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POSTĘPY BIOLOGII K OM ÓRKI Tom 16, NR 3, 1989 (269-283)

SO M A T O ST A T Y N A : PR O D U K C JA , W Y D Z IE L A N IE  I D Z IA Ł A N IE  NA 
K O M Ó R K I D OCELO W E, ZW ŁASZCZA W U K ŁA D ZIE POKARM OW YM

SO M A T O S T A T IN : P R O D U C T IO N , SE C R E T IO N  A N D  E FFE C T S O N  T A R G E T  C ELLS, 

E SPE C IA L L Y  IN A L IM E N T A R Y  T R A C T

Zdzisław  L E W IC K I, A nna SU LIK O W SK A , Rubens F IG U R S K I, W ojciech K O C JA SZ 

Z akład  Patofizjologii K om órk i, C entrum  M edyczne Kształcenia Podyplom ow ego w W arszawie

Streszczenie. A utorzy dok o n u ją  przeglądu literatury na tem at biosyntezy i wydzielania som atosta- 
tyny, a także na tem at wpływu wywieranego przez ten horm on na kom órki docelowe. Specjalną 
uwagę zw rócono na n iektóre funkcje regulacyjne som atostatyny na terenie układu pokarm ow ego. 
Przedstaw iono również hipotezy odnoszące się do m echanizm ów działania som atostatyny na 
poziom ie kom órkow ym  i m olekularnym .

Sum m ary. T he au th o rs review the literature on biosynthesis and secretion o f som atostatin , as well 
as on som e effects o f  the horm one on target cells. Special atten tion  was paid to some problem s o f 
regulatory system hypotheses on the m echanism  o f  action o f som atostatin  a t the cellular and 
m olecular levels.

W 'rozwoju wiedzy na. tem at horm onów  produkow anych w układzie 
pokarm ow ym  dokonał się w ostatnich latach ogrom ny postęp. O dkryto szereg 
kom órek układu A PU D  i przy pom ocy metod immunologicznych pow iązano 
ich aktyw ność horm onalną z poszczególnymi peptydam i. W tym zadziwiająco 
szybkim rozwoju wiedzy największe niespodzianki sprawiła som atostatyna, 
horm on wyizolowany po raz pierwszy z podwzgórza owcy przez Brazeau 
i wsp. w 1973 r. [4], Jest to m ałocząsteczkowy horm on peptydowy, zbudow any 
z 14 am inokw asów . W trzustce i podwzgórzu może być w ytw arzana także 
som atostatyna złożona z 28 am inokw asów  [9, 40], W szczegółowych badaniach 
okazało się, że sekwencja am inokwasow a horm onalnie czynnej cząsteczki 
som atostatyny jest taka sam a u człowieka i wielu innych zwierząt [47J. Peptyd 
ten może występować w postaci łańcuchowej lub cyklicznej, k tóra powstaje 
w trakcie przem iany potranslacyjnej.

Som atostatyna syntetyzow ana jest w postaci większego prekursora i istnie-

Praca finansow ana z p rogram u C P B P  0.01.5. koordynow anego przez Insty tu t Biologii PAN.
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270 Z. LEWICKI 1 IN.

je kilka pośrednich m etabolitów  na drodze wytwarzania som atostatyny [6, 14]. 
Prekursor, nazywany preprosom atostatyną składa się u człowieka i szczura 
ze 1 16 am inokwasów. Właściwy horm on jest fragm entem  14-aminokwasowym 
zlokalizowanym  od C -końca cząsteczki. Od N -końca cząsteczki znajduje się 
peptyd (peptyd sygnałowy) zbudow any z 28 am inokwasów , zawierający 
znaczną ilość am inokw asów hydrofobowych, co jest charakterystyczne dla 
peptydów i białek wydzielanych z kom órki. Pomiędzy nim a som atostatyną- 
-14 znajduje się polipeptyd złożony z 78 am inokwasów , nazywany białkiem 
końcowym som atostatyny [14]. Po hydrolizie w iązania między am inokw asam i 
79 i 78 preprosom atostatyny powstaje prosom atostatyna składająca się z 92 
am inokwasów , która może ulegać przem ianom  potranslacyjnym . Z niej 
powstaje na drodze proteolizy som atostatyna-14 bądź som atostatyna-28, przy 
czym obie formy cząsteczek pow stają niezależnie od siebie [6, 14]. M ają one 
podobne działanie biologiczne, stwierdzono jednak, iż w trzustce som atostaty- 
na-14 silniej ham uje uwalnianie glukagonu niż som atostatyna-28 [11].

S truk tura som atostatyny jest kodow ana przez egzony, w których kolejność 
zasad została poznana dla genu człowieka [41] i szczura [12, 13].

M etody im munologiczne oparte na interakcji som atostatyny tkankowej 
z przeciwciałami (reakcje im m unohistochem iczne oraz radioim m unologiczne), 
pozwoliły wykazać obecność kom órek zawierających som atostatynę w ukła­
dzie nerwowym i wielu innych narządach. W podwzgórzu kom órki wykazujące 
dodatnie reakcje na obecność som atostatyny najliczniej występowały w w ynio­
słości pośrodkowej i w jądrze półksiężycowatym, ponad to  stwierdzono obe­
cność pojedynczych kom órek som atostatynow ych rozsianych w innych obsza­
rach mózgowia [11]. Som atostatyna występuje nie tylko w ciałach neuronów , 
ale także we w łóknach nerwowych centralnego układu nerwowego. Lokalizo­
w ana była przede wszystkim w zwojach rdzeniowych, rogach grzbietowych 
zwojów przedkręgowych, w zwojach krezkowych i innych zwojach ciała [11]. 
Stw ierdzono obecność som atostatyny w pęcherzykach zakończeń nerwowych 
nerwów obwodowych, z których była ona wyzwalana w odpowiedzi na 
depolaryzację w łókna [11]. N iektóre kom órki wykazujące im m unoreaktyw - 
ność som atostatyny zawierają także β-hydrolazę dopam iny, co wskazywałoby 
na m agazynowanie peptydu i am iny w obrębie tego samego neuronu [15]. 
Som atostatynoergiczne w łókna występują w pierw otnych nerwach czuciowych, 
nerwach siatkówki, nerwach błędnych, nerwach kulszowych, nerwach splotu 
Auerbacha, nerwach otaczających tarczycę i splocie nerwowym tylnego płata 
przysadki mózgowej [11].

K om órki wydzielające som atostatynę znajdują się w wielu narządach ciała. 
W trzustce kom órki D produkujące som atostatynę są przeważnie zlokalizow a­
ne na obrzeżach wysp Langerhansa, chociaż pewna ich część występuje 
w pobliżu kom órek B. zajmujących bardziej centralne położenie [10]. Ponadto  
występuje ona także poza wysepkami, wśród kom órek pęcherzykowych
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SOMATOSTATYNA 271

trzustki [16]. Kom órki D m ają niekiedy długie dendrytyczne wypustki, 
zachowujące ścisłe połączenia z kom órkam i A, wydzielającymi glukagon, 
i z kom órkam i B, wydzielającymi insulinę [24]. Sugeruje to ich parakrynne 
działanie na te kom órki. Kom órki D działają lokalnie na sąsiednie kom órki 
dzięki obecności połączeń ścisłych między kom órkam i. Połączenia typu „gap” 
umożliwiają przechodzenie substancji z kom órki do kom órki, a zatem tak małe 
cząsteczki jak  som atostatyna mogłyby przechodzić do kom órki efektorowej 
bez wydostaw ania się do przestrzeni m iędzykom órkowych. Być może połącze­
nia typu „przylegania” (tight junction) zmieniają się wraz ze zm ianami 
aktywności wydzielniczej kom órki, przez co m ogą tworzyć się bariery, kierują­
ce wydzielanie peptydów do określonych zespołów kom órkowych w wysep­
kach trzustki [1], Niekiedy wypustki kom órek D sięgają do naczyń włosowa­
tych. Pozwala to sądzie, iż część som atostatyny wydzielana jest tą drogą do 
łożyska naczyniowego, skąd działa na kom órki odbiorcze na drodze endokryn- 
nej [11].

K om órki som atostatynow e rozproszone są wśród innych kom órek nabłon­
kowych w żołądku, jelicie cienkim i grubym  od dwunastnicy aż do odbytu. 
Najobficiej występują w części przedodźwiernikowej żołądka (u człowieka 
i szczura), w trzonie żołądka (u szczura), gdzie znajdują się przeważnie 
w przypodstawnej części gruczołów śluzówki. Czasami spotykane są w innych 
ich częściach. W śluzówce trzonu żołądka kom órki D na ogól nie sięgają

Rye. 1. Schem at gruczołu błony śluzowej żołąd­
ka, ilustrujący położenie w nabłonku  kom órek 
D. Z w racają uwagę wypustki kom órek D, suge­
rujące parakrynow e działanie som atostatyny. 

W g Larssona i wsp. [24]
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272 Z LEWICKI I IN.

swoim wierzchołkiem światła gruczołu oraz nie posiadają m ikrokosm ków, są 
typu „zam kniętego” [24]. W okolicy przedodźwiernikowej kom órki D m ają 
bardziej wydłużony, butelkow aty kształt i sięgają swoją pokrytą m ikrokosm - 
kami powierzchnią wierzchołkową światła gruczołu [25]. Kom órki im munore- 
aktywne som atostatynow o mają długie wypustki kom órkow e, rozprzestrzenia­
jące się od nabłonka wzdłuż błony podstawowej gruczołów śluzówki żołądka 
w pobliże innych kom órek. U szczura wykazano obecność takich wypustek 
w prawie każdej kom órce D [24], W ypustki te są długie, dość cienkie, czasami 
rozgałęziające się na dwa ram iona o ostrym  zakończeniu (rye. 1). Ich długość 
znacznie przekracza rozm iary ciała kom órki. U człowieka wypustki takie są 
krótsze, grubsze, tępo zakończone. Czasami jednak ludzkie kom órki D z okoli­
cy przedodźwiernikowej wykazują typowy piram idalny kształt, podobnie do 
innych endokrynnych kom órek rozsianych między kom órkam i nabłonka [24], 
U szczura wypustki kom órek som atostatynow ych w trzonie żołądka są raczej 
guzkow ate i kończą się na sąsiednich kom órkach [11].

Opisane wypustki zapewniają kom órkom  D możliwość ścisłego kontak tu  
z wieloma różnymi kom órkam i nabłonka gruczołów. Jednoczesne zadziałanie 
na skrawki przeciwciałami antysom atostatynow ym i wykazało, że większość 
wypustek D w okolicy przedodźwiernikowej kończy się na kom órkach G, 
a w trzonie żołądka na kom órkach okładzinowych.

Stwierdzono również różne rodzaje kon tak tu  kom órek som atostatynow ych 
z innymi kom órkam i egzokrynnym i i endokrynnym i [24]. W jelicie cienkim 
i grubym kom órki z im m unoreaktyw nością som atostatyny zachowują raczej 
typowy piram idalny kształt i, podobnie jak  inne kom órki endokrynne, sięgają 
swoimi wierzchołkami pokrytym i m ikrokosm kam i światła jelita. Są one 
argentaffinow o i argyrofilowo ujemne. Rozproszone są w niższych częściach 
krypt wzdłuż błony podstawnej, chociaż czasami znajdow ano je w nabłonku 
pokrywającym  kosmki jelita cienkiego i jelito grube. Czasami komórki 
wykazujące im m unoreaktyw ność som atostatyny występują w blaszce właściwej 
kosmków. Taka lokalizacja kom órek neuroendokrynnych została potw ierdzo­
na przez obserwacje w m ikroskopie elektronow ym  [46]. Im m unoreaktyw ne 
som atostatynow o kom órki występują ponad to  w tarczycy i łożysku (u ludzi), 
w grasicy, jajowodzie, ja jn iku i śliniankach (u szczura) [11].

Należy krótko wspomnieć, że kom órki produkujące som atostatynę wystę­
pują w guzach pochodzenia neuroendokrynow ego. Są to guzy zawierające 
przede wszystkim kom órki produkujące som atostatynę (somatostatinoma), 
albo guzy mieszane, w których oprócz kom órek produkujących som atostatynę 
występują inne kom órki endokrynow e [19, 33]. Somatostatinom a  występują 
rzadko. Dotychczas guzy tego rodzaju stw ierdzono w trzustce, w dwunastnicy 
i w przewodzie pęcherzykowym [19, 33]. U pacjentów  z somatostatinoma 
umiejscowionymi w trzustce pojawia się biegunka tłuszczowa, dyspepsja, 
kam ica żółciowa, cukrzyca insulinoniezależna i u tra ta  masy ciała [22, 33].
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SOM ATOSTATYNA 273

N atom iast w przypadkach somatostatinoma w dwunastnicy objawy takie nie 
występują [19, 33]. Podstawą rozpoznania histopatologicznego jest dodatnia 
reakcja z surowicą antysom atostatynow ą. C harakterystyczne jest to, że now o­
tworowe kom órki produkujące som atostatynę nie dają dodatniej reakcji 
Grim eliusa [19, 33]. Ze względu na tę właściwość oraz na gruczołową strukturę 
guza somatostatinoma  może być mylnie rozpoznany jako  adenocarcinoma. 
K om órki tego guza w dw unastnicy wykazują niektóre cechy zróżnicowanych 
enterocytów  (posiadają m ikrokosm ki, siateczkę graniczną, glikokaliks) [33].

W związku z dyskusjami co do entoderm alnego lub neurogennego pocho­
dzenia kom órek D istotna może być inform acja, że kom órki somatostatinoma  
zawierają neurofilam enty [33],

W edług Patel i Reichlin [30] w żołądku i jelitach szczura znajduje się 70% , 
w m ózgu 25%  i w trzustce 5% som atostatyny występującej w organizmie tego 
zwierzęcia.

Podanie posiłku lub pobudzenie wydzielania kwasu solnego na drodze 
nerwowej powoduje nie tylko wzrost stężenia som atostatyny we krwi, ale także 
pojawienie się jej w soku żołądkowym, a następnie w soku trzustkowym  u psa 
[49]. U człowieka zanotow ano podobne zjawisko [50]. N atom iast w dośw iad­
czeniach na wyizolowanym żołądku u szczura som atostatyna wyzwalana była 
do naczyń krwionośnych [35]. M echanizm  przechodzenia som atostatyny do 
płynów trawiennych ani rola fizjologiczna tego zjawiska nie zostały wyjaśnione 
[47].

S om atostatyna działa przeważnie lokalnie, ham ując uwalnianie licznych 
horm onów  poprzez ograniczenie ich wydzielania w tym samym narządzie, 
w którym  stwierdzono jej obecność. Odzwierciedleniem morfologicznym 
parakrynnego działania tego horm onu są wypustki produkujące som atostaty­
nę. W m ikroskopie elektronowym  obserw ow ano charakterystyczne dla kom ó­
rek D pęcherzyki wydzielnicze w tych wypustkach [24].

W zrost stężenia som atostatyny we krwi po posiłku wskazuje na jej 
działanie endokrynne na kom órki odbiorcze, praw dopodobnie poprzez w iąza­
nie się z receptoram i na ich powierzchni. Receptory wrażliwe na som atostatynę 
opisano w błonie kom órkowej kom órek przysadki [25], w cytoplazmie kom ó­
rek okładzinowych żołądka i kom órek pęcherzykowych trzustki [34, 35, 40] 
oraz w błonie kom órkowej kom órek raka gruczołu krokowego [17].

Receptory dla som atostatyny wykryto także w kom órkach D żołądka [6, 
29]. Przypuszcza się, że receptory te uczestniczą w mechanizmie ham owania 
zw rotnego syntezy som atostatyny przez som atostatynę [36].

Pierwszym etapem  w łańcuchu reakcji kom órki docelowej na działanie 
horm onu peptydowego jest związanie się cząsteczek horm onu z właściwymi dla 
niego receptoram i w błonie kom órkowej. N astępnie kom pleks horm on-recep- 
to r oddziałuje wraz z innymi składnikam i błony kom órkowej, doprow adzając 
do pow stania wewnątrz kom órki tzw. inform atora w tórnego, którym  m ogą
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274 7. LEWICKI I IN.

być np. jony wapnia lub cząsteczki cyklicznego A M P (cAM P). Ten fragm ent 
reakcji docelowej, zwany transdukcją, umożliwia przeniesienie sygnału przez 
błonę kom órkow ą i jego wzmocnienie. Zm iana stężenia in form atora w tórnego 
w cytoplazmie wywołuje następne reakcje biochemiczne w kom órce, wśród 
których najważniejszymi są reakcje fosforylacji białek przez kinazy. D oprow a­
dza to do końcowego efektu fizjologicznego działania horm onu, efektu, jakim  
może być np. pobudzanie lub ham owanie wydzielania specyficznego produk tu  
kom órki docelowej. Złożone mechanizmy zostały dość dobrze poznane w o d ­
niesieniu do działania niektórych horm onów  i neurom ediatorów , lecz w dal­
szym ciągu brakuje wielu danych dotyczących tego zjawiska [3],

Som atostatyna jako  ważny horm on regulujący wydzielanie wielu kom órek 
jest intensywnie badana z punktu  widzenia m echanizmów biochemicznych, 
wyzwalających specyficzną reakcję kom órek docelowych na ten horm on. Stan 
wiedzy w tym zakresie jest dotychczas niezadowalający, a większość poglądów 
na mechanizm działania som atostatyny na poziomie kom órkow ym  i m olekula­
rnym opiera się na fragm entarycznych obserwacjach i jest przedm iotem  nie 
w pełni potwierdzonych hipotez.

Dotychczasowe badania wykazały, że som atostatyna wiąże się ze specyficz­
nym dla niej receptorem  w błonie kom órkowej kom órek docelowych [8, 31, 39, 
44], W niosek ten jest oparty  na badaniach kinetyki wiązania i powinowactwa 
som atostatyny do preparatów  błony kom órkowej i do całych kom órek, oraz 
na badaniach wiązania zsyntetyzowanych związków o strukturze podobnej do 
som atostatyny [7, 44], W ydaje się, że istnieją odrębne formy receptorów  dla 
som atostatyny-14 i dla som atostatyny-28. W ydaje się również, że w różnych 
kom órkach docelowych obecne są różne formy receptora dla som atostatyny- 
-14 [31. 44,]. W ykazano, że dla połączenia z receptorem  istotna jest cykliczna 
struk tu ra cząsteczki som atostatyny-14, oraz że część cząsteczki rozpoznaw aną 
przez receptor stanow ią am inokwasy 7 do 11 [44].

Większość inform acji o receptorach dla som atostatyny pochodzi z badań 
linii kom órkowej wyprowadzonej z guza części obwodowej przysadki szczura 
[39]. K om órki te są szczególnie bogate w ten receptor. Nie w iadom o jednak, 
czy wyniki tych badań m ożna odnosić do innych prawidłowych kom órek. 
Należy też podkreślić, że dotychczasowe badania nad receptoram i dla som ato­
statyny miały charakter pośredni. U stalono jednakże, że receptor ten jest 
glikoproteiną nie zawierającą podjednostek połączonych wiązaniam i dwusiar- 
czkowymi, a niektóre cząsteczki receptora zawierały końcowe reszty galakto- 
zowe. W błonie kom órkowej przedniego płata przysadki szczura receptor dla 
som atostatyny-14 miał ciężar cząsteczkowy 88 000 [26], a badany przez 
Sakam oto i wsp. [38] receptor z kom órek pęcherzykowych trzustki szczura był 
białkiem o ciężarze cząsteczkowym 92000. Srikant i Patel [45] w badaniach 
błon kom órkowych kom órek pęcherzykowych trzustki szczura ustalili wiąza­
nie som atostatyny-14 z trzem a białkam i o ciężarze cząsteczkowym 200 000,
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SOMATOSTATYNA 275

80000 i 70000. Badania bezpośrednie, tj. badania wyizolowanych i oczyszczo­
nych preparatów  receptora nie zostały dotychczas zrobione.

Sztucznie syntetyzowane substancje o działaniu agonistycznym i antagonis- 
tycznym na receptory som atostatynow e, użyte do badania właściwości tych 
receptorów , w przyszłości będą zapewne używane jako  leki korygujące 
zaburzenia wydzielania som atostatyny lub zaburzenia reakcji docelowych na 
ten horm on [7, 8, 31].

Wiele horm onów  peptydowych wpływa na czynność kom órek docelowych 
za pośrednictwem  zmiany stężenia cyklicznego A M P w kom órce, w wyniku 
oddziaływania kom pleksu horm on-receptor na cykiazę adenylową umieszczo­
ną po cytoplazmatycznej stronie błony kom órkowej. N aturalne było przypusz­
czenie, że som atostatyna działa za pośrednictwem  podobnego mechanizmu. 
Badania doświadczalne potwierdziły to przypuszczenie tylko częściowo [8, 31, 
38, 44].

Ze względu na wpływ som atostatyny na stężenie cA M P w kom órce 
docelowej wyróżnia się dwie sytuacje:
1. H am ow anie przez som atostatynę wydzielania podstawowego.
2. H am ow anie wydzielania pobudzonego przez inny horm on.

W przypadku 1 nie stwierdzono, aby ham ujący wpływ som atostatyny na 
podstaw ow e wydzielanie horm onu wzrostu i prolaktyny przez kom órki guza 
płata obwodowego przysadki był związany ze zm ianą stężenia cA M P w kom ó­
rce [38]. W przypadku 2, tj. ham ow ania przez som atostatynę wydzielania 
horm onu w zrostu lub prolaktyny pobudzonego przez VIP, stwierdzono 
zmniejszenie przez som atostatynę stężenia cA M P w kom órce [38].

Inne wyniki uzyskał D harm sathaphorn  [8] badając wydzielanie chlorków 
przez nabłonek jelitowy in vivo. W jego układzie doświadczalnym som atosta­
tyna nie ham ow ała wydzielania podstawowego, natom iast ham owanie wydzie­
lania chlorków  pobudzane przez teofilinę lub prostaglandynę PG E, nie było 
skorelow ane ze zm ianą stężenia cAM P.

Z przykładów przytoczonych powyżej wynika, że mechanizm zależny od 
cA M P jako  inform atora w tórnego działa tylko w niektórych kom órkach 
i tylko w niektórych sytuacjach fizjologicznych lub doświadczalnych. Zatem 
musi istnieć także inny mechanizm transdukcji. Uważa się, że jest to mecha­
nizm, w którym  rolę inform atora wtórnego odgrywają jony wapnia. 
Schönbrunn i wsp. [39] podają, że dla transdukcji sygnału zewnętrznego, jakim  
jest som atostatyna, w sygnał w ew nątrzkom órkow y, jakim  jest zm iana stężenia 
C a2 + , niezbędne są następujące składniki: receptor dla som atostatyny oraz 
tzw. białko regulatorowe wiążące nukleotydy guaninowe (białko Ni lub inaczej 
Gi) i kanał wapniowy. Połączenie som atostatyny z jej receptorem aktywuje 
białko Ni, które z kolei zmienia stan kanału wapniowego, powodując 
przejściowy spadek stężenia Ca 2+ w komórce. M echanizm ten odnosi sie do 
ham ow ania wydzielania prolaktyny przez kom órki przysadki pobudzane przez
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VIP [39], a także do wydzielania kwasu solnego przez kom órki okładzinowe 
żołądka [32].

Dowodem na udział białka Ni w m ediowaniu odpowiedzi na som atostaty- 
nę było wykazanie, że toksyna z bakterii Bordetella pertussis, specyficznie 
blokująca działanie białka Ni w innych układach, znosi efekty działania 
som atostatyny na kom órki docelowe [20]. K lasa białek Ni nie jest specyficzna 
dla m echanizmu transdukcyjnego som atostatyny. Białka te uczestniczą w prze­
noszeniu bardzo wielu sygnałów, jakim i są różne horm ony peptydowe, 
czynniki wzrostu i neurom ediatory. Wobec tego należy przyjąć, że specyficz­
ność reakcji kom órek na som atostatynę polega na specyficzności receptora.

Zbadanie m echanizm u przekazywania sygnału przez błonę kom órkow ą 
i zidentyfikowanie w tórnego m ediatora nie wyjaśnia jeszcze całości zjawiska 
odpowiedzi kom órki docelowej na som atostatynę. W tórny m ediator (cAM P, 
jony wapnia) uczestniczy w zapoczątkow aniu następnych reakcji wewnątrz 
kom órki. W iadom o, że odpowiedź na horm ony lepiej poznane niż som atosta­
tyna wymaga aktywacji specyficznych kinaz, fosforylujących białka enzym aty­
czne, a wygaszenie reakcji na horm on może zachodzić dzięki działaniu 
odpowiednich fosfataz. Te mechanizmy, praw dopodobnie działające także 
w kom órkach docelowych reagujących na som atostatynę, są dotychczas nie 
znane.

Działanie som atostatyny zostało przedstawione w tab. 1 wg Fenoglio 
i K inga [11]. Jak widać, w przeważającej części wykazuje ona ham ujący wpływ 
na uwalnianie znacznej liczby horm onów , ham uje wydzielanie wielu składni­
ków soków trawiennych. Obniża aktywność m otoryczną żołądka i pęcherzyka 
żółciowego. Zmniejsza przepływ krwi w narządach jam y brzusznej. Hamuje 
absorpcję wielu związków. W centralnym  układzie nerwowym ham uje aktyw­
ność neuronów, wywiera agonistyczne działanie na receptory opiatowe, 
ham uje uwalnianie acetylocholiny. Ponadto  stw ierdzono jej wpływ obniżający 
zdolność płytek krwi do agregacji oraz wpływ na tworzenie kolonii przez 
limfocyty pobudzone fitohem aglutyniną.

Należy podkreślić, że efekty działania som atostatyny na narządy i kom órki 
badano w doświadczeniach, w których stosowano egzogenną som atostatynę 
w różnych stężeniach. Praw dopodobne jest, że stężenia som atostatyny w do­
świadczeniach opisanych w literaturze były wyższe niż stężenia występujące 
w organizmie, a zatem że pewne efekty som atostatyny opisane w niniejszym 
artykule są efektami farm akologicznym i, a nie fizjologicznymi. N aturalne 
(fizjologiczne) stężenie som atostatyny w osoczu szczura wynosi ok. 0,16 ng/ml 
dla som atostatyny-14 i około 0,09 ng/ml dla som atostatyny-28 [48]. Jak 
dotychczas za mało jest danych, w jakich w arunkach i w jakim  zakresie 
zmienia się stężenie som atostatyny w płynach ustrojowych i tkankach w prze­
biegu naturalnych procesów fizjologicznych, i dopiero po wyjaśnieniu tej 
kwestii będzie m ożna odróżnić efekty farm akologiczne od fizjologicznych
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T abela

D ziałanie som atostatyny

1. H am uje wydzielanie następujących horm onów :
H orm on w zrostu G licentyna
T SH  Renina
Insulina K alcytonina
G lukagon  G astryna
W azoaktyw ny jelitow y peptyd Cholecystokinina
Pro lak tyna Sekretyna
FSH  T R H
A C TH

2. H am uje wydzielanie następujących związków:
Kw as solny Dwuwęglany trzustki
Pepsyna Enzymy trzustki
Am ylaza śliniankow a Czynnik C astle’a

3. H am uje aktyw ność m otoryczną
O próżnianie żołądka Kurczenie pęcherzyka żółciowego
Odpływ żółci Przepływ krwi w narządach jam y brzusznej
Skurcze zwieracza Oddiego

4. H am uje absorpcję (transport) następujących związków:
G lukoza Trójglicerydy
Ksyloza Jony, szczególnie C a2 *
Am inokw asy W oda w kanalikach nerkowych

5. D ziałanie w centralnym  układzie nerwowym:
H am uje aktyw ność neuronów  w m ózgu H am uje wydzielanie acetylocholiny
W ywiera agonistyczne działanie na recep- W ywołuje zmiany zachow ania 
tory opiatow e

6. Inne działanie
W pływa na obniżenie agregacji płytek 
krwi
Tworzenie kolonii przez limfocyty sty­
m ulow ane fitohem aglutyniną

som atostatyny na kom órki docelowe. Badania te są dodatkow o utrudnione 
przez zjawisko parasekrecji, w którym  som atostatyna może być przekazywana 
bezpośrednio z kom órki produkującej do odbiorczej.

W ydzielanie som atostatyny jest stym ulowane przez wiele substancji, przede 
wszystkim przez horm ony i neurom ediatory oraz składniki pokarm u wymie­
nione w tab. 2 [11].

Z kolei som atostatyna reguluje wydzielanie tych związków, co wskazuje na 
doniosłą rolę som atostatyny w m echanizm ach wydzielania zwrotnego.

W ydzielanie som atostatyny w żołądku m ożna wyzwolić podaniem  posiłku 
lub pobudzeniem  wydzielania kwasu solnego przez kom órki okładzinowe [2, 
40]. Dotychczas nie wyjaśniono, jakie m echanizmy pow odują przechodzenie
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Tabela 2

Czynniki wpływające na stym ulację wydzielania som atostatyny 

i G lukoza ]
Tłuszcze \  pobudzają  wydzielanie w trzonie żołądka i w trzustce

Pokarm  J Białka '

g-*U}k°Za I  pobudzają  wydzielanie w części przedodźwiernikowej

W prow adzenie kwasu do żołądka 
Infuzja cholecystokininy, sekretyny, G IP  
Zakw aszenie dwunastnicy
W yzwalanie acetylocholiny poprzez receptory cholinergiczne
W ydzielanie norepinefryny i dopam iny poprzez receptory adrenergiczne
H istam ina
Insulina
Bombesyna
Sekretyna
Pentagastryna
Tolbutam id

som atostatyny do soków trawiennych. Być może źródłem horm onu w soku 
żołądkow ym  m ogą być kom órki D w bezpośrednim  sąsiedztwie kom órek 
okładzinowych -w trzonie żołądka. N atom iast w soku trzustkow ym  horm on 
ten m ógłby pochodzić z kom órek D zlokalizowanych w części niewysepkowej 
trzustki. Pobudzająco na kom órki D przewodu pokarm ow ego i trzustki 
oddziałują inne horm ony: gastryna, sekretyna, wazoaktywny horm on jelitowy 
(VIP), żołądkowy peptyd ham ujący (GIP), cholecystokinina, glukagon i insuli­
na [5]. Do dziś nie w iadom o, czy wzajemne oddziaływanie horm onów  
przewodu pokarm ow ego odbywa się na drodze endokrynnej, czy też zachodzi 
na drodze parakrynnej. Nie jest także wyjaśniona rola autonom icznego układu 
nerwowego, chociaż w iadom o, że wydzielanie som atostatyny z układu trzew- 
nego jest, co najmniej częściowo, m odulow ane przez układ cholinergiczny 
i adrenergiczny [30]. Nie wyjaśniono również wpływu nerwu błędnego na 
wydzielanie som atostatyny [47]. Ponadto  w iadom o, że niektóre prostaglandy- 
ny m ogą wpływać na uwalnianie som atostatyny z kom órek D [27].

Liczne składniki pokarm ow e oraz inne czynniki m ogą wpływać na wydzie­
lanie som atostatyny. W doświadczeniu na wyizolowanej i przepłukiwanej 
trzustce szczura wykazano, że glukoza i cA M P oddziałują synergistycznie na 
uwalnianie som atostatyny. W skazuje to na możliwość współdziałania składni­
ków pokarm u z aktywacją cyklazy adenyłowej na drodze ß-adrenergicznej 
oraz poprzez glukagon [7]. Som atostatyna odgrywa szczególną rolę w regulo­
waniu czynności przewodu pokarm ow ego. Wg Szafran i Sztefko [47] działanie
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tego horm onu polega na m odulow aniu wydzielania soków trawiennych 
zarów no poprzez bezpośredni wpływ na kom órki biorące udział w wytwarza­
niu tych soków, jak  i poprzez działanie na inne kom órki endokrynne przewodu 
pokarm ow ego i trzustki. W ykazano na izolowanych gruczołach żołądkowych 
szczura, że som atostatyna ham uje wydzielanie kwasu solnego przez kom órki 
okładzinowe, poprzez obniżenie poziom u cA M P. Som atostatyna ogranicza 
także wydzielanie pepsyny, choć nie stw ierdzono jej wpływu na poziom cA M P 
w kom órkach głównych w śluzówce żołądka [47]. Ponadto działając bezpośre­
dnio na kom órki pęcherzykowe trzustki, som atostatyna ham uje wydzielanie 
enzymów soku trzustkowego i dwuwęglanów [21, 22]. Som atostatyna wydzie­
lona po posiłku lub podana do krwi powoduje zaham ow anie wydzielania 
gastryny, sekretyny, G IP-u, glukagonu, enteroglukagonu, polipeptydu trzust­
kowego, insuliny, wpływając w ten sposób na regulację endokrynnej i egzokryn- 
nej czynności wydzielniczej żołądka, jelit i trzustki, a także na czynności 
m otoryczne przewodu pokarm ow ego, co prowadzi do obniżenia szybkości 
traw ienia i ogranicza ilość wchłanianych substancji.

W ostatnich latach podjęto próby stosowania som atostatyny w leczeniu 
niektórych chorób u ludzi. W stępne badania wykazały, że działa ona silnie 
w zwalczaniu opornych na cymetydynę, krwawiących wrzodów żołądka, choć 
pow oduje wystąpienie gorączki jako  objawu ubocznego [18, 23, 42]. Jednakże 
szczegółowe badania przeprow adzone na 543 pacjentach z zastosowaniem 
ślepej podwójnej próby wykazały brak istotnego efektu som atostatyny u pa­
cjentów z krwawiącymi wrzodami żołądka [43]. Som atostatynę stosowano 
także z powodzeniem w leczeniu ostrego zapalenia trzustki [42], U pacjentów 
z akrom egalią som atostatyna ham ow ała nadm ierne wydzielanie horm onów  
z guzów o typie: insulinoma, glukagonoma, VIP-oma , guzów z zespołem 
rakow iaka. Polepszała ona również glukostazę w cukrzycy insulinoniezależnej 
[43]. Som atostatyna jest szybko elim inowana z krążenia, a jej okres półtrw ania 
w surowicy krwi u psa wynosi ok. 2 min., a u człowieka 1-3 min., dlatego 
w celach leczniczych niejednokrotnie stosow ano ciągłą infuzję tego leku [18, 
22], Podjęto próby syntetyzowania analogów  som atostatyny o silniejszym 
i dłuższym działaniu, podstaw iając D-aminokwasy w miejsce L-izomerów 
w cząsteczce som atostatyny. N iektóre analogi D-Trp8 i D-Cys14 som atostaty­
ny okazały się silniejszymi inhibitoram i wydzielania horm onu wzrostu, in­
suliny i glukagonu niż natura lna som atostatyna. Analogi som atostatyny 
D-Cys14 wykazały silniejszy wpływ ham ujący wydzielanie glukagonu niż 
insuliny. Jednakże próby uzyskania analogu som atostatyny przydatnego 
w leczeniu cukrzycy przebiegającej z hiperglukagonem ią nie zostały dotychczas 
uwieńczone powodzeniem [22]. G odne uwagi jest to, że jeden z analogów 
som atostatyny oznaczony RC-160 (D-Phe-Cys-Tyr-D-Lys-Val-Cys-Trp-NH2) 
ham ow ał wzrost doświadczalnego raka gruczołu krokowego u szczurów. 
Pewne ostrzeżenie stanowi fakt, że som atostatyna stosow ana u ludzi przez
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dłuższy czas wywołuje niekorzystne objawy uboczne, takie jak  zespół złego 
wchłaniania i nietolerancja glukozy [43],

Som atostatyna pełni praw dopodobnie kluczową rolę w wielu układach 
regulujących czynności organizm u. W skazują na to obserwacje, że uwalnianie 
tego peptydu znajduje się pod kontrolą licznych horm onów  i neurom ediato- 
rów, oraz że som atostatyna reguluje uwalnianie wielu substancji regulatoro­
wych i wydzielin kom órkow ych. Oddziaływanie som atostatyny odbywać się 
może na drodze parakrynnej —  poprzez wpływ na kom órki znajdujące się 
w sąsiedztwie kom órek produkujących som atostatynę, endokrynnej —  za 
pośrednictwem  horm onu przedostającego się do krążenia, neuroprzekaźniko- 
wej —  poprzez m odulację czynności zakończeń nerwowych (ryc. 2). W raz 
z som atostatyną z kom órek produkujących ten peptyd m ogą być wydzielane 
także inne substancje regulujące m etabolizm kom órki: aminy biogenne, ATP, 
cykliczne nukleotydy i jony C a2 + . Efekty biologiczne pobudzenia kom órek 
produkujących som atostatynę są zatem bardzo złożone, zależą bowiem od 
działania nie tylko som atostatyny, lecz również innych substancji biologicznie

Ryc. 2. Schemat o d d z ia ływ ana  som atostatyny na różne struk tury  odźwiernika. Som atostatyna 
m oże oddziaływać parakrynow o (I) na kom órki gastrynow e (G) i kom órki nab łonka  odźwiernika 
(K N ), może poprzez przenikanie do naczyń krw ionośnych (K A P) oddziaływać endokrynow o (2), 
a  także pełnić funkcje neuroprzekażnika (3) wpływając na zakończenia nerwowe (N). Kom órki 
wydzielające som atostatynę (KS) m ają p raw dopodobnie receptory, um ieszczone w błonie kom ór­
kowej na biegunie szczytowym kom órki, zdolne do reagowania z substancjam i znajdującymi się 
w soku żołądkowym ; połączenie tych substancji z receptoram i pobudza wydzielanie horm onu
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czynnych wydzielanych wraz z nią [11]. W m echanizm ach regulujących 
związanych z działaniem som atostatyny biorą także udział substancje zawarte 
w świetle żołądka lub jelit. Substancje te poprzez związanie się z odpowiednim i 
receptoram i na biegunie szczytowym kom órek produkujących som atostatynę 
pobudzają wydzielanie tego peptydu i towarzyszących mu substancji. D ziała­
nie złożonych układów regulujących, w których uczestniczy som atostatyna, nie 
zostało jeszcze poznane w stopniu wystarczającym, trudno  zatem ocenić, czy 
poznano już wszystkie funkcje tego horm onu.
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K O N T R O L A  AKTY W N OŚCI L IM FO C Y T U  B W R O Z W O JU  
H U M O R A L N E J O D P O W IE D Z I IM M U N O L O G IC Z N E J

C O N T R O L  O F  T H E  B-CELL A C TIV ITY  IN  T H E  D E V E L O P M E N T  O F  
H U M O R A L  IM M U N E  R E SPO N SE

Paweł K A LIŃ SK I 

Z akład  Histologii i Em briologii, A kadem ia M edyczna, W arszaw a

Streszczenie. Pobudzenie limfocytu B, efektorowej kom órki hum oralnej odpowiedzi im m unologi­
cznej, jest procesem  wym agającym  udziału szeregu bodźców. Pierwotny sygnał w postaci 
zw iązania antygenu przez błonowe im m unoglobuliny (mig) czyni kom órkę wrażliwą na pom oc ze 
strony lim focytów Th. Sygnał pom ocniczy, zaw arty głównie w zestawie lim fokin, w ytwarzanych 
przez lim focyty Th, um ożliwia rozpoczęcie serii podziałów i końcowe zróżnicow anie lim focytu 
tt do  wydzielającej przeciwciała kom órki plazm atycznej. W ielostopniow a kontro la rozwoju 
lim focytu B przez antygen i szereg czynników pom ocniczych umożliwia każdorazow o precyzyjne 
dostro jenie odpow iedzi hum oralnej do aktualnych w arunków  imm unizacji, dla zapew nienia 
najefektywniejszej w każdym  przypadku i możliwie wysoko swoistej odpowiedzi

W  niniejszej pracy dokonano  przeglądu współczesnych teorii opisujących proces pobudzenia 
kom órki B i n iektóre m echanizm y sterow ania nią w trakcie rozwoju odpowiedzi hum oralnej. 
Przedstaw iany m ateriał nie obejm uje m echanizm ów regulujących odpow iedź hum oralną w proce­
sach supresji i tolerancji.

Sum m ary. The complex process o f  B lym phocyte activation requires several different stimuli. 
Antigenic stim ulation  renders the cell susceptible to help delivered by helper T  lym phocytes (Th 
cells). A m ong helper factors, the m ost significant are T-cell soluble products — lym phokines. They 
facilitate the B-cell entry into the cell cycle, proliferation and final differentiation to antibody- 
-secreting cells.

Existence o f  a num ber o f  helper factors m akes it possible for the im m une system to m odify 
the hum oral response paralelly to aKerating conditions o f im m unization. This provides the m ost 
efficient in any case, as well as highly specific, response. In this paper, some curren t m odels and 
theories th at concern the B-cell activation and its final developm ent to  the antibody-secreting cell 
are reviewed.

Pojawienie się w zdrowym organizm ie czynnika rozpoznaw anego jako  
obcy, a więc wtargnięcie drobnoustro ju  chorobotw órczego, transform acja 
now otw orow a, czy sztuczna im munizacja (przeszczep, doświadczalne podanie 
antygenu), pow oduje aktywizację m echanizmów obronnych ustroju, ogół k tó ­
rych określam y jako  odpowiedź odpornościow ą (im munologiczną). Składow ą
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odpowiedzi odpornościowej jest odpowiedź hum oralna. Realizow ana jest ona 
poprzez sekrecję przeciwciał (im m unoglobulin) przez plazmocyty, będące 
końcow ą form ą rozwojową limfocytu B. Rozwojem hum oralnej odpowiedzi 
immunologicznej kieruje szereg czynników, zarówno pochodzących spoza 
organizm u, jak  i wytwarzanych przez własny system odpornościow y.

Szczególną rolę na wszystkich etapach rozwoju odpowiedzi odgrywa 
antygen. Jako  czynnik zapoczątkow ujący odpowiedź aktywuje on te klony 
limfocytów B, które m ogą go rozpoznawać i wytwarzać swoiste względem 
niego przeciwciała. Jest więc czynnikiem wstępnie decydującym o składzie 
klonalnym  odpowiedzi. N a dalszych etapach antygen jest elementem zapew­
niającym swoistość antygenow ą kooperacji limfocytów T i B. Jego obecność na 
powierzchni limfocytu B umożliwia kon tak t ze swoistym limfocytem Th, czego 
efektem jest przekazanie sygnału pomocniczego. Do rozpoznania antygenu 
przez limfocyt B dochodzi za pośrednictwem  swoistych receptorów  — błono­
wych im m unoglobulin (mig: z ang. m em brane immunoglobulins). Cząsteczka 
błonowej im m unoglobuliny, o identycznej swoistości co przeciwciała wydziela­
ne w fazie efektorowej odpowiedzi, różni się od nich C  końcowym, lipofilnym 
fragm entem  łańcucha ciężkiego, umocowującym ją  w błonie kom órkowej.

K ontak t dziewiczego limfocytu B z antygenem  nie wystarcza zwykle do 
rozpoczęcia cyklu podziałów. W yjątkiem od tej reguły jest grupa poliklonal- 
nych aktyw atorów  limfocytów B, jak  np. lipopolisacharyd (LPS), zdolnych do 
zapoczątkow ania odpowiedzi bez udziału dodatkow ych bodźców. Substancje 
te określane są mianem antygenów grasiczoniezależnych typu pierwszego 
(przegl. [155]). W ydaje się jednak, że sposób działania tych substancji nie 
odpow iada fizjologicznemu rozwojowi odpowiedzi hum oralnej, w którym  
niezbędny jest udział czynników pomocniczych. Ich źródłem jest populacja 
limfocytów pomocniczych Th (z ang. T helper). W rażliwość na sygnały 
pomocnicze limfocyt B uzyskuje przez kontakt z antygenem. Przekazanie 
sygnału pomocniczego wymaga wspólnej swoistości antygenowej limfocytów 
T  i B oraz obecności na powierzchni limfocytu B antygenów głównego 
kom pleksu zgodności tkankowej klasy II (M H C  II: z ang. m ajor histocom pati­
bility complex class II), rozpoznaw anych przez limfocyt T  jako  własne. 
Czynniki pomocnicze uwalniane przez limfocyt T umożliwiają rozpoczęcie 
i utrzym anie serii podziałów oraz końcowe zróżnicowanie limfocytu B. 
Czynniki pomocnicze podzielono na czynniki wzrostowe limfocytów B 
(BCG F: z ang. B cell growth factors), pow odujące nam nażanie się antygeno- 
wo-swoistego klonu, oraz czynniki różnicowania (BCDF: z ang. B celi 
differentiation factors). Stym ulujące końcowe dojrzewanie limfocytów B do 
kom órek plazm atycznych i — ciągle niejednoznacznie określonych — kom ó­
rek pamięci. O kazało się jednak, że większość czynników pomocniczych 
wykazuje w różnym  stopniu obie te aktywności, zależnie od współwystępowa- 
nia innych bodźców i stanu funkcjonalnego kom órki.
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Duża liczba poznanych czynników pomocniczych wydaje się odpowiadać 
możliwości pobudzenia limfocytu B na kilku alternatywnych drogach i popro­
wadzenia jego dalszego rozwoju w różnych kierunkach, w zależności od 
charak teru  bodźca antygenowego i jego natężenia.

6 ygnat antygenowy  
(antygen lub  jego analog)

spoczynkow y  
lim fo cyt B

Sy g n a f pom ocniczy  
tlimfocyt pomocniczy, limfokiny)

Powiększenie komórki, 
wzrost ekspresji 

antygenów MHC.E i 
receptorów dla czynników 

pom ocniczych

GEZ)
(Z Z

Pohferacja i różn icow a-^—'  
me do kom arek plazma- 
tycznych ( P ) . tworzenie 
kom órek pam ięci (M )

Rye. 1. W spółczesny m odel pobudzenia lim focytu B w rozwoju odpowiedzi hum oralnej

1. PO B U D Z E N IE  A N T Y G E N O W E  L IM FO C Y T U  B

W badaniach przekazywania przez błonowe im m unoglobuliny używane są 
zwykle swoiście wiążące je przeciwciała (anty-IgM , anty-IgD ) lub izolowane 
fragm enty F (ab)2 tych przeciwciał. Związanie błonowych immunoglobulin 
przynosi szereg objawów pobudzenia kom órki: jej powiększenie [74, 161, 233], 
nasilenie syntezy m RN A  i wzrost liczby cząsteczek M H C klasy II w błonie 
kom órkowej [157, 159], a także rozpoczęcie syntezy DNA i proliferację [22], 
Podstawowym  warunkiem  efektywności przeciwciał anty-m lg jako  aktyw ato­
rów limfocytów B jest zdolność do w ytwarzania wielokrotnych krzyżowych 
wiązań pomiędzy cząsteczkami m ig (z ang. cross-linking) na powierzchni 
kom órki [74]. Spotęgowanie właściwości mitogennych przeciwciał anty-m lg 
m ożna uzyskać przez połączenie ich w struktury  poliwalentne [74, 187]. 
Ponieważ wiązanie przez przeciwciała anty-m lg jest niezależne od swoistości 
błonowych im m unoglobulin, następująca w jego wyniku aktywacja limfocytów 
B ma charak ter poliklonalny.

Doświadczeń z użyciem przeciwciał anty-m lg in vitro nie m ożna uważać 
za dokładne odzwierciedlenie pobudzenia antygenowego w żywym organizmie. 
Nawet najwyższymi daw kam i antygenu nie udaje się zwykle uzyskać wszyst­
kich efektów działania przeciwciał anty-m lg, jak  np. proliferacji, co praw dopo­
dobnie związane jest z niższą zdolnością do krzyżowego wiązania (cross- 
-linking) mig. Ponadto, przeciwciała nie powodujące aktywacji limfocytów 
B in vitro (z powodu niskiego powinowactwa lub niezdolności do krzyżowego 
wiązania m ig) mogą ją  wywołać w żywym organizm ie [74]. Praw dopodobne
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jest więc, iż dla zapoczątkow ania odpowiedzi na antygen in vivo, przy udziale 
pomocniczych limfocytów T wystarcza niższy stopień krzyżowego wiązania mig.

1.1. M ECHANIZM  PRZEKAZYW ANIA SYGNAŁU PRZEZ BŁONOWE 1M MUNOGLOBULINY

Równolegle z pobudzeniem  przez przeciwciała anty-m lg, w limfocytach 
B w zrasta szybkość przem ian fosfatydyloinozytoli [139], Podniesienie poziom u 
głównego m etabolitu  diacyloglicerolu [przegl. 2341 — kwasu fosfatydylow ego 
— w kom órkach stym ulow anych anty-m lg bezpośrednio wskazało na udział 
fosfolipazy C (PLC: z ang. phospholipase C) w przekazywaniu sygnału przez 
błonowe im m unoglobuliny [35]. W ydaje się, że w uaktyw nieniu PLC zaangażo­
wane jest, podobnie jak  w pokrewnych układach [14, 210], białko G  — wiążące 
G T P [72]. Istnieją jednak i przeciwne doniesienia-[84], Efektem uaktyw nienia 
PLC jest rozpad obecnego w błonie limfocytu B dw ufosforanu fosfatydyloino- 
zytolu (P1P2) z utworzeniem  diacyloglicerolu (D A G ) i trójfosforanu inozytolu 
(1P3) [8, 84]. Dopuszcza się też możliwość udziału innych, w różnym stopniu  
ufosforylowanych pochodnych inozytolowych [72]. Już śladowe ilości I P 5 są 
wystarczającym bodźcem do napływu do cytozolu jonów  wapniowych [124]. 
W zrost stężenia C a2+ w cytozolu obserwowany jest jedynie w przypadku, gdy 
dochodzi do wielokrotnego krzyżowania m ig. Analogicznie jak  dla pobudze­
nia kom órki, m onow alentne fragm enty Fab przeciwciał anty-m lg są nieefekty­
wne [16]. Sprawdzono, że wzrost stężenia wapnia w cytozolu m ożna uzyskać 
przez dostarczenie egzogennej PLC. Efekt ten jest blokow any przez substancje 
stabilizujące błonowe fosfolipidy [192]. Napływ w apnia nie jest związany ze 
wzrostem przepuszczalności błony komórkowej dla tego pierwiastka [16, 124]. 
Źródłem  Ca 2 + , uwalnianego w trakcie pobudzenia antygenowego, okazały się 
zbiorniki siateczki śródplazmatycznej [194],

Jony wapnia, jak  i diacyloglicerol (D A G ), są aktyw atoram i kinazy białko­
wej C (PKC), jednego z centralnych enzymów regulatorowych kom órki, 
wykazując w tym działaniu silny synergizm [115, 145, 192, 235]. W ykazano, iż 
współdziałanie analogów  diacyloglicerolu — estrów forbolu [172] — z podnie­
sionym poziomem C a2 + , uzyskiwanym przez podanie jonoforów  wapniowych 
(jonom ycyna, A23187), powoduje dobłonow e przesunięcie PK C  [120, 145], 
depolaryzację błony kom órkowej oraz efekty pobudzenia antygenowego; 
nasilenie syntezy m R N A , wzrost ekspresji antygenów M H C  II na powierzchni 
limfocytu B, jak  również rozpoczęcie syntezy D N A  [116].

D o m aksym alnej aktywności PKC, poza D A G  i C a2 ", konieczny jest trzeci 
czynnik — błonowy fosfolipid [218], zidentyfikowany jak o  fosfatydyloseryna. 
Późniejsze prace uściśliły, że w aktyw ny kom pleks w błonie kom órkowej 
wchodzą — po jednej cząsteczce — PKC i specyficzny diacyloglicerol, jon 
wapniowy, oraz 4 cząsteczki fosfatydyloseryny [68, 82]. Przemieszczenie PKC

/
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z cytozolu do błony komórkowej zachodzi już w ciągu l —2 minut po związaniu 
błonowych przeciwciał. W czasie tym 80 — 90% aktywności PKC znika z cytozo­
lu, pojawiając się w błonowej, rozpuszczalnej w detergencie frakcji nazwanej 
TSM  (z ang. T riton soluble m em brane) [26, 171], W krótce po tym obserwowa­
ne jest przemieszczenie głównej puli enzymu do frakcji TIM  (z ang. Triton 
insoluble m em brane) [26]. Po ok. 60 m inutach poziom PK C  w cytozolu 
pow raca do wartości początkowych [171].

Ryc. M echanizm  przekazyw ania sygnału przez błonowe im m unoglobuliny (m łg). A — antygen 
lub jego analog; PLC  — fosfolipaza C; P IP 2 — dw ufosforan fosfatydyloinozytolu; IP 3 — trójfos- 
foran  inozytolu; D A G  — diacyloglicerol; PtdS — fosfatydyloseryna; PK C  — kinaza białkowa C;

PK C * — form a aktyw na PK C , połączona z błoną kom órkow ą

Nie m am y dotychczas pełnego obrazu procesów zachodzących po uaktyw ­
nieniu P K C , prowadzących ku wyjściu limfocytu B z bazy spoczynkowej GO. 
Rezultatem  uaktyw nienia PK C (zachodzącego po części przy udziale aktyw o­
wanych przez nią innych enzymów o charakterze kinaz tyrozynowych [170]) 
jest fosforylacja szeregu białek błonowych i cytozolowych. W śród nich znajdują 
się najpewniej cząsteczki zaangażowane w błonowy transport jonów  nieorgani­
cznych [64, 198], czego skutkiem  jest spadek potencjału transbłonowego 
i wzrost pH  cytozolu [221, 160, 192].

Opisano stymulację ekspresji powierzchniowych im m unoglobulin w ko­
m órkach pre-B, przez jonofor sodowy — monensin [204], Z kolei, bloker 
transportu  sodowego (amiloryd) ham uje tę odpowiedź w kom órkach trakto-
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wanych estrami forbolu [199]. Sugeruje to, iż napływ Na jest znaczącym 
ogniwem pobudzenia kom órki. Równolegle z pobudzeniem  antygenow ym  
kom órki dochodzi do znacznego wzmożenia ekspresji szeregu onkogenów  
[208], w tym c-myc [125, 213], którego nasiloną transkrypcję notuje się 
w przebiegu wielu rozrostów  nowotworowych limfocytów B [25, 140, 148, 
201].

Niejasne jest, o ile istotne są inne, poza aktywacją PK C, drogi sygnalizacji 
przez błonowe im m unoglobuliny. Doniesienia M onda i wsp. [157] sugerują 
możliwość działania przeciwciał anty-m lg pom im o nieobecności PKC. W sytu­
acji tej obserw ow ano wzrost ekspresji antygenów M H C klasy II, zaś obecność 
8-m erkaptoguanozyny umożliwiała pełną odpowiedź, łącznie z syntezą DN A . 
Dane te wym agają jednak bacznego sprawdzenia: w większości układów  
dośw iadczalnych udział PK C w aktywacji antygenowej limfocytu B okazywał 
się niezbędny.

1.2. OKRES PRZEDREPLIKACYJNY LIM FOCYTU B

Wyjście kom órki z fazy spoczynkowej jest procesem wieloetapowym, 
w którym  kom órka stopniow o staje się podatna na działanie czynników 
pomocniczych. Punkt, do którego pojedynczy bodziec doprow adza kom órkę, 
zależy od jego charakteru  i nasilenia. Jak w iadom o, wywoływanie proliferacji 
limfocytów B przez przeciwciała anty-m lg związane w struktury  poliwalentne, 
jest znacznie mniej zależne od obecności czynników wzrostowych niż wywoła­
nie jej przez te same cząsteczki w formie wolnej [187], Również klasyczny 
antygen grasiczozależny trójnitrofenol (TN P) zaadsorbow any na stałym pod­
łożu (poliakrylam id) wywoływać może odpowiedź niezależną od czynników 
pom ocniczych, o ile jego gęstość epitopow a przekroczy krytyczną wartość 
[188],

W przypadku przeciwciał w formie wolnej decyduje ich stężenie. W doś­
wiadczeniach Cam biera i M onroe już minim alne stężenia przeciwciał anty- 
-IgM powodowały depolaryzację błony kom órkowej i wzrost liczby cząsteczek 
M H C  klasy II na jej powierzchni. Wejście w późną fazę G l i S wym agało już 
jednak znacznie wyższych stężeń [22]. Podobne wyniki skłoniły D eFranco [45] 
do wyróżnienia w obrębie fazy przedreplikacyjnej podokresów: G la  i G Iß , 
różniących się zapotrzebow aniem  na koncentrację przeciwciał anty-m lg. N is­
kie stężenia przeprowadziły kom órkę przez większą część fazy G la ,  pod koniec 
której dw unastogodzinny okres, oznaczony G la ' konieczne było 5-50 razy 
wyższe stężenie. Przerwanie stymulacji w fazie G la  prowadziło do zatrzym ania 
rozwoju na etapie kom órek dużych, o niskiej gęstości. Podjęcie rozwoju 
w cyklu kom órkow ym  możliwe było nawet po kilkunastu godzinach, po 
wzroście koncentracji przeciwciał anty-m lg. Po ok. 32 godz. od rozpoczęcia
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stymulacji kom órki przechodziły w fazę G Iß , w której intensywność pobudze­
nia receptora antygenowego przestawała być czynnikiem krytycznym . Po 
upływie kolejnych 10 godz. notow ano rozpoczęcie syntezy D N A  (faza S).

2. ROLA SY G N A ŁÓ W  PO M O C N IC Z Y C H  W A K TY W A C JI L IM F O C Y T U  B

Swoistość antygenow a przekazania sygnału pomocniczego uzyskiwana jest 
poprzez swoistość interakcji kom órki B z limfocytem Th. N ajstarsza teoria 
tłum acząca to zjawisko — klasyczna teoria m ostkow ania — zakłada, że do 
zbliżenia między kooperującym i kom órkam i dochodzi przez układ: błonowe 
przeciwciało — antygen — receptor limfocytu T. Postulowano, że zakotw iczona 
w cytoplazm ie kom órki B cząsteczka im m unoglobulinow a (m ig) rozpoznaje 
hapten, podczas gdy receptor limfocytu T wiąże nośnik. Obie te części, 
pozostając ze sobą w fizycznym związku, stanowiłyby w pełni im m unogenny 
antygen, tworzący „m ostek” między obiem a kom órkam i. Obecnie wszakże 
model ten uległ poważnym  m odyfikacjom  w związku z odkryciem  zjawiska 
prezentacji antygenu przez limfocyty B [29].

2.1. PREZENTACJA ANTYGENU PRZEZ KOM ÓRKI B

Połączenie błonowych im m unoglobulin z antygenem jest sygnałem zapo­
czątkow ującym  proces grupow ania powstałych kom pleksów (patching) i gro­
m adzenia ich na biegunach kom órki (capping). Internalizacja powstałych 
zgrupow ań umożliwia w ew nątrzkom órkow ą obróbkę antygenu do postaci, 
k tó ra w kontekście cząsteczek M H C  klasy II może być rozpoznana przez 
limfocyt Th.

Ryc. 3. Prezentacja antygenu przez lim focyt B

Limfocyty B są wysoce efektywne w prezentacji antygenu [29]. Należy to 
wiązać ze swoistością wychwytu antygenu, co zapewnia jego zagęszczenie na 
powierzchni kom órki, wśród cząsteczek M H C  klasy II. Limfocyty B mogą 
prezentować antygen także nieswoiście, z efektywnością niższą o 3 —4 rzędy 
wielkości [104, 127, 223], Prezentację przez limfocyty B m ożna zablokow ać

http://rcin.org.pl



29 2 P. KALIŃSKI

substancjam i lizosom otropow ym i, jak np. chlorochina czy chlorek am onowy, 
blokiijącymi w ew nątrzkom órkow ą degradację antygenu [127], W sytuacji tej 
jednak nadal prezentowane m ogą być krótkie fragm enty peptydowe.

Prezentacja antygenu przez limfocyty B jest wybitnie wrażliwa na prom ie­
niowanie. Już dawki 1000 radów silnie zmniejszają jej efektywność [223]. 
Zaham ow anie prezentacji przez naprom ienienie limfocytów jest najsilniej 
zaznaczone w niskich stężeniach antygenu, co sugeruje, że blokow ana jest 
głównie jej aktyw na, zależna od błonowych im m unoglobulin, składowa. 
Efektywność limfocytów B w prezentacji antygenowej wydaje się uw arunko­
wana, a przynajmniej znacznie nasilana, przez ich uprzednią aktywację [24, 
109, 121, 135]. W ydaje się, że wystarcza tu pobudzenie limfocytu B przez 
antygen.

Prezentacja antygenu przez limfocyty B nie zawsze pow oduje rozwój 
swoistego klonu Th. Część badaczy skłania się ku poglądowi, iż 'prezentacja 
lim focytarna efektywnie stym uluje limfocyty T  jedynie przy ich w tórnym  
kontakcie z antygenem [77, 98]. W pierw otnym  (z ang. prim ing) konieczny 
byłby udział m akrofagów. W wielu pracach akcentow any był wymóg obec­
ności tych ostatnich jako  źródła interleukiny 1 (IL-1), bądź konieczność 
dostarczania IL-1, dla uzyskania proliferacji limfocytów T. Istnieją jednak 
dane świadczące o możliwości wytwarzania tej limfokiny (jako form y wolnej 
lub związanej z błoną kom órkow ą) przez limfocyty B [4, 70], choć wymaga 
sprawdzenia, czy zjawisko to ma znaczenie w kooperacji T -B . Niezależnie od 
wpływu prezentacji antygenu przez limfocyty B na limfocyt Th niezmiennie 
towarzyszy jej przekazanie sygnału pomocniczego [122].

2.1.1 ROLA CZĄSTECZEK MHC KLASY II W KOOPERACJI T B

Zjawisko rozpoznaw ania antygenowo swoistego limfocytu B przez odpo­
wiadający m u limfocyt pom ocniczy T zawiera, w naszym obecnym rozumieniu 
tego zjawiska, związanie kom pleksu receptorowego limfocytu Th z prezento­
wanym antygenem połączonym  z cząsteczką M H C  klasy II. W ynika stąd 
potrzeba kom plem entarności limfocytów T i B w zakresie swoistości antygeno­
wej i zjawisko M H C-restrykcji w kooperacji T-B .

Poza rolą cząsteczek M H C  klasy II jakc? biernego elem entu restrykcyjnego 
zarysowała się ostatnio możliwość pełnienia przez nie dodatkow ej, „aktyw nej” 
funkcji. Obecność przeciwciał wiążących molekuły M H C  II w hodowlach 
limfocytów B ham uje proliferację za pom ocą przeciwciał anty-m lg lub LPS 
[32, 63]. Związanie antygenów M H C  klasy II może też dawać odpowiedź 
pozytywną, np. indukując różnicowanie stransform ow anych kom órek B do 
plazmocytów [181]. Podobnie aktywne są utrw alone glutaraldehydem  limfocy­
ty T swoiste względem allogenicznych cząsteczek M H C  klasy II [10, 39].
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Związanie przez nie obcych antygenów  M H C  klasy II modeluje połączenie 
receptora limfocytu Th z prezentow anym  kompleksem M H C  II /a n ty g e n  na 
powierzchni własnego limfocytu B.

N a poziom ie m olekularnym  związaniu antygenów M H C  klasy II towarzy­
szy wzrost poziom u cA M P (widoczny już w ciągu 30 s) i dojądrow e 
przesunięcie PK C  [23, 27]. Wzrost cA M P, przez hamowanie rozpadu P IP , [89] 
oraz obniżenie dostępności PK C  w cytozolu [23, 26], tłumaczyłyby aktywność 
antyproliferacyjną przeciwciał an ty-M H C  II. Ustalenie, czy i o ile powyższe 
zjawiska m ają znaczenie w lozwoju odpowiedzi hum oralnej, nie jest jednak 
obecnie możliwe.

2.2 H U M O RALNE CZYNNIKI POM OCNICZE W ROZW OJU HUM ORALNEJ O DPOW IEDZI IM M UNOLOGICZNEJ

Podstaw ow e znaczenie w zjawisku przekazywania sygnału pomocniczego 
przypisywane jest substancjom  hum oralnym  wydzielanym przez limfocyty Th 
— limfokinom . W hodowlach kom órek B, prowadzonych w nieobecności 
limfocytów pomocniczych, w spółdziałają one z antygenem  (lub jego analo­
giem), pow odując rozpoczęcie i późniejsze podtrzym anie cyklu m itoz oraz 
produkcję przeciwciał. Odpowiednie stężenie limfokiny okazuje się niekiedy 
wystarczające do wywołania obu tych efektów in vitro w nieobecności 
antygenu [131, 132]. Limfokiny m ogą zwiększać reaktywność limfocytów B na 
antygen i m odyfikować przebieg odpowiedzi w zależności od jego charakteru.

Substancje pomocnicze dla limfocytów B wykazują najczęściej specyficzny 
wpływ także na inne elementy układu odpornościow ego, co stanowi podstawę 
do zaliczenia ich do interleukin. Będąc antygenow o i M HC-nieswoiste, 
pozostają one aktywne u innych osobników  tego samego gatunku, a w części 
przypadków , również w organizm ach gatunkow o obcych. W chwili obecnej 
wydaje się, że system czynników pomocniczych w organizm ach ssaków jest 
wysoce zachowawczy; pom iędzy układam i mysim i ludzkim  — najlepiej 
poznanym i — istnieje dużego stopnia analogia.

Swoistość antygenow a pom ocy przekazywanej za pośrednictwem  limfokin, 
uzyskiwana jest dzięki uwolnieniu ich podczas interakcji antygenow o zgod­
nych kom órek B i T, tak że tylko w bezpośrednim  sąsiedztwie osiągane jest 
dostateczne stężenie aktywnej substancji. O statnio Poo i wsp. [183] stwierdzili, 
że uw alnianie czynników pom ocniczych w trakcie interakcji kom órek T i B za­
chodzi tylko na niewielkim· obszarze bezpośredniego kon tak tu , co m iałoby tu 
niewątpliwe znaczenie. Drugim  mechanizmem uzyskiwania swoistości jest 
praw dopodobnie zm ienna ekspresja receptorów  dla czynników pomocniczych 
[21, 178], wskutek czego, nawet przy dostatecznej koncentracji limfokiny, 
reagują jedynie kom órki będące na odpowiednim  etapie pobudzenia.

http://rcin.org.pl



2.2.1. INTERLEUKINA 4 (BCGF I. 20-kD BCGF. BSF-I. BCDF-γ. IgGl-INDUCTION FACTOR. TCGF-2. MCGF-2)

294 P. KALIŃSKI

Interleukina 4 jest najdokładniej poznanym  czynnikiem pom ocniczym  dla 
limfocytów B. Jej działanie jest wyjątkowo różnorodne, co odzwierciedla gam a 
wymienionych aktywności przynależnych temu związkowi. Pierwotnie została 
opisana [91] jako  BCG F I (z ang. B-cell growth factor p l); czynnik obecny 
w supernatancie hodowli linii tym ocytarnej EL-4, współdziałający z przeciw­
ciałami anty-m lg w indukow aniu proliferacji limfocytów B [75, 165, 175]. 
Podanie przeciwciał 11 B i l ,  wiążących IL-4, blokuje rozwój odpowiedzi na 
antygeny grasiczozależne [53], co wskazuje na kluczową rolę IL-4 w tym 
zakresie. IL-4 pobudza też spoczynkowe (małe, o wysokiej gęstości) limfocyty 
B, pow odując 5 — 10-krotny wzrost gęstości antygenów M H C  klasy II na ich 
powierzchni [173] i indukcję receptora dla własnej cząsteczki [178]. Fizjologicz­
nie odpow iada to podwyższeniu wrażliwości na sygnał aktywujący: kom órki 
prestym ulowane interleukiną 4 szybciej o ok. 12 godz. wchodzą w fazę S cyklu 
kom órkow ego w odpowiedzi na podanie agonistów receptora antygenow ego 
i kolejnej dawki IL-4 [179, 190, 191]. Ze wzrostem ilości antygenów M H C  
klasy II związane jest nasilenie tworzenia koniugatów  T —B w obecności 
IL-4 [202]. Silnie zaznaczony jest wpływ IL-4 na różnicownie limfocytów B. 
Jest on swoisty izotypowo. IL-4 kieruje kom órki ku w ytwarzaniu IgGl i IgE, 
wydaje się też mieć udział w prom ow aniu syntezy IgA (zob. rozdz. 3.1.1.).

Interleukina 4 działa również na inne elementy układu odpornościow ego; 
jest czynnikiem wzrostowym kom órek tucznych (M C G F-2 z ang. m ast cell 
growth factor) [81, 133, 163, 209], części limfocytów T (TC G F-2) [60, 75, 133, 
163, 209] i tym ocytów [239] oraz szeregu linii hem opoetycznych [75, 177]. Jest 
też jednym  z czynników aktywujących m akrofagi [40] i pobudzających rozwój 
cytotoksycznych limfocytów T [224].

U myszy receptor błonowy dla IL-4 (IL-4R) jest białkiem o masie 
cząsteczkowej ocenianej na 60 kD  [21]. Jego połączenie z IL-4 nie wpływa na 
poziom  cA M P, pochodnych fosfatydyloinozytolu ani w apnia [154, 108]. M im o 
to prowadzi ono do fosforylacji szeregu białek kom órkowych [108], których 
tożsam ość ani rola biologiczna nie zostały dotychczas ustalone. Jest praw do­
podobne, iż IL-4R ma charak ter błonowej kinazy, podobnie jak  receptory dla 
E D G F  czy insuliny [21].

2.2.2. IN TERLEUKINA 5 (BCGF-II, TRF-1, 50-kD-BCGF, IgA-INDUCING FACTOR, EDF/EoCSF)

Interleukina 5 jest jednym  z T R F-ów  (z ang. T-cell replacing factors), 
grupy czynników wzmagających produkcję przeciwciał przez pobudzone 
kom órki B w hodow lach pozbaw ionych limfocytów T [2, 112, 141]. W przeci­
wieństwie do IL-4 pobudza wzrost kom órek B prestym ulowanych in vivo 
(kom órki duże, o niskiej gęstości) [175, 195, 197], współstymuluje z siarczanem
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dekstranu (DXS) poliklonainą proliferację limfocytów B [217], daje też efekt 
m itogenny w hodowlach linii limfoidalnej BCLj [175, 216], Aktywność ta 
określona została jako  BCG F II. IL-5 jest też czynnikiem stymulującym 
granulocyty kwasochłonne aktywności E D F  (z ang. eosinophil differentiation 
factor) i ECSF (z ang. eosinophil colony stim ulating factor)) [54, 1.75, 
203] oraz cytotoksycznych limfocytów T jako  K H F  (z ang. killer-helper factor) 
[220]. Daje to podstawę do zaliczenia jej do interleukin.

Różnice między aktywnościam i B C G F I i BCG F II sugerują odmienny 
czasowo punkt działania IL-4 i IL-5. Interleukina 4 jest czynnikiem wym aga­
nym w ciągu pierwszych godzin hodowli limfocytów B stymulowanych 
antygenem . Jako  czynnik wzrostowy jest aktyw na także przy podaniu uprzed­
nim w stosunku do antygenu, nawet jeśli zostaje usunięta z hodowli przed jego 
dostarczeniem , natom iast podanie IL-4 z 12-godzinnym opóźnieniem ograni­
cza, a przy dłuższej zwłoce znosi, jej aktywność [191]. IL-5 nie działa na 
kom órki spoczynkowe, nieaktywna jest również, w w arunkach optymalnej 
efektywności IL-4, we współdziałaniu z przeciwciałami anty-m lg [217]. Silnie 
natom iast indukuje proliferację przy podaniu opóźnionym  o 24 godziny 
w stosunku do przeciwciał anty-m lg [229], W ydaje się więc, że jej aktywność 
przypada na dalsze etapy cyklu kom órkowego. Potwierdza to jej współdziała­
nie z DXS, doprowadzającym  limfocyty B do fazy G1 oraz aktywacja 
kom órek B C L t (o m etabolizm ie odpow iadającym  tej fazie).

Interesującą właściwością interleukiny 5, mogącą mieć znaczenie dla jej 
działania na kom órki B, jest zdolność do indukcji receptora dla IL-2 (antygen 
Tac lub CD25) [83, 137]. W rażliwość na IL-2 kom órek B, stymulowanych 
anty-m lg, pojawia się po trzech dobach inkubacji w obecności IL-5 [229]. 
Podobne działanie wykazuje IL-5 w stosunku do limfocytów T oraz szeregu 
stransform ow anych linii limfoidalnych [110]. Co ciekawe, pojawienie się na 
powierzchni limfocytów B cząsteczek CD25 odpow iada spadkowi wrażliwości 
na IL-5 [229], czego znaczenie jest niejasne. Będąc czynnikiem różnicowania 
limfocytów B, interleukina 5 kieruje je w stronę w ytwarzania IgA (zob. rozdz. 
4.2.)

2.2.3. IN TERLEU K IN A  I

Najszerzej znana jest jako  czynnik aktywujący limfocyty pomocnicze T, 
uwalniany przez m akrofagi w trakcie prezentacji antygenowej. W śród innych 
aktywności wyraźny jest wpływ IL-1 na limfocyty B. W ykazuje ona właściwoś­
ci B C G F I (w układzie anty-m lg) i BCG F II (działanie na kom órki traktow ane 
DXS), w słabszym jednak stopniu niż IL-4 czy IL-5 [13, 56, 92]. Właściwości 
IL -ł jako  czynnika wzrostu limfocytów B ulegają spotęgowaniu w obecności 
interleukiny 6 [230], IL-4 i IL-5 [13]. O pisano też aktywność IL-1 jako  
czynnika różnicowania limfocytów B [30, 105, 182]. Interesujące wydają się
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doniesienia o wytwarzaniu IL -1 przez same limfocyty B [143,144], co m ogłoby 
mieć znaczenie w procesie prezentacji przez nie antygenu [4, 70], tłum aczyłoby 
też różnice w ich wrażliwości na sygnały aktywujące, w zależności od 
koncentracji kom órek w hodowli. Interleukina 1 jest silnym induktorem  
IL-6 [37], co może wpływać na obserwowany profil jej aktywności. Zarów no 
mysia, jak  i ludzka IL-1 występują w dwu odm ianach: a i ß  [180], w obu 
wypadkach wiązanych przez jeden receptor limfocytu B, o podobnym  pow ino­
wactwie do każdej [142],

2.2.4. INTERLEU KIN A  2

Główny czynnik wzrostowy limfocytów T (TC G F: z ang. T-cell growth 
factor) okazał się aktywny w indukow aniu proliferacji pobudzonych uprzednio 
kom órek B. Po pierwszych eksperym entach, wskazujących na dużą rolę 
IL-2 w odpowiedzi hum oralnej, wykazano, iż za część efektów działania 
IL-2 odpow iada pobudzenie obecnych w hodowli limfocytów T. Późniejsze 
badania, prow adzone na wysoko hom ogennych populacjach kom órek B, 
dowiodły jednak roli działania bezpośredniego. Potw ierdza to identyfikacja 
receptora dla IL-2 na powierzchni kom órek B [166]. W testach prow adzonych 
in vitro IL-2 wzmaga zarów no proliferację i syntezę przeciwciał przez 
stransfonnow ane kom órki B [126], limfocyty B aktyw ow ane anty-m lg [153, 
169], jak  i naturalnie preaktyw ow ane in vivo [129].

2.2.5. INTERFERON-7

Doniesienia o roli IF N -γ w odpowiedzi hum oralnej są rozbieżne. W wielu 
układach doświadczalnych dochodzi do wzmożenia produkcji przeciwciał 
w obecności interferonu [18, 134, 168]. Opisano też jednak zjawiska przeciwne 
[76], będące, być może, efektem ogólnego działania antyproliferacyjnego IF N  
i osłabienia żywotności kom órek, jak  i blokow ania przezeń efektów działania 
interleukiny 4. Chociaż obecność IF N -γ w hodowli wzmaga ekspresję antyge­
nów M H C  klasy II na wielu kom órkach, w tym także stransform ow anych 
limfocytach B [173, 236], ham uje on wzrost liczby tych cząsteczek zachodzący 
w odpowiedzi na IL-4 [156]. Również zdolność IL-4 do współstymulacji 
nam nażania się limfocytów B traktow anych przeciwciałami anty-m lg, oraz 
przyspieszenie wejścia w fazę S kom órek stym ulow anych IL-4 -ł- anty-m lg, 
przez traktow anie ich uprzednio IL-4 jest wrażliwe na interferon [189, 196].

Częściej obserwowany jest pozytywny wpływ in terferonu-γ na rozwój 
odpowiedzi hum oralnej. O pisano aktywność IF N -γ jako  B CG F I [44, 162]. 
Jako  T R F , prom uje on sekrecję przeciwciał w hodowlach pozbawionych lim ­
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focytów T [18, 207], chociaż były wysuwane wątpliwości, czy jest to działanie 
bezpośrednie [44]. Swoisty wpływ IF N -γ na różnicowanie limfocytów B om ó­
wiono w rozdz. 3.3.1.

2.2.6. IN TERLEU KIN  A 6

Poza grupą wymienionych wyżej czynników pomocniczych, o jednoznacz­
nie określonej tożsamości, opisano wiele innych substancji aktywnych w#sto­
sunku do limfocytów B. Do grupy tej należą niektóre elementy układu 
dopełniacza [55, 151, 186], 12kD-BCGF, istotny w układzie ludzkim  [20, 149], 
czynniki pow odujące proliferację nie pobudzonych antygenow o limfocytów 
B (BCAF: z ang. B-cell activating factor) [52, 131, 132, 200], neuroleukina 
[przegl. 79], czy substancje określone jako  BCD F (z ang. B-cell differentiation 
factor) [87, 111]. Jedna z tych ostatnich, wyizolowana z nadsączu linii 
limfoidalnej T C L -N al, ujawniła odm ienną od wcześniej poznanych limfokin 
i m onokin sekwencję am inokwasow ą. N ow o zidentyfikowany czynnik, uprzed­
nio opisywany jako  BSF-2 (z ang. B-cell stim ulatory factor-2) [88], interferon 
ß2 [205], czy białko 26kD [80], otrzym ał nazwę interleukiny 6. Substancja ta 
doprow adza do wytwarzania przeciwciał przez pobudzone kom órki B, nie 
wykazując wpływu na ich proliferację [86, 88, 184].

1L-6 jest jednak aktyw na jako  czynnik wzrostowy stransform ow anych 
kom órek B [184]. Zainteresowanie budzi możliwość jej udziału w stymulacji 
w zrostu kom órek białaczkowych jako  H P G F  (z ang. hybridom a/plasm ocyto- 
m a growth factor [226, 227, 230]). 1L-6 ma aktywność czynnika wzrostu 
limfocytów T [69, 90] oraz niektórych linii hem opoetycznych zależnych od 
interleukiny 3 [95]. Przyspiesza też dojrzewanie cytotoksycznych limfocytów 
T [219].

Powszechnie w iadom o, że zapotrzebow anie na czynniki wzrostowe hodowli 
limfocytów B zależy w pewnym stopniu od koncentracji kom órek. Staje się to 
interesujące w obliczu doniesień o wytwarzaniu przez niektóre linie limfoidalne 
B, jak  również norm alne kom órki B substancji wykazujących aktywności 
IL-1 czy B S F -l/B C G F  [73, 107]. W ykazano przy tym, że mogą one być 
wykorzystywane jako  autokrynow e czynniki wzrostu [231],

K ilka lat tem u del G uercio opisał p rodukt kom órek B (nazwany interleu- 
kiną B) wzmagający produkcję przeciwciał in vitro [46] przez ham owanie 
ekspresji receptora dla fragm entu Fc przeciwciał (FcR ) na limfocytach 
T i wydzielania czynników supresorowych [47, 48]. Tak więc, rysuje się 
możliwość m odulow ania odpowiedzi hum oralnej przez same limfocyty B. 
Czy i w jakim  stopniu jest ona w ykorzystywana w w arunkach fizjologicznych, 
pozostaje niewiadomą.
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TABELA 1

H um oralne czynniki pom ocnicze dla lim focytu B

Czynnik wzrostu Czynnik różnicow ania Inne aktyw ności

Interleukina 1

+
(aktyw ności B C G F I 
i B C G F II ; słabiej wy­
rażone niż IL -4  
i IL-5. W ykazuje sy- 
nergizm z IL -4 , IL-5, 
IL-6)

+ jest induktorem  IL-6

Interleukina 2 + +
(T R F)

Interleukina 4 +
(B C G F I)

+
(swoisty izotypowo; 
wytwarzanie 
IgG l i IgE)

wzm aga ekspresję IL -4 R  
i antygenów  M H C  II na 
powierzchni kom órek 
spoczynkowych; zwiększa 
wrażliwość na pobudzenie 
antygenowe.

Interleukina 5

+
(B C G F II)

+
(swoisty izotypowo; 
nasila wytwarzanie IgA

wzm aga ekspresję IL -2R  
(CD25, Tac) i wrażliwość 
na IL -2

Interleukina 6

_ ?
(jest czynnikiem w zro­
stu stransform ow anych 
lim focytów B)

+

In terfe ron -γ +  ?

+
(swoisty izotypowo; 
nasila wytwarzanie 
IgG2a)

blokuje działanie IL -4  na 
wszystkich etapach rozw o­
ju  odpowiedzi hum oralnej

2.3.ANTYGENOW O SWOISTE CZYNNIKI POM OCNICZE (ASHE: ANTIGEN-SPECIFIC HELPER FACTORS)

W początkach lat 70-tych Feldm an [57 — 60], prow adząc hodowle izolowa­
nych populacji limfocytów T i B (oddzielonych błoną o średnicy porów  1 μ), 
uzyskał wyniki sugerujące swoistość antygenow ą przynajmniej części z wytwa­
rzanych czynników pomocniczych. Dane uzyskane w późniejszych latach 
wskazywały, że swoistość ta dotyczy nie tylko antygenu, lecz również cząste­
czek M H C  II, obecnych na powierzchni kom órki B, będącej obiektem  pomocy 
[3, 49, 150]. C harakter i rola antygenowo-swoistych czynników pomocniczych 
jest wciąż kontrow ersyjna. Sugerowano, że m ogą one odpow iadać wolnej 
formie receptora antygenowego limfocytu T, co wydaje się możliwe w świetle
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doniesień o możliwości uwalniania z powierzchni kom órki niektórych cząste­
czek receptorowych, np. CD8 (wiążącej molekuły M H C  klasy 1) [67], czy 
receptora dla fragm entu Fc przeciwciał (zob. rozdz. 3.1.3).

3. R E G U L A C JA  IZO TY PO W A  O D PO W IE D Z I H U M O R A L N E J

Genom  pojedynczej kom órki prekursorow ej limfocytu B zawiera pełną 
inform ację dla wszystkich w ariantów  części stałych obu łańcuchów im muno- 
globulinowych: ciężkiego (CH) i lekkiego (CL). W przebiegu ontogenezy kom ór­
ki B każdy z fragm entów kodujących C H, może zostać połączony z częścią 
zm ienną łańcucha ciężkiego, czyli zrekom binowanym  kompleksem V-D-J 
(ryc 4.) Zbliżona jest sytuacja pary C L i kom pleksu genów V-J, kodującego 
część zmienną łańcucha lekkiego [przegl. 71]. W cząsteczce im m unoglobuliny 
część zm ienna odpow iedzialna jest za wiązanie antygenu, określa więc swois­
tość przeciwciała. Część stała odpowiedzialna jest za wypełnianie funkcji 
efektorowych. W ystępowanie określonej części stałej w łańcuchu ciężkim (C H) 
definiuje klasę (izotyp) przeciwciała.

Poszczególne izotypy różnią się między sobą stopniem  zdolności do 
urucham iania m echanizmów efektorowych odpowiedzi, takich jak  aktywacja 
dopełniacza, fagocytoza czy cytotoksyczność kom órkow a zależna od przeciw-

A .
ł a ń c u c h  c i ę ż k i

Vh. Vh2 VHn D„, D Hj D„n J H) J Hj J Hn C* C i Cf3 Cr, <\>Ci Ca, <|>Cr C f2 C f4 Cfc Cct2

ł a ń c u c h  l e k k i
VKj Vk„ J Ki J K2 J Kn C K

C K D - D - C K D - D - n

VA,^Va2 J ,  ^  .Ja ^ CĄ; J X3_^ 3

B.
VH, v„2 VHn Dh, D Hj D HnJ Hl j H? J Hn Cju. C6 C i3 c .f, Cf2bc r 2 ł c t C a
l i m - 0 - n H D O D C “ a " D - D H D C H = H D < > a

Ryc. 4. S truk tura  genów dla im m unoglobulin. A) im m unoglobuliny człowieka. Część zmienną 
łańcucha ciężkiego kodują geny V, D, J. Połączenie kom pleksu V-D-J z odpow iednim  genem dla 
części stałej jest wzorcem dla syntezy łańcucha ciężkiego im m unoglobulin (odpow iednio — IgM , 
IgD , IgG3, Ig G l, Ig A l, IgG2, IgG4, IgE, IgA2). Część zm ienna łańcucha lekkiego kodow ana jest 
przez geny V i J. Z rekom binow any kom pleks V-J, w przypadku łańcucha κ może występować w 
połączeniu z jednym  tylko genem dla Cx; w przypadku łańcucha λ istnieją 3 możliwości. C e, Cy, 
C ^ 4 są pseudogenam i; nie ulegają ekspresji. B) G eny kodujące łańcuch ciężki im m unoglobulin 

myszy (odpowiednio — IgM , IgD, IgG3, Ig G l, IgG2b, IgG2a, IgE, IgA)
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ciał (ADC'C: z ang. antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity). Różni je 
też zdolność przenikania do poszczególnych przedziałów organizm u [przegl.
19]·

Zróżnicowanie to umożliwia dobór najskuteczniejszych w każdym  przypa­
dku sposobów eliminacji z ustro ju  im munizującego czynnika, poprzez indywi­
dualny dobór odpowiedniego izotypu.

W pierwotnej odpowiedzi hum oralnej dom inują przeciwciała klasy IgM. 
W m iarę trw ania immunizacji dochodzi do pojawienia się i innych klas, 
różnych, w zależności od charak teru  czynnika wywołującego odpowiedź, drogi 
jego wniknięcia do organizm u i stanu, w jakim  znajduje się układ odpornościo­
wy gospodarza (współistniejące zakażenia, im m unosupresja, wiek).

Tabela 2

Funkcje im m unoglobulin  człowieku. W edług D. R. B urton [18]

Izotyp IgG l IgG2 IgG3 lgG 4 IgM IgA l IgA2 IgD IgE

aktyw acja dopełniacza: 
d roga  klasyczna

+ +  - + - +  + - - - -

droga alternatyw na - - - - - +  - +  - - -

przenikanie przez łożysko + - + +  -

w iązanie przez:
m onocyty/m akrofagi + - + +  - 7 + + - +

granulocyty  obojętnochłonne + - + +  - - + + - -

lim focyty + - + +  - ? + + + +

kom órk i tuczne i granulocyty 
zasadochłonne - - - + - - - - +

płytki krwi + - + + - +

3.1. WPŁYW LIM FOCYTÓW  T NA PROFIL IZOTYPOWY ODPOW IEDZI HUM ORALNEJ

W procesie zm iany izotypu (z ang. class-switching), zachodzącym  w prze­
biegu odpowiedzi hum oralnej, wyraźny jest udział limfocytów T [146]. U sunię­
cie ich z hodowli, jak  i niedobór w organizmie, powoduje ograniczenie 
wydzielania innych od IgM klas przeciwciał [15, 43]. I odwrotnie: przetoczenie 
odpowiedniej populacji limfocytów T zwierzętom niezdolnym do wydzielania 
przeciwciał określonej klasy może spowodować rozpoczęcie ich syntezy [85].
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W regulacji izotypowej odpowiedzi udział m ają hum oralne produkty  limfocy­
tów T. Świadczy o tym fakt, że w infekcjach pasożytniczych (w których 
odpowiedź na antygeny pasożyta realizowana jest w klasie IgE) odpowiedź na 
inne antygeny, podane równolegle, także zawężona jest do IgE.

M echanizm  zmiany izotypu odpowiedzi hum oralnej nie jest do końca 
wyjaśniony. Proponow ane są dwa modele tego zjawiska. O pierając się na 
zdolności poliklonalnych aktyw atorów  kom órek B do indukcji przeciwciał 
wielu klas, zaproponow ano teorię selekcyjną regulacji izotypowej (ryc. 5).

Ryc. 5. Dwa modele regulacji izotypowej odpowiedzi hum oralnej. W m odelu indukcyjnym  czynnik 
regulatorow y wywiera specyficzny wpływ na limfocyty B pow odując lub ułatw iając połączenie 
pożądanego genu dla części stałej ze zrekom binow anym  kom pleksem  VDJ. M odel selekcyjny 
zak łada działanie czynników regulatorow ych na kom órki, które uprzednio spontanicznie „p rzełą­

czyły się” w kierunku wytw arzania określonego izotypu

Zgodnie z nią, element regulatorow y działałby na kom órki, które wcześniej 
spontanicznie przełączyły się w kierunku wytw arzania przeciwciał pożądanej 
klasy, wzmagając ich żywotność i efektywność sekrecyjną. W wersji negatyw­
nej tego m odelu eliminowane byłyby kom órki niewłaściwie przełączone.

O dm ienną możliwością jest indukcja danego izotypu przez swoiste elem en­
ty regulatorowe (kom órki, produkow ane przez nie substancje hum oralne).

3 -  PBK 3/89
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Czynniki te, wpływając na limfocyty B, powodowałyby rekom binację pomię­
dzy fragmentem genom u, kodującym  część zmienną łańcucha im munoglobuli- 
nowego, a wybranym  genem dla części stałej. M odel ten odpow iada najpraw ­
dopodobniej działaniu aktywnych w zakresie regulacji izotypowej limfokin. 
W przeciwieństwie do modeli selekcyjnych dopuszcza on możliwość specyficz­
nego działania czynników regulatorowych na różnych poziom ach cyklu 
rozwojowego limfocytu B, jak  to ma miejsce w wypadku IL-4. Przesłanką, 
świadczącą na korzyść m odelu indukcyjnego działania IL-4, jest spostrzeżenie, 
iż w wielu układach doświadczalnych modyfikuje ona profil izotypowy 
odpowiedzi pom imo usunięcia jej po pierwszych dniach hodowli, na kilkadzie­
siąt godzin przed pojawieniem się pierwszych kom órek produkujących IgE czy 
IgGl [212]. Podobnie interferon-y wydaje się mieć tę sam ą, specyficzną 
aktywność regulatorow ą w stosunku do klasy wytwarzanego przeciwciała, 
niezależnie od m om entu podania [211]. O statnio potw ierdzono, że IL-4 
podwyższa liczbę prekursorów  kom órek syntetyzujących IgE, nie wpływając 
na wielkość klonu [9]. M echanizm  selekcyjny praw dopodobnie odpow iada 
regulacji izotypu przez czynniki wiążące im m unoglobuliny (IBF: z ang. 
im m unoglobulin binding factors — zob. rozdz. 3.1.3.)

3.1.1. ROLA LIM FOKIN W ZJAWISKU CLASS-SWITCHINCi: INTERLEUKINA 5, INTERLEUKINA 4. INTER- 
FERO N -γ

Interleukina 5, jako  T R F , przyspiesza dojrzewanie kom órek B, powodując 
nasilenie produkcji przeciwciał. Nie obejmuje ono jednak wszystkich izotypów 
w tym samym stopniu. W zmocnienie dotyczy głównie IgA, co usprawiedliwia 
nadanie substancji, zidentyfikowanej później jako  IL-5, nazwy czynnika 
wzmagającego produkcję IgA (z ang. IgA-enhancing factor) [11, 35]. Jest 
praw dopodobne, że szczególna rola przypada interleukinie 5 w przewodzie 
pokarm ow ym . Jak w iadom o, immunizacja przez doustne podanie antygenu 
wywołuje silną odpowiedź w klasie IgA. Stwierdzono, że jednym  z czynników, 
wywołujących ten efekt, a produkow anych przez mające cechy limfocytów Th 
2 kom órki kępek Peyera, może być interleukina 5 [167]. Interleukina 4 jest 
odpow iedzialna za wzmożenie produkcji IgG l (BCDFy, IgG l-induction 
factor) [99, 174, 206] oraz IgE [33, 34], przy czym wzrost IgE jest większy [33].

Znaczenie IL-4 dla w ytw arzania IgE m ożna wykazać in vivo. N arastanie 
poziom u IgE u myszy zainfekowanych Nippostrongylus brasi/iensis jest ham o­
wane przez przeciwciała wiążące IL-4 [62]. Interleukina 4 okazała się też 
wystarczającym bodźcem dla podjęcia produkcji IgE przez limfocyty B mysie­
go szczepu SJA/9 norm alnie nie wytwarzającego tej klasy przeciwciał [5]. 
Interesującą właściwością interleukiny 4 jest indukcja receptora dla Fcc [93] na 
powierzchni kom órek B oraz nasilenie wytwarzania supresorowych czynników 
wiążących IgE [12], co może mieć znaczenie dla regulacji odpowiedzi realizo­
wanej w tej klasie przeciwciał, chroniąc przed nadm iernym  jej rozwojem.
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Doniesienia o wpływie omawianej limfokiny na wytwarzanie IgA są 
rozbieżne, wydaje się jednak, że może ona w pewnym stopniu je wzmagać, 
a przynajmniej potęgować efekty działania IL-5 w tym zakresie [35].

Wpływ IL-4 na różnicowanie limfocytów B ham owany jest przez kolejną 
limfokinę, m ającą znaczenie dla izotypu generowanej odpowiedzi hum oral- 
nej —IF N -γ [34]. W doświadczeniach Snappera i Paula [211], prow adzonych in 
vitro na kom órkach mysiego szczepu DBA/2, IF N -γ stymulował wzrost 
poziom u przeciwciał klasy IgG2a, jednocześnie silnie ham ując wydzielanie 
IgG3, IgG l, IgG2b, oraz IgE, przy czym zaham ow anie to nie było spow odo­
wane obniżeniem żywotności kom órek. (W tych samych w arunkach IL-4 
daw ała wzrost Ig G l, IgE, i spadek IgM , IgG3, IgG2a, IgG2b nawet 
w 90 — 95%). Podobne działanie IF N -γ obserwowano też in vivo [61].

Interesujące jest spostrzeżenie, że zarów no interleukina 4, jak  i interfe- 
ro n -γ mogą wpływać na profil izotypowy odpowiedzi hum oralnej, także przy 
podaniu uprzednim  w stosunku do czynnika m itogennego (w międzyczasie 
usuwano czynnik różnicowania za pom ocą przeciwciał m onoklonalnych lub 
płucząc hodowle) [211, 212]. Stanowi to wyzwanie dla m odelu zakładającego 
istnienie trzech niezależnych, następujących po. sobie sygnałów, prowadzących 
do rozpoczęcia wytwarzania przeciwciał: antygenu, czynników wzrostowych 
i czynników różnicowania. C am bier [21], odnośnie do sygnalizacji przez 
cząsteczki M H C II, zasugerował, że sygnał dla różnicowania, przekazywany 
przez nie, może być w jakiś sposób „zapam iętyw any” przez kom órkę i ujaw­
niany dopiero po przejściu cyklu podziałów. Pomimo trudności w określeniu 
charakteru  owej pamięci, propozycja ta wydaje się atrakcyjna również dla 
interpretacji działania IL-4 i IF N -γ.

3.1.2. LIMFOCYTY POMOCNICZE: POPULACJE Th I i Th 2

Populacja limfocytów pomocniczych T jest niejednorodna pod względem 
cech fizjologicznych [97]. W 1986 r. M ossm an, opierając się na zestawie 
produkow anych limfokin, podzielił populację Th u myszy na dwie grupy [164]. 
D la kom órek produkujących IL-2, IL-3 i interferon-γ zaproponow ał nazwę 
limfocytów pomocniczych pierwszego rodzaju (Th 1). K om órki wydzielające, 
w miejsce IL-2 i IF N -γ, interleukinę 4 określone zostały jako  limfocyty 
pomocnicze rodzaju drugiego (Th 2) (do produktów  tej populacji należy także 
interleukina 5 [28]). Th 1 i Th 2 wykazują odmienne zapotrzebow anie na 
czynniki wzrostowe. Limfocyty pomocnicze Th 1 mogą wykorzystywać w tym 
charakterze interleukinę 2. W grupie Th 2 rolę tę może dodatkow o pełnić 
interleukina 4 [123, 136], której aktywność jako  czynnika wzrostowego 
limfocytów T już wcześniej była znana [60]. Przeciwstawność działania 
IF N -γ IL-4 obseerwowana jest także wśród prekursorów  limfocytów T. 
Aktywność IL-4, jako  czynnika wzrostowego dla części tymocytów [239],
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blokow ana jest przez interferon [193]. W organizmie ludzkim nie występuje tak 
czysty rozdział. Duży procent limfocytów Th mogą wytwarzać IL-4 razem 
z IL-2 lub z IF N -γ, jednak  i tu różnice funkcjonalne w zakresie regulacji 
izotypowej są wyraźne [138].

Interesujący był wynik porów nania częstości występowania kom órek 
każdego typu w grupach limfocytów Th o określonej swoistości. W śród 200 
klonów limfocytów Th swoistych względem obcogatunkow ych erytrocytów  nie 
znaleziono ani jednego należącego do populacji Th 2. Należały do niej 
natom iast wszystkie z badanych klonów, swoistych względem obcogatunkow ej 
gam m aglobuliny. Klony, swoiście wiążące allogeniczne cząsteczki M H C  klasy 
I, znajdow ano w obydwu grupach [164].

Nie znana jest przyczyna dominacji, wśród klonów o danej swoistości, 
kom órek należących do jednej lub drugiej grupy. W badaniach A braham  
i Teale [221] zawężenie izotypowe odpowiedzi hum oralnej w zakażeniu myszy 
przez Mesocestoides corti nie występowało, gdy do immunizacji używano 
pasożytów zabitych w sublimacie. Uzyskany wynik m ożna tłumaczyć zmianą 
konfiguracji białek antygenowych M . corti przez użyty sublim at, tak że 
w każdym z przypadków  były one rozpoznawane przez odm ienne klony lim­
focytów pomocniczych. Możliwe jest jednak, iż' był on skutkiem  wpływu 
odmiennej od antygenu substancji, wytwarzanej przez organizm  pasożyta, na 
kom órki Th, tak że w zależności od w arunków  towarzyszących zetknięciu 
z antygenem, w odpowiedzi nań stym ulow any'był wzrost odmiennych popu­
lacji limfocytów pomocniczych wśród kom órek o jednakow ej swoistości.

Efektywność IL-4 jako  czynnika wspom agającego wzrost kom órek tucz­
nych, przy doniesieniach o możliwości wytwarzania IL-4 samodzielnie przez te 
komórki [17], oraz stymulacja produkcji przeciwciał klasy IgE przez IL-4, 
w zestawieniu z powyższym, naświetla zasadniczą rolę interleukiny 4 i lim­
focytów Th 2 w zakażeniach organizm am i pasożytującymi zew nątrzkom ór- 
kowo. M ożna spekulować, że limfocyty pomocnicze pierwszego typu byłyby 
z kolei elementem ukierunkow ującym  układ odpornościow y na zwalczanie 
zmian dotyczących wnętrza kom órki, jak  infekcje wirusowe czy transform acja 
nowotworow a, przeciwko którym  najskuteczniejsze okazują się mechanizmy 
odporności kom órkowej. Z nana jest aktywność interleukiny 2 i interferonu 
w obu przypadkach. W zmaganie przez IF N -γ produkcji przeciwciał klasy 
IgG2a, wysoce efektywnej w A DCC [96, 113, 214], byłoby więc jednym 
z m echanizmów aktywności przeciwwirusowej i przeciwnowotworowej tego 
związku.

Autorzy różnią się w ocenie stosunku Th 1 do Th 2 w populacji limfocytów 
pomocniczych. Podaw ano częstość występowania limfocytów Th 2; od kilku 
do pięćdziesięciu procent. Jest praw dopodobne, że tak wielka rozbieżność 
odzwierciedla zmienność profilu populacji Th, w odpowiedzi na warunki
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immunizacji, k tóra to zmienność wydaje się konieczna dla sprawnej regulacji 
struk tury  izotypowej rozwijanej odpowiedzi hum oralnej.

3.1.3. CZY N NIK I WIĄŻĄCE IM M UNOGLOBULINY

Blisko 15 lat temu ukazały się pierwsze prace Friedm ana dotyczące 
wytwarzania przez limfocyty T izotypowo-swoistych czynników wiążących 
im m unoglobuliny (IBF: z ang. im m unoglobulin-binding factors) [65]. Substan­
cje te, w ytwarzane w odpowiedzi na pojawienie się określonej klasy przeciwciał 
[42], m ogą ham ować lub wzmagać jej produkcję [114]. Do chwili obecnej 
opisano czynniki wiążące im m unoglobuliny swoiste względem IgD [1], IgG 
[222, przegl. 66], IgA [152, 237] i IgE [przegl. 100]. Działają one bezpośrednio 
na kom órkę B [215, 222], wzmagając lub ham ując produkcję przeciwciał 
określonego izotypu. Uważa się, że IBF są wydzielniczą form ą błonowych 
receptorów  dla fragm entu Fc przeciwciał (FcR) [1, 94, 204].

Najszerzej poznany jest udział IBF w regulacji wytwarzania IgE. Opisano 
występowanie zarówno stymulujących, jak  i hamujących czynników wiążących 
tę klasę im m unoglobulin. Oba funkcjonalnie przeciwstawne typy IgE-BF są 
produktem  jednego genu i m ogą być wytwarzane przez jedną kom órkę [204, 
238], Różnica funkcjonalna jest związana z odm iennym  stopniem  glikozylacji 
łańcucha polipeptydowego [238]. Za „przełączanie” limfocytu T dla wytwarza­
nia każdego z nich, odpowiedzialne są czynniki regulujące stopień glikozylacji 
(G R F: z ang. glycosylation regulating factors); wzmagający G E F  (z ang. 
glycosylation enhancing factor) i ham ujący G IF  (z ang. glycosylation inhibi­
ting factor), wytwarzane również w obrębie populacji Th [102, 103, 114]. G E F  
został zidentyfikow any jako  proteaza serynowa o cechach kallikreiny [101, 
104]. G IF  wykazuje antygenowe i funkcjonalne podobieństwo do lipomoduli- 
ny [225]. W ytwarzane w nieobecności czynników regulujących stopień glikozy­
lacji IgE-BF nie wpływają na poziom produkcji IgE [103] (podobnie jak 
formy w ewnątrzkom órkow e IgE-BF) [237]. Za ich sprofilowanie funkcjonalne 
odpow iada równow aga pomiędzy G E F  a G IF ; być może poprzez modulację 
aktywności fosfolipazy A 2 [101].

4. M ODYFIKACJA SWOISTOŚCI PRZECIW CIAŁ W ROZWOJU ODPOW IEDZI HUM ORALNEJ

Antygen, wybierając spośród dojrzałych klonów limfocytów B te, które 
mogą go rozpoznawać, wstępnie determ inuje swoistość rozwijanej odpowiedzi. 
Okazuje się, że układ odpornościow y może wykorzystywać wzorzec antygeno­
wy również w dalszych okresach rozwoju odpowiedzi dla zwiększenia pow ino­
wactwa wytwarzanych przeciwciał i zawężenia ich swoistości. Zjawisko wzros­
tu stałej w iązania antygen-przeciwciało, zachodzące w m iarę trw ania im m uni­
zacji, określane jest jako  dojrzewanie odpowiedzi hum oralnej. Współczesny
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jego model przyjmuje istnienie dwu związanych z sobą procesów; ciągłego 
w ytwarzania nowych konfiguracji miejsc wiążących (idiotypów) oraz selekcji 
klonów przydatnych dla układu odpornościowego. Znam y wiele m echaniz­
mów wytwarzania nowych w ariantów  miejsc wiążących antygen w cząsteczce 
immunoglobuliny. Większość z nich dotyczy prekursorów  limfocytu B. Przy­
kładem  jest tu zmienność rekom binacyjna, prow adząca do pow stania klonów 
kom órek, o nowych zestawieniach łańcuchów ciężkich i lekkich [przegl. 71].

Zmiany konfiguracji miejsc wiążących immunoglobuliny mogą też zachodzić 
na poziomie genomów dojrzałych limfocytów B, na drodze mutacji som atosta- 
tycznych [6, 41]. Częstość m utacji w obrębie genów VDJ, kodujących część 
ciężkiego łańcucha im m unoglobulinowego odpowiedzialną za wiązanie antyge­
nu, jest znacznie wyższa wśród kom órek biorących udział w odpowiedzi na 
antygen niż w kom órkach spoczynkowych. Jej częstotliwość sięga 10~3/ na 
parę zasad/ na pokolenie i jest o dwa rzędy wielkości wyższa niż w kom órkach 
pre-B [31, 147], W zrost częstości m utacji som atycznych jest dostrzegany już 
w późnym okresie odpowiedzi pierwotnej, jednak znaczne przyspieszenie 
zjawiska obserwuje się w odpowiedzi wtórnej [31, 41]. N a etapie tym pojawiają 
się także nowe zestawienia VH-VL [6, 31, 41, 78]. N awet pojedyncza zm iana 
am inokwasu w obszarze odpowiedzialnym  za wiązanie antygenu doprow adzić 
może do zmiany powinowactwa, a nawet zmiany specyficzności przeciwciała 
[38]. W ystępowanie mutacji z częstością 10-3 na parę zasad na pokolenie daje 
obraz zmienności dokonującej się w tym mechanizmie.

W obszarze genu V istnieją regiony C D R  określające specyficzność 
przeciwciała (z ang. com patibility determ ining regions) oraz leżące między nimi 
regiony szkieletowe FR  (z ang. fram ework regions), odpowiedzialne za 
wzajemne położenie sekwencji C D R . O bserw owana gęstość m utacji punk to ­
wych jest znacznie większa na obszarach C D R  niż w otaczających je 
sekwencjach FR  [31, 41, 147]. M ożna to tłumaczyć istnieniem m echanizmów 
zwiększających poziom  m utacji w tych regionach, lecz jak  się wydaje, za 
zjawisko to może przynajm niej w części odpow iadać pozytywna selekcja 
kom órek, które uzyskały „korzystniejsze” konfiguracje miejsc wiążących. 
D odatkow o, istnienie selekcji potw ierdza spostrzeżenie, że stosunek mutacji 
zmieniających kolejność am inokwasów do mutacji niemych (z ang. R/S ratio) 
jest znacznie wyższy w C D R  niż w przyległych regionach FR  [31], gdzie R/S 
zbliża się do oczekiwanego (na podstawie praw dopodobieństw a zajścia mutacji 
typu R).

W punktach łańcucha im m unoglobulinow ego szczególnie istotnych dla spe­
cyficzności antygenowej opisano w niektórych przypadkach konwergencję 
wśród nie spokrewnionych klonów. Dotyczyła ona zarów no jednakow ych 
zmian zasad w określonych punktach łańcucha D NA , jak  również identycznych 
podstawień am inokwasowych dokonyw anych poprzez odm ienne zmiany nuk- 
leotydów [41].
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Powyższe obserwacje skłaniają do przyjęcia tezy, iż dotycząca przynajmniej 
części kom órek B hiperzmienność, poprzez pozytywną selekcję, jest wykorzys­
tywana przez układ odpornościow y do podnoszenia specyficzności odpowiedzi 
hum oralnej.

Opierając się na wynikach badań odpowiedzi na 2-fenylooksazolon, Berek 
i M ilstein zaproponow ali niedawno [7] interesujący model funkcjonalny 
układu odpornościowego: wnikający do organizm u czynnik antygenow o 
obcy napotyka, oprócz m echanizm ów niespecyficznej odporności, pulę klonów 
kom órek B, zdolnych do rozpoczęcia produkcji wiążących go przeciwciał. 
Większość z nich wytwarzałaby przeciwciała o szerokiej specyficzności, w iążą­
ce antygeny intruza na równi z szeregiem innych molekuł. N iedogodności 
wynikające ze słabego powinowactwa narastających odpowiedzi byłyby z nad ­
wyżką kom pensow ane przez jej wysokie natężenie uzyskiwane w krótkim  
czasie. W m iarę utrzym ywania się immunizacji, do głosu dochodziłyby 
m echanizmy dojrzewania odpowiedzi, zawężające jej specyficzność. K lony raz 
pobudzone mogłyby następnie być użyte przeciwko innym antygenom , którą 
to możliwość wykazał Varga [228]. W zgodzie z tą propozycją wydają się 
doniesienia o występowaniu u zdrowych dawców przeciwciał o wielokrotnej 
niekiedy krzyżowej reaktywności [50, 185]. Spostrzeżenie, iż w surowicy mysich 
now orodków  (co odpow iadałoby pierw otnem u brakowi czynnika zawężające­
go specyficzność), ich poziom  jest znacząco wyższy niż u nieco starszych 
zwierząt [51], jest doskonale wytłum aczalne na bazie prezentowanego modelu. 
M nogość czynników oddziałujących na limfocyt B, zarów no związanych 
z antygenem , pochodzących z zew nątrz organizm u, jak  i czynników w ytw arza­
nych przez własny układ odpornościow y, odzwierciedla precyzję, z jak ą  
sterowany jest rozwój hum oralnej odpowiedzi immunologicznej. Umożliwia 
ona uzyskanie odpowiedzi w formie najodpowiedniejszej dla każdego przypad­
ku immunizacji, o wysokiej, rosnącej w czasie, swoistości.
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W CZESN A  EW O LU C JA  K O M Ó R E K  E U K A R IO T Y C Z N Y C H  -  F A K ­
TY I H IPO TEZY

T H E  E A R L Y  EV O L U T IO N  O F  E U K A R Y O T IC  C ELLS -  FA C TS A N D  H Y PO TESES

Leszek K U Ź N IC K I 

Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN. W arszawa

Streszczenie. Najwcześniejsze, powszechnie uznane, ślady życia zostały znalezione w rogowcach 
z W arraw oona (A ustralia) o wieku 3,5 G a (mld lat). W iększość współczesnych au torów  uważa, że 
pierwsze jednokom órkow e eukario ta  powstały około  1,5 G a, jednakże n iektóre diagnozy 
m ikroskam ieniałości sugerują możliwość pojaw ienia się p ierw otniaków  i drożdży w środkow ym  
lub późnym  archeanie (3,5-2,6 Ga). W rzeczywistości, dokum entacja  paleontologiczna pytanie
0 czas eukariogenezy pozostaw ia otw arte. Zagadnienie pow stania kom órki eukariotycznej
1 problem  pierw otnych królestw  przyrody został przedstaw iony w świetle: 1) badań nad 
odtw arzaniem  filogenezy w oparciu o m olekularną analizę powszechnie występujących m ałych 
podjednostek rR N A  oraz 2) z perspektyw  pojawienia się i roli cytoszkieletu i regulowanych jonam i 
C a2 system ów ruchowych.

Sum m ary. The earliest generally accepted evidence o f  life has been found in cherts o f the 3.5 G a 
W arraw oona G roup  (A ustralia). According to the opinion o f the m ajority  au th o rs the da ta  for the 
origin o f unicellular eukaryotes is 1.5 G a, however, some diagnostic m icrofossils suggest th at 
p rotist and yeast m ight have been in existence a t M iddle o r Late A rchean time (3.5-2.6 Ga). 
Paleontological docum entation  has still left open the question o f  a time o f  eukaryogenesis. The 
origin o f  the eukaryotic  cell and the problem  o f prim ary kingdom s is discussed in the light o f  1) 
m olecular phylogenetic analysis o f the universal small subunit rR N A  and 2) appearance and role 
o f  the cytoskeleton and C a 2 + regulated motile systems.

Od drugiej połowy XIX w. tematyka powstania komórki eukariotycznej jest 
spleciona z problem em  głównych podziałów przyrody żywej, tzn. w yróżnia­
niem królestw oraz związkami filogenetycznymi między tymi najwyższej rangi 
taksonam i. Historię i rozwój badań w tym zakresie przedstaw iono w polskoję­
zycznych artykułach [15, 16] z uwzględnieniem współczesnej dyskusji między 
zwolennikam i endosym biozy jako  podstawowego m echanizm u eukariogenezy 
[14, 23, 24, 35] oraz rzecznikami stopniowego pow staw ania jąd ra  i osłonki

Praca w ykonana w ram ach problem u CPBP-04.01.
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jądrow ej oraz m echanizmów mitozy w jakiejś linii p rokario ta  [3, 4, 33]. 
Obecnie chciałbym skoncentrow ać się na nowych aspektach, które pojawiły się 
w piśmiennictwie w okresie ostatnich czterech lat i stały się głównymi 
problem ami rozważań nad powstaniem  eukariota i ich związkami rodowymi 
z prokariota.

1. SZK O ŁA  W O ESEG O  I JEJ W K Ł A D  DO  FI L O G E N E TY K I M O L E K U L A R N E J

Do końca lat siedemdziesiątych hipotezy endosym biotycznego pochodze­
nia eukariota, jak  i poglądy zwolenników ewolucji stopniowej były równocen- 
ne, gdyż brak było obiektywnych kryteriów ich weryfikacji. Pierwszą zapow ie­
dzią istotnego postępu na polu eukariogenezy była publikacja Woese i Fox 
z 1977 r. ,,Phylogenic structure o f the procaryotic dom ain: the prim ary 
kingdom s” [37]. A utorzy dokonali rozbicia królestwa Prokaryota  na dwa: 
Archaebacteria i Eubacteria równocenne z królestwem Eukaryota. Woese i jego 
szkoła [36, 37, 38, 39] do m etodyki m olekularnych analiz filogenetycznych, 
zapoczątkow anych w połowie lat sześćdziesiątych przez Zuckerkandla i Pa- 
ulinga. wnieśli istotne udoskonalenie. Polegało ono na skupieniu uwagi na 
16S-rRNA i 5S-rRNA. Te małe podjednostki rybosom alnych kwasów rybonu­
kleinowych okazały się wyjątkowo przydatne, gdyż występują u wszystkich 
żyjących współcześnie organizm ów, a zmiany w ich sekwencjach nukleotydo- 
wych zachodziły wyjątkowo wolno.

Dla zrozumienia pierwotnych związków rodowych szczególne znaczenie 
miało wyodrębnienie taksonu Archaebacteria oraz opisanie trzech podstaw o­
wych podjednostek tego królestwa [37, 38], a mianowicie: 1) m etanogenów, 2) 
ekstremalnych termofili i 3) ekstremalnych halofili. M etanogeny występują 
w beztlenowych osadach dennych, w kom órkach pierwotniaczych, w przew o­
dach pokarm ow ych owadów i ssaków i wszędzie tam , gdzie powstaje m etan 
z m olekularnego H 2 i C 0 2.

Ekstrem alne termofile to m ikroorganizm y zależne od siarki i jej związków. 
N iektóre gatunki z rodzajów Sulfolobus, Thermoproteales są mieszkańcami 
kwaśnych, gorących źródeł i ich optim um  wzrostu znajduje się w granicach 
80-100°C. Organizm y te charakteryzuje bądź m etabolizm  chem olitotroficzny, 
w którym  C 0 2 jest źródłem węgla, a elem entarna siarka źródłem energii, albo 
też siarkowe oddychanie przy udziale C 0 2 i siarkow odoru.

Ekstrem alne halofile są bakteriam i zamieszkującymi słone jeziora. Tolerują 
bardzo wysokie stężenie N aCl, a niektóre gatunki wywołują zjawisko proteoli- 
zy solonych ryb i solonego mięsa.

Woese [36] porów nał 920 homologicznych nukleotydów  16S-rRNA z Sul­
folobus solfataricus, Methanococcus vannielli i Halobacterium valcanii i doszedł 
do wniosku, że najbardziej pierwotnym i są ekstrem alne termofile. Drzewo

http://rcin.org.pl



EWOLUCJA KOMÓREK EUKARIOTYCZNYCH 325

rodow e budow ane przez Woese i jego szkołę (rys. I) jest pozbawione radix 
com m unis organism orum , nie ulega jednak wątpliwości, że Woese odrzuca 
endosym biozę jako  mechanizm prowadzący do powstania eukariota.

Rye. 1. Pierw otne królestw a wg W oesego 1987 [36]

2. H IPO T EZ A  C Z T E R E C H  P IE R W O T N Y C H  K R Ó LESTW : E O C Y T A , E U  K A R Y O T  A, A R ­
C H  A E B A C T E R IA , P H O T O C Y T A

W prow adzenie m etod biologii m olekularnej do ewolucjonizmu nadało 
dyskusjom wokół eukariogenezy i wyróżniania pierwotnych królestw większej 
konkretności, jednocześnie zapoczątkow ało nowy etap kontrowersji i rozsze­
rzyło zakres otwartych problem ów. Np. według Lake i jego grupy [18. 19. 21] 
przekonanie o wspólnocie archebakterii jako  taksonie reprezentującym  odręb­
ne królestwo, wyniknęło z artefaktów . Trzy główne grupy zaliczane do 
archebakterii: 1) halobakterie (ekstrem alne halofile), 2) m etanobakterie (meta- 
nogeny), 3) eocyty (ekstrem alne termofile), reprezentują różne tem po zmian 
ewolucyjnych. W wyniku tego linie rozwojowe tzw. ,;szybkich zegarów ” były 
traktow ane tak samo, jak  „wolnych zegarów ” i stąd pow stała idea królestwa 
Archaebacteria jako  taksonu jednorodnego i różnego od królestw Eubacteria 
i Eukaryota. Uwzględnienie w filogenetyce m olekularnej trójwymiarowej 
struktury  rybosom ów  pozwala na uniknięcie takich błędów [18, 19, 21] 
i ujawnia zupełnie inne od dotychczas postulowanych zależności. H alobakterie
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są filogenetycznie bliskie eubakteriom , natom iast archebakterie zależne od 
siarki (eocyty) — eukariotom . Tab. 1 ilustruje pokrewieństwa w yprow adzone 
na podstawie budowy rybosom ów.

ΤΛΒΓ.Ι.Λ I

Struk turalna charak terystyka rybosom ów , wskazująca na przypuszczalne relacje 
filogenetyczne (z badań Lake'a  i wsp. [wg 22])

Taksony M ałe podjednostki struk turalne

Cypel G arb Przełęcz Szczelina tarsow a

Eubakterie _ _ —
H alobakterie + - - -
M etanobakterie + +  / - + +
Eocyty + + + +
Eukario ta + +  + + +

Duże podjednostki struk turalne

G arb W ypełniona przełęcz W ybrzuszenie

Eubakterie _ _ —
H alobakterie - - -
M etanobakterie +  / - - +  / -
Eocyty + - +  +
E ukario ta + + +

Wyniki te posłużyły do zakw estionow ania podziału przyrody na trzy 
królestwa: Archaebacteria, Eubacleria  i Eukaryota. N a miejsce propozycji 
Woesego i Foxa [37] pojawiła się nowa hipoteza. Lake wyróżnił wśród 
nadkrólestw a P rokaryota trzy królestwa: 1) Eocyta (dawne ekstrem alne 
termofile), Archaebacteria i Photocyta  (obejmujące eubakterie i halobakterie). 
Ten nowy podział odpow iadałby trzem, kolejnym w czasie, a jednocześnie 
przystosowawczo istotnym , innowacjom : 1) pozyskanie oddychania siarkow e­
go — powstanie Eocyta , 2) metanogenezie — powstanie Archaebacteria, 3) 
pozyskanie zdolności do fotosyntezy — powstanie Photocyta [18, 19, 21, 22, 26] 
(rys. 2). O statnio [20] Lake skoncentrow ał się na drogach pow stania jąd ra  jako  
najbardziej istotnego w ydarzenia, prowadzącego do pow stania eukariota. 
N iektóre organele, jak  ch loroplast i m itochondrion, to  niewątpliwie przekształ­
cone w toku ewolucji endosym biotyczne fotocyty. Endosym bioza nie była 
jednak mechanizmem, k tóry w arunkow ał pow stanie jąd ra . Lake, stosując tzw. 
algorytm  niezmiennych szybkości zmian sekwencji nukleotydów  rR N A  (evolu­
tionary parisim ony), sugeruje, że eukario ta wywodzą się od termofilnych 
eocytów [20]. Rysunek przedstaw ia zaproponow ane ostatnio przez Lake [20] 
„m onofiletyczne” drzewo rodow e istot żywych, złożone z dwóch również 
m onofiletycznych nadkrólestw  Parkaryota  i Karyota  (rys. 3). N adkrólestw o
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Ryc. 3. M onofiletyczne nadkrólestw a Parkaryo ta  i K aryo ta  ustalone przez L ake’a (1988) na 
podstaw ie algorytm u stałego tem pa zmian sekwencji nukleotydów  w rR N A  [20].

Ryc. 2. Pierw otne królestw a wg L ake’a 1986 [22]
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Parkaryota  jest wyłącznie prokariotyczne, podczas gdy Karyota jest taksonem  
protoeukariotycznym .

Propozycja Lake’a [20] wskazuje na eocyty, czyli ekstrem alne termofile, 
czerpiące energię z m etabolizm u siarki, jako  wspólnego przodka wszystkich 
organizm ów (pierw otna kom órka). Jest to pogląd zasadniczo różny od 
większości uznawanych w m inionym  półwieczu. Powszechnie sądzono, że 
pierwszymi organizm am i były heterotrofy, żyjące w bulionie oceanicznym. 
Bulion stanowił dla nich zarów no źródło energii, jak  też substrat złożony 
z powstałych prebiotycznie związków organicznych.

Sądzę, że w dziedzinie filogenetyki m olekularnej znajdujemy się nadal na 
początkowym  etapie badań, które w przyszłości przyniosą dalsze rewelacje. 
Punktem  wyjścia hipotez Woesego i Lake’a jest przekonanie, że określone 
podjednostki rR N A , z uwagi na ich powszechność i wysoki stopień konserw a­
tyzmu, są najlepszym źródłem odtw arzania najwcześniejszych etapów radiacji 
adaptatyw nej. W ydaje się, że jest to tylko jedna, wśród możliwych, droga 
poznania przebiegu ewolucji na wczesnych jej etapach. Założenia Lake’a, że 
kształt rybosom ów może być podstaw ą do wyróżnienia pierwotnych linii 
filetycznych ma wiele ograniczeń i nie prowadzi do jednoznacznych rozstrzyg­
nięć.

Np. budow a rybosom ów  Methanococcus vanielli jest typowa dla eocytów. 
W tej sytuacji problem , które ze znanych prokario tów  napraw dę reprezentują 
formy prymitywne i jakie są ich rzeczywiste związki filogenetyczne z eukario ta, 
pozostaje nadal otw arty. W szystkie natom iast współczesne badania z zakresu 
filogenetyki m olekularnej jednoznacznie sugerują, że eukariogeneza była 
procesem, który miał miejsce na bardzo wczesnych etapach ewolucji życia na 
Ziemi, a endosym bioza była późniejszym mechanizmem doskonalenia eukario ­
ta.

3. M IK R O SK A M IE N IA Ł O ŚC I, ICH D A TO W A N IE  I IN T E R PR E T A C JA

Jest zastanawiające, że zarów no specjaliści od filogenetyki m olekularnej 
i taksonom ii p rokario ta  [8, 18, 19, 20, 22, 27, 36], jak  i Cavalier-Smith [3, 4, 5] 
i inni biolodzy, którzy analizują problem  eukariogenezy z perspektywy 
budowy jąd ra  [6, 25, 32], nie uwzględniają zupełnie danych z zakresu 
paleobiologii. Np. podczas IV M iędzynarodowego Kongresu Biologii K om ór­
ki w M ontrealu (1988) jedno z seminariów (S. 6) było poświęcone ewolucji 
kom órek eukariotycznych, a inne (S. 11) dotyczyło kom órkowej i przedkom ór- 
kowej ewolucji z perspektywy badań rR N A . Wg Cavalier-Smith [5] kluczowym 
procesem eukariogenezy było wykształcenie się chrom osom ów , osłonki jąd ro ­
wej i rozwój m echanizm u mitozy. Procesy te miały mieć miejsce ok. 1,5 Ga 
(mld lat temu) i dokonać się równolegle u bliżej niesprecyzowanej G ram -
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-dodatniej eubakterii, u której w wyniku mutacji pojawiły się glikoproteiny 
oraz białka tworzące szkielet kom órkow y i w arunkujące ruchy w ew nątrzko­
mórkowe. Introny miały natom iast powstać wcześniej już u pierwotnych 
archebakterii, a proces ich „w staw ienia” towarzyszył tworzeniu się białek 
cytoszkieletu [31].

N ajstarsze skamieniałości, co do których nie ma wątpliwości, że są śladami 
organizm ów, m ają 3,5 G a [30] i takie same datow ania wskazują na obecność 
chlorofilu [26]. W ynika stąd wniosek, że w tym czasie istniał już z pewnością 
zróżnicowany ekosystem prokario ta , złożony z hetero- i au to trofów  wykorzys­
tujących wodę jako  źródło w odoru. Najstarsze skały m ają 3,8 G a i w nich 
również m ożna dopatrzyć się śladów życia. Wielu paleontologów , podobnie 
jak  Cavalier-Smith jest przekonanych o znacznie późniejszym pow staniu 
eukariota. W ostatnim  10-leciu znacznie zwiększyła się liczba opisanych 
skamielin, pochodzących z proterozoiku a nawet archeanu (4.6-2,5 Ga). Dało 
to asum pt do przypuszczeń o wczesnym pojawieniu się eukario ta [1 ,9 , 10, 11, 
30, 32]. Pflug [28, 29] sądzi, że m ateriał z formacji Isua z G renlandii o wieku 
3,8 Ga zawiera ślady kom órek eukario ta przypom inających współczesne 
drożdże. R obbins i inni [30] wskazują na obecność zróżnicowanej populacji 
eukario ta jedno- i wielokom órkowych we wczesnym proterozoiku.

Wszyscy, którzy pracują z przedkam bryjskim i m ikroskam ieniałościam i, 
wiedzą, że kryteria wyróżniania organizm ów są arbitralne. Wielkość kom órek 
nie może być tu żadnym  pewnym kryterium . Najmniejsza kom órka eukario ty­
czna o kształcie sferycznym może mieć 3.5pm. a struktury  o takich średnicach 
występują w najstarszych pokładach osadowych. Jedynie ślady jąd ra  lub 
innych w ew nątrzkom órkow ych struk tu r mogą stanowić wskazówkę śladu 
pozostaw ionego przez eukariota.

Paleontologia nie daje więc pewnych argum entów  do dyskusji nad czasem 
eukariogenezy, ale wraz z danymi z zakresu filogenetyki m olekularnej sugeruje 
raczej archean niż późniejsze epoki.

4. EU K A RIO G F.N F.ZA . CZAS I W A R U N E K  JEJ PR Z E B IE G U

Każda kom órka eukariotyczna, nawet tak uproszczona jak  Pelomyxa  
palustris bez m itochondriów  i wielu innych organeli jest złożonym systemem. 
Jej podstaw owe elementy to jąd ro , cytoplazm a i zdolna do endocytozy błona 
zewnętrzna. Jądro  zawiera genom i struk tury  związane z procesami transkryp­
cji. C ytoplazm a to przestrzeń otaczająca jąd ro , rozbudow ana dzięki szkieleto­
wi kom órkow em u, zawierająca aparat translacyjny, liczne organele kom órko­
we, wewnętrzny system błon oraz ziarnistości, jak  glikogen, krople tłuszczu 
i inne. Rozdział między jądrem  i cytoplazm ą zapewnia osłonka jądrow a, 
zbudow ana z dwóch błon o porowatej strukturze.

Nie tylko budow a kom órki eukariotycznej i prokariotycznej to dwa
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odrębne światy. P rokario ta  i eukariota różnią się od siebie sposobam i 
w ykorzystywania środowiska, strategiami ewolucyjnymi [2] oraz sposobam i 
rozm nażania i m echanizm am i ruchu. Regulowane zm ianami stężenia jonów  
w apnia systemy tubulinow o-dyneinow e i aktom iozynow e występują jedynie 
u eukario ta  [15, 16, 17].

Podstawowe procesy związane z przebiegiem cyklu życiowego kom órek 
eukariotycznych są regulowane zmianami stężenia jonów  w apnia w obrębie 
macierzy komórkowej i jąd ra . Np. C a2+ są sygnałem inicjującym mitozę. 
Przejściowy wzrost stężenia wolnych jonów  C a2+ w arunkuje pęknięcie osłonki 

jądrow ej i przejście od m etafazy do anafazy, ruch chrom osom ów  w anafazie 
i cytokinezę. W szystkie regulowane jonam i w apnia elementy aparatu  m itotycz- 
nego są bardzo podobne do składników sarkoplazm atycznego retikulum  
i w obu w ypadkach wysoce konserwatywne filogenetycznie [34].

F ak ty  te sugerują, że proces tworzenia jąd ra  u przodków  eukario ta był 
stym ulow any przez jony wapnia i związany z powstaniem  grupy białek 
wiążących wapń, przede wszystkim z rodziny kalm oduliny. Większość eukario- 
tów utrzym uje poziom C a2+ w cytoplazmie w granicach 10~7 M. O dstępstw o 
od tego jest uważane za archaizm . W ykazują go drożdże, które mogą żyć 
w środow iskach o stężeniu jonów  wapnia 10 ~9 M i takie samo stężenie 
utrzym ywać w cytoplazmie. Kiedy stężenie zewnętrzne znacznie wzrośnie, 
również zmianie podlega stężenie wewnątrzkom órkowe, które może dochodzić 
do 10~3 M.

Ten nietypowy behaw ior wapniowy jest zdaniem Każm ierczaka i Degensa 
reliktem odzwierciedlającym przystosowanie do drastycznych zmian w stężeniu 
jonów  C a 2+ w pierw otnym  środow isku przodków  współczesnych drożdży [11]. 
Powstanie błony jądrow ej mogło więc być przystosowawczą reakcją na 
zwiększenie stężenia jonów  w apnia w środowisku i cytoplazmie. M em branizac- 
ja  m ateriału genetycznego zapobiegała bowiem przyrostowi jonów  wapnia 
w jądrze, zaś stały wzrost wielkości kom órki ułatw iał ich buforowanie 
w cytoplazm ie [7, 11, 12]. Za takim  scenariuszem zmian przem awia hipoteza 
pierw otnego oceanu sodowego Kem pa i Degensa [13].

Do 1985 r. uw ażano powszechnie, że pierw otny ocean był środowiskiem 
silnie redukującym , zawierającym między innymi jony F e2 + , jednak nie 
różniącym  się zawartością soli od współczesnej wody oceanicznej, której pH 
przy powierzchni wynosi 8,2, a stosunek jonów  M g :C a  =  5,22. Kempe 
i Degens [13] wysunęli hipotezę, że głównym składnikiem  pierw otnego oceanu 
był węglan sodu, a nie chlorek sodu. W związku z tym jego woda miała 
wysokie pH  (9-11) i niskie stężenie jonów  wapnia i m agnezu. M odelami dla 
procesów term odynam icznych, kinetycznych i równowagi mas pierw otnego 
oceanu m ogą być współczesne jeziora sodowe, a nie ocean [11, 12, 13].

Zm iany składu jonow ego i pFI oceanu miały praw dopodobnie następujący 
przebieg: przez pierwsze 700 min lat historii Ziemi, tj. między 4,6 a 3,8 Ga, 
pow staw ał ocean sodowy. W tym czasie jego pH  wzrosło z 8,7 do 10,4. Okres
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3,8-1,0 G a to stopniowe zmniejszanie stężenia jonów  węglanowych, którem u 
towarzyszył powolny wzrost stężenia jonów  wapniowych i magnezowych. 
Obecny skład i pH zostało ustalone w okresie 1,0-0,7 G a, kiedy w czasie 300 
min lat nastąpił wzrost stężenia jonów  C a2+ z 10“ 5 do 10“ 2 M .

Regulacje wapniowe i białka wiążące wapń odegrały z pewnością w yjątko­
wą rolę zarów no na wczesnych etapach eukariogenezy, jak  i w okresie 
intensywnego rozwoju tkankowców. T rudno jednak jest się zgodzić z poglą­
dem, że pierw otne eukario ta to drożdże. G rzybom  brak dwóch zasadniczych 
własności, które predestynowałyby je do roli pionierów eukariota. Organizm y 
zaliczane do królestwa Fungi nie m ają systemu m ikrotubularnego, w szczegól­
ności tubulinow o-dyneinow ego oraz zdolności do fagocytozy. Drożdże są 
przykładem  wtórnej redukcji od struk tu r micelarnych do pojedynczych kom ó­
rek w zw iązku ze specyficznym trybem  życia, a nie modelem prymitywnej 
kom órki. Pierwszymi eukariotam i musiały być jakieś praprotista . F undatorem  
królestwa Protista wg Cavalier-Sm itha [4,5] miał być bezwiciowy, o uproszczo­
nej budowie pierw otniak nie mający m itochondriów , aparatu  Golgiego i chlo­
roplastów , przypom inający troficzną fazę m ikrospory (Microsporea), powstały 
w wyniku przekształceń eubakterii.

Obecnie nikt nie może mieć wątpliwości, że eubakterie (fotocyty) są grupą 
p rokario ta  najbardziej odległą filogenetycznie od eukariotów . Z kolei m ikro- 
sporidia są w ew nątrzkom órkowym i pasożytam i, które tym samym nie mogą 
być żadnym  modelem dla ewolucji gatunków  wolnożyjących.

Skoro uznajemy, że najbardziej znaczącym wydarzeniem w procesie euka­
riogenezy było powstanie jąd ra , to jest oczywiste, że równolegle m usiał się 
wytworzyć m echanizm  mitozy i cytokinezy, oparty  o skurcz układu aktom io- 
zynowego. Te zjawiska ruchowe, jak  i aktyw ow ana przez jony wapnia fuzja 
błon, ruchy pęcherzyków w ew nątrzkom órkow ych i przepływ cytoplazm y, 
lokom ocja am eboidalna i za pośrednictwem  wici, wymagają filamentów 
aktynow ych, m ikrotubuli, dyneiny, miozyny i całych rodzin białek wiążących 
wapń. Związki te (z wyjątkiem tubuliny) nie zostały wykryte u prokario tów  
i nie m ożna naw et wskazać ich potencjalnych prekursorów . W całym królest­
wie (względnie nadkrólestw ie) Prokaryota  nie znaleziono śladów cytoszkieletu 
i jakichkolw iek tego rodzaju ruchów. Znajom ość u ltrastruk tury  i składu 
m olekularnego współcześnie żyjących prokario ta  nie daje więc nawet poszlak 
do przypuszczeń, w jaki sposób mógł być zapoczątkow any proces pow stania 
prym itywnych protista. Jednocześnie, od samego zarania, p rokario ta  wykształ­
ciły znakom ite strategie adaptacyjne, pozwalające na szybkie opanow anie 
każdej pojawiającej się w historii Ziemi niszy ekologicznej, tak abiotycznej, jak  
i biotycznej. Te przystosowania wykluczyły jednak możliwość ew oluow ania 
w kierunku form  wysoce uorganizowanych i w ielokom órkowych. W szystkie te 
fakty i założenia skłoniły mnie do wysunięcia hipotezy, że zróżnicowanie 
między p rokario ta  a eukario ta miało miejsce już na etapie pro tobion- 
tów — sam oodtw arzających się form autonom icznych [15, 16]. P rokario ta,
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które pojawiły się pierwsze, czy to jako  eocysty, czy inne bardziej pierwotne 
gatunki, mogły się przekształcić tylko w prokario ta , a te dalej różnicować się, 
pozostając na tym samym prymitywnym poziomie organizacji kom órki.

Jesteśmy jeszcze dalecy od teorii, k tóra w sposób zadow alający szerokie 
kręgi biologów wyjaśniałaby relacje między prokariotam i i eukariotam i 
w początkowych okresach ewolucji życia na Ziemi. Załączony schemat (ryc. 4) 
jest w moim przekonaniu najbliższy aktualnem u stanowi wiedzy.

Ryc. 4. Schem at pow stania eukario ta  wg hipotezy au to ra  [15, 16]
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S T R U M IE Ń  C Y T O PL A Z M A T Y C ZN Y  W C Y K L U  K O M Ó R K O W Y M  
P A R A M E C IU M , I. M E T O D Y  OBSERW A CJI

C Y T O P L A SM IC  ST R E A M IN G  IN C ELL C Y C L E  O F  P A R A M E C IU M .  I. M E T H O D S O F

O B SER V A TIO N

M arzena M aria Z A JĄ C ZK O W SK A  

Z akład  Biologii K om órki, Insty tu t Biologii D oświadczalnej im. M. Nenckiego w W arszawie

Streszczenie. O rzęski z rodzaju Paramecium  są bardzo dobrym  modelem do badań w ew nątrzkom ór­
kowych przemieszczeń cytoplazmy. W artykule dyskutow ana jest przydatność stosowanych dotych­
czas m etod unierucham iania orzęsków, ponieważ do obserwacji strumienia cytoplazm atycznego 
konieczna jest immobilizacja pływających osobników. Najszerzej opisana została najnowsza m etoda 
unierucham iania kom órek Paramecium, k tóra pozwala wykonać pom iary, unikając niedogodności 
metod dotychczas używanych. O parta  jest ona na naturalnej skłonności P. bursaria, szczególnie zaś 
dzielących się kom órek i koniugujących par, do osiadania na podłożu szklanym. Pozwala ona na 
prawie ciągłą, a co najważniejsze długotrw ałą obserwację oraz rejestrację zmian morfologicznych 
i dynam iki strum ienia cytoplazm atycznego w różnych fazach cyklu życiowego.

Summ ary. A very good m odel for studying cytoplasm ic m ovem ents is Paramecium, however it 
vigorously swims w hat disturbs observations. The applicability o f  different im m obilization 
m ethods to  observations o f cytoplasm ic stream ing in cell cycle is discussed. The novel im m obiliza­
tion m ethod based on natu ra l thigm otaxis o f  P. bursaria cells (first o f  all dividing cells and 
conjugating pairs) is described. It allows to avoid inconveniences o f  previously used im m obiliza­
tion m ethods and assure quite continuous and m oreover long lasting observation and registration 
of m orphological changes and dynam ics o f cytoplasm ic stream ing in different phases o f  cell cycle.

W PR O W A D Z E N IE

Ruchy cytoplazm y występują zarów no w kom órkach roślinnych, jak  
i zwierzęcych, niezależnie od ich wielkości [1, 2, 17, 60, 65]. Ruchliwość 
cytoplazm y w formie przepływu jest bardzo istotna dla funkcjonow ania 
kom órek. Zapewnia ona bowiem kon tak t reagujących ze sobą molekuł 
w takim  tempie, które jest wym agane do zachodzenia procesów m etabolicz­
nych, a k tóre m ogłoby być zbyt powolne, gdyby jedynym  sposobem  przemiesz-
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czania się cząstek była dyfuzja [60]. Sprawny transport w ewnątrzkom órkow y 
zapewnia przemieszczenia organeli kom órkowych i innych struk tu r w czasie 
całego życia kom órki, a zwłaszcza w okresie różnicow ania [3, 7, 35, 40, 43, 44, 
56, 61].

U większości kom órek ruchy cytoplazmy są powolne i pozornie chaotycz­
ne, a stąd trudne do obserwacji. Aby móc badać przepływ cytoplazmy, trzeba 
dysponować obiektem  wykazującym ściśle zdefiniowane i łatwe do śledzenia 
param etry tego ruchu. W arunek ten znakomicie spełnia orzęsek Paramecium , 
u którego strum ień cytoplazm atyczny tworzy zam kniętą pętlę (cykloza) [43].

Ryc. 1 Schematyczny obraz kom órki Paramecium bursaria w okre­
sie m iędzypodziałowym . Liniami przerywanym i wyznaczono geo­
m etrię „k an a łu ” , w którym  płynie cytoplazm a, a kierunek przepły­
wu oznaczono strzałkam i. Mi — m ikronukleus. M a — m akronuk- 

leus, C — zagłębienie cytostom alne

Jak wykazano, prędkość ruchu cytoplazmy jest uzależniona od szeregu 
czynników egzogennych, z których najistotniejszymi są: tem peratura otoczenia 
[32] oraz stężenie cząstek pokarm ow ych w środowisku [55, 57, 58, 59]. O ile 
czynniki te nie zmieniają się, to w kom órkach interfazalnych Paramecium  przez 
większość okresu międzypodziałowego prędkość i kierunek przepływu są stałe 
[44], Stwierdzono natom iast zaham owanie ruchu cytoplazmy w kom órkach 
dzielących się i koniugujących (P. tetraurelia [44, 48] i P. bursaria [27, 70]).

Ponieważ udokum entow ana została zależność strum ienia od cyklu kom ór­
kowego, interesujące jest prześledzenie dynamiki przemieszczeń cytoplazmy 
w różnych fazach cyklu życiowego kom órki oraz w czasie koniugacji. M ożna 
oczekiwać, że zestawienie przebiegu zmian m orfologicznych, jakim  podlega 
kom órka w fazie morfogenetycznej i popodziałowej [21], a także podczas 
koniugacji [64] ze zm ianam i param etrów  strum ienia cytoplazmatycznego, 
może przyczynić się do postępu w poszukiwaniach mechanizm u kontroli ruchu 
cytoplazmy. Brak bowiem dotychczas bezpośrednich danych wyjaśniających to 
zjawisko [451.
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Aby przeprowadzić takie studia, niezbędna jest m etoda, k tóra pozwoliłaby 
na długotrw ałe obserwacje kom órek bez zakłócenia badanych procesów 
i k tó ra  umożliwiłaby jednoczesne uwidocznienie zmian w komórce: w jej 
kształcie, długości, ułożeniu organeli wewnętrznych i przepływie cytoplazmy.

O B SER W A C JA  C Y K LO ZY

Strum ień cytoplazm atyczny m ożna obserwować za pom ocą wskaźników 
ruchu cytoplazmy, jakim i są: m itochondria, nieosadzone trichocysty, kryształy 
oraz Wodniczki pokarm ow e. Przyjęto określać prędkość przepływu cytoplaz­
my, mierząc czas przemieszczania się kryształów o rozm iarach 1-3 pm, 
unoszonych strum ieniem  cytoplazmy na określonym  odcinku [66]. N ajprostszą 
m etodą bezpośredniego pom iaru  jest wyznaczanie czasu przepływu poszczegól­
nych kryształów przy użyciu m ikroskopu świetlnego ze skalą umieszczoną 
w okularze.

W ykorzystanie dwójłomności światła spolaryzowanego przez kryształy 
umożliwiło przy zastosow aniu m ikroskopu polaryzacyjnego rejestrację fo to­
graficzną toru poruszających się kryształów przy wydłużonym czasie naświet­
lania [46, 48]. Pom iar długości śladu pozw alał na określenie prędkości 
cytoplazm y unoszącej kryształ. T ą m etodą przeprow adzono badania zachow a­
nia się cyklozy w czasie podziału kom órkow ego i koniugacji u Paramecium  
tetraurelia [48]. M etoda ta może jednak dać fałszywy obraz długości śladów 
pojedynczych kryształów. Dwójłom ność związana jest bowiem z określonymi 
osiami kryształu, który obracając się, może być przez pewien m om ent 
niewidoczny i w ten sposób zaznaczyć ślad krótszy od rzeczywistego.

Rejestracja filmowa stała się znacznym udoskonaleniem  m etod badania 
ruchów cytoplazmy. Pozwoliła ona na przeprowadzenie analizy właściwości 
dynamicznych strum ienia w różnych rejonach kom órki w tym samym czasie 
[46, 51]. Do pom iarów tego typu stosow ana była zm odyfikow ana m etoda 
Kamiyi [20] wykorzystywana uprzednio do pom iarów strum ienia cytoplazm a- 
tycznego u śluzowca Physarum polycephalum.

Fotografia umożliwiła uwidocznienie cyklozy w całej kom órce, tj. określe­
nie, czy strumień występuje, czy też jest zatrzym any. Film natom iast daje 
możliwość dokładnego uwidocznienia geometrii „kanału” , którym  płynie 
cytoplazm a (na podstawie zmian kształtu dużych wodniczek pokarm ow ych, 
które wypełniają cale jego wnętrze). Dzięki filmowi m ożna również zmierzyć 
prędkość cyklozy w różnych rejonach „k an ału ” i w w arstwach współosiowych. 
M ożna także wyliczyć wydajność przepływu oraz wartość siły potrzebnej dla 
napędu strum ienia [51]. Film pozwala także rejestrować zaburzenia przepływu 
pojedynczych kryształów [50].

Poważnym  utrudnieniem  obserwacji kom órek Paramecium  jest jednak ich 
ruchliwość. Osobniki stosunkow o szybko pływają, obracając się ponadto
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w okół dłuższej osi kom órki, co uniemożliwia śledzenie procesów zachodzących 
w jej wnętrzu. Stąd też konieczność unierucham iania orzęsków w celu 
przeprowadzenia obserwacji strum ienia cytoplazmatycznego.

M E T O D Y  B A D A N IA  C Y K LO ZY

Aby móc śledzić zmianę prędkości strum ienia cytoplazm atycznego w czasie 
cyklu kom órkowego u Paramecium , należy dysponow ać m etodą unierucha­
m iania kom órek, k tóra pozwoliłaby na: 1) jak  najmniejsze zaburzenia badanej 
fazy cyklu kom órkow ego (podziału bądź koniugacji), 2) ciągłą i długotrw ałą 
obserwację tej fazy, 3) pom iary prędkości przepływu cytoplazm y w kolejnych 
jej stadiach.

Do immobilizacji kom órek stosow ano środowiska o zwiększonej lepkości, 
takie jak  roztw ory metylocelulozy [67, 68, 69] czy śluz z wiśni [34], Wyższe niż 
5% roztw ory metylocelulozy są jednak toksyczne, natom iast niższe powodują 
u tratę  rzęsek, kiedy pierw otniaki przebywają w nich dłuższy czas [29]. Śluz 
wiśni zaburza obieg wodniczek pokarm ow ych [31]. W celu unierucham iania 
orzęsków stosow ano także alkohole: etylowy [52], który pow oduje odrzęsienie 
kom órek, propylowy i izopropylowy [13, 25, 26], które paraliżują pracę rzęsek 
oraz wodzian chloralu [28], odrzęsiający kom órki.

Najlepsze rezultaty uzyskuje się przy stosowaniu soli niklawych [49, 51]. 
Daje to możliwość obserwacji cyklozy w kom órkach całkowicie unieruchom io­
nych przez 30-45 min. Po upływie tego czasu komórki zaczynają się poruszać 
aż do całkowitej renormalizacji pływania [Sikora nie publikowane].

Do unierucham iania kom órek użyto także rozcieńczonych surowic odpo­
rnościowych względem antygenów  powierzchniowych kom órki, które pow o­
dują zlepianie się rzęsek Paramecium  [30, 33, 44, 48]. N a sklejonych rzęskach 
osadzały się jednak cząstki zawiesiny ze środowiska, co u trudniało  obserwację, 
a także było przeszkodą w rejestracji fotograficznej.

D ogodną m etodą było również zakotwiczanie kom órek karm ionych cząst­
kami żelaza w polu m agnetycznym  o niskim natężeniu [42]. Kom órki tak 
unieruchom ione wykazywały jednak drgania, co utrudniało  także śledzenie 
cyklozy.

W celu uniknięcia stosow ania czynników chemicznych, być może mających 
zakłócający wpływ na strum ień cytoplazmatyczny, wykorzystywano szereg 
m etod mechanicznych, m.in. ro tokom presor [61], w którym  kom órki uciskano, 
aby uniemożliwić im pływanie. Zniekształcało to jednak  kom órkę na tyle, że 
strum ień był zakłócony lub całkiem zatrzym any.

W ostanich latach stosow ano także zakotwiczanie pierw otniaków  dwiema 
szklanymi igłami [47]. Do pom iarów  selekcjonowano unieruchom ione kom ór­
ki o niezaburzonym  strum ieniu. M etoda ta jest jednak bardzo skom plikow ana. 
W ym aga bowiem umieszczenia igieł w konkretnych punktach, tak aby nie
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znalazły się one w przepływającej masie cytoplazmy, jak  również w ten sposób, 
by nie uszkodziły zbytnio struktury  wewnętrznej kom órki.

Knowles [24] w doświadczeniach z m ikroiniekcją w celu unierucham iania 
pierw otniaków  — dla precyzyjnego wprow adzenia mikroigieł — stosował 
„roztw ór im mobilizacyjny” złożony z roztw oru Dryla i album iny bydlęcej. 
Kersken i współpracownicy [22] zastosowali modyfikację tej m eto d y : nie 
używali roztw oru immobilizującego, a izolowali pierwotniaki do wiszących 
kropli środowiska. K om órki Paramecium  następnie przyciskane były przy 
użyciu m ikroigły do menisku kropli. T aka procedura pow odow ała jednak 
zaburzenia strum ienia cytoplazmy, kom órka była zbyt zniekształcona (uciśnię- 
ta). Zastosow ano więc w celu unierucham iania orzęsków surowicę przeciwko 
izolowanym  rzęskom [22], M etody te są jednak  bardzo pracochłonne i wyma­
gają specjalnego zestawu aparatury .

N A JN O W SZ A  M E T O D A  O B SER W A C JI C Y K LO ZY  W C Y K L U  K O M Ó R K O W Y M

Zadania, jakie pow inna spełniać m etoda unierucham iania orzęsków, posta­
wione na początku poprzedniego rozdziału, najlepiej chyba spełnia w prow a­
dzona przez K rucińską i Sikorę m etoda obserwacji osobników dzielących się 
i koniugujących par P. bursaria (prezentow ana na XIV Zjeździe Polskiego 
Tow arzystw a Zoologicznego w Szczecinie w 1987r.) [70]. W m etodzie tej 
bardzo istotny jest dobór obiektu obserwacji. G atunek P. bursaria okazał się 
najdogodniejszy zarów no ze względu na przydatność w badaniach cyklu 
kom órkow ego, jak  i w obserwacjach samego przepływu cytoplazmy.

Paramecium  było dotychczas obiektem  wielu badań związanych z cyklem 
kom órkow ym  [5, 6, 8 — 12, 18, 19, 21, 27, 53, 63, 64], szczególnie zaś licznych 
w ostatnich latach studiów  dynam iki przekształceń cytoszkieletu w cyklu 
życiowym kom órki. Pod względem zmian morfologicznych w kom órce najob­
szerniej przebadany jest kom pleks gatunków  „aurelia” [6, 8, 9, 10, 53]. 
P. bursaria stanowi także doskonały obiekt do studiów cyklu życiowego, 
zarów no wegetatywnego, jak  i generatywnego. Długi okres między kolejnymi 
podziałam i (20-24 godz. w temp. 22-25°C) [18, 70] stwarza lepsze w arunki do 
dokładnych badań cyklu kom órkow ego. Dla porów nania czasy generacji 
innych pierw otniaków  używanych do tego typu badań wynoszą w tych samych 
w arunkach: P. aurelia — 5-6 godz., P. caudatum — 8 godz. [18]. Poszczególne 
fazy cyklu kom órkowego u P. bursaria trw ają dłużej niż u innych gatunków 
Paramecium. N a przykład określone procesy związane z podziałem [6, 21, 53] 
zachodzące u P. aurelia w ciągu 22 min., u P. bursaria trwają ponad  godzinę 
[18, 70],

P. bursaria jest również bardzo dogodnym  gatunkiem  do badań nad 
koniugacją, gdyż charakteryzuje się dużą stałością typu płciowego [64]; u P. 
bursaria nie zanotow ano także autogam ii [64],
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Obserwacje strum ienia cytopiazm atycznego, rozpoczęte przez W allengrena 
[54] i N ierensteina [38] na początku naszego stulecia, prow adzone były również 
głównie na grupie „aurelia” . Prace, w których m ateriałem  doświadczalnym 
było P. bursaria, rozpoczęły się dopiero w 1979 r. [51]. W ydaje się jednak , że 
właśnie ten gatunek jest szczególnie dobrym  modelem do badań ze względu 
n a : 1) spłaszczony kształt kom órki, co ułatw ia obserwację jej wnętrza, 2) dużą 
prędkość przepływu cytoplazm y w porów naniu z innymi gatunkam i (w 
tem peraturze 25-27°C : P. bursaria — 5,4 pm s- 1 , P. caudatum  — 3,4 p m s-1 
P. aurelia — 2,5 p m s- 1 , P. calkinsi — 2,1 pm s-1 ) [66], co upraszcza 
uchwycenie i pom iary zmian szybkości strum ienia cytopiazm atycznego.

Isto tną przeszkodą z obserwacji strum ienia cytoplazm y w kom órkach 
P ..bursaria są symbiontycznie związane z nimi Chlorellae [4, 36, 41, 64]. Są one 
równom iernie osadzone we wnętrzu kom órki, stąd też istotnie utrudniają 
śledzenie przepływu cytoplazmy. Liczbę symbiontycznych glonów m ożna 
w ystarczająco ograniczyć, hodując kom órki w ciemności [18, 62, 64]. Z hodo­
wli prowadzonych w ciemności udaje się również izolować osobniki całkowicie 
pozbaw ione glonów [14, 18].

N ow a m etoda oparta  na naturalnej skłonności kom órek Paramecium  [23], 
szczególnie zaś podziałowców [63] oraz koniugujących par [70] do osiadania na 
podłożu stałym. K om órki P. bursaria po około 5 min. od umieszczenia ich na 
szklanych płytkach zaczynają wolniej pływać, a po około 15 min. ponad 60% 
osobników  osiada nieruchom o na powierzchni płytki szklanej (tab. 1, ryc. 2).

Okresy, w których osiadłe kom órki P. bursaria pozostają całkowicie 
nieruchom e, m ogą być przerywane okresami krótkotrw ałego, powolnego 
„ślizgania się” na niewielkich odcinkach po powierzchni szkła. Stany bezruchu 
trw ają nawet do kilkudziesięciu m inut. Takie samo zachowanie się kom órek 
stacjonarnych zarów no zdolnych do tworzenia par (mating-reactive), jak  
i niezdolnych do tw orzenia par (m ating non-reactive) obserwował K itam ura 
[23] na szalkach polistyrenowych. O dróżnia on jednak tigm otaktyczne osiada-

TABELA 1
Procent osobników  Paramecium bursaria o- 
siadających na podłożu w zależności od cza­
su, jak i upłynął od ich umieszczenia na płytce 

szklanej oraz od fazy w cyklu życiowym

Faza cyklu życiowego
Czas (w min.)
5 15 45

5 89 98
7 71 94

11 60 87
14 33 81

K om órki dzielące się 
H odow la stacjonarna* 
H odow la logarytm iczna 
K oniugujące pary

* — hodow la niezdolna do tw orzenia par (m ating non-reactive), prow adzona w ciemności.

http://rcin.org.pl



OBSERWACJA STRUM IENIA PLAZM ATYCZNEGO P A R A M E C I U M  341

Ryc. 2 Siady torów  ruchu kom órek Paramecium bursaria po przeniesieniu ich na  płytkę szklaną. 
Zdjęcia zrobione zostały w ciemnym polu przy czasie naświetlania 3 s w tem p. pokojowej. 
K om órki pochodziły z hodowli stacjonarnej. A — 5 min. po przeniesieniu kom órek na płytkę 

szklaną, B — po upływie 45 min. od umieszczenia ich na płytce

nie (thigm otaxis) P. bursaria na podłożu szklanym lub polistyrenowym  od 
przywierania (attachm ent) do powierzchni polistyrenowych wykazywanego 
przez inne gatunki Paramecium. Przywieranie (attachm ent) do powierzchni 
polistyrenu m ożna wywołać u P. bursaria, jedynie stosując substancje hydrofo­
bowe [23] lub trak tu jąc kom órki zdolne do łączenia się w pary trypsyną [23].

Spośród kom órek P. bursaria pochodzących z hodowli w logarytmicznej 
fazie w zrostu najliczniej i na najdłuższe okresy osiadają osobniki dzielące się. 
O koło 90%  podziałowców osiada po 15 min. od m om entu umieszczenia ich 
w małych kroplach środowiska na szkiełku podstawowym.

W omawianej metodzie małe kropelki środowiska (kultury) zawierające 
pojedyncze osobniki P. bursaria lub koniugujące pary umieszczane są na 
szkiełku podstaw owym  i następnie zalane olejem parafinowym . Po czym olej 
parafinow y nakryw any jest szkiełkiem przykrywkowym , co stw arza lepsze 
w arunki optyczne do obserwacji.

K ropla, w której umieszczony jest orzęsek, staje się płaska. Jej grubość jest 
tak dobrana, aby m ogła swobodnie przemieszczać się, natom iast by obroty 
wzdłuż dłuższej osi kom órki były u trudnione (ryc. 3). Spłaszczone grzbieto- 
brzusznie osobniki P. bursaria doskonale nadają się do tego typu obserwacji. 
Komórki osiadają na powierzchni szkiełka podstawowego lub przykrywkowego.

Przy zastosow aniu różnych systemów optycznych m ożna uwidocznić różne 
struktury  oraz organele wewnątrz kom órki. M ożliwa jest obserwacja kilku
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osobników  w sąsiednich kroplach. Rejestracja obserwacji na taśm ie m agnety­
cznej umożliwia dokładną analizę przem ian zachodzących w kształcie i organi­
zacji wewnętrznej kom órki w różnych jej rejonach równocześnie.

N ow a m etoda obserwacji kom órek Paramecium , umieszczonych w małych 
kroplach kultury, pozwała na długotrwałe (nawet kilkugodzinne) śledzenie 
zm ian morfologicznych, zachodzących w czasie podziału kom órkow ego i ko­
niugacji. W ykorzystanie naturalnej skłonności dzielących się kom órek i koniu- 
gujących par do osiadania na powierzchni szklanej pozwoliło na ominięcie 
stosow ania środków  chemicznych czy mechanicznych wykorzystywanych do 
unierucham iania kom órek. Daje to wyjątkową możliwość obserwacji podziału 
kom órkow ego w prawie nie zakłóconych w arunkach bytow ania orzęsków. 
Aczkolwiek nowa m etoda pozw ala na znaczne ograniczenie zaburzającego 
wpływu czynników zewnętrznych na przebieg badanych procesów, wymaga 
jednak oświetlania obiektu (w obserwacjach m ikroskopowych). Światło zaś ma 
wpływ na zachowanie się całej kom órki [15, 16, 37, 39, 64], konieczna jest 
wobec tego standaryzacja warunków  oświetlenia.

Ryc. 3 Przekrój poprzeczny p repara tu  m ikroskopow ego do obserwacji przebiegu podziału 
kom órkow ego i koniugacji w osiadłych tigm otaktycznie kom órkach Paramecium bursaria na 
podłożu szklanym , o — osobnik badany, op — olej parafinow y, s — środow isko, p l — szkiełko 

nakryw kow e, p2 — szkiełko podstaw ow e (według Zajączkowskiej [70])

O pisana m etoda umożliwia ciągłe śledzenie przem ian morfologicznych 
właściwych dla podziału kom órkow ego i koniugacji, ułatw ia uwidocznienie 
zmian zachodzących zarów no na powierzchni kom órki (zmian kształtu i d łu­
gości kom órki, tworzenie nowej gęby w czasie podziału kom órkow ego), jak  
i w jej w nętrzu (ruchy i zm iany kształtu jąder w czasie podziału kom órkowego 
i koniugacji, dynam ika cyklozy, tworzenie wodniczek pokarm ow ych). Z astoso­
wanie jej pozwala n a : 1) rozszerzenie wiadom ości o podziale kom órkowym  
i koniugacji uzyskanych dotychczas na m ateriale utrw alonym  i barwionym  [8, 
21, 53]; 2) bezpośrednie ustalenie relacji między przem ianam i morfologicznymi 
a dynam iką strum ienia cytoplazm atycznego.
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IN F O R M A C JE  DLA A U TO R Ó W

POSTĘPY BIO LO G II K O M Ó R K I drukują artykuły przeglądowe w języku polskim, om aw ia­
jące najnowsze osiągnięcia w dziedzinie biologii kom órki, nie publikowane do tąd  w innych 
wydawnictwach. A utorzy odpow iadają za ścisłość podawanych informacji. Obowiązuje term inologia 
zgodna z polskim mianownictwem biologicznym, histologicznym, anatom icznym  i embriologicznym.

A rtykuły drukow ane w PO STĘPA C H  B IO LO G II K O M Ó R K I nie m ogą być bez zgody 
Redakcji publikow ane w innych periodykach.

Tekst pracy i wszystkie załączniki należy przesyłać w' dwóch egzemplarzach. O bjętość tekstu 
(bez rycin, tabel i literatury) nie pow inna przekraczać 20 stron  m aszynopisu. M aszynopis powinien 
być pisany jednostronnie  na papierze form atu  A4 z podw ójną interlinią i m arginesem  4 cm po 
lewej stronie. W szystkie strony powinny być kolejno num erow ane. W tekście nie należy robić 
żadnych podkreśleń.

Pierwsza nie num erow ana strona przeznaczona jest dla redakcji i powinna zawierać: im iona 
i nazwiska au torów  oraz ich tytuły naukow e, adresy pracy i dom ow e wraz z telefonam i, tytuł pracy 
w języku polskim  i angielskim oraz liczbę stron m aszynopisu, liczbę tabel i rycin. N a stronie 
tytułowej należy podać kolejno tytuł pracy w języku polskim  i angielskim, im iona (w pełnym 
brzmieniu) i nazwiska autorów , nazwę zakładu naukow ego, nazwisko i adres au to ra  prow adzące­
go korespondencję, nazwisko i adres au to ra  wysyłającego nadbitk i, inform ację o dofinansow aniu  
pracy oraz skrót tytułu (do 40 znaków). N astępna strona pow inna zawierać streszczenie (do 150 
słów) oraz słowa kluczowe (3 do 10 słów zgodnych z term inam i w M edical Subject Headings 
podanym i w Index Medicus, o ile słowa te są tam  zaw arte). Streszczenie i słowa kluczowe powinny 
być przedstaw ione także w języku angielskim. W tytule i streszczeniu stosow ać jedynie powszech­
nie przyjęte skróty, np. DN A .

Tekst a rtykułu  rozpocząć od nowej strony. W tekście nie zamieszczać żadnych tabel, 
schem atów lub rycin, lecz jedynie zaznaczenia ołówkiem  na m arginesie o ich lokalizacji (np. tab. 1, 
ryc. 1 itp.). Dla przejrzystości, tekst m ożna podzielić na num erow ane i tytułow ane rozdziały 
(1, 2 itd.) i podrozdziały (1.1, 1.2 itd.) Od nowej strony należy podać spis literatury, podany 
w porządku alfabetycznym . Skróty nazw czasopism  podaw ać według Index M edicus (listy 
czasopism  publikow ane są corocznie w num erze styczniowym). Powoływanie w tekście następuje 
przez podanie kolejnego num eru spisu literatury, np. (5). Spis literatury należy podać alfabetycznie 
wg wzoru:

1. Hnilica LS, M cClure M E, Speltzeberg TC. H istone biosynthesis and the cell ceile. In: 
Philips D M P, Schwartz E, eds. H istone and N ucleohistones. London, New York: Philips, 
Plenum Press. 1977, 60 — 64.

2. Sachsenm ajcr W, Remy U, P lattner R. Initiation o f synchronous mitosis in Physarum  
Exptl Cell Res 1980; 2: 4 1 - 4 8 .

Tabele, opisy schem atów i rycin dołączyć na oddzielnych kolejno num erow anych stronach. 
Schematy i rysunki m ogą być w ykonane w postaci nadającej się do reprodukcji lub przerysow ania. 
Fotografie powinny być kontrastow e i w ykonane na błyszczącym papierze. W ymiary poszczegól­
nych rycin i schem atów  nie powinny przekraczać 125 x 190 mm. Jeżeli załączniki są zapożyczone 
z innych źródeł, należy podać ich pochodzenie. W szystkie załączniki podpisać na odwrocie 
pierwszym nazwiskiem au to ra  i oznaczeniem  kierunku reprodukcji (np. góra).

Stosow ane jednostki podaw ać w układzie SI.
Redakcja zastrzega sobie praw o dokonyw ania skrótów , uzgodnionych uprzednio z autorem .
A utor zobow iązany jest do zrobienia korekty autorskiej i zwrócenia jej w ciągu 3 dni. 

Koszty spow odow ane zm ianam i tekstu  w korekcie, poza popraw kam i błędów drukarskich , 
ponosi A utor.

Artykuły honorow ane są według ustalonych stawek, autorzy  otrzym ują bezpłatnie 25 odbitek.
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