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MECHANIZMY TRANSDUKCJI SYGNALU
W PROCESIE AKTYWACJI PLYTEK KRWI

MECHANISMS OF SIGNAL TRANSDUCTION
IN THE PROCESS OF PLATELET ACTIVATION

Marian TOMASIAK
Zaktad Biochemii Akademii Medycznej w Biatymstoku

Streszczenie. W artykule omoéwiono aktualny stan wiedzy o mechanizmie transdukcji sygnatéw w procesie
aktywacji ptytek krwi. Opisano, jaka role w tym procesie petnig biatka G, fosfolipaza C, cykl fosfatydylo-
inozytolowy, kinaza biatkowa C, fosfolipaza A z i metabolity kwasu arachidonowego.

Summary. The review focuses on the current knowledge of the mechanisms of signal transduction during
activation of blood platelets. These includes the role of G proteins, phospholipase C, phosphatidilinositol cycle,
protein kinase C, phospholipase Az and metabolites of arachidonic acid.

Wykaz skrétow. PgDi - prostaglandyna Di, PgGi - prostaglandyna Gi, PgHi - prostaglandyna Hi, TxAi -
tromboksan Ai, U44069 - stabilny analog TxAi, U46619 - stabilny analog PgGi. cCAMP - cykliczny adeno-
zynomonofosforan, ADP - adenozynodifosforan, GTP - guanozynotrifosforan, GDPRS - guanozyno 5’-0-(2-
tiodifosforan), GTPyS - guanozyno 5°-0-(3-tiotrifosforan), PAF - czynnik aktywujacy ptytki krwi, A23187 -
jonofor wapniowy, DAG - diacyloglicerol, PI - fosfatydyloinozytol, P14P - fosfatydyloinozytolo-4-fosforan,
P14.5P2 - fosfatydyloinozytolo-4,5-difosforan, cli:2P - cykliczny myo-inozytolo-1:2-monofosforan, 1iP - myo-
inozytolo-I-fosforan, cli:2,4P2 - cykliczny myo-inozytolo-1:2,4-difosforan, 1i,45P3 - myo-inozytolo-1,4,5-tri-
fosforan, IP3 - myo-inozytolo-trifosforan, 1i,34,5P4 - myo-inozytolo-1,3,4,5-tetrafosforan, 1i,3,4P3 -
myo-inozytolo-1,3,4-trifosforan, 134P2- myo-inozytolo-3,4-difosforan, I3P - myo-inozytolo-3-monofosforan

WSTEP

Ptytki krwi sg najmniejszymi komdrkami kragzacymi we krwi. Powstajg w szpiku kostnym
i ptucach w wyniku fragmentacji megakariocytow i pozostajg w krwiobiegu przez okres
9-10 dni [61, 78]. Nieaktywne ptytki, tj. takie, ktére zwykle znajduja sie we krwi ludzi
zdrowych, majg ksztatt dysku o gtadkiej powierzchni i nie wykazuja tendencji do zlepiania
sie. Uszkodzenie naczynia (przeciecie), ktore zwykle wywotuje odstoniecie widkien kola-
genu, powoduje szybkga aktywacje ptytek krwi. Komorki te szybko zmieniajg swoj ksztat
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na kulisty tworzac pseudopodia, przy pomocy ktérych "przyklejajg sie” do widkien kolagenu
(adhezja), a takze zlepiajg sie ze sobg. Prowadzi to do powstania czopu hemostatycznego
i zatrzymania krwawienia.

Miazdzycowo zmieniona $ciana naczynia krwionosnego (nie przecietego) moze rowniez
aktywowac ptytki krwi, co moze doprowadzaé¢ do powstania agregatow ptytkowych przy-
legajacych do Sciany naczynia [76]. Uwalniane ze zagregowanych komarek czynniki wzros-
tu dyfunduja do $ciany naczynia, powodujac w niej przyspieszenie patologicznych zmian
[64], Tak powstate agregaty piytek krwi mogg réwniez zahamowac przeptyw krwi w
naczyniu (zawat, zator). Juz tylko te dwa przyklady swiadczg o tym, jak wazne jest poznanie
mechanizmdw aktywacji tych komarek.

ODPOWIEDZI PLYTEK KRWI

Mimo niezwyklej réznorodnos$ci stymulatoréw ptytek krwi (tab. 1) odpowiedZ tych
komadrek w kazdym przypadku przebiega w zasadzie wedtug nastepujgcego schematu:
ptytki krwi zmieniajg swoj ksztatt (rys. 1), stajg sie "lepkie" ijesli w tym momencie sg
mieszane, zlepiaja sie, tj. agreguja iwyrzucajg (egzocytoza) na zewnatrz komorki zawartos¢
ziarnistosci a i ziarnistosci gestych (sekrecja I), a nastepnie zawarto$¢ lizosomdw (sekrecja
1) [29, 54]. Sekrecja zwykle zachodzi réwnolegle z agregacjg [14]. Silne stymulatory, jak
np. trombina (wysokie stezenia), powodujg petng odpowiedz komorki, tj. az do sekrecji Il
wigcznie [29, 30], stabe - takie jak np. adrenalina - indukujg tylko agregacje bez zmiany
ksztattu, za$ w obecnosci serotoniny i wazopresyny nie obserwuje sie sekrecji z lizosoméw
[29]. Z kolei niskie stezenia niektdrych agonistéw, np. ADP (1,5 uM), wywotujg zmiane
ksztattu i tzw. odwracalng agregacje [14, 94].

TABELA 1. Stymulatory ptytek krwi (sporzadzono na podstawie pozycji literaturowych [24, 30, 41, 86, 94])

Konglomeraty czasteczek wiokna kolagenu, polistyren, szkto, czastki lateksu

Enzymy proteolityczne trombina, trypsyna

Substancje drobnoczasteczkowe ADP, adrenalina, serotonina, GTPyS, wazopresyna, AlF4'

Lipidy kwas arachidonowy, TxAz, PgD2, PgG2, PgHz, czynnik aktywujacy
pytki krwi - PAF, stabilny analog TxA2 - U466119

Jonofory wapniowe A23187, jonomycyna

Aktywatory kinazy biatkowej C estry forbolu, I-oleilo-2-acetyloglicerol

Petna odpowiedz ptytek krwi, aktywowanych kolagenem, ADP czy niskimi stezeniami
trombiny, zalezy od uruchomienia przez stymulatory syntezy TxA2 PgG2i PgH2 (z
uwalnianego z fosfolipidéw btonowych kwasu arachidonowego) oraz od wyrzucenia (se-
krecja I) na zewnatrz komérki zmagazynowanego w ziarnisto$ciach gestych ADP [14, 41,
86,94]. Sekrecja moze przebiegac bez uruchomienia metabolizmu kwasu arachidonowego,
jesli phytki krwi stymuluje sie wysokimi stezeniami trombiny lub kolagenu [14], W tym
przypadku sekrecja rozpoczyna sie natychmiast po zmianie ksztattu: przebiega réwnolegle
z agregacja lub jesli ptytki nie sg mieszane, moze nawet zachodzi¢ bez procesu agregacji.

Szczegbtowe omowienie odpowiedzi ptytek krwi znajdzie Czytelnik w artykule przegla-
dowym [86].



MECHANIZMY TRANSDUKCJI SYGNALU.. 199

Rys. 1. Aktywacja ptytek krwi in vitro, zapis, zmiany morfologiczne i biochemiczne: schematycznie przedsta-
wiony zapis aktywacji ptytek krwi wykonany za pomoca agregometru optycznego; instrument mierzy zmiany
transmisji $wiatta (600 nm) przechodzacego przez zawiesing mieszanych komoérek w 37°C; transmisja rosnie,
kiedy ptytki krwi agreguja; zmiana ksztattu widoczna jest jako szybki i przejéciowy wzrost transmisji Swiatta;
zmiany morfologiczne obejmuja przeksztalcenie dyskoidalnych komérek w kuliste z pseudopodiami i z prze-
mieszczonymi do $rodka ziamistosciami (zmiana ksztattu); zawarte w ziamistosciach substancje uwalniane sg

do $rodowiska (sekrecja); po sekrecji lub réwnolegle z nig ptytki krwi zlepiajg sie (agreguja”prawie naty-
chmiast (milisekundy) po dodaniu stymulatora ros$nie w cytoplazmie ptytek krwi poziom Ca ;w ciggu nas-

tepnych 10 s rozpoczyna sie polimeryzacja aktyny i aktywacja miozyny; powstate filamenty aktyny i

aktomiozyna umozliwiajg reorganizacje cytoszkieletu

MECHANIZM TRANSDUKCJI SYGNALU
W PROCESIE AKTYWACJI PLYTEK KRWI

Aktywacja ptytek krwi rozpoczyna sie od interakcji jednego lub wiecej agonistow ze
zlokalizowanymi w btonie plazmatycznej receptorami i zwykle konczy sie na sekrecji
zawarto$ci ziarnisto$ci, ekspresji receptorow fibrynogenu i na powstawaniu powigzanych
przez fibrynogen wielokomérkowych agregatéw ptytkowych [11, 24,95]. Proces aktywacji
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jest wypadkowa proces6w stymulacji i hamowania (patrz "Rola kinazy biatkowej C"),
zachodzacych réwnolegle w aktywowanej ptytce krwi i obejmujacych nastepujace zmiany:

« stezeniajonow wapnia w cytosolu,

 szybkosci metabolizmu fosfolipidéw btonowych,

« stopnia ufosforylowania wielu biatek,

 stezenia CAMP.

Kompleksy receptorowe na powierzchni ptytki krwi sg sprzezone poprzez specyficzne
biatka G z fosfolipaza C [11, 24, 77], fosfolipaza/l2[11, 74], cyklaza adenylanowsa [11, 17],
aby¢ moze takze kanatamijonowymi [24]. Sugeruje sie, ze w ptytkach krwijeden kompleks
receptorowy moze byé powigzany poprzez rézne specyficzne biatka G nawet z wiecej niz
jednym efektorem [11] (rys. 2).

Rys. 2. Model mechanizmu aktywacji ptytek krwi: Rtx, RTrt>, Radr - receptory (btona komérkowa) odpowied-
nio dla tromboksanu A2, trombiny i adrenaliny, 1lb i Ilia - luzno rozmieszczone w btonie glikoproteidy, two-
rzace w czasie aktywacji komorki kompleksy Ilb-111a bedace receptorami fibrynogenu (Fg); Gs i Gs+ - biatka
G taczace fosfolipaze C (Flip C) odpowiednio z receptorami: TxAz2 i trombiny powoduja aktywacje enzymu;

Gi - biatka G taczace receptory trombiny i adrenaliny z cyklaza adenylanowa (cyklaza A); powodujg hamowa-

nie enzymu; spadek poziomu cAMP ufatwia powstanie sygnatu wapniowego, PIP2- fosfolipidy inozytolowe
degradowane przy udziale aktywnej fosfolipazy C do inozytolo-trifosforanu (IP3) i diacyloglicerolu (DAG); F-
-lipidy - zmagazynowane w btonach retikulum fosfolipidy, z ktérych aktywna fosfolipaza A 2(Flip A2) uwalnia
kwas arachidonowy (AA) nastepnie przeksztatcany do tromboksanu A2(TxA2); 20 kDA i 20 kDAP - nieufos-
forylowany i ufosforylowany lekki taicuch miozyny, 47 kDA i47 KDAP - nieufosforylowany i ufosforylowany
substrat kinazy biatkowej C; Na+/H + - uklad wymiany zewngtrzkomérkowego Na+ na wewngtrzkomérkowy

H + powodujacy alkalizacje cytoplazmy

Aktualnie akceptowany przez wiekszo$¢ autoréw [11, 24, 41, 56, 94] model aktywacji
ptytek krwi przedstawiono na rysunku 2. Nalezy tu zaznaczy¢, ze mimo pewnych odrebnosci
mechanizm aktywacji tych komoérek przez wiekszo$¢ naturalnych agonistéw jest bardzo
podobny. Hipoteza Nishizuki [55, 56] zaktada, ze aktywacja komorki (takze phytki krwi)
zwigzana jest ze wzrostem aktywnosci fosfolipazy C. Enzym ten hydrolizuje zmagazyno-
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wane w btonach fosfolipidy inozytolowe, z ktérych powstajg dwa rodzaje wtérnych prze-
kaznikow, tj. pozostajacy w bionie diacyloglicerol i przechodzgce do cytosolu rozpuszcza-
Ine fosforany inozytolu. Te ostatnie powodujg uwalnianie Ca2+ z magazynéw
komorkowych, co wraz z otwarciem kanatdw wapniowych w btonie plazmatycznej dopro-
wadza do gwattownego (1-2 s), przejSciowego (kilka sekund do 1 min) wzrostu wolnego
Ca  w cytoplazmie (sygnat wapniowy). Przyjmuje sie, ze sygnat wapniowy indukuje w
ptytkach krwi nastepujgce procesy:

a) depolimeryzacje mikrotubul do tubuliny (umozliwia to zmiane ksztattu);

b) powstawanie filamentow aktynowych; umozliwia to powstawanie widkienek akto-
miozynowych, co jest istotne dla procesu centralizacji ziarnistosci, powstawania pseudo-
podidw i agregacji;

c) aktywacje kinazy lekkiego taricucha miozyny przy udziale kalmoduliny (kinaza ta
aktywuje miozyne poprzez fosforylacje jej lekkiego - 20 kDa taricucha), co umozliwia
powstanie aktomiozyny;

d) aktywacje fosfolipazy A2(enzym uwalnia zmagazynowany w fosfolipidach btonowych
kwas arachidonowy, nastepnie szybko przeksztatcany do TxAZ2, ktéry po opuszczeniu
komorki powoduje amplifikacje sygnatu wapniowego poprzez dalsza aktywacje fosfolipazy
C (rys. 2);

e) przemieszczanie nieaktywnej kinazy biatkowej C do btony, gdzie jest aktywowana
przy udziale diacyloglicerolu (rys. 2).

Z Kkolei drugi przekaznik wtdrny, tj. diacyloglicerol wraz z jonami wapnia aktywuje
kinaze biatkowg C. Aktywna kinaza biatkowa C jest konieczna do agregacji i sekrecji, lecz
nie do wywotania zmiany ksztattu ptytek [24]. Dodanie do zawiesiny ptytek krwi estréw
forbolu lub analogéw diacyloglicerolu penetrujacych btone powoduje ich powolng agre-
gacje, stabg sekrecje i ledwie widoczng (lub wcale) zmiane ksztattu [11, 24]. Te same
aktywatory kinazy biatkowej C powodowaty petng odpowiedz komorek (zmiana ksztatu,
agregacja i sekrecja) podobng do tej, jakg wywotuje trombina - jesli je podano wraz z
niewielkimi stezeniami jonoforu A23187 [24, 43, 92]. W badaniach tych obserwowano
jednoczesna, intensywna fosforylacje biatka o masie 47 kDa (substrat kinazy biatkowej C)
i biatka o masie 20 kDa (lekki taricuch miozyny fosforylowany przy udziale kinazy zaleznej
od Ca + ikalmoduliny), ale tylko w obecnosci aktywatoréw kinazy biatkowej C ijonoforu
A23187. Na tych obserwacjach oparte jest kolejne zatozenie hipotezy Nishizuki, ktéry
zaktada, ze sama aktywacja kinazy biatkowej C nie wystarcza do wywotania petnej odpo-
wiedzi ptytek krwi i tylko synergistyczne dziatanie kinazy biatkowej C i jondw wapnia
wywotuje maksymalny efekt stymulujacy [24, 56].

ROLA BIALEK G W PROCESIE AKTYWACJI PLYTEK KRWI

Biatka G posrednicza w przeptywie informacji od jednostki akceptorowej do jednostki
katalitycznej kompleksu receptorowego [11,13,17]. Pierwszymi biatkami G znalezionymi
w ptytkach krwi byty jednostki regulacyjne Gi i Gs kompleksu receptorowego wytwarzaja-
cego cykliczny AMP [17]. Istnieje rGwniez powszechnie akceptowany poglad, zaktadajacy
wystepowanie w ptytkach krwi wysoce specyficznych biatek G (innych niz Gi i Gs, regutu
jace cyklaze adenylanowa), wigzacych funkcjonalnie wiele receptorow na powierzchrr
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btony ze znajdujacg sie w komérce fosfolipazg C [11, 24, 77]. Poglad ten potwierdzajg
nastepujgce obserwacje:

a. W permeabilizowanych ptytkach krwi GTP ijego stabilny analog GTP-yS stymuluja,
za$ GDPRS (stabilny analog GDP) hamuje powstawanie diacyloglicerolu i sekrecje z
ziarnistodci [11, 24, 25, 37]. GTPyS i GDPRS faczg sie z podjednostkag a powodujac
odpowiednio jej nieodwracalng aktywacije lub unieczynnienie.

b. W permeabilizowanych ptytkach GDPRS hamuje hydrolize fosfolipidow inozytolo-
wych i sekrecje z ziarnistosci, indukowang trombing i stabilnym analogiem TxA2- tzw.
U46619 [12].

c. W preparatach bton izolowanych z ludzkich [2] i kréliczych ptytek [31] trombina i
GTPyS aktywujg fosfolipaze C.

d. Toksyna krztu$ca {Bordetella pertusis) hamuje w uktadzie rekonstruowanym (peche-
rzyki btonowe zdolne do akumulacji Ca2+) uwalnianie Ca2+ indukowane trombing [58].
Toksyna krztuéca/tZZP-rybozyluje podjednostke a jednostki Giiw ten sposéb ja unieczyn-
nia [19].

Jednak udziat biatek G w regulacji fosfolipazy C w ptytkach krwi nie jest jeszcze
ostatecznie przesadzony [11, 24], Proby identyfikacji biatka(ek) z zastosowaniem toksyny
krztusca nie powiodty sie [11,24], Niektorzy autorzy kwestionujg zasadno$¢ uzycia GDPRS
jako specyficznego inhibitora biatka G [40]. Ostatnio pewne nadzieje wigze sie ze znale-
zionymi w plytkach krwi kilkoma rodzajami biatek G o nieznanej jeszcze funkcji [57].

Innym enzymem, ktérego aktywnos¢ jest w ptytkach krwi kontrolowana przez biatka G,
jest - jak sie przypuszcza - fosfolipaza A2[11,18,53,74], Wprawdzie enzym ten wystepuje
w phytce krwi gtéwnie w cytosolu, gdzie aktywowany jest przez Ca" + i przez wywotany
stymulacjg uktadu wymiany Na+/H + wzrost pH cytosolu, ale jego btonowa odmiana, jak
sgdzg niektorzy autorzy, moze by¢ aktywowana bezposrednio przez blizej jeszcze nieznane
biatko G [11,18, 53, 74].

ROLA FOSFOLIPAZY C W PROCESIE AKTYWACJI PLYTEK
KRWI

Aktywacja ptytek krwi zwigzana jest z bardzo szybka degradacjg i resyntezg zmagazy-
nowanej w btonie plazmatycznej niewielkiej (ok. 5% catkowitej ilosci fosfolipidéw) frakcji
fosfolipidow zawierajacych w swoich czasteczkach inozytol [24, 42]. Kluczowa role w tym
procesie odgrvwa fosfolipaza C. W odpowiedzi na zewnatrzkomdrkowe sygnaty enzym ten
w phytkach kiwi bardzo szybko (sekundy) hydrolizuje fosfolipidy inozytolowe do DAG i
kilku réznych rozpuszczalnych w wodzie fosforanéw inozytolu [5, 42, 49] (rys. 3). Po
hydrolizie DAG nadal pozostaje w btonie, natomiast fosforany inozytolu przechodzg do
cytosolu [56], Produkty degradacji fosfolipidow inozytolowych pojawiajg sie w ptytce na
krétko (kilka sekund do 1 minuty), po czym ich poziom szybko spada [44, 49]. Fosforany
inozytolu przeksztatcane sg do nieczynnego inozytolu, zas DAG ulega deacylacji lub
fosforylacji [44], Deacylacja DAG przy C2 prowadzi do uwolnienia kwasu arachidonowego
i powstania monoacyloglicerolu, z ktérego w wyniku fosforylacji tworzy sie kwas lizofosfa-
tydowy [44, 60], Powstaty w wyniku fosforylacji kwas fosfatydowy jest nastepnie wykorzys-
tywany do odtworzenia fosfolipidow inozytolowych (rys. 3). Niekt6re fosforany inozytolu
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powodujg uwalnianie Ca2+ z magazynéw komorkowych [24], kwasy: fosfatydowy i lizofos-
fatydowy maja, jak sadza niektdrzy autorzy, wiasciwosci jonoforu wapniowego [4, 44], za$
uwolniony kwas arachidonowy moze by¢ substratem do produkcji TxA2 [44].

Rys. 3. Metabolizm fosfolipidéw inozytolowych i fosforanéw inozytolu w aktywowanej ptytce krwi: PI - fosfa-
tydyloinozytol; PUP - fosfatydyloinozytolo-4-fosforan; PI45P2 - fosfatydyloinozytolo-4,5-difosforan; DAG -
diacyloglicerol; PA - kwas fosfatydowy; CDPDAG - CDP - diacyloglicerol; cli:2P - cykliczny myo-inozytolo-
1,2-monofosforan; cli:24P2 - cykliczny myo-inozytolo-1:2,4-difosforan; ch:2,4.5P3 - cykliczny myo-inozytolo-
1:2,4,5-trifosforan; 1iP - myo-inozytolo-1-fosforan; 1i,4P2-myo-inozytolo-l,4-difosforan; 1i,4,5P3-
myo-inozytolo-1,4,5-trifosforan; 1i,345P4- myo-inozytolo-1,3,4,5-czterofosforan; 1i,3,4P3- myo-inozytolo-1,3,4-
trifosforan; 13.4P2 - myo-inozytolo-3,4-difosforan; I3P- myo-inozytolo-3-monofosforan; 14P - myo-inozytolo-4-
monofosforan; nazwy enzyméw: 1- kinaza PI; 2 - kinaza P14P; 3 - fosfolipaza C; 4 - 3-kinaza It4,5P3; 5 -
5-fosfataza PHsP2; 6 - fosfataza P14P; 7 - 5-fosfomonoesteraza; 8 - 1-fosfomonoesteraza; 9 - 4-fosfomonoes-
teraza; 10 - hydrolaza cli:2P; 11 - fosfataza 1iP; 12 - fosfataza I13P; 13- CTP-diacyloglicerolo-3-fosfatydylo-
transferaza; 14 - CDPDAG-fosfatydyloinozytolo-transferaza; 15 - 4-fosfomonoesteraza

Wzrost aktywnosci fosfolipazy C obserwowano w ptytkach krwi stymulowanych trom-
bing [62, 84, 90], czynnikiem aktywujgcym ptytki [71], wazopresyng [70] i kolagenem [59,
(>0]. Wzrost ten obserwowano przy zahamowanej (przez dodanie aspiryny lub indometa-
cyny) produkcji TxA2, co dowodzi, ze stymulatory te aktywuja fosfolipaze C bezposrednio.
Jednak te same stymulatory powodowaty duzo wiekszy wzrost aktywnosci fosfolipazy C
przy niezahamowanej syntezie TxA2, co moze sugerowaé, ze obecno$¢ TxA2 moze w
aktywowanej ptytce krwi stymulowacé enzym [59, 67]. Inaczej zachowywaly sie ptytki krwi
stymulowane jonoforem A23187 [62]. W tym przypadku zwiekszong aktywno$¢ fosfolipazy
C obserwowano tylko przy niezahamowanej syntezie TxA2 Obserwacje te sugerujg, ze
aktywacja fosfolipazy C w stymulowanej ptytce krwi nie jest konsekwencjg wzrostu pozio-
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mu Cal2+ w cytosolu, a zwigzana jest raczej z zajeciem (w tym wypadku przez TXA2)
receptora powigzanego funkcjonalnie z fosfolipazg C [62].

Mimo wielu kontrowersji wydaje sie, ze substratami fosfolipazy C w aktywowanej ptytce
krwi moga by¢ (w réznym stopniu) wszystkie fosfolipidy inozytolowe, tj. fosfatydyloinozy-
tol, fosfatydyloinozytolo-4-fosforan i fosfatydyloinozytolo-4,5-difosforan [24, 48]. Istniejg
tez kontrowersje co do najwazniejszego ilosciowo substratu fosfolipazy C w aktywowanej
ptytce krwi. Wyniki dotychczas przeprowadzonych badarn wskazujg na fosfatydyloinozyto-
lo-4,5-difosforan i na fosfatydyloinozytolo-4-fosforan [24, 68, 70, 80]. Haslam [24] przy-
puszcza, ze degradacja*fosfatydyloinozytolo-4-fosforanu moze wytwarza¢ silny sygnat
DAG i staby sygnat Ca2+ (inozytolo-difosforan stabiej indukuje mobilizacje Ca2 niz
inozytolo-trifosforan), podczas gdy degradacja fosfatydyloinozytolo-4,5-difosforanu moze
powodowaé réwnolegty aktywacje kinazy biatkowej C (sygnat DAG), uwalnianie Ca2+ z
magazyndéw komorkowych (myo-inozytolo-1,4,5-trifosforan i cykliczny myo-inozytolo-
1,4,5-trifosforan) badz jego wchodzenie do komorki ze srodowiska (myo-inozytolo-1,3,4,5-
czterofosforan).

Nieznane sg tez mechanizmy odpowiedzialne za to, ktéry z fosfolipidow inozytolowych
jest degradowany przez fosfolipaze C. Siess i wsp. [68] wysuneli koncepcje, ktéra zaktada,
ze w ptytkach krwi, stymulowanych stabym aktywatorem (np. wazopresyng), degradowane
sg gtownie polifosfoinozytydy, podczas gdy w komadrkach aktywowanych silnym agonistg
(np. trombing) dodatkowo degradowany jest fosfatydyloinozytol.

Rittenhouse iwsp. [80] sugeruja, ze gtébwnymi produktami katalizowanego przez fosfo-
lipaze C rozpadu fosfatydyloinozytolo-4,5-difosforanu w ludzkich ptytkach krwi, stymulo-
wanych trombinag, sg 1i,4*P3 i niewielkie ilosci cli:24*"P3. Powstaty 1i,4"P3 jest bardzo
szybko fosforylowany przy udziale kinazy 1i,4"P3 do 1i,34"P4, a nastepnie przy udziale
5-fosfomonoesterazy przeksztatcany do 1i,34P3. W rezultacie w ciggu 10 s od podania
trombiny obserwowano kilkakrotny wzrost stezenia 1i,4"P3 i 1i,34P3 (wiecej 1i,34P3 niz
11,4"P 3)- Obserwowany wzrost stezenia li 4 SP3 (pieciokrotny w stosunku do podstawowe-
go) jest wystarczajgcy do uwolnienia Ca + z komdrkowych magazynéw wapniowych.
Dtuzsza inkubacja ptytek krwi z trombing (do 60 s) powodowata wzrost udziatu cli:24"P3
i spadek ilosci 1i,4"P 3w catkowitej puli powstatych fosforanéw inozytolu. Prawdopodobnie
dzieje sie tak, dlatego ze cli:24"P3nie moze by¢ przeksztatcany do 1i,34P3 (kinaza 1i,4"P3
jest bardzo specyficzna), a 5-fosfomonoesteraza zbyt wolno usuwa nagromadzony
cli:2,4"P3- Reasumujac, kolejnos¢ zdarzen jest nastepujgca. Hydroliza PIP2 przy udziale
aktywnej fosfolipazy C powoduje bardzo szybkie nagromadzenie 1i,4*P3i cli:24"P3. Ten
ostatni zwiazek jest jednak tylko bardzo wolno hydrolizowany do cli:24P2 (przy udziale
5-fosfomonoesterazy), co w konsekwencji doprowadza do powolnego wzrostu stezenia
tego zwigzku. Z kolei 1i,45P3 jest niezwykle szybko zamieniany do 1i,34"P4. Poniewaz
11,47P3 i cli:2,4"P3 sg, jak to wykazano, zdolne do mobilizacji Ca + z magazynéw komor-
kowych [5,34,91], za$ li,345P4 do utatwienia wchodzenia Ca2+ ze Srodowiska do wnetrza
komorki [34], przypuszcza sig, ze w pierwszych sekundach po aktywacji komérki nastepuje
najpierw uwalnianie Ca2+ z magazynéw komérkowych przy udziale gtéwnie 1i,4"P3,
nastepnie dochodzi do stymulacji wchodzenia Ca2+ ze $srodowiska przy udziale 1i,34*P4
i wreszcie ciggle rosnace stezenie wolno degradowanego cli:24"P 3 powoduje jakby prze-
dtuzenie czasu utrzymywania sie¢ podwyzszonego poziomu Ca + w komérce by¢ moze
nawet wtedy, kiedy poziom li,4*P 3 osiggnie stezenie bazalne.
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Rysunek 3 przedstawia zaproponowany w 1987 r. [24] prawdopodobny cykliczny tor
przemian fosfatydyloinozytoli w aktywowanej ptytce krwi.

KINAZA BIALKOWA C1 JEJ ROLA W PROCESIE AKTYWACJI
PLYTEK KRWI

Kinaza biatkowa C nalezy do grupy kinaz serynowo-treoninowych i do podgrupy kinaz
zaleznych od Ca2+ i fosfolipidéw. W obecnosci Ca2+ i fosfatydyloseryny enzym przenosi
reszte kwasu fosforowego z ATP na seryne lub treonine specyficznych (réznych w réznych
komorkach) biatek [55,56]. Dodanie sn-1,2-diacyloglicerolu (DAG) do uktadu zawieraja-
cego ATP, kinaze biatkowa C i substrat (in vitro, najczesciej histon I111-S) powoduje dalsza
aktywacje enzymu przy jednoczesnym obnizeniu koniecznego do jego aktywacji stezenia
Ca“+ do wartosci fizjologicznych (stan spoczynkowy), tj. 0,1-1,0 uM [24, 55, 56].

Z ludzkich ptytek krwi wyizolowano dwa izoenzymy kinazy biatkowej C [32, 82, 87],
Izoenzymy te moga by¢ wymywane z kolumny z hydroksylapatytem takim samym stezeniem
fosforanu jak typ Il i Il kinazy biatkowej C z mézgu. Ostatnio wykazano, ze jeden z tych
izoenzymdw ma wiasnosci kinetyczne identyczne z typem Il kinazy biatkowej C z m6zgu
krolika [82], Natomiast wiasnosci kinetyczne drugiego izoenzymu byly inne niz ktéregokol-
wiek z trzech izoenzymodw kinazy biatkowej C z mézgu. 1zoenzym ten byt mato wrazliwy na
brak jonéw wapnia i tylko b. stabo aktywowany byt przez diacyloglicerol i fosfatydyloseryne
[82].

W roku 1975 Lyons i wsp. [47] po raz pierwszy zaobserwowali, ze trombina stymuluje
fosforylacje dwu roznych biatek w ptytkach krwi. Dalsze badania wykazaty, ze podobny
efekt wywierat kolagen i jonofor A23187 [28]. Jedno z tych biatek o masie ok. 47 000
nazwano P47 [27, 28, 33] lub ptytkowym biatkiem 40K [55, 65]. Nishizuka i wsp. uwazaja,
ze biatko P47 jest specyficznym i najwazniejszym substratem kinazy biatkowej C w ptytkach
krwi [55, 56, 65]. Fosforylacja tego biatka jest w ptytkach krwi dobrze skorelowana z
agregacja i reakcjg uwalniania [26, 27, 65]. Biatko P47 zostato niedawno oczyszczone i
czesciowo scharakteryzowane przez Haslama i wsp. [33, 83].

Drugim biatkiem, intensywnie fosforylowanym w aktywowanej ptytce krwi jest lekki
taricuch miozyny (biatko 20 kDa), ktory jest réwniez substratem kinazy lekkiego tancucha
miozyny zaleznej od Ca2+ i kalmoduliny [24, 36]. Jednak aktywna kinaza biatkowa C
fosforyluje biatko 20 kDa w innym miejscu, niz czyni to kinaza zalezna od kalmoduliny.
Innymi, réznymi od P47 substratami kinazy biatkowej C moze byé¢, jak to ostatnio sugerujg
niektorzy autorzy, grupa biatek o masie 39-41 kDa [24], Przypuszcza sig, ze jednym z tych
biatek jest biatko G taczace receptor(y) aktywatoréw phytek krwi z fosfolipazg C [35].

Mechanizm aktywacji kinazy biatkowej C przez Ca2+ i DAG w ptytkach krwi jest
identyczny z opisanym w 1986 r. przez Bella [3]. Istnienie takiego mechanizmu aktywacji
kinazy biatkowej C w ptytkach krwi potwierdzajg ostatnie badania Siess i Lapetiny [69].
Kinazabiatkowa Cjest tak dtugo aktywna, jak dtugo obecnyjest DAG. DAG jest w ludzkich
ptytkach krwi fosforylowany przy udziale kinazy diacyloglicerolowej [8]. W ten sposéb
konczy sie sygnat potrzebny do aktywacji enzymu.

Aktualnie istnieje powszechnie akceptowany poglad zaktadajacy, ze aktywacja kinazy
biatkowej C jest konieczna do agregacji i sekrecji, lecz nie do wywotania zmiany ksztattu
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(indukuja ja ca ). Istnieje rowniez zgoda co do tego, ze najwazniejszym (przynajmniej
iloSciowo) substratem kinazy biatkowej C jest P47 i ze fosforylacja P47 jest dobrze
skorelowana z agregacja i sekrecja. Jednak mimo wielu préb dotychczas nie udato sie
doktadnie ustali¢, wjaki sposob ufosforylowany P47 kontroluje agregacje i sekrecje.

Poczatkowo sugerowano, ze rola kinazy biatkowej C ogranicza sie tylko do kontrolowa-
nia proceséw prowadzacych do aktywacji ptytki krwi. | tak kinazie biatkowej C przypisy-
wano pewng role w regulacji ekspresji GP lib - GP llia (receptory fibrynogenu, patrz rys.
2) w aktywowanej ptytce krwi [66]. Jednak rola kinazy biatkowej C w tym procesie wydaje
sie by¢ nadal niejasna, gdyz ADP iadrenalina, ktére bezposrednio nie aktywuja fosfolipazy
C (atym samym i kinazy biatkowej C) powoduja ekspresje receptoréw fibrynogenu [24].

W roku 1987 Halenda i wsp. [20] zaproponowali mozliwos$¢ udziatu kinazy biatkowej C
w regulacji uwalniania kwasu arachidonowego z fosfolipiddw btonowych przez fosfolipaze
A2. Prawdopodobny mechanizm tej regulacji miatby polegaé na fosforylacji lipokortyny
przy udziale aktywnej kinazy biatkowej C. Lipokortyne znaleziono w ptytkach krwi, ajej
ufosforylowana postac jest nieaktywna [81]. Jej aktywna (tj. nieufosforylowana) postac jest
naturalnym inhibitorem fosfolipazy A2.

Siffert i Akkerman [72] wykazali niedawno, ze kinaza biatkowa C aktywuje przenosnik
Na+/H + znajdujacy sie w btonie plazmatycznej ptytek krwi. Wymiana zewnatrzkomorko-
wego Na+ na wewnatrzkomérkowy H + doprowadza do bardzo szybkiej alkalizacji cy-
tosolu, co z kolei, jak sugerujg autorzy, ma utatwia¢ uwalnianie Ca + z magazynéw
komadrkowych. Sugerowano takze udziat kinazy biatkowej C w regulacji stopnia polimery-
zacji aktyny G [23] poprzez fosforylacje biatka wigzacego aktyne (biatko to po ufosforylo-
waniu jest nieczynne).

Mimo to jednak precyzyjna rola kinazy biatkowej C w aktywowanej ptytce krwi jest
niejasna. Wyniki uzyskane przez wiele grup badawczych wskazujg takze, ze aktywacja
kinazy biatkowej C (przez estry forbolu i DAG) zwigzana jest z zahamowaniem hydrolizy
PIP2 [24, 63, 88], ostabieniem sygnatu wapniowego [39] i przy$pieszeniem degradacji
inozytolo-trifosforanu [24], je$li ptytki krwi nastepnie stymulowano trombing, kolagenem,
PAF, wazopresyng i AIF4. Ten hamujacy wptyw kinazy biatkowej C na degradacje
fosfolipidéw inozytolowych obserwowano w ptytkach krwi aktywowanych r6znymi agonis-
tami (trombina, kolagen, PAF, wazopresyna, A IF4), co ma sugerowac, ze hamowanie
procesu aktywacji komorki nie nastepuje na etapie interakcji receptor - agonista [88].
Hamowanie hydrolizy PIP2 prawdopodobnie zachodzi poprzez fosforylacje biatek G
wigzacych receptor z fosfolipazg C lub tez poprzez zahamowanie samej fosfolipazy C.
Obnizona mobilizacja Ca2+ moze by¢ spowodowana zahamowaniem hydrolizy PIP2, z
przyspieszonym wyrzucaniem Ca2+ z komdrki do $rodowiska lub tez z przys$pieszeniem
hydrolizy inozytolo-trifosforanow [16, 24, 51]. Ta ostatnia sugestia wydawata sie bardzo
atrakcyjna, gdyz zaktadata, ze kinaza biatkowa C fosforyluje 5-fosfomonoesteraze myo-
inozytolo-1,4,5-trifosforanu, tj. enzym degradujacy czynny IP3do nieczynnego (lub b. mato
aktywnego) IP2. Ufosforylowany enzym ulegat aktywacji, przez co powodowat szybsza
degradacje IP3i ostabienie sygnatu wapniowego. Poniewaz, jak sie okazato, enzym ten miat
mase czasteczkowg réwng 47 kDa, sugerowano, ze jest to poszukiwany gtéwny substrat
kinazy biatkowej C w aktywowanej ptytce krwi. Pogladu tego nie podzielajgjednak Haslam
iwsp. [33,83], ktérzy niedawno wykazali, ze substratem kinazy biatkowej C w ptytkach krwi
niejest 5-fosfomonoesteraza myo-inozytolo-1,4,5-trifosforanu, niejest nim tez lipokortyna,
czy tez jak to wczesniej sugerowano, podjednostka dehydrogenazy pirogronianowej [15].
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Niezaleznie od tego przypuszczano réwniez, ze aktywna kinaza biatkowa C w sposéb
niezalezny od cAMP stymuluje magazynowanie Ca2+ w btonach gestego uktadu kanalikéw

B3F}rzedstawione tu obserwacje sugeruja istnienie w procesie aktywacji ptytek krwi czego$

w rodzaju ujemnego sprzezenia zwrotnego, w ktérym to mechanizmie wazng role spetnia
kinaza biatkowa C, ktora w poczatkowej fazie aktywacji komérki stymuluje agregacje i
sekrecje, a w jej pézniejszych fazach ostabia jg poprzez zahamowanie hydrolizy PIP2 i
stymulacje degradacji IP3.

Nalezy wreszcie wspomnie¢ o ostatnich obserwacjach Watson i wsp. [89]. Autorzy ci,
stosujgc nowy ijak sgdzg bardzo specyficzny inhibitor kinazy biatkowej C (staurosporyna),
wykazali, ze enzym ten nie zmienia aktywnosci fosfolipazy C i 5-fosfomonoesterazy myo-
inozytolo-1,4,5-trifosforanu w aktywowanej ptytce krwi. Autorzy ci sugerujg takze, ze
aktywacja ptytek krwi, cho¢ bardzo upos$ledzona, jest mozliwa takze bez jakiegokolwiek
udziatu nie tylko kinazy biatkowej C, ale rowniez i kinazy lekkiego tanicucha miozyny. Takg
niezalezng od kinazy biatkowej C aktywacje ptytek krwi przez kwas arachidonowy, PAF i
jonofor A23187 + indometacyna uprzednio sugerowali inni autorzy [24]. By¢ moze
kontrowersje dotyczgce roli kinazy biatkowej C spowodowane sg, jak to sugerujg Watson
iwsp., wystepowaniem w ptytkach krwi wiecej nizjednej formy molekularnej tego enzymu.

FOSFOLIPAZA A21JEJ ROLA W PROCESIE AKTYWACJI
PLYTEK KRWI

Fosfolipaza A2 peini bardzo wazna role w procesie aktywacji ptytek krwi, szczeg6lnie
tej indukowanej np. przez ADP, adrenaline lub kolagen [11, 46, 50, 52]. Swiadczy o tym
chocby fakt, ze produkt katalizowanej przez ten enzym reakcji - kwas arachidonowy jest
bardzo silnym aktywatorem tych komorek, wywotujgcym ich petng odpowiedz [11, 24, 46,
50]. W aktywowanych komorkach enzym ten uwalnia kwas arachidonowy ze zmagazyno-
wanych w btonach fosfolipidéw [46,50]. Kwas arachidonowy jest nastepnie bardzo szybko
metabolizowany m.in. do PgG2i TxA2, tj. zwigzkdw, ktére mogg aktywowaé komorke
bezposrednio poprzez indukcje sygnatu Ca + lub posrednio poprzez aktywacije fosfolipazy
C (metabolity kwasu arachidonowego po opuszczeniu komorki aktywujg receptory zwig-
zane funkcjonalnie z fosfolipazg C - por. rys. 2).

Wyniki ostatnio przeprowadzonych badan wskazujg na istnienie dwu form fosfolipazy
A2 tj. formy nierozpuszczalnej, mocno zwigzanej z btong i formy rozpuszczalnej, prawdo-
podobnie nie zwigzanej z btong [28, 45]. Obie formy oczyszczonego enzymu wykazujg
podobng specyficznos¢ substratowg (fosfatydyloetanoloamina, fosfatydyloseryna i w nie-
wielkim stopniu fosfatydylocholina), podobne optimum pH (alkaliczne) i sg aktywne tylko
w obecnosci milimolowych stezen Ca2+ [28,45]. Wzajemne relacje miedzy tymi formami
fosfolipazy A2 jak tez ich precyzyjnawewnatrzkomaérkowa lokalizacja nie sgjeszcze znane.

Istniejg tez kontrowersje co do lokalizacji tej puli fosfolipidéw, z ktérych w aktywowanej
ptytce krwi uwalniany jest kwas arachidonowy [1].

Mechanizm aktywacji fosfolipazy A2nie jest catkowicie jasny. W ludzkich ptytkach krwi
obserwowano wzrost aktywnosci fosfolipazy A2, kiedy komorki aktywowano fizjologiczny-
mi stymulatorami badz tez jonoforem wapniowym - A23187 [50]. Ta ostatnia obserwacja,
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jak rowniez fakt, ze aktywno$¢ oczyszczonego enzymu zalezy od obecnosci jondw wapnia,
sugeruje wazng role tych jonéw w procesie aktywacji enzymu [29, 38]. Potwierdzajg to
rowniez ostatnie doniesienia, z ktdrych wynika, ze do aktywacji enzymu in vivo konieczny
jest nie tylko Ca2+ uwolniony z magazyndéw komoérkowych w pierwszej fazie aktywacji
komorki, ale takze Ca2+, ktory wchodzi do aktywowanej phytki krwi ze srodowiska [9].

Z Kolei inni autorzy wykazali niedawno, ze w ptytkach krwi aktywowanych jonoforem
A23187 uwalnianie kwasu arachidonowego przez fosfolipaze A2byto stymulowane przez
aktywatory kinazy biatkowej C: estry forbolu i I-oleilo-2-acetyloglicerol [21]. By¢ moze
kinaza biatkowa C aktywuje enzym, natomiast jony Ca2+ petnig role kofaktora.

Pewna role w regulacji aktywnosci enzymu in vivo moze odgrywa¢ pH. Optimum pH
fosfolipazy A2lezyw zakresie pH 8-10 [46]. Niektorzy autorzy sugeruja, ze aktywacja ptytek
krwi zwigzana jest z przys$pieszeniem wymiany Na+/H + przez btone, co prowadzi do
alkalizacji wnetrza komorki [73]. W zwigzku z tym przypuszcza sie, ze aktywacja enzymu
w stymulowanej ptytce krwi zalezy od dwu réwnolegle zachodzacych proceséw, tj. mobili-
zacji Ca2+ iod przy$pieszenia wymiany Na +/H + [79]. Nie wyklucza sie tez istnienia formy
fosfolipazy A2, ktorej aktywnos$¢ nie zalezy od Ca +. Aktywno$¢ takiego enzymu mogtaby
by¢ regulowana przez specyficzne biatko G [11,53, 74],

Najwazniejszym (ilosciowo) metabolitem kwasu arachidonowego w stymulowanej pty-
tce krwi jest bardzo nietrwaty (T1/2 = 30-40 s) TxA2 ktéry samorzutnie przeksztatca sie
w trwaty TxB2[50,61]. TxA2indukuje wszystkie odpowiedzi ptytki krwi (zmiana ksztattu,
agregacja i sekrecja).

Mechanizm(y) stymulacji ptytek krwi przez TxA2nie jest jeszcze catkowicie wyjasniony.
Wiadomo, ze izolowana frakcja bton ptytkowych bogata wbtony gestego uktadu kanalikow
produkuje TxA2i uwalnia Ca2+ po dodaniu egzogennego kwasu arachidonowego [46].
Badania z zastosowaniem Quin 2 i chlorotetracykliny (wskazniki fluorescencyjne stoso-
wane do oznaczania Ca2+ odpowiednio w cytosolu i zwigzanego w btonach) wykazaty, ze
réwniez w stymulowanej ptytce krwi TxA2powoduje wzrost stezenia Ca2+ w cytosolu badz
to w wyniku uwalniania Ca + z bton, badz tez poprzez otwarcie zaleznych od receptoréw
kanatow wapniowych w btonie plazmatycznej [10, 22, 24]. Biorgc pod uwage fakt, ze w
ptytkach krwi zmagazynowane jest bardzo duzo kwasu arachidonowego, TxA2 moze by¢
waznym czynnikiem utrzymujacym w cytosolu przez dtuzszy czas wysoki poziom Ca2+.
Ostatnio pojawily sie sugestie, ze TxA2 moze aktywowac ptytke krwi réwniez w spos6b
niezalezny od wzrostu stezenia Ca2+ [24, 75].

Sugeruje sie, ze mobilizacja Ca2+ przez TxA2zwigzanajest zwigzaniem sie TxA2zjego
specyficznym receptorem znajdujacym sie w btonach uktadu kanalikéw gestych [10, 85].

TxA2 prawdopodobnie nie jest tez jedynym metabolitem kwasu arachidonowego po-
wodujacym aktywacje ptytek krwi, gdyz zahamowanie syntetazy tromboksanowej przez
dazoksyben niekoniecznie zwigzane jest z hamowaniem agregacji ptytek krwi. W zwiazku
z tym przypuszcza sie, ze TXxA2moze by¢ zastapiony przez PgU2[6].
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CZYNNIK MARTWICY NOWOTWORU
TUMOR NECROSIS FACTOR (TNF)

Elwira STASIAKOWSKA

Zaktad Histologii i Embriologii, Akademia Medyczna w Warszawie

Streszczenie. TNF jest zasadniczo cytoking produkowang przez aktywowane monocyty lub makrofagi i byt
pierwotnie zidentyfikowany jako czynnik wywotujacy martwice krwotoczna nowotwordw in vivo i dzialajacy
cytotoksycznie badZ cytostatycznie na pewne transformowane linie komérkowe in vitro. Poza obiecujgcym
dziataniem przeciwnowotworowym TNF wplywa tez istotnie na rézne komorki i tkanki prawidtowe. Ze wzgledu
na bardzo zblizong aktywno$¢ biologiczng w zakres pojecia TNF wiaczana jest czesto takze limfotoksyna,
wydzielana przez limfocyty. TNF wydaje si¢ odgrywa¢ wazng role jako mediator odczynu zapalnego, wstrzasu
endotoksycznego i kacheksji oraz moze by¢ zaangazowany w patogeneze wielu choréb. Prawdopodobnie ma on
znaczacy udziat w immunoregulacji, obronie organizmu przeciwko wirusom i infekcjom pasozytniczym. Ponizsza
praca prezentuje dane na temat jego struktury, produkcji i aktywnosci biologicznej.

Summary. TNF is a cytokine produced by activated monocytes or macrophages and was originally identified for
its ability to cause a hemorrhagic necrosis of tumors in vivo and by its cytotoxic or cytostatic effects against certain
transformed cell lines in vitro. In addition to its promising antitumor effects TNF revealed important influences
on various normal cells and tissues. The term TNF often encloses also lymphotoxin, secreted by lymphocytes,
because they share most biological activities. TNF appeares to play an essential role as a mediator of inflamma-
tion, endotoxic shock and cachexia, and can be implicated in the pathogenesis of many diseases. Probably it
contribute to immunoregulation, defense against viruses and parasitic infections. The review presents the data
on TNF, its structure, production and biological activities.

WSTEP

W koncu dziewietnastego wieku nowojorski chirurg William Coley, na podstawie
spostrzezenia, ze do spontanicznych regresji nieoperacyjnych nowotworéw dochodzito
czesto w przebiegu infekcji bakteryjnych, np. rézy, zaczat swoich pacjentow z nowotworami
infekowa¢ zywymi bakteriami. Wkrétce opracowat on specjalny preparat z zabitych pa-
ciorkowcow i laseczek gram-ujemnych typu Serratia, znany p6zniej jako toksyna Coleya.
Stosowato jg wtedy wielu lekarzy, jednak jej skuteczno$¢ byta dos¢ zmienna. Niestety, w
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latach trzydziestych obiecujgce efekty radioterapii praktycznie wstrzymaty dalsze prace
nad tym preparatem [75,108].

Dopiero p6t wieku p6zniej w 1975 r. grupa badaczy z Elizabeth Carswell na czele
odkryta, ze endotoksyna (zidentyfikowana wczesniej przez Shear iwspotpracownikow jako
najaktywniejszy sktadnik toksyny Coleya) powoduje martwice nowotworéw posrednio,
dziatajgc poprzez czynnik wydzielany do krwi przez makrofagi organizmu gospodarza [17].
Czynnik ten nazwano wiasnie czynnikiem martwicy nowotworu, czyli TNF (z ang. tumor
necrosisfactor). Szczepionka BCG (Bacillus Calmette Guerin) i Corynebacterium parvum,
powodujace zwiekszenie liczby makrofagdw w organizmie, dodatkowo nasilaty produkcje
endogennego TNF, a tym samym przeciwnowotworowy efekt endotoksyny, co tez wyko-
rzystywano w poczatkowych badaniach [11,17, 75]. Odkrytg w 1975 r. monokine nazwano
doktadniej TNFa w odréznieniu od TN FR- okreslenia przypisanego znanej juz w latach
sze$c¢dziesiagtych limfotoksynie (LT). Dalsze rozwazania na temat TNF bedg odnosity sie
gtéwnie do TNFa.

W 1984 r. sklonowano gen dla TNF i ustalono doktadng sekwencje aminokwasowg [81,
133]. Dostepno$¢ preparatdw uzyskanych metodami inzynierii genetycznej spowodowata
wrecz lawine szczeg6towych badan.

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA | WEASCIWOSCI
MOLEKULARNE

STRUKTURA

Podobienstwo dziatania TNFa i LT (TNFR), ktéra takze wywotuje martwice krwotocz-
ng nowotwordw, jak i lize pewnych transformowanych komorek [31, 80], moze wyjasnié
fakt, ze obie cytokiny t3czg sie ze wspoélnym receptorem na komdrkach docelowych.
Sugeruje sie, ze zazwyczaj stabszy efekt LT wynika zjej mniejszego powinowactwa do tego
receptora [33, 93]. Homologia, jaka zachodzi w sekwencji aminokwasowej miedzy TNFa
iLT, siega ok. 30% (28-35%) ijest najsilniejsza w odcinkach C-koncowych tych czasteczek
[80].

Dojrzate biatko LT sktada sie ze 171 aminokwasow u cztowieka i 169 u myszy, a podczas
syntezy poprzedzajg go odpowiednio 34 i 33 aminokwasy peptydu sygnatowego. Forma
monomeryczna ma 25 kd i ma reszty cukrowe, niekonieczne dla aktywnosci biologicznej.
W odroznieniu od LT, monomer TNFa o masie czasteczkowej 17 kd ma jeden mostek
siarkowy i nie ulega glikozylacji u cztowieka, mimo ze wystepuje ona u innych gatunkéw.
Podobnie jak dla LT, glikozylacja nie jest istotna dla dziatania TNFa. Charakterystyczny
jest brak swoistosci gatunkowej w jego aktywnosci. Dojrzate biatko, ztozone ze 157
aminokwaséw u ludzi i 156 u myszy zachowato w toku ewolucji 79% homologii, za$
sekwencja liderowa (76 aminokwasow u cztowieka i 79 u myszy) pozostata bez zmian azw
86%. W szczeg6lnosci do najlepiej zachowanych miedzy gatunkami regiondw czasteczki
TNFa i B nalezy odcinek C-koncowy, a delecje aminokwasOw z tego korica znoszg ich
aktywno$¢ biologiczna [7, 80, 81]. Natomiast delecja pierwszych 4 i 7 aminokwaséw z
N-koricowej czesdci ludzkiego TNFa wzmagata 2-3-krotnie cytotoksyczno$¢ wzgledem
wrazliwych komaérek nowotworowych, nie zwiekszajac zarazem toksycznosci dla komérek
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normalnych [22]. Ogdlnie delecje N-koricowe nie znoszg aktywnosci biologicznej TNFa
ani LT [8,80].

Ostatnio, doktadne badania struktury TNFa ujawnity, ze jest on aktywny biologicznie
w formie zwartego trimeru [45,112], ktérego budowa przestrzenna jest niezwykle podobna
do uktadu biatek w kapsydzie pewnych wiruséw, jak np. adenowiruséw, przypominajac
najbardziej elementy biatkowe matych, sferycznych wirusdw roslinnych i pikornawiruséw,
co by¢ moze $wiadczy o wspdlnym ewolucyjnie pochodzeniu tych biatek [45].

Od niedawna udowodnione wydaje sie istnienie dwéch form aktywnosci biologicznej
TNFa. Oprdcz uwalnianej z komorki czesci wydzielniczej (17 kd), cytotoksyczne dziatanie
wywiera tez cata prekursorowa czasteczka TNF (26 kd), tworzaca integralne biatko
btonowe wskutek nieodtgczenia 76-aminokwasowej sekwencji sygnatowej. Aby ujawnié
swoje cytotoksyczne wiasnosci, czasteczka ta musi by¢ wbudowana w btone [52]. Najpraw-
dopodobniej w tej wihasnie, blonowej postaci TNF jest mediatorem cytotoksycznosci
aktywowanych makrofagéw w bezposrednim kontakcie z komérka docelowg [27, 52].

LOKALIZACJA | EKSPRESJA GENU

Zarowno TNFa, jak i LT sg kodowane przez geny zlokalizowane w ramach gtéwnego
uktadu antygendw zgodnosci tkankowej (MHC - z ang. major histocompatibility complex),
znajdujgcego sie na 6. chromosomie u cztowieka i na 17. u myszy. Oba geny sg to pojedyncze
kopie, ktére lezg bardzo blisko siebie, najblizej locus HLA-B u cztowieka i w odlegtosci 70
kb od locus H-2D u myszy. Oddziela je od siebie zaledwie 1100 par zasad. Geny dla obu
cytokin sktadaja sie z 4 egzonéw rozdzielonych przez 3 introny [66, 80, 113]. Prawdopo-
dobnie powstaty one z jednego genu, ktory ulegt w toku ewolucji duplikacji Kilka setek
milion6w lat temu [6].

Zasadniczo TNFa ulega syntezie de novo i uwalnianiu z makrofagéw dopiero po ich
aktywacji, w odpowiedzi na endotoksyne. Transkrypcja genu dla TNFa, wykrywalna w
spoczynkowych makrofagach, ulega okoto 3-krotnemu przyspieszeniu, poziom TNF-
MmRNA wzrasta w komérce 50-100-krotnie, a sekrecja TNF (praktycznie nie wykrywalna
bez stymulacji) rosnie ok. 10000 razy [10, 20, 97].

Regulacja biosyntezy na poziomie posttranskrypcyjnym zalezy przynajmniej czesciowo
od charakterystycznej sekwencji mMRNA wregionie 3’nie podlegajagcym translacji, ztozonej
z zachodzacych na siebie i powtarzanych oktamerow UUA UUU AU, obejmujgcej w
sumie 33 nukleotydy. Analogiczna sekwencja wystepuje w przypadku innych cytokin, w
tym: interferonu (IFN), GM-CSF (z ang. granulocytomacrophage colony stimulatingfactor)
i interleukiny 1, czyli IL-1 [6,10,16]. Przypuszczalnie sekwencja taka decyduje o nasilonej
degradacji mRNA, gdyz jak sie wydaje, zawiera miejsce rozpoznania dla selektywnej
rybonukleazy [12].

Endogennym, hormonalnym czynnikiem regulujacym biosynteze TNF sa glukokorty-
koidy. Deksametazon hamuje synteze TNF zaréwno na poziomie transkrypcji, jak i trans-
lacji jednak pod warunkiem podania go przed indukcja tej syntezy. W ten sposdb wczesnie
podane glukokortykoidy moga chroni¢ przed toksycznym dziataniem endotoksyny [10]. Z
drugiej strony sam TNF moze zwieksza¢ poziom glukokortykoidéw, co $wiadczytoby o
istnieniu fizjologicznej petli ujemnego sprzezenia zwrotnego [8].
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SEKRECJA

TNF wytwarzany jest i uwalniany przez aktywowane monocyty i makrofagi wszystkich
typow. Najsilniejszym bodzcem do jego produkcji jest LPS, czyli lipopolisacharyd bakte-
ryjny, bedacy w istocie endotoksyng. Poza tym moze on by¢ produkowany pod wptywem
estrow forbolu, wiruséw np. Sendai i influenzy, produktéw lizy Trypanosoma iPlasmodium,
a takze po indukcji niektérymi bakteriami gram-dodatnimi, np. gronkowcami [8, 68]. TNF
moze by¢ uwalniany pod wptywem pewnych bodZcéw endogennych np. sktadnika Cba
dopetniacza [74], neuropeptyddéw [60] oraz glikozylowanych nieenzymatycznie biatek
[130].

Poza makrofagami, réwniez limfocyty produkowaty minimalne iloSci TNF po indukcji
estrami forbolu ijonoforem wapniowym oraz mitogenami [25], a tymocyty w obecnosci
PHA-P i po stymulacji interleuking 1, 2 i 4 [90]. Komorki NK takze moga wydziela¢ TNF
pod wptywem inkubacji z komérkami nowotworowymi, chociaz TNF nie jest odpowie-
dzialny za ich cytotoksycznos¢ [83].

Okazato sie nawet, ze komorki transformowane oporne na TNF produkowaty go
konstytucyjnie [92], a inne komorki nowotworowe mogg produkowa¢ TNF spontanicznie
[21] lub pod wptywem egzogennego TNF [72].

Natomiast w odréznieniu od TNFa, do produkcji limfotoksyny wymagane sa zupetnie
inne bodzce, ajej zasadniczym Zrédtem sg aktywowane limfocyty T subpopulacji CD4 + i
DC8+. Uwalniajg ja one w odpowiedzi na swoiste antygeny, rozpoznawane w sposéb
zalezny od MHC oraz pod wptywem niespecyficznych bodzcéw mitogennych (ConA,
PHA, IL-2) i estrow forbolu. LT moze tez by¢ indukowane przez wirusy: EBV, HIV,
HTLV, SV40. Poza limfocytami T, produkujg ja takze komérki B-limfoblastyczne, a
wyjatkowo réwniez makrofagi transformowane wirusem SV40 [8,80].

WPLYW NA ROZNE KOMORKI | TKANKI ORGANIZMU
EFEKTY METABOLICZNE

Wiasciwie wszystkie komorki ssakdw z wyjatkiem erytrocytow majg receptor dla TNF,
chociaz np. na limfocytach T ujawnia on swg aktywnos$¢ dopiero po aktywacji komarek.
llo$¢ receptoréw na komérkach waha sie szeroko od kilkuset do 20000, a nawet do 50000.
W zasadzie przyjmuje sie, ze receptor ten jest glikoproteing o masie ok. 300 kd, ztozong z
podjednostkiwiazacej TNF (75 kd) i podjednostki wiekszej (138 kd), ktéra przypuszczalnie
warunkuje efekt cytotoksyczny. Po przytgczeniu TNF do receptora dochodzi do jego
internalizacji i degradacji [2,8,24]. Do wyjasnienia pozostaje mechanizm dalszych efektéw
postreceptorowych TNF i ewentualny udziat w nim réznych przekaznikéw. Niedawno
doniesiono na przykfad, ze zaréwno TNF, jak IL-1 powoduja gwattowny i przejsciowy
wzrost poziomu c-AMP w fibroblastach oraz zwiekszenie aktywnosci kinazy proteinowej
[136].

Ro6znorodnos$¢ oddziatywan TNF, wiasciwie hormonu tkankowego na tak wiele rodza-
jow komorek oraz liczne interakcje z catym systemem cytokin stuza, jak sie wydaje, lokalnej
iuog6lInionej reakcji obronnej organizmu wobec czynnikéw inwazyjnych, aw szczeg6lnosci
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infekcyjnych. Ten nadrzedny cel TNF realizuje poprzez stymulowanie odczynu zapalnego
z wytwdrczym wigcznie oraz efekty kataboliczne, stuzace mobilizacji wszystkich rezerw
energetycznych i wykorzystaniu ich do zwalczania infekcji.

KOMORKI UKLADU ODPORNOSCIOWEGO

Makrofagi/monocyty. Wydzielany przez makrofagi po indukcji endotoksyng TNF,
dziata w spos6b autokrynowy i indukuje zwrotnie w tych komdrkach ekspresje swego
wiasnego genu [84]. Ogdlnie, aktywuje on makrofagi [39, 120] i wzmaga ich cytotoksycz-
nos¢, sam w niej posredniczgc w postaci btonowej [27, 86, 137]. Poza tym TNF stymuluje
uwalnianie IL-1 oraz produkcje prostaglandyny PGE-2 przez spoczynkowe makrofagi [3],
wywiera wptyw chemotaktyczny na monocyty [64], umozliwia makrofagom niszczenie
schistosomuli i Mycobacterium avium [7].

Neutrofile. TNF bardzo silnie aktywuje neutrofile. Wzmaga on ekspresje receptoréw
dla sktadnikow dopetniacza CR1 i CR3, nasila fagocytoze i adherencje do $rodbtonka,
czesSciowo wihasnie dzieki zwiekszeniu ilosci CR3 [1,36,106]. Maksymalny efekt adherencji
neutrofili do komérek srédbtonka wystepuje juz po 5 minutach bez potrzeby syntezy biatka
[36]. TNF stymuluje agregacje i degranulacje neutrofili, powoduje uwalnianie nadtlenku
wodoru i lizozymu oraz wolnych rodnikdw tlenowych [33,49,54]. Wzmaga on tez cytotok-
sycznos¢ zalezng od przeciwcial, a takze nasila migracje i dziata chemotaktycznie na
neutrofile [33, 64,68].

Limfocyty. TNF moduluje funkcje limfocytéw zaréwno T, jak i B. Moze on dziata¢jako
adiuwant in vivo, stymulujac reakcje przeciw syngenicznym komdrkom nowotworowym
poprzez nasilenie odpowiedzi limfocytéw T cytotoksycznych, jak tez odpowiedzi humoral-
nej limfocytéw B [120]. Na limfocytach T powoduje on ekspresje dodatkowych receptoréw
dla TNF, zwieksza ekspresje antygenéw HLA-DR oraz receptora dla IL-2, wzmagajac w
ten sposob odpowiedzZ proliferacyjng na IL-2. Nasila tez produkcje IFNy przez limfocyty
T [84, 101]. TNF zwieksza ogdlnie reaktywnos¢ ludzkich limfocytow B, stymuluje ich
proliferacje i roznicowanie, czeSciowo w drodze indukcji syntezy IL-6 [44]. Chociaz z
drugiej strony donoszono o hamowaniu przez TNF ich proliferacji i réznicowania pod
wplywem mitogenu szkartatki [46], to wiadomo, ze moze on by¢ nawet autokrynowym
czynnikiem wzrostu dla komoérek biataczkowych, wywodzacych sie z komérek B [21].

Dodatkowo, TNF moze stanowi¢ czynnik wzrostu rowniez dla tymocytow [90], a L T jest
przypuszczalnie mediatorem cytolitycznego dziatania cytotoksycznych limfocytow T [80].

Eozynofile. Ulegajg one aktywacji pod wptywem TNF m.in. nabywajac zdolnosci
zabijania schistosomuli [8, 110].

Komorki typu NC. Prawdopodobnie TNF odgrywa kluczowa role w mechanizmie
cytotoksycznosci naturalnych komérek cytotoksycznych typu NC, dla ktérych docelowe sg
gtdéwnie komorki litych guzéw nowotworowych, dziatajac jako jej zasadniczy mediator. Nie
warunkuje natomiast cytotoksycznosci komaérek NK [43, 77,79].

SRODBLONEK

Jak sie wydaje, wtasnie srodbtonek jest kluczowym punktem uchwytu w mechanizmie
wywotywania przez TNF martwicy krwotocznej nowotworéw. Generalnie, skutkiem dzia-
tania TNF na $rddbtonek jest nadanie mu wiasnosci prokoagulacyjnych [71], co by¢ moze
przyczyniasie takze do zakrzepicy, towarzyszacej czesto schorzeniom nowotworowym, czy
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tez do zespotu uogdlnionego wykrzepiania wewnatrznaczyniowego (DIC - z ang. dissemi-
nated intravascular coagulation), zwigzanego czesto ze wstrzagsem septycznym [65,109].

Pod wptywem TNF w $rédbtonku dochodzi do zwigkszenia produkcji czynnika tkanko-
wego, wzmozonego uwalniania i syntezy czynnika aktywacji ptytek PAF (z ang. platelet
activatingfactor), zahamowania ekspresji trombomoduliny oraz jej nasilonej internalizacji
i degradacji [65,71,88], Trombomodulina jest powierzchniowym receptorem dla trombiny
i po jej przytaczeniu prowadzi do aktywacji biatka C, odpowiedzialnego za uruchomienie
fibrynolizy i hamowanie uktadu krzepnigcia.

TNF prowadzi réwniez do syntezy i uwalniania przez komérki srédbtonka IL-1, ktéra
samodzielnie moze inicjowa¢ koagulacje i odczyn zapalny [70]. Wplyw wywierany na
$rédbtonek przez IL-1 i LT niemal catkowicie pokrywa sie z efektami TNFa [88].

TNF wzmaga ekspresje biatek powierzchniowych $rédbtonka, ktére stuzg do adhezji
leukocytéw [88]:

1) ELAM-1 {endothelial leukocyte adhesion molecule) - pozwalajacg na przytaczanie
granulocytow,

2) ICAM-1 {intercellular adhesion molecule) - stuzacg przytaczeniu limfocytow, a by¢
moze takze monocytow i granulocytow.

Efekt ten, wraz z natychmiastowym efektem wywieranym na same granulocyty, pozwala
na ich wzmozong migracje z tozyska naczyniowego i wyjasnia obserwowang po LPS
leukopenie oraz udziat TNF w lokalnym odczynie zapalnym i nadwrazliwos$ci opéznionej
[93].

TNF bezposrednio indukuje tez ekspresje antygenow pierwszej klasy zgodnosci tkan-
kowej [88], hamuje ekspresje tkankowego aktywatora plazminogenu PA (z ang. plasmino-
gen activator), nasilajgc zarazem transkrypcje jego inhibitoréw PAI-1 (z ang.plasminogen
activator inhibitor) i PAI-2 [62], indukuje produkcje GM-CSF [67] oraz aktywno$¢ $rod-
btonkowej fosfolipazy A2[7]. Prawdopodobnie w drodze indukowania ekspresji okreslo-
nych antygendw powierzchniowych, TNF przyczynia sie tez do komplikacji naczyniowych
w zespole Kawasaki, gdyz podobnie jak IL-1 uwrazliwia on endothelium na lize przez
krazace u pacjentéw z ta chorobg przeciwciata [59]. Bezposrednio, TNF moze byé nawet
cytotoksyczny dla komérek srédbtonka i hamowac ich wzrost [98,99]. Wywotuje tez dosé
charakterystyczne zmiany morfologiczne [88, 99, 114], w tym reorganizacje filamentow
aktynowych, a po wyzszych dawkach obrzmienie i obkurczenie komorek $rédbtonka z
pozostawieniem wypustek dendrytycznych i szczelin miedzykomorkowych, co moze dodat-
kowo utatwiaé¢ migracje leukocytéw z mikrokrazenia.

Badania nad wptywem TNF na proces angiogenezy wykazaly, ze moze on jg indukowac
in vivo i in vitro, stymulujgc chemotaksje komoérek srédbtonka i indukujgc tworzenie
kapilaro-podobnych struktur, a nawet ze odpowiada on za zdolno$¢ indukowania angio-
genezy przez makrofagi, co mogtoby mie¢ znaczenie przy gojeniu uszkodzen tkanek, w
przewlektym procesie zapalnym, ale takze dla wzrostu nowotworu [58,88]. Wedtug innych
TNF wrecz hamuje angiogeneze in vitro poprzez bezposrednio cytotoksyczne i cytosta-
tyczne dziatanie na $rodbtonek [98], lecz rozbieznosci te wynikajag prawdopodobnie z
réznicy stezen stosowanego TNF.
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WPLYW NA ADIPOCYTY I METABOLIZM - KACHEKSJA

W toku badan nad kachesja- stanem og6lnego wyniszczenia organizmu towarzyszacym
wielu przewlektym schorzeniom, C. A. Rouzer i A. Cerami obserwowali na modelu
trypanosomiazy u krélikdw, ze utracie apetytu i wagi towarzyszyta hipertriglicerydemia,
spowodowana niedoborem aktywnosci enzymu lipazy lipoproteinowej, czyli LPL [6, 7].
Dalsze badania B. Beutler i A. Cerami oraz ich wspotpracownikow wyjasnity, ze za supresje
LPL odpowiedzialny jest produkowany przez makrofagi czynnik, nazwany przez nich
kachektyna [7,75]. Po ustaleniu sekwencji aminokwasowej kachektyny okazato sie, ze jest
ona identyczna z TNFa i wykazuje oczywiscie takg samg aktywno$¢ biologiczng [6, 9, 75].
Stad tez w doniesieniach zaczeto uzywac nazwy kachektyna i TNFa jako synonimdw.

Hamowana przez TNF na poziomie transkrypcji lipaza lipoproteinowa, syntetyzowana
gtéwnie w adipocytach, ale funkcjonujgca dopiero po przytaczeniu do powierzchni $réd-
btonka tkanek pozawatrobowych, umozliwia wykorzystanie egzogennych ttuszczow z
trawienia (chylomikrony) i endogennej puli ttuszczéw z watroby (VLDL z ang. very-low-
density lipoproteins). Hydrolizujac te dwie frakcje lipidow osoczowych do postaci kwasow
thuszczowych, udostepniaje ona komérkom ttuszczowym w celu reestryfikacji i gromadze-
nia, ainnymjak np. mieSniowym jako Zrddto energii [29]. Podczas gdy w stanie wyniszczenia
enzym ten ulega wyraznej supresji w tkance ttuszczowej, to np. w migsniu sercowym i
szkieletowych aktywno$¢ LPL nawet rosnie, podobnie jak to sie dzieje w czasie gtodu [8].

Poza lipaza proteinowg, TNF hamuje tez na poziomie transkrypcji synteze kilku innych
enzymdw w komdrkach ttuszczowych [8, 47, 76,122], a w tym:

» karboksylaze acetylo-CoA,

» syntetaze kwasow ttuszczowych - niezbedne do syntezy tréjglicerydéw de novo,

« dehydrogenaze glicero-3-fosforanowa, ktéra m.in. umozliwia wykorzystanie glikolizy
jako zrodta fosfoglicerolu do syntezy lipidéw,

» adypsyne - proteaze surowicy,

» atakze biatka wigzace kwasy ttuszczowe.

Stwierdzono, ze TNF powoduje zahamowanie ekspresji enzymow lipogenicznych do
poziomu charakterystycznego dla niedojrzatych adipocytow, a podawany przewlekle nie
tylko hamuje réznicowanie komérek ttuszczowych, ale moze tez wywotac ich odréznico-
wanie [122].

TNF wzmaga réwniez uwalnianie glicerolu z adipocytow, co sugerowatoby pewien
wptyw takze na aktywng wewnatrzkomorkowo lipaze zalezng od hormonow [122]. Dodat-
kowo TNF wywiera tez inne efekty metaboliczne, jak nasilenie glikogenolizy oraz wychwytu
glukozy poprzez zwigkszenie syntezy jej transporteréw w komaérkach mie$niowych [8,76].
Wysokie dawki TNF powodujg poza tym wzrost poziomu hormondw katabolicznych,
takich jak: ACTH, glukagon, katecholaminy i kortyzol, dziatajac zaréwno bezposrednio,
jak i posrednio poprzez uwolnienie IL-1 [125].

Podsumowujac, wszystkie te efekty wydajg sie stuzy¢ ogélnej mobilizacji i utylizacji
zasobOw energetycznych ustroju, co w przypadku zwalczania czynnika infekcyjnego moze
mie¢ korzystne znaczenie dla przetrwania organizmu.

Wiadomo, ze okoto 30% pacjentow z nowotworami ztosliwymi ginie z powodu kacheksji
[125]. Chociaz supresja LPL przez TNF mogtaby wyjasnia¢ obserwowang w stanach
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wyniszczenia w przebiegu nowotworow i przewlektych choréb pasozytniczych hipertrigli-
cerydemie, to rola TNF jako czynnika odpowiedzialnego za kacheksje u ludzi nie jest
catkiem udowodniona. Co prawda OIiff i wspdtpracownicy pokazali, ze wszczepienie
szczurzych komdrek nowotworowych, produkujacych stale TNF nagim myszom powodo-
wato u 87% tych myszy wystgpienie cech wyniszczenia, to jednak doniesienia na temat
obecnosci TNF w surowicy pacjentéw z kacheksja, towarzyszacg nowotworom zto$liwym
sg sprzeczne [76]. Jedni stwierdzali podniesienie jego poziomu w surowicy, drudzy catko-
wity jego brak. W dotychczasowych prébach klinicznych z ludZmi nie wykazano spadku
wagi, lecz jedynie czestg anoreksje po stosowaniu TNF. Z drugiej strony czas ekspozycji
byt tu bardzo krotki i przerywany, gdyz T 1/2wynosi tylko 15-30 min [35, 76].

Pewngrole w kacheksji moga rowniez odgrywac IL-1 i IFN, gdyz, jak sie okazato, moga
one takze hamowac aktywnos$¢ LPL in vitro [75].

WPLYW NA INNE TKANKI | KOMORKI

Szczegolnie réznorodne i rozlegte dziatania wywiera TNF na elementy tkanki facznej.
Przede wszystkim stymuluje on proliferacje i wzrost fibroblastéw [51,129], indukuje w nich
produkcje IL-6 [51,136] oraz GM-CSF i G-CSF [50,67]. Skorne fibroblasty w odpowiedzi
na TNF produkujg i wydzielajg kolagenaze i PGE-2 [26].

TNF zwieksza resorbcje tkanki kostnej, dziatajac bezposrednio na osteoblasty i pobu-
dzajac je do wydzielania czynnika stymulujgcego osteoklasty, a takze posrednio poprzez
uwalnianie IL-1, ktéra sama powoduje wzmozong resorbcje kosci [5]. Stymuluje on proces
degradacji proteoglikanéw w chrzastkach i hamuje ich synteze [96] oraz nasila produkcje
PGE-2 i kolagenazy przez komérki maziéwkowe [26].

Wysokie dawki TNF dziatajg wyraznie supresyjnie na szpik kostny, hamujac wzrost i
proliferacje komorek prekursorowych erytroblastéw, makrofagdw i komérek multipoten-
cjalnych [1, 15, 120]. To zahamowanie erytropoezy mogtoby ttumaczyé anemie, towarzy-
szaca pacjentom w kacheksji [125]. Jednak posrednio, uwalniajgc GM-CSF i G-CSF, TNF
moze nawet odgrywac role protekcyjna dla szpiku, gdyz zmniejsza on znacznie letalny efekt
totalnych naswietlan promieniami rtg [127], Podany na 20 godzin przed subletalnym
napromieniowaniem ogranicza p6zniejsza leukopenie, przyspiesza regeneracje komaorek
prekursorowych hemopoezy i normalizacje obrazu krwi [111].

W doswiadczeniach invivowiekszo$é podanego dozylnie TNF lokalizuje sie wwatrobie,
nerkach, skorze i przewodzie pokarmowym [11], ale sposéb jego oddziatywania na te
narzady nie zostat doktadnie okreslony. Wiadomo, ze pod wptywem TNF hepatocyty
uwalniajg biatka ostrej fazy, fibrynogen, czynnik B i C3 dopetniacza, al-chymotrypsyny,
amyloid A, za$ ogodlna biosynteza biatek zostaje zahamowana [8, 82].

Dziatajgc na komérki miesniowe, TNF wywotuje spadek spoczynkowej réznicy poten-
cjatu btonowego, katabolizm komoérkowego glikogenu i wzrost ilosci transporteréw hek-
sozy, przez co nasila naptyw glukozy do komérki, atakze indukuje produkcje GM-CSF [56,
123,125].

TNF okazat sie tez endogennym pirogenem. Jego podanie wywotuje dwufazowg go-
ragczke

- poczatkowo wskutek bezposredniego pobudzenia neuronéw osrodka termoregulacji
do produkcji PGE-2,

- wdrugiej za$ fazie na skutek uwolnienia IL-1 [28].
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DZIALANIE PRZECIWNOWOTWOROWE

Wielokrotnie wykazano zdolnosci terapeutyczne TNF na modelu zwierzecym. Uzyski-
wano m.in. czeSciowe regresje guzow u nagich myszy z ludzkimi nowotworami i catkowite
wyleczenia z doswiadczalnych Meth-A fibrosarkom [23], a takze regresje eksperymental-
nych i spontanicznych przerzutow [121], przy czym najefektywniejszg drogg podania
okazaty sie iniekcje domiejscowe lub dozylne.

Najszybszym efektem po podaniu TNF i.v. jest martwica krwotoczna guza, do ktdrej
dochodzijuz po 1-4 godzinach. Réwnie szybko dochodzi do adhezji, a nastepnie infiltracji
granulocytdw przez naczynia nowotworu. W ciggu 24-72 godzin wystepuje juz efekt
bezposrednio cytotoksyczny lub cytostatyczny TNF, a po 2-4 tygodniach rozwija sie
wzmozona, specyficzna odpowiedZ immunologiczna [78].

MARTWICA KRWOTOCZNA GUZA

Dochodzi do niej nawet wtedy, gdy same komdrki nowotworowe sg in vitro niewrazliwe
na TNF [61]. Dokladny mechanizm tego zjawiska pozostaje w istocie niewyjasniony.
Ustalono, ze nastepuje wybidrcze zniszczenie naczyn wewnatrz nowotworu i ich srodbton-
ka, a optymalny efekt martwicy wystepuje dopiero po 7-10 dniach od implantacji guza, co
wskazuje na konieczno$¢ wczesniejszego rozwoju jego unaczynienia [61, 75, 109]. Obser-
wowano po TNF precypitacje w kapilarach guza substancji fibryno-podobnej, ktorej
wytrgcenie, a zarazem efekt martwicy znosito podanie dikumarolu [109]. Wydaje sie zatem,
ze TNF powoduje wykrzepianie w mikrokrazeniu guza, wskutek uszkodzenia $rédbtonka
i nadania mu silnych wiasnosci prokoagulacyjnych (patrz s. 218). W wysokich, toksycznych
dawkach oraz w przebiegu wstrzasu septycznego i DIC, TNF ujawnia takie dziatanie
réwniez wobec naczyn w zdrowych narzadach, powodujac uszkodzenia w nerkach, ukta-
dzie pokarmowym i innych [7].

DZIALANIE BEZPOSREDNIO CYTOTOKSYCZNE I CYTOSTATYCZNE
PROBLEM OPORNOSCI NA TNF

Niezwykle cenng klinicznie whasnoscig TNF jest fakt, ze zasadniczo wywiera on swoje
dziatanie selektywnie, tylko na komorki transformowane [8, 68,75,95]. Okoto 1/3 ludzkich
komorek rakowych jest wrazliwa na cytolize, a dalsza 1/3 - na dziatanie cytostatyczne,
pozostata trzecia cze$é wykazuje wzgledng oporno$¢ [38,116]. Normalne ludzkie komérki
sg niewrazliwe na TNF [34] albo tez jego hamujacy wplyw ujawnia sie dopiero przy
100-10000 razy wyzszych stezeniach [17, 116].

Istota i mechanizm tego dziatania na komérki nowotworowe nie zostaty jeszcze usta-
lone, chociaz powstato juz szereg obserwacji. Przyktadowo, po zadziataniu TNF na wra-
zliwe komorki ma miejsce do$é charakterystyczna fragmentacja DNA, kt6rej towarzyszy
uwolnienie go zjadra i na zewnatrz komérki [80, 103]. Brak tego efektu po bezposredniej
mikroiniekcji TNF do jadra $wiadczy o dziataniu posrednim. Fragmenty DNA sg w
przyblizeniu wielokrotnoscig 180 bp, co sugeruje, ze do cie¢ jego tancucha dochodzi
pomiedzy nukleosomami, a sg to miejsca najbardziej odstoniete na dziatanie endonukleaz.

Cytotoksyczno$¢TNF niejest uwarunkowana syntezg biatka de novo. Prawdopodobnie,
jest ona zwigzana z aktywacjg fosfolipazy A2[115] i nastepnie uwolnieniem kwasu arachi-



222 E. STASIAKOWSKA

donowego wraz z jego metabolitami - prostaglandynami, tromboksanem, leukotrienami
oraz rodnikami tlenowymi, ktére same moga przyczyniaé¢ sie do fragmentacji kwasu
nukleinowego i powodowac obserwowang po TNF lipoksygenacje bton komérkowych [32,
93]. Aspiryna i indometacyna, hamujace cyklooksygenaze faktycznie zmniejszaja toksycz-
no$¢ TNF i hamujg efekt cytolizy [105,118], chociaz jeszcze mocniej blokowaty go korty-
koidy, bedace wiasnie posrednim inhibitorami fosfolipazy A2[115].

Podstawowg role w efekcie cytotoksycznym TNF odgrywa aktywacja komdrkowych
proteaz [32, 94] i lizosoméw [109]. Obserwowano réwniez synergistyczne indukowanie
przez TNF i IL-1 produkcji PGE-2 w ludzkich komérkach nowotworowych wrazliwych na
TNF [55].

Jak juz wspomniano (patrz s. 218), TNF jest mediatorem cytotoksycznosci naturalnych
komarek cytotoksycznych typu NC i aktywowanych makrofagow.

Przypuszczalnie w jaki$ spos6b TNF wykorzystuje stabszg zdolno$¢ samonaprawy i
inaktywacji szkodliwych metabolitow w komérkach transformowanych. Zrozumienie istoty
selektywnosci jego dziatania pozwoli byé moze na przezwyciezenie konstytucyjnej i indu-
kowanej TNF-opornosci.

Wrazliwos$¢ na TNF uwarunkowana jest wystepowaniem w komaérce docelowej recep-
tora, ale nie jest to warunek wystarczajacy [84]. Znane sg przypadki opornosci na jego
dziatanie, pomimo obecnosci receptora ito w duzych ilosciach, chociazjednoczesne z TNF
stosowanie IFN7 prowadzi do jej przetamania, a jak wiadomo, IFN” zwieksza ekspresje
receptoréw dla TNF [34, 84]. Moze tu mie¢ znaczenie dziatanie IFNy jako inhibitora
syntezy biatka, gdyz blokowanie transkrypcji aktynomycyng D [22] albo syntezy biatka
cykloheksamidem [94] czesto uwrazliwia komorki docelowe na cytotoksyczny wptyw TNF.
Og6lnie bowiem inhibitory syntezy biatka wzmagajq wrazliwos$¢ na TNF [34,68,75], a nawet
moga czynic go cytotoksycznym dla komadrek normalnych [94]. W zwigzku z tym powstata
koncepcja istnienia pewnego biatka ochronnego, ktérego obecnos$¢ zabezpieczataby ko-
marke przed bezposrednim dziataniem TNF, tym bardziej ze oporno$¢ na TNF dominuje
po fuzji komorek [84, 95]. Istniejg dane na to, ze komorki mogg nabywac te opornos¢ pod
wptywem samego TNF [92]. Ostatnio postuluje sie np. ochronng role manganowej dysmu-
tazy nadtlenkowej (MnSOD) obecnej w mitochondriach, ktéra jak wiadomo neutralizuje
grozne dla komorki rodniki tlenowe, powstajgce m.in. pod wptywem TNF [135]. Stwier-
dzono bowiem, ze wkasnie TNF zwieksza ekspresje tego enzymu na poziomie transkrypcji.
Co wiecej komorki nowotworowe z konstytucyjng syntezg MnSOD-mRNA wykazywaty
oporno$¢ na TNF, a komorki bez sladow mRNA dla MnSOD byty na niego wrazliwe.
Trzeba tu wspomnieé, ze w poréwnaniu do komdrek normalnych wszystkie komorki
nowotworowe majg obnizony badz niewykrywalny MnSOD. By¢ moze m.in. te wiasnie
roznice metaboliczng wykorzystuje TNF do selektywnego niszczenia komoérek transformo-
wanych.

Ustalono, ze TNF aktywuje w komorce Kinaze proteinowg C, ktéra z kolei zmniejsza
drastycznie powinowactwo receptora do TNF prawdopodobnie fosforylujac biatko recep-
torowe [14, 84,136].

Poza tym stwierdzono, ze im wyzszy poziom ekspresji endogennego TNF, tym wieksza
oporno$¢ na cytolize przez TNF egzogenny [72], a linie oporne konstytucyjnie, bez indukcji
wytwarzajg TNF-mRNA. Co wiecej, synteza endogennego TNF jest indukowana przez
TNF egzogenny, tak wiec wyselekcjonowane powtarzang ekspozycjg na TNF z populacji
TNF-wrazliwej, mysie, transformowane fibroblasty byty oporne i produkowaty wiasny TNF
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[72, 92]. Obecnos¢ IL-6 w komorkach TNF-opornych takze by¢ moze ma znaczenie, gdyz
nie jest ona indukowana przez TNF w komérkach wrazliwych [72].

Istnieje mozliwos$¢ znoszenia cytostatycznego efektu TNF przez czynniki wzrostu jak
EGF (z ang. epidermal growth factor) i TGFa i B (z ang. transforming growth factor) [32,
117], ktére moga by¢ wydzielane autokrynowo przez komérki nowotworowe. Taka indu-
kowana obecnoscig EGF i TGFa oporno$¢ na dziatanie TNF moze zosta¢ przetamana
przez kombinacje TNF z IFNy.

Wrazliwo$¢ na zahamowanie wzrostu przez TNF jest prawdopodobnie tym mniejsza,
im wyzszy stopien zrdznicowania prezentujg komorki docelowe [84].

WPLYW NA ROZNICOWANIE IMMUNOGENNOSC
IMMUNOMODULACIJA

TNF powoduje gwattowne zahamowanie transkrypcji onkogenu c-myc w komérkach
biataczki szpikowej HL-60, gdzie ulega on nadmiernej ekspresji tak jak i w niektérych
liniach carcinoma. Prowadzi to do indukcji réznicowania (nasilenie aktywnosci fagocytar-
nej i pojawienie sie marker6w koncowego zréznicowania) i wtérnego zahamowania proli-
feracji, mimo poczatkowej stymulacji wzrostu [53, 84]. Typ odpowiedzi biologicznej moze
tu bardzo zaleze¢ od stezenia TNF. Jak donoszg inni, nizsze stezenia powodowaty rézni-
cowanie komoérek mieloblastycznych i HL-60, podczas gdy wyzsze stezenia, wysycajace
miejsca receptorowe o niskim powinowactwie, znosity ten efekt w sposob zalezny od dawki
[41].

Niezaleznie od wrazliwosci na antyproliferacyjne dziatanie TNF, moze on zwiekszaé
immunogennos¢ transformowanych komdrek, wzmagajac ekspresje antygenow HLA-
A,B,C oraz HLA-DR na ludzkich komdrkach nowotworowych na poziomie transkrypcji i
posttranskrypcyjnym. Wzmagat on tez ich ekspresje na komérkach HLA-ujemnych, indu-
kowang przez IFN7 [85,100].

TNF dziata réwniez jako immunomodulator dzieki aktywacji wielu komdrek efektoro-
wych uktadu immunologicznego (patrz s. 217) oraz interferujac z catym niemal systemem
cytokin poprzez wzajemng indukcje i synergistyczne dziatanie, przy czym efekt immuno-
stymulujacy osiggany jest czesto ponizej maksymalnych, bezposrednio cytotoksycznych
dawek [84, 120, 121].

PROBY PRZEDKLINICZNE | KLINICZNE
TOKSYCZNOSC I SYNERGIZM Z INNYMI CZYNNIKAMI

Dotychczasowe wyniki préb klinicznych nie sg niestety zbyt zachecajgce, w poréwnaniu
z efektami osigganymi w doswiadczeniach in vivo. W pierwszej fazie prob klinicznych
oceniano wptyw samego TNF. Po podaniu i.v. obserwowano niezaleznie od dawki tok-
syczne objawy ogoélne, podobne jak po IFN i IL-1: gorgczke, dreszcze, nudnosci i wymioty,
anoreksje, bole gltowy, ostabienie; natomiast w zaleznosci od dawki pojawiaty sie: hipoten-
sja, trombocytopenia, leukopenia albo leukocytoza, wreszcie podwyzszony poziom tran-
saminaz i bilirubiny, Swiadczace o hepatotoksycznosci [35, 48, 105, 107]. Dodatkowo
pojawity sie tez biatka ostrej fazy ifagodne uszkodzenia nerek u niektorych pacjenéw [105],
a przy bardzo wysokiej dawce wystapit nawet zesp6t DIC [48]. Nie zaobserwowano
natomiast u ludzi wywotywania przez TNF objawdw kacheksji [76], chociaz po 5-dniowych,
ciggtych wlewach odnotowano spadek frakcji HDL (z ang. high-density lipoproteins) i
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wzrost poziomu tréjglicerydow i VLDL we krwi, mogace $wiadczy¢ o pewnej supresji LPL
[107]. Okreslenia maksymalnej tolerowanej i bezpiecznej dawki nie sg jednoznaczne.
Reakcji gorgczkowej i innym objawom toksycznym zapobiegaty kortykosteroidy iinhibito-
ry cyklooksygenazy [35, 105].

Generalnie brak byto obiektywnego efektu przeciwnowotworowego [48,107] lub byt on
nieznaczny [105]. W badaniach pierwszej fazy nie obserwowano w zasadzie martwicy
krwotocznej [35]. Mozna to ttumaczy¢ zbyt krétkim czasem ekspozycji i niskimi stezeniami
TNF oraz zaawansowanym stanem procesu rozrostowego u pacjentéw, dominowaly bo-
wiem przypadki oporne, po bezskutecznych prébach leczenia innymi metodami [35].
Jedyne, nawet petne regresje uzyskano po iniekcjach doguzowych [75].

Powstata sugestia, aby ze wzgledu na toksyczno$¢ w stosowaniu ogélnym sprobowaé
stosowa¢ TNF in vitro, oczyszczajagc szpik kostny z komdrek nowotworowych przed
autologicznym przeszczepem w przypadku nowotwordw krwi, gdyz cytotoksyczny efekt dla
komérek nowotworowych TNF osiggat w stezeniu znacznie nizszym niz toksyczny dla
zdrowych komorek szpiku [1].

Co ciekawe, monocyty pacjentéw z carcinoma przejawiaja zwiekszona produkcje TNF
i PGE-2 w odpowiedzi na LPS, lecz wprowadzenie wiasnego osocza tych pacjentow
powodowato drastyczne zahamowanie produkcji TNF, a zarazem wybitne nasilenie pro-
dukcji PGE-2. Nieautologiczna plazma nie miata takiego wptywu. W osoczu 74% pa-
cjentdéw z carcinoma nie wykazano aktywnosci TNF we krwi, ale poziom PGE-2 byt
podwyzszony [69].

W rozpoczetej obecnie drugiej fazie badan klinicznych bada sie efekty terapii kombi-
nowanej: TNF + IL-2, TNF + IFNy [93]. Wydaje sie ona znacznie bardziej obiecujaca,
podobnie jak tagczenie TNF z radio- lub chemioterapig [35] i by¢ moze pozwoli na obnizenie
dawek ponizej poziomu toksycznego przy optymalizacji samego efektu przeciwnowotwo-
rowego.

Wi ielokrotnie potwierdzono synergistyczne dziatanie TNF z IFNy [30, 32, 68, 75]. Jak
juz wspomniano, obecno$¢ IFNy czesto przetamuje oporno$¢ na TNF [34] i tak np. sposréd
9 linii ludzkich komorek raka jelita grubego, odpornych na sam TNF i roznie wrazliwych
na IFNy, 8 linii byto wrazliwych na synergistyczny, cytotoksyczny efekt obu tych cytokin
facznie [102]. Wyjatkiem moga tu by¢ komorki chtoniakow i biataczek, wobec ktorych nie
stwierdzono synergizmu TNF i IFNy, by¢ moze ze wzgledu na brak receptora dla IFN-y na
niektérych komérkach limfoblastycznych [34]. Wiadomo, ze IFNy zwigksza ilo$¢ recepto-
réw dla TNF [2, 126], stymuluje i wzmaga produkcje TNF w makrofagach i wzajemnie -
TNF stymuluje produkcje IFN [20, 68, 84]. Obie cytokiny synergistycznie wzmagajg eks-
presje antygenow HLA i stymulujg aktywno$¢ przeciwnowotworowg makrofagow [40].
Jednak niektérzy zwracajg uwage nie tylko na korzystny, ale i na toksyczny synergizm z
IFNy [119], gdyz w potaczeniu mogg powodowac nawet rozsiane zakrzepy i zawaty krwo-
toczne u zwierzat z przerzutami [118]. Sam IFNy wykazuje niezalezne dziatanie przeciw-
nowotworowe zaréwno bezposrednio cytotoksyczne i cytostatyczne, jak i
immunostymulujace m.in. przez aktywacje komérek NK i makrofagow.

Rowniez IL-2 w potgczeniu z TNF daje efekt synergistyczny [134], Na przykiad terapia
kombinowana TNF z dodatkiem niskich dawek IL-2 w postaci iniekcji doguzowych u myszy
zlymphoma data w 60% catkowite wyleczenie z nabyciem trwatej odpornosci, podczas gdy
sam TNF powodowat jedynie przejsciowa remisje [73]. Wiadomo, ze TNF zwieksza ilos¢
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receptoréw dla IL-2 na limfocytach T, wzmagajac ich zdolno$¢ proliferacyjng [84, 134].
Sama IL-2 takze wywiera efekt przeciwnowotworowy poprzez komaérki LAK i limfocyty T.

Woczesniejsze traktowanie TNF-opornych linii komdrkowych aktynomycyng D czynito
82% z nich wrazliwymi na cytolize przez TNF, przy czym uwrazliwienie komérek normal-
nych wymagato ponad 10-3000 razy wyzszych stezeri aktynomycyny [22]. Korzystny efekt
przeciwnowotworowy uzyskano takze tgczac TNF z innymi cytostatykami, takim jak:
czynniki alkilujgce, 5-fluorouracyl czy doksorubicyna [35].

Obiecujgce mogtoby sie wydawac skojarzenie leczenia TNF z radioterapia, gdyz dono-
szono o0 znacznym redukowaniu pod jego wptywem popromiennej leukopenii i mielosu-
presji u myszy [111], a przez zwiekszenie odpornosci na popromienne infekcje bakteryjne
takze zmniejszeniu Smiertelnosci [127,128]. By¢ moze, za efekt ten czesciowo odpowiada
indukowanie GM-CSF [67,118].

Aktywnos¢ przeciwnowotworowag TNF in vivo wzmagat tez synergistycznie dodatek
detoksykowanej endotoksyny, polinukleotydu poli A : U, indukujgcego endogenny IFN,
lub minimalne ilosci toksycznej endotoksyny [13]. Czynniki te rozszerzaty zakres martwicy
nowotworow i podwajaty kompletne regresje, nie nasilajac dziatan ubocznych. Synergia ta
pozwalata na 3-10-krotne zmniejszenie optymalnej dawki TNF i zachodzifa tylko in vivo,
czyliw mechanizmach posrednich. Natomiast MDP (z ang. muramyl dipeptide) oraz IFNa
i B nie wzmagaty efektywnosci TNF. Odpowiednio niskie dawki LPS wzmagajg efekt TNF,
co wiecej LPS moze by¢ znacznie efektywniejsza w catkowitym odrzucaniu guza niz sam
TNF i nie wymagata catkowitej martwicy do eliminacji nowotworu [18]. Prawdopodobnie
ten efekt LPS zalezy od indukowania oprécz TNF dodatkowych cytokin, jak IL-1 i IFN
[18]. Korzystne dla efektu LPS okazato sie réwnoczesne blokowanie ujemnych sprzezen
zwrotnych:

» stymulacji limfocytow T supresorowych - cyklofosfamidem i

 indukcji PGE - indometacyng.

Z drugiej strony synergizm miedzy TNF i LPS oraz bakteriami, takimi jak: Mycoplasma
i Corynebacterium, przejawia sie takze nasileniem toksycznosci, w tym wywotywaniem
letalnego wstrzasu i martwicy krwotocznej nawet u zdrowych myszy [91].

IL-1 takze moze niekiedy wzmagac cytotoksycznos$¢ TNF [55], lecz zasadniczo zwieksza
jego toksycznos¢ [119,131].

ROLA BIOLOGICZNA TNF

O gtebokim sensie biologicznym funkcjonowania TNF $wiadczy zachowanie tej cytoki-
ny w niemal niezmienionej postaci na przestrzeni catej ewolucji ssakow. Podstawowg
funkcja TNF jest przypuszczalnie udziat w miejscowej i uktadowej odpowiedzi obronnej
organizmu na czynniki inwazyjne, jakg stanowi proces zapalny. Jest on niewatpliwie
korzystny, dopdki jego przebieg jest kontrolowany, jednak w formie zbyt przewlektej i
rozlegtej lezy u podtoza wielu chordb. Zaczynajg sie tez pojawiaé przestanki, Swiadczace
o ewentualnej roli TNF w naprawie uszkodzonych tkanek i ich ciggtej fizjologicznej
odnowie.



226 E. STASIAKOWSKA

MEDIATOR STANU ZAPALNEGO - UDZIAL W PATOGENEZIE CHOROB

Niewatpliwa jest rola TNF w inicjowaniu miejscowego odczynu zapalnego, a to miedzy
innymi dzieki stymulowaniu wielu komérek do produkcji i wydzielania innych pro-zapal-
nych polipeptydow [75] oraz utatwieniu adhezji i infiltracji granulocytéw i limfocytow do
ogniska zapalnego. Prokoagulacyjne dziatanie na $rédbtonek moze mie¢ znaczenie dla
ograniczenia rozprzestrzeniania sie czynnika infekcyjnego. W ognisku zapalnym lub no-
wotworowym TNF moze by¢ nie tylko uwalniany przez migrujgce makrofagi, ale tez
warunkuje bezposrednig cytotoksycznos$¢ aktywowanych makrofagéw jako ich integralne
biatko btonowe [52]. Induktorem TNF moze by¢ lokalnie nie tylko endotoksyna bakteryjna,
ale tez takie czynniki endogenne, jak sktadnik dopetniacza C5a [74] i neuropeptydy -
substancja P i K, wydzielane z czuciowych zakonczeri nerwowych do okolicznych tkanek
w odpowiedzi na uraz lub bodZce zapalne [60]. Pod wptywem neuropeptydéw wraz z TNF
wydzielane sg inne monokiny: IL-6i1L-1, takze stymulujgce proces zapalny. IL-1 wykazuje
przy tym wiele wspdlnych dziatah z TNF, w tym dziatanie pirogenne, stymulowanie
resorpcji kosci oraz syntezy kolagenazy i PGE-2 w fibroblastach, wzmaganie ekspresji
receptora dla IL-2, oddziatywanie na srodbtonek [90]. Petle dodatniego sprzezenia zwrot-
nego w ognisku zapalnym moze stanowi¢ wzmaganie przez rodniki tlenowe obecne w
otoczeniu makrofagéw wydzielania TNF pod wplywem endotoksyny, gdyz sam TNF
stymuluje z kolei uwalnianie reaktywnych form tlenu przez leukocyty [19]. W przewlektym,
wytworczym procesie zapalnym igojeniu ran moze tez odgrywac role lokalne stymulowanie
przez TNF angiogenezy [58].

Niemal pewna wydaje sie obecnie rola TNF jako podstawowego mediatora wstrzasu
septycznego [8, 68, 75, 124], Jest on czynnikiem odpowiedzialnym za inicjacje letalnych
efektow endotoksyny u myszy [57]. Stwierdzono tez, ze ciezki, Smiertelny przebieg menin-
gokokowego zapalenia opon i posocznicy meningokokowej u ludzi korelowat z podwyz-
szonym poziomem TNF w surowicy pacjentéw [132]. Rola obronna TNF w infekcji
bakteryjnej przejawia sie rowniez dziataniem pirogennym, wszechstronng mobilizacjg
uktadu immunologicznego oraz mobilizacjg zasobow energetycznych ustroju poprzez
supresje LPL, ktéra w razie przewleklej i uog6lnionej stymulacji TNF by¢ moze prowadzi
nawet do objawdw wyniszczenia organizmu.

Poza udziatem TNF we wstrzgsie septycznym i meningokokowym zapaleniu opon
moézgowo-rdzeniowych, przypisuje mu sie role mediatora w ostrej fazie odrzucania prze-
szczepu [37] i reakcji przeszczepu przeciwko biorcy, czyli GVHD (ang. graft-versus-host
disease) [87], gdzie leczenie przeciwciatami anty-TNF catkowicie zapobiegato uszkodze-
niom skory ijelit. Pojawiajg sie tez sugestie co do mozliwego zaangazowania TNF w lokalny
odczyn zapalny w reumatoidalnym zapaleniu stawow, toczniu rumieniowatym uktadowym
i innych chorobach z autoagresji [80, 124], patogeneze cukrzycy typu pierwszego [89],
przewlekte stany zapalne osrodkowego uktadu nerwowego [7], zesp6t Kawasaki u dzieci
[59] i zespot DIC [109].

DZIALANIE PRZECIWPASOZYTNICZE | PRZECIWWIRUSOWE

W surowicy pacjentdw z chorobami pasozytniczymi - malarig i kala-azar, czyli leishma-
niasis visceralis - stwierdzono podniesiony poziom TNF [104], za$ u myszy wyzszy poziom
TNF towarzyszyt szczegdlnie przypadkom malarii z powiktaniami mézgowymi [8, 75].
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Zasadniczo uwaza sie jednak, ze TNF odgrywa w malarii role obronng i takg sugeruje sie
réwniez wzgledem Candida albicans [8], Schistosoma mansoni [30, 80], Legionella pneu-
mophila i by¢ moze takze w AIDS [7].

TNF bezposrednio zabija zainfekowane wirusem komorki i hamuje efekt cytopatyczny
- CPE [8]. Aktywnos$¢ przeciwwirusowg wykazat on przeciw [42, 63]: wirusom opryszczki
(HSV I, 1), wirusowi ospy wietrznej (VSV), pecherzykowego zapaleniajamy ustnej (VSV),
zapalenia mie$nia sercowego i moézgu (EMC) oraz cytomegalii (CMV). Dziatanie antywi-
rusowe TNF wzmagat synergistycznie IFN. Przypuszczalnie TNF dziata przeciwwirusowo
bezposrednio, a takze poprzez indukowanie IFNB-2, czyli IL-6.

PRZEBUDOWA TKANEK

Ostatnio postuluje sie uddziat TNF wraz z IL-1 w fizjologicznym procesie ciggtej
przebudowy i odnowy tkanek, gdyz jak sie okazato, makrofagi wydzielajg TNF i IL-1 pod
wptywem przytgczenia do specjalnego receptora nieenzymatycznie zglikozylowanych, a
wiec starzejacych sie biatek substancji miedzykomorkowej [130]. Efekty parakrynowe tych
cytokin mogg wyjasnia¢ skoordynowane usuwanie starzejgcych sie tkanek, gdyz jak wiado-
mo, TNF moze z kolei bra¢ aktywny udziat w katabolizmie tkanki tgcznej, stymulujac
degradacje proteoglikanéw, uwalnianie proteaz i produkcje PGE-2 i kolagenazy przez
komarki mezenchymalne. Z drugiej strony TNF moze wptywac na odnowe tkanki fgcznej,
dziatajgc jako czynnik wzrostu fibroblastdw, czy tez stymulujac uwalnianie PDGF (z ang.
platelet-derivedgrowthfactor) [130]. By¢ moze reguluje on wzrost i proliferacje fibroblastow
i innych komérek, np. limfocytéw B, w drodze stymulacji komdrkowych onkogendw,
doniesiono bowiem o przedtuzonej aktywacji genujun i stymulacji genufos pod wptywem
TNF. Produkty tych genéw wchodzg w interakcje i tworzac czynnik transkrypcyjny AP-1
aktywujg ekspresje innych genéw. Wiasnie poprzez czynnik AP-1 TNF zwieksza 4-krotnie
transkrypcje genu kolagenazy, a prawdopodobnie réwniez innych [14].

Dalsze badania nad TNF sg obecnie w toku i ujawnig zapewne wiele nowych aspektéw
jego funkcjonowania w organizmie.
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Streszczenie. Technika elektronicznej analizy i sortowania staje sie uzytecznym narzedziem, pozwalajgcym
uzyskac pojedynczy chromosom w wystarczajacej liczbie i o wysokiej czystosci do konstrukcji chromosomowo-
specyficznych bibliotek DNA. W tym celu chromosomy sg izolowane z komérek metafazowych, barwione
barwnikiem fluorescencyjnym, klasyfikowane, a nastepnie sortowane wedtug zawartosci barwnika za pomoca
cytometru przeptywowego. Skonstruowanie bibliotek wszystkich chromosoméw cztowieka w znaczny sposéb
utatwito analize chordb genetycznych.

Summary. Flow cytometry and sorting are becoming increasingly useful as tools in obtaining chromosomes of a
single type appropriate for construction of chromosome-specific DNA libraries. For analysis with flow
cytometry, the chromosomes are extracted from mitotic cells, stained with one or more fluorescent dyes,
classified one by one and sorted according to their dye content(s). Chromosome-specific DNA libraries of all
24 human chromosomes have now been constructed. The availability of these libraries greatly enhances the
molecular analysis of genetic diseases.

WSTEP

Rozwoj technik klonowania DNA z zastosowaniem pochodnych faga lambda jako
wektorow umozliwit konstrukcje bibliotek DNA organizméw o ztozonych genomach, w
tym cztowieka i innych ssakéw oraz izolacje specyficznych sekwencji DNA przy za-
stosowaniu roznych metod selekcji. Biblioteki DNA poszczegdlnych chromosomow sta-
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nowig podzbidr informacji genetycznej i stad majg szczeg6lne zalety w poréwnaniu z
bibliotekami reprezentujgcymi caty genom komérki. Konstrukcja pierwszych bibliotek
zawierajacych DNA chromosomu siega przetomu lat 1970-1980. Stosowano wéwczas mato
doktadne metody oczyszczania chromosomow. Polegaty one gtéwnie na frakcjonowaniu
metafazowych chromosoméw na podstawie pomiaru szybkosci sedymentacji, wirowania
rébwnowagowego, selektywnej filtracji wedtug wielkosci, elektroogniskowania na podsta-
wie roznic tadunku [22]. Technika elektronicznego sortowania chromosomdw gryzoni i
cztowieka pozwolita uzyska¢ bardzo czyste frakcje oraz umozliwita konstrukcje bibliotek
DNA znacznie wzbogaconych w sekwencje danego chromosomu [10, 15, 28]. Biblioteki
DNA specyficznych chromosoméw maja szczegdlne zastosowanie w Klonowaniu i ma-
powaniu gendw ludzkich oraz badaniu ich ekspresji i organizacji i dlatego znalazty one
szerokie zastosowanie w genetyce cztowieka.

Okoto 25 lat temu skonstruowano pierwsze urzadzenia, zwane cytometrami przepty-
wowymi (z ang.flow cytometer), stuzgce do frakcjonowania komérek na podstawie okres-
lonych wiasciwosci, takich jak rozpraszanie lub absorpcja Swiatla, fluorescencja lub op6r
elektryczny. Przez pomiar tych parametréw analizowane sg takie whasnosci komaérek, jak:
ksztatt [2], wielkos$¢, zywotno$¢, obecnos¢ specyficznych enzymow lub przeciwciat, zawar-
tos¢ kwasow nukleinowych. Cytometry przeptywowe staty sie bardzo przydatnym narze-
dziem w naukach biomedycznych, poniewaz umozliwity szybkg i precyzyjng identyfikacje
oraz oczyszczanie subpopulacji komoérek, np. leukocytéw, komadrek szpiku i komorek
nowotworowych. Rozwdj metod cytochemicznych, biofizycznych oraz technologii kompu-
terowej umozliwit réwniez analize struktur subkomoérkowych, w tym chromosoméw meta-
fazowych [3].

HODOWLE KOMORKOWE

Jako zrodto chromosoméw do analizy w cytometrze przeptywowym stosuje sie naj-
czesciej ludzkie fibroblasty, komérki limfoblastoidalne oraz hybrydy komorkowe uzyskane
z fuzji komérek chomika lub myszy [27] z komdrkami cztowieka. Wybor metody hodowli
zalezy od typu komorek, np. fibroblasty hodowane sa jednowarstwowo, komérki limfobla-
stoidalne w zawiesinie, natomiast hybrydy komérkowe za pomoca obydwu metod. Chro-
mosomy mitotyczne izolowane sg z hodowli znajdujacej si¢ w eksponencjalnej fazie
wzrostu, po uprzedniej inkubacji komdrek z kolcemidem powodujgcym zatrzymanie po-
dziatu komorek w metafazie. Czas inkubacji komorek z kolcemidem oraz stezenie kolce-
midu sg kluczowe dla uzyskania chromosomow dobrej jakosci: zbyt wysokie stezenie
kolcemidu lub zbyt dtugi czas inkubacji powoduja silng spiralizacje chromosomoéw utrud-
niajgc przez to ich mikroskopowsg identyfikacje [28].

PRZYGOTOWANIE ZAWIESINY CHROMOSOMOW

Podstawowym warunkiem elektronicznej analizy chromosoméw oraz ich sortowania
jest odpowiedniajakos¢ zawiesiny chromosomow metafazowych. Przygotowanie zawiesiny
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chromosomoéw do analizy w cytometrze polega na: spowodowaniu pecznienia komaérek w
ptynie hipotonicznym po zakornczeniu hodowli, mechanicznej dezintegracji komérek w
obecnosci detergentu oraz wybarwieniu chromosoméw fluorescencyjnym barwnikiem
wigzacym sie z DNA. Optymalne pH stosowane podczas przygotowania zawiesiny chro-
mosomow wynosi 7,0-8,0. Zastosowanie nizszego pH powoduje wzrost tta poprzez desta-
bilizacje struktury chromosomdéw. Metody otrzymywania zawiesiny chromosomow roznig
sie przede wszystkim pod wzgledem buforu stosowanego do stabilizacji struktury chromo-
somOw. We wczesniejszej metodzie izolacji chromosomdw stosowano bufor zawierajgcy
jako czynnik stabilizujacy glikol heksylenowy [28]. Uzyteczno$¢ tej metody polega na tym,
ze uzyskane po sortowaniu chromosomy mozna identyfikowaé cytologicznie stosujac
metody prazkowe i w ten spos6b oceni¢ czystos¢ frakcji. Jednak uzyskana tg metodg
zawiesina chromosomow zanieczyszczona jest szczgtkami komdérkowymi, a czasteczki
uzyskanego DNA sg stosunkowo niewielkie.

Dwie nowsze metody to: metoda z zastosowaniem siarczanu magnezu jako czynnika
stabilizujgcego [26] oraz metoda z zastosowaniem poliamin [28]. Obydwie te metody mozna
stosowac do rdznego typu komorek. Obecnosé MgSOgq lub czynnikéw redukujgcych, takich
jak ditiotreitol, znacznie stabilizuje strukture chromosomoéw, obniza zawarto$¢ zlepow
chromosomoéw oraz szczatkéw komoérkowych pozwalajac zastosowaé tagodniejsza te-
chnike dezintegracji bton komdérkowych. Sama stabilno$é struktury chromosomoéw mozna
réwniez podwyzszac przez uzycie jodku propydyny [12].

W metodzie z zastosowaniem poliamin zawiesina chromosomoéw zawiera mato szczg-
tkdw komdrek, a wielko$¢ uzyskanych czasteczek DNA jest wystarczajgca do ligacji z
niektorymi typami wektoréw i konstrukcji bibliotek zawierajacych inserty o $redniej wiel-
kosci wynoszacej kilka tysiecy par nukleotydéw. Chromosomy izolowane metodg z zasto-
sowaniem siarczanu magnezu lub metodg z zastosowaniem poliamin przechowywane w
temp. 4°C zachowujg stabilno$¢ przez kilka miesiecy. Wadg tych metod jest trudnosé w
przeprowadzeniu kontroli cytogenetycznej chromosoméw z powodu ich silnej spiralizacji.
Uzyskanie wzoru pragzkowego jest w tym przypadku mozliwe jedynie przy zastosowaniu
kwinakryny [16].

BARWIENIE CHROMOSOMOW

I1zolowane chromosomy sg barwione jednym lub kilkoma barwnikami, najczesciej fluo-
rescencyjnymi, specyficznie wigzacymi sie z DNA. Jezeli barwniki stosowane do barwienia
DNA w chromosomach majg takze powinowactwo do RNA, zawiesing chromosomow
nalezy podda¢ trawieniu RNazg. Stosowane barwniki to: jodek propydynowy i bromek
etydynowy [12], wigzace sie z podwdjng niciag DNA niezaleznie od sktadu zasad, Hoechst
33258 (Ho) i4,6-dwuamidyno-2-fenyloindol (DAPI) wigzace sie preferencyjnie z parami
AT oraz chromomycyna A3 (CA3) i mitramycyna wigzgace sie preferencyjnie z parami GC.
Najczesciej stosowanym zestawem barwnikéw jest: Hoechst 33258 oraz chromomycyna A3
[1,11,12]. Zastosowanie dwoch barwnikéw podwyzsza rozdzielczos$¢ analizy. W przypadku
komorek o niestabilnym karyotypie, przed przystapieniem do elektronicznej analizy nalezy
przeprowadzi¢ kontrole cyt“enetyczng w celu ustalenia, czy badany chromosom jest
obecny w zawiesil'"'-
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SORTOWANIE

Ogdlna zasada sortowania chromosoméw przedstawiona jest na rysunku 1

Pod wptywem sprezonego powietrza zawiesina chromosoméw wraz z odpowiednim
buforem ttoczone sa do odpowiedniego zbiornika, w ktérym przeksztatcane sa wjednolity
cienki strumienn napotykajacy u wylotu (dysza) wigzke Swiatta monochromatycznego.
Zrodlem wiazki jest najczesciej laser argonowy emitujacy $wiatto UV lub $wiatto o innej
dtugosci fali. W ten sposob zostaje wzbudzona fluorescencja barwnika w chromosomie.
Fluorescencja tajest poprzez odpowiednie filtry przekazywana do fotodetektoréw. Detek-
tory te oraz sprzezony z nimi uktad elektroniczny zamieniajg fluorescencje na sygnaty
elektryczne, ktérych amplituda jest proporcjonalna do catkowitej fluorescencji rejestro-
wanej przez detektor. Sygnaty te sg nastepnie opracowywane przez system komputerowy.
Poprzez zastosowanie barwnika wigzgcego sie specyficznie z DNA przeprowadzany jest
pomiar ilosci DNA w chromosomie. W podobny spos6b mozna réwniez oznacza¢ sktad
zasad lub stopien kondensacji chromatyny. Uzyskany w rezultacie rozktad wartosci flu-
orescencji, odpowiadajacych ilosci DNA w chromosomie, jest przedstawiony w postaci
tzw. przeptywowego karyogramu (ang./IW karyogram , rys. 2).

Niejednokrotnie przeprowadza sie, przez zastosowanie dwoch fluorochroméw, réw-
noczesny pomiar zawartosci par AT i GC w nici kwasu nukleinowego lub pomiar kwasu
nukleinowego i biatka (rys. 3).

Funkcja wiekszosci cytometréw przeptywowych ograniczona jest jedynie do pomiaru
okreslonych sygnatow w czastkach biologicznych i przedstawienia uzyskanych wartosci w
formie wykresu. Inne cytometry skonstruowane w systemie FACS (ang. Fluorescence
Activated Cell Sorting), poza analizg okre$lonych parametréw, dokonuja sortowania bio-
logicznych czastek, w tym rowniez chromosomow. Pozwala to uzyskaé frakcje zawierajgcg
komorki lub chromosomy tylko jednego rodzaju. W tym celu nalezy wybra¢ zakres fluores-
cencji (ang. electronic window) odpowiadajacy w karyogramie przeptywowym danemu
chromosomowi (lub dwa zakresy, odpowiadajgce 2 chromosomom - rys. 1). Jednoczes$nie
strumien chromosoméw wyptywajacy z otworu dyszy o Srednicy 50 pmi jest, poprzez
zastosowanie wibracji o czestotliwosci 40000 Hz, rozbijany na krople zawierajace tylko po
jednym chromosomie. Powstajgca kropla, zanim oderwana zostanie od strumienia, na-
potyka wigzke lasera wzbudzajgcego fluorescencje w zawartym w niej chromosomie. Jezeli
wartosc¢ fluorescencji w chromosomie odpowiada jednemu z dwéch wybranych zakresow,
powstajgca kropla uzyskuje tadunek elektryczny (+ lub -) i poprzez odchylenie jej w polu
elektromagnetycznym wytwarzanym przez ptytki kondensatora o napieciu 2000 V, zostaje
skierowana do lewego lub prawego zbiorczego naczynia. Krople zawierajgce inne chro-
mosomy nie uzyskuja tadunku, nie ulegajg odchyleniu i przechodzg do $rodkowego na-
czynia zhiorczego [3]. Otrzymanie frakcji o wysokiej czystosci, zawierajacej tylko okreslony
chromosom, jest trudne, gdy chromosomy sg zblizone wielko$cig i charakteryzujg sie
podobng zawartoscig DNA. Podwyzszenie rozdzielczosci metody uzyskano przez skons-
truowanie sorterow o dwdch laserach. Chromosomy analizowane w tym systemie barwione
sg dwoma barwnikami fluorescencyjnymi. Wzbudzenie fluorescencji przy pomocy dwdéch
laseréw réwnoczesnie, umozliwia powstanie dwdch réznych sygnatéw optycznych dla
kazdego chromosomu. Jednak pomimo zastosowania podwdjnego systemu pomiarowego
(dwa lasery) rozfrakcjonowanie grupy ludzkich chromosoméw 9-12 oraz 14 lub 15 jest
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Rys. 1. Schemat cytometru przeptywowego z zastosowaniem lasera jako zrédia $wiatta; przedstawiono sposéb
opracowania sygnatu fluorescencyjnego w trakcie elektronicznego sortowania [3]

mozliwe jedynie [11] przy zastosowaniu hybryd komérkowych. Najczesciej stosowano do
tego celu hybrydy komérek cztowieka oraz chomika zawierajgce tylko niektore chromoso-
my cztowieka [28].

Pomimo ze ulepszone techniki klonowania umozliwiajg obecnie zastosowanie mniejszej
liczby chromosoméw do konstrukcji biblioteki (106), uzyskanie liczby chromosomoéw
danego rodzaju wystarczajacej do konstrukcji biblioteki DNA wymaga jednak do$¢ dtu-
giego czasu pracy sortera (ok. 9 dni) [28]. W celu skrocenia czasu sortowania zmodyfiko-
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wano system FACS poprzez zwiekszenie szybkosci przeptywu strumienia zawiesiny chro-
mosomow oraz szybkosci komputerowego opracowania sygnatéw fluorescencji. W ten

Rys. 2. Karyogram uzyskany w cytometrze przeptywowym na podstawie analizy chromosoméw cztowieka przy
zastosowaniu pojedynczego lasera, strzatkg oznaczono wierzchotek odpowiadajacy wybranemu zakresowi fluo-
rescencji (ang. electronic window) [3]

Rys. 3. Karyogram chromosomoéw cztowieka uzyskany w cytometrze przeptywowym przy zastosowaniu dwéch
barwnikéw fluorescencyjnych oraz dwéch laseréw jako zrédia Swiatta, na tréjwymiarowym wykresie zaznaczo-
no wierzchotek odpowiadajgcy wybranemu zakresowi fluorescencji, zawierajacy chromosom 3 [28]

spos6b w sorterach nowszej generacji chromosomy sg analizowane oraz sortowane z
szybkoscig 20000/s, tzn. ok. 20-krotnie szybciej niz w systemie konwencjonalnym. W tych
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warunkach czas konieczny do uzyskania liczby chromosoméw wystarczajacej do kons-
trukcji biblioteki wynosi 1 godz. W praktyce czas ten jest kilkukrotnie dtuzszy, poniewaz
nalezy przygotowac wiekszg ilos¢ chromosomoéw, tzn. kilka milionéw [11]. W sorterach
najnowszej generacji unowoczesniono rowniez konstrukcje dyszy uzyskujac wyzsza stabil-
no$¢ mechanizmu tworzenia kropel. Pozwala to (pomimo tak duzej szybkosci przeptywu)
zachowac wysoka rozdzielczos$¢ i uzyskac frakcje chromosoméw wysokiej czystosci [11,28].

WERYFIKACJA CHROMOSOMOW PO SORTOWANIU

Stosowanych jest kilka metod weryfikacji uzyskanych po sortowaniu frakcji chro-
mosomow. Jezeli zrédlem chromosomoéw sg nietrwate pod wzgledem karyotypu hybrydy
komorkowe, konieczna jest kontrola cytogenetyczna. W hybrydach komdrkowych moga
wystepowac np. translokacje pomiedzy ludzkim chromosomem a chromosomem chomika,
a powstate w ten sposéb chromosomy moga imitowaé inny chromosom pod wzgledem
zawartosci DNA oraz sktadu zasad. Istnieje kilka metod oceny sortowanej frakcji chro-
mosomow:

« Ocena lokalizacji wierzchotka odpowiadajgcego danemu ludzkiemu chromosomowi
w karyogramie przeptywowym, przez poréwnanie z wierzchotkami pozostatych chro-
mosomow cztowieka lub przez poréwnanie z wierzchotkami markerowych chromosomaéw
chomika, ktorych wzgledna lokalizacja w stosunku do normalnych chromosoméw ludzkich
jest dobrze poznana [28].

* W przypadku stosowania hybryd komérkowych nalezy oceni¢ zanieczyszczenie
frakcji zawierajgcej ludzki chromosom przez chromosomy chomika. Dokonuje sie tego na
poziomie biblioteki DNA ludzkiego chromosomu, przez hybrydyzacje na nitrocelulozie
klonéw biblioteki ze znakowanym catkowitym DNA chomika oraz zDNA cztowieka. Klony
zawierajgce DNA chomika hybrydyzujg z DNA chomika, natomiast nie hybrydyzujg z
DNA cztowieka [19, 21]. Kontrola klonéw wyselekcjonowanych z biblioteki DNA uzyska-
nej z sortowanych chromosomaéw jest ostatecznym sprawdzianem jakosci procesu sorto-
wania i klonowania chromosomu.

e Hybrydyzacja na nitrocelulozie lub szkietku mikroskopowym znakowanych izo-
topowo lub fluorescencyjnie sond DNA, komplementarnych do DNA cztowieka i chomika,
z sortowang frakcja chromosomu jest stosowana w celu stwierdzenia, czy uzyskano wia-
Sciwy chromosom ludzki [28].

» Metoda analizy prazkowej sortowanych chromosoma&w nie jest rutynowo stosowana,
szczegolnie jesli zawiesina chromosoméw byta przygotowana metodg z uzyciem siarczanu
miedzi lub poliamin, ktére powodujg zbyt silng spiralizacje chromosomow.

* W celu amplifikacji in vitro sekwencji specyficznych dla badanego chromosomu
chromosomy sortowane sg bezposrednio do naczynia zawierajgcego DNA polimeraze z
Thermus aquaticus (polimeraza Taq). Do amplifikacji za pomocg metody taricuchowej
reakcji z polimerazg (PCR - polymerase chain reaction) wystarczy uzyé ok. 200 chro-
mosomoéw [6].

Zadna z przedstawionych metod kontroli czystoéci DNA na poziomie biblioteki lub
frakcji chromosomow nie jest w petni zadowalajgca, stagd zwykle stosuje sie kilka metod
jednoczesnie. Czystos¢ frakcji chromosomu powinna przekracza¢ 90%.
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IZOLACJA DNA Z CHROMOSOMOW ORAZ KLONOWANIE

Obecnie, dzieki zwiekszeniu wydajnosci klonowania, do konstrukcji petnej biblioteki
wystarcza ok. 200 000 chromosomoéw [10]. Wymagana wielko$¢ fragmentéow DNA w
sortowanych chromosomach powinna przekraczaé 50 kz [20]. Dzieki udoskonaleniu metod
sortowania, mozliwe jest obecnie uzyskanie DNA o wielkosci kilkuset tysiecy par nu-
kleotydéw. W izolacji DNA z chromosomow stosuje sie klasyczng metode z uzyciem SDS,
proteinazy K oraz ekstrakcji fenolem. Oczyszczony DNA poddawany jest trawieniu odpo-
wiednim enzymem restrykcyjnym, a nastepnie - w procesie ligacji - tgczeniu z poddanymi
uprzednio defosforylacji koricami fagowego wektora. Uzyskane w ten sposéb rekombinan-
ty poddaje sie pakowaniu do gtéwek faga i tak przygotowanymi fagami infekuje sie
odpowiedni szczep bakterii. W klonowaniu chromosoméw, ze wzgledu na matg ilo$¢
materiatu wyjsciowego (sortowane chromosomy), nalezy dbac¢ o wysoka wydajnos¢ kaz-
dego etapu. Wydajnosci klonowania poszczegdlnych chromosomow cztowieka znacznie
sie roznity, pomimo zastosowania podobnej liczby chromosoméw. W skrajnych przypad-
kach sklonowana ilo§¢ DNA odpowiadata DNA zawartemu w jednym chromosomie.
Dotyczyto to klonowania chromosomu 4,13 i 17. Natomiast w przypadku chromosomu 18
uzyskano w bibliotece liczbe klonéw odpowiadajgca 72 chromosomom tej pary [10].

PROGRAM KONSTRUKCJI BIBLIOTEK
CHROMOSOMOW CZLOWIEKA

Pierwszg bibliotekg chromosomowsg byta biblioteka chromosomu X cztowieka [10], a
nastepng biblioteka chromosomu X myszy [27]. Nastepnie skonstruowano biblioteki chro-
mosoma&w 21 i 22 cztowieka [10]. Kilka grup na $wiecie skonstruowato biblioteki kolejnych
chromosomow cztowieka: chromosom ludzki 1 [28], 7 [24], 13 [10], 15 [8], 16 [13], Y [10].

W pierwszej fazie skonstruowano biblioteki kazdego z 24 chromosomoéw cztowieka [7,
10,28]. W tym celu fragmenty chromosomowych DNA o wielkosci ok. 9 tysiecy par zasad
uzyskane po trawieniu enzymem restrykcyjnym, poddawano ligacji z fagowym wektorem
Charon 21A. Laboratoria Los Alamos i Livermore wykonaty niezaleznie zadanie kon-
strukcji petnego zestawu bibliotek chromosomowych cztowieka. Réznica w strategii po-
legata jedynie na wyborze do klonowania innego unikalnego miejsca restrykcyjnego w
wektorze Charon 21A (Los Alamos - Hind Il1, Livermore - Eco RI). Zadania pierwszej
fazy programu zostaty ukonczone w 1986 r. i ok. 2400 prébek bibliotek rozestano do ok.
300 laboratoriéw oraz do banku tkanek - American Type Culture Collection w Rockville
w Stanach Zjednoczonych [53]. Biblioteki te, pomimo ze zawierajg stosunkowo niewielkie
fragmenty Hind 111 i Eco RI chromosomowego DNA, sg bardzo uzyteczne w genetyce,
bedac Zrédtem sond molekularnych stosowanych w diagnostyce choréb genetycznych
(analiza RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism).

W tej fazie realizacji projektu dla wiekszosci chromosoméw cztowieka uzyskano bi-
blioteki zawierajace $rednio 5-krotnie wiecej DNA niz pojedynczy chromosom. Statys-
tyczne prawdopodobiefstwo znalezienia danej sekwencji w specyficznej bibliotece o tej
pojemnosci wynosi ok. 0,90 [11]. Do konstrukcji takiej biblioteki potrzeba ok. 0,1 mikro-
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gramoéw chromosomowego DNA, ktory mozna w tej ilosci uzyska¢ z ok. 5 x 105 chro-
mosoma&w $redniej wielkosci.

Realizacja drugiej fazy projektu jest w toku i polega na klonowaniu wiekszych frag-
mentéw DNA: o wielkosci 20 kz w bakteriofagach oraz 40 kz w kosmidach. Biblioteki
uzyskiwane w tej fazie ze wzgledu na do$¢ duza wielko$¢ klonowanych fragmentow
chromosomowego DNA nadaja sie do badan struktury i funkcji gendéw. W drugiej fazie
realizacji programu, dotyczacego klonowania DNA, materiatem do izolacji chromosomow
sa komérki limfoblastoidalne oraz hybrydy komoérek cztowieka i myszy [27]. Czystos¢
sortowanych chromosomow uzyskiwanych z tych komaorek wynosi ponad 90%. W tej fazie
realizacji programu konstrukcji bibliotek konieczne jest przeprowadzenie transformacji
komérek limfoidalnych wirusem Epsteina Barra, co pozwala na uzyskanie duzej ilosci
materiatu komdrkowego do izolacji chromosomdw. Fakt, ze transformacji tym wirusem
towarzyszy rearanzacja niektorych gendw, nie powinien stanowic¢ przeszkody dla wiek-
szosci grup badawczych, poniewaz tylko mata frakcja genomu wydaje sie by¢ naruszona w
trakcie integracji wirusa.

Uzyskano i scharakteryzowano biblioteki chromosomu 19 i chromosomu X w wekto-
rach bedacych modyfikacjami faga lambda. W tych wektorach skonstruowano réwniez
biblioteki chromosoméw: 4, 5, 8, 11, 16, 19, 21, 22 i Y, a w kosmidach biblioteki chromo-
somow: 4,5,8,16,19,21,22 i Y. Sg one wtrakcie opracowywania [27]. Dalszy rozwdj metod
sortowania chromosoméw zmierza w Kierunku uzyskania dtuzszych o rzad wielkoSci
fragmentéw DNA, ktére moga znaleZz¢ zastosowanie w programie mapowania oraz sek-
wencjonowania ludzkiego genomu, jak rowniez mogg postuzy¢ jako model do klonowania
chromosomoéw roslin. Kandydatem do takich badan u roslin jest obecnie kukurydza [28].

ZAKONCZENIE

Oczekiwania wigzane z konstrukcjg chromosomowo-specyficznych bibliotek DNA
spetnity sie w duzym stopniu, jesli chodzi o ich zastosowanie w genetyce cztowieka.
Biblioteki chromosomowe sgw szczegdlnosci wykorzystywane w diagnostyce choréb przez
analize RFLP oraz wbadaniach podstawowych majgcych na celu identyfikacje loci, ktérych
defekty powodujg wystgpienie choréb genetycznych. Dotyczy to w szczegdlnosci chordb o
mendlowskim typie dziedziczenia. Biblioteki chromosomowo-specyficznego DNA ode-
graty kluczowg role w rozwoju tzw. reverse genetics. To podejScie badawcze polega na
identyfikacji locus, ktérego delecja lub mutacja punktowa powoduje wystapienie choroby,
ale informacja kodowana w tym locus nie jest poznana. Najbardziej typowym przyktadem
tej metodologii byto zastosowanie biblioteki chromosomu X do identyfikacji locus, ktdrego
delecja powoduje dystrofie miesniowa Duchenne’a [14] oraz przewlekta ziarnice [18].

Alternatywna metoda mapowania specyficznych sekwencji DNA, nie wymagajaca zas-
tosowania sortera chromosomoéw, polega na wycieciu {microdissection) i klonowaniu
pojedynczego prazka chromosomu. Zastosowano jg po raz pierwszy w 1981 r. [23] do
analizy politenicznych chromosoméw Drosophila melanogaster, a nastepnie do analizy
chromosomoéw ssakéw [9]. Metoda ta zostata obecnie zastosowana réwniez w badaniach
chromosomow cztowieka [4], z rownoczesnym zastosowaniem reakcji amplifikacji spe-
cyficznych sekwencji in vitro za pomoca polimerazy Taq [17].
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W dalszym etapie prac dotyczacych sortowania i klonowania chromosomoéw dazy sie
do uzyskania jeszcze wyzszej wydajnosci sortowania, pozwalajacej uzyskaé¢ wieksze frag-
menty DNA rzedu megazasad, aby je nastepnie frakcjonowac przy zastosowaniu ele-
ktroforezy w pulsujgcym polu elektrycznym (ang. PFG E-Pulse Field Gel Electrophoresis)
[25]. Innym kierunkiem prac jest klonowanie duzych fragmentow DNA wynoszacych
kilkaset tysiecy par zasad w wektorach YAC (ang. Yeast Artificial Chromosome) uzyska-
nych przez modyfikacje chromosomow drozdzy [5].
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WPLYW CZYNNIKOW GENETYCZNYCH
NA REGENERACJE ROSLIN W KULTURACH IN VITRO

THE INFLUENCE OF GENETIC FACTORS
ON REGENERATION ABILITY IN PLANT CULTURES IN VITRO

Monika RAKOCZY-TROJANOWSKA i Stefan MALEPSZY
Katedra Genetyki i Hodowli Roslin Ogrodniczych SGGW-AR

Streszczenie. Regeneracjaw roslinnych kulturach invitrojest procesem zaleznym od dziatania okreslonych genéw,
ktére moga wptywaé na rozne jej etapy. Niektére z tych genéw dziatajg we wszystkich rodzajach kultur bez
wzgledu na Zrédito eksplantatu, inne z kolei tylko w eksplantatach o okreslonym pochodzeniu. Geny te sa czesto
oznaczane symbolem Rg (regeneration) i sg dominujace, w wiekszosci o dziataniu addytywnym lub/oraz wy-
kazujace zjawisko komplementacji. Wydaje sie, ze istniejg réwniez geny hamujace regeneracje w kulturze in vitro.
Dla nielicznych uktadéw eksperymentalnych wykazano istnienie specyficznych biatek zwigzanych ze zdolnoscia
do osiagniecia okreslonego etapu morfogenezy w kulturze in vitro oraz innych markeréw biochemicznych
somatycznej embriogenezy. Proces regeneracji zalezy réwniez od skfadu pozywki i czesto wykazywano wspot-
dziatanie genotypu ze sktadnikami pozywki, gtéwnie hormonami. Doktadne poznanie sposobu dziedzicasnia i
odziedziczalnosci zdolnosci do regeneracji stwarza mozliwos$¢ regulacji tym procesem i wykorzystania m.in. do
wydajnej produkcji sztucznych nasion.

Summary. The regeneration in plant in vitro cultures depends on the activity of particular genes which can
influence some of their stages. Some of these genes are active in all types of cultures regardless the explant
source. Others are active only in certain explants of particular origine. These genes often are symbolized by Rg
(regeneration) and are dominant and mostly of additive or/and complementary activity. It seems that there are
also genes which inhibit the regeneration. For few experimental systems the existence of specific proteins
connected with ability to reach certain morphogenesis stage in in vitro culture has been shown. Moreover, the
existence of biochemical markers of somatic embryogenesis has been found out. The process of regeneration
also depends on medium contents and interaction between genotype and medium elements - mainly growth
regulators - has often been found. The detailed recognition of heredity and inheritance of regeneration ability
gives the possibility of regulating this process and its application among others, in production of artificial seeds.

WSTEP

W warunkach kultury in vitro komérki i tkanki roslinne maja zdolnos$¢ do dzielenia sie
i réznicowania oraz regeneracji roslin, co okres$la sie mianem totipotencji. Ujawnienie sie



248 M. RAKOCZY-TROJANOWSKA, S. MALEPSZY

totipotencji komorek jest mozliwe tylko po spetnieniu okre$lonych warunkdéw, zwykle
ujmowanych w dwie grupy:

1) warunki wewnetrzne, a przede wszystkim cigg nastepstw zwigzanych z oderwaniem
komorki (lub zespotu komarek) od wptywu tkanki macierzystej,

2) oddziatywania zewnetrzne, wéréd ktérych do najbardziej istotnych naleza: sktad
pozywki oraz warunki kultury (temperatura, $wiatto itd.).

Zgodnie z definicjg totipotencji regeneracja powinna by¢ mozliwa z kazdej zywej
komarki bez wzgledu najej przynaleznos$¢ tkankowa. Sytuacja taka majednak miejsce tylko
u niewielu gatunkéw, natomiast u wiekszosci gatunkéw regeneracja zachodzi tylko wtedy,
gdy do kultury pobiera sie Scisle okreslong tkanke, organ lub cze$é organu. O tym, czy
zajdzie regeneracja roslin, decyduje rowniez rodzaj kultury.

Nie zawsze pobranie takiego samego eksplantatu z r6znych ro$lin w obrebie gatunku i
umieszczenie go w warunkach, stymulujgcych réznicowanie i regeneracje, daje ten sam
efekt. Wskazuje to na zalezno$¢ cechy zdolnosci do regeneracji w kulturze in vitro od
genotypu.

Poznanie czynnikéw genetycznych, wptywajacych na regeneracje w kulturze in vitro lub
decydujacych o tym procesie, jest istotne zaréwno z punktu widzenia poznawczego, jak i
ewentualnych mozliwosci zastosowan. W biezacym dziesiecioleciu zostato nagromadzo-
nych sporo réznorodnych informacji na temat roli czynnikéw genetycznych w procesie
regeneracji, a celem niniejszego artykutu jest ukazanie ich Czytelnikowi w uporzadkowanej
formie.

ZDOLNOSC DO REGENERACJI ROSLIN
W ROZNYCH RODZAJACH KULTUR

WSKAZNIKI CECHY ZDOLNOSCI DO REGENERACII

W badaniach poswieconych sposobom dziedziczenia lub odziedziczalnosci zdolnosci
do regeneracji sa brane pod uwage rézne wskazniki, np. intensywno$¢ wzrostu kalusa,
udziat eksplantatow tworzacych kalus embriogeniczny, udziat kaluséw regenerujgcych
rosliny, udziat eksplantatow dajgcych rosliny, Srednia liczba roslin z eksplantatu.

Nie zawsze jednak wzrost kalusa jest skorelowany z samg regeneracjg. W takich
przypadkach ocenawzrostu tkanki kalusowej nie moze by¢ podstawa oceny catego procesu
regeneracji, a Swiadczy tylko o zdolnosci osiggniecia niektorych jego etapdw. Na sposéb
oceny wydajnosci regeneracji ma réwniez wptyw rodzaj prowadzonej kultury. W tabeli 1
zestawiono najczesciej stosowane sposoby takiej oceny.

KULTURY TKANEK SOMATYCZNYCH

Zalezno$c¢ zdolnosci do regeneracji od genotypu stwierdzono u wielu gatunkdw roslin,
zaréwno jednolisciennych, np. kukurydzy [7, 49], pszenicy [15, 37], jeczmienia [17], jak i
dwulisciennych, np. lucerny [6], pomidora [18], ogérka [27], kapusty [5].

Istotng sprawa, przede wszystkim dla genetykow i hodowcdw, jest znajomos$¢ sposobu
dziedziczenia zdolnosci do regeneracji roslin. Dotychczas jednak ukazato sie stosunkowo
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TABELA 1 Sposoby oceny zdolnosci do regeneracji roslin
Rodzaj kultury Sposoby oceny Autorzy
(wg numeracji
w spisie literatury)

Tkanek i organéw 1) przyrost $w.iezej m.asy kalusa 19, 24, 48
2) udziat eksplantatéw tworzacych kalus 39, 49
3) udziat kaluséw regenerujacych rosliny 17, 49
4) udziat eksplantatéw dajacych rosliny 19, 39, 46
5) liczba roslin (pedéw) na jeden eksplantat 47
6) liczba zregenerowanych roslin 28
z jednej rosliny macierzystej
Pylnikéw 1) udziat pyInikéw tworzacych kalus 23
2) udziat kaluséw regenerujacych rosliny 14, 19, 46
3) liczba embrioidéw (roslin) na liczbe 9, 14
wytozonych pylnikéw
4) udziat roslin albinotycznych 14, 46
Protoplastéow 1) efektywnos¢ posiewu PE 47
2) udziat minikaluséw regenerujacych pedy 18, 40, 47

niewiele prac, w ktérych przedstawiono wyniki petnej analizy genetycznej. Mozna wsrod
nich wyrdzni¢ dwie grupy pogladéw, a mianowicie:

1 Cecha jest dziedziczona jednym, dwoma lub trzema genami wspdétdziatajacymi w
rézny sposéb, ma charakter jakosciowy ijest w wysokim stopniu odziedziczalna.

2. Cecha jest dziedziczona poligenicznie i ulega silnym wptywom $Srodowiska.

Do pierwszej grupy nalezy m.in. praca Reisha i Binghama [36] nad zdolno$cig do
regeneracji roslin u lucerny. Autorzy wyizolowali cztery grupy genotypow:”!, B,C\D, ktére
roznity sie intensywnoscia regeneracji w zakresie O- 100% regenerujacych eksplantatéw.
Roznice te wyttumaczono wspdétdziataniem alleli dominujacych z dwéch loci.4 iB oraz ich
roznym efektem jednostkowym (B > A). Zaproponowano nastepujacy zapis poszczegol-
nych genotypow: A :A -B - (75-100% regenerujgcych eksplantatow), B .aa B - (15-75%);
A-bb- (0-15%) iD :aabb (0%).

W sposo6b poligeniczny byta dziedziczona m.in. inicjacja kalusa z niedojrzatych zarod-
kéw kukurydzy [49]. Dziedziczenie zdolnosci do regeneracji moze miec¢ jednak bardziej
ztozony charakter. Przyktadem jest sposob dziedziczenia zdolnosci do regeneracji roslin z
eksplantantow lisciowych w drodze posredniej (przez kalus) embriogenezy somatycznej u
ogodrka [28]. O zdolnosci ogérka do regeneracji decydowaty 3 geny, oznaczone R\, Ri, R>>
Geny te wspdtdziataty ze sobg w spos6b komplementarny oraz dodatkowo wystepowat
efekt addytywny. Dla badanych linii uzytych do analizy autorzy zaproponowali odpowied-
nio nastepujace genotypy: linii S - \r\nnryi>, B - R\R\R2Ryyi, i G - R\R\nriRyRy. U linii
B, najlepiej regenerujacej rosliny, wystapita komplementacja dominujacych alleliRi IR2 i
sumowanie sie ich efektéw jednostkowych. U linii G komplementowaty i sumowaty swoje
efekty allele R1 i R3, przy czym ich wspoétdziatanie warunkowato nizsza efektywnos¢
regeneracji niz alleliR\ IR2. LiniaS nie regenerowata lub regenerowata rosliny sporadycz-
nie, co byto spowodowane brakiem alleli dominujgcych wspomnianych loci.

O roli genéw w zdolnosci do regeneracji mozna wnioskowa¢ nie tylko na podstawie
klasycznej analizy genetycznej, ale rowniez stosujac analize wptywu okreslonych chromo-
somow (lub ich fragmentow). Najliczniejsze prace tego typu dotyczg pszenicy, poniewaz
ze wzgledu na jej strukture genomowg mozliwe jest tworzenie linii substytucyjnych, addy-
tywnych, translokacyjnych, auto- i alloplazmatycznych. Mathias i Fukui [23] uzyli dwdch
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linii euplazmatycznych: Chinese Spring i Chinese Spring z podstawionym chromosomem
4B zodmiany Capelle-Desprez oraz dwdéch Unii alloplazmatycznych z cytoplazmaytcgz/o/w
ovata dla okre$lenia wptywu substytucji 4B i obcej cytoplazmy na zdolnos¢ do tworzenia
zawigzkow peddw i regeneracji roslin z kalusa otrzymanego z niedojrzatych zarodkéw.
Autorzy stwierdzih pozytywny efekt chromosomu 4B z Capelle-Desprez i niewielki wptyw
cytoplazmy A. ovata na badane cechy. Nastepna jednak praca Mathiasa i wsp. [24] z
siedmioma liniami alloplazmatycznymi - z jagdrem Chinese Spring w cytoplazmie innych
gatunkéw” cgi/opy i Triticum oraz jedng linig euplazmatyczna Chinese Spring wskazywata
na istotny udziat czynnikdw cytoplazmatycznych w warunkowaniu wzrostu kalusa i rege-
neracji roslin. Autorzy sadza, ze czynniki cytoplazmatyczne oddziatywaty raczej na stan
eksplantatu (zarodka), a nie na sam przebieg kultury in vitro. O udziale czynnikéw
cytoplazmatycznych w ekspresji zdolnosci do regeneracji u pszenicy dobitnie Swiadczg
wyniki pracy Rode i wsp. [37], ktdrzy wykazali r6znice miedzy mitochondrialnym DNA w
embriogenicznym inieembriogenicznym kalusie odmian Chinese Spring, Talent, Theese i
Capitole otrzymanym z niedojrzatych zarodkow. Wptyw niektdrych chromosomow psze-
nicy na zdolno$¢ do regeneracji roslin z kalusa otrzymanego z niedojrzatych zarodkow
stwierdzih réwniez Galiba iwsp. [11]. Chromosomy’IB, 1D il Dz odmiany Cheyenne, ktdra
nie miata zdolnosci do regeneracji, wprowadzone w miejsce tych samych u odmiany
Chinese Spring, charakteryzujacej sie dobrg regeneracjg roslin, powodowaty istotne
zmniejszenie Uczby zregenerowanych pedéw w poréwnaniu z odmiang Chinese Spring.
Autorzy uwazaja, ze w chromosomach tych byty zlokalizowane geny warunkujace zdolno$é
do regeneracji i byty to poligeny. Lazar i wsp. [19] probowaU okresh¢ role chromosomow
zyta dodanych do genomu pszenicy Chinese Spring w regeneracji roslin z niedojrzatych
zarodkow (réwniez z pylnikow - omowienie w rozdz. pt. Regeneracja bezposrednia lub
posrednia a zdolno$¢ roshn do regeneracji). Najintensywniejsze powstawanie pedéw
stwierdziU u linii addytywnych z chromosomami R i IR. Autorzy uwazaja, ze w chromo-
somach 67 zyta moga znajdowac sie geny, ktére albo pozytywnie wptywaja na regeneracje
roslin, albo znoszg negatywny efekt genéw zlokalizowanych w genomie pszenicy.

KULTURY PYLNIKOW I MIKROSPOR

Wyniki Ucznych prac wskazuja, ze rowniez zdolno$é do regeneracji roshn w kulturach
pylnikéw i mikrospor jest cecha, ktorej warto$¢ zalezy od genotypu. Stwierdzono to m.in.
ujeczmienia [33], pszenicy [19], ryzu [35,50], ziemniaka [16,43], brukselki [30], brokutéw
[31].

Prace dotyczace wptywu okre$lonych chromosoméw na zdolno$¢ do tworzenia kalusa
iregeneracje roshn z pylnikéw prowadzono gtéwnie u pszenicy i zyta. Czynniki pozytywnie
wplywajgce na regeneracje znajdujg sie prawdopodobnie w ramieniu 5 chromosomu 1R
zyta. Jezeh bowiem ramie to byto translokowane w miejsce ramienia L chromosomu I8
pszenicy odmiany Aurora, to udziat roshn zielonych w catkowitej hczbie roshn zregenero-
wanych w kulturze pylnikéw bytwiekszy w porownaniu z odmianami bez takiej translokacji,
0 czym $wiadczg wyniki pracy Hemyego i De Buysera [14]. Pozytywny wptyw niektérych
chromosoméw zyta wiaczonych do genomu pszenicy Chinese Spring na tworzenie kalusa
lregeneracje roshn z kalusa potwierdzili Lazar i wsp. [19]. Chromosom 4R zawierat
czynniki zwiekszajace intensywno$¢ tworzenia kalusa oraz regeneracje roshn, aw chromo-
somach 617 znajdowaty si¢ geny, ktére korzystnie wptywaty zardbwno na regeneracje roslin
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z pylnikéw, jak i niedojrzatych zarodkéw. Interpretacja wynikéw podana przez autoréw
(podobnie jak w przypadku regeneracji z zarodkéw, s. 250) byta nastepujgca: w chromo-
somach tych znajdujg sie pojedyncze geny gtowne, ktore albo pozytywnie wptywajg na
wspomniane cechy, albo znosza negatywny efekt innych chromosoméw. Szczegbétows
analize wptywu substytucji chromosoméw u odmiany Chinese Spring chromosomami z
odmiany Cheyenne na tworzenie kalusa i regeneracje zielonych roslin zamiescili w swojej
pracy Szahacs i wsp. [48]. Chromosomy: IA i I8 z odmiany Cheyenne w genomie Chinese
Spring powodowaty zahamowanie tworzenia sie kalusa, 1D, 24,2B, 55 i6/4 znacznie, a 2D,
3A, 3D, 4D i 7D w mniejszym stopniu obnizaty zdolno$¢ do tworzenia kalusa; 3-4 i 5B
pozytywnie, a 3B i 4D negatywnie wptywaty na regeneracje roslin; 2D i ID zwigkszaty udziat
ro$lin zielonych. Autorzy sadza, ze w wiekszosci przypadkdéw substytucja miata negatywny
wpltyw, z wyjatkiem chromosomdw 3A i 2D, co mogto by¢ zwigzane ze specyficzng inter-
akcjg tych chromosomdw z genomem Chinese Spring. Interpretacja wynikéw podanych
przez autorow budzi watpliwosci w odniesieniu do wptywu wymienionych substytucji na
tworzenie kalusa, poniewaz obie wyjSciowe odmiany nie réznity sie od siebie pod tym
wzgledem. Bardziej natomiast przekonywujace wydaje sie wnioskowanie autoréw na temat
wptywu wymienionych chromosoméw na regeneracje roslin - obie odmiany pszenicy
znacznie réznity sie od siebie zdolno$cia do regeneracji.

KULTURY KOMOREK | PROTOPLASTOW

Zrbznicowanie efektéw kultury w zaleznosci od genotypu stwierdzono réwniez w
kulturach komorek i protoplastow, chociaz tylko w nielicznych pracach mozna znalezé
dane o wptywie okreslonych gendw. Stwierdzono, ze u niektérych gatunkéw nalezacych do
rodzaju Lycopersicon o zdolno$ci do regeneracji w kulturze protoplastow decydowaty geny
dominujace [1, 40, 47]. Petna analize zdolnosci do regeneracji z protoplastow pomidora
przeprowadzili Koorneef i wsp. [19], ktdrzy wykonali krzyzowanie miedzygatunkowe
Lycopersicon esculentum x L. peruvianum iwykazali, ze:

» cecha zdolnosci do regeneracji byta dominujaca,

 byta ona kontrolowana dwoma genami Rg\ i Rg2.

Nastepujace sktadowe tej cechy: wzrost kalusa z eksplantatdw pierwotnych, wzrost
kalusa w kulturze ustabilizowanej i regeneracja peddw byly w wysokim stopniu odziedzi-
czalne i ich wartosci wynosity odpowiednio: 0,47; 0,78 i 0,87.

REGENERACJA BEZPOSREDNIA LUB POSREDNIA
A ZDOLNOSC ROSLIN DO REGENERACJI

Regeneracja w kulturze in vitro moze odbywac sie przez faze kalusa lub bezposrednio
zkomoérek eksplantatu, pojedyfAczych komérek lub protoplastow. Regeneracja bezposred-
nia zachodzi znacznie rzadziej ijest ona na ogét mniej wydajna od regeneracji przez kalus.
Miura i Tabata [25] stwierdzili, ze wsrdd protoplastéw Foeniculum vulgare umieszczonych
w pozywce bez hormondw ok. 1% nie dzielito sig, a tylko poczatkowo powiekszato swoje
rozmiary. Mozna byto wsrdd nich rozr6zni¢ dwa rodzaje komérek: kuliste niezdolne do
podziatéw i elipsoidalne z jadrem migrujgcym do jednego z biegunéw, wystepujace w
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stosunku 3 : 1. Te ostatnie rozwijaly sie bezposrednio w embrioidy. i po 50 dniach od
posiewu byly w stadium sercowatym. Przeniesione na pozywke statg, bez hormonéw
rozwijaly sie w normalnie wyksztatcone rosliny, podobnie jak embrioidy uzyskane z tkanki
kalusowej. Autorzy wigzg fakt zajscia regeneracji bezposredniej z brakiem w pozywce
regulatoréw wzrostu i uwazajg to za tendencje naturalng, ale wystepujacg z niskg czestot-
liwoscia. Embriogeneze bezposrednia stwierdzono u Brassica campestris [20] i u kilku
gatunkéw Trifolium [21]. W obu tych pracach eksplantatami byly niedojrzate zarodki
generatywne. Autorzy sgdzg, ze zdolno$¢ do bezposredniej embriogenezy byta zwigzana
ze stanem wewnetrznym komdrek, polegajgcym na utracie kontroli normalnej interakcji
pomiedzy komérkami zarodka oraz na stymulacji zewnetrznej (regulatory wzrostu i eks-
trakt drozdzowy w pozywce) do podziatéw mitotycznych.

Nalezatoby postawié pytanie, czy regeneracja bezposrednia jest determinowana tymi
samymi genami co regeneracja posrednia. Wyniki naszych badan prowadzonych nad
otrzymywaniem mieszancow oddalonych pomiedzy dynig zwyczajng a olbrzymiag [34]
wskazuja, ze przynajmniej zdolno$é do zainicjowania regeneracji bezposredniej w rodzaju
Cucurbita moze by¢ nowg cecha whasciwa tylko mieszaricom. W rodzaju Cucurbita regene-
racja odbywa sie w drodze embriogenezy posredniej lub organogenezy posredniej. Tym-
czasem u mieszancoéw pomiedzy dynig zwyczajng a olbrzymia uzyskano regeneracje
bezposredniag z czesci liscieni niektérych niedojrzatych zarodkéw. Przypuszczalng przy-
czyng takiej reakcji byt brak funkcjonalnych stozkéw wzrostu, powodujgcy zmieniony
(niezgodny z narzuconym przez pole morfogenetyczne) sposéb oddziatywania miedzy
komérkami zarodka oraz ich mieszaficowos¢. Przyktad ten wskazuje na mozliwos¢ zalez-
nosci regulacji sposobu regeneracji od specyficznych bodzcéw wewnetrznych.

PODLOZE BIOCHEMICZNE
ZDOLNOSCI DO REGENERACJI ROSLIN

W trakcie procesu regeneracji roslin w warunkach kultury in vitro zachodzi szereg
zmian biochemicznych. Niektére z nich sg wynikiem pojawienia sie specyficznych biatek,
na co wskazywaty prace wykonane u marchwi na poczatku lat osiemdziesigtych [44,45]. W
pierwszych etapach kultury nastepowato u tego gatunku namnazanie kalusa embriogenicz-
nego (E) i nieembriogenicznego (NE). W kalusie embriogenicznym wykryto dwa specy-
ficzne biatka ESP (embryo-specific-proteins) [44], a w niezréznicowanym inne, réwniez
specyficzne biatka, ktére nazwano CSP (callus-specific-proteins) [45]. Synteza zaréwno
ESP, jak i CSP byta regulowana w spos6b skoordynowany. Podczas embriogenezy soma-
tycznej u tego gatunku zmieniat sie réwniez metabolizm DNA oraz nastepowaly: specy-
ficzna glikolizacja biatek, wzrost aktywnosci protein, ekspresja genéw tubulinowych oraz
uaktywnianie poliamin [29]. Smith i wsp. [42] zidentyfikowali zar6wno w merystemach, jak
i szybko dzielacych sie komérkach marchwi to samo biatko o masie czasteczkowej Mr =
45000 i punkcie izoelektrycznym pi = 6,7. Autorzy uwazaja, ze biatko to wystepuje w
szybko dzielacych sie komoérkach zaréwno zarodkéw somatycznych, jak i zygotycznych
wielu gatunkéw roslin. Schnall i wsp. [38] stwierdzili, ze rézne warianty ts (temperature-sen-
sitive) marchwi miaty zablokowang embriogeneze w réznych fazach, co wskazywato na
powigzanie pomiedzy genetyczna regulacjg embriogenezy i wrazliwosci na wysoka tempe-
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rature. U kukurydzy kalus embriogeniczny r6znit sie od nieembriogenicznego aktywnoscig
i zawartoscig izoenzymow esteraz i dehydrogenazy glutaminianowej. Markerem embrio-
genicznosci kalusa u tego gatunku mogg by¢ takze mukopolisacharydy, poniewaz po ich
hydrolizie stosunek galaktozy : arabinozy : mannozy : ksylozy : fruktozy byt charakterys-
tyczny tylko dla kalusa embriogenicznego [10].

NA CZYM POLEGA GENETYCZNE UWARUNKOWANIE
ZDOLNOSCI DO REGENERACIJI?

Z naszych dotychczasowych rozwazan wynika, ze za zdolno$¢ do regeneracji u roslin sg
odpowiedzialne okreslone geny. Nalezatoby postawi¢ pytanie, w regulacji jakich proceséw
biorg one udziat. R6znice genotypowe moga dotyczy¢ sposobu odpowiedzi na warunki
kultury, wéréd ktorych najwazniejszym jest sktad pozywki, a szczegélnie zawarto$¢ regu-
lator6w wzrostu. Mok i wsp. [26] wykazali, ze zdoIlno$¢ do regeneracji roslin u Phaseolus
mogta by¢ m.in. zwigzana z poziomem endogennych cytokinin. Autorzy znalezli u dwoch
badanych gatunkow: P. vulgaris i P. lanatus formy cytokinino-niezalezne, ktére tworzyty
kalus z hypokotyla na pozywce bez cytokininy. Analiza genetyczna prowadzona w pokole-
niach Fi, F2i BCi wskazywata na dziedziczenie jednogenowe i niecatkowitg dominacje tej
cechy. W przypadku fasoli gen zdolnosci do regeneracji mégtby by¢ odpowiedzialny za
synteze endogennej cytokininy, a genotypy zdolne do regeneracji zawieratyby wysoki
poziom tego hormonu umozliwiajacy podziaty komérek i tworzenie kalusa w kulturze in
vitro. Réwniez u innych gatunkdw, m.in. w obrebie rodzajoéw: Lycopersicon [40], Trifolium
[21], jeczmienia [13], ryzu [35], kukurydzy [7], pszenicy [23, 24], stwierdzono, ze roznice
genotypowe sg zwigzane z odmienng reakcjg na zawarto$¢ hormonéw w pozywce. W
zaleznosci od rodzaju i stezenia egzogennych (lub poziomu endogennych) regulatorow
wzrostu, regeneracja w kulturze in vitro moze mie¢ rézny przebieg, tzn. odbywac sie w
drodze embriogenezy lub organogenezy, co m.in. stwierdzono u soi [4] i pszenicy [2].

Potwierdzeniem sugestii, ze geny warunkujace regeneracje moga odpowiadac za regu-
lacje procesu syntezy endogennych lub wykorzystania egzogennych regulatoréw wzrostu
moze byé obecno$¢é w chromosomach z grupy czwartej, pozytywnie wptywajacych na
regeneracje roslin w kulturach tkankowych pszenicy, genéw D3 i Rht kontrolujacych
metabolizm hormonéw w komdrce [24]. Duzy wptyw na zdolno$¢ do regeneracji moze mie¢
forma niektdrych soli wchodzacych w sktad pozywki, co u ryzu wykonali Redy i wsp. [35].
Czes¢ badanych przez nich genotypow byta wrazliwa najony NH4+ w pozywce. Pozostate
genotypy wykazywaly duzg adaptatywnos¢ do warunkéw kultury i tolerancje na rézne
formy soli. U ryzu azot w postaci NH4+ stymulowat regeneracje roslin z protoplastow,
natomiastjony NO3 powodowaty powstawanie kalusa kruchego, nie regenerujgcego roslin
[50]. Na regeneracje roslin z niedojrzatych zarodkéw pszenicy miat rowniez wptyw rodzaj
uzytej soli [12] oraz zawarto$¢ witamin w pozywce [4], a u kapusty morfogeneza zalezata
od rodzaju aminokwasu dodanego do pozywki. Podane przykfady sugeruja, ze ekspresja
gendw zdolnosci do regeneracji moze by¢ zmieniona przez dziatanie zupetnie innych
gendéw, np. warunkujacych pobieranie hormondw i innych sktadnikéw pozywki lub rézni-
cami we wrazliwosci na te skfadniki.
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ZNACZENIE ZNAJOMOSCI CZYNNIKOW
WPLYWAJACYCH NA ZDOLNOSC DO REGENERACIJI

W rozdziale tym zwrdécimy uwage na czynniki natury epigenetycznej wplywajace na
zdolnos¢ do regeneraciji.

W wielu przypadkach czynnikiem decydujacym o regeneracji jest rodzaj pobranego
eksplantatu. U genotypéw dobrze regenerujacych rosliny, poszczeg6lne organy czy nawet
ich sektory moga rézni¢ sie potencjatem morfogenetycznym, stad rézna "odpowiedz"
eksplantatow i r6zna ekspresja cechy zdolnosci do regeneracji moze zaleze¢ od miejsca
ich pobrania. U pszenicy [37] kalus embriogeniczny uzyskano gtéwnie z niedojrzatych
zarodk6w, natomiast zarodki dojrzate, korzenie, liscie i pedy uznano za nieodpowiednie
zrodto eksplantatéw. Wydaje sie, ze lepsza regeneracja z tkanek merystematycznych
szybko dzielgcych sie i niezorganizowanych jest regutg. W niektorych rodzajach kultur,
szczegOlnie pylnikéw i mikrospor, waznym czynnikiem wplywajagcym na ujawnienie sie
zdolnosci do regeneracji roslin jest wstepne traktowanie eksplantatow. Stwierdzono to w
przypadku jeczmienia [33] i ryzu [35], u ktérych wstepne traktowanie pylnikéw chtodem
byto konieczne do zainicjowania kalusa.

Z innych czynnikéw, ktore biorg udziat w uwarunkowaniu cechy zdolnosci do regene-
racji roslin, najczesciej wymienia sie: stopien heterozygotycznosci materiatu wyjsciowego
[30], stadium rozwojowe mikrospor [31] oraz stopieh zestalenia pozywki, wiek rosliny
dawcy, stan fizjologiczny organu-dawcy, wiek kultury, Swiatto, temperatura, wilgotnosé

[41].

TWORZENIE GENOTYPOW ZDOLNYCH DO REGENERACJI

U niektdrych gatunkéw istnieje mozliwos¢ i celowos$¢é wprowadzenia cechy zdolnosci
do regeneracji z odmian lub linii dobrze regenerujacych rosliny do materiatéw regeneru-
jacych stabo albo w og6le nie majacych tej zdolnosci. Przy tworzeniu form zdolnych do
regeneracji wazna jest znajomos$¢ odziedziczalnosci cechy. Templeton-Sommers i Collins
[48] oceniali u Ipomea batata odziedziczalno$¢ dwoch cech: zdolno$¢ do tworzenia kalusa
iregeneracji roslin. Odziedziczalnos$¢ zdolnosci do wzrostu kalusa byta r6zna dla kolejnych
subkultur: dla drugiej subkultury wynosita 0,35, a dla trzeciej - 0,63. Autorzy sugeruja, ze
przy takich warto$ciach odziedziczalno$ci zdolnosci do tworzenia kalusa mozliwe bytoby
w drodze krzyzowan i selekcji wyhodowanie form lepiej regenerujgcych rosliny. Wysoka
odziedziczalno$¢ cech zwigzanych z kulturg in vitro zostata wykorzystana przy otrzymaniu
form dobrze regenerujacych u kukurydzy [49] i pomidora [18].

Znajomos$¢ zmian biochemicznych podczas regeneracji [29, 44, 45] mogtaby by¢ wyko-
rzystana nie tylko przy identyfikacji okre$lonych stadiéw tego procesu, ale takze pomocna
przy okreslaniu zdolnosci do regeneracji i selekcji pozadanych genotypow.

U pszenicy istnieje mozliwos$¢ tworzenia genotypdw o poprawionej zdolnosci do rege-
neracji roslin przez wprowadzenie chromosoméw zawierajacych geny kontrolujace te
ceche [19, 46] lub tworzac linie alloplazmatyczne z cytoplazma niektérych gatunkéw
dzikich nalezacych do Triticum lub Aegilops [24].
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Dok#fadne poznanie sposobu dziedziczenia zdolno$ci do regeneracji stwarza mozliwo$¢
sterowania tym procesem. Ovens i Cohen [32] sugerujg np., ze dzieki rozwijanym w
ostatnich latach technikom biotechnologicznym bedzie mozna wprowadzi¢ geny kontro-
lujgce zdolno$¢ do regeneracji do takich odmian lub linii, ktore tej zdolnosci nie maja.
Innym sposobem wykorzystania takiej wiedzy mogtaby by¢ produkcja "sztucznych™ nasion
na skale przemystowa, co oznaczatoby przetom w nasiennictwie. Intensywne préby w tym
kierunku sgjuz obecnie prowadzone u marchwi, selera, lucerny, kalafiora i ogérka [22].
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STRUKTURA | FUNKCJA RECEPTORA
DLA INTERLEUKINY-2

THE STRUCTURE AND FUNCTION
OF THE INTERLEUKIN-2 RECEPTOR

Jolanta NOWICKA-WIELGOSZ
Zaktad Genetyki Cztowieka PAN

Streszczenie. Receptor dla interleukiny-2 zbudowany jest z co najmniej dwoéch tancuchéw polipeptydowych: p55
i p75, i moze wystepowaé w komérce w trzech formach jako receptor o niskim (p55), $rednim (p75) i wysokim
(p55 + p75) powinowactwie. Kazdy tancuch receptora dla IL-2 ma osobne miejsce wigzania dla IL-2 i r6zne
whasnosci kinetyczne. Chociaz rola poszczeg6lnych fancuchdw receptora dla IL-2 nie zostata w petni poznana,
wydaje sig, ze zaréwno internalizacja IL-2, jak i transdukcja sygnatu po zwigzaniu 1L-2 zachodzi gtdwnie poprzez
heterodimer p55 -I- p75.

Summary. Interleukin-2 receptor consists of at least two polypeptide chains: p55 and p75 and it occurs in the cell
in three forms as a receptor of low (p55), medium (p75) and high (p55 + p75) affinity. Although a role of each
polypeptide chains of IL-2 receptor has not been recognized well, it seems that internalization of IL-2 and
transduction of a signal occurs mainly through heterodimere p55 + p75.

WSTEP

W czasie odpowiedzi immunologicznej dochodzi do proliferacji limfocytéw T i syntezy
przeciwciat. Istotna role we wspdétdziataniu miedzy komérkami odpowiadajgcymi na anty-
gen spetniajg limfokiny. Sg one niezbedne do klonalnej ekspansji limfocytéw i ré6znicowa-
niaw kierunku petnienia wyspecjalizowanych funkcji. Kluczowa role przypisuje sie dobrze
juz scharakteryzowanej limfokinie poczatkowo okreslanej jako TCGF (T cell growthfactor
- czynnik wzrostu limfocytéw T), a obecnie nazwanej interleuking-2 (IL-2) [24, 34, 45].
Spoczynkowe limfocyty T nie produkujg i nie odpowiadajg na IL-2. Po stymulacji limfocy-
tow antygenem lub nieswoistym mitogenem dochodzi do transkrypcji genéw dla IL-2 i
receptora dla IL-2, nastepnie do produkcji IL-2 oraz ekspresji receptora dla IL-2 na
powierzchni komorek. Limfocyty T odpowiadajg proliferacja na stymulacje przez IL-2 w
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sposéb autokrynowy (limfocyty wspomagajgce) lub parakrynowy (limfocyty cytotoksy-
czne) [34]. Interleukina-2 jest niezbednym sygnatem do przejscia aktywowanych limfocy-
tow T z fazy G\ do fazy S cyklu komérkowego [3]. Biologiczny efekt IL-2 przejawia sie po
zwigzaniu IL-2 przez swoisty receptor. Limfocyty T proliferuja, dopdki poziom receptorow
dla IL-2 nie obnizy sie i wtedy wszystkie komoérki powracajg do stanu wyjsciowego
nieproliferujgcego [2]. Nadal nie wiadomo, wjaki sposob zachodzi emisja sygnatu zwigza-
nia IL-2 przez receptor do jagdra komorkowego i pobudzenie komorki do podziatu.

WIELOLANCUCHOWA STRUKTURA RECEPTORA DLA IL-2

Obecnie wiadomo, ze receptor dla IL-2 ztozony jest co najmniej z dwdch réznych
tancuchow polipeptydowych o masie czgsteczkowej 70-75 kDa i 55 kDa, ktore w tekscie
bedg w skrdcie okreslane jako p75 i p55 [44, 46, 51]. Oba tancuchy polipeptydowe t3czg
sie ze sobg niekowalencyjnie tworzac dimer p75 -I- p55, ale rowniez wystepujg w btonie
oddzielnie (rys. 1). Kazdy tancuch wigze oddzielnie IL-2, lecz z r6znym powinowactwem.

Rys. 1. Trzy formy receptora dla IL-2 wystepujace w btonie komérkowej o ré6znym powinowactwie do 1L-2

tancuch mniejszy receptora dla IL-2 (p55), okreslany czesto jako antygen Tac, wigze 1L-2
z niskim powinowactwem, tafncuch wiekszy (p75) wigze IL-2 z powinowactwem S$rednim.
Heterodimer receptora dla IL-2 wymaga 1000-krotnie nizszego stezenia IL-2 do wysycenia
niz p55 stanowigc receptor o wysokim powinowactwie [38]. Tak wiec receptor dla IL-2
moze wystepowaé w komérkach w trzech réznych formach: jako receptor o powinowact-
wie: wysokim (p55 + p75), Srednim (p75) i niskim (p55). Wykrycie linii komoérkowych,
ktérych komarki majg wytacznie ekspresje p55 (linia biataczkowa MT-1) [33] lub p75 (linia
biataczkowa YT-2C2) [51] lub heterodimeru p55 + p75 (indukowane komorki linii YT i
HUT-102) [39, 63], pozwolito przesledzi¢ kinetyke wigzania IL-2 do poszczegélnych
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tancuchow. Receptor dla IL-2 o wysokim powinowactwie jest nasycony czasteczkami IL-2
przy stezeniu IL-2 znacznie nizszym, niz jest ono wymagane dla receptora o $rednim
powinowactwie i o niskim powinowactwie, stad znacznie wieksza efektywno$¢ wigzania
IL-2 przez heterodimer. Wigzanie IL-2 do p55 i p75 zachodzi z wyraZnie r6zng kinetyka
(tab. 1). Reakcje IL-2 z p75 sg bardzo wolne, a z p55 bardzo szybkie [63]. Szybkie tempo
asocjacji IL-2 z p55 sugeruje, ze wigzanie IL-2 jest prawdopodobnie ograniczone przez
poziom dyfuzji IL-2. Przeciwnie IL-2 wiaze si¢ do p75 wielokrotnie wolniej, a wyniki badan

TABELA 1 Kinetyka wigzania IL-2 przez tancuchy polipeptydowe receptora dla IL-2 (wg [63])

tancuch IL-2R Stata szybkosci reakcji Potowiczny czas Stata réwnowagi
dysocjacji asocjacji trwania reakcji reakcji
k' (s') k(M 1s') tl2 Kd (M) (+ 0,1)
p75 2,5 X104 3,8x105 46 min 1.2x10°9
p55 40x1o01 1,4 X107 1,7s 1,4x10'8
p55 - p75 2,3x10'4 3,1 X107 50 min 13x10'1n

Badania wykonano przy uzyciu nastepujacych linii komérkowych:dla p75 : YT-2C2; dla p55 : MT-1;
dla p55 + p75 :indukowana linia YT.

raczej sugerujg wystgpienie konformacyjnych zmian w strukturze p75 niezbednych do
zwigzania ligandu [56]. Receptor ztozony z dwéch tancuchéw polipeptydowych cechuje
zdolno$c¢ szybkiej asocjacji z czasteczkami IL-2 i powolna dysocjacja. Mozna przypuszczac,
ze konsekwencja potaczenia obu tanchuchéw polipeptydowych receptora dla IL-2 jest
konformacyjna zmiana obu lub jednego z nich, ktora czyni kompleks zdolny do szybkiego
wigzania IL-2 oraz jej endocytozy. Do niedawna badania byly skoncentrowane na recep-
torze dla IL-2 o niskim powinowactwie, dzieki przeciwciatom monoklonalnym anty-Tac
wytworzonym przez Uchiyama iwsp. [57, 58]. Te przeciwciata blokowaty zalezng od IL-2
proliferacje limfocytéw T, blokowaly wiazanie znakowanej IL-2 do aktywowanych limfo-
cytéw T, a interleukina-2 w wysokim stezeniu blokowata wigzanie przeciwciat monoklo-
nalnych do aktywowanych komaérek [32]. Dopiero eksperymenty z uzyciem ustalonej linii
biataczkowych komoérek NK (YT) wykazaly, ze p55 nie jest jedyng strukturg wigzacg IL-2,
bowiem komoarki linii YT wigzg IL-2 mimo braku obecnosci mRNA dla antygenu Tac i
mimo braku ekspresji tego antygenu na powierzchni komorek [55]. Wigzanie IL-2 do p75
jest hamowane przez nadmiar nieznakowanej IL-2, lecz nie przez przeciwciata monoklo-
nalne anty-Tac. W ten sposob wykryto receptor dla IL-2 o $rednim powinowactwie [39,
51]. Wykrycie miejsc wigzania dla IL-2 o r6znym powinowactwie nie jest zjawiskiem
wyjatkowym, gdyz jest to cecha charakterystyczna dla wielu innych znanych czynnikéw
wzrostu np. epidermalnego czynnika wzrostu (EGF) [26], nerwowego czynnika wzrostu
(NGF) [1], czynnika wzrostu pochodzacego z ptytek (PDGF) [65].

Istniejg dowody wskazujace, ze receptor dla IL-2 funkcjonuje jako kompleks o wiele
bardziej ztozony. Edidin [10] i Szollosi [50] zaobserwowali, ze biatko o m. cz. 95 kDa
(nazwane T27) jest zasocjowane z antygenem Tac na powierzchni przynajmniej pewnych
zaktywowanych limfocytdw T ita asocjacja nie jest przypadkowa. Inni badacze, Herrmann
i Diamantstein [23] oraz Saragovi i Matek [42] wykryli na mysich limfoblastach T oraz
komorkach linii CTLL-16 i EL-4 biatko o m. cz. 90-100 kDa zasocjowane z receptorem
dla IL-2 o wysokim powinowactwie.
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Potaczenie p55 i p75 ma nature dynamiczna. Oddziatywanie IL-2 z p55 sprzyja prze-
mieszczaniu si¢ kompleksu IL-2 + p55 w btonie, dop6ki nie natrafi on na p75 [47]. Nalezy
jednak udowodni¢, czy receptor dla IL-2 o wysokim powinowactwie tworzy sie jedynie
woweczas, gdy jest obecna IL-2 [27], czy tez istnieje jako heterodimer p55 + p75 bez
koniecznej obecnosci IL-2 w celu asocjacji p55 i p75 [43]. Doswiadczenia immunoprecy-
pitacji receptoradla IL-2 przy zastosowaniu przeciwciat monoklonalnych Mik-R1 wskazujg
na stuszno$¢ tej drugiej hipotezy [54].

POROWNANIE BUDOWY £ ANCUCHOW POLIPEPTYDOWYCH
RECEPTORA DLA IL-2 (p55 | p75)

p55 jest zbudowany z 251 aminokwaséw. Sekwencja N-koricowa ztozona z 219 amino-
kwasow stanowi cze$¢ zewnatrzkomaorkowag receptora i jest odpowiedzialna za wigzanie
IL-2. Silnie hydrofobowy 19-aminokwasowy segment zakotwiczony jest w btonie. Czes$¢
cytoplazmatyczna zawiera zaledwie 13 aminokwaséw i wydaje sie by¢ za mata do petnienia
funkcji enzymatycznych [34]. p75 jest ztozony z 551 aminokwasow, w tym 26 aminokwasow
przy koricu -NH2 stanowi sekwencja sygnatowa. Dojrzata forma p75 sktada sie z 525
aminokwasow, a obliczona masa czasteczkowa wynosi 58 358 Da. Liczba aminokwaséw w
zewnatrzkomdrkowym regionie p75 wynosi 214 ijest porownywalna z liczbg aminokwasow
w regionie zewngtrzkomérkowym p55. p75 ma 25 aminokwaséw hydrofobowych (od 215
do 239) umocowanych w btonie komdrkowej, rejon cytoplazmatyczny zawiera 286 amino-
kwasow [22]. Wiele innych receptoréw znanych czynnikéw wzrostu ma duzg cytoplazma-
tyczng domene o aktywnosci kinazy tyrozynowej. Rejon cytoplazmatyczny p75 nie zawiera
jednak sekwencji charakterystycznej dla kinazy tyrozynowej, ale ma tryplet Ala-Pro-Glu
(293-295) bedacy statym ugrupowaniem w kinazach biatkowych. Ten rejon jest bogaty w
proline iseryne (30 aminokwaséw z 286). Bogate w proline struktury wykazano réwniez w
cytoplazmatycznym regionie CD2, antygenie wymaganym w proliferacji limfocytéw T.
Cytoplazmatyczny region p75 zawiera 40 anionowych aminokwaséw (kwas glutaminowy i
asparaginowy), a tylko 18 kationowych aminokwaséw (lizyna i arginina), jest wobec tego
ujemnie natadowany, co moze mie¢ znaczenie w transdukcji sygnatu. Fragment wewna-
trzkomodrkowy p55 nie ma reszt tyrozynowych, a fosforylacja reszt treoniny i seryny nie
wpltywa na zdolno$¢ transdukcji sygnatu. Ostatnio wykazano, ze receptor dla IL-2 jest
strukturalnie spokrewniony z receptorem dla erytropoetyny [5].

STRUKTURA GENU DLA RECEPTORA DLA IL-2
O NISKIM POWINOWACTWIE

Badania technikami hybrydyzacji in situ pozwolity zlokalizowa¢ pojedynczy gen dla
antygenu Tac na chromosomie 10 p prazek 14-15. Gen ten skiada sie z 8 egzonow i 7
intronow zajmujgcych dtugos¢ ok. 25 000 par zasad. Sugeruje sie, ze sekwencje w obrebie
egzonu 2 i 4 sa wymagane do tworzenia miejsc wigzania dla IL-2. Osmy egzon koduje 13-
aminokwasowy region domeny wewnatrzcytoplazmatycznej. W komérkach wykazujgcych
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ekspresje p55 wykryto dwie klasy mRNA dla p55 réznigce sie dtugoscig: 1500 i 3 500 par
zasad. Jest to spowodowane wykorzystaniem przez enzymy dwdch zasadniczych miejsc
inicjacji transkrypcji genu dla p55 oraz obecnoscig dwdch lub wiecej sygnatow poliadeny-
lacyjnych [31].

cDNA kodujacy antygen Tac zostatwyizolowany w 1984 r. przez dwa niezalezne zespoty
badawcze: Greene i Waldmanna oraz Honjo i Yodoi [47]. Obie grupy badaczy otrzymaty
cDNA, ktdre koduje biatko 0 masie czasteczkowej 28 400 Da. Ten prekursorowy polipep-
tyd jest potranslacyjnie modyfikowany przez glikozylacje, sulfonowanie i fosforylacje [34].

W 1989 r. Taniguchi i Tsudo [22] wyizolowali cDNA dla p75 i oznaczyli sekwencje
aminokwasowg biatka. cDNA przygotowali z ludzkich biataczkowych komérek linii YT.
Wyizolowali dwa niezalezne klony cDNA: pIL-2R iplL-2R b30, ktérych produkty ekspre-
sji: Mik-BI i Mik-B2 specyficznie reagowaty z przeciwciatami monoklonalnymi dla p75
[54]. Te cDNA zawieraty inserty o wielkosci 1,3 kb i 2,3 kb reagujace krzyzowo. Stwier-
dzono, ze oba cDNA wigzg sie z tym samym mRNA, ktérego wielko$¢ wynosi ok. 4 000 par
zasad. Lokalizacja i struktura genu dla p75 nie jest jeszcze poznana.

EKSPRESJA RECEPTORA DLA IL-2 NA LIMFOCYTACH
STYMULOWANYCH NIESWOISTYMI MITOGENAMI
STYMULACJA PHA

Wiekszos¢ krazacych limfocytow krwi obwodowej jest w fazie Go cyklu komérkowego.
Stymulacja antygenem lub nieswoistym mitogenem powoduje proliferacje limfocytéw [3,
36]. Po uptywie 72 godzin od stymulacji PHA prawie wszystkie limfocyty T majg na swojej
powierzchni antygen Tac, ktéry pojawia sie juz w ciggu 4-8 godzin po aktywacji komérek
[2,19, 57]. Po 10-21 dniach hodowli liczba miejsc wigzacych IL-2 zmniejsza sie 0 80-90%
réwnoczesnie z obnizeniem poziomu transkrypcji mRNA dla antygenu Tac. mRNA dla
antygenu Tac jest obserwowany po 4 godzinach od stymulacji PHA i osigga maksymalne
stezenie w ciggu 8-12 godzin, a potem obniza sie [19, 29]. Po 3-6 tygodniach hodowli
limfocyty T nie odpowiadajg dtuzej na IL-2. Wiele obserwacji wskazuje na to, ze IL-2 petni
wazng role w regulacji ekspresji swojego receptora [6, 48]. Dodanie IL-2 do hodowli
limfocytow T prowadzi do indukcji mRNA iekspresji antygenu Tac. Efekt deksametazonu,
ktéry hamuje produkcje IL-2 przez aktywowane lektyng limfocyty T i obniza ekspresje p55,
znosi dodana do hodowli egzogenna IL-2.

Znacznie mniej wiadomo o regulacji ekspresji p75, gdyz przeciwciata monoklonalne dla
tego taricucha otrzymano dopiero na poczatku roku 1989, réwniez dopiero w tym roku
sklonowano gen dla tego biatka. Biataczkowa linia limfocytarna LGL Tac ujemna” ma na
swojej powierzchni p75. Dodanie IL-2 do hodowli tych komérek indukuje transkrypcje
genu p55 i ekspresje antygenu Tac w btonie [53]. Wydaje sie, ze oddziatywanie IL-2 z
receptorem o $rednim powinowactwie indukuje ekspresje receptora o niskim powinowact-
wie prowadzac do powstania dwutaricuchowego receptora dla IL-2 o wysokim powino-
wactwie. Podczas gdy po stymulacji normalnych limfocytéw PHA ilo$¢ antygenu Tac osigga
liczbe 30 000 do 60 000 miejsc wigzacych dla IL-2 na komorke, liczba p75 zwieksza sie z
poczatkowego poziomu ok. 600 miejsc wigzacych IL-2, wystepujacych na limfocytach
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spoczynkowych, do 1500-2 000 na komorce stymulowanej [52], Zwigzanie IL-2 z recepto-
rem o wysokim powinowactwie powoduje w ciggu 30-60 min obnizenie jego gestosci do
40-50% ilosci poczatkowej, a po nastepnych 24 godzinach receptor dla IL-2 o niskim
powinowactwie akumuluje sie na powierzchni komorek przewyzszajac ilos¢ heterodimeru
10-20 razy. Gdy usunie si¢ IL-2, stezenie heterodimeru powraca do wyjsciowej gestosci w
ciggu 1-2 godzin, podczas gdy nadmiar p55 pozostaje przez wiele godzin, zanim sig obnizy.

W niestymulowanych limfocytach krwi obwodowej mRNA p75 jest oznaczalny ijego
ekspresjawzrasta tylko  razy po stymulacji mitogenem [22]. W spoczynkowych limfocy-
tach nie wystepuje MRNA dla p55 ijego obecnosc¢jest Scisle zalezna od stymulacji komérek
mitogenem, co wskazuje na istnienie réznych mechanizmoéw regulacji ekspresji genéw dla
dwoch tancuchow polipeptydowych receptora dla IL-2.

Aktywacja limfocytéw przez antygeny prowadzi do ekspresji na ich powierzchni re-
ceptoréw dla IL-2 o wysokim powinowactwie. Towarzyszy temu zwiekszenie stezenia
wewnatrzkomdrkowego jonéw wapnia, aktywacja cyklu fosfoinozytolowego i translokacja
biatka kinazy C z cytoplazmy do btony [13, 30, 64]. Receptor dla IL-2 moze by¢ takze
indukowany bez udziatu receptora antygenowego przez uzycie jonoforu wapniowego A
23187, ktory zwieksza wewnatrzkomdrkowe stezenie jondw wapnia lub octanu mirystynia-
nu forbolu (PMA), ktéry oddziatuje z biatkowa kinazg C. Stymulacja przeciwciatami
monoklonalnymi anty-TII i anty-T3 daje taki sam efekt.

WYSTEPOWANIE RECEPTORA DLA INTERLEUKINY-2

Mniej niz 5% $wiezo izolowanych, niestymulowanych ludzkich limfocytow krwi obwo-
dowej reaguje z przeciwciatami monoklonalnymi anty-Tac [57]. Wiekszo$¢ spoczynkowych
limfocytow T i B i monocytdw nie mareceptoradla IL-2 o niskim powinowactwie. Receptor
ten wystepuje na aktywowanych limfocytach T i B. Wykazano jego ekspresje na wielu
liniach B komdrkowych od pacjentéw z chtoniakiem Burkitta i na liniach B komdrkowych
zawierajacych genom HTLV-l oraz komérkach B wiochatokomoérkowej biataczki. W
prawidtowych limfocytach B krwi obwodowej mozna indukowaé ekspresje tancucha p55
dziataniem Staphylococcus aureus I, PWM, PMA lub przeciwciatami anty-p. Komorki linii
limfoidalnych (YT, HUT-102), jak rowniez aktywowane prawidtowe limfocyty B wykazujg
ekspresje receptora dla IL-2 o niskim i wysokim powinowactwie. Przy zastosowaniu
przeciwciat monoklonalnych anty-Tac wykryto p55 na aktywowanych komadrkach linii
monocyty/makrofagi wtgczajac komorki Reed-Strenberga w chorobie Hodgkinsa, komor-
ki Kupffera w watrobie, hodowane makrofagii z ptuc, komérki Langerhansa w skérze i
normalne ludzkie monocyty krwi obwodowej stymulowane LPS lub interferonemy. Anty-
gen Tac zidentyfikowano réwniez na komaérkach linii innych niz linie limfocytarno-mono-
cytarne. Granulocyty z fazy promielocytdw nie wykazujg ekspresji antygenu Tac in vitro
zaréwno przed, jak i po stymulacji. Cze$¢ jednak komérek blastycznych w okoto potowie
przypadkéw ostrej biataczki mielocytowej ma receptor dla IL-2 o niskim powinowactwie
[60].

p75jest obecny na aktywowanych limfocytach T, limfocytach B i monocytach, szczegél-
nie na limfocytach T stymulowanych PHA lub PMA i infekowanych HTLV-I, tworzac z
p55 receptor o vysokim powinowactwie [8,41]. Dodatkowo wystepuje na pewnych krgzg-
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cych komdrkach i liniach komorkowych, np. YT-2C2 i MLA-144, kt6re nie majg p55.
Wystepuja takze na spoczynkowych limfocytach szczeg6lnie subpopulacji CD8+ [8, 16,
22].

FUNKCJA RECEPTORA DLA INTERLEUKINY-2

Kazdy z tancuchdw heterodimeru p55 + p75 spetnia szczegdlng role przy tworzeniu
funkcjonalnego receptora dla IL-2 o wysokim powinowactwie. Obecno$¢ przeciwciat
anty-Tac nie hamuje proliferacji limfocytow, mimo ze catkowicie hamuje wigzanie IL-2 do
p55 i rozbija strukture heterodimeru p55 + p75 [2, 63]. Zablokowane przeciwciatami
monoklonalnymi anty-Tac komorki proliferujg dzieki obecnosci p75 wbtonie komdérkowej.
Jedynie stezenie IL-2 potrzebne do wywotania odpowiedzi proliferacyjnej wzrasta 15 razy
[63]. Komoérki linii MLA-144, u ktdrej stwierdzono autokrynowy mechanizm regulacji
proliferacji oparty na IL-2, majg wyfgcznie p75 i on odpowiada za pobudzenie komdrek
do podziatu [39, 55]. Wydaje sie, ze p55 nie bierze udziatu w transdukcji sygnatu. Gtéwna
jego rola polega na zmianie wiasnosci kinetycznych heterodimeru na bardziej korzystne
dla komérki. Szczegolne znaczenie heterodimeru p55 + p75 w transdukcji sygnatu pot-
wierdza fakt, ze przeciwciata monoklonalne Mik-R1 skierowane przeciwko p75 nie hamujg
zaleznej od IL-2 proliferacji linii komérkowych, o ile nie byty podane razem z przeciwciata-
mi monoklonalnymi AMT-13 przeciwko p55 [21, 54], W celu okreslenia funkcji réznych
domen p75 skonstruowano i wprowadzono do mysich komérek linii BA/F3 serie cDNA
dlagenu p75 z delecjami w réznych cze$ciach tancucha polipeptydowego regionu cytoplaz-
matycznego, a nastepnie badano powinowactwo p75 do IL-2, internalizacje IL-2 i trans-
dukcje sygnatu wzrostu [21]. Zmutowana posta¢ p75, ktéra zachowata jedynie 27-
aminokwasowg sekwencje cytoplazmatyczng, zatrzymata zdolno$¢ wigzania IL-2 i tworze-
nia receptora o wysokim powinowactwie. Zmiana dtugosci czesci cytoplazmatycznej nie
wywierata istotnego wptywu na proces internalizacji IL-2, natomiast miata istotne znacze-
nie dla transdukcji sygnatu. Szczeg6lnie delecja rejonu pomiedzy aminokwasami 267 a 312,
bogatego w reszty serynowe i aminokwasy kwasne, powodowata utrate zdolnosci trans-
dukcji sygnatu. Autorzy postuluja, ze ta krytyczna dla transdukcji sygnatu 46-aminokwaso-
wa domena moze stanowi¢ miejsce aktywne enzymu o nieznanej funkcji lub miejsce
wigzania dla jakiego$ drugorzedowego przenos$nika informacji. W 1987 r. Hatakeyama i
wsp. skonstruowali geny chimeryczne kodujgce receptor ztozony z zewngtrzkomorkowej
czesci p55 oraz czesci btonowej i cytoplazmatycznej receptora dla insuliny. Ekspresje tego
receptora uzyskano w mysich limfocytach T linii EL-4 [20]. Obserwowano specyficzne
wigzanie IL-2 przez chimeryczny receptor oraz internalizacje 1L-2. Zmiana cze$ci btono-
wej i cytoplazmatycznej p55 nie wptyneta na zdolno$¢ tworzenia funkcjonalnego receptora
0 wysokim powinowactwie. Obecno$é duzej cytoplazmatycznej domeny receptora dla
insuliny z aktywnoscig kinazy tyrozynowej nie wptyneta na strukture i funkcje receptora
dla IL-2. Wprowadzenie cDNA p55 do komérek nielimfoidalnych spowodowato ekspresje
antygenu Tac na ich powierzchni [17, 40]. Jednak stymulacja transfekowanych komérek
IL-2 nie dawata dostrzegalnej odpowiedzi wzrostu. Kiedy wprowadzono cDNA p75 do
komarek nielimfoidalnych NIH 3T3, nie obserwowano efektu wigzania IL-2, co sugeruje,
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ze ekspresja receptora dla IL-2 o $rednim powinowactwie wymaga dodatkowych specy-
ficznych komadrkowo sktadnikow [22].

Przeciwciata monoklonalne anty-Tac dodane do hodowli limfocytow T stymulowanych
mitogenem lub antygenem hamuja ekspresje biatek pojawiajacych sie po stymulacji komé-
rek: receptoréw dla insuliny i transferyny ibiatek la (/ antigen - antygen kodowany przez
geny regionu | uktadu zgodnosci tkankowej u myszy) [60]. Zablokowanie p55 przeciwciata-
mi anty-Tac hamuje szereg funkcji limfocytow T, np. tworzenie cytotoksycznych i supre-
sorowych limfocytdw T w hodowli allogenicznej [7,35,58]. Przeciwciata anty-Tac hamuja
produkcje immunoglobulin przez stymulowane poliklonalnymi aktywatorami limfocyty B
[7, 61]. Przy rozpatrywaniu roli p75 i p55 w przetwarzaniu sygnatu zwigzania IL-2 ze
swoistym receptorem btonowym oraz w przesyfaniu informacji do jadra komérkowego
nalezy uwzgledni¢ mozliwos$¢ zasocjowania z receptorem dla IL-2 innych biatek o m. cz.
22 kDa, 35 kDa, 40 kDa, 135 kDa i 180 kDa oraz wspomnianego juz wczes$niej biatka o m.
cz. 90-100 kDa [60]. Mechanizm, poprzez ktdry kompleks IL-2 + receptor dla IL-2
przesyta sygnat do jadra komdrki inicjujacej transkrypcje wielu gendw i podziat komorki,
pozostaje nadal nieznany. Liczne geny wigczajgc protoonkogeny c-myc, c-myb [4,49], geny:
dekarboksylazy ornitynowej [12], biatka szoku termicznego 70 [14], receptora dla IL-2 0
niskim powinowactwie [4, 28] i receptora dla transferyny [11] sg regulowane przez inter-
leukine-2. Efektem oddziatywania IL-2 z receptorem o wysokim powinowactwie jest
fosforylacja niektorych biatek komdrkowych miedzy innymi biatek o masie czgsteczkowej
67 kDa i 63 kDa wykrytych gtownie w cytoplazmie (pp67) ijadrze (pp63). Fosforylacja tych
biatek zachodzi przy udziale kinazy biatkowej C. IL-2 lub PMA indukuja fosforylacje reszt
seryny biatek pp67 i pp63 wszczurzych komérkach NK, wnormalnych ludzkich limfocytach
T stymulowanych mitogenem i limfocytach stransformowanych retrowirusem. Taka fosfo-
rylacja nie zachodzi w komdrkach, ktére maja tylko receptor dla IL-2 o niskim powino-
wactwie. Fosforylacje biatek indukowang przez IL-2 obserwowano w komorkach
MLA-144, ktére maja tylko receptor o srednim powinowactwie. Sugeruje sie, ze w komor-
kach, ktérych wzrost jest zalezny od IL-2, fosforylacja biatek moze mie¢ wazne znaczenie
w transdukcji sygnatu wzrostu przez receptor dla IL-2, bowiem fosforylacja biatek i
odpowiedz proliferacyjna komorki sg zalezne od dawki IL-2 i sg doktadnie skorelowane
[25]. Réwniez badania Ferrisa i wsp. wskazujg na fosforylacje wielu biatek, w tym gtéwnie
biatka o m. cz. 92 kDa po zwiazaniu IL-2 zreceptorem o wysokim powinowactwie. | chociaz
fosforylacja tego biatka byta hamowana przez przeciwciata monoklonalne anty-Tac nie
ulegata zmianie w tych komérkach, ktore nie miaty antygenu Tac [15].

Receptor dla IL-2 o $Srednim powinowactwie odpowiada za szybka endocytoze IL-2 [22,
37]. Internalizacja IL-2 prowadzi w komérce do jej degradacji prawdopodobnie przez
enzymy lizosomalne, gdyz chlorochina, zwigzek stabilizujacy btone lizosomoéw, zapohiega
degradacji IL-2. Tempo degradacji, po wstepnym okresie spoczynkowym ok. 1 godziny,
utrzymuje sie na wysokim poziomie 1400-1700 czasteczek na minute i jest takie samo
niezaleznie od ilosci antygenu Tac. Internalizacja kompleksu ligand-receptor powoduje
zwrotng regulacje ilosci receptorow dla IL-2 na powierzchni komoérek. W obecnosci IL-2
receptor dla IL-2 znika 10 razy szybciej niz nie zajety receptor [48]. Po dodaniu znakowanej
IL-2 do hodowli limfocytéw T ligand jest szybko internalizowany, a po 2-3 godzinach
inkubacji ilos¢ receptoréw dla IL-2 osigga stan réwnowagi. Po tym okresie w obecnosci
wysycajacego stezenia IL-2 dla receptora IL-2 o wysokim powinowactwie liczba struktur
wigzacych IL-2 stanowi 10-20% liczby receptora o wysokim powinowactwie poczgtkowo
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obecnej na powierzchni komérek. W roku 1986 Gullberg [18] wykonat doswiadczenia, w
ktérych manipulowat liczbg receptoréw dla IL-2 o niskim powinowactwie. Otrzymat
populacje komarek, ktéra miata tylko 5-15% miejsc wigzania IL-2 o niskim powinowactwie
obecnych normalnie na aktywowanych limfocytach T, podczas gdy ekspresja receptora o
wysokim powinowactwie byta nie zmieniona. Sktad receptoréw dla IL-2 otrzymany w ten
sposéb cechowat tak obnizony poziom receptora dla IL-2 o niskim powinowactwie, ze
prawie potowa powierzchniowej puli antygenu Tac byfa zasocjowana zreceptorem dla IL-2
0 wysokim powinowactwie. Rok pdzniej ten sam autor zbadat dynamike i funkcje hetero-
dimeru p55 + p75 w warunkach silnej redukcji ekspresji p55 i w warunkach normalnych
[19]. Na stymulowanych limfocytach T z catkowitej puli antygenu Tac tylko 2,5% antygenu
Tac wigze sie z p75 tworzac receptor dla IL-2 o wysokim powinowactwie. Na komaérkach
ze sztucznie obnizonym poziomem antygenu Tac na powierzchni 30-50% receptorow dla
IL-2 sg to receptory o wysokim powinowactwie. Obnizenie ilosci antygenu Tac nie wpty-
wato na proces internalizacji IL-2. Te badania pozwolity zaobserwowac, ze p55 ulega
internalizacji wspolnie z p75. Krétka ekspozycja otrzymanej populacji komoérek na oczysz-
czong IL-2 powoduje utrate 35740% miejsc wigzania znakowanych przeciwciatami anty-
Tac. Chociaz Robb i Greene [37] wykazali, ze IL-2 ulega internalizacji juz w obecnosci p75,
wydaje sie, ze internalizacja ligandu zachodzi gtéwnie poprzez heterodimer p55 + p75.

Nasze informacje na temat mechanizmu przesytania sygnatu przez bione i nature
biochemicznej drogi aktywacji przez IL-2, co prowadzi do replikacji DNA i podziatu
komadrkowego, pozostajg nadal bardzo ograniczone. Poznanie struktury receptora dla IL-2
pozwala zrozumieé, w jaki sposéb defekt w zdolno$ci do normalnej ekspresji tancuchéw
receptora moze prowadzi¢ do niedoboréw immunologicznych, choréb autoimmunizacyj-
nych i licznych nowotworéw. W przeciwieAstwie do prawidtowych spoczynkowych komo-
rek pewna czes¢ nieprawidtowych komorek w nowotworach limfoidalnych, szczegolnie
tych zwigzanych z retrovirusem HTLV-I, oraz chorobach autoimmunizacyjnych marecep-
tor dla IL-2 o niskim powinowactwie [9, 59, 62], Ta informacja stanowi podstawe do
podjecia préb terapeutycznych z uzyciem czynnika eliminujgcego komérki "Tac pozy-
tywne". Limfokiny iprzeciwciata monoklonalne potaczone z toksyng byty uzyte przeciwko
komérkom nieprawidtowym u pacjentéw z biataczkami i chorobami autoimmunizacyjny-
mi, jak réwniez w poszczeg6lnych przypadkach odrzucania alloprzeszczepu [60].
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Streszczenie. W niniejszej pracy pogladowej przedstawiono hybrydowy charakter komorki przewlekltej biataczki
limfatycznej B komérkowej (PBL-B). Zagadnienie to rozpatrywano w aspekcie réwnoczesnej ekspresji mar-
keréw komérki B i T, niektorych antygenéw wspélnych dla wszystkich leukocytow oraz tzw. antygenéw nowot-
worowych. Ponadto w PBL-B wystepuje szereg ilosciowych i jakosciowych nieprawidtowosci komoérek T tgcznie
z nieprawidtowg rearanzacjg gendw dla faricucha gamma receptora komoérki T iaberracjami chromosomowymi.
Whyniki te sugeruja, ze przynajmniej w niektérych przypadkach PBL-B wychodzi z mtodej komérki wspéinej dla
linii komoérek Bi T.

Summary. In this review article the hybridic nature of leukaemic B-cells of chronic lymphocytic leukaemia is
considered. This problem is approaching by presenting the date on contemporaiy expression of B- and
T-lymphocyte markers, of some common leukocyte antigens and of so called ""neoplastic antigens". Furthermore
several qualitative and quantitative T cell abnormalities including affected gene rearrangation involving gamma
Ig chain (TCR gamma) receptor and also chromosome aberration are reviewed. Presented results suggest that
in some cases of chronic B cell lymphocytic leukaemia may originate from the early and common for T- and B
line cell.

WPROWADZENIE

Przewlek}a biataczka limfatyczna B-komérkowa (PBL-B) jest zaliczana do najczesciej
wystepujgcych biataczek tak w Stanach Zjednoczonych, jak iw Europie. Stanowi ona ok.
30% wszystkich biataczek. Przyjmuje sie, ze w 95% przypadkéw jest to monoklonalna
nowotworowa proliferacja limfocytéw B. Nie jest to jednak pojedyncza jednostka choro-
bowa i naszym zdaniem nalezy raczej mowi¢ o chorobach typu przewleklej biataczki
limfatycznej [34,35,57,58]. Niedawno miedzynarodowa Grupa Badaczy Francusko-Ame-
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rykansko-Brytyjskich, tzw. Grupa FAB na podstawie badan morfologicznych i badan
fenotypu immunologicznego biataczkowych komorek, badan histopatologicznych szpiku,
a takze obrazu klinicznego wyr6znita dziewie¢ wariantéw PBL-B [6], ktore przedstawiono
w tabeli 1. Granice miedzy postacig klasyczng PBL-B ijej wariantami sg ptynne. Ponadto
Han i wsp. [29] na podstawie badan retrospektywnych biataczek typu PBL-B wyodrebnili
tagodng monoklonalng limfocytoze B-komdérkowg (benign monoclonal B cell lymphocyto-
sis) o odmiennym przebiegu klinicznym.

W tabeli 2 w nieco zmodyfikowanej wersji klasyfikacji PBL-B-FAB przedstawiono
cechy morfologiczne biataczkowych limfocytow B umozliwiajgce réznicowanie miedzy
poszczegdlnymi postaciami PBL-B. Odrézniono mate limfocyty z klasycznej PBL-B od
duzych limfocytéw i prolimfocytéw wystepujacych w biataczce mieszano-komorkowej.
Przedstawiono takze bardziej subtelne réznice miedzy pleomorficznymi limfocytami z
biataczki limfatyczno-prolimfocytarnej a raczej homogenng populacjg prolimfocytéw w
biataczce prolimfocytarnej. Scharakteryzowano komorki witosiane biataczki witosiano-ko-
madrkowej i komorki szczelinowate chtoniaka grudkowego.

Badania fenotypu immunologicznego biataczkowych komérek dostarczajg cennych
informacji odnosnie linii i stopnia dojrzatosci komorki B, w ktérej wystgpita ztosliwa
transformacja. Rozpoznanie r6znicowe poszczeg6lnych postaci PBL-B przy uzyciu technik
immunologicznych przedstawiono w tabeli 3.

KLASYCZNA PRZEWLEKLA BIALACZKA LIMFATYCZNA
B-KOMORKOWA

MORFOLOGIA BIALACZKOWYCH KOMOREK
| OBRAZ HISTOPATOLOGICZNY SZPIKU

Dominujacg komorka w PBL-B jest maty limfocyt z charakterystycznym waskim rab-
kiem cytoplazmy o regularnych obrysach jgdra i cytoplazmy. Niekiedy jednak obserwuje
sie pewng nieregularnos¢ jader, jak np. jadra nerkowate lub jadra o ptytkich wcieciach.
Cytoplazma jest homogenna, blado-niebieska, pozbawiona ziarnistosci. Natomiast chro-
matyna jadra tworzy zbite, grube, ciemne bloki rozdzielone jasniejszymi przestrzeniami.
Jaderka sg zazwyczaj niewidoczne. Charakterystyczne sg cienie komadrkowe, ktorych
odstetek wzrasta ze wzrostem leukocytozy.

W badaniu histopatologicznym szpiku nacieki komérek biataczkowych moga mieé
charakter: naciekéw $rodmigzszowych (iinterstitial), guzkéw (nodular), mieszany lub nacie-
koéw rozlanych (diffuse), co jak sie wydaje, koreluje ze stanem klinicznym [44, 52].

CHARAKTERYSTYKA IMMUNOLOGICZNA BIALACZKOWYCH KOMOREK

Zdaniem autoréw z Grupy FAB [6] cztery markery immunologiczne decyduja o roz-
poznaniu PBL-B. Sg to:

* staba ekspresja powierzchniowych immunoglobulin (1g),

» zdolnos¢ tworzenia rozet z erytrocytami myszy przez co najmniej 30% komoérek,

» ekspresja antygenu CD 5 na ponad 50% komorek,

» ekspresja antygenu CD 22 na ponad 30% komorek.
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TABELA 1 Proponowana przez Miedzynarodowa Grupe Badaczy Francusko-Amerykansko-Brytyjskich kla-
syfikacja przewlektych biataczek limfatycznych B-komérkowych (klasyfikacja PBL-B wg FAB [6])

+ Kilasyczna przewlekta biataczka limfatyczna B-komérkowa
¢ Przewlekia biataczka limfatyczna B-komérkowa typu mieszanego, w ktérej wyrézniono dwa podtypy:
O podtyp dimorficzny
< podtyp pleomorficzny
+ Biataczka prolimfocytama
+ Biataczka wiosiano-komoérkowa i jej wariant wiosiano-prolimfocytamy
¢ Chioniak $ledzionowy z kosmatymi limfocytami
+ Biataczkowa faza chtoniaka grudkowego
+ Biataczkowa faza chioniaka typu posredniego (intermediate lymphoma), czyli chtoniaka wychodzacego z
mankietu limfocytéw B otaczajacych grudki chtonne (mantle zone lymphoma)
¢ Makroglobulinemia Waldenstroma
+ Bialaczka plazmocytarna, w ktérej wyrézniono dwa podtypy:
0 plazmocytowy
<> plazmoblastyczny

Antygen CD 5 (dawniejsze nazwy T 1, UCHT 2, T 101) jest glikoproteing o masie
czasteczkowej 67 kDa (gp 67), bedgca w zasadzie antygenem komorek T i tylko niewielkiej
subpopulacji komorek B [33, 51]. CD 5 wystepuje zalewdwie na 2-3% komorek B migda-
tkow oraz wsrod limfocytow B z mankietu otaczajgcego grudki chtonne | i Il rzedu.
Zdaniem Caligaris-Cappio [9] w warunkach prawidtowych antygen ten kontroluje prolife-
racje komorki T, ale kontrola ta nie obejmuje biataczkowych komorek B. Na poziomie
molekularnym ekspresja CD 5 powoduje zwiekszenie sie puli prekursorowej fosfolipazy C
we wnetrzu komorki [67].

Antygen CD 22 (dawniejsze nazwy FMC 7, To 15, HD 39)jest gp 135 majacg pie¢ domen
podobnych do Ig. Geny kodujgce CD 22 sg zaliczane do nadrodziny genéw immunoglobu-
linowych (immunoglobulin gene super family). Wykazano takze znamienne homologie z
molekuta glikoproteiny mielinowej (myelin-associated glycoprotein, w skrécie MAG) tak
zwanego biatka adhezji neuronéw {neuronal adhesion protein), ktére warunkuje adhezje
monocytow i erytrocytéw [33, 69]. U o0sdb zdrowych ekspresja antygenu CD 22 moze
wystepowac zaréwno we wnetrzu komdrki, jak i na powierzchni jednej z subpopulacji
komérek B. Ekspresje cytoplazmatyczng CD 22 obserwuje sie wytgcznie w prekursorowych
komérkach B, natomiast na matych, dojrzatych limfocytach antygen CD 22 wystepuje na
powierzchni komorki [9]. Podobnie jak antygen CD 2 komérek T, ktéry jest receptorem
dla erytrocytéw barana, CD 22 utatwia rozpoznanie antygenu przez immunoglobulinowy
receptor komérki B. Jest to mozliwe dzieki nasileniu niespecyficznych antygenowo kon-
taktow z komorkami prezentujagcymi antygen. Przemawia za tym fakt, ze ekspresja CD 22
jest skoordynowana z ekspresja powierzchniowych Ig w odpowiedzi na antygen [55]. CD
22 pojawia sie na powierzchni komorki wkrétce po IgM, réwnoczesnie z IgD [17, 55]. Co
wiecej zarowno IgM, jak i CD 22 wystepuja wytacznie w cytoplazmie, a nie na powierzchni
komorek pre-B i mtodych blastycznych komaérek B z ostrych biataczek limfoblastycznych
B komoérkowych [17]. Wydaje sie, ze CD 22 uczestniczy takze w transmisji sygnatéw
dziatajac synergistycznie z receptorem dla antygenu [54] i reaguje krzyzowo z powierz-
chniowg IgM, ale wykgcznie w komérkach IgM + CD 22 , a nie w komé6rkach IgM  CD
22* [55],
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TABELA 2. Cechy morfologiczne biataczkowych limfocytéw B w przebiegu réznych postaci przewlektych
biataczek limfatycznych (modyfikacja wg [6])

Posta¢ przew-Typ biataczko- Rozmiary Struktura Jaderko Cytoplazma Inne  cechy
lektej biatacz- wej komérki  komérki chromatyny morfologiczne
ki limfatycznej jadra
Klasycz- mate limfocyty mniejsze od zbita w grube brak skgpa (wyso- regularne
na PBL-B podwdjnej $re- bloki roz- ki stosunek ja- obrysy jadra,
dnicy krwin- dzielone jasniej- drado cyto- liczne cienie
ki czerwonej  szymi prze- plazmy) komorkowe
strzeniami
PBL-B typu-duze limfocyty wieksze od po-zbita trudno uchwyt-ilo$¢ zmienna,komérki réz
mieszano- dwajnej Sredni - ne w mikros- zwykle nieco nych rozmia-
-komérkowego cy krwinki kopie Swietl- obfitsza (stad row
czerwonej nym lub mate nizszy stosunek
jadra do cyto-
plazmy)
Biataczka lim- pleomorfi- jw. jw. wyrazne, rézne ilosci  jw.
fatyczno-pro- czne lim- potozone (rézny stosu-
limfocytama  focyty centralnie nek jadra do
cytoplazmy)
Biataczka pro-prolimfocyty jw. jw. jedno, wyrazne obfitsza (nis-  jw.
limfocytama ki stosunek jg
dra do cyto-
plazmy)
Biataczka wio- komdrki wio-  jw. jednorodna Zle widoczne, obfita (niski  delikatne wy-
siano-komor- siane (hairy rozproszona pojedyncze,  stosunek jad- pustki cyto-
kowa cells) potozone eks- rado cytoplaz- plazm atyczne

centrycznie my), kontu-  widoczne w mi-
rycytoplaz-  kroskopie kon-
my niewyraz- trastujgcym fa-

ne zy lub elektro-

nowym
Biataczko- komorki szcze-$rednicy nie-jednorodna, brak lub trud- skgpa, niewi-w jadrze jedna
wa faza chto- linowate wiele wigk- gruboziarnista no uchwytne, doczna lub wa-do dwu ptyt-
niaka grud-  {cleft cells) szej od $rednicy niekiedy dwa  ski rabek szych lub gte-
kowego krwinki czer- bszych szczelin
wonej (mniej- nadajacych mu
szej od limfocy- kanciaste

téw z PBL-B) ksztatty

Kombinacje co najmniej trzech z czterech powyzej przedstawionych markeréw wy-
stepujg w ponad 80% klasycznych przypadkéw PBL-B i w 65% przypadkow biataczki
limfatyczno-prolimfocytarnej, ale w zadnym przypadku biataczki prolimfocytarnej [6],

Transformacja nowotworowa tak gteboko zaburza biologie komérek PBL-B, ze w
zasadzie nie mozna méwic¢ o komorkach B, ale o hybrydach noszacych zaréwno markery
komorek B,jak i T, tgcznie z klonalng rearanzacjg zarowno gendw Ig, jak i genéw receptora
komorki T (T celi receptor, w skrécie TCR). Ponadto te hybrydowe komorki nosza
jakkolwiek stabiej wyrazone antygeny wspoélne dla catego uktadu leukocytéw, jak np.
antygen receptora biatek adhezywnych (MAC-1 - CD llb). Jest to gp 155/95 petnigca
czynno$c¢ receptora dla fragmentu bi trzeciej sktadowej dopetniacza (R-C 3 bi). U 0s6b
zdrowych CD Ilb charakteryzuje uktad granulocytéw-monocytéw-makrofagéw i natu-
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ralne komorki cytotoksyczne (komérki NK) [33,51,70]. Wreszcie na powierzchni komérek
PBL-B obserwowana jest ekspresja tzw. antygendéw nowotworowych.

MARKERY KOMOREK BWYSTEPUJACE NA KOMORKACH
PRZEWLEKLEJ BIALACZKI LIMFATYCZNEJ B KOMORKOWE]J

Do markerow komoérek B wystepujacych na komérkach PBL-B nalezg [9, 23, 60]:

1) wzmiankowana juz monoklonalna warstwa powierzchniowych 1g (Slg), chociaz
czasteczki Slg sg z rzadka rozrzucone na powierzchni biataczkowych komérek (do 9000
czasteczek na komaérce); sg to najczesciej SIgM lub SigM i SIgD, przy czym w przypadku
ekspresji obu izotypow taricuchéw ciezkich czasteczki IgM i IgD maja ten sam idiotyp;

2) klonalna rearanzacja genéw Ig;

3) receptor dla erytrocytéw myszy, chociaz u 0séb zdrowych wystepuje on tylko na matej
subpopulacji komoérek B (5-20% limfocytéw krwi obwodowej);

4) antygen CD 21 (dawniejsza nazwa B 2), jest to biatko - p 140 stanowigce receptor
dla fragmentu d trzeciej sktadowej dopetniacza (R-C 3 d) ireceptor dla wirusa Epsteina-
Barr, u 0s6b zdrowych wystepuje on tylko na subpopulacji komoérek B [33, 51];

5) ekspresja antygenow specyficznych dla wszystkich komdrek B, ale réznych na
komérkach o réznym stopniu dojrzatosci lub komérkach bedacych w réznych stanach
aktywnosci; do antygendéw tych naleza:

» antygeny DR i DC ukfadu HLA,

» antygen CD 19 - gp 95 (dawniejsza nazwa B 4), wystepujacy w bardzo wczesnym
okresie réznicowania prawidtowej komoérki B,

» antygen CD 20- p 37/32 (dawniejsza nazwa B 1), sugeruje sie, ze jest to Srédbtonowa
struktura odgrywajgca role w wewnatrzkomoérkowym taricuchu przemian Ca2+ [33],

e antygen CD 24 - gp 41/38? (dawniejsza nazwa BA-1), ktéry poza komdrkami B
wystepuje takze na komdrkach linii granulocytéw,

< omoéwiony wczesniej antygen CD 22 - gp 135;

6) antygeny aktywacji komorki B (activation antigens):

< antygen B 5 (ok. 90% badanych przypadkéw),

¢ antygen Blast-1,

« tancuch beta receptora dla interleukiny-2 (CD 25 - gp 55), przy czym te dwa ostatnie
markery wykryto w ok. 50% badanych przypadkéw PBL-B [21].

Z innych antygenéw S$wiadczacych o aktywacji komorki B w przypadkach PBL-B,
rzadziej opisywano ekspresje antygenu CD 23 - gp 45-50 (dawniejsza nazwa Blast-2) i
receptora dla interferonu alfa [13]. Obecnie wyodrebniono dwa rodzaje mMRNA CD 23.
Jeden - Fc epsilon Rlla jest wytwarzany wytgcznie przez komérki B, podczas gdy drugi -
Fc epsilon RIlb wykryto w liniach monocytéw (chociaz nie w prawidtowych monocytach),
liniach eozynofiléw i komérek T CD 23 dodatnich [33]. Fc epsilon RII jest uwazany za
receptor o niskim stopniu powinowactwa wobec IgE. Jego rola na komérkach B nie jest
jeszcze wyjasniona. Z molekuty CD 23 znajdujacej sie na powierzchni komérki moga zostac
odszczepione rozpuszczalne fragmenty, z ktérych czes¢ zachowuje zdolno$¢ wigzania IgE
i jest okreslana jako czynnik wigzacy IgE (IgE-binding factor, w skrdcie IgE-BF), lub
rozpuszczalny CD 23 (soluble CD 23, w skrécie sCD 23) [47,65]. Gordon iwsp. [26] sadza,
ze CD 23 petni role receptora dla niskoczgsteczkowego czynnika wzrostu komoérki B. Inni
autorzy [64] sugeruja, ze odgrywa on wazng role w regulacji syntezy IgE u cziowieka.
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TABELA 3. Markery btony komérkowej limfocytéw z przewlektych biataczek limfatycznych B komérkowych

(wg [6])

Marker komérkowy  Przewle- Biatacz- Biatacz- Faza biataczkowa Chioniak  Biataczki
kfa bia- ka pro- ka wio- nieziamiczych $ledzio- plazmo-
taczka limfocy- siano- chtoniakéw nowy z ko- cytame
limfa- tama -komoér-  grudko-  posred- smatymi
tyczna kowa wych nich limfocy-

tami

Powierzchniowe reakcja reakcja silna umiarko- silna ujemna

Ig staba wana

Cytoplazmatyczne - iy -+ - - -+ + +

Ig

Rozety z erytro-

cytami myszy + + - -+ -+ -+ - -

CD5 + + -+ - - + + - -

CD 19, 20, 24 + + + + + + + + + + + o+ -

Klasa Il HI A + + + + + + + + + + + + -

CD 22 (FMC7) -+ + + + + + + + + -

CD 10 (CALLA)* - -+ - + A+ . J+

CD 25 - - + + - - o+ -

CD 38 - - -+ -+ - -+ + +

Oznakowanie: (+ +) wskazuje, ze marker wystepuje na 80-100% komoérek w poszczegélnych chtoniakach
B-komorkowych,(+) - marker na40-79% komérek, (-/+)- marker na 10-39% komérek, (-) - marker na 0-9%
komorek.

Do nowotworoéw plazmocytamych zaliczono: mielocytomatoze i biataczke plazmocytama. Komérki makro-
globulinemii Waldenstroma maja podobny fenotyp do nowotworéw plazmocytamych, chociaz maja réwniez
niektére cechy wspdlne z biataczkg prolimfocytama, biataczkg wtosiano-komérkows i nieziamistymi chtoniaka-
mi (ekspresja FMC 7, CD 22 i niektérych antygendw komorki B).

* CALLA skrét od common acute lymphoblastic leukaemia antigen - odpowiadajacy enzymowi - obojetnej
endopeptydazie (neutral endopeptidase) - znanemu takze pod nazwg metalo-endopeptydazy lub encefalinazy. W
uktadzie limfo-, hemopoetycznym charakteryzuje prekursorowe komérki B oraz komorki centréw rozrodczych

grudek chionnych.

Swedeman i Thorley-Lawson [71] doniesli, ze sCD 23 ufatwia autokrynowy wzrost zar6wno
limfocytéw stransformowanych przez wirusa Epsteina-Barr, jak i pobudzonych prawidto-
wych limfocytdw. Bialaczkowe komérki nie majg natomiast ani antygendw wczesnych
rozwojowo komorek B, takich jak obojetna endopeptydaza - CD 10 - gp 100 (dawniejsza
nazwa CALLA) [46], ani antygendw catkowicie zréznicowanych, sekrecyjnych komorek B,
takich jak PCA-1 i CD 38 - p 45 [9],

MARKERY KOMOREK T WYSTEPUJACE NA KOMORKACH PRZEWLEKLEJ
BIALACZKI LIMFATYCZNEJ B KOMORKOWE]

Jesli idzie o antygeny komorki T wystepujace na hybrydowych komérkach PBL-B, to:

« Powszechnie stwierdza sie ekspresje omoéwionego juz antygenu CD 5 -gp 67 [9, 21,
23, 24,60].

* W ponad 20% przypadkéw PBL-B iw ok. 90% przypadkdw biataczki prolimfocy-
tarnej [16,31,41] wykryto ekspresje antygenu CD Ic, z grupy kompleksu antygenéw CD la
-gp49,CD Ib -gp 45, CD Ic-gp 43[31,51]. Jak sie wydaje, geny kodujace grupe antygenéw
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CD 1naleza do nadrodziny genéw immunoglobulinowych. Majg one strukture podobng do
struktury genéw gtdwnego uktadu zgodnosci tkankowej | klasy. W warunkach prawidto-
wych CD Ic wystepuje na: tymocytach czesci korowej grasicy, komoérkach Langerhansa
skory, komdrkach siateczki strefy T (interdigitating reticulum cells) i limfocytach B z
mankietu otaczajgcego grudki chtonne 1i Il rzedu [16].

* W 5-20% przypadkéw obserwowano stabg, ale wyrazng ekspresje CD 2 (dawniejsze
nazwy T 11,9.6, 35.1) [9]. Jest to gp 50, z ktdrg wigza sie dwa przeciwciata monoklonalne,
wzglednie istnieje synergizm przeciwciat CD 2 i LFA-3 (lymphocyte function associated
antigen - CD 58). LFA-3 do niedawna byt uwazany za antygen receptora dla krwinek
czerwonych barana. W istocie posredniczy on przyleganiu limfocytdw T do ich partneréw
komoérkowych, a nastepnie odgrywa role w transdukcji sygnatow do wnetrza komorki, w
czego wyniku dochodzi do aktywacji limfocytow T [43] (analogicznie jak omowiony juz CD
22). Wykazano, ze w faficuchu wewnatrzkomoérkowych sygnatdw zainicjowanych aktywacja
molekuty CD 2 uczestniczy biatko G oraz ze istniejg powigzania czynnosciowe miedzy CD
2 a innymi molekutami btony komérkowej, takimi jak CD 44 (antygen leukocytéw, mézgu
1krwinek czerwonych) i CD 45 (antygen leukocytéw). Zwigzek czynno$ciowy miedzy CD
2 i CD 45 moze zostac¢ wyjasniony tym, ze CD 45 na powierzchni ludzkich limfocytow T
jest zwigzany fizycznie z CD 2 [66], a ponadto jego wewnatrzkomorkowa domena ma
aktywnos¢ kinazy tyrozynowej [74]. Sugeruje sie istnienie epitopu CD 2, ktory petni
czynno$¢ pierwotnego receptora rozpoznawczego i ktory ujawnia sie dopiero po aktywacji
komérek T (CD 2R naturalnych komérek cytotoksycznych) [33]. Ekspresja CD 2 na
biataczkowych komérkach B wyjasnia, dlaczego w warunkach in vitro moga one zostaé
pobudzone do tworzenia rozet z erytrocytami barana.

* W okoto 20% przypadkéw wystepuje ekspresja antygenu CD 3 (dawniejsze nazwy
T 3, Leu 4) [24]. Ekspresja CD 3 jest szczegdlnie intrygujaca, poniewaz jest to kompleks
(5 tancuchéw) gp/p 26,20,16 [33] odpowiadajacy taricuchom polipeptydowym czesci TCR
(patrz dalej). Co wiecej, aby krzyzowo zwigzany z obcym antygenem receptor adhezji CD
2 mégt przekazaé odpowiedni sygnat do wnetrza komérki, konieczny jest jego zwigzek z
receptorem CD 3 [67].

« Stosunkowo czesto biataczkowe komérki PBL-B wykazujg obecno$¢ antygenu CD
6 (dawniejsze nazwy T 12, T 411) [9]. Jest to gp 100 wystepujgca na wiekszosci prawidto-
wych komarek T isubpopulacji komdrek B.

* W niektdrych przypadkach PBL-B opisywano ekspresje antygenéw CD 4 - gp 59
(dawniejsza nazwa T 4) i CD 8 - gp 32 (dawniejsza nazwa T 8) [9]. Antygeny CD 4iCD 8
sg markerami odpowiednio: pomocniczych komorek T i cytotoksycznych, supresorowych
komérek T. Sugeruje sie istnienie co najmniej 24 réznych epitopéw molekuty CD 4.
Przeciwciata monoklonalne anty CD 4 interferuja z klasg Il antygendw gtéwnego uktadu
zgodnosci tkankowej, a takze ze zdolno$cig komérek CD 4 dodatnich do wigzania wirusa
nabytego braku odpornosci (HIV) (CD 4 jest receptorem HIV) [33]. Molekuta CD 8
wystepuje albo jako heterodimer ztozony z taricuchdw alfa i beta TCR, albo jako homodi-
mer alfa, alfa [33]. Jak sie wydaje, CD 4, CD 8, CD 2 i niedawno odkryta molekuta CD 45
tworzg kompleks regulujacy aktywacje komérki T poprzez fosforylacje i defosforylacje
kinazy tyrozynowej [67].

» Ponadto na biataczkowych komdrkach wykryto antygen TQ 1[52 a]. Antygen TQ 1
jest antygenem wszystkich ludzkich leukocytdw (pan-leukocyte antigen). Jego wystepowa-
nie lub brak identyfikujgjedng z dwu subpopulacji limfocytéw T CD 4 dodatnich (limfocyty
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TCD4+TQ +ilimfocyty T CD 4+ TQ). Prawie wszystkie komoérki TQ' petnig czynnosci
pomocnicze wobec komdérek B utatwiajac im synteze 1gG i IgM. Natomiast komorki TQ
1+ hamujg synteze 1gG wywotang mitogenem szkarfatki [32] i sa okres$lane jako komorki
T CD 4+, ale indukujgce supresje [52 a]. Supresyjne dziatanie komorek TQ 1+ jest zgodne
z odkryciem, ze w miejscach nieaktywnych mitotycznie, takich jak okolice podkorowe i
miedzygrudkowe weztéw chtonnych, znajdujg sie komérki T - TQ +, podczas gdy w
centrach rozrodczych grudek chtonnych, ktére sg miejscem proliferacji komoérek B, znaj-
dujg sie komoérki T - TQ' [30]. By¢é moze subpopulacja komérek CD 4+ i TQ + jest
identyczna z subpopulacjg komérek induktorowo-supresorowych noszacych antygen CD
45R (CD 45R jest glikoproteing 220 wszystkich leukocytow i m.in. pozwala na zréznico-
wanie miedzy subpopulacjg komdrek induktorowo-supresorowych, a subpopulacja induk-
torowo-pomocniczg) [45]. Wracajac do antygenu TQ 1, to Camerini i wsp. [10] uwazajg go
za odpowiednik mysiego receptora zadomowienia {homing receptor) - Mel-14. Mel-14, a
takze ludzki antygen zadomowienia {homing-associated antigen) [15] sg odpowiedzialne za
adhezje zwlaszcza dojrzatych limfocytéw T i B krwi obwodowej do wyspecjalizowanych
Srodbtonkow postkapilarnych zytek w weztach chtonnych. Stad przez $ciane naczyniowa
limfocyty migrujg do otaczajacych tkanek limfoidalnych lub ogniska zapalnego. Ponadto
Camerini i wsp. [10] wykazali, ze TQ 1 moze wystepowac zardwno w postaci konwencjo-
nalnej, jak i w formie zwigzanej z fosfolipidami, co by¢ moze wiaze sie ze zrzucaniem
antygenu przez uaktywniong komdrke zadomowiong w wezle chtonnym. Jak sie wydaje,
wystepowanie antygenu TQ 1 na biataczkowych komérkach B wigze si¢ z ich akumulacja
w tkankach. Nie jest wykluczone, ze ekspresja tego antygenu jest odpowiedzialna za
obserwowane przez Kunickg i Platsoucasa [37] hamowanie przez komorki B pochodzace
od ok. 35% chorych z PBL-B, procesu syntezy Ig w prawidtowych limfocytach B w
warunkach mieszanej hodowli z komérkami pomocniczymi.

« Wystepowanie markeréw komorki T na biataczkowych komérkach PBL-B zostato
potwierdzone wykryciem obok klonalnej rearanzacji genéw Ig réwniez klonalnej rearan-
zacji genow TCR.

BUDOWA RECEPTORA KOMORKI T

TCR ma ztozong strukture, przypominajaca strukture 1g, i sktada sie z szeregu podjed-
nostek, ktére warunkujg petnienie co najmniej dwu czynnosci:

0 pierwszej polegajgcej na rozpoznaniu specyficznego antygenu,

o drugiej, ktéra ujawnia sie po zwigzaniu antygenu i polega na przestaniu biochemicz-
nego sygnatu do wnetrza komérki, co warunkuje wystapienie odpowiedzi immunologicznej
komoérek T.

Podjednostki sktadajgce sie na TCR podzielono na dwie grupy.

® Pierwsza - tzw. Ti - stanowia komponenty rozpoznajace swoisty antygen. Naleza
tutaj fancuchy alfa i beta tworzace heterodimer. Powstajag one podobnie jak Ig dzieki
rearanzacji genow VDJ i majg charakter klonalny. Ekspresja tancuchéw alfa i beta
wystepuje na powierzchni wiekszosci limfocytow T krwi obowodowe;j.

4 Do drugiej grupy - tzw. kompleksu CD 3 - nalezg komponenty odgrywajace role w
transdukcji sygnatéw. Mianowicie zwigzanie kompleksu CD 3 przez antygen inicjuje
kaskade wewnatrzkomdrkowych sygnatéw, takich jak: hydroliza fosfoinozytolu, urucho-
mienie Ca2+ iaktywacja kinazy biatkowej C [67]. Na kompleks CD 3 sktadaja sie taficuchy
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gamma, delta i epsilon oraz zwigzane z nimi podjednostki dzeta i eta [5, 12]. Lafcuchy
gamma, delta i epsilon nie majg charakteru klonalnego. Ekspresje taficuchéw gamma i
delta obserwowano tylko w matej subpopulacji limfocytow krwi obwodowej, tymocytach i
dendrytycznych komérkach naskdrka. Tak wiec TCR sktada sie co najmniej z o$miu
tancuchéw. Sa to: tancuchy alfa, beta, gamma, delta, epsilon i dwa tafncuchy dzeta [76,77]
oraz taficuch eta.

Jednakze sam kompleks CD 3 nie jest wystarczajacy dla petnej aktywacji komaorki T. W
celu zapoczatkowania aktywacji komorki T lub rozszerzenia sie jej, konieczne sg jeszcze
sygnaty pochodzace z innych molekut powierzchni komérkowej. Przypuszcza sie, ze ponad
15 powierzchniowych molekut odgrywa taka role w petnej aktywacji komorki T. Tak wiec
kompleks CD 3 wspoétdziata w transdukcji sygnatéw ze wzmiankowanym juz wczes$niej
kompleksem CD 2. Niekowalentne powigzania wystepujg takze miedzy kompleksem Cd 3
aCD 4iCD 8[8]. Szereg tych molekut (CD 5, CD 28) jest raczej specyficznych dla komérek
T, podczas gdy inne nie majg tej specyficznosci (CD 43, CD 45). Istnieje wiec staty
mechanizm uzupetniajacego si¢ dziatania miedzy poszczegdlnymi parami niekompletnych
sygnatow wysytanych przez CD 2, CD 3,CD 5, CD 27 i CD 28 [67].

tancuchy alfa, beta i gamma sa kodowane przez cztery odrebne loci, analogiczne do
loci tancuchow ciezkich Ig, a mianowicie: dla czesci zmiennej (V), superzmiennej (D),
faczacej (J) istatej (C). Istnieje takze hierarchia proceséw rearanzacji genéw TCR. Jako
pierwsze ulegaja rearanzacji geny kodujace tancuch gamma, nastepnie beta i na koncu alfa
[14, 36,63].

KLONALNA REARANZACJA GENOW RECEPTORA KOMORKI T
W PRZEWLEKLEJ BIALACZCE LIMFATYCZNEJ B KOMORKOWE]J

Rearanzacja genow faficucha alfa TCR na og6t nie byta badana, poniewaz jej wykrycie
wigze si¢ z szeregiem trudnos$ci technicznych [4, 78]. Dopiero ostatnio Pachmann i wsp.
[50] wykazali, ze rearanzacja i ekspresja genéw tancucha alfajest czesta w PBL-B. Autorzy
ci wykryli ekspresje mRNA taricucha alfa TCR w ok. 78% badanych préb (w 14 na 18
badanych), podczas gdy ekspresja mRNA taricucha beta TCR wystepowata w ok. 44% (w
7 na 16 badanych). Co wiecej stwierdzili oni okrojenie mRNA tancucha alfa.

Rearanzacje gendw tancucha beta uznano za przydatng do badan linii komérkowych i
monoklonalnosci w diagnozowaniu choréb limfoproliferacyjnych. Wiekszo$¢ monoklonal-
nych proliferacji T komorkowych wykazuje rearanzacje genéw beta i gamma [22, 27, 28,
36,42,49]. Monoklonalng rearanzacje genéw tancuchabeta TCR wykryto niespodziewanie
rowniez w 10% do 30% nowotwordéw wychodzacych z prekursorowych lub bardziej
dojrzatych komérek B [27,42]. Badania te podwazajg specyficzno$é rearanzacji tancuchow
beta, jako markera komérki T. Poniewaz jednak biataczkowe komérki odpowiadajg klo-
nalnej ekspansji zablokowanego w réznicowaniu ich prawidtowego odpowiednika ko-
mdrkowego, ta niewlasciwa rearanzacja genéw TCR zwieksza mozliwosci badawcze
klonalnego pochodzenia biataczek B komdrkowych, a takze mechanizmoéw kontrolujacych
regulacje rearanzacji genéw Ig i TCR podczas ontogenezy limfocytow B.

Norton iwsp. [48] w grupie 59 chorych z PBL-B u czterech chorych (7%) (przy czym u
jednego byfa to klasyczna PBL-B, a u trzech pozostatych biataczka prolimfocytarna)
stwierdzili rearanzacje gendw tafncucha beta przy wspoétistniejgcej rearanzacji fancuchow
ciezkich i lekkich Ig typowej dla proliferacji wychodzacych z komérek B. Réwniez inni
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autorzy [2,27,42,78] donosili, ze w okoto 10% przypadkdéw PBL-B wystepuje rearanzacja
genow beta TCR. Nigdy jednak nie obserwowano rearanzacji faficucha gamma w komaor-
kach B w PBL [2, 3, 11, 14, 48, 49]. Ten brak koincydencji miedzy rearanzacjg genow
fancucha beta TCR igenéw faficucha gamma TCR ma by¢ zdaniem Nortona i wsp. [48]
charakterystyczny dla PBL-B.

Niedawno jednak opisano przypadek PBL-B z rearanzacjg genow tancuchéw alfa, beta
i gamma TCR, obok rearanzacji genéw tafncuchéw Ig M i kappa [53]. Donoszono takze
[73] o rearanzacji genéw tancucha delta TCR w chtoniakach B komérkowych o niskim
stopniu ztosliwosci (chtoniaki limfocytarne, centrocytarne i centroblastyczno-centrocy-
tarne typu grudkowego).

"ANTYGENY NOWOTWOROWE" KOMOREK B
Z PRZEWLEKLEJ BIALACZKI LIMFATYCZNEJ B KOMORKOWE]J

Do tzw. "antygenéw nowotworowych" komoérek PBL-B naleza;

» powszechny antygen przewlektej biataczki limfatycznej (common chronic lymphocy-
tic leukemia antigen, wskrocie cCLLa) - gp 69 (1), obecnie uzyskano swoiste monoklonalne
przeciwciata skierowane przeciw temu antygenowi, ktdre wybidrczo znakujg nowotworowe
komorki chorych z PBL-B (nawet w okresie przedklinicznym), a takze chorych z warian-
tami PBL-B, jak np. biataczka wtosiano-komérkowa i prolimfocytarna [18, 19];

» antygen jaderkowy ludzkich chtoniakéw B komérkowych (human malignancy nu-
cleolar antigen) [20].

NIEPRAWIDLOWOSCI KOMOREK T
W PRZEWLEKLEJ BIALACZCE LIMFATYCZNEJ B KOMORKOWE]J

Na og6t uwaza sie, ze limfocyty T w PBL-B nie sa potomstwem stransformowane;j
komérki prekursorowej, ktéra bytaby wspélna dla limfocytéw B i T i nie naleza do
biataczkowego klonu. Niemniej jednak w PBL-B wystepuje szereg nieprawidtowosci ko-
mérek T. Nieprawidtowosci te byly juz omawiane w innej naszej pracy przegladowej [60]
i tutaj tylko krétko o nich wspomnimy. Dotyczg one:

0 istotnego obnizenia odsetkowych wartosci komérek T we krwi obwodowej, chociaz
ich bezwzgledna liczba prawidtowa lub zwigekszona [56, 59];

o zwiekszenia bezwzglednej liczby "aktywnych", "czynnosciowych" komoérek T (komor-
ki HLA-DR +) [75];

0 obnizonej i opéznionej odpowiedzi mitotycznej komérek T “in vitro” na lektyny lub
komorki allogeniczne w mieszanej hodowli [62];

0 odsetkowej przewagi we krwi obwodowej komérek T supresorowych (CD 8+) nad
komorkami T pomocniczymi (CD 4 +) [56,72] (prawidtowy stosunek komérek CD 4+ do
CD 8+ we krwi obwodowej wynosi jak 2 : 1); jednakze zdaniem Toéttermana i wsp. [75] w
obu subpopulacjach (w tym takze w subpopulacji CD 4+) wzrasta bezwzgledna liczba
komarek "aktywnych" (HLA-DR +); ponadto w subpopulacji CD 8+ ulega zwigkszeniu
ilos¢ komdrek supresorowo-efektorowych (komérki CD 11 b +); ostatnio Briggs i wsp. [7]
wykazali u chorych z PBL-B znamiennie wyzszy odsetek komoérek induktorowo-supreso-
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rowych (komérki CD 45R +) i to zaréwno w subpopulacji CD 4 +,jak i CD 8+; co wiecej
autorzy ci podaja, ze w bardziej zaawansowanych okresach choroby wzrasta takze liczba
komorek CD 4 , poza tym ze wzrasta liczba komérek T (komérki CD 3+);

0 w naciekach biataczkowych w szpiku i w weztach chtonnych wystepuje odsetkowa
przewaga komorek CD 4+ nad komérkami CD 84 [72] (prawidtowy stosunek komorek
CD 4+ do CD 8+ w szpiku wynosi jak 1: 3).

By¢ moze z zaburzeniami ilosciowymi komérek T, a takze z nieprawidtowymi stosun-
kami komdrek pomocnicznych do supresorowych we krwi obwodowej i tkankach wigzg sie
zaburzenia czynnosci immunoregulacyjnych komoérek T u chorych z PBL-B. Zaburzenia
te wedtug jednych autoréw dotycza zwiekszonej aktywnosci supresorowych komoérek T i
jak sie wydaje, sg jedng z przyczyn bloku na drodze dojrzewania komorek B do komérek
wytwarzajacych Ig. Nastepstwem takiego bloku bytaby dos$¢ czesta w tej chorobie hypo-
gammaglobulinemia. Natomiast inni autorzy [cyt. wg 38] podaja, ze limfocyty T pochodzace
od niektérych pacjentéw z PBL-B wykazujg in vitro defektywng czynno$¢ pomocnicza w
procesie dojrzewania prawidtowych komdérek B do komérek sekrecyjnych. Tétterman i
wsp. [75] stwierdzili, ze stymulowane estrem forbolu, ktory nalezy do induktoréw zaleznych
od komérki T (‘T-cell-dependent inducer), komaorki pochodzgce od chorych z PBL-B majg
zdolno$¢ wytwarzania IgM. Co wiecej komérki B chorych w zaawansowanym okresie
choroby (okresy Il do 1V wg klasyfikacji Rai iwsp.) wytwarzaja znacznie wieksze ilosci IgM
w poréwnaniu z komdrkami pochodzacymi od chorych we wczesnych okresach choroby
(okresy od 0 do I wg klasyfikacji Rai iwsp.).

Pomimo przewagi komdrek supresorowych we krwi obwodowej niektérych autorzy [56]
stwierdzili znamiennie obnizong aktywno$¢ naturalnych cytotoksycznych komérek T, z
czym mogtaby sie wigza¢ zwiekszona zapadalnos$¢ tych chorych na inne nowotwory,
podatno$¢ na zakazenia wirusowe, a takze choroby autoimmunizacyjne. Natomiast T dtter-
man i wsp. [75] podaja, ze u chorych z PBL-B bezwzgledna liczba komdrek “"podobnych
(like) do naturalnych komorek cytotoksycznych (komérki CD 16+) i ich "aktywnych"
odpowiednikéw (komdrki HLA-DR +, CD 16+) jest wyzsza niz u 0s6b zdrowych.

Z innych nieprawidtowosci komdrek T wystepujacych w PBL-B nalezy wymienié brak
jej lub obnizong ekspresje antygenéw kompleksu CD 3 [40], ktory jak to juz wczesniej
powiedziano, odpowiada kompleksowi taficuchéw polipeptydowych receptora komorki T.
Co wiecej komdrki T CD 3 ujemne nie reagujg z monoklonalnymi przeciwciatami, takimi
jak: anty-CD 2, anty-CD 4, anty-CD 8, anty-CD 1, o ktorych juz byta mowa, a takze z
przeciwciatem anty-T 9 (T 9 jest antygenem receptora dla transferyny i charakteryzuje
proliferujgce komérki) i anty-CD 38 (CD 38 wystepuje na tymocytach czesci korowej
grasicy, aktywnych komoérkach T i plazmocytach) [40]. Kontrowersyjnie Briggs i wsp. [7]
stwierdzili u chorych z PBL-B w bardziej zaawansowanych okresach choroby (okres Il lub
powyzej wg klasyfikacji Rai i wsp.) wyzszg bezwzgledna liczbe komérek CD 3+ niz u
chorych z mniej zaawansowanym schorzeniem (okresy 0 i | wg klasyfikacji Rai iwsp.).

Nieprawidtowos$ci komérek T w PBL-B znajduja uzasadnienie w nieprawidtowej rea-
ranzacji genow dla tancucha gamma TCR. Leber i wsp. [39] wykryli w komoérkach T
chorych z PBL-B wybidrczg przewage rearanzacji rejonu V genu gamma. Autorzy przy-
puszczaja, ze nieprawidtowosci zwigzane z rearanzacjg genu gamma TCR istniejg juz na
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szczeblu tymocytow i prowadza do zaburzen w ich dojrzewaniu, czego nastepstwem sg
obserwowane w PBL-B nieprawidtowosci komorek T.

Shinohara i wsp. [68] opublikowali przypadek PBL-B, w ktorym przedstawili posrednie
dowody wskazujace na istnienie takiej samej aberracji chromosomowej zaréwno w biatacz-
kowych komdrkach B, jak i w "prawidtowych" komdrkach T. Byt to 41-letni Japoriczyk z
bezwzgledng liczba limfocytow we krwi obowodowej 13 x 1091, o fenotypie biataczkowych
komorek SIgM +. Chory wczesniej nie otrzymywat leczenia. W przypadku tym obok innych
zmian w kariotypie wystepowata charakterystyczna dla PBL-B translokacja t (11; 14) (ql3;
g32). Te same aberracje chromosomowe obserwowano w hodowlach komdérek stymulo-
wanych trzema réznymi mitogenami: fitohemaglutyning (PHA), mitogenem szkarfatki
(PWM) iwirusem Epsteina-Barr (EBV), ktory jest uwazany za swoisty mitogen komorek
B. Czestos$¢ aberracji w hodowli stymulowanej PHA wynosita 50%, PWM - 13%, a EBV
-100%. Powszechnie przyjmuje sie, ze u chorych z PBL-B biataczkowe komarki stymulo-
wane PHA dzielg sie dopiero w pigtym lub széstym dniu hodowli. Wyniki badan Shinohara
i wspOtpracownikow réznity sie co najmniej w dwu punktach od tego pogladu. Po pierwsze,
metafazy wystepowaty w trzecim dniu hodowli, a po drugie czestos$¢ aberracji chromoso-
mowych byta wysoka (50%). Wyniki te sugerujg wystepowanie aberracji chromosomowych
takze w komérkach T i pozwalajg na wysnucie hipotezy, ze transformacja nowotworowa
miata miejsce na szczeblu komorki prekursorowej wspolnie dla limfocytéw T i B. Koncep-
Cja, ze przynajmniej niektdre przypadki PBL-B pochodza z takiej wspdlnej komérki, byta
takze wczesniej wysuwana przez jedna z autorek [60].

Nasze obserwacje przypadku PBL-B prowadzone w latach 1980-1984 sg bardzo zbiezne
z obserwacjami Shinohara i wsp. [68]. Bytto 52-letni mezczyzna (chory H. J, z pracy [61]),
ktéry po 4 latach od ustalenia rozpoznania zmart wskutek progresji biataczki i anergii
(bezposrednig przyczyng zgonu byfa posocznica). W czasie poczatkowych badan chory nie
otrzymywat leczenia i byt w | okresie klinicznym wg klasyfikacji Rai i wsp. Bezwzgledna
liczba limfocytéw we kiwi obwodowej wynosita 13 x 10 /1, biataczkowe komorki nosity
SIgM, ale az 62% (7 x 1091) limfocytow krwi obwodowej tworzyto rozety z erytrocytami
barana. W nierozdzielonej hodowli limfocytéw krwi obwodowej (limfocyty B i T) po
stymulacji PHA juz w trzecim dniu hodowli indeks odpowiedzi blastycznej na mitogen byt
stosunkowo wysoki i wynosit 20%, za$ w 50% analizowanych metafaz wykryto aneuploidie
0 liczbie modalnej 45 i 47, przy czym ubytki i naddatki wystepowaty w grupie C. W naszym
przypadku PHA stymulowata proliferacje komdérek T, poniewaz indeks transformacji
blastycznej samych komdérek T bytwyzszy niz w mieszaninie nie rozdzielonych komérek B
1T iwynosit 60%.

Na koncu nalezatoby rozwazy¢ r6znice miedzy PBL-B a tagodng monoklonalng limfo-
cytozg B-komorkowa. Garcia i wsp. [25] przeprowadzili takie por6éwnania. Autorzy ci
stwierdzili, ze:

* w PBL-B bezwzgledna liczba limfocytéw jest znamiennie wyzsza niz w postaci
tagodnej,

» wPBL-B komorka, w ktdrej zachodzi zto$liwa transformacja, jest komérka mtodsza
w linii réznicowania od bardziej dojrzatej komorki z postaci tagodnej (komaérki PBL-B
charakteryzuje znacznie silniejsza ekspresja antygenéw CD 21, CD 22, CD 25i CD 35),
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e w PBL-B wystepujg w znacznie wiekszym stopniu nieprawidtowos$ci immunoregula-
cyjnych i cytotoksycznych komérek T niz wtagodnej monoklonalnej limfocytozie B komor-
kowej.
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KRONIKA

Zarzad Gtowny Polskiego Towarzystwa Histochemikow i Cytoche-
mikow, Zarzad Gtéwny Polskiego Towarzystwa Anatomicznego oraz
Redakcja POSTEPOW BIOLOGII KOMORKI zorganizowaty doroczna,
XX konferencje szkoleniowa z zakresu bologii komorki na temat:
Metody cytohybrydyzacji w badaniach i diagnostyce. Konferen-
cja odbyta sie 10 listopada 1990 w Warszawie.

Program Konferencji przedstawiat sie nastepujgco:

doc. dr hab. Jan Lubinski
Wprowadzenie do metodyki inzynierii molekularnej

dr Bozena Kaminska
Rola poliamin w regulacji cyklu komorkowego limfocytéow T

doc. dr hab. Jan Lubinski
Molekularne badania DNA w diagnostyce zmian limfoprolifera-
cyjnych

prof, dr hab. Maciej Zabel
Hybrydyzacja i cytohybrydyzacja w badaniach nad ekspresja
genu kalcytoninowego

Organizatorzy



KSIAZKI NADESEANE

1 IMMUNOCYTOCHEMIA. - Praca zbiorowa pod redakcja Macieja Zabla, PWN
Warszawa 1990.

2 FIZJOLOGICZNE PODSTAWY ZYWIENIA PRZEZUWACZY - prof.
Wiestaw Barej, Wyd. SGGW-AR Warszawa 1990

Podrecznik ten jest przeznaczony dla studentow wydziatéw weterynaryjnych i zoote-
chnicznych akademii rolniczych, specjalizujacych sie w zywieniu i dietetyce zwierzat, a
takze dla miodych pracownikéw naukowych i instruktoréw zywienia bydta. W ksigzce
podano opis ilosciowych zmian skfadnikéw pokarmowych podczas ich trawienia, wchia-
niania i przemian tkankowych, co pozwala na prawidtowa ocene wartosci biatka pasz dla
bydta. Poznanie tych zmian utatwi ustalenie zapotrzebowania zwierzecia na skfadniki
odzywcze. Praca ma charakter nowatorski ijest pierwszg préba przedstawienia w jezyku
polskim najnowszych badan z dziedziny fizjologii zywienia zwierzat.

Podrecznik jest do nabyciaw kioskach Wydawnictwa SGGW-AR Przy ul. Rakowieckiej
26/30 oraz ul. Nowoursynowskiej 166 lub moze by¢ wystany na zamdwienie skierowane pod
adresem Wydawnictwa.
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