transfo rm ow an ia  kom órek przez gen reduk tazy  dihydrofolianowej, 
dokonyw ane za pomocą hybrydyzacji kom órek somatycznych, przez w prow adzenie  
chromosomów m etafazalnych, czy też fragm entów  DNA komórkowego lub okre 
ślonych sekw encji genowych. Podkreślono znaczenie tak ich  badań  dla w yjaśn ien ia  
m echanizm ów  kon tro lu jących  ekspresję  genów w ogóle, a w  szczególności genu 
reduk tazy  dihydrofolianow ej — zjaw iska niezm iennie istotnego ze względu na rolę 
tego enzym u w  oporności kom órek na  antyfoliany.

S u m m a ry .  The m ethods of D N A -m ediated  gene tran sfe r  and  cell transfo rm ation  
have been  review ed. The a tten tion  w as focussed on the transfo rm ation  of eukaryo
tic cells by d ihydrofolate  reductase  gene, achieved by m eans of the hybrid ization  of 
somatic cells, in troduction  of isolated m etaphase  chromosomes and  tran fse r  of 
cellu lar DNA or even specific genomic sequences into rec ip ien t cells. The im por
tance  of unders tand ing  of the m echanism s controlling expression of the dihydrofo
la te  reductase  gene has been underlined, because of its role in cellular resistance 
tow ards antifolates.

W STĘP

Doświadczalne wprowadzenie obcego materiału genetycznego do ko
mórek ssaków datuje się od 1962 r. Udało się wówczas przenieść gen 
kodujący fosforybozylotransferazę hipoksantynową [45] do komórek nie- 
syntetyzujących tego enzymu. Od tego czasu, zwłaszcza w ostatnich
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latach, coraz liczniejsze są doniesienia o efektywnym przeniesieniu in
nych genów, a w szczególności genów kodujących kinazę tymidynową 
[3, 47, 50], fosforybozylotransferazę adeninową [48], fosforybozylotrans- 
ferazę hipoksantynową [7], reduktazę dihydrofolianową [10, 19-21, 41-  
43, 49, 53], czy też genu odpowiedzialnego za syntezę (3-globiny [3, 51]. 
Autorzy zajmujący się badaniami mechanizmów włączania obcych ge
nów do materiału genetycznego komórek ssaków często nazywają ten 
proces transformacją*, analogicznie do transformacji bakteryjnej, i okre
ślają go jako zmianę genotypu komórek — biorców pod wpływem  
wprowadzonego obcego DNA [48]. Transformację taką można często 
wykryć dzięki pojawieniu się trwałej i dziedzicznej zmiany fenotypu 
komórek — biorców.

Znamy obecnie wiele technik biologicznych, biochemicznych, a zwłasz
cza technik inżynierii genetycznej, za pomocą których można wprowa
dzać do komórek ssaków obcy materiał genetyczny. Techniki te określa 
się często literowym symbolem DMGT, który jest skrótem angielskiego 
terminu: ,,DNA-mediated gene transfer” [36], Są to przede wszystkim: 
hybrydyzacja komórek somatycznych, spontaniczna lub stymulowana 
(działaniem zinaktywowanego wirusa Sendai albo środków chemicznych 
[1, 21, 32]); hybrydyzacja komórek somatycznych ze strukturami sub- 
jądrowymi typu mini- [8] lub mikrokomórek [9, 11, 35, 39, 50], wpro
wadzanie do komórek somatycznych chromosomów metafazowych [20, 
24, 25, 27, 35, 41] lub określonych fragmentów komórkowego DNA [17, 
47, 49], a nawet wyodrębnionych określonych sekwencji genowych [5, 33, 
49]. Możliwe jest także wprowadzenie DNA do komórek drogą mikro- 
iniekcji [3, 4], jak również za pomocą liposomów [37]. Otrzymane polife- 
rujące hybrydy komórkowe oraz „stransformowane” komórki zawiera
jące fragment materiału genetycznego dawców kodujący badany enzym  
bada się następnie w różnego typu środowiskach hodowlanych, umożli
wiających ekspresję wprowadzonych genów. Z reguły środowiska takie 
zawierają związek hamujący działanie badanego enzymu oraz końcowe 
produkty szlaku przemian, w których uczestniczy dany enzym. Często 
stosuje się środowisko selekcyjne zawierające hipoksantynę, aminopte- 
rynę (inhibitor reduktazy dihydrofolianowej) i tymidynę, zwane krótko
HAT od inicjałów podstawowych składników [45]. Środowisko to zna
lazło na przykład zastosowanie do izolowania komórek, do których wpro
wadzono gen kinazy tymidynowej lub reduktazy dihydrofolianowej. Do 
badań zaś transformacji przy użyciu genu fosforybozylotransferazy ade-

* Od Redakcji: te rm in  „ transform ow ania  kom órek” i „komórki s transfo rm ow a
n e ” należy stosować do szerszego zakresu zjawisk kom órkowych dotyczących 
wszelkich, doświadczalnych zmian w  genomie. T erm in  „ transform ow anie” należy 
także stosować na określenie innych zmian w  s truk tu rze  genomu, k tó re  prow adzą 
do zm ian fenotypu transform ow anej komórki.
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runowej stosuje się środowisko zawierające azaserynę (inhibitor biosyn
tezy puryn de novo) oraz adeninę [48].

Rozwój badań nad transformacją komórek eukariotycznych stał się 
możliwy dzięki uzyskiwaniu licznych mutantów komórkowych, cha
rakteryzujących się wyraźnie określonymi i łatwymi do wykrycia właś
ciwościami biochemicznymi, takimi jak: brak enzymu w określonym 
ciągu metabolicznym (np. mutanty nie zawierające TK, APRT, DHFR), 
trwałe podwyższenie aktywności lub i(i) zmiana właściwości określonego 
enzymu (np. DHFR), czy też oporność albo nawet specjalna wrażliwość 
na określone leki i substancje. Takie mutanty nadają się jako biorcy 
fragmentów obcego genomu. Pojawienie się w populacji takich mutan
tów komórek obdarzonych nową, niespotykaną normalnie cechą, a także 
wykazanie w nich obecności sekwencji obcego DNA świadczy o sku
tecznym przeniesieniu genu.

Poniżej omawiam udane próby przeniesienia genu kodującego synte
zę reduktazy dihydrofolianowej. Enzym ten przeprowadza w komórkach 
redukcję kwasu foliowego (witamina z grupy B) do jego aktywnej koen- 
zymatycznej formy — tetrahydrofolianu, uczestniczącego w przemianach 
i syntezie de novo szeregu aminokwasów, puryn i pirymidyn (ryc. 1).

Strukturalne analogi kwasu foliowego, tzw. antyfoliany (np. ame- 
topteryna, aminopteryna, metaskwin), stosowane są często w terapii nie
których chorób nowotworowych. Antyfoliany, łatwo nagromadzające się 
w komórkach, hamują w nich aktywność reduktazy dihydrofolianowej, 
a w efekcie ograniczają syntezę de novo puryn, tymidyny i glicyny, co 
stanowi o cytoksycznym działaniu tych związków. W ostatnich latach 
opublikowano w Postępach Biochemii artykuły przeglądowe na temat 
metabolizmu folianu i jego udziału w procesach biosyntetycznych [12] 
oraz na temat mechanizmów działania i komórkowych przemian anty- 
folianów [13, 23].

Częstym zjawiskiem towarzyszącym chemioterapii przy zastosowa
niu antyfolianów jest pojawienie się oporności komórek na stosowany 
lek, co w efekcie powoduje brak jego skuteczności. Komórki oporne, tak 
in vivo jak in vitro, mogą przeżywać nawet w obecności antyfolianów
wr bardzo wysokich stężeniach. Oporność na antyfoliany najczęściej jest 
skutkiem wzmożonej syntezy i nagromadzania się w komórkach reduk
tazy dihydrofolianowej (do kilku, a nawet kilkunastu procent syntety
zowanego białka komórkowego). Są także doniesienia o oporności ko
mórek wynikającej z pojawienia się tego enzymu o obniżonym powi
nowactwie do antyfolianu, a także z upośledzenia transportu antyfolianu 
do komórek [14, 15]. W ostatnich latach wykazano przy zastosowaniu 
wielu metod, że zwiększenie ilości DHFR w komórkach opornych w y 
nika ze zwielokrotnienia w nich genu odpowiedzialnego za syntezę tego
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białka [38]. Zwielokrotnienie genu dhfr  pociąga za sobą zwiększenie 
w  komórce ilości właściwego mRNA [2, 38], Wyizolowanie z mysich 
komórek AT-3000 [5] oraz komórek chomiczych [19] mRNA reduktazy 
dihydrofolianowej pozwoliło na zsyntetyzowanie DNA komplementar
nego (cDNA) wobec tego mRNA. Wyizolowane cDNA stosuje się z po
wodzeniem w badaniach mechanizmu zwielokrotnienia genu dhfr,  a prze
de wszystkim w identyfikacji jego pozycji w materiale genetycznym. 
Od tego bowiem, czy zwielokrotniony gen został zintegrowany z mate
riałem genetycznym komórek i może być przekazywany do komórek 
potomnych, czy też znajduje się w elementach pozachromosomowych 
(double minutes chromosomes) zależy w znacznym stopniu trwałość 
oporności komórek na czynnik selekcjonujący [14]. Komplementarny 
wobec mRNA reduktazy dihydrofolianowej cDNA jest także ostatnio 
stosowany jako gen dhfr w doświadczalnym transformowaniu komórek. 
Znaczenie reduktazy dihydrofolianowej w metabolizmie komórkowym 
sprawia, że wszelkie badania genu dhfr,  a zwłaszcza badania jego struk
tury [29] i wyjaśnienia mechanizmów kontrolujących jego ekspresję 
w różnych układach biologicznych, mają szczególne znaczenie zarówno 
z teoretycznego, jak i klinicznego punktu widzenia.

TRANSFORMOWANIE KOMÓREK PRZY ZASTOSOWANIU HYBRYDYZACJI
KOMÓREK SOMATYCZNYCH

Przy zastosowaniu tej techniki próbowano odpowiedzieć na pytanie 
niezmiernie istotne dla zrozumienia zjawiska oporności komórek na an- 
tyfoliany, a mianowicie czy cecha oporności komórek na antyfoliany 
dziedziczy się jako cecha dominująca czy recesywna [10]. Dominację czy 
też recesywność genu dhfr badano hybrydyzując komórki dobrze scha
rakteryzowanych pod względem biochemicznym różnych mutantów ko
mórek jajnikowych chomika chińskiego, CHO [10]. Oporność zastoso
wanych mutantów na ametopterynę wynikała (tabela 1) bądź to z obec
ności w nich reduktazy dihydrofolianowej o zmniejszonym powinowac
twie do antyfolianu (mutanty MTXRI), bądź to ze zwiększonego poziomu 
zmienionej reduktazy (mutanty Rm ), bądź też z obniżonej zdolności 
transportu antyfolianu do komórek (mutanty MTXRn). Mutanty te róż
niły się także od linii wyjściowej zapotrzebowaniem na prolinę, wrażli
wością na temperaturę i na obecność strofantyny G. Cechy te okazały 
się bardzo przydatne przy selekcji otrzymanych hybrydów. Hybrydy ko
mórek opornych mutantów poszczególnych klas z wrażliwymi na ameto
pterynę komórkami CHO izolowano w odpowiednich środowiskach se
lekcyjnych, a następnie badano ich wrażliwość na antyfolian, wyznacza
jąc krzywe wzrostowe w obecności różnych dawek ametopteryny (ryc. 2
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T A B E L A  1

Charakterystyka mutantów komórek CHO (z danych [10])

•
Reduktaza dihydrofolia-

Modalna Względna nowa
TT y f 1 * liczba Dl0 oporność - ■ - i.. - —- “ —1 1 ■ — ■ ■ — ---■

Komorki chromo [M] na ameto względny
somów pterynę poziom h o  [M]

aktywności
\

Wrażliwe na ametopterynę
Pro "3 21 1,2-10-8 1,0 1,0 3-10-9
Pro “4 OuaR 2 —4 21 2-10-8 1,6 1,0 3-10-9

Oporne na ametopterynę
Mutanty klasy I

Pro~3MTXRI 3 - 3 21 2,1 -10-7 17,5 1,0 3-10-8
Pro~4MTXRi OuaR 6 - 3 21 2-10-7 16,6 1,0

001O

Mutanty klasy II
Pro~3MTXRn 5 — 3 20 6,6-10-7 55 0,9 2,5-10-9
Pro-4MTXRn o u a  2 - 4 20 1OV

£> 50 1,0 2-10-9
Mutanty klasy III

Pro~3MTXRi n i - 2 21 6,5-10-6 540 11,0

001Oi-H

Pro-4MTXRin o u a  1 - 6 21 6-10-6 500 12,0 j 2-10-8

D 10 o z n a c z a  s t ę ż e n ie  a m e t o p t e r y n y  z m n ie j s z a j ą c e  p r z e ż y c ie  k o m ó r e k  do 10%, I . Q zaś  s t ę 
ż e n ie  a m e t o p t e r y n y ,  k t ó r e  h a m u j e  a k t y w n o ś ć  D H F R  w  50%.

ABC) oraz oznaczając poziom aktywności i właściwości DHFR. W tabeli 1 
podano charakterystykę komórek użytych do hybrydyzacji, a w tabeli 2 
— charakterystykę niektórych z uzyskanych hybrydów. Na podstawie 
analizy danych zebranych w tab. 2 i na ryc. 2 można było ustalić, że we 
wszystkich hybrydach komórek wrażliwych i mutantów CHO klasy I 
i III, cechy odpowiedzialne za wystąpienie oporności na antyfolian były 
cechami dominującymi. Natomiast hybrydy komórek wrażliwych i mu
tantów klasy II, cechujących się upośledzonym transportem antyfolianu, 
przypominały swoimi właściwościami komórki wrażliwe, a więc cechy 
oporności mutantów klasy II były cechami recesywnymi. Te ustalenia 
stanowiły niezbędną podstawę do dalszego stosowania tych mutantów  
■w eksperymentalnym transformowaniu komórek za pomocą chromoso
mów [43].

Pewną odmianą, a właściwie rozwinięciem techniki hybrydyzacji 
komórek, jest ich hybrydyzacja ze strukturami subjądrowymi, zawiera
jącymi niewielki fragment genomu. Takimi strukturami są tzw. „mini- 
-segregants” [39], powstające podczas przetrzymywania dzielących się 
komórek w niskiej temperaturze, oraz tzw. mikrokomórki uzyskiwane 
z komórek prawidłowych po wywołaniu w nich mikronukleacji jądra 
działaniem kolchicyny [9]. Utworzone mikrojądra, „wyciągnięte” z ko-
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TABELA 2

Charakterystyka typowych hybrydów komórek wrażliwych i opornych na ametopterynę (z da
nych [10])

Komórki
Modalna

liczba
chromo
somów

Dio
[M]

Względna 
oporność 
na ameto

pterynę

Reduktaza dihydrofolia- 
nowa

Względny
poziom

aktywności

Iso
[M]

Wrażliwe x mutant 
klasy I 

Hyb RT- 1 39 1,5-10- 7 12 0,9 7,0-10- 9
Hyb R1—3 36 1,3-10- 7 11 0,8 8,0 -1 0 - 9

Wrażliwe x mutant 
klasy II 

Hyb Rn  — 1 38 2 -1 0 - 8 1,6 1,0

Q\1OłHórn

Hyb Rn - 3 41

001Ocf 1,8 0,9 2,5-1 0 - 9
Wrażliwe x mutant 
klasy III 

Hyb Rm - 1 39 6,5-10- 6 540 4,5 3,0-10- 8
Hyb R 111—4 40 4,0-10- 6 330 4,0

001OÓ

Wrażliwe x wrażliwe 
Hyb—1 41 1,4-10- 8 1,2 0,9 3,0-10- 9
Hyb- 3 38 2 ,0 -1 0 - 8 1,6 0,9 2,5-10- 9

Oznaczenia jak w opisie do tabeli 1.

m órek podczas w irow ania w obecności cytocholazyny B, otacza nieuszko
dzona błona plazm atyczna nieprzepuszczalna dla błękitu  trypanu. Ilość 
DNA zaw arta w m ikrokom órkach stanow i około 1/30 ilości DNA w nie
naruszonym  jądrze kom órek w fazie Gi i odpowiada ilości DNA w 1-2 
chromosomów. Dzięki niew ielkiej w nich ilości DNA, m ikrokom órki 
mogą stać się dogodnym narzędziem  w badaniach transform ow ania ko
m órek eukariotycznych, a także w badaniach rozmieszczenia genów 
w określonych chromosomach. Chociaż technikę otrzym ania m ikroko- 
m órek opisano już w 1974 r., to jednak dotąd prace z ich zastosowaniem 
są nieliczne.

W 1981 r. doniesiono o zastosowaniu m ikrokom órek z opornych na 
am etopterynę kom órek CHO (m utantów klasy III, tab. 1) do badania 
pozycji genu dhfr  w określonym  chromosomie [53]. Analiza kariologiczna 
hybrydów  takich m ikrokom órek i kom órek w rażliw ych na am etopterynę 
pozwoliła na stw ierdzenie, że w hybrydach opornych na antyfolian (ro
sły  w obecności 10—6M m etopteryny) obecny był chromosom znacznikowy 
z m utanta, oznaczony jako 2p“ . Co więcej, ustalono, że gen dhfr  znaj
duje się na krótszym  ram ieniu chromosomu 2p—. W ykazano także, że 
właściwości reduktazy  dihydrofolianowej hybrydów  są niem al identyczne
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z właściwościami tego enzymu w mutantach użytych do otrzymania 
mikrokomórek. W eksperymencie tym wykazano zarazem, że wraz z ge
nem kodującym DHFR zostały również przeniesione geny kodujące 
wrażliwość komórek CHO na emetynę i chrom. Możliwe stało się zatem 
jednoczesne eksperymentalne przeniesienie trzech selekcjonujących się 
markerów, znajdujących się na jednym chromosomie. Taki zestaw mar
kerów może być bardzo użyteczny w badaniach mechanizmów mutacji 
i segregacji.

TRANSFORMOW ANIE KOMÓREK PRZY UŻYCIU CHROMOSOMÓW
METAFAZOWYCH (CMGT)

Użycie chromosomów metafazowych do przenoszenia genów jest sto
sowane od szeregu lat pomimo niewielkiej (rzędu 10—®—10—7) na ogół 
częstotliwości transformacji. Jednakże łatwość wykonania, możliwość 
przeprowadzenia transformowania niezależnie od przynależności gatun
kowej dawcy lub biorcy chromosomów, od rodzaju przenoszonego genu, 
zastosowanego systemu selekcyjnego czy metody użytej do izolowania 
chromosomów decyduje o jej szerokim zastosowaniu. Szczegółowy opis 
techniki transformowania komórek za pomocą chromosomów metafazo
wych, jak również metody otrzymywania chromosomów metafazowych 
oraz metody analizy otrzymanych transformantów podane są w licznych 
artykułach przeglądowych [24, 25, 35], Obecnie przedstawię zatem tylko 
najogólniejsze zasady metody. Komórki eukariotyczne zdolne są do fa- 
gocytowania dodanych do środowiska chromosomów metafazowych 
z przeciętną szybkością 1 chromosom/komórkę/godzinę. Przeważająca 
część DNA sfagocytowanych chromosomów ulega degradacji pod dzia
łaniem enzymów lizosomowych do małych, funkcjonalnie nieaktywnych 
fragmentów. Pozostałe biologicznie aktywne fragmenty (tzw. transge- 
nom) są niewielkie, na ogół nie zawierają centromerów, a wielkość ich 
stanowi ułamek procentu wielkości genomu dawcy. Po upływie okre
ślonego czasu wzrostu komórek w środowisku selekcjonującym poja
wiają się kolonie komórek przejawiające nowe cechy, będące wynikiem  
ekspresji genów przeniesionych przez chromosomy. Początkowo komórki 
takie charakteryzują się niestabilnym fenotypem, po pewnym dopiero 
czasie następuje jego utrwalenie. Stabilizacja transgenomu następuje 
dzięki jego integracji z chromosomowym DNA biorców. W przypadku 
transformowania mysich komórek przy użyciu genu kinazy tymidynowej 
chromosomów komórek ludzkich [16] wykazano, że w komórkach strans- 
formowanych o niestabilnym fenotypie, przeniesiony fragment chromo
somowy może występować w postaci dużego makrotransgenomu lub też 
w postaci niewyróżnialnego metodami cytologicznymi mikrotransgenomu;

6 — P o s tę p y  B io l .  K o m .  2/83
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obydwa jednak znikają z komórek z określoną (różną dla każdego typu 
transgenomu) szybkością. Co więcej, komórki te różnią się także po
ziomem aktywności transkrypcyjnej przeniesionego genu. Obecność ob
cego DNA wprowadzonego do komórek wykrywa się za pomocą metod 
hybrydyzacji kwasów nukleinowych (np. metodą Southerna, [40]); 
świadczy o niej także pojawianie się w komórkach produktów kodowa
nych przez przeniesiony gen.

Przy użyciu techniki CMGT badano przede wszystkim możliwość 
uzyskania komórek opornych na antyfoliany w efekcie wprowadzenia 
do nich genu kodującego reduktazę dihydrofolianową [20, 42] oraz roz
mieszczenie różnych genów szlaku przemian pochodnych folianowych  
w określonych chromosomach [41]. Przebadano szereg czynników mo
gących mieć wpływ na częstotliwość transformacji komórek [20]. Przede 
wszystkim wykazano, że chociaż przy użyciu chomiczego genu dhfr  [42] 
następowało transformowanie komórek chomiczych, to jednak znacznie 
lepszymi biorcami chromosomów chomiczych okazały się mysie komórki 
L (20). Dlatego w dalszych badaniach jako biorców używano mutanty 
komórek L nie zawierające kinazy tymidynowej i wrażliwe na działanie 
ametopteryny. Umożliwiło to jednoczesne badanie przenoszenia genu 
dhfr i genu kinazy tymidynowej. Następnie stwierdzono zależność w y
dajności transformowania od czasu inkubacji komórek z chromosomami, 
jak również od zwiększenia ilości dodawanych chromosomów. Stwier
dzono również pozytywny wpływ pulsowego (30 min) działania DMSO
na częstość pojawiania się kolonii stransformowanych komórek. Porów
nywanie wydajności transformowania komórek w różnych doświadcze
niach i przez różnych autorów jest trudne i niedokładne, niemniej Lewis
i wsp. [20] sądzą, że zastosowanie chromosomów chomiczych jako daw
ców dhfr i mysich komórek jako biorców zwiększa przeciętnie 5-20- 
-krotnie częstość transformacji.

Przy transformowaniu komórek L przez wprowadzenie do nich cho
miczego genu reduktazy dihydrofolianowej wraz z chromosomami meta-
fazowymi, otrzymano komórki stransformowane o stabilnym i niestabil
nym fenotypie. Komórki stransformowane trwale zachowywały oporność 
na ten antyfolian nawet po 48 dniach wzrostu w nieobecności ameto
pteryny w środowisku. Charakteryzowały się one wysokim poziomem 
DHFR o wrażliwości na antyfolian porównywalnej z wrażliwością tego 
enzymu z komórek chomiczych, z których pochodziły chromosomy.
W niektórych komórkach, które szybko traciły oporność na ametopte- 
rynę, znajdowano podwyższony poziom DHFR, lecz o obniżonym powi
nowactwie do tego antyfolianu [20]. Przytoczone badania wykazały za
tem, że jest możliwe stransformowanie komórek ssaków przez gen dhfr
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obecny w chromosomach metafazowych i co więcej, że możliwa j * t  
w komórkach mysich ekspresja obcego gatunkowo genu.

W 1977 r. ukazała się praca donosząca o jednoczesnym przeniesieniu 
za pomocą chromosomów metafazowych genu dhjr  i genów dwóch in
nych enzymów funkcjonujących w szlaku przemian folianu, tj. enzymu 
odpowiedzialnego za tworzenie poliglutaminianowych pochodnych folia- 
nowych oraz enzymu związanego z syntezą glicyny i[41]. W badaniach 
tych posługiwano się mutantami chomiczych komórek CHO charakte
ryzującymi się opornością na ametopterynę dzięki podwyższeniu w nich 
aktywności DHFR o obniżonym powinowactwie do tego antyfolianu (mu
tanty klasy III, tab. 1) oraz mutantami komórek CHO z zaburzeniami 
syntezy poliglutaminianów oraz syntezy glicyny [26]. Wysunięto wów
czas przypuszczenie, że geny trzech enzymów w szlaku przemian folianu 
mogą znajdować się w jednym chromosomie. Mogłoby to sugerować, że 
ich ekspresja, podobnie jak w bakteriach, mogłaby pozostawać pod 
wspólną kontrolą. Jednakże, ze względu na niemożność powtórzenia 
tych eksperymentów, jeden ze współautorów, Siminovitch [20], wyrażał 
w 1980 r. wątpliwość czy technologia stosowana wówczas rzeczywiście 
gwarantowała skuteczne przeniesienie genów.

TRANSFORMOW ANIE KOMÓREK ZA POMOCĄ DNA

Transfekcja komórek eukariotycznych wirusowych DNA wykazała, 
że może on być pobierany przez komórki ssaków i może przejawiać 
w nich aktywność biologiczną. Jednakże pobieranie DNA przez komórki 
ssaków zachodzi ze znacznie mniejszą wydajnością niż przez komórki 
bakteryjne. A ponadto, integracja obcego DNA z chromosomami euka
riotycznymi, w których DNA jest obudowane białkami, jest znacznie 
trudniejsza. Niektóre związki, jak fosforan wapniowy, dzięki tworzeniu 
kompleksów z DNA powodują jego precypitację, przez co ułatwiają 
w znacznym stopniu pobieranie go przez komórki, prawdopodobnie na 
drodze endocytozy [17]. Co więcej, DNA w kompleksie z fosforanem 
wapnia jest niepodatny na działanie enzymów nukleolitycznych obecnych 
w surowicy ,[22]. Ostatnio doniesiono, że komórki poddane działaniu 
krótkotrwałych bodźców elektrycznych pobierają DNA z większą w y
dajnością [52]. DNA pobrany przez komórki musi być przeniesiony z cy- 
toplazmy do jądra poprzez otoczkę jądrową i zintegrowany z materiałem 
genetycznym komórek. Zaledwie jednak w 1-5% jąder wykryto kom
pleks DNA—fosforan {22]. Transport DNA z cytoplazmy do jądra w y
daje się zatem być jednym z ważniejszych czynników ograniczających 
przenoszenie genów. Ponadto olbrzymia większość pobranego przez
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komórki obcego DNA ulega w nich degradacji przez nukleazy, a tylko 
niektóre fragmenty DNA mogą ulegać integracji z chromosomami [34].

Jeszcze niedawno wyrażano wątpliwość co do możliwości transfor
mowania komórek przez wprowadzony DNA i sposobu jej detekcji [17]. 
Jednak już w 1978 r. doniesiono o stransformowaniu mysich komórek L, 
ze szczepu cechującego się brakiem aktywnej kinazy tymidynowej, za 
pomocą wirusowego DNA zawierającego gen tego enzymu [47, 50]. Za
lety systemu, w którym DNA może stanowić źródło czynnika transfor
mującego są niewątpliwe. Przede wszystkim DNA można otrzymać 
z komórek interfazowych, można go także frakcjonować na fragmenty 
przy użyciu enzymów restrykcyjnych. W przyszłości może to pozwolić

Ryc. 3. W pływ czasu absorpcji (A), ilości zużytego DNA (B) oraz obecności DMSO
(A, B) n a  efektywność przeniesienia  genu dhf r  obecnego w  DNA z kom órek CHO— 

M TX R mierzony ilością kom órek opornych na am etop terynę  (według [20])

na precyzyjne umiejscawianie różnych genów w poszczególnych chro
mosomach. I to tłumaczy dlaczego, mimo mniejszej częstości występo
wania transformacji pod wpływem wyizolowanego DNA niż przy użyciu 
chromosomów metafazowych, badania te są ciągle rozwijane.

Transformowanie mysich komórek przez wprowadzenie genu dhfr 
zawartego w DNA z chomiczych komórek CHO opornych na ametopte
rynę (tab. 1, klasa III) badano równolegle z transformowaniem przez 
gen dhfr  obecny w chomiczych chromosomach metafazowych [20]. Po
dobnie jak w przypadku transformacji wywołanej przy użyciu chromo-
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somów metafazowych, także i przy zastosowaniu DNA, jako czynnika 
wprowadzającego gen dhfr,  stwierdzono bardzo wyraźną zależność czę
stości transformacji od czasu kontaktu komórek z DNA, ilości podawa
nego DNA, obecności DMSO oraz czasu ekspresji wprowadzonego genu 
(ryc. 3). Ilość kolonii komórek stransformowanych (charakteryzujących 
się nową cechą oporności na ametopterynę) dzięki wprowadzeniu w nie 
zwielokrotnionego genu kodującego syntezę DHFR o obniżonym powi
nowactwie do ametopteryny była 20-30 razy mniejsza niż w przypadku 
zastosowania do tego celu chromosomów metafazowych. Otrzymane trans- 
formanty były niestabilne, prawdopodobnie ze względu na trudności 
integracji obcego DNA z materiałem genetycznym komórek — biorców.

Bardziej efektywne transformowanie komórek niż pod wpływem  
fragmentów DNA uzyskuje się przy zastosowaniu fragmentów DNA 
przyłączonych do wektorów różnego typu, tzn. niewielkich cząsteczek 
DNA zdolnych do autonomicznej replikacji. Wektorami mogą być plaz
midy oraz wirusowe czy też drożdżowe DNA odpowiednio przekon
struowane przez działanie właściwych enzymów restrykcyjnych. Za po
mocą wektorów geny obecne w fragmencie DNA zostają wprowadzone 
do komórek, w których ulegają powieleniu i ewentualnie ekspresji. 
Obecnie jest możliwe transformowanie w ten sposób nie tylko bakterii, 
lecz także komórek eukariotycznych.

W latach 1980-1981, w efekcie wprowadzenia do komórek wbudo
wanego w różne plazmidy genu dhfr,  otrzymano szereg opornych na
ametopterynę mysich i chomiczych linii komórkowych. Do transformo
wania używano cały DNA wyizolowany z komórek CHO opornych na 
ametopterynę [49] lub cDNA komplementarny wobec mRNA mysiej 
albo chomiczej reduktazy dihydrofolianowej ,[15a, 18, 19, 33, 44]. Otrzy
manie mutantów chomiczych komórek CHO nie zawierających reduktazy 
dihydrofolianowej [46] przyczyniło się do rozwoju tego typu badań.

Transformowanie mysich komórek L przez gen dhfr,  obecny w DNA
z chomiczych komórek opornych na ametopterynę, i wbudowany w plaz
mid pBR322 (o znanej strukturze nukleotydowej) występowało z czę
stotliwością 10 kolonii na 5 • 105 komórek/20 ąg użytego DNA [49].
Otrzymane komórki cechowała obecność genu chomiczego oprócz endo
gennego mysiego genu dhfr. Co więcej, podczas adaptowania takich 
stransformowanych komórek do wzrostu w obecności ametopteryny w co
raz to wyższych jej stężeniach zwielokrotnieniu ulegał jedynie wpro
wadzony gen chomiczy. W komórkach stransformowanych stwierdzono 
także zwiększenie ilości wprowadzonych sekwencji plazmidowych. Nie
zależnie od tego, jaki jest mechanizm odpowiedzialny za zwielokrotnienie 
genu dhfr,  jest oczywiste, że powielany odcinek jest większy niż sam 
gen dhfr.  A to zdaniem Wiglera i wsp. [49] pozwala myśleć o możliwości
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wprowadzenia do komórek za pomocą genu dhfr  także i innych genów.
Gdy transformowanie „bezreduktazowych” mutantów komórek cho- 

miczych przeprowadzono przy użyciu cDNA mysiej reduktazy, połą
czonego z plazmidem z sekwencjami bądź to wirusa SV40 [44], bądź też 
wirusa MMTV (18), stransformowane komórki cechowała ilość reduktazy 
dihydrofolianowej wystarczająca do skompensowania defektu wyjścio
wych mutantów. Co więcej, w komórkach stransformowanych przy uży
ciu cDNA obecnego w plazmidzie z DNA wirusa SV40, syntezę DHFR 
można było modulować działaniem hormonów glikokortykoidowych [18], 
co wskazuje na obecność we wprowadzonym fragmencie DNA (z wiru
sa SV40) regionu wrażliwego na działanie hormonów.

Ryc. 4. A. T ransform ow anie  chomiczych, „bezreduktazow ych” kom órek CHO przez 
gen dhf r  dołączony do plazm idu pM DSG (według [33]). Środowisko hodowlane bez 
glicyny i tym idyny; B. W rażliwość na  am etop terynę  transfo rm ow anych  kom órek 
chomiczych klonu wyjściowego i w yprow adzonych kom órek linii MTX. R6, opor

nych na am etopterynę  (według [33])

W 1981 r. doniesiono o udanym stransformowaniu „bezreduktazo
w ych” komórek chomiczych przy zastosowaniu plazmidu pMDSG, który 
zawierał jednocześnie sekwencje cDNA wobec mRNA mysiej reduktazy 
dihydrofolianowej oraz bakteryjny gen xgprt, kodujący syntezę fosfory-

http://rcin.org.pl



T R A N S F O R M O W A N I E  K O M O R E K  E U K A R I O T Y C Z N Y C H 151

bozylotransferazy hipoksantynowej [33]. Stransformowane komórki były  
zdolne do wzrostu zarówno w środowisku nie zawierającym glicyny i ty
midyny (ryc. 4A), jak również w środowisku z dodatkiem ksantyny 
i kwasu mykofenolowego. Świadczy to o zachodzącej w nich syntezie 
obu badanych enzymów. Otrzymane komórki stransformowane były nie
mal 100-krotnie bardziej wrażliwe na ametopterynę, wnioskowano więc, 
że ilość wprowadzonego genu dhfr była znacznie mniejsza niż w ko
mórkach chomiczych szczepu dzikiego. Jeden z otrzymanych stransfor- 
mowanych szczepów (pMDSG) udało się jednak zaadaptować do wzrostu 
w obecności ametopteryny w wyższych stężeniach. Wytworzona oporność 
utrzymywała się w nieobecności antyfolianu w środowisku. Uzyskane 
komórki oporne — MTXR6 (ryc. 4B) charakteryzowały się kilkusetkrot- 
nym zwiększeniem ilości białka reduktazy dihydrofolianowej i odpowied
niego mRNA, przy około 50-krotnym zwielokrotnieniu ilości kopii genu 
dhfr (tab. 3). Stwierdzono zwielokrotnienie wprowadzonego fragmentu 
kodującego (cDNA), co pozwoliło autorom dyskutować rolę innych ele
mentów genu dhfr (e.g. intervening sequences) w procesie amplifikacji.

Względne zawartości białka enzymatycznego DHFR i XGPRT oraz 
odpowiednio RNA i DNA w komórkach MTX.R6 opornych na

ametopterynę (według [33])

Enzym Białko RNA DNA

DHFR 300-500 250-500 4 0 -6 0
XGPRT nie oznaczono 4 0 -7 0 j 40 60

Za 1 p r z y ję to  o d p o w ie d n ie  w a r to ś c i  w  k o m ó r k a c h  P M D S G , 9, w r a ż l i w y c h  na d z ia ła n ie  
a m e t o p te r y n y .

W komórkach stransformowanych, w których wytworzono oporność na 
ametopterynę (MTX.R6), stwierdzano także kilkudziesięciokrotne zwięk
szenie ilości DNA i RNA odpowiedzialnych za syntezę bakteryjnej 
XGPRT (tab. 3).

Komórki eukariotyczne mogą także ulegać transformacji pod działa
niem DNA pochodzenia bakteryjnego. Tak na przykład, udało się strans- 
formować mysie komórki L za pomocą plazmidu pKCl zawierającego 
DNA z bakteryjnego czynnika R, który warunkuje oporność bakterii na 
antyfolian — trimetoprim (30). W stransformowanych komórkach L, 
które stały się oporne na działanie ametopteryny, następowała synteza 
dwóch prokariotycznych reduktaz dihydrofolianowych odznaczających 
się osłabionym powinowactwem do ametopteryny lub wręcz niewrażli- 
wością na działanie tego antyfolianu [31].

T A B E L A  3
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PODSUMOWANIE

Przedstawiono badania, z których wynika, że wprowadzając obce 
DNA można efektywnie transformować in vitro komórki eukariotyczne. 
Wskazuje to na brak ograniczeń w komórkach eukariotycznych w eks
presji obcych gatunkowo genów, a nawet genów prokariotycznych. Wy
kazano ponadto możliwość jednoczesnego przenoszenia kilku genów, 
a także ich umiejscowienie w określonym chromosomie. W przypadku 
Teduktazy dihydrofolianowej uzyskano także dalsze informacje na te
mat mechanizmu amplifikacji genu dhfr i regulacji w komórkach jego 
ekspresji.

Nasuwa się pytanie, czy możliwe jest transformowanie komórek 
V / warunkach in vivo. Dotychczas ukazały się tylko dwa doniesienia 
mówiące o funkcjonowaniu in vivo komórek szpiku kostnego myszy 
uprzednio stransformowanych w warunkach in vitro przez wirusowy gen 
kinazy tymidynowej [27], a także gen mysiej reduktazy dihydrofoliano
wej [6]. W szpiku kostnym biorców zachodziła intensywna proliferacja 
stransformowanych komórek, a w śledzionie następowało podwyższenie 
poziomu aktywności reduktazy dihydrofolianowej i w konsekwencji to
lerowanie przez myszy wyższych dawek ametopteryny [6]. Chociaż nie 
wykazano dotąd w genomie proliferujących komórek szpiku obecności 
wprowadzonego genu dhfr, prawdopodobnie ze względu na jego podo
bieństwo strukturalne z genem natywnym, jednak zwiększona synteza 
DHFR przemawia wyraźnie za udaną transformacją. Transformowanie 
komórek in vivo może mieć olbrzymie znaczenie kliniczne. Tak na przy
kład wprowadzenie do komórek określonych narządów genu kodującego 
zwiększoną syntezę enzymu będącego głównym celem ataku antymeta- 
bolitu, może umożliwić tolerowanie przez organizm wyższych dawek 
tego związku, przy zachowaniu dużej wrażliwości komórek nowotworu, 
zwiększając tym samym skuteczność chemioterapii. Dzięki wprowadze
niu nowych genów można też myśleć o możliwości korygowania określo
nych wad metabolicznych.
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STOSOWANE SKRÓTY

DMGT — DNA-mediated gene transfer 
przeniesienie genu za pomocą DNA

CMGT — chromosome-mediated gene transfer 
przeniesienie genu za pomocą chromosomów

TK — kinaza tymidynowa (2.7.1.21)
APRT — fosforybozylotransferaza adeninowa (2.4.2.7)
DHFR — reduktaza dihydrofolianowa (1.5X3)
XGPRT — fosforybozylotransferaza hipoksantynowa (2.4.2.8)

Nazwy genów poszczególnych enzymów oznaczono małymi literami
PteGlu 
H2PteGlu 
H4PteGlu 
CH^H4PteGlu 
CH2—HjPteGlu 
CHO—Hj PteGlu 
dUMP 
dTMP
MTX 
MTXGlun

— folian
— dihydrofolian
— tetrahydrofolian
— me tyło tetrahydrofolian
— metylenotetrahydrofolian
— formylotetrahydrofolian
— dezoksyurydynomonofosforan
— d e zo k sy ty m i d y n o mo nof o sf or an
— ametopteryna
— poliglutaminiany ametopteryny

http://rcin.org.pl

http://rcin.org.pl


Warunki prenumeraty kwartalnika

POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI

Cena prenumeraty krajowej:

rocznie 320 zł, półrocznie 160 zł

Prenumeratę na kraj przyjmują Oddziały RS W „Prasa-Książka-Ruch” oraz 
urzędy pocztowe i doręczyciele w terminach:

•— do dnia 25 listopada, na I półrocze roku następnego i na cały rok następny, 
— do dnia 10 czerwca na II półrocze roku bieżącego.
Jednostki gospodarki uspołecznionej, instytucje, organizacje i wszelkiego ro

dzaju zakłady pracy zamawiają prenumeratę w miejscowych Oddziałach RSW 
„Prasa-Książka-Ruch”, w miejscowościach zaś, w których nie ma Oddziałów RSW — 
w urzędach pocztowych.

Czytelnicy indywidualni opłacają prenumeratę wyłącznie w urzędach poczto
wych i u doręczycieli.

Prenumeratę ze zleceniem wysyłki za granicę przyjmuje RSW „Prasa-Książka- 
Ruch”, Centrala Kolportażu Prasy i Wydawnictw, ul. Towarowa 28, 00-958 War
szawa; konto NBP XV, Oddział w Warszawie, Nr 1153-201045-138-11, w terminach 
podanych dla prenumeraty krajowej.

Prenumerata ze zleceniem wysyłki za granicę jest droższa od prenumeraty 
krajowej o 50% dla zleceniodawców indywidualnych i o 100% dla instytucji 
i zakładów pracy.

Bieżące i archiwalne numery można nabyć lub zamówić we Wzorcowni Wy
dawnictw Naukowych, PAN-Ossolineum-PWN, Pałac Kultury i Nauki (wysoki 
parter), 00-901 Warszawa, oraz w księgarniach naukowych „Domu Książki”.

Subscription orders for all the magazines published in Po land available through 
the local press distributors or directly through the

Foreign Trade Enterprise 
ARS POLONA

00-068 Warszawa, Krakowskie Przedmieście 7. Poland.

Our-bankers:
BANK HANDLOWY WARSZAWA S.A.

http://rcin.org.pl

http://rcin.org.pl


Cena 80 zł

SPIS TREŚCI

J, GEMEL, Rola manganu w chloroplastach . . . 65
M. WITT, Biochemia głównych antygenów zgodności 

tkankowej H-2 myszy i HLA człowieka . ... 93
J. MYŚLIWSKA, Limfocyty T tworzące wczesne rozet

ki. I. Charakterystyka limfocytów T tworzących 
wczesne rozetki....................................................... 109

J. MYŚLIWSKA, Limfocyty T tworzące wczesne rozet
ki. II. Czynniki wpływające na liczbę limfocytów T 
tworzących wczesne rozetki....................................125

B. GRZELAKOWSKA-SZTABERT, Transformowanie 
komórek eukariotycznych przez obcy materiał gene
tyczny: ekspresja genu reduktazy dihydrofolianowej 137

indeks 36970


	ROLA MANGANU W CHLOROPLASTACHROLE OF MANGANESE IN CHLOROPLASTSJoanna GEMEL
	BIOCHEMIA GŁÓWNYCH ANTYGENÓW ZGODNOŚCI TKANKOWEJ H-2 MYSZY I HLA CZŁOWIEKA -- BIOCHEMISTRY OF MAJOR HISTOCOMPATIBILITY ANTIGENS OF MOUSE H-2 AND MAN HLA Michał WITT
	LIMFOCYTY T TWORZĄCE WCZESNE ROZETKI  I. CHARAKTERYSTYKA LIMFOCYTÓW T TWORZĄCYCH WCZESNE ROZETKI -- T LYMPHOCYTES FORMING EARLY ROSETTES I. CHARACTER OF T LYMPHOCYTES FORMING EARLY ROSETTES Jolanta MYŚLIWSKA
	LIMFOCYTY T TWORZĄCE WCZESNE ROZETKI II. CZYNNIKI WPŁYWAJĄCE NA LICZBĘ LIMFOCYTÓW T TWORZĄCYCH WCZESNE ROZETKI --  T  LYMPHOCYTES FORMING EARLY ROSETTES II. FACTORS MODULATING THE NUMBER OF T LYMPHOCYTES FORMING EARLY ROSETTES Jolanta MYŚLIWSKA
	TRANSFORMOWANIE KOMÓREK EUKARIOTYCZNYCH PRZEZ OBCY MATERIAŁ GENETYCZNY: EKSPRESJA GENU REDUKTAZY DIHYDROFOLIANOWEJ -- TRANSFORMATION OF EUKARIOTIC CELLS IN VITRO BY EXOGENOUS GENETIC MATERIAL: EXPRESSION OF DIHYDROFOLATE REDUCTASE GENE Barbara GRZELAKOWSKA-SZTABERT
	Warunki prenumeraty kwartalnika
	SPIS TREŚCI



