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Streszczenie. Autorzy dokonuja przegladu literatury na temat biosyntezy i wydzielania somatosta-
tyny, a takze na temat wptywu wywieranego przez ten hormon na komoérki docelowe. Specjalng
uwage zwrécono na niektére funkcje regulacyjne somatostatyny na terenie uktadu pokarmowego.
Przedstawiono réwniez hipotezy odnoszace sie do mechanizméw dziatania somatostatyny na
poziomie komoérkowym i molekularnym.

Summary. The authors review the literature on biosynthesis and secretion of somatostatin, as well
as on some effects of the hormone on target cells. Special attention was paid to some problems of
regulatory system hypotheses on the mechanism of action of somatostatin at the cellular and
molecular levels.

W ‘'rozwoju wiedzy na. temat hormonéw produkowanych w uktadzie
pokarmowym dokonat sie w ostatnich latach ogromny postep. Odkryto szereg
komérek uktadu APUD i przy pomocy metod immunologicznych powigzano
ich aktywno$¢é hormonalng z poszczeg6lnymi peptydami. W tym zadziwiajaco
szybkim rozwoju wiedzy najwieksze niespodzianki sprawita somatostatyna,
hormon wyizolowany po raz pierwszy z podwzgdrza owcy przez Brazeau
i wsp. w 1973 r. [4], Jest to matoczgsteczkowy hormon peptydowy, zbudowany
z 14 aminokwasOw. W trzustce i podwzgdrzu moze byé wytwarzana takze
somatostatyna ztozona z 28 aminokwasow [9, 40], W szczeg6towych badaniach
okazato sie, ze sekwencja aminokwasowa hormonalnie czynnej czasteczki
somatostatyny jest taka sama u cztowieka i wielu innych zwierzat [47J. Peptyd
ten moze wystepowa¢ w postaci taricuchowej lub cyklicznej, ktéra powstaje
w trakcie przemiany potranslacyjnej.

Somatostatyna syntetyzowana jest w postaci wiekszego prekursora i istnie-

Praca finansowana z programu CPBP 0.01.5. koordynowanego przez Instytut Biologii PAN.



270 Z. LEWICKI 1 IN.

je kilka posrednich metabolitow na drodze wytwarzania somatostatyny [6, 14].
Prekursor, nazywany preprosomatostatyng skitada sie u cztowieka i szczura
ze 116 aminokwasow. Wiasciwy hormon jest fragmentem 14-aminokwasowym
zlokalizowanym od C-kofica czasteczki. Od N-korica czasteczki znajduje sie
peptyd (peptyd sygnatowy) zbudowany z 28 aminokwasow, zawierajacy
znaczng ilos¢ aminokwasow hydrofobowych, co jest charakterystyczne dla
peptydéw i biatek wydzielanych z komérki. Pomiedzy nim a somatostatynga-
-14 znajduje sie polipeptyd ztozony z 78 aminokwasdéw, nazywany biatkiem
koAcowym somatostatyny [14]. Po hydrolizie wigzania miedzy aminokwasami
79 i 78 preprosomatostatyny powstaje prosomatostatyna sktadajgca sie z 92
aminokwaséw, ktéra moze ulegaé przemianom potranslacyjnym. Z niej
powstaje na drodze proteolizy somatostatyna-14 badz somatostatyna-28, przy
czym obie formy czgsteczek powstajg niezaleznie od siebie [6, 14]. Majg one
podobne dziatanie biologiczne, stwierdzono jednak, iz w trzustce somatostaty-
na-14 silniej hamuje uwalnianie glukagonu niz somatostatyna-28 [11].

Struktura somatostatyny jest kodowana przez egzony, w ktérych kolejnosc
zasad zostata poznana dla genu cztowieka [41] i szczura [12, 13].

Metody immunologiczne oparte na interakcji somatostatyny tkankowej
z przeciwciatami (reakcje immunohistochemiczne oraz radioimmunologiczne),
pozwolity wykazaé obecno$¢ komdrek zawierajgcych somatostatyne w ukta-
dzie nerwowym i wielu innych narzgdach. W podwzgdrzu komadrki wykazujgce
dodatnie reakcje na obecno$¢ somatostatyny najliczniej wystepowaty w wynio-
stosci posrodkowej i w jadrze poiksiezycowatym, ponadto stwierdzono obe-
cno$¢ pojedynczych komdérek somatostatynowych rozsianych w innych obsza-
rach moézgowia [11]. Somatostatyna wystepuje nie tylko w ciatach neurondéw,
ale takze we widknach nerwowych centralnego uktadu nerwowego. Lokalizo-
wana byta przede wszystkim w zwojach rdzeniowych, rogach grzbietowych
zwojow przedkregowych, w zwojach krezkowych i innych zwojach ciata [11].
Stwierdzono obecno$é somatostatyny w pecherzykach zakonczen nerwowych
nerwoéw obwodowych, z ktérych byta ona wyzwalana w odpowiedzi na
depolaryzacje witokna [11]. Niektére komoérki wykazujgce immunoreaktyw-
no$¢ somatostatyny zawierajg takze B-hydrolaze dopaminy, co wskazywatoby
na magazynowanie peptydu i aminy w obrebie tego samego neuronu [15].
Somatostatynoergiczne witékna wystepujg w pierwotnych nerwach czuciowych,
nerwach siatkéwki, nerwach btednych, nerwach kulszowych, nerwach splotu
Auerbacha, nerwach otaczajacych tarczyce i splocie nerwowym tylnego ptata
przysadki moézgowej [11].

Komorki wydzielajgce somatostatyne znajdujg sie w wielu narzadach ciata.
W trzustce komaérki D produkujgce somatostatyne sg przewaznie zlokalizowa-
ne na obrzezach wysp Langerhansa, chociaz pewna ich cze$¢ wystepuje
w poblizu komdrek B. zajmujacych bardziej centralne potozenie [10]. Ponadto
wystepuje ona takze poza wysepkami, wsrod komoérek pecherzykowych
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trzustki [16]. Komorki D majg niekiedy diugie dendrytyczne wypustki,
zachowujgce Sciste potaczenia z komorkami A, wydzielajagcymi glukagon,
i z komérkami B, wydzielajagcymi insuline [24]. Sugeruje to ich parakrynne
dziatanie na te komorki. Komérki D dziatajg lokalnie na sgsiednie komorki
dzieki obecnos$ci potaczen Scistych miedzy komérkami. Potgczenia typu ,,gap”
umozliwiajg przechodzenie substancji z komaérki do komarki, a zatem tak mate
czasteczki jak somatostatyna mogtyby przechodzi¢ do komorki efektorowej
bez wydostawania sie do przestrzeni miedzykomdrkowych. By¢ moze potgcze-
nia typu ,przylegania” (tight junction) zmieniaja si¢ wraz ze zmianami
aktywnosci wydzielniczej komaorki, przez co mogg tworzy¢ sie bariery, kieruja-
ce wydzielanie peptydéw do okreslonych zespotéw komoérkowych w wysep-
kach trzustki [1], Niekiedy wypustki komo6rek D siegajg do naczyn witosowa-
tych. Pozwala to sadzie, iz cze$¢ somatostatyny wydzielana jest tg drogg do
tozyska naczyniowego, skad dziata na komorki odbiorcze na drodze endokryn-
nej [11].

Komorki somatostatynowe rozproszone sg wsréd innych komorek nabton-
kowych w zotadku, jelicie cienkim i grubym od dwunastnicy az do odbytu.
Najobficiej wystepuja w czesci przedodzwiernikowej zotgdka (u cztowieka
i szczura), w trzonie zotgdka (u szczura), gdzie znajdujg sie przewaznie
w przypodstawnej czesci gruczotdw Sluzowki. Czasami spotykane sg w innych
ich czesSciach. W S$luzéwce trzonu zotgdka komdrki D na og6l nie siegajg

Rye. 1. Schemat gruczotu btony $luzowej zotad-

ka, ilustrujgcy potozenie w nabtonku komoérek

D. Zwracajg uwage wypustki komérek D, suge-

rujgce parakrynowe dziatanie somatostatyny.
Wg Larssona i wsp. [24]
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swoim wierzchotkiem $wiatta gruczotu oraz nie posiadajg mikrokosmkoéw, sa
typu ,zamknietego” [24]. W okolicy przedodZzwiernikowej komorki D majg
bardziej wydtuzony, butelkowaty ksztatt i siegajg swojg pokrytg mikrokosm-
kami powierzchnig wierzchotkowa Swiatta gruczotu [25]. Komorki immunore-
aktywne somatostatynowo maja dtugie wypustki komdérkowe, rozprzestrzenia-
jace sie od nabtonka wzdtuz btony podstawowej gruczotéw Sluzéwki zotgdka
w poblize innych komérek. U szczura wykazano obecno$¢ takich wypustek
w prawie kazdej komorce D [24], Wypustki te sg dtugie, dos¢ cienkie, czasami
rozgateziajace sie na dwa ramiona o ostrym zakoriczeniu (rye. 1). Ich dtugosé
znacznie przekracza rozmiary ciata komorki. U cztowieka wypustki takie sa
krotsze, grubsze, tepo zakonczone. Czasami jednak ludzkie komaérki D z okoli-
cy przedodzwiernikowej wykazujg typowy piramidalny ksztalt, podobnie do
innych endokrynnych komérek rozsianych miedzy komdérkami nabtonka [24],
U szczura wypustki komdrek somatostatynowych w trzonie zotgdka sg raczej
guzkowate i koricza sie na sasiednich komdrkach [11].

Opisane wypustki zapewniajg komorkom D mozliwos$¢ Scistego kontaktu
z wieloma réznymi komaérkami nabtonka gruczotéw. Jednoczesne zadziatanie
na skrawki przeciwciatami antysomatostatynowymi wykazato, ze wiekszos¢
wypustek D w okolicy przedodzwiernikowej kornczy sie na komérkach G,
a w trzonie zotgdka na komodrkach oktadzinowych.

Stwierdzono réwniez rézne rodzaje kontaktu komorek somatostatynowych
z innymi komoérkami egzokrynnymi i endokrynnymi [24]. W jelicie cienkim
i grubym komorki z immunoreaktywnos$cia somatostatyny zachowujg raczej
typowy piramidalny ksztat i, podobnie jak inne komérki endokrynne, siegajg
swoimi wierzchotkami pokrytymi mikrokosmkami $wiatta jelita. Sa one
argentaffinowo i argyrofilowo ujemne. Rozproszone sa w nizszych cze$ciach
krypt wzdtuz btony podstawnej, chociaz czasami znajdowano je w nabtonku
pokrywajacym kosmki jelita cienkiego i jelito grube. Czasami komorki
wykazujace immunoreaktywno$¢ somatostatyny wystepuja w blaszce wiasciwej
kosmkow. Taka lokalizacja komdrek neuroendokrynnych zostata potwierdzo-
na przez obserwacje w mikroskopie elektronowym [46]. Immunoreaktywne
somatostatynowo komorki wystepujg ponadto w tarczycy i tozysku (u ludzi),
w grasicy, jajowodzie, jajniku i $liniankach (u szczura) [11].

Nalezy krétko wspomnie¢, ze komorki produkujace somatostatyne wyste-
pujg w guzach pochodzenia neuroendokrynowego. Sg to guzy zawierajgce
przede wszystkim komorki produkujgce somatostatyne (somatostatinoma),
albo guzy mieszane, w ktorych oprécz komérek produkujgcych somatostatyne
wystepuja inne komérki endokrynowe [19, 33]. Somatostatinoma wystepuja
rzadko. Dotychczas guzy tego rodzaju stwierdzono w trzustce, w dwunastnicy
i w przewodzie pecherzykowym [19, 33]. U pacjentow z somatostatinoma
umiejscowionymi w trzustce pojawia sie biegunka tluszczowa, dyspepsja,
kamica z6tciowa, cukrzyca insulinoniezalezna i utrata masy ciata [22, 33].
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Natomiast w przypadkach somatostatinoma w dwunastnicy objawy takie nie
wystepuja [19, 33]. Podstawa rozpoznania histopatologicznego jest dodatnia
reakcja z surowica antysomatostatynowga. Charakterystyczne jest to, ze nowo-
tworowe komérki produkujace somatostatyne nie dajg dodatniej reakcji
Grimeliusa [19, 33]. Ze wzgledu na te wiasciwos$¢ oraz na gruczotowaq strukture
guza somatostatinoma moze byé mylnie rozpoznany jako adenocarcinoma.
Komorki tego guza w dwunastnicy wykazuja niektére cechy zréznicowanych
enterocytdw (posiadaja mikrokosmki, siateczke graniczna, glikokaliks) [33].

W zwigzku z dyskusjami co do entodermalnego lub neurogennego pocho-
dzenia komorek D istotna moze by¢ informacja, ze komdérki somatostatinoma
zawierajg neurofilamenty [33],

Wedtug Patel i Reichlin [30] w zotgdku ijelitach szczura znajduje sie 70%,
w mdzgu 25% i w trzustce 5% somatostatyny wystepujacej w organizmie tego
zwierzecia.

Podanie positku lub pobudzenie wydzielania kwasu solnego na drodze
nerwowej powoduje nie tylko wzrost stezenia somatostatyny we krwi, ale takze
pojawienie sie jej w soku zotgdkowym, a nastepnie w soku trzustkowym u psa
[49]. U cztowieka zanotowano podobne zjawisko [50]. Natomiast w doswiad-
czeniach na wyizolowanym zo#gdku u szczura somatostatyna wyzwalana byta
do naczyri krwiono$nych [35]. Mechanizm przechodzenia somatostatyny do
ptynoéw trawiennych ani rola fizjologiczna tego zjawiska nie zostaty wyjasnione
[47].

Somatostatyna dziata przewaznie lokalnie, hamujgc uwalnianie licznych
hormon6éw poprzez ograniczenie ich wydzielania w tym samym narzadzie,
w ktdrym stwierdzono jej obecnosé. Odzwierciedleniem morfologicznym
parakrynnego dziatania tego hormonu sg wypustki produkujace somatostaty-
ne. W mikroskopie elektronowym obserwowano charakterystyczne dla komé-
rek D pecherzyki wydzielnicze w tych wypustkach [24].

Wzrost stezenia somatostatyny we Kkrwi po positku wskazuje na jej
dziatanie endokrynne na komorki odbiorcze, prawdopodobnie poprzez wigza-
nie sie z receptorami na ich powierzchni. Receptory wrazliwe na somatostatyne
opisano w btonie komérkowej komorek przysadki [25], w cytoplazmie kom@-
rek oktadzinowych zotadka i komdrek pecherzykowych trzustki [34, 35, 40]
oraz w bitonie komdrkowej komorek raka gruczotu krokowego [17].

Receptory dla somatostatyny wykryto takze w komdrkach D zotadka [6,
29]. Przypuszcza sie, ze receptory te uczestniczg w mechanizmie hamowania
zwrotnego syntezy somatostatyny przez somatostatyne [36].

Pierwszym etapem w tancuchu reakcji komoérki docelowej na dziatanie
hormonu peptydowego jest zwigzanie sie czasteczek hormonu z wtasciwymi dla
niego receptorami w btonie komdrkowej. Nastepnie kompleks hormon-recep-
tor oddziatuje wraz z innymi sktadnikami btony komdrkowej, doprowadzajac
do powstania wewnatrz komorki tzw. informatora wtérnego, ktérym mogg
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by¢ np. jony wapnia lub czgsteczki cyklicznego AMP (cAMP). Ten fragment
reakcji docelowej, zwany transdukcjg, umozliwia przeniesienie sygnatu przez
btone komdrkowa ijego wzmocnienie. Zmiana stezenia informatora wtérnego
w cytoplazmie wywotuje nastepne reakcje biochemiczne w komdrce, wsérdd
ktérych najwazniejszymi sg reakcje fosforylacji biatek przez kinazy. Doprowa-
dza to do koncowego efektu fizjologicznego dziatania hormonu, efektu, jakim
moze by¢ np. pobudzanie lub hamowanie wydzielania specyficznego produktu
komorki docelowej. Ztozone mechanizmy zostaty dos¢ dobrze poznane w od-
niesieniu do dziatania niektérych hormonow i neuromediatoréw, lecz w dal-
szym ciggu brakuje wielu danych dotyczacych tego zjawiska [3],

Somatostatyna jako wazny hormon regulujagcy wydzielanie wielu komorek
jest intensywnie badana z punktu widzenia mechanizméw biochemicznych,
wyzwalajacych specyficzng reakcje komoérek docelowych na ten hormon. Stan
wiedzy w tym zakresie jest dotychczas niezadowalajacy, a wiekszos$¢ pogladow
na mechanizm dziatania somatostatyny na poziomie komdrkowym i molekula-
rnym opiera sie na fragmentarycznych obserwacjach i jest przedmiotem nie
w petni potwierdzonych hipotez.

Dotychczasowe badania wykazaty, ze somatostatyna wigze sie ze specyficz-
nym dla niej receptorem w btonie komérkowej komérek docelowych [8, 31, 39,
44], Whniosek ten jest oparty na badaniach kinetyki wigzania i powinowactwa
somatostatyny do preparatéw btony komdérkowej i do catych komorek, oraz
na badaniach wiazania zsyntetyzowanych zwigzkéw o strukturze podobnej do
somatostatyny [7, 44], Wydaje sie, ze istniejg odrebne formy receptoréw dla
somatostatyny-14 i dla somatostatyny-28. Wydaje sie rdwniez, ze w rdznych
komorkach docelowych obecne sg rézne formy receptora dla somatostatyny-
-14 [31. 44)]. Wykazano, ze dla potaczenia z receptorem istotna jest cykliczna
struktura czasteczki somatostatyny-14, oraz ze cze$¢ czasteczki rozpoznawang
przez receptor stanowig aminokwasy 7 do 11 [44].

Wiekszos$¢ informacji o receptorach dla somatostatyny pochodzi z badan
linii komorkowej wyprowadzonej z guza czeSci obwodowej przysadki szczura
[39]. Komérki te sg szczegOlnie bogate w ten receptor. Nie wiadomo jednak,
czy wyniki tych badan mozna odnosi¢ do innych prawidtowych komorek.
Nalezy tez podkres$li¢, ze dotychczasowe badania nad receptorami dla somato-
statyny miaty charakter posredni. Ustalono jednakze, ze receptor ten jest
glikoproteing nie zawierajgcg podjednostek potgczonych wigzaniami dwusiar-
czkowymi, a niektdre czasteczki receptora zawieraty koncowe reszty galakto-
zowe. W btonie komoérkowej przedniego ptata przysadki szczura receptor dla
somatostatyny-14 miat ciezar czasteczkowy 88000 [26], a badany przez
Sakamoto i wsp. [38] receptor z komorek pecherzykowych trzustki szczura byt
biatkiem o ciezarze czasteczkowym 92000. Srikant i Patel [45] w badaniach
bton komorkowych komorek pecherzykowych trzustki szczura ustalili wigza-
nie somatostatyny-14 z trzema biatkami o ciezarze czgsteczkowym 200 000,
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80000 i 70000. Badania bezposrednie, tj. badania wyizolowanych i oczyszczo-
nych preparatow receptora nie zostaty dotychczas zrobione.

Sztucznie syntetyzowane substancje o dziataniu agonistycznym i antagonis-
tycznym na receptory somatostatynowe, uzyte do badania witasciwosci tych
receptoréw, w przysztoSci beda zapewne uzywane jako leki korygujace
zaburzenia wydzielania somatostatyny lub zaburzenia reakcji docelowych na
ten hormon [7, 8, 31].

Wiele hormonéw peptydowych wptywa na czynno$¢ komdérek docelowych
za posrednictwem zmiany stezenia cyklicznego AMP w komoérce, w wyniku
oddziatywania kompleksu hormon-receptor na cykiaze adenylowg umieszczo-
ng po cytoplazmatycznej stronie btony komdrkowej. Naturalne byto przypusz-
czenie, ze somatostatyna dziatla za pos$rednictwem podobnego mechanizmu.
Badania doswiadczalne potwierdzity to przypuszczenie tylko czesciowo [8, 31,
38, 44].

Ze wzgledu na wptyw somatostatyny na stezenie cAMP w komdarce
docelowej wyroznia sie dwie sytuacje:

1 Hamowanie przez somatostatyne wydzielania podstawowego.
2. Hamowanie wydzielania pobudzonego przez inny hormon.

W przypadku 1 nie stwierdzono, aby hamujgcy wptyw somatostatyny na
podstawowe wydzielanie hormonu wzrostu i prolaktyny przez komorki guza
ptata obwodowego przysadki byt zwigzany ze zmiang stezenia cCAMP w kom§-
rce [38]. W przypadku 2, tj. hamowania przez somatostatyne wydzielania
hormonu wzrostu lub prolaktyny pobudzonego przez VIP, stwierdzono
zmniejszenie przez somatostatyne stezenia cAMP w komérce [38].

Inne wyniki uzyskat Dharmsathaphorn [8] badajgc wydzielanie chlorkow
przez nabtonek jelitowy in vivo. W jego uktadzie doSwiadczalnym somatosta-
tyna nie hamowata wydzielania podstawowego, natomiast hamowanie wydzie-
lania chlorkéw pobudzane przez teofiline lub prostaglandyne PGE, nie byto
skorelowane ze zmiang stezenia cCAMP.

Z przyktadéw przytoczonych powyzej wynika, ze mechanizm zalezny od
cAMP jako informatora wtdérnego dziata tylko w niektérych komérkach
i tylko w niektérych sytuacjach fizjologicznych lub doswiadczalnych. Zatem
musi istnie¢ takze inny mechanizm transdukcji. Uwaza sie, ze jest to mecha-
nizm, w ktérym role informatora wtérnego odgrywajg jony wapnia.
Schonbrunn i wsp. [39] podaja, ze dla transdukcji sygnatu zewnetrznego, jakim
jest somatostatyna, w sygnat wewnatrzkomorkowy, jakim jest zmiana stezenia
Ca2+, niezbedne sg nastepujgce sktadniki: receptor dla somatostatyny oraz
tzw. biatko regulatorowe wigzace nukleotydy guaninowe (biatko Ni lub inaczej
Gi) i kanat wapniowy. Polgczenie somatostatyny z jej receptorem aktywuje
biatko Ni, ktére z kolei zmienia stan kanalu wapniowego, powodujgc
przejsciowy spadek stezenia Ca 2+ w komoérce. Mechanizm ten odnosi sie do
hamowania wydzielania prolaktyny przez komérki przysadki pobudzane przez
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VIP [39], a takze do wydzielania kwasu solnego przez komérki oktadzinowe
zotadka [32].

Dowodem na udziat biatka Ni w mediowaniu odpowiedzi na somatostaty-
ne bylo wykazanie, ze toksyna z bakterii Bordetella pertussis, specyficznie
blokujaca dziatanie biatka Ni w innych ukiadach, znosi efekty dziatania
somatostatyny na komorki docelowe [20]. Klasa biatek Ni nie jest specyficzna
dla mechanizmu transdukcyjnego somatostatyny. Biatka te uczestniczg w prze-
noszeniu bardzo wielu sygnatéw, jakimi sg ro6zne hormony peptydowe,
czynniki wzrostu i neuromediatory. Wobec tego nalezy przyjaé, ze specyficz-
no$¢ reakcji komorek na somatostatyne polega na specyficznosci receptora.

Zbadanie mechanizmu przekazywania sygnatu przez bione komdrkowgq
i zidentyfikowanie wtoérnego mediatora nie wyjasnia jeszcze catosci zjawiska
odpowiedzi komérki docelowej na somatostatyne. Wtédrny mediator (CAMP,
jony wapnia) uczestniczy w zapoczatkowaniu nastepnych reakcji wewnatrz
komoérki. Wiadomo, ze odpowiedz na hormony lepiej poznane niz somatosta-
tyna wymaga aktywacji specyficznych kinaz, fosforylujacych biatka enzymaty-
czne, a wygaszenie reakcji na hormon moze zachodzi¢ dzieki dziataniu
odpowiednich fosfataz. Te mechanizmy, prawdopodobnie dzialajgce takze
w komoérkach docelowych reagujacych na somatostatyne, sg dotychczas nie
znane.

Dziatanie somatostatyny zostato przedstawione w tab. 1 wg Fenoglio
i Kinga [11]. Jak wida¢, w przewazajgcej czesci wykazuje ona hamujacy wptyw
na uwalnianie znacznej liczby hormondéw, hamuje wydzielanie wielu sktadni-
kéw sokéw trawiennych. Obniza aktywno$é motoryczng zotadka i pecherzyka
z0fciowego. Zmniejsza przeptyw krwi w narzgdach jamy brzusznej. Hamuje
absorpcje wielu zwiazkéw. W centralnym uktadzie nerwowym hamuje aktyw-
no$¢ neurondw, wywiera agonistyczne dzialanie na receptory opiatowe,
hamuje uwalnianie acetylocholiny. Ponadto stwierdzono jej wptyw obnizajgcy
zdolno$¢ ptytek krwi do agregacji oraz wptyw na tworzenie kolonii przez
limfocyty pobudzone fitohemaglutyning.

Nalezy podkresli¢, ze efekty dziatania somatostatyny na narzady i komaérki
badano w dos$wiadczeniach, w ktdrych stosowano egzogenng somatostatyne
w roznych stezeniach. Prawdopodobne jest, ze stezenia somatostatyny w do-
Swiadczeniach opisanych w literaturze byly wyzsze niz stezenia wystepujace
w organizmie, a zatem ze pewne efekty somatostatyny opisane w niniejszym
artykule sg efektami farmakologicznymi, a nie fizjologicznymi. Naturalne
(fizjologiczne) stezenie somatostatyny w osoczu szczura wynosi ok. 0,16 ng/ml
dla somatostatyny-14 i okoto 0,09 ng/ml dla somatostatyny-28 [48]. Jak
dotychczas za mato jest danych, w jakich warunkach i w jakim zakresie
zmienia sie stezenie somatostatyny w ptynach ustrojowych i tkankach w prze-
biegu naturalnych proceséw fizjologicznych, i dopiero po wyjasnieniu tej
kwestii bedzie mozna odrdzni¢ efekty farmakologiczne od fizjologicznych
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Tabela

Dziatanie somatostatyny

1. Hamuje wydzielanie nastepujacych hormondw:

Hormon wzrostu Glicentyna
TSH Renina
Insulina Kalcytonina
Glukagon Gastryna
W azoaktywny jelitowy peptyd Cholecystokinina
Prolaktyna Sekretyna
FSH TRH
ACTH

2. Hamuje wydzielanie nastepujacych zwigzkow:
Kwas solny Dwuweglany trzustki
Pepsyna Enzymy trzustki
Amylaza S$liniankowa Czynnik Castle’a

3. Hamuje aktywno$¢ motoryczng
Opréznianie zotgdka Kurczenie pecherzyka zétciowego
Odptyw zétci Przeptyw krwi w narzgdach jamy brzusznej
Skurcze zwieracza Oddiego

4. Hamuje absorpcje (transport) nastepujacych zwigzkéw:

Glukoza Tréjglicerydy
Ksyloza Jony, szczeg6lnie Ca2*
Aminokwasy Woda w kanalikach nerkowych

5. Dziatanie w centralnym uktadzie nerwowym:
Hamuje aktywno$¢ neuronéw w médzgu Hamuje wydzielanie acetylocholiny
Wywiera agonistyczne dziatanie na recep- Wywotuje zmiany zachowania
tory opiatowe

6. Inne dziatanie
Wptywa na obnizenie agregacji ptytek
krwi
Tworzenie kolonii przez limfocyty sty-
mulowane fitohemaglutyning

somatostatyny na komérki docelowe. Badania te sg dodatkowo utrudnione
przez zjawisko parasekrecji, w ktérym somatostatyna moze by¢ przekazywana
bezposrednio z komérki produkujgcej do odbiorczej.

Wydzielanie somatostatyny jest stymulowane przez wiele substancji, przede
wszystkim przez hormony i neuromediatory oraz sktadniki pokarmu wymie-
nione w tab. 2 [11].

Z kolei somatostatyna reguluje wydzielanie tych zwigzkéw, co wskazuje na
doniostg role somatostatyny w mechanizmach wydzielania zwrotnego.

Wydzielanie somatostatyny w zotgdku mozna wyzwoli¢ podaniem positku
lub pobudzeniem wydzielania kwasu solnego przez komérki oktadzinowe [2,
40]. Dotychczas nie wyjasniono, jakie mechanizmy powodujg przechodzenie
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Tabela 2

Czynniki wptywajace na stymulacje wydzielania somatostatyny

i Glukoza ]
Thuszcze \ pobudzajg wydzielanie w trzonie zotgdka i w trzustce

Pokarm J Biatka

g-*Gk°Za | pobudzajag wydzielanie w czesci przedodzwiernikowej

W prowadzenie kwasu do zotgdka

Infuzja cholecystokininy, sekretyny, GIP

Zakwaszenie dwunastnicy

Wyzwalanie acetylocholiny poprzez receptory cholinergiczne
Wydzielanie norepinefryny i dopaminy poprzez receptory adrenergiczne
Histamina

Insulina

Bombesyna

Sekretyna

Pentagastryna

Tolbutamid

somatostatyny do sokéw trawiennych. By¢é moze zrédtem hormonu w soku
zotadkowym mogag by¢ komorki D w bezposSrednim sasiedztwie komorek
oktadzinowych -w trzonie zolgdka. Natomiast w soku trzustkowym hormon
ten mogtby pochodzi¢ z komoérek D zlokalizowanych w czesci niewysepkowej
trzustki. Pobudzajgco na komorki D przewodu pokarmowego i trzustki
oddziatujg inne hormony: gastryna, sekretyna, wazoaktywny hormon jelitowy
(VIP), zotadkowy peptyd hamujgcy (GIP), cholecystokinina, glukagon i insuli-
na [5]. Do dzi§ nie wiadomo, czy wzajemne oddziatywanie hormonow
przewodu pokarmowego odbywa sie na drodze endokrynnej, czy tez zachodzi
na drodze parakrynnej. Nie jest takze wyjasniona rola autonomicznego uktadu
nerwowego, chociaz wiadomo, ze wydzielanie somatostatyny z uktadu trzew-
nego jest, co najmniej cze$ciowo, modulowane przez uktad cholinergiczny
i adrenergiczny [30]. Nie wyjasniono réwniez wptywu nerwu btednego na
wydzielanie somatostatyny [47]. Ponadto wiadomo, ze niektdre prostaglandy-
ny moga wptywaé na uwalnianie somatostatyny z komoérek D [27].
Liczne sktadniki pokarmowe oraz inne czynniki moga wptywac na wydzie-
lanie somatostatyny. W dosSwiadczeniu na wyizolowanej i przeptukiwanej
trzustce szczura wykazano, ze glukoza i cCAMP oddziatujg synergistycznie na
uwalnianie somatostatyny. Wskazuje to na mozliwos¢ wspdétdziatania sktadni-
kéw pokarmu z aktywacjg cyklazy adenytowej na drodze R-adrenergicznej
oraz poprzez glukagon [7]. Somatostatyna odgrywa szczeg6lng role w regulo-
waniu czynnosci przewodu pokarmowego. Wg Szafran i Sztefko [47] dziatanie
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tego hormonu polega na modulowaniu wydzielania sokéw trawiennych
zaréwno poprzez bezposredni wptyw na komérki bioragce udziat w wytwarza-
niu tych sokéw, jak i poprzez dziatanie na inne komérki endokrynne przewodu
pokarmowego i trzustki. Wykazano na izolowanych gruczotach zotadkowych
szczura, ze somatostatyna hamuje wydzielanie kwasu solnego przez komorki
oktadzinowe, poprzez obnizenie poziomu cAMP. Somatostatyna ogranicza
takze wydzielanie pepsyny, cho¢ nie stwierdzono jej wpltywu na poziom cAMP
w komérkach gtéwnych w $luzéwce zotadka [47]. Ponadto dziatajac bezposre-
dnio na komoérki pecherzykowe trzustki, somatostatyna hamuje wydzielanie
enzymodw soku trzustkowego i dwuweglanow [21, 22]. Somatostatyna wydzie-
lona po positku lub podana do krwi powoduje zahamowanie wydzielania
gastryny, sekretyny, GIP-u, glukagonu, enteroglukagonu, polipeptydu trzust-
kowego, insuliny, wptywajac w ten sposéb na regulacje endokrynnej i egzokryn-
nej czynnosci wydzielniczej zotadka, jelit i trzustki, a takze na czynnosci
motoryczne przewodu pokarmowego, co prowadzi do obnizenia szybkosci
trawienia i ogranicza ilos¢ wchianianych substanciji.

W ostatnich latach podjeto proby stosowania somatostatyny w leczeniu
niektérych choréb u ludzi. Wstepne badania wykazaly, ze dziata ona silnie
w zwalczaniu opornych na cymetydyne, krwawigcych wrzoddw zotgdka, cho¢
powoduje wystgpienie gorgczki jako objawu ubocznego [18, 23, 42]. Jednakze
szczegbtowe badania przeprowadzone na 543 pacjentach z zastosowaniem
$lepej podwdjnej proby wykazaty brak istotnego efektu somatostatyny u pa-
cjentow z krwawigcymi wrzodami zotgdka [43]. Somatostatyne stosowano
takze z powodzeniem w leczeniu ostrego zapalenia trzustki [42], U pacjentow
z akromegalig somatostatyna hamowata nadmierne wydzielanie hormondw
z guzéw o typie: insulinoma, glukagonoma, VIP-oma, guzéw z zespoiem
rakowiaka. Polepszata ona réwniez glukostaze w cukrzycy insulinoniezaleznej
[43]. Somatostatyna jest szybko eliminowana z krazenia, a jej okres péitrwania
w surowicy Krwi u psa wynosi ok. 2 min., a u cztowieka 1-3 min., dlatego
w celach leczniczych niejednokrotnie stosowano ciggla infuzje tego leku [18,
22], Podjeto préby syntetyzowania analogéw somatostatyny o silniejszym
i dluzszym dziataniu, podstawiajgc D-aminokwasy w miejsce L-izomeréw
w czgsteczce somatostatyny. Niektére analogi D-Trp8 i D-Cysl4 somatostaty-
ny okazaty sie silniejszymi inhibitorami wydzielania hormonu wzrostu, in-
suliny i glukagonu niz naturalna somatostatyna. Analogi somatostatyny
D-Cysl4 wykazaty silniejszy wpltyw hamujacy wydzielanie glukagonu niz
insuliny. Jednakze préby uzyskania analogu somatostatyny przydatnego
w leczeniu cukrzycy przebiegajgcej z hiperglukagonemig nie zostaty dotychczas
uwienczone powodzeniem [22]. Godne uwagi jest to, ze jeden z analogéw
somatostatyny oznaczony RC-160 (D-Phe-Cys-Tyr-D-Lys-Val-Cys-Trp-NH2)
hamowat wzrost doswiadczalnego raka gruczotu krokowego u szczuréw.
Pewne ostrzezenie stanowi fakt, ze somatostatyna stosowana u ludzi przez
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dtuzszy czas wywotuje niekorzystne objawy uboczne, takie jak zespo6t ziego
wchtaniania i nietolerancja glukozy [43],

Somatostatyna peini prawdopodobnie kluczowg role w wielu uktadach
regulujgcych czynnosci organizmu. Wskazujg na to obserwacje, ze uwalnianie
tego peptydu znajduje sie pod kontrolg licznych hormondéw i neuromediato-
row, oraz ze somatostatyna reguluje uwalnianie wielu substancji regulatoro-
wych i wydzielin komérkowych. Oddziatywanie somatostatyny odbywac sie
moze na drodze parakrynnej — poprzez wpltyw na komorki znajdujgce sie
w sasiedztwie komorek produkujacych somatostatyne, endokrynnej — za
posrednictwem hormonu przedostajacego sie do krazenia, neuroprzekazniko-
wej — poprzez modulacje czynnosci zakonczen nerwowych (ryc. 2). Wraz
z somatostatyng z komorek produkujgcych ten peptyd moga by¢ wydzielane
takze inne substancje regulujgce metabolizm komorki: aminy biogenne, ATP,
cykliczne nukleotydy i jony Ca2+. Efekty biologiczne pobudzenia komdrek
produkujacych somatostatyne sg zatem bardzo ztozone, zalezg bowiem od
dziatania nie tylko somatostatyny, lecz rdwniez innych substancji biologicznie

Ryc. 2. Schemat oddzialywana somatostatyny na rdézne struktury odzwiernika. Somatostatyna
moze oddziatywaé parakrynowo (1) na komorki gastrynowe (G) i komdrki nabtonka odzwiernika
(KN), moze poprzez przenikanie do naczyn krwiono$nych (KAP) oddziatywaé¢ endokrynowo (2),
a takze petni¢ funkcje neuroprzekaznika (3) wptywajac na zakonczenia nerwowe (N). Komorki
wydzielajgce somatostatyne (KS) maja prawdopodobnie receptory, umieszczone w btonie komar-
kowej na biegunie szczytowym komorki, zdolne do reagowania z substancjami znajdujacymi sie
w soku zotadkowym; potgczenie tych substancji z receptorami pobudza wydzielanie hormonu



SOMATOSTATYNA 281

czynnych wydzielanych wraz z nig [11]. W mechanizmach regulujgcych
zwigzanych z dziataniem somatostatyny biorg takze udziat substancje zawarte
w Swietle zotgdka lub jelit. Substancje te poprzez zwigzanie sie z odpowiednimi
receptorami na biegunie szczytowym komoérek produkujacych somatostatyne
pobudzajg wydzielanie tego peptydu i towarzyszacych mu substancji. Dziata-
nie ztozonych uktadéw regulujacych, w ktérych uczestniczy somatostatyna, nie
zostato jeszcze poznane w stopniu wystarczajgcym, trudno zatem oceni¢, czy
poznano juz wszystkie funkcje tego hormonu.
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KONTROLA AKTYWNOSCI LIMFOCYTU B W ROZWOJU
HUMORALNEJ ODPOWIEDZI IMMUNOLOGICZNE]J

CONTROL OF THE B-CELL ACTIVITY IN THE DEVELOPMENT OF
HUMORAL IMMUNE RESPONSE

Pawet KALINSKI

Zaktad Histologii i Embriologii, Akademia Medyczna, Warszawa

Streszczenie. Pobudzenie limfocytu B, efektorowej komorki humoralnej odpowiedzi immunologi-
cznej, jest procesem wymagajacym udziatlu szeregu bodzcdw. Pierwotny sygnal w postaci
zwiazania antygenu przez btonowe immunoglobuliny (mig) czyni komérke wrazliwg na pomoc ze
strony limfocytéw Th. Sygnat pomocniczy, zawarty gtéwnie w zestawie limfokin, wytwarzanych
przez limfocyty Th, umozliwia rozpoczecie serii podziatow i kofcowe zréznicowanie limfocytu
tt do wydzielajgcej przeciwciata komorki plazmatycznej. Wielostopniowa kontrola rozwoju
limfocytu B przez antygen i szereg czynnikéw pomocniczych umozliwia kazdorazowo precyzyjne
dostrojenie odpowiedzi humoralnej do aktualnych warunkéw immunizacji, dla zapewnienia
najefektywniejszej w kazdym przypadku i mozliwie wysoko swoistej odpowiedzi

W niniejszej pracy dokonano przegladu wspdtczesnych teorii opisujacych proces pobudzenia
komérki B i niektére mechanizmy sterowania nig w trakcie rozwoju odpowiedzi humoralnej.
Przedstawiany materiat nie obejmuje mechanizméw regulujgcych odpowiedZz humoralng w proce-
sach supresji i tolerancji.

Summary. The complex process of B lymphocyte activation requires several different stimuli.
Antigenic stimulation renders the cell susceptible to help delivered by helper T lymphocytes (Th
cells). Among helper factors, the most significant are T-cell soluble products — lymphokines. They
facilitate the B-cell entry into the cell cycle, proliferation and final differentiation to antibody-
-secreting cells.

Existence of a number of helper factors makes it possible for the immune system to modify
the humoral response paralelly to aKerating conditions of immunization. This provides the most
efficient in any case, as well as highly specific, response. In this paper, some current models and
theories that concern the B-cell activation and its final development to the antibody-secreting cell
are reviewed.

Pojawienie sie w zdrowym organizmie czynnika rozpoznawanego jako
obcy, a wiec wtargniecie drobnoustroju chorobotwdrczego, transformacja
nowotworowa, czy sztuczna immunizacja (przeszczep, doswiadczalne podanie
antygenu), powoduje aktywizacje mechanizméw obronnych ustroju, ogét kto-
rych okreslamy jako odpowiedZ odpornosciowg (immunologiczng). Sktadowa
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odpowiedzi odpornos$ciowej jest odpowiedz humoralna. Realizowana jest ona
poprzez sekrecje przeciwciat (immunoglobulin) przez plazmocyty, bedace
koncowa formg rozwojowg limfocytu B. Rozwojem humoralnej odpowiedzi
immunologicznej kieruje szereg czynnikéw, zaréwno pochodzacych spoza
organizmu, jak i wytwarzanych przez wiasny system odpornosciowy.

Szczeg6lng role na wszystkich etapach rozwoju odpowiedzi odgrywa
antygen. Jako czynnik zapoczatkowujgcy odpowiedz aktywuje on te klony
limfocytdbw B, ktére moga go rozpoznawaé i wytwarza¢ swoiste wzgledem
niego przeciwciata. Jest wiec czynnikiem wstepnie decydujgcym o skiadzie
klonalnym odpowiedzi. Na dalszych etapach antygen jest elementem zapew-
niajagcym swoisto$¢ antygenowg kooperacji limfocytow T i B. Jego obecnos$é na
powierzchni limfocytu B umozliwia kontakt ze swoistym limfocytem Th, czego
efektem jest przekazanie sygnatu pomocniczego. Do rozpoznania antygenu
przez limfocyt B dochodzi za posrednictwem swoistych receptorow — btono-
wych immunoglobulin (mig: z ang. membrane immunoglobulins). Czasteczka
btonowej immunoglobuliny, o identycznej swoistosci co przeciwciata wydziela-
ne w fazie efektorowej odpowiedzi, rézni sie od nich C koAcowym, lipofilnym
fragmentem fancucha ciezkiego, umocowujgcym jg w btonie komdrkowej.

Kontakt dziewiczego limfocytu B z antygenem nie wystarcza zwykle do
rozpoczecia cyklu podziatow. Wyjatkiem od tej reguly jest grupa poliklonal-
nych aktywatoréw limfocytéw B, jak np. lipopolisacharyd (LPS), zdolnych do
zapoczatkowania odpowiedzi bez udziatu dodatkowych bodzcéw. Substancje
te okresSlane sg mianem antygenOw grasiczoniezaleznych typu pierwszego
(przegl. [155]). Wydaje sie jednak, ze sposéb dziatania tych substancji nie
odpowiada fizjologicznemu rozwojowi odpowiedzi humoralnej, w ktérym
niezbedny jest udziat czynnikéw pomocniczych. Ich Zrodiem jest populacja
limfocytéw pomocniczych Th (z ang. T helper). Wrazliwo$¢ na sygnaty
pomocnicze limfocyt B uzyskuje przez kontakt z antygenem. Przekazanie
sygnatu pomocniczego wymaga wspolnej swoistosci antygenowej limfocytow
T i B oraz obecnos$ci na powierzchni limfocytu B antygenéw gtéwnego
kompleksu zgodnos$ci tkankowej klasy Il (MHC II: z ang. major histocompati-
bility complex class I1), rozpoznawanych przez limfocyt T jako wiasne.
Czynniki pomocnicze uwalniane przez limfocyt T umozliwiajg rozpoczecie
i utrzymanie serii podziatbw oraz koncowe zrdznicowanie limfocytu B.
Czynniki pomocnicze podzielono na czynniki wzrostowe limfocytéw B
(BCGF: z ang. B cell growth factors), powodujagce namnazanie sie antygeno-
wo-swoistego klonu, oraz czynniki rdéznicowania (BCDF: z ang. B celi
differentiation factors). Stymulujgce koncowe dojrzewanie limfocytéw B do
komorek plazmatycznych i — ciaggle niejednoznacznie okreslonych — koma-
rek pamieci. Okazato sie jednak, ze wigkszo$¢ czynnikéw pomocniczych
wykazuje w ré6znym stopniu obie te aktywnoSci, zaleznie od wspo6twystepowa-
nia innych bodZcéw i stanu funkcjonalnego komérki.
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Duza liczba poznanych czynnikbw pomocniczych wydaje sie odpowiadaé
mozliwosci pobudzenia limfocytu B na kilku alternatywnych drogach i popro-
wadzenia jego dalszego rozwoju w rdznych kierunkach, w zalezno$ci od
charakteru bodZca antygenowego i jego natezenia.

Sygnaf pomocniczy

tlimfocyt pomocniczy, limfokiny)
6ygnatantygenowy

(antygen lubjego analog) GEZ)
(zz
spoczynkowy Powigkszenie komérki,
limfocyt B wzrost ekspresji Pohferacja i réznicowa-"—
antygenéw MHC.E i me do komarek plazma-
receptoréw dla czynnikéw tycznych (P ). tworzenie
pomocniczych komoérek pamigci (M)

Rye. 1 Wspoétczesny model pobudzenia limfocytu B w rozwoju odpowiedzi humoralnej

1 POBUDZENIE ANTYGENOWE LIMFOCYTU B

W badaniach przekazywania przez btonowe immunoglobuliny uzywane sg
zwykle swoiscie wigzace je przeciwciata (anty-lgM, anty-IgD) lub izolowane
fragmenty F(ab)2 tych przeciwciat. Zwigzanie btonowych immunoglobulin
przynosi szereg objawéw pobudzenia komorki: jej powiekszenie [74, 161, 233],
nasilenie syntezy mRNA i wzrost liczby czasteczek MHC klasy Il w btonie
komodrkowej [157, 159], a takze rozpoczecie syntezy DNA i proliferacje [22],
Podstawowym warunkiem efektywnos$ci przeciwciat anty-mlg jako aktywato-
row limfocytéw B jest zdolno$¢ do wytwarzania wielokrotnych krzyzowych
wigzah pomiedzy czasteczkami mig (z ang. cross-linking) na powierzchni
komoérki [74]. Spotegowanie wiasciwosci mitogennych przeciwciat anty-mig
mozna uzyska¢ przez potaczenie ich w struktury poliwalentne [74, 187].
Poniewaz wigzanie przez przeciwciata anty-mlg jest niezalezne od swoistosci
btonowych immunoglobulin, nastepujgca w jego wyniku aktywacja limfocytow
B ma charakter poliklonalny.

Doswiadczen z uzyciem przeciwciat anty-mlg in vitro nie mozna uwazac
za doktadne odzwierciedlenie pobudzenia antygenowego w zywym organizmie.
Nawet najwyzszymi dawkami antygenu nie udaje sie zwykle uzyskaé wszyst-
kich efektow dziatania przeciwciat anty-mlg, jak np. proliferacji, co prawdopo-
dobnie zwiazane jest z nizszg zdolno$cig do krzyzowego wigzania (cross-
-linking) mig. Ponadto, przeciwciata nie powodujgce aktywacji limfocytow
B in vitro (z powodu niskiego powinowactwa lub niezdolnosci do krzyzowego
wigzania mig) moga ja wywotaé w zywym organizmie [74]. Prawdopodobne
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jest wiec, iz dla zapoczatkowania odpowiedzi na antygen in vivo, przy udziale
pomocniczych limfocytdw T wystarcza nizszy stopiefi krzyzowego wigzania mig.

11. MECHANIZM PRZEKAZYWANIA SYGNALU PRZEZ BLONOWE 1MMUNOGLOBULINY

Réwnolegle z pobudzeniem przez przeciwciata anty-mlg, w limfocytach
B wzrasta szybko$¢ przemian fosfatydyloinozytoli [139], Podniesienie poziomu
gtéwnego metabolitu diacyloglicerolu [przegl. 2341 — kwasu fosfatydylowego
— w komodrkach stymulowanych anty-mlg bezposrednio wskazato na udziat
fosfolipazy C (PLC: z ang. phospholipase C) w przekazywaniu sygnatu przez
btonowe immunoglobuliny [35]. Wydaje sie, ze w uaktywnieniu PLC zaangazo-
wane jest, podobnie jak w pokrewnych uktadach [14, 210], biatko G —wigzace
GTP [72]. Istniejg jednak i przeciwne doniesienia-[84], Efektem uaktywnienia
PLC jest rozpad obecnego w btonie limfocytu B dwufosforanu fosfatydyloino-
zytolu (P1P2) z utworzeniem diacyloglicerolu (DAG) i trojfosforanu inozytolu
(1P3) [8, 84]. Dopuszcza sie tez mozliwos¢ udziatu innych, w réznym stopniu
ufosforylowanych pochodnych inozytolowych [72]. Juz $ladowe iloSci IP5 sg
wystarczajgcym bodzcem do naptywu do cytozolu jondw wapniowych [124].
W zrost stezenia Ca2+ w cytozolu obserwowany jest jedynie w przypadku, gdy
dochodzi do wielokrotnego krzyzowania mig. Analogicznie jak dla pobudze-
nia komorki, monowalentne fragmenty Fab przeciwciat anty-mlg sg nieefekty-
wne [16]. Sprawdzono, ze wzrost stezenia wapnia w cytozolu mozna uzyskaé
przez dostarczenie egzogennej PLC. Efekt ten jest blokowany przez substancje
stabilizujgce btonowe fosfolipidy [192]. Naptyw wapnia nie jest zwigzany ze
wzrostem przepuszczalno$ci btony komorkowej dla tego pierwiastka [16, 124].
Zrédtem Ca 2+ uwalnianego w trakcie pobudzenia antygenowego, okazaty sie
zbiorniki siateczki $rodplazmatycznej [194],

Jony wapnia, jak i diacyloglicerol (DAG), sg aktywatorami kinazy biatko-
wej C (PKC), jednego z centralnych enzyméw regulatorowych komorki,
wykazujac w tym dziataniu silny synergizm [115, 145, 192, 235]. Wykazano, iz
wspotdziatanie analogéw diacyloglicerolu — estréw forbolu [172] — z podnie-
sionym poziomem Ca2+, uzyskiwanym przez podanie jonoforéw wapniowych
(jonomycyna, A23187), powoduje dobtonowe przesuniecie PKC [120, 145],
depolaryzacje btony komérkowej oraz efekty pobudzenia antygenowego;
nasilenie syntezy mRNA, wzrost ekspresji antygenéw MHC Il na powierzchni
limfocytu B, jak réwniez rozpoczecie syntezy DNA [116].

Do maksymalnej aktywnos$ci PKC, poza DAG i Ca2", konieczny jest trzeci
czynnik — btonowy fosfolipid [218], zidentyfikowany jako fosfatydyloseryna.
PozZniejsze prace uscislity, ze w aktywny kompleks w bionie komodrkowej
wchodzag — po jednej czasteczce — PKC i specyficzny diacyloglicerol, jon
wapniowy, oraz 4 czasteczki fosfatydyloseryny [68, 82]. Przemieszczenie PKC
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z cytozolu do btony komérkowej zachodzi juz w ciggu | —2 minut po zwigzaniu
btonowych przeciwciat. W czasie tym 80 —90% aktywnosci PKC znika z cytozo-
lu, pojawiajac sie w btonowej, rozpuszczalnej w detergencie frakcji nazwanej
TSM (z ang. Triton soluble membrane) [26, 171], Wkrétce po tym obserwowa-
ne jest przemieszczenie gtéwnej puli enzymu do frakcji TIM (z ang. Triton
insoluble membrane) [26]. Po ok. 60 minutach poziom PKC w cytozolu
powraca do warto$ci poczatkowych [171].

Ryc. Mechanizm przekazywania sygnatu przez btonowe immunoglobuliny (mig). A — antygen

lub jego analog; PLC — fosfolipaza C; PIP2 — dwufosforan fosfatydyloinozytolu; IP3 — tréjfos-

foran inozytolu; DAG —diacyloglicerol; PtdS — fosfatydyloseryna; PKC — kinaza biatkowa C;
PKC* — forma aktywna PKC, potaczona z btong komodrkowa

Nie mamy dotychczas petnego obrazu procesow zachodzgcych po uaktyw-
nieniu PKC, prowadzacych ku wyjsciu limfocytu B z bazy spoczynkowej GO.
Rezultatem uaktywnienia PKC (zachodzgcego po czesci przy udziale aktywo-
wanych przez nig innych enzyméw o charakterze kinaz tyrozynowych [170])
jest fosforylacja szeregu biatek btonowych i cytozolowych. Wsrdd nich znajduja
sie najpewniej czasteczki zaangazowane w btonowy transport jon6w nieorgani-
cznych [64, 198], czego skutkiem jest spadek potencjatu transbtonowego
i wzrost pH cytozolu [221, 160, 192].

Opisano stymulacje ekspresji powierzchniowych immunoglobulin w ko-
moérkach pre-B, przez jonofor sodowy—monensin [204], Z kolei, bloker
transportu sodowego (amiloryd) hamuje te odpowiedz w komdrkach trakto-
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wanych estrami forbolu [199]. Sugeruje to, iz naptyw Na jest znaczacym
ogniwem pobudzenia komorki. Réwnolegle z pobudzeniem antygenowym
komérki dochodzi do znacznego wzmozenia ekspresji szeregu onkogenéw
[208], w tym c-myc [125, 213], ktorego nasilong transkrypcje notuje sie
w przebiegu wielu rozrostéw nowotworowych limfocytow B [25, 140, 148,
201].

Niejasne jest, o ile istotne sg inne, poza aktywacjg PKC, drogi sygnalizacji
przez btonowe immunoglobuliny. Doniesienia Monda i wsp. [157] sugerujg
mozliwo$¢ dziatania przeciwciat anty-mlg pomimo nieobecnosci PKC. W sytu-
acji tej obserwowano wzrost ekspresji antygenéw MHC klasy 1l, za$ obecnos¢
8-merkaptoguanozyny umozliwiata petng odpowiedz, facznie z syntezg DNA.
Dane te wymagaja jednak bacznego sprawdzenia: w wiekszosci uktadéw
dosSwiadczalnych udziat PKC w aktywacji antygenowej limfocytu B okazywat
sie niezbedny.

12. OKRES PRZEDREPLIKACYJINY LIMFOCYTU B

Wyjscie komorki z fazy spoczynkowej jest procesem wieloetapowym,
w ktorym komdrka stopniowo staje sie podatna na dziatanie czynnikéw
pomocniczych. Punkt, do ktérego pojedynczy bodziec doprowadza komorke,
zalezy od jego charakteru i nasilenia. Jak wiadomo, wywotywanie proliferacji
limfocytéw B przez przeciwciata anty-mlg zwigzane w struktury poliwalentne,
jest znacznie mniej zalezne od obecnosci czynnikéw wzrostowych niz wywota-
nie jej przez te same czasteczki w formie wolnej [187], ROwniez klasyczny
antygen grasiczozalezny trojnitrofenol (TNP) zaadsorbowany na statym pod-
tozu (poliakrylamid) wywotywaé moze odpowiedZ niezalezna od czynnikéw
pomocniczych, o ile jego gesto$¢ epitopowa przekroczy krytyczng wartosé
[188],

W przypadku przeciwciat w formie wolnej decyduje ich stezenie. W do$-
wiadczeniach Cambiera i Monroe juz minimalne stezenia przeciwciat anty-
-lgM powodowaly depolaryzacje btony komdrkowej i wzrost liczby czasteczek
MHC klasy Il na jej powierzchni. Wejscie w p6zng faze GI i S wymagato juz
jednak znacznie wyzszych stezen [22]. Podobne wyniki sktonity DeFranco [45]
do wyrdznienia w obrebie fazy przedreplikacyjnej podokreséow: Gla i GIR,
réznigcych sie zapotrzebowaniem na koncentracje przeciwciat anty-mlg. Nis-
kie stezenia przeprowadzity komorke przez wiekszg czes¢ fazy G la, pod koniec
ktérej dwunastogodzinny okres, oznaczony Gla' konieczne byto 5-50 razy
wyzsze stezenie. Przerwanie stymulacji w fazie G la prowadzito do zatrzymania
rozwoju na etapie komérek duzych, o niskiej gestosci. Podjecie rozwoju
w cyklu komoérkowym mozliwe byto nawet po kilkunastu godzinach, po
wzro$cie koncentracji przeciwciat anty-mlg. Po ok. 32 godz. od rozpoczecia
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stymulacji komaérki przechodzity w faze GIR, w ktérej intensywno$¢ pobudze-
nia receptora antygenowego przestawata by¢ czynnikiem krytycznym. Po
uptywie kolejnych 10 godz. notowano rozpoczecie syntezy DNA (faza S).

2. ROLA SYGNALOW POMOCNICZYCH W AKTYWACIJlI LIMFOCYTU B

Swoisto$¢ antygenowa przekazania sygnatu pomocniczego uzyskiwana jest
poprzez swoisto$¢ interakcji komorki B z limfocytem Th. Najstarsza teoria
ttumaczgca to zjawisko — klasyczna teoria mostkowania — zaktada, ze do
zblizenia miedzy kooperujgcymi komoérkami dochodzi przez uktad: btonowe
przeciwciato —antygen —receptor limfocytu T. Postulowano, ze zakotwiczona
w cytoplazmie komdrki B czasteczka immunoglobulinowa (mig) rozpoznaje
hapten, podczas gdy receptor limfocytu T wigze nosnik. Obie te czesci,
pozostajagc ze sobg w fizycznym zwigzku, stanowityby w petni immunogenny
antygen, tworzacy ,mostek” miedzy obiema komorkami. Obecnie wszakze
model ten ulegt powaznym modyfikacjom w zwigzku z odkryciem zjawiska
prezentacji antygenu przez limfocyty B [29].

2.1. PREZENTACJA ANTYGENU PRZEZ KOMORKI B

Potgczenie btonowych immunoglobulin z antygenem jest sygnatem zapo-
czatkowujacym proces grupowania powstatych komplekséw (patching) i gro-
madzenia ich na biegunach komérki (capping). Internalizacja powstatych
zgrupowan umozliwia wewngtrzkomdrkowa obrobke antygenu do postaci,
ktora w kontekscie czgsteczek MHC Kklasy Il moze by¢ rozpoznana przez
limfocyt Th.

Ryc. 3. Prezentacja antygenu przez limfocyt B

Limfocyty B sg wysoce efektywne w prezentacji antygenu [29]. Nalezy to
wigzac¢ ze swoisto$ciag wychwytu antygenu, co zapewnia jego zageszczenie na
powierzchni komorki, wsréod czasteczek MHC klasy Il. Limfocyty B moga
prezentowac antygen takze nieswoiscie, z efektywnos$cig nizszg o 3—4 rzedy
wielkoSci [104, 127, 223], Prezentacje przez limfocyty B mozna zablokowaé
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substancjami lizosomotropowymi, jak np. chlorochina czy chlorek amonowy,
blokiijagcymi wewnatrzkomdrkowg degradacje antygenu [127], W sytuacji tej
jednak nadal prezentowane mogg by¢ krdtkie fragmenty peptydowe.

Prezentacja antygenu przez limfocyty B jest wybitnie wrazliwa na promie-
niowanie. Juz dawki 1000 raddw silnie zmniejszajg jej efektywnosS¢ [223].
Zahamowanie prezentacji przez napromienienie limfocytow jest najsilniej
zaznaczone w niskich stezeniach antygenu, co sugeruje, ze blokowana jest
gtownie jej aktywna, zalezna od btonowych immunoglobulin, sktadowa.
Efektywno$¢ limfocytow B w prezentacji antygenowej wydaje sie uwarunko-
wana, a przynajmniej znacznie nasilana, przez ich uprzednig aktywacje [24,
109, 121, 135]. Wydaje sie, ze wystarcza tu pobudzenie limfocytu B przez
antygen.

Prezentacja antygenu przez limfocyty B nie zawsze powoduje rozwdj
swoistego klonu Th. Cze$¢ badaczy skitania sie ku pogladowi, iz'prezentacja
limfocytarna efektywnie stymuluje limfocyty T jedynie przy ich wtérnym
kontakcie z antygenem [77, 98]. W pierwotnym (z ang. priming) konieczny
bytby udziat makrofagéw. W wielu pracach akcentowany byt wymog obec-
nosSci tych ostatnich jako Zrdodia interleukiny 1 (IL-1), badZ konieczno$é
dostarczania IL-1, dla uzyskania proliferacji limfocytow T. Istniejg jednak
dane Swiadczagce o mozliwosci wytwarzania tej limfokiny (jako formy wolnej
lub zwigzanej z btong komoérkowsa) przez limfocyty B [4, 70], cho¢ wymaga
sprawdzenia, czy zjawisko to ma znaczenie w kooperacji T-B. Niezaleznie od
wplywu prezentacji antygenu przez limfocyty B na limfocyt Th niezmiennie
towarzyszy jej przekazanie sygnatu pomocniczego [122].

211 ROLA CZASTECZEK MHC KLASY Il W KOOPERACII T B

Zjawisko rozpoznawania antygenowo swoistego limfocytu B przez odpo-
wiadajgcy mu limfocyt pomocniczy T zawiera, w naszym obecnym rozumieniu
tego zjawiska, zwigzanie kompleksu receptorowego limfocytu Th z prezento-
wanym antygenem potgczonym z czgsteczkg MHC klasy Il. Wynika stad
potrzeba komplementarnosci limfocytéw T i B w zakresie swoistosci antygeno-
wej i zjawisko MHC-restrykcji w kooperacji T-B.

Poza rolg czasteczek MHC klasy Il jakc? biernego elementu restrykcyjnego
zarysowata sie ostatnio mozliwos¢ petnienia przez nie dodatkowej, ,,aktywnej”
funkcji. Obecno$¢ przeciwciat wigzagcych molekuty MHC Il w hodowlach
limfocytéw B hamuje proliferacje za pomocg przeciwciat anty-mlg lub LPS
[32, 63]. Zwiazanie antygenéw MHC klasy Il moze tez dawa¢ odpowiedz
pozytywna, np. indukujac réznicowanie stransformowanych komorek B do
plazmocytow [181]. Podobnie aktywne sg utrwalone glutaraldehydem limfocy-
ty T swoiste wzgledem allogenicznych czasteczek MHC klasy Il [10, 39].
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Zwigzanie przez nie obcych antygenéw MHC klasy Il modeluje potaczenie
receptora limfocytu Th z prezentowanym kompleksem MHC Il/antygen na
powierzchni witasnego limfocytu B.

Na poziomie molekularnym zwigzaniu antygendw MHC klasy Il towarzy-
szy wzrost poziomu cAMP (widoczny juz w ciggu 30 s) i dojadrowe
przesuniecie PKC [23, 27]. Wzrost cAMP, przez hamowanie rozpadu PIP, [89]
oraz obnizenie dostepnosci PKC w cytozolu [23, 26], ttumaczytyby aktywno$¢
antyproliferacyjng przeciwciat anty-MHC Il. Ustalenie, czy i o ile powyzsze
zjawiska majg znaczenie w lozwoju odpowiedzi humoralnej, nie jest jednak
obecnie mozliwe.

22 HUMORALNE CZYNNIKI POMOCNICZE W ROZWOJU HUMORALNEJ ODPOWIEDZI IMMUNOLOGICZNEJ

Podstawowe znaczenie w zjawisku przekazywania sygnatu pomocniczego
przypisywane jest substancjom humoralnym wydzielanym przez limfocyty Th
— limfokinom. W hodowlach komoérek B, prowadzonych w nieobecnosci
limfocytow pomocniczych, wspoétdziatajga one z antygenem (lub jego analo-
giem), powodujgc rozpoczecie i pozniejsze podtrzymanie cyklu mitoz oraz
produkcje przeciwciat. Odpowiednie stezenie limfokiny okazuje sie niekiedy
wystarczajgce do wywotania obu tych efektow in vitro w nieobecnosci
antygenu [131, 132]. Limfokiny mogga zwieksza¢ reaktywnos$¢ limfocytow B na
antygen i modyfikowac przebieg odpowiedzi w zaleznosci od jego charakteru.

Substancje pomocnicze dla limfocytéw B wykazuja najczesciej specyficzny
wptyw takze na inne elementy uktadu odpornosSciowego, co stanowi podstawe
do zaliczenia ich do interleukin. Bedac antygenowo i MHC-nieswoiste,
pozostajg one aktywne u innych osobnikéw tego samego gatunku, a w czesci
przypadkéw, réwniez w organizmach gatunkowo obcych. W chwili obecnej
wydaje sie, ze system czynnikéw pomocniczych w organizmach ssakéw jest
wysoce zachowawczy; pomiedzy ukiadami mysim i ludzkim — najlepiej
poznanymi — istnieje duzego stopnia analogia.

Swoisto$¢ antygenowa pomocy przekazywanej za posrednictwem limfokin,
uzyskiwana jest dzieki uwolnieniu ich podczas interakcji antygenowo zgod-
nych komdrek B i T, tak ze tylko w bezposrednim sasiedztwie osiggane jest
dostateczne stezenie aktywnej substancji. Ostatnio Poo i wsp. [183] stwierdzili,
ze uwalnianie czynnikéw pomocniczych w trakcie interakcji komorek T i B za-
chodzi tylko na niewielkim- obszarze bezposredniego kontaktu, co miatoby tu
niewatpliwe znaczenie. Drugim mechanizmem uzyskiwania swoistosci jest
prawdopodobnie zmienna ekspresja receptoréw dla czynnikéw pomocniczych
[21, 178], wskutek czego, nawet przy dostatecznej koncentracji limfokiny,
reagujg jedynie komoérki bedace na odpowiednim etapie pobudzenia.



294 P. KALINSKI

2.21. INTERLEUKINA 4 (BCGF 1. 20-kD BCGF. BSF-I. BCDF-y. IgGI-INDUCTION FACTOR. TCGF-2. MCGF-2)

Interleukina 4 jest najdoktadniej poznanym czynnikiem pomocniczym dla
limfocytdw B. Jej dziatanie jest wyjagtkowo réznorodne, co odzwierciedla gama
wymienionych aktywnos$ci przynaleznych temu zwigzkowi. Pierwotnie zostata
opisana [91] jako BCGF | (z ang. B-cell growth factor pl); czynnik obecny
w supernatancie hodowli linii tymocytarnej EL-4, wspdtdziatajacy z przeciw-
ciatami anty-mlg w indukowaniu proliferacji limfocytéw B [75, 165, 175].
Podanie przeciwciat 11Bil, wiazacych IL-4, blokuje rozw6j odpowiedzi na
antygeny grasiczozalezne [53], co wskazuje na kluczowg role IL-4 w tym
zakresie. IL-4 pobudza tez spoczynkowe (mate, o wysokiej gestosci) limfocyty
B, powodujagc 5—10-krotny wzrost gesto$ci antygenéw MHC klasy Il na ich
powierzchni [173] i indukcje receptora dla wiasnej czagsteczki [178]. Fizjologicz-
nie odpowiada to podwyzszeniu wrazliwosci na sygnat aktywujacy: komorki
prestymulowane interleuking 4 szybciej o ok. 12 godz. wchodzg w faze S cyklu
komoérkowego w odpowiedzi na podanie agonistdw receptora antygenowego
i kolejnej dawki IL-4 [179, 190, 191]. Ze wzrostem ilosci antygenow MHC
klasy Il zwigzane jest nasilenie tworzenia koniugatbw T —B w obecnosci
IL-4 [202]. Silnie zaznaczony jest wptyw IL-4 na rdznicownie limfocytéw B.
Jest on swoisty izotypowo. IL-4 kieruje komorki ku wytwarzaniu 1gGl i IgE,
wydaje sie tez mie¢ udziat w promowaniu syntezy IgA (zob. rozdz. 3.1.1.).

Interleukina 4 dziata réwniez na inne elementy ukladu odporno$ciowego;
jest czynnikiem wzrostowym komorek tucznych (MCGF-2 z ang. mast cell
growth factor) [81, 133, 163, 209], czesci limfocytéw T (TCGF-2) [60, 75, 133,
163, 209] i tymocytow [239] oraz szeregu linii hemopoetycznych [75, 177]. Jest
tez jednym z czynnikow aktywujgcych makrofagi [40] i pobudzajgcych rozwdj
cytotoksycznych limfocytow T [224].

U myszy receptor btonowy dla IL-4 (IL-4R) jest biatkiem o masie
czasteczkowej ocenianej na 60 kD [21]. Jego potaczenie z IL-4 nie wptywa na
poziom cAMP, pochodnych fosfatydyloinozytolu ani wapnia [154, 108]. Mimo
to prowadzi ono do fosforylacji szeregu biatek komdrkowych [108], ktdrych
tozsamos$¢ ani rola biologiczna nie zostaty dotychczas ustalone. Jest prawdo-
podobne, iz IL-4R ma charakter btonowej kinazy, podobnie jak receptory dla
EDGF czy insuliny [21].

222. INTERLEUKINA 5 (BCGF-Il, TRF-1, 50-kD-BCGF, IgA-INDUCING FACTOR, EDF/E0CSF)

Interleukina 5 jest jednym z TRF-6w (z ang. T-cell replacing factors),
grupy czynnikbw wzmagajgcych produkcje przeciwciat przez pobudzone
komorki B w hodowlach pozbawionych limfocytéw T [2, 112, 141]. W przeci-
wienstwie do IL-4 pobudza wzrost komdrek B prestymulowanych in vivo
(komorki duze, o niskiej gestosci) [175, 195, 197], wsplistymuluje z siarczanem
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dekstranu (DXS) poliklonaing proliferacje limfocytéw B [217], daje tez efekt
mitogenny w hodowlach linii limfoidalnej BCLj [175, 216], Aktywnos$¢ ta
okre$lona zostata jako BCGF Il. IL-5 jest tez czynnikiem stymulujagcym
granulocyty kwasochtonne aktywnosci EDF (z ang. eosinophil differentiation
factor) i ECSF (z ang. eosinophil colony stimulating factor)) [54, 1.75,
203] oraz cytotoksycznych limfocytéw T jako KHF (z ang. killer-helper factor)
[220]. Daje to podstawe do zaliczenia jej do interleukin.

Réznice miedzy aktywnosciami BCGF | i BCGF Il sugerujg odmienny
czasowo punkt dziatania IL-4 i IL-5. Interleukina 4 jest czynnikiem wymaga-
nym w ciggu pierwszych godzin hodowli limfocytow B stymulowanych
antygenem. Jako czynnik wzrostowy jest aktywna takze przy podaniu uprzed-
nim w stosunku do antygenu, nawet jesli zostaje usunieta z hodowli przed jego
dostarczeniem, natomiast podanie IL-4 z 12-godzinnym op6zZnieniem ograni-
cza, a przy dluzszej zwtoce znosi, jej aktywnos$¢ [191]. IL-5 nie dziata na
komorki spoczynkowe, nieaktywna jest réwniez, w warunkach optymalnej
efektywnos$ci IL-4, we wspoétdziataniu z przeciwciatami anty-mlg [217]. Silnie
natomiast indukuje proliferacje przy podaniu op6znionym o 24 godziny
w stosunku do przeciwciat anty-mlg [229], Wydaje sie wiec, ze jej aktywnos$é
przypada na dalsze etapy cyklu komoérkowego. Potwierdza to jej wspotdziata-
nie z DXS, doprowadzajagcym limfocyty B do fazy G1 oraz aktywacja
komérek BCLt (o metabolizmie odpowiadajacym tej fazie).

Interesujacg wiasciwoscia interleukiny 5, mogaca mieé¢ znaczenie dla jej
dziatania na komorki B, jest zdoIno$¢ do indukcji receptora dla IL-2 (antygen
Tac lub CD25) [83, 137]. Wrazliwo$¢ na IL-2 komoérek B, stymulowanych
anty-mlg, pojawia sie po trzech dobach inkubacji w obecnos$ci IL-5 [229].
Podobne dziatanie wykazuje IL-5 w stosunku do limfocytow T oraz szeregu
stransformowanych linii limfoidalnych [110]. Co ciekawe, pojawienie sie na
powierzchni limfocytow B czasteczek CD25 odpowiada spadkowi wrazliwosci
na IL-5 [229], czego znaczenie jest niejasne. Bedac czynnikiem rdznicowania
limfocytéow B, interleukina 5 kieruje je w strone wytwarzania IgA (zob. rozdz.
4.2.)

2.23. INTERLEUKINA |

Najszerzej znana jest jako czynnik aktywujacy limfocyty pomocnicze T,
uwalniany przez makrofagi w trakcie prezentacji antygenowej. Ws$rod innych
aktywnosci wyrazny jest wptyw IL-1 na limfocyty B. Wykazuje ona witasciwos-
ci BCGF | (w uktadzie anty-mlg) i BCGF Il (dziatanie na komdrki traktowane
DXS), w stabszym jednak stopniu niz IL-4 czy IL-5 [13, 56, 92]. Wiasciwosci
IL-t jako czynnika wzrostu limfocytéw B ulegajg spotegowaniu w obecnosci
interleukiny 6 [230], IL-4 i IL-5 [13]. Opisano tez aktywnos$¢ IL-1 jako
czynnika réznicowania limfocytow B [30, 105, 182]. Interesujace wydaja sie
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doniesienia o wytwarzaniu IL-1przez same limfocyty B [143,144], co mogtoby
mie¢ znaczenie w procesie prezentacji przez nie antygenu [4, 70], ttumaczytoby
tez rdéznice w ich wrazliwosci na sygnaty aktywujgce, w zalezno$ci od
koncentracji komdrek w hodowli. Interleukina 1 jest silnym induktorem
IL-6 [37], co moze wpitywac na obserwowany profil jej aktywnos$ci. Zarowno
mysia, jak i ludzka IL-1 wystepujag w dwu odmianach: a i B [180], w obu
wypadkach wigzanych przez jeden receptor limfocytu B, o podobnym powino-
wactwie do kazdej [142],

224. INTERLEUKINA 2

Gtoéwny czynnik wzrostowy limfocytow T (TCGF: z ang. T-cell growth
factor) okazat sie aktywny w indukowaniu proliferacji pobudzonych uprzednio
komérek B. Po pierwszych eksperymentach, wskazujgcych na duzag role
IL-2 w odpowiedzi humoralnej, wykazano, iz za cze$¢ efektow dziatania
IL-2 odpowiada pobudzenie obecnych w hodowli limfocytéw T. PdZniejsze
badania, prowadzone na wysoko homogennych populacjach komorek B,
dowiodty jednak roli dziatania bezposredniego. Potwierdza to identyfikacja
receptora dla IL-2 na powierzchni komoérek B [166]. W testach prowadzonych
in vitro IL-2 wzmaga zaréwno proliferacje i synteze przeciwciat przez
stransfonnowane komarki B [126], limfocyty B aktywowane anty-mlg [153,
169], jak i naturalnie preaktywowane in vivo [129].

2.25. INTERFERON-7

Doniesienia o roli IFN-y w odpowiedzi humoralnej sg rozbiezne. W wielu
uktadach doswiadczalnych dochodzi do wzmozenia produkcji przeciwciat
w obecnosci interferonu [18, 134, 168]. Opisano tez jednak zjawiska przeciwne
[76], bedace, by¢ moze, efektem ogdlnego dziatania antyproliferacyjnego IFN
i ostabienia zywotnosci komdrek, jak i blokowania przezen efektow dziatania
interleukiny 4. Chociaz obecno$¢ IFN-y w hodowli wzmaga ekspresje antyge-
néw MHC klasy Il na wielu komorkach, w tym takze stransformowanych
limfocytach B [173, 236], hamuje on wzrost liczby tych czgsteczek zachodzacy
w odpowiedzi na IL-4 [156]. R6Owniez zdolno$¢ IL-4 do wspoistymulacji
namnazania sie limfocytow B traktowanych przeciwciatami anty-mlg, oraz
przyspieszenie wejscia w faze S komodrek stymulowanych IL-4 4 anty-mlg,
przez traktowanie ich uprzednio IL-4 jest wrazliwe na interferon [189, 196].

CzeSciej obserwowany jest pozytywny wplyw interferonu-y na rozwdj
odpowiedzi humoralnej. Opisano aktywno$¢ IFN-y jako BCGF | [44, 162].
Jako TRF, promuje on sekrecje przeciwciat w hodowlach pozbawionych lim-
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focytow T [18, 207], chociaz byly wysuwane watpliwosci, czy jest to dziatanie
bezposrednie [44]. Swoisty wptyw IFN-y na réznicowanie limfocytow B om6-
wiono w rozdz. 3.3.1.

2.26. INTERLEUKINA 6

Poza grupa wymienionych wyzej czynnikow pomocniczych, o jednoznacz-
nie okreslonej tozsamosci, opisano wiele innych substancji aktywnych wi#sto-
sunku do limfocytébw B. Do grupy tej nalezg niektére elementy uktadu
dopetniacza [55, 151, 186], 12kD-BCGF, istotny w uktadzie ludzkim [20, 149],
czynniki powodujgce proliferacje nie pobudzonych antygenowo limfocytéw
B (BCAF: z ang. B-cell activating factor) [52, 131, 132, 200], neuroleukina
[przegl. 79], czy substancje okreslone jako BCDF (z ang. B-cell differentiation
factor) [87, 111]. Jedna z tych ostatnich, wyizolowana z nadsgczu linii
limfoidalnej TCL-Nal, ujawnita odmienng od wczesniej poznanych limfokin
i monokin sekwencje aminokwasowga. Nowo zidentyfikowany czynnik, uprzed-
nio opisywany jako BSF-2 (z ang. B-cell stimulatory factor-2) [88], interferon
R2 [205], czy biatko 26kD [80], otrzymat nazwe interleukiny 6. Substancja ta
doprowadza do wytwarzania przeciwcial przez pobudzone komérki B, nie
wykazujagc wptywu na ich proliferacje [86, 88, 184].

1L-6 jest jednak aktywna jako czynnik wzrostowy stransformowanych
komdérek B [184]. Zainteresowanie budzi mozliwo$¢ jej udziatu w stymulacji
wzrostu komdérek biataczkowych jako HPGF (z ang. hybridoma/plasmocyto-
ma growth factor [226, 227, 230]). 1L-6 ma aktywnos$¢ czynnika wzrostu
limfocytow T [69, 90] oraz niektérych linii hemopoetycznych zaleznych od
interleukiny 3 [95]. Przyspiesza tez dojrzewanie cytotoksycznych limfocytéw
T [219].

Powszechnie wiadomo, ze zapotrzebowanie na czynniki wzrostowe hodowli
limfocytéw B zalezy w pewnym stopniu od koncentracji komoérek. Staje sie to
interesujgce w obliczu doniesien o wytwarzaniu przez niektore linie limfoidalne
B, jak réwniez normalne komorki B substancji wykazujgcych aktywnosci
IL-1 czy BSF-I/BCGF [73, 107]. Wykazano przy tym, ze moga one by¢
wykorzystywane jako autokrynowe czynniki wzrostu [231],

Kilka lat temu del Guercio opisat produkt komdérek B (nazwany interleu-
king B) wzmagajacy produkcje przeciwciat in vitro [46] przez hamowanie
ekspresji receptora dla fragmentu Fc przeciwciat (FcR) na limfocytach
T i wydzielania czynnikow supresorowych [47, 48]. Tak wiec, rysuje sie
mozliwo$¢ modulowania odpowiedzi humoralnej przez same limfocyty B.
Czy i w jakim stopniu jest ona wykorzystywana w warunkach fizjologicznych,
pozostaje niewiadoma.
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TABELA 1
Humoralne czynniki pomocnicze dla limfocytu B

Czynnik wzrostu Czynnik réznicowania Inne aktywnos$ci

¥
(aktywnosci BCGF |
i BCGF II; stabiej wy-

Interleukina 1 . ..
razone niz IL-4

jest induktorem IL-6

i IL-5. Wykazuje sy- +
nergizm z IL-4, IL-5,
IL-6)
. +
Interleukina 2 +
(TRF)
wzmaga ekspresje IL-4R
. ist '+t ) i antygenéw MHC Il na
Interleukina 4 (swoisty IZ_O ypowo; powierzchni komérek
(BCGF 1) wytwarzanie . ;
. spoczynkowych; zwieksza
IgGIl i IgE) o .
wrazliwo$¢ na pobudzenie
antygenowe.
+ wzmaga ekspresje IL-2R
+ (swoisty izotypowo;  (CD25, Tac) i wrazliwosé
Interleukina 5 (BCGF 1) nasila wytwarzanie IgA na IL-2

?

(jest czynnikiem wzro-

Interleukina stu stransformowanych +
limfocytéw B)
+ blokuje dziatanie IL-4 na
Interf (swoisty izotypowo; wszystkich etapach rozwo-
- 2 . . . . . -
nierreron-y o nasila wytwarzanie ju odpowiedzi humoralnej

1gG2a)

2.3, ANTYGENOWO SWOISTE CZYNNIKI POMOCNICZE (ASHE: ANTIGEN-SPECIFIC HELPER FACTORS)

W poczatkach lat 70-tych Feldman [57 —60], prowadzgc hodowle izolowa-
nych populacji limfocytow T i B (oddzielonych biong o S$rednicy porow 1),
uzyskat wyniki sugerujace swoistos¢ antygenowa przynajmniej czesci z wytwa-
rzanych czynnikOw pomocniczych. Dane uzyskane w pdzniejszych latach
wskazywaly, ze swoisto$¢ ta dotyczy nie tylko antygenu, lecz rowniez czaste-
czek MHC II, obecnych na powierzchni komorki B, bedacej obiektem pomocy
[3, 49, 150]. Charakter i rola antygenowo-swoistych czynnikéw pomocniczych
jest wciaz kontrowersyjna. Sugerowano, ze moga one odpowiada¢ wolnej
formie receptora antygenowego limfocytu T, co wydaje sie mozliwe w Swietle
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doniesien o mozliwosci uwalniania z powierzchni komorki niektérych czaste-
czek receptorowych, np. CD8 (wigzacej molekuty MHC klasy 1) [67], czy
receptora dla fragmentu Fc przeciwciat (zob. rozdz. 3.1.3).

3. REGULACJA 1ZOTYPOWA ODPOWIEDZI HUMORALNEJ

Genom pojedynczej komérki prekursorowej limfocytu B zawiera peing
informacje dla wszystkich wariantow czesci statych obu tancuchéw immuno-
globulinowych: ciezkiego (CH) i lekkiego (CL). W przebiegu ontogenezy komar-
ki B kazdy z fragmentéw kodujagcych CH, moze zosta¢ potgczony z czeScig
zmienng tancucha ciezkiego, czyli zrekombinowanym kompleksem V-D-J
(ryc 4.) Zblizona jest sytuacja pary CL i kompleksu genéw V-J, kodujacego
cze$¢ zmienng tancucha lekkiego [przegl. 71]. W czgsteczce immunoglobuliny
cze$¢ zmienna odpowiedzialna jest za wigzanie antygenu, okre$la wiec swois-
tos¢ przeciwciata. Czes¢ stata odpowiedzialna jest za wypetnianie funkcji
efektorowych. Wystepowanie okreslonej czesci statej w tafcuchu ciezkim (CH)
definiuje klase (izotyp) przeciwciata.

Poszczeg6lne izotypy réznig sie miedzy sobg stopniem zdolnosci do
uruchamiania mechanizmow efektorowych odpowiedzi, takich jak aktywacja
dopetniacza, fagocytoza czy cytotoksyczno$¢ komdérkowa zalezna od przeciw-

A.
tancuch ciezki
Vh. Vvh2 Vth D,,, DH D,,nJH JH J+th C* Ci Cf3 Cr, &0 Ca, O Cf2 Cf4 Cfc Cct2

tancuch lekki

VK Vk, JK JR JKn CK
CKD-D-CKD-D-n

VAMNVa2 J, » Ja~rCA; JIX3 "3

B

VH v,,2 VFh Dh, DH DHUH jH JH Cju C6 Ci3 c.f, Cf2bcr2ict Ca
lim -0-nH D O DC “a"D-DHDCH=HDSZ<>a

Ryc. 4. Struktura genéw dla immunoglobulin. A) immunoglobuliny cztowieka. Cze$¢ zmienng
tancucha ciezkiego koduja geny V, D, J. Potgczenie kompleksu V-D-J z odpowiednim genem dla
czedci statej jest wzorcem dla syntezy tancucha ciezkiego immunoglobulin (odpowiednio — IgM,
1gD, 1gG3, IgGl, IgAl, 1gG2, 1gG4, IgE, 1gA2). Cze$¢ zmienna tafncucha lekkiego kodowana jest
przez geny V iJ. Zrekombinowany kompleks V-J, w przypadku tancucha k moze wystepowaé w
potaczeniu z jednym tylko genem dla Cx; w przypadku tancucha A istniejag 3 mozliwosci. Ce, Cy,
C~4 sa pseudogenami; nie ulegaja ekspresji. B) Geny kodujace tancuch ciezki immunoglobulin
myszy (odpowiednio — IgM, IgD, 19gG3, 1gGl, 1gG2b, 1gG2a, IgE, IgA)
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ciat (ADC'C: z ang. antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity). Ré6zni je
tez zdolno$¢ przenikania do poszczegdlnych przedziatdéw organizmu [przegl.
19]-

Zrdznicowanie to umozliwia dobdr najskuteczniejszych w kazdym przypa-
dku sposob6w eliminacji z ustroju immunizujagcego czynnika, poprzez indywi-
dualny dobdr odpowiedniego izotypu.

W pierwotnej odpowiedzi humoralnej dominujg przeciwciata klasy IgM.
W miare trwania immunizacji dochodzi do pojawienia sie i innych klas,
réznych, w zaleznosci od charakteru czynnika wywotujgcego odpowiedz, drogi
jego wnikniecia do organizmu i stanu, w jakim znajduje sie uktad odpornoscio-
wy gospodarza (wspoétistniejgce zakazenia, immunosupresja, wiek).

Tabela 2

Funkcje immunoglobulin cztowieku. Wedtug D. R. Burton [18]

Izotyp IgGl 1gG2 19gG3 1gG4 IgM I1gAl I1gA2 IgD IgE

aktywacja dopetniacza:

+ + - + + + - - -
droga klasyczna
droga alternatywna - - - - - + - + - -
przenikanie przez tozysko + - + + -
wi i :
gzanie przez . N i . . 7 . . ) .
monocyty/makrofagi
granulocyty obojetnochtonne + - + + - - + + -
limfocyty + - + ¥ - ? + + + +
komorki tuczne i granulocyty N .
zasadochtonne ) )
ptytki krwi + . + + - +

31. WPLYW LIMFOCYTOW T NA PROFIL IZOTYPOWY ODPOWIEDZI HUMORALNEJ

W procesie zmiany izotypu (z ang. class-switching), zachodzacym w prze-
biegu odpowiedzi humoralnej, wyrazny jest udziat limfocytow T [146]. Usunie-
cie ich z hodowli, jak i niedob6r w organizmie, powoduje ograniczenie
wydzielania innych od IgM klas przeciwciat [15, 43]. | odwrotnie: przetoczenie
odpowiedniej populacji limfocytow T zwierzetom niezdolnym do wydzielania
przeciwciat okreslonej klasy moze spowodowac rozpoczecie ich syntezy [85].
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W regulacji izotypowej odpowiedzi udziat majg humoralne produkty limfocy-
tow T. Swiadczy o tym fakt, ze w infekcjach pasozytniczych (w ktérych
odpowiedZ na antygeny pasozyta realizowana jest w klasie IgE) odpowiedZ na
inne antygeny, podane rdwnolegle, takze zawezona jest do IgE.
Mechanizm zmiany izotypu odpowiedzi humoralnej nie jest do korca
wyjasniony. Proponowane sg dwa modele tego zjawiska. Opierajgc sie na
zdolnosci poliklonalnych aktywatorow komoérek B do indukcji przeciwciat
wielu klas, zaproponowano teorie selekcyjng regulacji izotypowej (ryc. 5).

Ryc. 5. Dwa modele regulacji izotypowej odpowiedzi humoralnej. W modelu indukcyjnym czynnik

regulatorowy wywiera specyficzny wplyw na limfocyty B powodujac lub utatwiajgc potaczenie

pozadanego genu dla czesci statej ze zrekombinowanym kompleksem VDJ. Model selekcyjny

zaktada dziatanie czynnikéw regulatorowych na komdrki, ktére uprzednio spontanicznie ,,przetg-
czyly sie” w kierunku wytwarzania okre$lonego izotypu

Zgodnie z nig, element regulatorowy dziatatby na komorki, ktére wczesniej
spontanicznie przetaczyty sie w kierunku wytwarzania przeciwciat pozadanej
klasy, wzmagajac ich zywotno$¢ i efektywnos$¢ sekrecyjng. W wersji negatyw-
nej tego modelu eliminowane bylyby komdrki niewtasciwie przetaczone.
Odmienng mozliwoscig jest indukcja danego izotypu przez swoiste elemen-
ty regulatorowe (komorki, produkowane przez nie substancje humoralne).

3 - PBK 3/89
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Czynniki te, wptywajgc na limfocyty B, powodowatyby rekombinacje pomie-
dzy fragmentem genomu, kodujagcym cze$¢ zmienng tancucha immunoglobuli-
nowego, a wybranym genem dla czesci statej. Model ten odpowiada najpraw-
dopodobniej dziataniu aktywnych w zakresie regulacji izotypowej limfokin.
W przeciwienstwie do modeli selekcyjnych dopuszcza on mozliwo$¢ specyficz-
nego dziatania czynnikéw regulatorowych na réznych poziomach cyklu
rozwojowego limfocytu B, jak to ma miejsce w wypadku IL-4. Przestanka,
Swiadczacg na korzy$¢ modelu indukcyjnego dziatania IL-4, jest spostrzezenie,
iz w wielu uktadach doswiadczalnych modyfikuje ona profil izotypowy
odpowiedzi pomimo usuniecia jej po pierwszych dniach hodowli, na kilkadzie-
sigt godzin przed pojawieniem sie pierwszych komorek produkujacych IgE czy
IgGl [212]. Podobnie interferon-y wydaje sie mie¢ te samg, specyficzng
aktywnos$é regulatorowa w stosunku do klasy wytwarzanego przeciwciata,
niezaleznie od momentu podania [211]. Ostatnio potwierdzono, ze IL-4
podwyzsza liczbe prekursoréw komdrek syntetyzujacych IgE, nie wplywajac
na wielkos¢ klonu [9]. Mechanizm selekcyjny prawdopodobnie odpowiada
regulacji izotypu przez czynniki wigzgce immunoglobuliny (IBF: z ang.
immunoglobulin binding factors — zob. rozdz. 3.1.3))

3.1.1. ROLA LIMFOKIN W ZJAWISKU CLASS-SWITCHINCi: INTERLEUKINA 5 INTERLEUKINA 4. INTER-
FERON-y

Interleukina 5, jako TRF, przyspiesza dojrzewanie komdrek B, powodujac
nasilenie produkcji przeciwcial. Nie obejmuje ono jednak wszystkich izotypéw
w tym samym stopniu. Wzmocnienie dotyczy gtéwnie IgA, co usprawiedliwia
nadanie substancji, zidentyfikowanej p6Zniej jako IL-5, nazwy czynnika
wzmagajgcego produkcje IgA (z ang. IgA-enhancing factor) [11, 35]. Jest
prawdopodobne, ze szczeg6lna rola przypada interleukinie 5 w przewodzie
pokarmowym. Jak wiadomo, immunizacja przez doustne podanie antygenu
wywotuje silng odpowiedZ w klasie IgA. Stwierdzono, ze jednym z czynnikow,
wywotujgcych ten efekt, a produkowanych przez majace cechy limfocytdw Th
2 komorki kepek Peyera, moze by¢ interleukina 5 [167]. Interleukina 4 jest
odpowiedzialna za wzmozenie produkcji 1gGl (BCDFy, IgGl-induction
factor) [99, 174, 206] oraz IgE [33, 34], przy czym wzrost IgE jest wiekszy [33].

Znaczenie IL-4 dla wytwarzania IgE mozna wykaza¢ in vivo. Narastanie
poziomu IgE u myszy zainfekowanych Nippostrongylus brasi/iensis jest hamo-
wane przez przeciwciata wigzace IL-4 [62]. Interleukina 4 okazata sie tez
wystarczajacym bodzcem dla podjecia produkcji IgE przez limfocyty B mysie-
go szczepu SJA/9 normalnie nie wytwarzajgcego tej klasy przeciwciat [5].
Interesujgcg whasciwoscig interleukiny 4 jest indukcja receptora dla Fcc[93] na
powierzchni komdrek B oraz nasilenie wytwarzania supresorowych czynnikow
wigzacych IgE [12], co moze mie¢ znaczenie dla regulacji odpowiedzi realizo-
wanej w tej klasie przeciwciat, chronigc przed nadmiernym jej rozwojem.
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Doniesienia o wplywie omawianej limfokiny na wytwarzanie IgA sg
rozbiezne, wydaje sie jednak, ze moze ona w pewnym stopniu je wzmagac,
a przynajmniej potegowaé efekty dziatania IL-5 w tym zakresie [35].

Wptyw IL-4 na réznicowanie limfocytow B hamowany jest przez kolejng
limfokine, majaca znaczenie dla izotypu generowanej odpowiedzi humoral-
nej —IFN-y [34]. W doswiadczeniach Snappera i Paula [211], prowadzonych in
vitro na komoérkach mysiego szczepu DBA/2, IFN-y stymulowat wzrost
poziomu przeciwciat klasy 1gG2a, jednocze$nie silnie hamujgc wydzielanie
1gG3, IgGlI, IgG2b, oraz IgE, przy czym zahamowanie to nie byto spowodo-
wane obnizeniem zywotnos$ci komérek. (W tych samych warunkach IL-4
dawata wzrost IgGl, IgE, i spadek IgM, 1gG3, 1gG2a, IgG2b nawet
w 90—95%). Podobne dziatanie IFN-y obserwowano tez in vivo [61].

Interesujgce jest spostrzezenie, ze zar6wno interleukina 4, jak i interfe-
ron-y moga wptywaé na profil izotypowy odpowiedzi humoralnej, takze przy
podaniu uprzednim w stosunku do czynnika mitogennego (w miedzyczasie
usuwano czynnik roznicowania za pomocg przeciwciat monoklonalnych lub
ptuczac hodowle) [211, 212]. Stanowi to wyzwanie dla modelu zaktadajgcego
istnienie trzech niezaleznych, nastepujacych po. sobie sygnatow, prowadzacych
do rozpoczecia wytwarzania przeciwciat: antygenu, czynnikéw wzrostowych
i czynnikéw rdznicowania. Cambier [21], odnos$nie do sygnalizacji przez
czasteczki MHC 11, zasugerowatl, ze sygnat dla réznicowania, przekazywany
przez nie, moze by¢ w jaki$ sposob ,zapamietywany” przez komorke i ujaw-
niany dopiero po przejSciu cyklu podziatéw. Pomimo trudnosci w okreS$leniu
charakteru owej pamieci, propozycja ta wydaje sie atrakcyjna réwniez dla
interpretacji dziatania IL-4 i IFN-y.

3.1.2. LIMFOCYTY POMOCNICZE: POPULACJE Th | i Th 2

Populacja limfocytow pomocniczych T jest niejednorodna pod wzgledem
cech fizjologicznych [97]. W 1986 r. Mossman, opierajgc sie na zestawie
produkowanych limfokin, podzielit populacje Th u myszy na dwie grupy [164].
Dla komérek produkujacych IL-2, IL-3 i interferon-y zaproponowat nazwe
limfocytéw pomocniczych pierwszego rodzaju (Th 1). Komérki wydzielajace,
w miejsce IL-2 i IFN-y, interleukine 4 okre$lone zostaty jako limfocyty
pomocnicze rodzaju drugiego (Th 2) (do produktéw tej populacji nalezy takze
interleukina 5 [28]). Th 1 i Th 2 wykazujg odmienne zapotrzebowanie na
czynniki wzrostowe. Limfocyty pomocnicze Th 1 mogg wykorzystywaé w tym
charakterze interleukine 2. W grupie Th 2 role t¢ moze dodatkowo petnié
interleukina 4 [123, 136], ktérej aktywnos$¢ jako czynnika wzrostowego
limfocytéw T juz wczesniej byta znana [60]. Przeciwstawno$¢ dziatania
IFN-y IL-4 obseerwowana jest takze ws$rdéd prekursordw limfocytow T.
Aktywnos$¢ IL-4, jako czynnika wzrostowego dla cze$ci tymocytow [239],
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blokowana jest przez interferon [193]. W organizmie ludzkim nie wystepuje tak
czysty rozdziat. Duzy procent limfocytow Th mogg wytwarza¢ IL-4 razem
z IL-2 lub z IFN-y, jednak i tu roznice funkcjonalne w zakresie regulacji
izotypowej sg wyrazne [138].

Interesujacy byt wynik poréwnania czestosci wystepowania komorek
kazdego typu w grupach limfocytow Th o okre$lonej swoistosci. Wsréd 200
klonéw limfocytow Th swoistych wzgledem obcogatunkowych erytrocytdw nie
znaleziono ani jednego nalezagcego do populacji Th 2. Nalezaty do niej
natomiast wszystkie z badanych klonéw, swoistych wzgledem obcogatunkowej
gammaglobuliny. Klony, swoiscie wigzace allogeniczne czasteczki MHC klasy
I, znajdowano w obydwu grupach [164].

Nie znana jest przyczyna dominacji, wérdd klondw o danej swoistosci,
komorek nalezacych do jednej lub drugiej grupy. W badaniach Abraham
i Teale [221] zawezenie izotypowe odpowiedzi humoralnej w zakazeniu myszy
przez Mesocestoides corti nie wystepowato, gdy do immunizacji uzywano
pasozytéw zabitych w sublimacie. Uzyskany wynik mozna ttumaczy¢ zmiang
konfiguracji biatek antygenowych M. corti przez uzyty sublimat, tak ze
w kazdym z przypadkow byly one rozpoznawane przez odmienne klony lim-
focytdbw pomocniczych. Mozliwe jest jednak, iz byt on skutkiem wptywu
odmiennej od antygenu substancji, wytwarzanej przez organizm pasozyta, na
komorki Th, tak ze w zalezno$ci od warunkow towarzyszacych zetknieciu
z antygenem, w odpowiedzi nan stymulowany'byt wzrost odmiennych popu-
lacji limfocytow pomocniczych wsréd komérek o jednakowej swoistosci.

Efektywno$¢ IL-4 jako czynnika wspomagajgcego wzrost komoérek tucz-
nych, przy doniesieniach o mozliwos$ci wytwarzania IL-4 samodzielnie przez te
komorki [17], oraz stymulacja produkcji przeciwcial klasy IgE przez IL-4,
w zestawieniu z powyzszym, naswietla zasadniczg role interleukiny 4 i lim-
focytow Th 2 w zakazeniach organizmami pasozytujgcymi zewnatrzkomor-
kowo. Mozna spekulowac, ze limfocyty pomocnicze pierwszego typu bytyby
z kolei elementem ukierunkowujacym uktad odpornosciowy na zwalczanie
zmian dotyczacych wnetrza komorki, jak infekcje wirusowe czy transformacja
nowotworowa, przeciwko ktérym najskuteczniejsze okazujg sie mechanizmy
odpornosci komorkowej. Znana jest aktywno$¢ interleukiny 2 i interferonu
w obu przypadkach. Wzmaganie przez IFN-y produkcji przeciwciat klasy
lgG2a, wysoce efektywnej w ADCC [96, 113, 214], bytoby wiec jednym
z mechanizméw aktywnos$ci przeciwwirusowej i przeciwnowotworowej tego
zwigzku.

Autorzy r6znig sie w ocenie stosunku Th 1do Th 2 w populacji limfocytéw
pomocniczych. Podawano czesto$¢ wystepowania limfocytow Th 2; od Kilku
do piecdziesieciu procent. Jest prawdopodobne, ze tak wielka rozbieznos¢
odzwierciedla zmienno$¢ profilu populacji Th, w odpowiedzi na warunki
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immunizacji, ktéra to zmienno$¢ wydaje sie konieczna dla sprawnej regulacji
struktury izotypowej rozwijanej odpowiedzi humoralnej.

3.13. CZYNNIKI WIAZACE IMMUNOGLOBULINY

Blisko 15 lat temu ukazaty sie pierwsze prace Friedmana dotyczace
wytwarzania przez limfocyty T izotypowo-swoistych czynnikoéw wigzacych
immunoglobuliny (IBF: z ang. immunoglobulin-binding factors) [65]. Substan-
cje te, wytwarzane w odpowiedzi na pojawienie sie okre$lonej klasy przeciwciat
[42], moga hamowaé lub wzmagaé jej produkcje [114]. Do chwili obecnej
opisano czynniki wiazace immunoglobuliny swoiste wzgledem IgD [1], 1gG
[222, przegl. 66], IgA [152, 237] i IgE [przegl. 100]. Dziatajg one bezposrednio
na komaérke B [215, 222], wzmagajgc lub hamujac produkcje przeciwciat
okreslonego izotypu. Uwaza sie, ze IBF sg wydzielniczag forma btonowych
receptorow dla fragmentu Fc przeciwcial (FcR) [1, 94, 204].

Najszerzej poznany jest udziat IBF w regulacji wytwarzania IgE. Opisano
wystepowanie zarowno stymulujacych, jak i hamujacych czynnikdw wigzacych
te klase immunoglobulin. Oba funkcjonalnie przeciwstawne typy IgE-BF sg
produktem jednego genu i moga by¢ wytwarzane przez jedng komorke [204,
238], Ro6znica funkcjonalna jest zwigzana z odmiennym stopniem glikozylacji
tancucha polipeptydowego [238]. Za ,przetgczanie” limfocytu T dla wytwarza-
nia kazdego z nich, odpowiedzialne sg czynniki regulujace stopieri glikozylacji
(GRF: z ang. glycosylation regulating factors); wzmagajacy GEF (z ang.
glycosylation enhancing factor) i hamujacy GIF (z ang. glycosylation inhibi-
ting factor), wytwarzane rdwniez w obrebie populacji Th [102, 103, 114]. GEF
zostat zidentyfikowany jako proteaza serynowa o cechach kallikreiny [101,
104]. GIF wykazuje antygenowe i funkcjonalne podobienstwo do lipomoduli-
ny [225]. Wytwarzane w nieobecnosci czynnikow regulujgcych stopien glikozy-
lacji IgE-BF nie wplywajg na poziom produkcji IgE [103] (podobnie jak
formy wewnatrzkomérkowe IgE-BF) [237]. Za ich sprofilowanie funkcjonalne
odpowiada rownowaga pomiedzy GEF a GIF; by¢ moze poprzez modulacje
aktywnosci fosfolipazy A2 [101].

4. MODYFIKACJA SWOISTOSCI PRZECIWCIAL W ROZWOJU ODPOWIEDZI HUMORALNEJ

Antygen, wybierajgc sposrdd dojrzatych klonéw limfocytow B te, ktore
moga go rozpoznawaé, wstepnie determinuje swoisto$¢ rozwijanej odpowiedzi.
Okazuje sie, ze uktad odpornosciowy moze wykorzystywaé wzorzec antygeno-
wy réwniez w dalszych okresach rozwoju odpowiedzi dla zwiekszenia powino-
wactwa wytwarzanych przeciwciat i zawezenia ich swoistosci. Zjawisko wzros-
tu statej wigzania antygen-przeciwciato, zachodzace w miare trwania immuni-
zacji, okreslane jest jako dojrzewanie odpowiedzi humoralnej. Wspbtczesny
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jego model przyjmuje istnienie dwu zwigzanych z sobg procesow; ciagtego
wytwarzania nowych konfiguracji miejsc wigzacych (idiotypdw) oraz selekcji
klonéw przydatnych dla uktadu odpornosciowego. Znamy wiele mechaniz-
mow wytwarzania nowych wariantow miejsc wigzacych antygen w czasteczce
immunoglobuliny. Wiekszo$¢ z nich dotyczy prekursoréw limfocytu B. Przy-
ktadem jest tu zmienno$¢ rekombinacyjna, prowadzaca do powstania klonéw
komaérek, o nowych zestawieniach tancuchéw ciezkich i lekkich [przegl. 71].

Zmiany konfiguracji miejsc wiazacych immunoglobuliny moga tez zachodzi¢
na poziomie genomdw dojrzatych limfocytow B, na drodze mutacji somatosta-
tycznych [6, 41]. Czesto$¢ mutacji w obrebie genéw VDJ, kodujgcych czesc
ciezkiego tancucha immunoglobulinowego odpowiedzialng za wigzanie antyge-
nu, jest znacznie wyzsza wsréd komorek biorgcych udziat w odpowiedzi na
antygen niz w komorkach spoczynkowych. Jej czestotliwo$¢ siega 10~3/ na
pare zasad/ na pokolenie ijest o dwa rzedy wielko$ci wyzsza niz w komaérkach
pre-B [31, 147], Wzrost czestoSci mutacji somatycznych jest dostrzegany juz
w poznym okresie odpowiedzi pierwotnej, jednak znaczne przyspieszenie
zjawiska obserwuje sie w odpowiedzi wtornej [31, 41]. Na etapie tym pojawiajg
sie takze nowe zestawienia VHVL [6, 31, 41, 78]. Nawet pojedyncza zmiana
aminokwasu w obszarze odpowiedzialnym za wigzanie antygenu doprowadzi¢
moze do zmiany powinowactwa, a nawet zmiany specyficzno$ci przeciwciata
[38]. Wystepowanie mutacji z czestoscig 10-3 na pare zasad na pokolenie daje
obraz zmiennosci dokonujacej sie w tym mechanizmie.

W obszarze genu V istniejg regiony CDR okreSlajagce specyficznosc
przeciwciata (z ang. compatibility determining regions) oraz lezagce miedzy nimi
regiony szkieletowe FR (z ang. framework regions), odpowiedzialne za
wzajemne potozenie sekwencji CDR. Obserwowana gesto$¢ mutacji punkto-
wych jest znacznie wieksza na obszarach CDR niz w otaczajgcych je
sekwencjach FR [31, 41, 147]. Mozna to ttlumaczy¢ istnieniem mechanizmow
zwiekszajagcych poziom mutacji w tych regionach, lecz jak sie wydaje, za
zjawisko to moze przynajmniej w czesci odpowiada¢ pozytywna selekcja
komérek, ktére uzyskaty ,korzystniejsze” konfiguracje miejsc wigzacych.
Dodatkowo, istnienie selekcji potwierdza spostrzezenie, ze stosunek mutacji
zmieniajacych kolejno$é aminokwaséw do mutacji niemych (z ang. R/S ratio)
jest znacznie wyzszy w CDR niz w przylegtych regionach FR [31], gdzie R/S
zbliza sie do oczekiwanego (na podstawie prawdopodobienstwa zajScia mutacji
typu R).

W punktach tafcucha immunoglobulinowego szczeg6lnie istotnych dla spe-
cyficzno$ci antygenowej opisano w niektorych przypadkach konwergencje
wsrédd nie spokrewnionych klonéw. Dotyczyta ona zaréwno jednakowych
zmian zasad w okreslonych punktach tancucha DNA, jak rowniez identycznych
podstawien aminokwasowych dokonywanych poprzez odmienne zmiany nuk-
leotydow [41].
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Powyzsze obserwacje sktaniajg do przyjecia tezy, iz dotyczgca przynajmniej
czesci komaérek B hiperzmiennos$é, poprzez pozytywng selekcje, jest wykorzys-
tywana przez uktad odpornosciowy do podnoszenia specyficznosci odpowiedzi
humoralnej.

Opierajac sie na wynikach badan odpowiedzi na 2-fenylooksazolon, Berek
i Milstein zaproponowali niedawno [7] interesujagcy model funkcjonalny
uktadu odpornosciowego: wnikajagcy do organizmu czynnik antygenowo
obcy napotyka, oprdcz mechanizmdw niespecyficznej odpornosci, pule klonéw
komoérek B, zdolnych do rozpoczecia produkcji wigzacych go przeciwciat.
Wiekszo$¢ z nich wytwarzataby przeciwciata o szerokiej specyficznosci, wigza-
ce antygeny intruza na réwni z szeregiem innych molekut. Niedogodnosci
wynikajgce ze stabego powinowactwa narastajgcych odpowiedzi bytyby z nad-
wyzkg kompensowane przez jej wysokie natezenie uzyskiwane w krotkim
czasie. W miare utrzymywania sie¢ immunizacji, do gtosu dochodzityby
mechanizmy dojrzewania odpowiedzi, zawezajace jej specyficznosé. Klony raz
pobudzone mogtyby nastepnie by¢ uzyte przeciwko innym antygenom, ktorg
to mozliwo$¢ wykazat Varga [228]. W zgodzie z tg propozycjg wydajg sie
doniesienia o wystepowaniu u zdrowych dawcéw przeciwciat o wielokrotnej
niekiedy krzyzowej reaktywnosci [50, 185]. Spostrzezenie, iz w surowicy mysich
noworodkéw (co odpowiadatoby pierwotnemu brakowi czynnika zawezajgce-
go specyficzno$é), ich poziom jest znaczgco wyzszy niz u nieco starszych
zwierzat [51], jest doskonale wyttumaczalne na bazie prezentowanego modelu.
Mnogosé czynnikéw oddziatujgcych na limfocyt B, zarbwno zwigzanych
z antygenem, pochodzacych z zewnatrz organizmu, jak i czynnikéw wytwarza-
nych przez wiasny ukitad odpornosciowy, odzwierciedla precyzje, z jaka
sterowany jest rozwdj humoralnej odpowiedzi immunologicznej. Umozliwia
ona uzyskanie odpowiedzi w formie najodpowiedniejszej dla kazdego przypad-
ku immunizacji, o wysokiej, rosngcej w czasie, swoistosci.
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WCZESNA EWOLUCJA KOMOREK EUKARIOTYCZNYCH - FAK-
TY | HIPOTEZY

THE EARLY EVOLUTION OF EUKARYOTIC CELLS - FACTS AND HYPOTESES

Leszek KUZNICKI

Instytut Biologii Dos$wiadczalnej im. M. Nenckiego PAN. Warszawa

Streszczenie. Najwcze$niejsze, powszechnie uznane, $lady zycia zostaty znalezione w rogowcach
z Warrawoona (Australia) o wieku 3,5 Ga (mld lat). Wiekszo$¢ wspotczesnych autoré6w uwaza, ze
pierwsze jednokomoérkowe eukariota powstaty okoto 15 Ga, jednakze niektére diagnozy
mikroskamieniato$ci sugeruja mozliwo$¢ pojawienia si¢ pierwotniakéw i drozdzy w $rodkowym
lub p6éZnym archeanie (3,5-2,6 Ga). W rzeczywistosci, dokumentacja paleontologiczna pytanie
0 czas eukariogenezy pozostawia otwarte. Zagadnienie powstania komdrki eukariotycznej
1 problem pierwotnych krélestw przyrody zostat przedstawiony w S$wietle: 1) badan nad
odtwarzaniem filogenezy w oparciu o molekularng analize powszechnie wystepujacych matych
podjednostek rRNA oraz 2) z perspektyw pojawienia si¢ i roli cytoszkieletu i regulowanych jonami
Ca2 systemoéw ruchowych.

Summary. The earliest generally accepted evidence of life has been found in cherts of the 3.5 Ga
W arrawoona Group (Australia). According to the opinion of the majority authors the data for the
origin of unicellular eukaryotes is 1.5 Ga, however, some diagnostic microfossils suggest that
protist and yeast might have been in existence at Middle or Late Archean time (3.5-2.6 Ga).
Paleontological documentation has still left open the question of a time of eukaryogenesis. The
origin of the eukaryotic cell and the problem of primary kingdoms is discussed in the light of 1)
molecular phylogenetic analysis of the universal small subunit rRNA and 2) appearance and role
of the cytoskeleton and Ca2+ regulated motile systems.

Od drugiej potowy XIX w. tematyka powstania komorki eukariotycznej jest
spleciona z problemem gtéwnych podziatow przyrody zywej, tzn. wyr6znia-
niem krélestw oraz zwigzkami filogenetycznymi miedzy tymi najwyzszej rangi
taksonami. Historie i rozwdj badan w tym zakresie przedstawiono w polskoje-
zycznych artykutach [15, 16] z uwzglednieniem wspdtczesnej dyskusji miedzy
zwolennikami endosymbiozy jako podstawowego mechanizmu eukariogenezy
[14, 23, 24, 35] oraz rzecznikami stopniowego powstawania jadra i ostonki

Praca wykonana w ramach problemu CPBP-04.01.



324 L. KUZNICKI

jadrowej oraz mechanizméw mitozy w jakiej$ linii prokariota [3, 4, 33].
Obecnie chciatbym skoncentrowaé sie na nowych aspektach, ktore pojawity sie
w pismiennictwie w okresie ostatnich czterech lat i staty sie gtownymi
problemami rozwazah nad powstaniem eukariota i ich zwigzkami rodowymi
z prokariota.

1 SZKOtA WOESEGO | JEJ WKELAD DO FILOGENETYKI MOLEKULARNE]J]

Do konca lat siedemdziesigtych hipotezy endosymbiotycznego pochodze-
nia eukariota, jak i poglady zwolennikéw ewolucji stopniowej byty réwnocen-
ne, gdyz brak bylo obiektywnych kryteriéw ich weryfikacji. Pierwszg zapowie-
dzig istotnego postepu na polu eukariogenezy byta publikacja Woese i Fox
z 1977 r. ,Phylogenic structure of the procaryotic domain: the primary
kingdoms” [37]. Autorzy dokonali rozbicia krélestwa Prokaryota na dwa:
Archaebacteria i Eubacteria rownocenne z krélestwem Eukaryota. Woese ijego
szkota [36, 37, 38, 39] do metodyki molekularnych analiz filogenetycznych,
zapoczatkowanych w potowie lat sze$cdziesigtych przez Zuckerkandla i Pa-
ulinga. wnie$li istotne udoskonalenie. Polegatlo ono na skupieniu uwagi na
16S-rRNA i 5S-rRNA. Te mate podjednostki rybosomalnych kwaséw rybonu-
kleinowych okazaty sie wyjatkowo przydatne, gdyz wystepujg u wszystkich
zyjacych wspotczesnie organizmoéw, a zmiany w ich sekwencjach nukleotydo-
wych zachodzity wyjatkowo wolno.

Dla zrozumienia pierwotnych zwiazkéw rodowych szczegdlne znaczenie
miato wyodrebnienie taksonu Archaebacteria oraz opisanie trzech podstawo-
wych podjednostek tego krélestwa [37, 38], a mianowicie: 1) metanogenow, 2)
ekstremalnych termofili i 3) ekstremalnych halofili. Metanogeny wystepuja
w beztlenowych osadach dennych, w komdérkach pierwotniaczych, w przewo-
dach pokarmowych owadow i ssakéw i wszedzie tam, gdzie powstaje metan
z molekularnego H2 i C02

Ekstremalne termofile to mikroorganizmy zalezne od siarki ijej zwigzkow.
Niektére gatunki z rodzajow Sulfolobus, Thermoproteales sg mieszkancami
kwasnych, goracych zrddet i ich optimum wzrostu znajduje sie w granicach
80-100°C. Organizmy te charakteryzuje badZz metabolizm chemolitotroficzny,
w ktorym C 02jest zrodtem wegla, a elementarna siarka zroédtem energii, albo
tez siarkowe oddychanie przy udziale C02 i siarkowodoru.

Ekstremalne halofile sg bakteriami zamieszkujagcymi stone jeziora. Toleruja
bardzo wysokie stezenie NaCl, a niektore gatunki wywotujg zjawisko proteoli-
zy solonych ryb i solonego miesa.

Woese [36] poréwnat 920 homologicznych nukleotydéw 16S-rRNA z Sul-
folobus solfataricus, Methanococcus vannielli i Halobacterium valcanii i doszedt
do wniosku, ze najbardziej pierwotnymi sg ekstremalne termofile. Drzewo
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rodowe budowane przez Woese i jego szkote (rys. 1) jest pozbawione radix
communis organismorum, nie ulega jednak watpliwosci, ze Woese odrzuca
endosymbioze jako mechanizm prowadzgcy do powstania eukariota.

Rye. 1. Pierwotne krélestwa wg Woesego 1987 [36]

2. HIPOTEZA CZTERECH PIERWOTNYCH KROLESTW: EOCYTA, EUKARYOTA, AR-
CHAEBACTERIA, PHOTOCYTA

Wprowadzenie metod biologii molekularnej do ewolucjonizmu nadato
dyskusjom wokét eukariogenezy i wyrdzniania pierwotnych krélestw wiekszej
konkretnos$ci, jednoczes$nie zapoczatkowato nowy etap kontrowersji i rozsze-
rzyto zakres otwartych probleméw. Np. wedtug Lake ijego grupy [18. 19. 21]
przekonanie o wspolnocie archebakterii jako taksonie reprezentujagcym odreb-
ne krélestwo, wynikneto z artefaktéw. Trzy gtdwne grupy =zaliczane do
archebakterii: 1) halobakterie (ekstremalne halofile), 2) metanobakterie (meta-
nogeny), 3) eocyty (ekstremalne termofile), reprezentujg rézne tempo zmian
ewolucyjnych. W wyniku tego linie rozwojowe tzw. ,;szybkich zegarow” byty
traktowane tak samo, jak ,wolnych zegarow” i stad powstata idea krélestwa
Archaebacteria jako taksonu jednorodnego i r6znego od krolestw Eubacteria
i Eukaryota. Uwzglednienie w filogenetyce molekularnej tréjwymiarowej
struktury rybosomoéw pozwala na unikniecie takich biedéw [18, 19, 21]
i ujawnia zupetnie inne od dotychczas postulowanych zaleznosci. Halobakterie
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sa filogenetycznie bliskie eubakteriom, natomiast archebakterie zalezne od
siarki (eocyty) — eukariotom. Tab. 1ilustruje pokrewienstwa wyprowadzone
na podstawie budowy rybosomaéw.

TABI.LA |

Strukturalna charakterystyka rybosoméw, wskazujgca na przypuszczalne relacje
filogenetyczne (z badan Lake'a i wsp. [wg 22])

Taksony Mate podjednostki strukturalne
Cypel Garb Przetecz Szczelina tarsowa
Eubakterie _ _ —
Halobakterie + - -
Metanobakterie + +/- + +
Eocyty + + + +
Eukariota + + + + +
Duze podjednostki strukturalne
Garb Wypetniona przetecz Wybrzuszenie
Eubakterie — _ —
Halobakterie - - -
Metanobakterie +/- - +/-
Eocyty + - + o+
Eukariota + + +

Wyniki te postuzyty do zakwestionowania podziatu przyrody na trzy
krolestwa: Archaebacteria, Eubacleria i Eukaryota. Na miejsce propozycji
Woesego i Foxa [37] pojawita sie nowa hipoteza. Lake wyr6znit wsréd
nadkrélestwa Prokaryota trzy krélestwa: 1) Eocyta (dawne ekstremalne
termofile), Archaebacteria i Photocyta (obejmujgce eubakterie i halobakterie).
Ten nowy podzial odpowiadatby trzem, kolejnym w czasie, a jednocze$nie
przystosowawczo istotnym, innowacjom: 1) pozyskanie oddychania siarkowe-
go — powstanie Eocyta, 2) metanogenezie — powstanie Archaebacteria, 3)
pozyskanie zdolnosci do fotosyntezy — powstanie Photocyta [18, 19, 21, 22, 26]
(rys. 2). Ostatnio [20] Lake skoncentrowat sie na drogach powstania jagdra jako
najbardziej istotnego wydarzenia, prowadzgcego do powstania eukariota.
Niektdre organele, jak chloroplast i mitochondrion, to niewatpliwie przeksztat-
cone w toku ewolucji endosymbiotyczne fotocyty. Endosymbioza nie byta
jednak mechanizmem, ktéry warunkowat powstanie jadra. Lake, stosujac tzw.
algorytm niezmiennych szybkosci zmian sekwencji nukleotydéw rRNA (evolu-
tionary parisimony), sugeruje, ze eukariota wywodzg sie od termofilnych
eocytéw [20]. Rysunek przedstawia zaproponowane ostatnio przez Lake [20]
»monofiletyczne” drzewo rodowe istot zywych, ztozone z dwéch réwniez
monofiletycznych nadkrolestw Parkaryota i Karyota (rys. 3). Nadkrélestwo
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Ryc. 2. Pierwotne krélestwa wg Lake’a 1986 [22]

Ryc. 3. Monofiletyczne nadkrélestwa Parkaryota i Karyota ustalone przez Lake’a (1988) na
podstawie algorytmu stalego tempa zmian sekwencji nukleotydéw w rRNA [20].
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Parkaryota jest wytgcznie prokariotyczne, podczas gdy Karyota jest taksonem
protoeukariotycznym.

Propozycja Lake’a [20] wskazuje na eocyty, czyli ekstremalne termofile,
czerpigce energie z metabolizmu siarki, jako wspdlnego przodka wszystkich
organizméw (pierwotna komdrka). Jest to poglad zasadniczo rézny od
wiekszosci uznawanych w minionym poétwieczu. Powszechnie sadzono, ze
pierwszymi organizmami byty heterotrofy, zyjagce w bulionie oceanicznym.
Bulion stanowit dla nich zaréwno Zrédto energii, jak tez substrat ztozony
z powstatych prebiotycznie zwiazkéw organicznych.

Sadze, ze w dziedzinie filogenetyki molekularnej znajdujemy sie nadal na
poczatkowym etapie badan, ktére w przysztoSci przyniosg dalsze rewelacje.
Punktem wyjscia hipotez Woesego i Lake’a jest przekonanie, ze okre$lone
podjednostki rRNA, z uwagi na ich powszechno$¢ i wysoki stopien konserwa-
tyzmu, sg najlepszym zrédtem odtwarzania najwczesniejszych etapéw radiacji
adaptatywnej. Wydaje sie, ze jest to tylko jedna, ws$rdd mozliwych, droga
poznania przebiegu ewolucji na wczesnych jej etapach. Zatozenia Lake’a, ze
ksztatt rybosoméw moze by¢ podstawg do wyrdznienia pierwotnych linii
filetycznych ma wiele ograniczen i nie prowadzi do jednoznacznych rozstrzyg-
nieé.

Np. budowa rybosomoéw Methanococcus vanielli jest typowa dla eocytow.
W tej sytuacji problem, ktére ze znanych prokariotéw naprawde reprezentujg
formy prymitywne ijakie sg ich rzeczywiste zwigzki filogenetyczne z eukariota,
pozostaje nadal otwarty. Wszystkie natomiast wsp6tczesne badania z zakresu
filogenetyki molekularnej jednoznacznie sugerujg, ze eukariogeneza byta
procesem, ktéry miat miejsce na bardzo wczesnych etapach ewolucji zycia na
Ziemi, a endosymbioza byta p6Zniejszym mechanizmem doskonalenia eukario-
ta.

3. MIKROSKAMIENIALOSCI, ICH DATOWANIE | INTERPRETACIJA

Jest zastanawiajace, ze zaréwno specjalisci od filogenetyki molekularnej
i taksonomii prokariota [8, 18, 19, 20, 22, 27, 36], jak i Cavalier-Smith [3, 4, 5]
i inni biolodzy, ktérzy analizujag problem eukariogenezy z perspektywy
budowy jadra [6, 25, 32], nie uwzgledniajg zupetnie danych z zakresu
paleobiologii. Np. podczas IV Miedzynarodowego Kongresu Biologii Komor-
ki w Montrealu (1988) jedno z seminariéw (S. 6) byto poswiecone ewolucji
komérek eukariotycznych, a inne (S. 11) dotyczyto komo6rkowej i przedkomo6r-
kowej ewolucji z perspektywy badan rRNA. Wg Cavalier-Smith [5] kluczowym
procesem eukariogenezy byto wyksztatcenie sie chromosomow, ostonki jadro-
wej i rozwdéj mechanizmu mitozy. Procesy te mialy mie¢ miejsce ok. 1,5 Ga
(mld lat temu) i dokona¢ sie réownolegle u blizej niesprecyzowanej Gram-
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-dodatniej eubakterii, u ktérej w wyniku mutacji pojawity sie glikoproteiny
oraz biatka tworzace szkielet komorkowy i warunkujgce ruchy wewnatrzko-
morkowe. Introny miaty natomiast powsta¢ wczes$niej juz u pierwotnych
archebakterii, a proces ich ,wstawienia” towarzyszyt tworzeniu si¢ biatek
cytoszkieletu [31].

Najstarsze skamieniatosci, co do ktérych nie ma watpliwosci, ze sg Sladami
organizmoéw, majg 3,5 Ga [30] i takie same datowania wskazujg na obecnos¢
chlorofilu [26]. Wynika stagd wniosek, ze w tym czasie istniat juz z pewnoscig
zr6znicowany ekosystem prokariota, ztozony z hetero- i autotroféw wykorzys-
tujacych wode jako Zzrddto wodoru. Najstarsze skaty majg 3,8 Ga i w nich
réwniez mozna dopatrzy¢ sie $ladow zycia. Wielu paleontologéw, podobnie
jak Cavalier-Smith jest przekonanych o znacznie poé6zniejszym powstaniu
eukariota. W ostatnim 10-leciu znacznie zwiekszyta sie liczba opisanych
skamielin, pochodzgcych z proterozoiku a nawet archeanu (4.6-2,5 Ga). Dato
to asumpt do przypuszczen o wczesnym pojawieniu sie eukariota [1,9, 10, 11,
30, 32]. Pflug [28, 29] sadzi, ze materiat z formacji Isua z Grenlandii o wieku
3,8 Ga zawiera $lady komorek eukariota przypominajacych wspoétczesne
drozdze. Robbins i inni [30] wskazujg na obecno$¢ zréznicowanej populacji
eukariota jedno- i wielokomoérkowych we wczesnym proterozoiku.

Wszyscy, ktorzy pracujg z przedkambryjskimi mikroskamieniatosciami,
wiedza, ze kryteria wyr6zniania organizmow sg arbitralne. Wielko$¢ komdrek
nie moze by¢ tu zadnym pewnym kryterium. Najmniejsza komorka eukarioty-
czna o ksztatcie sferycznym moze mie¢ 3.5pm. a struktury o takich $rednicach
wystepuja w najstarszych poktadach osadowych. Jedynie S$lady jadra lub
innych wewnatrzkomorkowych struktur moga stanowié wskazéwke $ladu
pozostawionego przez eukariota.

Paleontologia nie daje wiec pewnych argumentow do dyskusji nad czasem
eukariogenezy, ale wraz z danymi z zakresu filogenetyki molekularnej sugeruje
raczej archean niz pézZniejsze epoki.

4. EUKARIOGF.NF.ZA. CZAS | WARUNEK JEJ PRZEBIEGU

Kazda komdrka eukariotyczna, nawet tak uproszczona jak Pelomyxa
palustris bez mitochondriéw i wielu innych organeli jest ztozonym systemem.
Jej podstawowe elementy to jadro, cytoplazma i zdolna do endocytozy btona
zewnetrzna. Jadro zawiera genom i struktury zwigzane z procesami transkryp-
cji. Cytoplazma to przestrzen otaczajgca jadro, rozbudowana dzieki szkieleto-
wi komdérkowemu, zawierajagca aparat translacyjny, liczne organele komérko-
we, wewnetrzny system bion oraz ziarnistosci, jak glikogen, krople thuszczu
i inne. Rozdziat miedzy jadrem i cytoplazmg zapewnia ostonka jadrowa,
zbudowana z dwdch bton o porowatej strukturze.

Nie tylko budowa komorki eukariotycznej i prokariotycznej to dwa
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odrebne Swiaty. Prokariota i eukariota rdéznig sie od siebie sposobami
wykorzystywania $rodowiska, strategiami ewolucyjnymi [2] oraz sposobami
rozmnazania i mechanizmami ruchu. Regulowane zmianami stezenia jonédw
wapnia systemy tubulinowo-dyneinowe i aktomiozynowe wystepuja jedynie
u eukariota [15, 16, 17].

Podstawowe procesy zwigzane z przebiegiem cyklu zyciowego komoérek
eukariotycznych sg regulowane zmianami stezenia jonéw wapnia w obrebie
macierzy komdrkowej i jadra. Np. Ca2+ sg sygnatem inicjujgcym mitoze.
Przejsciowy wzrost stezenia wolnych jonéw Ca2+ warunkuje pekniecie ostonki
jadrowej i przejscie od metafazy do anafazy, ruch chromosoméw w anafazie
i cytokineze. Wszystkie regulowane jonami wapnia elementy aparatu mitotycz-
nego sa bardzo podobne do sktadnikéw sarkoplazmatycznego retikulum
i w obu wypadkach wysoce konserwatywne filogenetycznie [34].

Fakty te sugeruja, ze proces tworzenia jadra u przodkéw eukariota byt
stymulowany przez jony wapnia i zwigzany z powstaniem grupy biatek
wigzacych wapn, przede wszystkim z rodziny kalmoduliny. Wiekszo$¢ eukario-
téw utrzymuje poziom Ca2+ w cytoplazmie w granicach 10~7 M. Odstepstwo
od tego jest uwazane za archaizm. Wykazujag go drozdze, ktdre mogg zy¢
w Srodowiskach o stezeniu jonéw wapnia 10~9 M i takie samo stezenie
utrzymywaé¢ w cytoplazmie. Kiedy stezenie zewnetrzne znacznie wzrosnie,
rébwniez zmianie podlega stezenie wewnatrzkomorkowe, ktére moze dochodzic
do 10~3 M.

Ten nietypowy behawior wapniowy jest zdaniem Kazmierczaka i Degensa
reliktem odzwierciedlajgcym przystosowanie do drastycznych zmian w stezeniu
jonéw Ca2+ w pierwotnym S$rodowisku przodkéw wspéiczesnych drozdzy [11].
Powstanie btony jadrowej mogto wiec by¢ przystosowawczg reakcja na
zwiekszenie stezenia jondw wapnia w srodowisku i cytoplazmie. Membranizac-
ja materiatlu genetycznego zapobiegata bowiem przyrostowi jondw wapnia
w jadrze, za$ staly wzrost wielkosci komorki utatwiat ich buforowanie
w cytoplazmie [7, 11, 12]. Za takim scenariuszem zmian przemawia hipoteza
pierwotnego oceanu sodowego Kempa i Degensa [13].

Do 1985 r. uwazano powszechnie, ze pierwotny ocean byt Srodowiskiem
silnie redukujagcym, zawierajgcym miedzy innymi jony Fe2+, jednak nie
réznigcym sie zawarto$cig soli od wspotczesnej wody oceanicznej, ktérej pH
przy powierzchni wynosi 8,2, a stosunek jonéw Mg:Ca=522. Kempe
i Degens [13] wysuneli hipoteze, ze gtdwnym sktadnikiem pierwotnego oceanu
byt weglan sodu, a nie chlorek sodu. W zwigzku z tym jego woda miata
wysokie pH (9-11) i niskie stezenie jon6w wapnia i magnezu. Modelami dla
proces6w termodynamicznych, kinetycznych i rownowagi mas pierwotnego
oceanu moga by¢ wspotczesne jeziora sodowe, a nie ocean [11, 12, 13].

Zmiany sktadu jonowego i pFl oceanu miaty prawdopodobnie nastepujacy
przebieg: przez pierwsze 700 min lat historii Ziemi, tj. miedzy 4,6 a 3,8 Ga,
powstawat ocean sodowy. W tym czasie jego pH wzrosto z 8,7 do 10,4. Okres



EWOLUCJA KOMOREK EUKARIOTYCZNYCH 331

3,8-1,0 Ga to stopniowe zmniejszanie stezenia jondw weglanowych, ktéremu
towarzyszyt powolny wzrost stezenia jonéw wapniowych i magnezowych.
Obecny skiad i pH zostato ustalone w okresie 1,0-0,7 Ga, kiedy w czasie 300
min lat nastgpit wzrost stezenia jonéw Ca2+ z 10“5 do 10“2 M.

Regulacje wapniowe i biatka wigzace wapn odegraty z pewnoscig wyjatko-
wa role zaréwno na wczesnych etapach eukariogenezy, jak i w okresie
intensywnego rozwoju tkankowcéw. Trudno jednak jest sie zgodzi¢ z pogla-
dem, ze pierwotne eukariota to drozdze. Grzybom brak dwéch zasadniczych
wiasnosci, ktére predestynowatyby je do roli pionierow eukariota. Organizmy
zaliczane do krdlestwa Fungi nie majg systemu mikrotubularnego, w szczeg6l-
nosci tubulinowo-dyneinowego oraz zdolno$ci do fagocytozy. Drozdze sg
przyktadem wtornej redukcji od struktur micelarnych do pojedynczych komo-
rek w zwiazku ze specyficznym trybem zycia, a nie modelem prymitywnej
komorki. Pierwszymi eukariotami musiaty by¢ jakie$ praprotista. Fundatorem
krélestwa Protista wg Cavalier-Smitha [4,5] miat by¢ bezwiciowy, o uproszczo-
nej budowie pierwotniak nie majacy mitochondriéw, aparatu Golgiego i chlo-
roplastow, przypominajacy troficzng faze mikrospory (Microsporea), powstaty
w wyniku przeksztatcen eubakterii.

Obecnie nikt nie moze mie¢ watpliwosci, ze eubakterie (fotocyty) sa grupa
prokariota najbardziej odlegtg filogenetycznie od eukariotéw. Z kolei mikro-
sporidia sg wewngtrzkomérkowymi pasozytami, ktére tym samym nie moga
by¢ zadnym modelem dla ewolucji gatunkéw wolnozyjacych.

Skoro uznajemy, ze najbardziej znaczagcym wydarzeniem w procesie euka-
riogenezy byto powstanie jadra, to jest oczywiste, ze rdwnolegle musiat sie
wytworzyé mechanizm mitozy i cytokinezy, oparty o skurcz uktadu aktomio-
zynowego. Te zjawiska ruchowe, jak i aktywowana przez jony wapnia fuzja
bton, ruchy pecherzykéw wewnatrzkomdrkowych i przeptyw cytoplazmy,
lokomocja ameboidalna i za posrednictwem wici, wymagaja filamentow
aktynowych, mikrotubuli, dyneiny, miozyny i calych rodzin biatek wigzacych
wapn. Zwigzki te (z wyjatkiem tubuliny) nie zostalty wykryte u prokariotow
i nie mozna nawet wskaza¢ ich potencjalnych prekursorow. W catym krélest-
wie (wzglednie nadkrélestwie) Prokaryota nie znaleziono $ladéw cytoszkieletu
i jakichkolwiek tego rodzaju ruchéw. Znajomo$¢ ultrastruktury i skiadu
molekularnego wspdiczednie zyjacych prokariota nie daje wiec nawet poszlak
do przypuszczen, w jaki sposob maégt by¢ zapoczatkowany proces powstania
prymitywnych protista. Jednoczes$nie, od samego zarania, prokariota wyksztat-
city znakomite strategie adaptacyjne, pozwalajagce na szybkie opanowanie
kazdej pojawiajgcej sie w historii Ziemi niszy ekologicznej, tak abiotycznej, jak
i biotycznej. Te przystosowania wykluczyly jednak mozliwos¢ ewoluowania
w kierunku form wysoce uorganizowanych i wielokomérkowych. Wszystkie te
fakty i zatozenia sktonity mnie do wysuniecia hipotezy, ze zr6znicowanie
miedzy prokariota a eukariota miato miejsce juz na etapie protobion-
tbw — samoodtwarzajgcych sie form autonomicznych [15, 16]. Prokariota,
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ktoére pojawity sie pierwsze, czy to jako eocysty, czy inne bardziej pierwotne
gatunki, mogty sie przeksztatci¢ tylko w prokariota, a te dalej réznicowac sie,
pozostajac na tym samym prymitywnym poziomie organizacji komorki.

JesteSmy jeszcze dalecy od teorii, ktéra w sposéb zadowalajgcy szerokie
kregi biologbw wyjasniataby relacje miedzy prokariotami i eukariotami
w poczatkowych okresach ewolucji zycia na Ziemi. Zatagczony schemat (ryc. 4)
jest w moim przekonaniu najblizszy aktualnemu stanowi wiedzy.

Ryc. 4. Schemat powstania eukariota wg hipotezy autora [15, 16]
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STRUMIEN CYTOPLAZMATYCZNY W CYKLU KOMORKOWYM
PARAMECIUM, I. METODY OBSERWACIJI

CYTOPLASMIC STREAMING IN CELL CYCLE OF PARAMECIUM. I. METHODS OF
OBSERVATION

Marzena Maria ZAJACZKOWSKA

Zaktad Biologii Komérki, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego w Warszawie

Streszczenie. Orzeski z rodzaju Paramecium sg bardzo dobrym modelem do badah wewnatrzkomor-
kowych przemieszczen cytoplazmy. W artykule dyskutowana jest przydatno$¢ stosowanych dotych-
czas metod unieruchamiania orzeskow, poniewaz do obserwacji strumienia cytoplazmatycznego
konieczna jest immobilizacja ptywajacych osobnikéw. Najszerzej opisana zostata najnowsza metoda
unieruchamiania komérek Paramecium, ktéra pozwala wykona¢ pomiary, unikajgc niedogodnosci
metod dotychczas uzywanych. Oparta jest ona na naturalnej sktonnosci P. bursaria, szczeg6lnie za$
dzielgcych sie komérek i koniugujacych par, do osiadania na podtozu szklanym. Pozwala ona na
prawie ciagta, a co najwazniejsze dtugotrwala obserwacje oraz rejestracje zmian morfologicznych
i dynamiki strumienia cytoplazmatycznego w roznych fazach cyklu zyciowego.

Summary. A very good model for studying cytoplasmic movements is Paramecium, however it
vigorously swims what disturbs observations. The applicability of different immobilization
methods to observations of cytoplasmic streaming in cell cycle is discussed. The novel immobiliza-
tion method based on natural thigmotaxis of P. bursaria cells (first of all dividing cells and
conjugating pairs) is described. It allows to avoid inconveniences of previously used immobiliza-
tion methods and assure quite continuous and moreover long lasting observation and registration
of morphological changes and dynamics of cytoplasmic streaming in different phases of cell cycle.

WPROWADZENIE

Ruchy cytoplazmy wystepuja zaréwno w komdrkach roslinnych, jak
i zwierzecych, niezaleznie od ich wielkosci [1, 2, 17, 60, 65]. Ruchliwos$é
cytoplazmy w formie przeptywu jest bardzo istotna dla funkcjonowania
komérek. Zapewnia ona bowiem kontakt reagujacych ze sobg molekut
w takim tempie, ktére jest wymagane do zachodzenia proceséw metabolicz-
nych, a ktére mogtoby by¢ zbyt powolne, gdyby jedynym sposobem przemiesz-
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czania sie czastek byta dyfuzja [60]. Sprawny transport wewnatrzkomorkowy
zapewnia przemieszczenia organeli komérkowych i innych struktur w czasie
catego zycia komorki, a zwtaszcza w okresie réznicowania [3, 7, 35, 40, 43, 44,
56, 61].

U wiekszosci komdrek ruchy cytoplazmy sg powolne i pozornie chaotycz-
ne, a stad trudne do obserwacji. Aby moc badaé przeptyw cytoplazmy, trzeba
dysponowac obiektem wykazujagcym S$cisle zdefiniowane i fatwe do $ledzenia
parametry tego ruchu. Warunek ten znakomicie spetnia orzesek Paramecium,
u ktoérego strumien cytoplazmatyczny tworzy zamknietg petle (cykloza) [43].

Ryc. 1 Schematyczny obraz komdrki Paramecium bursaria w okre-

sie miedzypodziatowym. Liniami przerywanymi wyznaczono geo-

metrie ,kanatu”, w ktérym ptynie cytoplazma, a kierunek przepty-

wu oznaczono strzatkami. Mi — mikronukleus. Ma — makronuk-
leus, C — zagtebienie cytostomalne

Jak wykazano, predkos$¢ ruchu cytoplazmy jest uzalezniona od szeregu
czynnikdw egzogennych, z ktérych najistotniejszymi sg: temperatura otoczenia
[32] oraz stezenie czastek pokarmowych w $rodowisku [55, 57, 58, 59]. O ile
czynniki te nie zmieniajg sie, to w komorkach interfazalnych Paramecium przez
wiekszo$¢ okresu miedzypodziatowego predkos¢ i kierunek przeptywu sg state
[44], Stwierdzono natomiast zahamowanie ruchu cytoplazmy w komdrkach
dzielgcych sie i koniugujgcych (P. tetraurelia [44, 48] i P. bursaria [27, 70]).

Poniewaz udokumentowana zostata zalezno$¢ strumienia od cyklu komor-
kowego, interesujace jest przesledzenie dynamiki przemieszczeh cytoplazmy
w réznych fazach cyklu zyciowego komérki oraz w czasie koniugacji. Mozna
oczekiwac€, ze zestawienie przebiegu zmian morfologicznych, jakim podlega
komorka w fazie morfogenetycznej i popodziatowej [21], a takze podczas
koniugacji [64] ze zmianami parametréw strumienia cytoplazmatycznego,
moze przyczynié sie do postepu w poszukiwaniach mechanizmu kontroli ruchu
cytoplazmy. Brak bowiem dotychczas bezposrednich danych wyjasniajgcych to
zjawisko [451.
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Aby przeprowadzi¢ takie studia, niezbedna jest metoda, ktéra pozwolitaby
na diugotrwate obserwacje komdrek bez zakidcenia badanych proceséw
i ktéora umozliwitaby jednoczesne uwidocznienie zmian w komdrce: w jej
ksztatcie, dtugosci, utozeniu organeli wewnetrznych i przeptywie cytoplazmy.

OBSERWACJA CYKLOZY

Strumien cytoplazmatyczny mozna obserwowaé za pomocg wskaznikdw
ruchu cytoplazmy, jakimi sg: mitochondria, nieosadzone trichocysty, krysztaty
oraz Wodniczki pokarmowe. Przyjeto okresla¢ predkos$¢ przeptywu cytoplaz-
my, mierzac czas przemieszczania sie krysztatbw o rozmiarach 1-3 pm,
unoszonych strumieniem cytoplazmy na okreslonym odcinku [66]. Najprostsza
metodg bezposredniego pomiaru jest wyznaczanie czasu przeptywu poszczeg6l-
nych krysztatbw przy uzyciu mikroskopu $wietinego ze skalg umieszczong
w okularze.

Wykorzystanie dwdjtomnosci Swiatta spolaryzowanego przez Kkrysztaty
umozliwito przy zastosowaniu mikroskopu polaryzacyjnego rejestracje foto-
graficzng toru poruszajacych sie krysztatéw przy wydtuzonym czasie naswiet-
lania [46, 48]. Pomiar diugosci Sladu pozwalat na okreSlenie predkosci
cytoplazmy unoszacej krysztat. Tg metodg przeprowadzono badania zachowa-
nia sie cyklozy w czasie podziatu komdrkowego i koniugacji u Paramecium
tetraurelia [48]. Metoda ta moze jednak daé¢ falszywy obraz diugosci Sladow
pojedynczych krysztatow. Dwojtomnos$¢é zwigzana jest bowiem z okre$lonymi
osiami krysztatu, ktéry obracajac sie, moze by¢ przez pewien moment
niewidoczny i w ten sposéb zaznaczy¢ S$lad krdtszy od rzeczywistego.

Rejestracja filmowa stata sie znacznym udoskonaleniem metod badania
ruchéw cytoplazmy. Pozwolita ona na przeprowadzenie analizy wilasciwosci
dynamicznych strumienia w réznych rejonach komorki w tym samym czasie
[46, 51]. Do pomiaréw tego typu stosowana byta zmodyfikowana metoda
Kamiyi [20] wykorzystywana uprzednio do pomiaréw strumienia cytoplazma-
tycznego u $luzowca Physarum polycephalum.

Fotografia umozliwita uwidocznienie cyklozy w catej komdrce, tj. okresle-
nie, czy strumien wystepuje, czy tez jest zatrzymany. Film natomiast daje
mozliwo$¢ doktadnego uwidocznienia geometrii ,kanatu”, ktérym ptynie
cytoplazma (na podstawie zmian ksztattu duzych wodniczek pokarmowych,
ktére wypetniaja cale jego wnetrze). Dzieki filmowi mozna réwniez zmierzy¢
predkos¢ cyklozy w réznych rejonach , kanatu” i w warstwach wspdtosiowych.
Mozna takze wyliczy¢ wydajnos$¢ przeptywu oraz warto$¢ sity potrzebnej dla
napedu strumienia [51]. Film pozwala takze rejestrowac zaburzenia przeptywu
pojedynczych krysztatéw [50].

Powaznym utrudnieniem obserwacji komdrek Paramecium jest jednak ich
ruchliwos$é. Osobniki stosunkowo szybko ptywaja, obracajgc sie ponadto
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wokot dtuzszej osi komorki, co uniemozliwia $ledzenie procesdw zachodzgcych
w jej wnetrzu. Stad tez konieczno$¢ unieruchamiania orzeskéw w celu
przeprowadzenia obserwacji strumienia cytoplazmatycznego.

METODY BADANIA CYKLOZY

Aby madc $ledzi¢ zmiane predkosci strumienia cytoplazmatycznego w czasie
cyklu komoérkowego u Paramecium, nalezy dysponowaé¢ metoda unierucha-
miania komérek, ktéra pozwolitaby na: 1) jak najmniejsze zaburzenia badanej
fazy cyklu komdérkowego (podziatu badZz koniugacji), 2) ciggtg i dtugotrwaty
obserwacje tej fazy, 3) pomiary predkosci przeptywu cytoplazmy w kolejnych
jej stadiach.

Do immobilizacji komérek stosowano $rodowiska o zwiekszonej lepkosci,
takie jak roztwory metylocelulozy [67, 68, 69] czy $luz z wisni [34], Wyzsze niz
5% roztwory metylocelulozy sg jednak toksyczne, natomiast nizsze powodujg
utrate rzesek, kiedy pierwotniaki przebywajg w nich duzszy czas [29]. Sluz
wisni zaburza obieg wodniczek pokarmowych [31]. W celu unieruchamiania
orzeskow stosowano takze alkohole: etylowy [52], ktory powoduje odrzesienie
komoarek, propylowy iizopropylowy [13, 25, 26], ktdre paralizujg prace rzesek
oraz wodzian chloralu [28], odrzesiajagcy komorki.

Najlepsze rezultaty uzyskuje sie przy stosowaniu soli niklawych [49, 51].
Daje to mozliwo$¢ obserwacji cyklozy w komdrkach catkowicie unieruchomio-
nych przez 30-45 min. Po uptywie tego czasu komdrki zaczynajg sie poruszaé
az do catkowitej renormalizacji ptywania [Sikora nie publikowane].

Do unieruchamiania komorek uzyto takze rozcienczonych surowic odpo-
rnosciowych wzgledem antygendéw powierzchniowych komarki, ktére powo-
dujg zlepianie sie rzesek Paramecium [30, 33, 44, 48]. Na sklejonych rzeskach
osadzaly sie jednak czastki zawiesiny ze srodowiska, co utrudniato obserwacije,
a takze byto przeszkoda w rejestracji fotograficznej.

Dogodng metodg byto rowniez zakotwiczanie komérek karmionych czast-
kami zelaza w polu magnetycznym o niskim natezeniu [42]. Komdrki tak
unieruchomione wykazywaty jednak drgania, co utrudniato takze $ledzenie
cyklozy.

W celu unikniecia stosowania czynnikdw chemicznych, by¢é moze majacych
zaktdcajacy wpltyw na strumien cytoplazmatyczny, wykorzystywano szereg
metod mechanicznych, m.in. rotokompresor [61], w ktérym komérki uciskano,
aby uniemozliwi¢ im ptywanie. Znieksztatcato to jednak komorke na tyle, ze
strumiert byt zaktécony lub catkiem zatrzymany.

W ostanich latach stosowano takze zakotwiczanie pierwotniakéw dwiema
szklanymi igtami [47]. Do pomiaréw selekcjonowano unieruchomione komar-
ki o niezaburzonym strumieniu. Metoda ta jest jednak bardzo skomplikowana.
Wymaga bowiem umieszczenia igiet w konkretnych punktach, tak aby nie
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znalazty sie one w przeptywajagcej masie cytoplazmy, jak rowniez w ten sposdb,
by nie uszkodzity zbytnio struktury wewnetrznej komorki.

Knowles [24] w doswiadczeniach z mikroiniekcjg w celu unieruchamiania
pierwotniakow — dla precyzyjnego wprowadzenia mikroigiet — stosowat
»,roztwdr immobilizacyjny” ztozony z roztworu Dryla i albuminy bydlecej.
Kersken i wspotpracownicy [22] zastosowali modyfikacje tej metody:nie
uzywali roztworu immobilizujagcego, a izolowali pierwotniaki do wiszacych
kropli $rodowiska. Komoérki Paramecium nastepnie przyciskane byty przy
uzyciu mikroigty do menisku kropli. Taka procedura powodowata jednak
zaburzenia strumienia cytoplazmy, komorka byta zbyt znieksztatcona (ucisnie-
ta). Zastosowano wiec w celu unieruchamiania orzeskdw surowice przeciwko
izolowanym rzeskom [22], Metody te sg jednak bardzo pracochtonne i wyma-
gaja specjalnego zestawu aparatury.

NAIJNOWSZA METODA OBSERWACJI CYKLOZY W CYKLU KOMORKOWYM

Zadania, jakie powinna spetnia¢ metoda unieruchamiania orzeskéw, posta-
wione na poczatku poprzedniego rozdziatu, najlepiej chyba spetnia wprowa-
dzona przez Krucinskg i Sikore metoda obserwacji osobnikdw dzielgcych sie
i koniugujacych par P. bursaria (prezentowana na XIV Zjezdzie Polskiego
Towarzystwa Zoologicznego w Szczecinie w 1987r.) [70]. W metodzie tej
bardzo istotny jest dobdr obiektu obserwacji. Gatunek P. bursaria okazat sie
najdogodniejszy zaréwno ze wzgledu na przydatno$¢ w badaniach cyklu
komérkowego, jak i w obserwacjach samego przeptywu cytoplazmy.

Paramecium byto dotychczas obiektem wielu badan zwigzanych z cyklem
komérkowym [5, 6, 8—12, 18, 19, 21, 27, 53, 63, 64], szczegllnie za$ licznych
w ostatnich latach studiow dynamiki przeksztatcen cytoszkieletu w cyklu
zyciowym komorki. Pod wzgledem zmian morfologicznych w komdérce najob-
szerniej przebadany jest kompleks gatunkéw ,aurelia” [6, 8, 9, 10, 53].
P. bursaria stanowi takze doskonaty obiekt do studiow cyklu zyciowego,
zarbwno wegetatywnego, jak i generatywnego. Diugi okres miedzy kolejnymi
podziatami (20-24 godz. w temp. 22-25°C) [18, 70] stwarza lepsze warunki do
doktadnych badan cyklu komoérkowego. Dla poréwnania czasy generacji
innych pierwotniakdw uzywanych do tego typu badan wynoszg w tych samych
warunkach: P. aurelia — 5-6 godz., P. caudatum — 8 godz. [18]. Poszczegblne
fazy cyklu komdérkowego u P. bursaria trwajg dtuzej niz u innych gatunkéw
Paramecium. Na przykiad okre$lone procesy zwigzane z podziatem [6, 21, 53]
zachodzace u P. aurelia w ciggu 22 min., u P. bursaria trwajg ponad godzine
[18, 70],

P. bursaria jest roéwniez bardzo dogodnym gatunkiem do badah nad
koniugacja, gdyz charakteryzuje sie duzg statoscig typu piciowego [64]; u P.
bursaria nie zanotowano takze autogamii [64],
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Obserwacje strumienia cytopiazmatycznego, rozpoczete przez Wallengrena
[54] i Nierensteina [38] na poczatku naszego stulecia, prowadzone byty réwniez
gtdwnie na grupie ,aurelia”. Prace, w ktérych materiatem doswiadczalnym
byto P. bursaria, rozpoczety sie dopiero w 1979 r. [51]. Wydaje sie jednak, ze
wtasnie ten gatunek jest szczegOlnie dobrym modelem do badan ze wzgledu
na: 1) sptaszczony ksztatt komérki, co utatwia obserwacje jej wnetrza, 2) duzg
predkos¢ przeptywu cytoplazmy w poréwnaniu z innymi gatunkami (w
temperaturze 25-27°C: P. bursaria — 5,4 pms-1, P. caudatum — 3,4 pms-1
P. aurelia — 25 pms-1, P. calkinsi — 21 pms-1) [66], co upraszcza
uchwycenie i pomiary zmian szybkosci strumienia cytopiazmatycznego.

Istotng przeszkoda z obserwacji strumienia cytoplazmy w komérkach
P..bursaria s symbiontycznie zwigzane z nimi Chlorellae [4, 36, 41, 64]. Sa one
rownomiernie osadzone we wnetrzu komérki, stad tez istotnie utrudniajg
Sledzenie przeptywu cytoplazmy. Liczbe symbiontycznych glonéw mozna
wystarczajgco ograniczy¢, hodujac komorki w ciemnosci [18, 62, 64]. Z hodo-
wli prowadzonych w ciemnoS$ci udaje sie¢ réwniez izolowaé osobniki catkowicie
pozbawione glonow [14, 18].

Nowa metoda oparta na naturalnej sktonnosci komoérek Paramecium [23],
szczego6lnie za$ podziatowcdéw [63] oraz koniugujacych par [70] do osiadania na
poditozu statym. Komorki P. bursaria po okoto 5 min. od umieszczenia ich na
szklanych ptytkach zaczynajg wolniej ptywa¢, a po okoto 15 min. ponad 60%
osobnikéw osiada nieruchomo na powierzchni ptytki szklanej (tab. 1, ryc. 2).

Okresy, w Kktérych osiadte komérki P. bursaria pozostajg catkowicie
nieruchome, moga byé przerywane okresami krétkotrwatego, powolnego
»S$lizgania sie” na niewielkich odcinkach po powierzchni szkta. Stany bezruchu
trwajg nawet do kilkudziesieciu minut. Takie samo zachowanie sie komorek
stacjonarnych zardwno zdolnych do tworzenia par (mating-reactive), jak
i niezdolnych do tworzenia par (mating non-reactive) obserwowat Kitamura
[23] na szalkach polistyrenowych. Odr6znia on jednak tigmotaktyczne osiada-

TABELA 1
Procent osobnikéw Paramecium bursaria o-

siadajgcych na podtozu w zaleznosci od cza-
su, jaki uptynat od ich umieszczenia na ptytce
szklanej oraz od fazy w cyklu zyciowym

. Czas (w min.)
Faza cyklu zyciowego

15 45
Komarki dzielgce sig 5 89 98
Hodowla stacjonarna* 7 71 94
Hodowla logarytmiczna 11 60 87
Koniugujace pary 14 33 81

* — hodowla niezdolna do tworzenia par (mating non-reactive), prowadzona w ciemnosci.
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Ryc. 2 Siady toréw ruchu komoérek Paramecium bursaria po przeniesieniu ich na ptytke szklana.

Zdjecia zrobione zostaty w ciemnym polu przy czasie naSwietlania 3 s w temp. pokojowej.

Komérki pochodzity z hodowli stacjonarnej. A — 5 min. po przeniesieniu komoérek na plytke
szklana, B — po uptywie 45 min. od umieszczenia ich na ptytce

nie (thigmotaxis) P. bursaria na podtozu szklanym lub polistyrenowym od
przywierania (attachment) do powierzchni polistyrenowych wykazywanego
przez inne gatunki Paramecium. Przywieranie (attachment) do powierzchni
polistyrenu mozna wywotaé u P. bursaria, jedynie stosujagc substancje hydrofo-
bowe [23] lub traktujagc komdrki zdolne do tgczenia sie w pary trypsyng [23].

Sposrdéd komorek P. bursaria pochodzacych z hodowli w logarytmicznej
fazie wzrostu najliczniej i na najdtuzsze okresy osiadaja osobniki dzielgce sie.
Okoto 90% podziatowcoéw osiada po 15 min. od momentu umieszczenia ich
w matych kroplach $rodowiska na szkietku podstawowym.

W omawianej metodzie mate kropelki $srodowiska (kultury) zawierajgce
pojedyncze osobniki P. bursaria lub koniugujace pary umieszczane sg na
szkietku podstawowym i nastepnie zalane olejem parafinowym. Po czym olej
parafinowy nakrywany jest szkietkiem przykrywkowym, co stwarza lepsze
warunki optyczne do obserwacji.

Kropla, w ktérej umieszczony jest orzesek, staje sie ptaska. Jej grubos¢ jest
tak dobrana, aby mogta swobodnie przemieszcza¢ sie, natomiast by obroty
wzdtuz diuzszej osi komorki byty utrudnione (ryc. 3). Sptaszczone grzbieto-
brzusznie osobniki P. bursaria doskonale nadajg sie do tego typu obserwacji.
Komarki osiadajg na powierzchni szkietka podstawowego lub przykrywkowego.

Przy zastosowaniu réznych systemoéw optycznych mozna uwidoczni¢ rézne
struktury oraz organele wewngtrz komorki. Mozliwa jest obserwacja Kkilku
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osobnikéw w sasiednich kroplach. Rejestracja obserwacji na taSmie magnety-
cznej umozliwia doktadng analize przemian zachodzgcych w ksztatcie i organi-
zacji wewnetrznej komoérki w réznych jej rejonach réwnoczes$nie.

Nowa metoda obserwacji komoérek Paramecium, umieszczonych w matych
kroplach kultury, pozwata na diugotrwate (nawet kilkugodzinne) Sledzenie
zmian morfologicznych, zachodzacych w czasie podziatu komérkowego i ko-
niugacji. Wykorzystanie naturalnej sktonnosci dzielgcych sie komorek i koniu-
gujacych par do osiadania na powierzchni szklanej pozwolito na ominiecie
stosowania $rodkéw chemicznych czy mechanicznych wykorzystywanych do
unieruchamiania komoérek. Daje to wyjatkowg mozliwos¢ obserwacji podziatu
komorkowego w prawie nie zaktéconych warunkach bytowania orzeskow.
Aczkolwiek nowa metoda pozwala na znaczne ograniczenie zaburzajgcego
wpltywu czynnikow zewnetrznych na przebieg badanych proceséw, wymaga
jednak o$wietlania obiektu (w obserwacjach mikroskopowych). Swiatto za$ ma
wplyw na zachowanie sie catej komdrki [15, 16, 37, 39, 64], konieczna jest
wobec tego standaryzacja warunkéw oswietlenia.

Ryc. 3 Przekrdj poprzeczny preparatu mikroskopowego do obserwacji przebiegu podziatu

komdrkowego i koniugacji w osiadtych tigmotaktycznie komérkach Paramecium bursaria na

podtozu szklanym, o — osobnik badany, op — olej parafinowy, s — $rodowisko, pl — szkietko
nakrywkowe, p2 — szkietko podstawowe (wedtug Zajagczkowskiej [70])

Opisana metoda umozliwia ciggte $ledzenie przemian morfologicznych
wiasciwych dla podziatu komérkowego i koniugacji, utatwia uwidocznienie
zmian zachodzacych zaréwno na powierzchni komérki (zmian ksztattu i dtu-
gosci komorki, tworzenie nowej geby w czasie podziatlu komorkowego), jak
i wjej wnetrzu (ruchy izmiany ksztattu jader w czasie podziatu komérkowego
i koniugacji, dynamika cyklozy, tworzenie wodniczek pokarmowych). Zastoso-
wanie jej pozwala na: 1) rozszerzenie wiadomosci o podziale komérkowym
i koniugacji uzyskanych dotychczas na materiale utrwalonym i barwionym [8,
21, 53]; 2) bezposrednie ustalenie relacji miedzy przemianami morfologicznymi
a dynamika strumienia cytoplazmatycznego.
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