




http://rcin.org.pl

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 19 NR 11992

9
9

Wtym zeszycie ¢ Postepdw Biologii Komaorki ¢

Geny przeciwnowotworowe mogg byé uwazane za czynniki regulatorowe wzrostu i
réznicowania komoérek (por. str. 3tego Zeszytu). W zwiazku z tym moze warto wrécic
do uprzednio opublikowanego artykutu, w ktérym omowiono idnetyfikacje gendw
przeciwnowotworowych oraz opisano niektdre ich produkty (por. M. Hetman, Post
Biol Kom 1991; 18: 203).

Artykut ( na str. 23) poswiecony jestgenom efektu matczynego iich ekspresji w czasie
oogenezy. Omoéwiono role produktéow tych gendéw w determinacji gtéwnych osi
zarodka Drosophila.

Uzyskiwanie in vitro zarodkéw somatycznych jest jedng z metod wspotczesnej bio-
technologii roslin. Metoda ta umozliwia uzyskanie nowych osobnikéw droga wegeta-
tywna, awiec z pominieciem niekontrolowanych zmian genetycznych, jakie nastepuja
przy rozmnazaniu generatywnym (rekombinacja gendéw). Embriogeneza in vitro w
potaczeniu z transformacjg komdrek stanowi niezwykle obiecujacy kierunek w bio-
technologii (patrz artykut w tym zeszycie na stronie 35) wykorzystywany juz w
praktyce. Technika kultur invitro roslinwyzszych, jako podstawa biotechnologii, byta
tematem artykutu M. Rakoczy-Trojanowskiej i S. Malepszego (Post Biol Kom 1990;
17: 247-257).

Rola witaminy A w organizmie (str. 77 tego Zeszytu) skfania do sugestii, ze moze ona
by¢ uwazana za odpowiednik hormonu, a komoérki gwiazdziste watroby zdolne do jej
magazynowania za rodzaj gruczotu wydzielania wewnetrznego.

W ubiegtym roku Nagrode Nobla w zakresie medycyny i fizjologii przyznano E.
Neherowi i B. Sakmannowi. Do osiggnie¢ tych autoréw nawigzuje artykut na stronie
97 obecnego Zeszytu.



ERRATA

Strona Wiersz Jest Powinno byé
204 w 16d onkogenu genu
206 wilg umownie oznakowane pl05 (nowsze oznaczenia masy Rb przyniosty warto$¢
105 kDa)
206 w 12-13 g przewidywanie sekwencji przewidywanej sekwencji
207 w12g onkogenu c-jun genu c-jun
207 w 17g onkogenu g-fos genu c-fos
211 w20g LT[47], E1B[66] czy HPV16[67]. VAGLT[47], E1B adenowiruséw [66] czy HPV 16 [67].

Errata do zeszytu nr 4, tom 18, 1991 r. Postepéw Biologii Komérki.
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GENY PRZECIWNOWOTWOROWE JAKO CZYNNIKI
REGULATOROWE WZROSTU | ROZNICOWANIA KO-
MOREK

TUMOR SUPPRESSOR GENES AS REGULATORS
OF CELL PROLIFERATION AND DIFFERENTIATION

Antoni HORST
Zaktad Genetyki Cztowieka PAN, Poznan

Streszczenie. Przedstawiono poglady na nowy, wielce obiecujacy kierunek badan onkologicznych polegajacy na
wykryciu gendw przeciwnowotworowych. Istota zagadnienia sprowadza sie do tego, ze jako przeciwwaga czynnikéw
prokancerogennych worganizmie wystepujaréwniezczynniki przcciwnowotworowe. W mysl tej koncepcji przewaga
onkogendw lub niedob6r czynnikéw przeciwnowotworowych powodujg wzrost nowotworowy, natomiast mata ilos¢
onkogenéw z przewaga czynnikéw przeciwnowotworowych zapobiega powstaniu nowotworéw. Rola czynnikéw
przeciwnowotworowych zastuguje tym, wiecej na uwage, ze czynniki te zdaja sie wptywaé regulujagco na czynniki
odpowiedzialne za proliferacje komérek, wzglednie nawet sg bezposrednimi czynnikami regulujagcymi procesy
proliferacji komédrek (cyklu komérkowego). Z tego wzgledu omoéwiono najpierw najwazniejsze osiggniecia w
dziedzinie regulacji oraz czynniki biorace udziat w cyklu komérkowym (tj. kinazy cdc2 i inne oraz cykliny A, B i
G1). Przedstawiono réwniez schemat cyklu komdérkowego z udziatem wymienionych czynnikéw. Z kolei oméwiono
role genu RB (retinoblastoma), biatka p53, genédw zapobiegajacych przerzutom nowotworowym oraz biatka MCC.
Na zakoriczenie oméwiono udziat gendw przeciwnowotworowych w procesie réznicowania komoérek.

Summary. Views on new and mighty promising trends of neoplastic investigations based on discovery of tumor
suppressor genes are discussed. The nature of this presentsaview that prevalence ofcarcinogenousagentsor deficiency
of anticarcinogenous agents present in the organism are decisive in developing of neoplasmas. The role of tumor
suppressor genes attracts notice because it seems that they are physiological regulators of cell proliferation which
regulate directly the processes of cell proliferation. First, the main approaches of agents participating as physiological
regulators of cell cycle are discussed (ie. kinases cdc2 and others as well as cycline A, B and GI). A diagram of the
cell cycle regu lated by the above discussed agents is presented. Than the role of RB gene, p53 protein, genes preventing
metastases of neoplasmas, and protein MCC are discussed. Finally, general aspects of tumor suppressor genes in
differentiation of cells are presented.



4 A.HORST

WSTEP

Proces nowotworowy polega na sekwencyjnym wystepowaniu zmian prowadzacych do
stopniowej emancypacji jakiego$ klonu komoérkowego wyzwalajgcego sie spod kontroli
réznych czynnikéw regulujgcych wzrost komrek [31]. W prawidtowych komdrkach pod
wplywem odpowiednich czynnikéw indukujgcych nastepuje zazwyczaj ich koAcowe zroz-
nicowanie. Komdrki zréznicowane na ogo6t tracg zdolno$¢ do podziatéw i tym samym
proliferacji. Jednostronne ukierunkowanie progresji komdrek nowotworowych powoduje
brak ich zr6znicowania, co poczgtkowo interpretowano jako ich odréznicowanie, a co obecnie
traktowane jest jako blok réznicowania [51]. Ta zmiana pogladu na zachowanie si¢ komorek
nowotworowych jest istotna.

Z kolei niezmiernie waznym etapem w poznawaniu istoty procesu nowotworzenia byto
wykazanie jego genetycznego podioza w postaci z jednej strony czymiikéw pobudzajacych
wzrost (onkogenow i czyimikéw wzrostowych), z drugiej strony czynnikéw hamujacych
wzrost zwanych antyonkogenami (tumor suppressor genes) lub produktéw genéw prze-
ciwnowotworowych. Fizjologiczna rola produktéw genéw przeciwnowotworowych polega
na przeciwstawnej (hamujacej) regulacji podziatdw komérkowych i tym samym hamowaniu
proliferacji komérek [51, 75]. Wychodzac z powyzszego zatozenia przyjmuje sie obecnie, ze
proces nowotworowy powstaje wskutek zaktdcenia normalnej rownowagi tych czynnikow.
Nadmiar czynnikéw pobudzajacych wzrost (onkogenéw lub czynnikéw wzrostu), powstaty
na skutek nadprodukcji lub mutacji prowadzacej do niekontrolowanej produkcji - przyczynia
sie do nowotworzenia, arowniez niedobor produktow gendw przeciwnowotworowych lub ich
mutacje wywotujg zanik ich funkcji i nowotworzenie.

Wykrycie onkogenow nastgpito na skutek poznania ich dziatania w stopniowej trans-
formacji komaorek prawidtowych w komérki nowotworowe [8, 86].

Pierwszego wykrycia czynno$ci przeciwnowoiworowej dokonano w przypadku mysich
komoérek hybrydowych, powstatych na skutek fuzji prawidtowych fibroblastéw z réznymi
komérkami nowotworowymi: komérki nowotworowe polyoma - indukowane wirusem po-
lyoma, komorki miesaka indukowanego chemicznie, komaérki samoistnego nowotworu szpi-
czaka (myeloma). Uzyskane hybrydy w poczatkowym okresie wzrostu nie wykazywaty
zadnych cech wzrostu nowotworowego, stajac sie jednak w pdzniejszym okresie rozwoju w
miare utraty niektérych chromosoméw na powr6t komdrkami nowotworowymi [51, 75].
Dopiero po wielu latach wykazano, ze przyczyng nawrotu kancerogennosci byta utrata
chromosomow zawierajacych geny przeciwnowotworowe. Z czasem wykazano, ze przyczyna
wielu dziedzicznych nowotworéw u ludzi byta utrata fragmentéw lub catych chromosoméw
nosicieli genéw przeciwnowotworowych [70,71]. Poglad ten uzyskat silne argumenty dzieki
eksperymentom z transferem chromosomoéw zawierajacych geny przeciwnowotworowe, po-
wodujacych regresje komdrek nowotworowych [75]. Na przyktad eksperymenty z transferem
ludzkiego chromosomu 11 do komdrek raka szyjki macicy HelLa lub SiHa oraz do komaérek
nerkowych guza Wilmsa daty wyniki pozytywne, natomiast transfer innych chromosomow
(chromosomu X lub 13) do tych samych komoérek dat wyniki negatywne [75].

Rewolucyjne w pewnym sensie znaczenie w badaniu genéw przeciwnowotworowych i tym
samym nowotworéw miata hipoteza Knudsona, ktéry na poczatku lat siedemdziesigtych
sformutowat teze, potwierdzong p6zniejszymi badaniami molekularnymi, ze dziedziczny
nowotwér siatkowczak (retinoblastoma) jest uwarunkowany dziedziczeniem jednego allelu
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chorobowego oraz utratg drugiego allelu (w tyin przypadku heterozygotycznego z powodu
braku pierwszego z pary alleli) podczas dalszego rozwoju. Stad okre$lono to zjawisko jako
utrate heterozygotycznos$ci (loss of heterozygosity - LO). W rezultacie osoba ta nie majac
zadnego z wspomnianych alleli staje sie podatna na powstanie nowotworu —siatkowczaka
[52]. Utrata genu moze wystapi¢ wskutek utraty catego chromosomu (np. wskutek nie-
prawidtowego podziatu) lub jego fragmentu (np. wskutek nieprawidtowego przegrupowania
lub inaktywacji). Teza ta, nazwana "podwdjnym zdarzeniem" w procesie nowotworzenia,
okazata sie niezwykle ptodng, prowadzac do wykrycia na podobnej zasadzie catej grupy
nowotworow (tab. 1). Z tej tabeli wynika wazny wniosek, ze powstanie nowotworu moze by¢
uwarunkowane zmianami kilku ré6znych chromosoméw i tym samym kilku r6znych genéw.

TABELA 1 Utrata heterozygotyczno$ci w ludzkich nowotworach

Chromosom Rodzaj noveotworu

1P czerniak, MEN2, nerwiak, rak rdzeniasly tarczycy, pheochromocytoma, rak przewodu
piersiowego

Iq rak piersi

3p rak drobnokomorkowy phic, rak nerki, rak szyjki macicy, choroba Hippel-Lindau

5q rodzinna polipowato$c gruczolakowata, sporadyczny rak jelita grubego

lip guz Wilmsa, rhabdomyosarcoma, rak piersi, rak watroby, rak komérek przejsciowych
pecherza moczow ego

Ig MEN1

13q siatkéwczak (retinoblastoma), kostniako-migesak, drobnokomaérkowy rak ptuc, rak
przewodu piersiowego, rak zotadka

17p drobnokomoérkowy rak phic, rak jelita grubego, rak piersi, kostniako-miesak

18q rak jelita grubego

22 oponiak, rak (nerwiak) nerwu stuchowego, pheochromocytoma (wg R. Sager, Science

1989; 246; 1408)

(MEN —multiple endocrine neoplasia)

Obserwacja 0 szczeg6lnym znaczeniu w przypadku siatkdwczaka byto to, ze powstaje on
tylko u matych dzieci (zwykle w pierwszym roku zycia - najp6zniej w wieku 5-7 lat). W
pézniejszym wieku, kiedy retinoblasty, zdolne do podziatéw, przeszty juz petne zréznico-
wanie do retinocytéw - siatkdbwczak nie moze juz sie rozwingé [51]. Wynika stad oczywisty
whniosek, ze mechanizm dziatania genu RB, zapobiegajagcego powstawaniu siatkdwczaka, jest
w jaki$ spos6b zwigzany z procesem wzrostu i réznicowania sie komorek.

CYKL ZYCIOWY KOMOREK

Tak szczesliwie sie ztozylo, ze niezaleznie prowadzone badania nad kluczowym ele-
mentem prolileracji komarek, tj. cyklem komérkowym doprowadzity do istotnego postepu w
tej dziedzinie [49, 68, 90]. Jeszcze kilkanascie lat temu istota cyklu komdrkowego byta
catkowicie niejasna, a najczesciej wyrazany byt poglad, ze momentem wyzwalajgcym podziat
komorki jest jej nieproporcjonalny wzrost, powodujacy niestosunek pomiedzy jadrem a
cytoplazmg. W tym czasie byt tez og6lnie wyrazany poglad, ze na cykl zyciowy komarki
sktadajg sie dwie fazy: faza spoczynkowa (inaczej interfaza) oraz faza podziatowa, czyli
mitoza.
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Do rozwiniecia wspotczesnych pogladéw na podziat komoérek (tak mitotyczny komorek
somatycznych, jak i mejotyczny komarek ptciowych) przyczynity sie badania na oocytach. O
ile przebieg mejozy meskich komérek ptciowych niewiele r6zni sie od mitozy (spermatogonie
w pierwszym podziale mejotycznym przechodzg w spermatocyty I-rzedu, te z kolei w Il
podziale mejotycznym w spermatocyty Il-rzedu, aby w koncu zréznicowac sie do plemnikéw),
to mejoza zeriskich komarek ptciowych rozni sie w sposéb istotny. Oogonie w 13-20 tygodniu
zycia plodowego po przejsciu faz leptotenu, zygotenu, pachytenu i diplotenu I mejozy
zatrzymuja dalszy podziat ikonczago dopiero w okresie owulacji, aby potem przej$¢ nastepne
fazy podziatu, podobnie jak w spermatogenezie - znéw jednak z tg réznica, ze w I, jak iw Il
podziale mejotycznym powstaje tylko jeden oocyt i Il rzedu, a pozostate chromosomy nie
tworzac oocytow zostajg wydalane jako ciatka kierunkowe | i Il rzedu. Wtasnie fakt pozo-
stawania oocytow w postaci niedokoriczonej mejozy, czyli niejako w stanie zamrozenia, ktory
zostaje zniesiony z chwilg zadziatania odpowiednich hormonoéw, postuzyt do zainicjowania
niestychanie doniostych badan. Badania te przeprowadzone w poczatkach lat siedemdzie-
sigtych doprowadzity do wykrycia czynnika powodujagcego dojrzewanie niedojrzatych,
bedacych w stanie "zamrozenia" oocytow. Czynnik ten Masui [49, 68, 90] nazwat MPF
(maturation promoting factor) -jednak catkowite jego wyizolowanie nastgpito dopiero w
1988 roku [68].

KINAZA BIALKOWA cdc2

Nastepne badania nad procesem mejozy przeprowadzone na komorkach drozdzy wy-
kazaly, ze kontrakcja chromosoméw odbywa sie niezaleznie od samego procesu mitozy. Co
wiecej okazato sie, ze odbywa sie ona rowniez mimo bloku mitozy, a nawet po usunigciu jadra
komoérkowego. Stad wniosek, ze w cytoplazmie musi znajdowac sie jaki$ czynnik dziatajacy
na zasadzie "zegara biologicznego" albo reakcja ta odbywa sie w sposob sekwencyjny, to
znaczy kazde nastepne stadium jest uwarunkowane ukoriczeniem poprzedniej reakcji - stad
reakcje te nazwano domino, gdyz odbywa sie w mysl zasad tej gry [67]. Geny odpowiedzialne
za te reakcje nazwano cdc2 (od cell-division-cycle), ktérych produkt jest niezbedny do
wystgpienia podziatlu komdrkowego [68]. Mutacje tego genu powodowaty zahamowanie
zapoczatkowania podziatlu komérkowego, natomiast dodanie produktu genu cdc2 do tak
zmutowanych komérek powodowato ich normalny podziat [61, 68]. Biatko cdc2 zostato
zidentyfikowane w 1987 roku jako kinaza biatkowa, przenoszgca grupy fosforanowe z ATP
na inne biatka [61]. W ten sposéb proces ufosforylowania biatka przez cdc2 kinazy powoduje
aktywacje, za$ defosforylacja tych biatek, przez odpowiednie fosfatazy, inaktywacje procesu
podziatowego komorki.

Przeprowadzone badania u drozdzy wykazaly, ze przemieszczenie czynnika transkrypcji
drozdzy SW15 jest zalezne od kinazy CDC28 [64]. W fazach S, G2 i M czynnik transkrypcji
SW15 znajduje sie w cytoplazmie bedac pod wptywem CDC28 w stanie ufosforylowanym.
Wskutek inaktywacji CDC28 w fazie G, ulegajgc defosforylacji, SW15 przechodzi do jadra
komérkowego. W ten spos6b kinaza CDC28 w odpowiedniej fazie cyklu komérkowego
wptywa bezposrednio na przemieszczenie czynnika transkrypcji SW15 z cytoplazmy do jadra
komaérkowego.
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CYKLINY

Dalsze badania wykazaty, ze aktywno$¢ kinazy cdc2, narastajgca w okresie interfazy,
zanika w lazie mitozy tuz przed wystgpieniem anafazy z powodu gwattownej degradacji biatka
regulatorowego. W interfazie aktywnosc¢ ta znowu powoli narasta, przy czym ilos¢ biatka cdc2
pozostaje bez zmian, ajedynie okresowo narasta i zanika jego aktywno$¢ [68]. Juz ten wynik
dowodzi, ze biatko cdc2 nie moze by identyczne z czynnikiem dojrzewania MPF. Badania
przeprowadzone na jajach jezowca we wczesnych latach osiemdziesigtych wykazaty, ze po
zaptodnieniu ilo$¢ syntetyzowanych biatek w nich nieprzerwanie rosnie, podczas gdy jedno z
nich w czasie kadej kolejnej fazy mitozy ulega gwattownej degradacji, aby w nastepujacej
interfazie znowu narasta¢. Biatko to T. Hunt nazwat cykling [47, 68]. Po uzyskaniu mRNA
tego biatka i wprowadzeniu go do niedojrzatych oocytéw zaby (komérek prekursorowych jaja
zaby) nastepowata mitoza wskutek jego translacji w cykline -stagd wniosek, ze cyklina stanowi
drugi sktadnik skompleksowanego czynnika dojrzewania MPF [22, 35, 36, 79].

Dzieki wyizolowaniu wymienionych sktadowych czynnika dojrzewania MPF (cdc2 i
cyklin) kilku grupom badaczy udato sie przez dodawanie tych czynnikéw dowolne sterowanie
cyklem komoérkowym jaj, czego nastepstwem byto wyprodukowanie in vitro dowolnej fazy
mitozy (interfaza, metafaza, anafaza wraz z uzyskaniem komérek potomnych) [47, 67].

Badania nad samg czasteczka cykliny wykazaty, ze czeSciowo zdegradowana cyklina
(truncated) moze indukowa¢ mitoze, ale nie ulegajac degradacji z powodu utraty fragmentu
determinujgcego degradacje nie koficzy mitozy - innymi stowy powstaje blok mitozy. Stad
whniosek, ze degradacja cykliny jest niezbedna dla prawidtowego przebiegu mitozy [47, 61,
68]. Blok mitozy powoduje réwniez rozkojarzenie faz: mitozy oraz S spowodowane zahamo-
waniem syntezy DNA lub nieprawidtowg syntezg. Przeprowadzone badania wykazaly, ze
specjalne geny przez swoje produkty koordynujg fazy cyklu mitotycznego (rys. 1). W ten
sposéb uszkodzenie chromosomoéw w fazie S, jak i brak replikacji powodujg zahamowanie
cyklu  komoérkowego, za$ odwrotnie,
zreplikowane  chromosomy indukujg
przejscie komorki do fazy M [26].

Nowsze badania wykazaty, ze cdc2
ma prawdopodobnie dwie rozne formy: S
- aktywujacg synteze DNA i M - akty-
wujaca mitoze [3], przy czym przejscie z
jednej fazy do drugiej jest prawdopodob-
nie motorem powodujacym przejscie cy-
klu komoérkowego z fazy S do fazy M.

Przejscie cdc2 z fazy S do fazy M polega
na fosforylacji jednych reszt aminokwa-
sowych i defosforylacji innych, na przy-
ktad tyrozyna w poz. 15 itreonina w poz.
14 ulegaja gwattownej defosforylacji z
poczatkiem fazy M, natomiast z poczat-

kiem fazy S nastepuje fosforylacja W poz. Rys. 1. Schemat cyklu komdrkowego fazy S (biaty

prostokat) i fazy M (czarny kwadrat); w gérnej czesci
277 [3] . . . narastanie i degradacja cyklin; czas narastania i degradacji
W miare prowadzenia badan liczba cyklin G1 - hipotetyczny (wg T. Hunta [12])

znanych cyklin stale rosnie. Wedtug
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Hunta, odkrywcy tych biatek wjajach jezowca (sea urchin eggs), liczba ich wynosi juz obecnie
ponad 30 i jeszcze sie zwieksza [47]. Wedlug tego autora poszczeg6lne cykliny mozna
zaszeregowac do trzech kategorii: typ A, typ B ityp GI. Najlepiej poznany jest typ B, wykryty
u wszystkich eukariotéw, wiaczajac cztowieka. Typ A jest mniej zbadany, chociaz wiele
wskazuje, ze odgrywa on role w kontroli fazy S cyklu komdrkowego [82] oraz transformacji
komorek [84].

Ta wielka liczba réznych cyklin sugeruje specyficzne miejsca zadziatanig w cyklu ko-
mérkowym, jak i ich specyficzno$¢ tkankowa. Na ogromng liczbe ok. 400 reszt amino-
kwasowych w réznych czasteczkach cyklin (od drozdzy do cztowieka), tylko 5 wykazuje
catkowity konserwatyzm - sg to prawdopodobnie miejsca wigzania podjednostek cdc2/-
CDC28 [47]. Z kolei istotna réznica pomiedzy cyklinami typu G1 a typami A i B wystepuje
w N-terminalnej czesci cyklin. Mitotyczne cykliny A i B majgok. 40 reszt aminokwasowych
od startu i ok. 100 reszt aminokwasowych wyprzedzajacych fragment destrukcyjny o sek-
wencji aminokwasow RAALGNISN (pojedynczy kod literowy aminokwasdw), natomiast
cykliny typu Gl majag krétszy N-terminalny fragment (z powodu braku fragmentu de-
strukcyjnego) i dtuzszy fragment C-terminalny z powodu obecnosci fragmentu utrwalajgcego
PEST (pojedynczy kod literowy aminokwaséw) [37, 47].

SPOSOB DZIALANIA CZYNNIKOW DOJRZEWANIA MPF

Przeprowadzone badania sugerujg, ze MPF nie powstaje pod wptywem prostego skom-
pleksowania biatka cdc2 z odpowiednig cykling. Na szczegdlng uwage zastuguje biatko j*enu
cdc25, ktorego akumulacja moze powodowac aktywacje nieaktywnego kompleksu p34c “/-
cyklina B, wystepujacego w fazie G2-M cyklu komoérkowego oocytéw. Dodanie produktu
genu cdc25 w postaci biatka p54CMNC2* , powodujac defosforylacj”® ~)34cdc”, aktywuje kinaze
histonu HI (inaczej cdc2), aktywujac tym samym kompleks p34c 0 /cyklina B, czego naste-
pstwem jest przejscie cyklu komérkowego z fazy G2 do fazy M [37, 78]. Stad cdc2 moze w
pewnym stopniu rowniez samodzielnie regulowac cykl komérkowy.

Jaja zaby Xenopus zawierajg dwa rézne homologi cdc2 o masach 34 kDa i 32 kDa [27]. O
ile kinaza cdc2 34 kDa ulega dramatycznej inaktywacji pod koniec mitozy, to kinaza cdc2 32
kDa nie ulega inaktywacji. Kinaza cdc2 32 kDa nie ulega asocjacji z cyklinami Bl i B2,
natomiast asocjuje z cykling A tworzac kompleks 54 kDa. Ponadto brak cdc2 32 kDa blokuje
synteze DNA, natomiast brak cdc2 34 kDa nie hamujac replikacji DNA powoduje blok mitozy.
W ten sposdb u wyzszych eukariotow synteza DNA i wejscie w faze mitozy podlega dwom
ré6znym mechanizmom kontrolnym [27].

Na podstawie dotad przedstawionych prac i pogladoéw, cykl komérkowy mozna przed-
stawi¢ jak na rysunku 2 [wedtug 47, 61, 68 ].

Skiada sie on z fazy G|, ktdra odbywa sie pod wptywem kompleksu ztozonego z cdc2
kinazy i prawdopodobnie cykliny G. Badania przeprowadzone na komdrkach drozdzy wy-
kazaly, ze w punkcie "startu", kiedy wystepuje zdeterminowanie komorki do wystgpienia
mitozy, aktywny kompleks MPF, oprdcz cdc2 kinazy, zawiera rdwniez specyficzng cykline
Gl. Z chwilg, kiedy komodrka przeszta juz faze G|, dalszy wzrost odbywa sie juz praw-
dopodobnie niezaleznie, albo pod wptywem nieznanych czynnikdw przechodzi w faze S
(syntezy DNA), ktdéra odbywa sie pod wptywem kompleksu utworzonego z kinazy cdc2 oraz
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prawdopodobnie cykliny A. Degra- Kompleks degradacja
dacja tej cykliny korczy faze S, po ©dc2 kinaza kompleksu
czym komérka przechodzi w faze G2 cyklina B mitotycznego
(drugiej fazy wzrostu), bedacej pod

wplywem cdc2 kinazy i cykliny B.

Pod wptywem degradacji cykliny B

komérka przechodzi w faze M (mi-

tozy). kompleks

W komorkach eukariotéw przej- CDC 28 kinaza

$cie do nastepnej fazy cyklu komér- cyklina Gj (?)

kowego musi zawsze poprzedzaé

ukonczenie poprzedzajacej fazy, zgo- kompleks
dnie z teorig "domino" [67]. Pewne cdc 2 kinaza
cyklina A

dane na temat molekularnego mecha-
nizmu tej zalezno$ci wystepujg w na-
jnowszych badaniach wykazujacych
istnienie odpowiednich genéw i ich Rys. 2. Schemat cyklu komarkowego [wg 9, 11, 12]
produktéw, zwtaszcza odnosnie repli-

kacji chromosomoéw [78], jak rowniez ukonczenie utworzenia wrzeciona kariokinetycznego
wraz z prawidtowym zaczepieniem do niego chromosomoéw, bez ktdrego nie ma utworzenia
odpowiedniego aktywnego kompleksu [40, 68, 69]. Genem odpowiedzialnym za wspét-
dziatanie DNA (syntezy lub uszkodzenia) jest wyizolowany gen RAD9, wykryty w mutantach
drozdzy, w ktérych nastgpito zatrzymanie mitozy z powodu uszkodzenia lub braku syntezy
[3, 26, 40],

Replikacja DNA w komorkach somatycznych eukariotdéw oraz péznych stadiach em-
brionalnych jest w wysokim stopniu uzalezniona od uruchomienia decyzji "startu" komorki
do podziatu [40]. "Start" do podziatlu wymaga obecnosci odpowiednich cyklin, aktywujacych
biatka cdc2 dla umozliwienia mitozy lub mejozy, za$ dla syntezy DNA (replikacji) jeszcze
innych cyklin [24, 66].

"Start" do podziahi mitotycznego zalezy réwniez od szeregu dalszych czynnikéw, takich
jak: obecnos¢ i dostatek zywnosci, hormonéw, czynnikéw wzrostu itp. Na przyktad brak lub
niedobor czynnikéw pokarmowych nie pozwala na uruchomienie "startu" do podziatu mito-
tycznego [68]. Czynnik dojrzewania MPF wydaje sie mie¢ réwniez ogélny wptyw na catosé
procesow zwigzanych z mitozg i proliferacjg komaérek. Miedzy innymi, powodujac posrednio
lub bezposrednio ufosforylowanie biatek otoczki jadrowej (envelope) - gtéwnie lamin.
Laminy stanowia podstawowy sktadnik otoczki. Zapoczatkowanie fosforylacji lamin przez
MPF wywotuje kaskade reakcji powodujacych aktywacje enzymoéw wywotujacych dalszg
fosforylacje lamin az do ich rozpadu, czego nastepstwem jest dysocjacja otoczki jgdrowej, co
z kolei umozliwia podziat komérki matczynej na dwie komorki potomne [68].

Dotad prowadzone badania nad cyklem komoérkowym miaty za obiekt jaja i komorki
drozdzy, ktére w pewnym sensie sg komoérkami samodzielnymi. Przeniesienie tych badan na
komérki organizméw wielokomérkowych i wykazanie wptywu na te procesy bodzcéw
ogdlnoustrojowych powinno znacznie wzbogaci¢ naszg wiedze na temat mechanizméw
regulujgcych wzrost i tym samym rowniez mechanizméw, ktérych zakidcenia powoduja
wzrost nowotworowy.
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SIATKOWCZAK - PRZYKLAD GENOW
PRZECIWNOWOTWOROWYCH

Badania genéw przeciwnowotworowych sg obecnie najbardziej zaawansowane w dzie-
dzinie genu siatkowczaka (retinoblastoma). Gen siatkowczaka Rb-1 lub Rb (od retino-
blastoma) zostat wyizolowany w 1987/1988 roku. Wystepuje on w chromosomie 13ql4 o
dtugosci ok. 200 kpz, ma 27 eksonéw. Jego mMRNA po dokonanym skiadaniu (splicing)
wynosi 4,7 kz. Biatko zsyntetyzowane na tej matrycy ma wzgledng mase czgsteczkowg 105
kDa, za$ w formie ufosforylowanej 110-114 kDa [20,87J. Brak aktywnego genu Rb wystepuje
w wielu nowotworach, takich jak: siatkdwczak (retinoblastoma), kostniako-migsak (osteo-
sarcoma), drobnokomaérkowy rak ptuc, rak sutka, rak prostaty iinne [10, 38, 54]. Zaburzenia
te mogty wywotywac zaréwno delecje chromosomu, jak i mutacje punktowe, jak to opisano
w przypadku raka pecherza moczowego, kiedy mutacja punktowa w miejscu skfadania
(splicing) powodowata wyeliminowanie catego jednego eksonu [42]. Brak pierwszego eksonu
genu Rb jest stosunkowo czestym zaburzeniem powodujagcym powstanie raka [9], podobnie
jak preferencja mutacji Rb w ojcowskiej linii germinalnej [23, 93]. Wreszcie znane sg tez
przypadki, kiedy wystepuje dziedziczna delecja chromosomu 13ql4, a siatkowczak nie
wystepuje [19]. Dane te dowodza, ze gen Rb odgrywa pprawdopodobnie bardziej ogding role
w procesie nowotworzenia, anizeli by to dotyczyto tylko siatkowczaka. Niestety, mimo
wyizolowania genu Rb oraz zsyntetyzowania jego produktu, istota mechanizmu jego dziatania
wcigz pozostaje niejasna.

Gdy miano do dyspozycji gen Rb oraz jego produkt, samo przez sie narzucato sie
wykonanie eksperymentéw z wprowadzeniem genu Rb do szeregu komorek nowotworowych,
w tym réwniez do komorek siatkbwczaka, wykazujgcych jego niedob6r lub brak. Wpro-
wadzenie tego produktu powodowato supresje komdrek nowotworowych, objawiajgcy sie
zaréwno w komarkach siatkbwczaka, jak i miesaka kostnego (osteosarcoma) zmiang mor-
fologii komoérek, zmniejszeniem proliferacji, tworzeniem kolonii w miekkim agarze oraz
zdolnoscia wywotywania nowotworu u bezwiosej myszy [46]. Podobne wyniki uzyskano
réwniez wprowadzajac do komoérek nowotworowych inne chromosomy [81]. Dane te w
przekonujacy sposob dowodzg, ze gen Rb wywiera antagonistyczne dziatanie w stosunku do
nowotworu. W celu wyjasnienia tego dziatania autorzy usitowali skorelowa¢ zmiany biatka
Rb ze wzrostem irdznicowaniem komdrek. Okazato sie, ze w cyklu komérkowym ilo$¢ tego
biatka pozostaje wzglednie niezmieniona, natomiast jego ufosforylowanie ulega wyraznym
zmianom [17].

Z kolei szereg autoréw uwaza, ze produkt genu Rb bierze bezposredni udziat w cyklu
komorkowym. W fazie Go/GIl praktycznie cate biatko Rb jest nieufosforylowane, podczas
gdy w fazie S/G2 ulega ono prawie catkowitej fosforylacji [17, 20]. Nalezy podkresli¢, ze
transformujacy antygen T wirusa SV40 wigze sie tylko z nieufosforylowanym biatkiem Rb,
natomiast nie wigze sie z jego ufosforylowang postacia [17, 45], Wreszcie na podkreslenie
zastuguje fakt, ze fragment 14 reszt aminokwasowych wigzgcych sie z miejscem trans-
formujacym wirusa SV40 moze wspdtzawodniczy¢ z biatkiem Rb o to miejsce [17, 45].

Szereg autoréw fgczy zahamowanie przeciwnowotworowego dziatania biatka Rb z jego
skompleksowaniem z onkoproteinami wirusa DNA, co uniemozliwia wigzanie sie biatka Rb
z whasciwymi dlajego dziatania biatkami komérkowymi. Na dowdéd tego autorzy wyizolowali
biatko komoérkowe tgczace sie z biatkiem Rb o wzglednej masie czasteczkowej 46 kDa i
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okreslili je nazwag RbAP46. Na dowod tego przytaczaja oni nastepujgce argumenty: biatko Rb
i antygen T SV40 maja te same witasciwosci wigzace, a szereg zmutowanych biatek Rb, nie
wigzacych antygenu T SV40, nie wigzato réwniez biatka RbAP46; peptyd T SV40, jak i reszty
aminokwasowe 101-116 peptydu T wspotzawodniczyty z RbAP46 o wigzanie z biatkiem Rb
[45], Dowodzi to, ze zablokowanie interakcji biatka komorkowego RbAP46 przez onko-
protciny wiruséw DNA moze uniemozliwia¢ normalne jego dziatanie wraz z biatkiem Rb jako
komplekséw hamujacych nowotworzenie [45 j.

INTERAKCJA BIALKA Rb Z CZYNNIKAMI
CYKLU KOMORKOWEGO | ROZNICOWANIA

W badaniach przeprowadzonych w trzech niezaleznych przypadkach gruczolakéw przy-
tarczyc, spowodowanych inwersjg chromosomu 1l1gl3 w miejscu wystepowania fragmentu
57 genu parathormonu - okreslono locus tego genu jako PRAD1 (od parathyroid adenoma).
Badania wykazaty, ze cDNA PRAD1 stanowi kod dla biatka 0 295 resztach aminokwasowych
i sekwencji podobnej do cyklin. Biatko to wptywato wyraznie na cykl komoérkowy komarek
HelLa. Dodanie biatka PRAD1 do lizatéw mieczaka (ang. dam) zawierajacych w interfazie
nieaktywne biatko p34cdc2 przy braku endogennych cyklin pozwolito na wyizolowanie biatka
wigzacego cdc2 (z drozdzy) oraz pokrewne kinazy ulegajace koprecypitacji ze zasocjowanymi
biatkami o charakterze kinaz. Etiatko PRAD1 powodowato rdwniez koprecypitacje z histonem
HI bedacym preferencyjnym substratem kinazy cdc2. Dane te dowodzg, ze PRAD1 stanowi
wazny czynnik w rozwoju nowotwordw zwigzanych z genami wystepujagcymi w chromosomie
1lq 13 [65]. Ta nowa cyklina (o ile dalsze badania potwierdzg jej charakter cykliny) moze
wigzac i aktywowac cdc2 kinaze. Transkrypcja tego czynnika wskazuje réwniez na pewne
zwigzki z cyklem komorkowym wykazujgc wysoki poziom w fazie G2, a niski poziom w fazie
S. Zatem czynnik ten zdaje sie odgrywac duzg role w regulacji mitozy i cyklu komérkowego
[47, 65].

Ostatnio pojawito sie szereg prac wskazujacych na charakter czynnika regulujacego
transkrypcje przez produkt genu Rb [1, 15, 58 ]. Prawie jednoczesnie dwie grupy badaczy
wykazaty, ze biatko Rb wigze sie z produktem onkogenu myc, stanowigcym cze$¢ kompleksu
biatek E2F regulujacych transkrypcje. Obie grupy badaczy wykazaty, ze biatko Rb ulega
podczas cyklu komdérkowego fosforylacji, jednak tylko posta¢ nieufosforylowana wykazuje
aktywnos$é przeciwnowotworowg. W ten sposéb biatko Rb jest jednym z czynnikéw re-
gulujacych cykl komoérkowy. Ufosforylowanie biatka Rb unieczynnia go, znoszac jego
hamujacy wptyw na normalny przebieg cyklu komoérkowego, natomiast w razie jego braku
lub mutacji, brak jest czynnika hamujacego cykl komdrkowy, wskutek czego pozostate
czynniki transkrypcji pozostajac czynne, pozwalajg na niekontrolowang proliferacje typowa
dla procesu nowotworowego.

Badania przeprowadzone z biatkami transformujgcymi adenowirusa Ela wykazaty, ze
aktywno$¢ czynnika DRTF1 ulega zahamowaniu w okresie, kiedy macierzyste komorki
embrionalne wchodzg w faze réznicowania. Czynnik DRTF1 wchodzi w skiad réznych
komplekséw, jednak zawsze utrzymuje swojg specyficzno$¢ w stosunku do DNA. Jednym z
tych komplekséw jest kompleks z biatkiem Rb. Kompleks ten moze ulega¢ dysocjacji przez
biatka adenowirusa Ela - reakcja ta odbywa sie zawsze tylko przy udziale regiondw adeno-
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wirusa odpowiedzialnych za transformacje nowotworowag [5,83]. Stad wniosek, ze biatko Rb,
bedac czyimikiem transkrypcji, tworzy kompleks z DNA. Zatem wynik ten potwierdza
charakter biatka Rb jako czynnika transkrypcji [4, 21]. Niektdrzy autorzy wrecz sugerujg, ze
regulacyjny wptyw biatka Rb na transkrypcje opiera sie na jednoczesnym tgczeniu sie biatka
Rb z czynnikami transkrypcji regulujagcymi tym samym cykl komérkowy [18].

Dalszym dowodem wptywu biatka Rb na synteze DNA sg badania nad wtasciwosciami
transformujacymi adenowirusa Ela Biatka Ela indukuja synteze DNA w komérkach spo-
czynkowych jedynie w przypadku, kiedy tgczg sie z biatkiem Rb albo z innymi biatkami, np.
z biatkiem o masie 300 kDa. Brak syntezy DNA wskutek mutacji biatka Rb lub biatka p300
nie taczy sie z zadnym z nich [43]. Dane te sugeruja, ze biatko Rb lub biatko p300 (lub inne
o podobnych zdolnosciach wigzania biatek Ela) moga by¢ czynnikami regulujgcymi synteze
DNA w cyklu komérkowym.

BIALKO p53

Waznym czynnikiem przeciwnowotworowym, podobnie jak biatko Rb, jest biatko p53,
wykryte w 1979 roku w postaci kompleksu z antygenem T wirusa SV40 i byto traktowane
poczatkowo jako onkogen, dopiero w 1989 roku okazato sie, ze byty to nieaktywne, zmuto-
wane formy biatka p53, podczas gdy niezmutowane formy hamowaty transformacje nowo-
tworowg komorek w hodowlach [25, 29, 55], proliferacje stransformowanych komorek w
hodowli [2, 57, 63] oraz onkogeniczny potencjat komdrek zwierzecych. Delecja lub mutacje
biatka p53 wystepuja w licznych nowotworach zwierzecych i ludzkich [55]. Czeste mutacje
p53 opisano w rakach ptuc [80],jelit [73], przetyku [41], aprzede wszystkim w bardzo rzadkim
zespole Li-Fraumeni [56, 60]. Zespo6t Li-Fraumeni jest bardzo rzadka chorobg, cechujaca sie
juz w mtodym wieku bardzo licznie wystepujacymi nowotworami (mézgu 12%, piersi 25%,
miesaki tkanek miekkich 12%, biataczki 5%, miesaki kostne 6%, rak nadnerczy 1% i inne).

Gen p53 znajduje sie w ludzkim chromosomie 17p. Typ dziki p53, podobnie jak biatko Rb,
wplywa ujemnie na wzrost i podziat komdrek, cykl komdrkowy, natomiast w przeciwienstwie
do biatka Rb, zmutowane formy p53 moga dziata¢ stymulujgeo na podziatkomorek -w postaci
beterozygotycznej z powodu utraty drugiego allelu (loss of heterozygosity) wystepuja jako
cecha dominujaca i stad tak czeste sa te mutanty w nowotworach, brak obydwu alleli p53 w
nowotworach jelit wystepuje z czestoScig 75-80%. NajczeSciej sg to delecje lub mutacje
punktowe powodujace przede wszystkim wskutek przesuniecia ramy odczytu mutacje typu
"nonsense”, kiedy od miejsca mutacji dochodzi do syntezy nieprawidtowego biatka lub
skroconego fancucha biatka [55].

Cechg znamienng nowotworéw powstatych pod wplywem mutacji p53 jest zwiekszenie
wplywu egzogennych karcynogenéw na wystepowanie mutacji w okreslonych pozycjach
genu p53 (tzw. miejsca goragce - hotspot) wraz z wystepowaniem okreslonych nowotworéw
w okreslonych narzadach. Tak na przyktad w krajach o wysokiej czestotliwosci wystepowania
wirusa B zapalenia watroby oraz aflatoksyny w produktach spozywczych wystepuja mutacje
w podobnych rejonach genu p53, przy czym sadzi sie, ze rak watroby w tych przypadkach jest
wynikiem wspdtdziatania wymienionych kancerogendéw na gen p53 [14, 39, 44].
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REGULACJA WZROSTU KOMOREK PRZEZ p53

Wprowadzenie typu dzikiego p53 lubjego cDNA do komdérek nowotworowych w hodowli
powoduje zahamowanie ich wzrostu [16, 29, 57, 89],

Badania przeprowadzone na liniach komoérkowych oraz zwierzetach wykazaty, ze za-
trzymanie wzrostu komérek w hodowli nastepuje w fazie G1 cyklu komérkowego lub w
mitozie, powodujac jednocze$nie zmniejszenie lub zanik potencjatu rakotwdrczego tych
komorek [16, 89]. Z danych tych wynika, podobnie jak w przypadku siatkobwczaka, ze utrata
heterozygotyczno$ci, czyli utrata obydwu alleli genu p53, jest przyczyna rakowacenia [16].

Transformowane fibroblasty szczurze (transformowane przez wrazliwe na temperature
mutanty p53 lub ras) przestajg rosna¢é w poznej fazie G| nie dochodzac do fazy S cyklu
komérkowego. Mutanty p53 w temperaturze 37-39,5°C znajduja sie w cytoplazmie, natomiast
w temperaturze 32°C przechodzac do jagdra komodrkowego zachowujg sie jak typ dziki,
powodujac tym samym zatrzymanie wzrostu komaérek nowotworowych [55, 57]. Komorki
nowotworowe zatrzymane we wzroscie przez p53 uzyskujg na powrét normalng morfologie,
rosng mniej zwarcie i stajg sie trudniej przeszczepialne. Przechodzenie zmutowanego p53 w
nizszych temperaturach do jadra komdérkowego wraz z pojawieniem sie efektu przeciw-
nowotworowego wskazuje na jego prawdopodobny wptyw na regulacje ekspresji genu (trans-
krypcje), wskutek czego ilos¢ zmutowanego p53 maleje prowadzac jednoczesnie do przewagi
allein dzikiego powodujgcego zahamowanie wzrostu komorek nowotworowych [57].

MOLEKULARNY MECHANIZM DZIALANIA p53

Obecnie wysuwane sg dwie hipotezy: p53 moze tworzy¢ kompleksy z inicjujgcym kom-
pleksem replikacji DNA lub bezposrednio wptywac na proces transkrypcji. Za wchodzeniem
biatka p53 w kompleks czynnikéw tworzacych kompleks inicjacyjny replikacji DNA prze-
mawiajg badania wskazujgce najego wigzanie sie z antygenem T wirusa SV40 [6,13, 32, 85,
88]. Biatko p53 wigze sie z antygenem T SV4U, ktéry jak wiadomo wplywa na zapo-
czatkowanie replikacji DNA dziatajac jako helikaza. Antygen T SV40 wigze sie rowniez z
komorkowa alfa polimerazag DNA niezbedng do syntezy DNA wirusa SV40. Typ dziki p53,
ale nie zmutowany, tgczac sie z antygenem T wirusa SV40, uniemozliwia utworzenie kom-
pleksu replikaeyjnego DNA SV40, jak réwniez jego wigzanie z polimerazag DNA. Ponadto
p53 moze zahamowaé aktywnos$¢ helikazy zaleznej od ATP. Poniewaz formy zmutowane p53
nie moga wigzac sie z antygenem T SV40 - nie moga przeciwdziata¢ utworzeniu kompleksu
replikaeyjnego DNA wirusa itym samym nie mogg hamowac nam nazania wirusa niezbednego
dlajego efektu kancerogennego -tym samym nie mogaprzeciwdziata¢ powstaniu nowotworu.
Z kolei zmutowany p53 ze wzgledu na swoje wiasciwosci wigzania elementow komdrkowych
potrzebnych do inicjacji replikacji DNA moze dziata¢ kancerogennie na tej samej zasadzie,
co wirus SV40 lub tez inne wirusy [6, 13, 16, 32, 85, 88]. Poza tym biatko p53 wptywa na
transport z jadra do cytoplazmy, poniewaz tgczac sie z biatkami biorgcymi udziat w tym
transporcie moga w wypadku mutacji p53 wptywac na synteze biatka [55, 57, 72].

p53 jako transaktywator transkrypcji moze zaréwno stymulowac, jak i hamowac¢ synteze
MmRNA [28, 72]. C-terminalny koniec p53 (amfipatyczny) umozliwia prawdopodobnie roz-
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poznanie iwigzanie odpowiedniej sekwencji DNA, natomiast kwasowy, N-terminalny koniec
p53 sktadajacy sie z 75 reszt aminokwasowych moze tagczy¢ sie z regionem wigzacym DNA
innego biatka (np. z GAL-4 - regionem wigzacym galaktozy), czego nastepstwem moze byé
pobudzenie transkrypcji (np. galaktozydazy). Mutacje p53 w poz. 135 lub 215 tracg zdolnos$¢
transaktywacji transkrypcji genu, natomiast mutant reszty aininokwasowej w pozycji 273
aktywnos$¢ te zatrzymuje [28]. Dane te dowodza, ze niektore ze zmutowanych p53 w zalez-
nosci od miejsca mutacji moga wplywac¢ na transkrypcje aktywujaco lub hamujgco, co
prawdopodobnie jest przyczyna, ze zmutowany p53 dziata na onkogeneze raz pobudzajaco,
innym razem hamujaco.

Z uwagi na mozliwo$¢ dziatania produktéw genéw przeciwnowotworowych poprzez
wplyw na réznicowanie sie¢ komarek, przeprowadzono badania wptywu p53 typu dzikiego na
komorki biataczki szpikowej. Objawdw réznicowania nie stwierdzono, natomiast komarki te
szybko tracity zywotnos¢, przyjmujac charakterystyczng posta¢ komorek zaprogramowanych
do ich $mierci, czemu mozna byto zapobiec przez stosowanie interleukiny-6 [90].

Nadmierna ekspresja interleukiny-6 wystepuje czesto w komdérkach nowotworowych,
wywodzacych sie z komoérek B lub T, wykazujacych zmutowane formy p53. W prze-
prowadzonych badaniach p53 typu dzikiego hamowato nadprodukcje interleukiny-6, na-
tomiast zmutowane formy p53 zaréwno pochodzenia mysiego, jak i ludzkiego byty pod tym
wzgledem mato aktywne [76]. Z badan przeprowadzonych z uzyciem réznych czynnikéw
proliferacji wynika, ze p53 typu dzikiego hamuje proces transkrypcji. Na podstawie ana-
logicznie przeprowadzonych badan w siatkéwczakach autorzy [76] wnioskuja, ze zar6wno
p53, jak i produkt genu RB wplywajg na proces transkrypcji w drodze modulacji genu
interleukiny-6 podczas procesu réznicowania i onkogenezy.

GENY PRZECIWNOWOTWOROWE
ZAPOBIEGAJACE PRZERZUTOM

Punktem wyjscia do wykrycia tych genoéw byly badania mysiego czerniaka [74]. Po-
rébwnujac wystepowanie przerzutéw wsrdd réznych szczepdw czerniaka, autorzy wykryli
szczepy o wybitnej i minimalnej zdolnosci tworzenia przerzutéw. W badaniach genetycznych
wykazali, ze wtasciwos¢ ta jest uwarunkowana genetycznie i zalezy od genu, ktéry nazwali
nm23 (non-metastatic, 23 kolejny badany gen). Wyniki te rychto zostaty potwierdzone przez
kilka grup badawczych, zwtaszcza na larwach drozofili, w ktérych gen ten nazwano awd (od
abnormal wing disc), byt on identyczny z genem mn23 [74].

Rychto okazato sie, ze podczas eksperymentalnego zakazenia adenowirusem Ela pod
wplywem tego samego genu ilo$¢ przerzutéw ulegta zmniejszeniu [77]. Ponadto wykazano,
ze w silnie przerzutowym raku piersi ilos¢ produktu genu nm23 jest wyraznie zmniejszona [7]
i wreszcie ze transfekcja normalnym genem nm23 szczepu komdrek czerniaka powoduje
zmniejszong czesto$¢ wystepowania raka z jednoczesna zmniejszong przerzutowoscig [30].

Badania przeprowadzone na Dictyostelium discoideum (gatunek $luzowca) wykazaty, ze
organizm ten w dobrych warunkach bytowania tworzy komérki zyjace oddzielnie. W ztych
warunkach zywieniowych (podczas gtodu) komdrki te fgczg sie w agregaty, ktére po pewnym
czasie ulagajac réznicowaniu tworzg rodzaj spor. Proces réznicowania odbywa sie przy
udziale GTP powodujacego aktywacje genu kodujgcego synteze kinazy NDP (kinazy nukleo-
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zydo-dwufosforanowej syntetyzujagcej GTP lub inne nukleozydy trdjfosforanowe) poprzez
dodanie grupy fosforanowej do GDP lub innego nukleozydu. Przeprowadzone badania wyka-
zaly, ze gen NDP jest aktywowany przez produkt genu nm23 lub awd, ktére wptywajac na
synteze GTP (poprzez kinaze NDP) powodujg aktywacje wzrostu i réznicowania komérek w
procesie rozwojowym. Tak wiec gen nm23 (lub awd) wptywajac na przenoszenie sygnatéw
do wnetrza komérek (bakterii, drozofili, Dictyostelium) staje sie kluczowym genem wzrostu
i réznicowania komoérek, ktérego aberracje (wskutek mutacji) mogga powodowaé nowo-
tworzenie, jak réwniez zwiekszong przerzutowos$¢ nowotworéw [59].

BIALKO PRZECIWNOWOTWOROWE MCC

Ostatnio wykrytym produktem genu przeciwnowotworowego jest biatko MCC (od mutated
in colorectal cancer) [50], ktérego rola zdaje sie stanowié¢ niezwykle wazny element wspét-
czesnej wiedzy na temat inicjacji i progresji hiperproliferujgcych zmian prowadzacych do
powstawania polipéw jelita grubego, ktére z kolei moga przejs¢ w raki jelita. Grupa Vogel-
steina, ktéra dotad uwazata, ze inicjacja raka jelit powstaje z jednej strony w wyniku
nadprodukcji onkogenu (np. ras), a z drugiej strony z niedoboru produktéw dwdch genow
przeciwnowotworowych produkujgcych blizej nieokreslone biatko o zdolnosci adhezji do
komérki oraz biatko p53. Obecnie grupa ta jest sktonna uwazac, ze nie dwa, lecz trzy biatka
przeciwnowotworowe zapobiegaja powstaniu nowotworu, przy czym tym trzecim biatkiem
jest wiasnie biatko MCC [11].

Punktem wyjscia do wykrycia biatka MCC byly dwie obserwacje: w polipach jelita
grubego stwierdzano wystepowanie defektu genu zlokalizowanego w chromosomie 5g21,
natomiast w sporadycznie wystepujacych polipach jelita grubego stwierdzano delecje DNA
w lub w poblizu tego genu w chromosomie 5921. Genem ulegajagcym mutacji w rodzinnie
wystepujacych polipach jelita grubego FAP (od familial adenomatous polyposis) jest praw-
dopodobnie gen MCC. Kinzler i wsp. [50] wykryli uderzajgce podobienstwo 19 reszt amino-
kwasowych biatka MCC i in3-muskaryno-acetylocholinowego receptora (inAchR),
stymulujgcego fosfoinozytydowo-specyficzng fosfolipaze C poprzez biatko grupy G, praw-
dopodobnie Gg. Na wymienionych 19 reszt aminokwasowych 9 byto identycznych, w tym 6
wystepujacych po sobie, analogicznych do fragmentu biatka G, wchodzgcego w interakcje z
wymienionym receptorem. Interakcja ta stanowi zapoczgtkowanie toru sygnalizacyjnego do
wnetrza komérki poprzez produkcje fosfoinozytydowo-specyficznej fosfolipazy C.

Na podstawie podobienstwa biatek MCC i G Bourne sugeruje nastepujgcy mechanizm ich
wspotdziatania [11,50]. Biatko MCC faczac sie z receptorem (np. m3AchR) hamuje czynno$é
biatka Gq (lub innego biatka G) hamujac w ten sposob mitogenny dla wielu komérek tor
Ca-+/fosfoinozytydowy. Mutacje MCC wytgczajgc kontrolne dziatanie tego toru (hamujace)
moga spowodowaé nadmierna proliferacje komérek az do powstania nowotworu.

W celu potwierdzenia tej hipotezy zatozono, ze biatko MCC powinno hamowaé pro-
liferujagcy wptyw fosfoinozytydowo-specyficznej fosfolipazy C na komérki w hodowli [11],
Badania przeprowadzone na komoérkach drozdzy (Saccharomyces cerevisiae) wykazaty, ze
wystepujaca u nich kinaza CDC39 ma korygujacy wptyw na namnazanie. Powstato pytanie,
czy MCC i CDC39 sg identyczne? Przeprowadzone badania wykazaly, ze biatka te nie sg
identyczne, nawet znacznie sie réznig. Natomiast badania te wykazaty, ze MCC ma wiele cech
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wspdlnych z miozyna, keratyna, laminami i szeregiem innych biatek, w ktérych og6ing cechg
jest wystepowanie w konfiguracjach wzajemnego owijania sie¢ dookota siebie (coiled coif).
Stad defekty biatka MCC mogg mie¢ tak wielkg réznorodnosé, zas efekty kliniczne tak wielka
rozmaito$¢ ich objawoéw wywotanych MCC (od proliferacji poprzez polipowatos¢ i wreszcie
zrakowacenie jelita grubego).

Efekt przeciwnowotworowy biatka MCC wprowadza nas w sfere wpltywu biatek G
(guanylowych) w procesy kancerogenezy iefektéw przeciwnowotworowych [53,62,92]. Od
dawna wiedziano, ze biatka grupy G w przeciwienstwie do ATP stanowig lub przewodzg
sygnatly dla mitotycznej czynnosci komoérek. Do grupy biatek G nalezag m.in. czynniki
wywotujace translacje (np. czynnik elongacji translacji u bakterii EF-Tu) oraz niektore z
onkogendw (np. p21lras) [50].

Rodzina biatek G {GTPase-superfamily) odgrywa ogromngrole w procesach rozrostowych
komorek. Typowa cechg tych bialek jest zmieniajace sie powinowactwo do réznych ma-
kromolekut. Wigczanie iwytgczanie sygnatéw odbywa sie przez hydrolize GTP na GDP, przy
czym jest to reakcja powolna, przyspieszana przez odpowiednie enzymy. Reakcje GTP/GDP
majg charakter cykliczny, przy czym przejscie GTP w GDP odbywa sie przy udziale enzymu
GNRP {guanine nucleotide release proteins), natomiast przemiana GDP w GTP odbywa sie
przy udziale enzymu GAP (GTPase activating proteins). Dzieki wspdétdziataniu licznych
biatek w reakcjach GTP/GDP reakcje te sg kontrolowane, przyspieszane lub hamowane oraz
ukierunkowywane [50]. Sugeruje sie, ze jednym z takich waznych biatek jest biatko MCC,
przy czym biatka G nie odgrywaja roli jeszcze jednych onkogendéw [53, 62], a przeciwnie
moga mie¢ wptyw hamujacy produkty onkogenéw (np. c-ras) [92].

GENY PRZECIWNOWOTWOROWE
A PROCES ROZNICOWANIA KOMOREK

Poczatek badan nad genami przeciwnowotworowymi byt zwigzany z procesem rozni-
cowania komaérek na przyktadzie niezroznicowanych retinoblastéw zdolnych do przejscia w
komérki nowotworowe siatkéwczaka i koncowo zrdéznicowanych retinocytéw nie podda-
jacych sie temu procesowi. Dotagd omoéwione badania dotyczg raczej kontroli proliferacji
komérek. Na wyjasnienie powigzania funkcji gendéw przeciwnowotworowych z procesami
réznicowania bedziemy musieli prawdopodobnie poczeka¢ do poznania biochemicznych
mechanizmoéw réznicowania.

W jednej z pierwszych publikacji na temat genéw przeciwnowotworowych w badaniach
drozofili Elisabeth Gateff wysuneta teze, ze geny nowotworowe drozofili stanowig geny
rozwojowe, {developmental genes), w ktorych zaburzeniu ulegt stosunek proliferacji do
réznicowania komorek [34].

W doskonatym przegladzie Kleina [51] sprawa ominiecia bloku réznicowania w nowo-
tworach jest szeroko dyskutowana. Sposrdd licznych przyktadow tego autora wymienie tylko
najbardziej istotne, wskazujace posrednio na role procesu réznicowania w onkogenezie.
Miesak Rousa, majacy w swym genomie wrazliwy na temperature onkogen ts-v-src, we
wiasciwej dla niego temperaturze powoduje transformacje komoérek miogenicznych w per-
manentnie rosnace komarki miesaka Rousa. Jezeli jednak nawet na krotki okres komorki te
znajda sie w nieodpowiedniej dla wirusa temperaturze, komérki miogeniczne ulegajg nie-
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odwracalnemu zréznicowaniu do miotub ijuz nigdy nie moga przejs¢ (nawet w temperaturze
odpowiedniej dla wirusa Rousa) w komorki miesaka Rousa, poniewaz podobnie jak w
przypadku retinocytow komarki miogeniczne zréznicowane do miotub nie mogg ulec od-
réznicowaniu do komoérek miogenicznych zdolnych do transformacji nowotworowej miesaka
J. Rousa. Na tym przyktadzie jest widoczne, ze okres wrazliwosci komorki na dziatanie
onkogenu jest stosunkowo krotki, a po jego przekroczeniu komdrka przechodzijuz ostateczne
zroznicowanie stajgc sie niepodatng na dzialanie wirusa. Bardziej ogdlny wniosek z tego
doswiadczenia polega na stwierdzeniu, ze skoro komoérka juz raz przeszta pewne stadium
réznicowania, proces ten staje sie nieodwracalny, a komoérka nie ulega transformacji nowo-
tworowej.

Dalszym potwierdzeniem przeciwnowotworowego mechanizmu procesu réznicowania sie
komorek jest fakt, ze silne bodzce roznicujgce komorki sa zdolne spowodowaé dalsze
réznicowanie komdrek nowotworowych ostabiajac jednoczesnie ich onkogeniczne dziatanie
[51]. Takim przyktadem jest wywotanie zréznicowania promielocytowej linii komdrek biata-
czkowych HL60 pod wptywem TPA (12-0-tetradecanoylphorbol-13-acetate) do makrofagow
lub pod wptywem kwasu retinoidowego do granulocytéw, przy czym komorki te dopro-
wadzone do kofAcowego zrdéznicowania majg niski poziom genu c-myc, podczas gdy komorki
biataczkowe HL60 wykazywaly typowg dla procesu nowotworowego, wywotanego tym
onkogenem, wysokg amplifikacje c-myc 40-60 razy.

Szczegolnie przekonujgcego dowodu roli terminalnego zréznicowania w procesie nowo-
tworowym dostarczyty badania nad odrzucaniem przeszczepu nowotworowego [48]. W
badaniach tych przeprowadzonych in vitro odsetek komdrek biataczkowych réznicujacych do
makrofagéw byt odwrotnie proporcjonalny do stezenia komoérek przy statym poziomie czyn-
nika réznicowania (blizej nieokreslonego). Komorki biataczkowe po 7 dniach hodowli prze-
szczepione szczurom okazaty sie by¢ letalne (z powodu biataczki), natomiast przeszczepione
po 21 dniach hodowli byty odrzucane (byty w stanie zréznicowania). Dalsze badania wy-
kazaty, ze tkanki 21-dniowych hodowli zawieraty znacznie wigecej czynnika réznicowania niz
7-dniowe. Wreszcie szczury z 7-dniowg biataczky traktowane czynnikiem réznicowania
wykazywaty regresje biataczki.

Na podstawie analizy wyzej wymienionych i innych przyktadéw Klein [51] sugeruje, ze
liczne lub moze nawet wszystkie komorki nowotworowe mozna doprowadzi¢ odpowiednimi
induktorami do zréznicowania (dojrzewania). Reaktywnos$¢ komdérek nowotworowych na te
czynniki zmniejsza sie podczas progresji wzrostu nowotworu, kiedy w komdrkach tych
zwieksza sie ilos¢ onkogenu, a maleje ilos¢ produktéw przeciwnowotworowych nalezacych
do czynnikéw regulujacych réznicowanie.

Na ogo6t jako stuszng przyjmuje sie tez hipoteze Comingsa [cyt. za 51], ze komdrka ma
strukturowe "transformujgce” geny aktywne w okresie embriogenezy, a ulegajgce supresji
podczas roznicowania przez dominujgce geny supresorowe lub regulatorowe. Utrata tych
gendw znosi supresje, a stata ekspresja gendw transformujgcych prowadzi do nowotworu.

Przedstawiajgc temat gendw przeciwnowotworowych jako czynnikéw regulatorowych
wzrostu i ré6znicowania komorek, pragne nadmieni¢, ze te niezwykle wazne dla poznania
procesu onkogenezy badania weszty na wtasciwe tory dopiero od 2-3 lat, kiedy rozpoczety
sie badania tych procesow metodami biologii i genetyki molekularnej. Stad trudno juz teraz
o koncowe wnioski. Wydaje sie jednak, ze kontynuacja tych badan by¢ moze w niezbyt
odlegtym czasie powinna przynie$¢ istotne elementy poznawcze nowotworéw i by¢ moze
znajdg one praktyczne rozwigzania dla skutecznej terapii nowotworow.
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POWSTAWANIE | DEPOZYCJA
MATCZYNYCH CZYNNIKOW ROZWOJOWYCH
W OOCYTACH BEZKREGOWCOW?*

FORMATION AND DEPOSITION
OF MATERNAL DEVELOPMENTAL FACTORS
IN THE OOCYTES OF INVERTEBRATES

Szczepan BILINSKI

Zaktad Zoologii Systematycznej i Zoogeografii, Instytut Zoologii,
Uniwersytet Jagiellonski, Krakéw

Streszczenie. Za ustalenie biegunowosci i przestrzennego planu zarodka Drosophila melanogaster odpowiedzialne sa
tzw. geny matczyne (maternal-effect genes). Geny te transkrybowane sg wytacznie z genomu matki (w czasie
oogenezy), a ich produkty okre$la sie jako "matczyne czynniki rozwojowe". Zgodnie ze wspo6tczesnymi pogladami
geny matczyne podzielono na 4 grupy determinujace odpowiednio: biegun przedni (1), biegun tylny (2), struktury
terminalne (1 iostatni odcinek ciata) (3) oraz o$ grzbietobrzuszna (4). Szczegétowo scharakteryzowano dziatanie 3
podstawowych gendw: bicoid (grupa. 1), nanos (grupa 2) i dorsal (grupa 3). Oméwiono tez funkcje innych genéw
matczynych w lokalizacji produktéw bicoid, nanos i dorsal.

Stowa kluczowe-, oogeneza, rozwoj zarodkowy, geny matczyne.

Summary. In Drosophila the polarity and spatial pattern of the embryo are determined by maternal-effect genes. These
genes are transcribed from maternal genome (during oogenesis), and their products are referred to as "maternal
developmental factors". According to current hypotheses maternal effect genes have been divided into 4 groups
required for the establishment of anterior pole (1). posterior pole (2), terminal structures (acron and telson) (3) and
dorsoventral axis (4). The functioning of 3 central genes: bicoid (1st group), nanos (2nd group) and dorsal (3th group)
is described. Furthemore, the involvement of other maternal-effect genes in the localization, and stability of bicoid,
nanos and dorsal products is also discussed.

Key words: oogenesis, embryonal development, maternal-effect genes.

*Praca zostata wykonana w ramach grantu KBN "Cytoplazmatyczne p>odtoze gradientéw rozwojowych w oocytach
owadow"; PB 1868/4/91.
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WPROWADZENIE

Mechanizmy genetycznej kontroli rozwoju zarodkowego najlepiej poznano u muchowki
Drosophila melanogaster. Badania nad tym gatunkiem wykazaty istnienie ztozonego systemu
specyficznych genéw odpowiedzialnych za ustalenie podstawowego planu ciata: tj. jego osi i
segmentacji. System ten sktada sie z 3 klas genéw dziatajacych w kolejnych stadiach rozwoju.
I tak produkty tzw. genéw biegunowosci (polarnosci ) komorki jajowej (egg-polarity genes)
[1] definiujg przednio-tylng i grzbietowo-brzuszng o$ zarodka, geny segmentacji (segment-
ation genes) [2] determinujg podziat zarodka na segmenty, a geny homeotyczne (homeotic
selector genes) [3] zapewniajg odrebno$¢ poszczegdlnych segmentéw budujacych ciato larwy.
Dodatkowo klase Il (geny segmentacji) podzielono na 3 grupy: geny luki (gap genes), geny
pair-rule i geny polarnosci segmentéw (segmentpolarity genes). Geny poszczeg6lnych klas
igrup dziatajgw Scisle okreslonej sekwencji (geny biegunowosci komérkijajowej -geny luki
- genypair rule - geny polarnosci segmentow igeny homeotyczne) w ten sposob, iz produkty
genow kazdej z wymienionych grup kontroluja (regulujg) ekspresje gendéw klasy nastepne;j.

Klonowanie i molekularna analiza gendw homeotycznych doprowadzity do odkrycia
specyficznego, wspélnego dlatych genéw elementu DNA tzw. homeoboxu. W ostatnich latach
wykazano, ze poza genami homeotycznymi homeobox zawieraja tez geny biegunowosci
komorki jajowej (np. bicoid), geny pair rule (fushi tarazu, even-skipped, paired) i geny
polarnosci segmentéw (gooseberry, engrailed), a takze geny innych organizméw, w tym
kregowcow. Sekwencje nukleotydowe homeoboxow rozmaitych analizowanych genow wy-
kazujg duza homologie siegajaca w niektérych przypadkach 80%. Podobienstwo to jest
jeszcze wieksze na poziomie biatka. Sekwencja aminokwasowa homeoboxu sugeruje, ze
biatka zawierajace te domene (tzw. domena homed) majg zdolno$¢ do wigzania sie ze
specyficznym odcinkiem DNA [19]. Warto tez zwrd6ci¢ uwage, ze w przypadku Drosophila
wiekszo$¢ gendw zawierajgcych homeobox zlokalizowano w prawym ramieniu trzeciego
chromosomu. Geny te tworzg 2 bloki lzw. kompleks Antennapedia (ANT-C) i kompleks
Bithorax (BX-C). Przypuszcza sie, ze geny obu blokéw powstaty przez duplikacje i dy-
wergencje hipotetycznego genu wyjsciowego.

Zupetnie inny charakter majg geny luki (gap). Geny te nie zawierajg homeoboxu, sg
natomiast homologiczne z genami kodujgcymi u kregowcdw pewne biatka regulacyjne (np.
czynnik transkrypcyjny TF 11 A). W tym przypadku za interakcje z DNA odpowiedzialne
sg domeny zawierajgce cynk, tzw. palce cynkowe {zincfingers).

Geny zwigzane z ustaleniem planu ciata mozna tez podzieli¢ ze wzgledu na czas i miejsce
ich transkrypcji. Geny transkrybowane wytacznie z genomu matczynego jeszcze w czasie
trwania oogenezy sg nazywane genami matczynymi {maternal-effect genes), natomiast geny
aktywne dopiero po zaptodnieniu to tzw. geny zygotyczne {zygotic-effect genes). Do pierwszej
kategorii nalezg prawie wytacznie geny biegunowosci komérki jajowej, do drugiej wszystkie
pozostate klasy i grupy genéw. Na uwage zastugujg tu geny z grupy luki, stanowigce swoisty
pomost pomiedzy genami matczynymi a pozostatymi genami zygotycznymi.

Niniejszy artyku} poswiecony jest genom matczynym i ich ekspresji. Szczeg6lny nacisk
zostanie potozony na gromadzenie (depozycje) produktéw tych genéw, tzw. matczynych
czynnikéw rozwojowych. Warto tez podkre$li¢, ze prawie wszystkie nazwy genéw po-
jawiajgce sie w tym artykule pochodza od nazw mutacji wywotujagcych okreslone nie-
prawidtowosci rozwojowe. Dokonywana na rozmaitych poziomach analiza tych mutacji
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pozwala wnioskowa¢ o funkcji normalnych alleli poszczegélnych genéw w rozwoju za-
rodkowym.

PRZEBIEG OOGENEZY | WCZESNYCH ETAPOW ROZWOJU
ZARODKOWEGO DROSOPHILA MELANOGASTER

W rozdziale tym zostang przyblizone podstawowe procesy zachodzgce w czasie oogenezy
i wczesnej embriogenezy Drosophila melanogaster, co utatwi zrozumienie kolejnych czesci
artykutu. Nalezy pamietaé, ze procesy te przebiegajg podobnie, jesli nie identycznie réwniez
u innych gatunkéw owaddw.

Jajniki Drosophila sktadajg sie z licznych wydtuzonych rurek zwanych owariolami. Czg$¢é
szczytowa owarioli zajeta jest przez germarium, w ktérym odbywajg sie mitotyczne podziaty
komarek ptciowych. Pozostatg cze$¢ owarioli stanowi witelarium skfadajgce sie z szeregowo
utozonych komérjajowych (patrz nizej). W wyniku synchronicznych podziatdw mitotycznych
oogonii w germarium powstajg zespoty zbudowane z 16 komoérek piciowych. Zespoty te
otaczane sg przez komorki somatyczne (komérki nabtonka folikularnego) i wedrujg do
witelarium. Roéwnocze$nie w kazdym zespole 1 komérka réznicuje sie we wtasciwy oocyt, a
pozostate stajasie wspomagajgcymi oocyt komoérkami odzywczymi. W ten sposéb formowane
sg jednostki funkcjonalne jajnika - komory jajnikowe (rys. 1). W witelarium oocyty prze-
chodzg 3 czeSciowo zachodzace na siebie fazy rozwoju: prewitelogeneze, witelogeneze i
choriogeneze. W czasie prewitelogenezy w cytoplazmie oocytu (ooplazmie) gromadzone sg
rozmaite typy RNA. W procesie tym biorg udziat przede wszystkim komorki odzywcze,
podczas gdy jadro oocytu wykazuje tylko niewielkg aktywnos¢ transkrypcyjna. Nalezy tu
podkresli¢, ze depozycja RNA nie ustaje wraz z koricem fazy prewitelogenezy, trwa ona az

Rys. 1. Schemat komory jajnikowej Drosophila melanogaster (stadium 10/11): B - strona brzuszna; G —strona

grzbietowa; J - jadro oocytu; KFI - komorki folikularne otaczajgce oocyt; KFIIl, KFIII - komérki folikularne

zwigzane z komérkami odzywczymi; KO - komoérki odzywcze; O - oocyt; strzatki wskazuja rejon, w ktérym
rozpoczyna sie dywersyfikacja nabtonka folikularnego
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do schytku fazy nastepnej, kiedy to komaérki odzywcze ulegaja degeneracji. Podczas witelo-
genezy odktadane sg materiaty zapasowe: kule zottka i krople lipidéw. Biatka z6tka (witelo-
geniny) wytwarzane sa u Drosophila przez ciato tluszczowe i nabtonek folikulamy.
Choriogeneze charakteryzuje bardzo silna aktywno$¢ komérek folikulamych, ktdre syn-
tetyzuja prekursory oston jajowych (ostonki zo6ttkowej i chorionu). Ostony te wspdlnie
stanowig tzw. kapsute jajowg (por. nizej).

Oogeneza Drosophila melanogaster zostata podzielona przez Kinga [28] na 14 stadiéw,
ktére kolejno odpowiadajg: zespotom komérek piciowych w germarium (st. 1), prewitelo-
genezie (st. 2-7), witelogenezie (8-10) i choriogenezie (9-14).

Na poczatku fazy witelogenezy (stadium 8) jadro oocytu (pecherzyk zarodkowy) wedruje
ku powierzchni oocytu wyznaczajac w ten sposob przysztg strone grzbietowa komarki jajowej
(i zarodka) (rys. 1). W tym samym czasie nabtonek folikulamy rozpoczyna ztozony proces
dywersyfikacji. W jego wyniku powstajg liczne, réznigce sie strukturalnie i funkcjonalnie
subpopulacje komérek folikulamych [12]. Odpowiedzialne sg one za wytworzenie rozmaitych
elementéw kapsuty jajowej, np. wieczka, wyrostkéw oddechowych (por. [1]). Catkowicie
uformowane jajaZz), melanogaster sgwydtuzone iwyraznie spolaryzowane. Strona grzbietowa
jest sptaszczona, brzuszna lekko wypukta. Wyrostki oddechowe i wieczko wyznaczajg po-
zycje bieguna przedniego.

Cytoplazma oocytu (ooplazma) nie wykazuje regionalnych zréznicowan. Wyjatek stanowi
tu obszar bieguna tylnego, w ktérym zlokalizowany jest tzw. ocosom. Ten specyficzny rejon
ooplazmy zwigzany jest z determinacjag komdrek biegunowych, a w konsekwencji linii
piciowej (patrz [5]).

Po zaptodnieniu jadro zygoty Drosophila ulega 9 synchronicznym podziatom, ktérym riie
towarzyszg podziaty cytoplazmy. W efekcie zarodek przeksztatca sie w syncytium zbudowane
z duzej liczby jader zatopionych w masie z6ttka. Nieco p6zniej wiekszo$¢ powstatych jader
wwedrowuje do cytoplazmy powierzchniowej tworzac tzw. blastoderme syncytialng. Inny los
spotyka jadra wnikajgce w obszar Oosomu; sg one natychmiast otaczane btong cytoplazma-
tyczna i stajg sie komdrkami biegunowymi (rys. 21). Po 4 dalszych synchronicznych po-
dziatach jader blastoderma syncytialna przeksztatca sie w blastoderme komoérkowg. Dopiero
w tym momencie poszczeg6lne komarki blastodemiy uzyskuja indywidualnos¢.

EKSPRESJA GENOW MATCZYNYCH
A DETERMINACJA OSI ZARODKA

Wszystkie dane zgromadzone w tym rozdziale dotyczg jednego gatunku. Warto jednak
dodac, ze prowadzone w ostatnich latach badania nad innymi gatunkami muchdéwek [11,41]
wydaja sie potwierdzac wyniki osiggniete dzieki genetycznej i molekularnej analizie rozwoju
Drosophila.

Geny matczyne D. melanogaster dzieli sie obecnie na 4 grupy [10, 35, 36]:

1 - geny bieguna przedniego (geny grupy przedniej - anterior group) zwigzane z
determinacjg przedniej czesci zarodka;

2 - geny bieguna tylnego (geny grupy tylnej - posterior group) odpowiedzialne za
determinacje czesci tylnej zarodka i komdrek biegunowych;
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3 - geny struktur terminalnych (geny grupy terminalnej - terminalgroup) odpowiedzialne
za powstanie pierwszego i ostatniego odcinka ciata (akronu i telsonu);

4 - geny osi grzbieto-brzusznej (geny grupy grzbietowej - dorsal group) determinujace
grzbieto-brzuszng o$ zarodka.

Geny grup 1-3 odpowiedzialne sg za ustalenie osi przod-tyt. Wedtug Nisslein-Volhard i
wsp. [35, 36] interakcje pomiedzy genami tych grup sa niewielkie; w efekcie duze obszary
zarodka determinowane sg niezaleznie od siebie.

GENY GRUPY PRZEDNIEJ

Centralnym genem tej grupy jest niewatpliwie bicoid (bed) [9]. Gen ten zlokalizowany jest
w 3 chromosomie, w kompleksie Antennapedia (ANT-C), a kodowane przez niego biatko
zawiera (oczywiscie) homeodomene. Biatko to reguluje zygotyczng ekspresje genu hunchback
(hb) z grupy luki (patrz tez nizej) [36]. Ostatnio wykazano, ze biatko bicoid wigze sie z
promotorem hb ijest aktywatorem transkrypcji tego genu [49].

Ciekawe wyniki przyniosta analiza rozmieszczenia bed RNA w kolejnych stadiach oo-
genezy [23]. W badaniach tych postuzono sie metodg hybrydyzacji in situ (z otrzymanym
uprzednio bicoid cDNA). Transkrypcja bicoid rozpoczyna sie stosunkowo wczesnie, bo juz
w prewitelogenezie (stadium 5/6 wg Kinga). Poczatkowo transkrypt zlokalizowany jest
wylacznie w oocycie (rys. 2a), po6zniej pojawia sie tez w komoérkach odzywczych (rys. 2b).
W starszych komorach jajowych (stadium 10-12) caty wytworzony bed RNA deponowany
jest w cytoplazmie przedniego bieguna oocytu (rys. 2c-e). Podczas oogenezy, nawet w

Rys. 2. Schemat przedstawiajacy lokalizacje bicoid RNA (obszary zakropkowane) w kolejnych stadiach oogenezy
(a - stadium 8, b - 9, c- 10, d - 12) oraz w zarodku tuz po owipozycji (e); f- rozmieszczenie biatka bicoid w
stadium blastodermy syncytialnej, B - jadra blastodermy; J - jadra oocytu; KB - komérki biegunowe; KF -
komorki folikularne; KO - komérki odzywcze; KOD - degenerujagce komérki odzywcze; o - oocyt; OW -
owipozycja; R - rozwoj zarodkowy; Z - zaptodnienie; strzatki wskazujg stadia, w ktdrych dziatajg poszczegdlne
geny (exu, sww, staii) zwiazane z lokalizacjg bed RNA (wg Johnstona i wsp. [23] zmienione)
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catkowicie wyksztatconych oocytach, bed RNA nie ulega translacji. Proces ten jest ini-
cjowany dopiero po ztozeniu jaja (owipozycji). W stadium blastodermy syncytialnej biatko
bed tworzy wyrazny, stromy gradient stezenia wzdtuz osi przéd-tyt. Gradient ten obejmuje
okoto 2/3 zarodka, ajego maksimum wystepuje w obszarze bieguna przedniego (rys. 2f). Takie
rozmieszczenie biatka bed powoduje, ze transkrypcja genu /jfraktywowanajest tylko w jgdrach
blastodermy przedniej czesci zarodka (patrz wyzej).

Pozostate geny matczyne "grupy przedniej": exuperantia (exit), swallow (sww), staufen
(stau) i Bicaudal (Bi¢) odpowiedzialne sg za wasciwe rozmieszczenie bed RNA. Wedtug
Johnstona i wsp. [23] produkty genow exu, smv istau dziatajg w scisle okreslonej sekwencji
wptywajac na kolejne fazy gromadzenia bed RNA (rys. 2a-f).

Produkt sww jest najprawdopodobniej komponentem cytoszkieletu [23]. Brak tego biatka
maégtby powodowac destabilizacje elementéw cytoszkieletu odpowiedzialnych za "zakot-
wiczenie" bed RNA w cytoplazmie korowej bieguna przedniego. Zblizong funkcje mozna
przypisa¢ biatku Bicaudal D, ktére wykazuje duzg hoinologie z tancuchem ciezkim mero-
miozyny [51]. Z kolei produkt genu stau wydaje sie by¢ zwigzany z lokalizacja réwniez innych
(poza bieoid) matczynych czynnikdw rozwojowych (patrz nizej). W Swietle powyzszych
danych jest oczywiste, iz biatko bed reprezentuje jedyny autonomiczny niorfogen deter-
minujacy przednig cze$¢ zarodka.

GENY GRUPY TYLNEJ

W ostatnich latach wykazano, ze gen hb (grupa luki) ulega transkrypcji zaréwno w fazie
blastodermy syncytialnej (por. wyzej), jak i w rozwijajgcych sie oocytach [10, 48]. Gen ten
jest wiec réwnoczesnie genem matczynym i zygotycznym. Poczatkowo (w czasie oogenezy)
matczyny transkrypt hb rozmieszczony jest w ooplazmie réwnomiernie. Po zaptodnieniu w
tylnej czesci zarodka transkrypt ten ulega destabilizacji [48], co zapobiega gromadzeniu biatka
hb w tym rejonie. Za destabilizacje hb RNA odpowiedzialny jest gen nanos (nos), ktdrego
produkt uwazany jest za centralny morfogen grupy tylnej [30, 43, 48]. Dziatanie nos polega
na wytworzeniu (w tylnej czesci zarodka) obszaru pozbawionego produktu hb. W strefie tej
segmenty odwtoka determinowane sg przez inne geny grupy luki: Krippel, knirps i tailless
[48]. Réwnoczesnie w czesci przedniej zarodka (por. wyzej) dochodzi do aktywacji zy-
gotycznej transkrypcji hb (pod wplywem gradientu bed), co warunkuje powstanie gtowy i
tutowia. Lokalizacje morfogenu nanos w ooplazmie bieguna tylnego [43, 50] zapewniajg
produkty genéw:pumilio, oskar, valois, vasa, staufen, tudor [30] i mago nashi [6]. Wszystkie
te geny, zwyjatkiempumilio, zwigzane sgréowniez zwytworzeniem oosomu ijego sktadnikow
[30]. Innym waznym genem grupy tylnej jest caudal (cad), ktéry zawiera homeobox, a
kodowane przez niego biatko reguluje ekspresje genupair-rule - fushi-tarazu [33, 34].

Jak juz wyzej wspomniano, cze$¢ genéw nalezacych do omawianej grupy warunkuje
powstanie oosomu, a w konsekwencji komdrek biegunowych. Produkty 3 genéw vasa, tudor
i valois sg konieczne do uformowania charakterystycznego sktadnika oosomu, tzw. ziaren
biegunowych [29]. Z kolei biatka kodowane przez geny: cappuccino, spire, oskar i staufen sa
odpowiedzialne za lokalizacje biatka vasa w ooplazmie bieguna tylnego. Wedtug Lasko i
Ashburnera [29] wiasnie vasa odgrywa wazng role w determinacji komérek biegunowych
Sekwencje procesow prowadzacych do powstania tych komdrek zaprezentowano na rysunku
3.
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transkrypcja
i translacja vasa

depozycja biatka vasa oskar, staufen,
w obrebie bieguna

tylnego oocytu cappuccino, spire
powstanie ziaren tudor, valois

biegunowych

powstanie komorek
biegunowych

Rys. 3. Udziat genéw grupy tylnej w kolejnych procesach prowadzacych do powstania komérek biegunowych
(wg Lasko i Ashburnera [29] zmienione)

GENY GRUPY TERMINALNEJ]

Najwazniejszym genem tej grupy jest torso (tor), ktérego produkt jest biatkiem btonowym
[7, 46]. Uwaza sie obecnie, ze powstanie struktur terminalnych uzaleznione jest od aktywacji
biatka torso przez ligand uwalniany selektywnie z biegunowych komérek folikulamych (tj.
komorek pozostajgcych w kontakcie z przednim i tylnym biegunem oocytu). Podobny me-
chanizm aktywacji sugerowany jest réwniez w przypadku biatka Toll z grupy grzbietowej
(patrz nizej). Innym genem grupy terminalnej jest 1(1) polehole. Biatko kodowane przez ten
gen wykazuje podobieristwo do onkogenu raf[10].

GENY GRUPY GRZBIETOWEJ

Sposréd kilkunastu gendw bioragcych udziat w determinacji osi grzbieto-brzusznej klu-
czowg role odgrywa gen dorsal (dl) [16, 47]. Produkt dorsal jest wiec morfogenem o
podobnym znaczeniu jak bicoid (grupa przednia) i nanos (grupa tylna). Poczatkowo w
niezaptodnionych jajach i mtodych zarodkach morfogenr// rozmieszczony jest rGwnomiernie
w catej cytoplazmie. Okoto 90 minut po zaptodnieniu biatko dl wnika selektywnie do jader
blastodenny strony brzusznej [14, 42, 47]. W tym czasie catkowite stezenie morfogenu w
czesci brzusznej i grzbietowej zarodka jest wcigz podobne, powstaje natomiast gradient jego
subkomorkowej lokalizacji. W cze$ci grzbietowej zarodka biatko dlwystepuje w cytoplazmie,
natomiast w czesci brzusznej lokuje sie w jadrach blastodermy [42, 47] (rys. 4). Po nastepnej
godzinie rozwoju ten specyficzny gradient zastepowany jest przez klasyczny gradient "ste-
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zenig". Selektywny, cytoplazmatyczno-jagdrowy transport morfogenu dl kontrolowany jest
"pozytywnie" przez 10 dalszych gendw z grupy grzbietowej (easter, gastrulation defective,
nudelpipe, pelle, snake, spatzle, Toll, tube, Windbeutel) [16, 45]. WS$érdd tych gendéw
niewatpliwie najbardziej interesujacy jest gen Toll (TI). Gen ten koduje biatko btonowe
(prawdopodobnie receptorowe) [17, 45], kt6re rozmieszczone jest rownomiernie w catej
btonie cytoplazmatycznej zarodka [18]. W tym Swietle zaproponowano, ze determinacja osi
grzhieto-brzusznej zwigzana jest z ograniczong przestrzennie aktywacja receptora (Toll). Za
aktywacje odpowiedzialny bytby ligand produkowany wytacznie w komarkach folikulamych
pokrywajacych brzuszng czes$¢ oocytu (komorki jajowej) [45]. W ten sposéb lokalna akty-
wacja receptora Toll inicjowataby powstanie gradientu subkomoérkowej lokalizacji morfogenu
dorsal. Odmienngrole przypisuje sie dwunastemu genowi grupy grzbietowej - genowi cactus
[40]. Wedtug Rotha i wsp. [40] produkt tego genu jest inhibitorem transportu biatka dl do
jader blastodenny. Do inhibicji tej dochodzi jedynie w grzbietowej czeséci zarodka, a zwigzana
jest ona z bezposrednia interakcjg biatek dorsal i cactus.

Ostatnio wykazano, ze morfogen dl zawiera specyficzng, odpowiedzialng za interakcje z
DNA domene rei [21]. Domena ta jest homologiczna z odpowiednimi odcinkami proto-on-
kogenu rei i czynnika regulacyjnego NF-KB. Genetyczna analiza pozwolita zidentyfikowac
4 geny, ktérych transkrypcja kontrolowana jest przez produkt dl. Wysokie stezenie tego
morfogenu (w jadrach blastodermy strony brzusznej) inicjuje ekspresje genow twist i snail
odpowiedzialnych za zr6znicowanie mezodermy [16]. Réwnocze$nie ten sam morfogen jest
represorem gendw zerknillt [21] i decapentaplegic. W rezultacie te ostatnie geny ulegajg
ekspresji jedynie po stronie grzbietowej kontrolujac powstanie amnioserozy i ektodermy
grzbietowej [16], W opisany powyzej sposdb dziatanie jednego morfogenu zapewnia "zroz-
nicowang transkrypcje" w rozmaitych rejonach zarodka, aw rezultacie powstanie osi grzbie-
to-brzusznej [16,39] (rys. 4).

Odmienng, a niezmiernie interesujaca klasg
gendéw zwigzanych z ustaleniem osi grzbieto-
brzusznej zarodka sg geny kontrolujgce polar-
no$¢ (dorsalizacje) rozwijajacej sie komory
jajowej (patrz rozdziat 2). Zaliczane sg tu 3
geny fs 1(1) K 10 (KIO) [38], gurken itorpedo
[44]. Analiza drugorzedowej struktury produk-
tu K 10 wskazuje, ze biatko to zawiera domene
wykazujacg pewne podobienstwo do domeny
homeo [38].

Réwnoczesnie metodami immunofluore-
scencyjnym istwierdzono stopniowg depozycje
tego biatka w karioplazmie pecherzyka zarod-
kowego [38]. Obserwacje te wydajg sie wska-

Rys. 4. Schemat ilustrujacy "gradient lokalizacji" biat- zywa(: na regulacyjnq funkcje produktu genu K

ka (morfogenu) dorsal w jadrach blastodermy; zaz-

naczono obszary, w ktdérych ekspresji ulegaja geny 10.
zerkniillt (zen) i decapentaplegic (dpp) (strona Wedtug spekulatywnego modelu zapropo-
grzbietowa) oraz twist (twi) i snail (sna) (strona nowanego przez Prosta iwsp, [38] pod Wply-

brzuszna); strzatki wskazuja miejsce aktywacji recep-

1zUjg Jire wem biatka K 10 w ekscentrycznie lezagcym
tora Toll (Tr) (wg Govind i Steward [16] zmienione)

pecherzyku zarodkowym aktywowana jest
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transkrypcja gendéw, ktérych dyfundujace produkty mogtyby wptywaé na réznicowanie
najblizej lezagcych komorek folsikulamych (rys. 1). W ten spos6b zapoczatkowany bytby proces
dywersyfikacji nabtonka folikulamego (por. rozdz. 2).

Dziatanie 2 pozostatych genow tej grupy torpedo i gurken nie byto szczeg6towo ana-
lizowane, wiadomo jednak, ze mutacje tych genéw prowadzg do zaburzerh w réznicowaniu
nabtonka folikulamego, a w konsekwencji do powstania nietypowych "zwentralizowanych"
jaj [44].

CYTOPLAZMATYCZNE PODLOZE
MATCZYNYCH CZYNNIKOW ROZWOJOWYCH

Wedtug klasycznych pogladéw matczyne czynniki rozwojowe (informacja rozwojowa)
zlokalizowane sg w pozbawionej materiatbw zapasowych cytoplazmie powierzchniowej
(periplazmie), ktdrg tradycyjnie okresla sie terminem warstwa korowa.

Elektronowo-mikroskopowa analiza cytoarchitektury oocytéw ijaj owadéw wykazata, ze
jedynym specyficznym rejonem tej warstwy jest oosom (por. rozdz. 2). W obszarze oosomu
deponowane sg produkty genéw vasa,tudor i valois (rys. 3) warunkujgce powstanie komorek
biegunowych. Pozostate rejony periplazmy nie wykazujg lokalnych zréznicowan, ktére mo-
gtyby mie¢ zwiagzek z depozycja czynnikéw rozwojowych [15, 31, 52].

Duzg role w lokalizacji matczynych czynnikéw rozwojowych przypisuje sie obecnie
cytoszkieletowi warstwy korowej [22, 24]. Wedtug Pokrywki i Stephensona [37] elementy
cytoszkieletu (mikrofilamenty, mikrotubule lub zwigzane z nimi biatka) mogtyby "zakot-
wicza¢" poszczegbélne morfogeny (lub ich mRNA) w odpowiednich obszarach komérki
jajowej. Modele takie, cho¢ bardzo atrakcyjne, wymagajg eksperymentalnego potwierdzenia,
a przede wszystkim udokumentowania regionalnego zréznicowania cytoszkieletu warstwy
korowej.

W ostatnich latach wykazano, ze oocyty owadow z rzedu btonkéwek zbudowane sg
odmiennie. Ich warstwa korowa jest stosunkowo gruba i zawiera liczne sferyczne organelle
tzw. jadra dodatkowe [2, 3, 4, 8, 20, 27]. U wszystkich badanych gatunkoéw [2, 8, 32] jadra
dodatkowe powstajg dzieki aktywnosci (pagczkowaniu) jagdra oocytu. Struktury te otoczone sg
podwdjna, poprzebijang porami ostonka i zawierajg RNA pozytywne ziarnistosci [8, 20, 32].

Rozmieszczenie jader dodatkowych jest nieréwnomierne; sa one skupione w okolicy
bieguna przedniego, a wzdtuz osi przod-tyt ich ilos¢ (a takze wielko$¢) wyraznie maleje [2,
3], w tym Swietle zaproponowano, ze jadra dodatkowe biorg udziatw transporcie RN Az jadra
do okreslonych rejonéw periplazmy i moga by¢ zwigzane z depozycjg czynnikow roz-
wojowych [2, 3]. Podobng funkcje przypisuje sie réwniez innym powstajagcym z ostonki
jadrowej organellom, tzw. btonom pierScieniowanym (annulate lamellae). Sg one czeste w
oocytach niektorych bezkregowcéw (np. ostonie [25]), a takze ptazow [26]). W tym drugim
przypadku uzyskano pierwsze eksperymentalne dowody na asocjacje tych organelli z mRNA
[13].
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IN VITRO SOMATIC EMBRYOGENESIS IN PLANTS.
II. CYTOLOGICAL CHARACTERIZATION
OF SOMATIC EMBRYOGENESIS
AND THE PROBLEM OF GENETIC STABILITY

Halina KONONOWICZ
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Uniwersytetu £ 6dzkiego

Streszczenie. W artykule zostata przedstawiona cytologiczna i histologiczna charakterystyka réznych rodzajow kalusa:
embriogennego i nieembriogennego. Badania ultrastrukturalne wskazujg na wyzszg aktywno$¢ metaboliczng kalusa
embriogennego niz nieembriogennego. In vitro zarodki somatyczne powstaja z pojedynczych komérek mery-
stematycznych zlokalizowanych w merystemoidach. W artykule dyskutowane jest zagadnienie koniecznosci izolacji
komaérek na etapie indukcji embriogenezy jako warunku ujawnienia totipotencji. Dtugotrwate hodowanie komérek
roslinnych in vitro moze prowadzi¢ do powaznych zmian genetycznych, takich jak zmiana liczby chromosomoéw czy
mutacje chromosomowe. Jednakze embriogeneza in vitro wydaje sie by¢ procesem selektywnym, faworyzujacym
komérki niezmienione genetycznie. Zjawisko selektywnej przewagi komérek diploidalnych w hodowlach miksoploi-
dalnych zostato omoéwione w odniesieniu do regeneracji roslin poprzez somatyczng embriogeneze in vitro.

Summary. Cytological and histological characterization of different types of callus, both embryogenic and non-em-
bryogenic, is presented in this paper. Ultrastructural studies suggest that there is higher metabolic activity in
embryogenic than non-embryogeniccallus. Somatic embryos in vitro are formed from single meristematic cells, which
are localized in meristemoids. The necessity for isolation of the embryogenic cells as a prerequisite for expression of
cell totipotency is discussed. The prolonged culture of plant cells in vitro may result in severe genetic changes such
aschromosome number variation and chromosome mutation. However, embryogenesis in vitro seems to be a selective
process which favors diploid cells. The selective advantage of diploid cells in mixoploid cultures is discussed in
relation to plant regeneration via somatic embryogenesis in vitro.
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WSTEP

W iekszos¢ danych dotyczacych powstawania i rozwoju zarodkéw somatycznych in vitro
pochodzi z badan nad kulturami kalusa i zawiesin komorkowych marchwi. Informacje
dotyczace innych gatunkéw sg podane w [27]. Dane te wskazujg, ze embriogeneza przebiega
w spos6b podobny lub identyczny u wiekszosci badanych gatunkéw. Indukcja ernbriogenezy,
tj. namnazania embriogennych tkanek, odbywa sie zwykle na pozywkach zawierajgcych
auksyny (lub auksyny plus cytokiny), natomiast formowanie zarodkow jest inicjowane przez
auksyny w niskich stezeniach lub przy ich catkowitym braku w pozywce [37].

Morfologia embriogennego kalusa rézni sie w zalezno$ci od gatunku, np. u wielu traw i
zb6z kalus embriogenny opisywany byt jako zwarty i gtadki, natomiast u innych okry-
tozalgzkowych, np. u kakaowca, ten rodzaj kalusa jest sypki i odznacza sie chropowatg
struktura.

CHARAKTERYSTYKA CYTOLOGICZNA | HISTOLOGICZNA

Badania cytologiczne wykazaty, ze kalus ma budowe niejednolitg i sktada sie z dwdch
rodzajow komorek: centrum tkanki kalusa zajmujg duze, starzejgce sie komarki paren-
chymatyczne, wysoce zwakuolizowane, z cienkg warstwg przysciennej cytoplazmy, matym
jadrem istabo barwigcymi sie jaderkami. W komoérkach tych obserwowano nieliczne struktury
siateczki srddplazmatycznej i rybosomy. Takze sferosoiny wystepowaty w niewielkich ilos-
ciach lub tez notowano ich catkowity brak. Aktywno$¢ dehydrogenaz byta zwykle niewysoka.
Komorki te nie biorg udziatu w tworzeniu somatycznych zarodkéw. Drugi rodzaj to mate,
izodiametryczne komorki odznaczajace sie gestg cytoplazmg, duzym, centralnie potozonym
jadrem, duza liczbg rybosomoéw, licznymi strukturami szorstkiej siateczki $Srodplazmatycznej,
plastydami z ziarnami skrobi, mitochondriami i sferosomami. Wakuole sg niewielkie i
nieliczne. Komoérki te zdolne sg do podziatdw i mogg tworzy¢ skupienia o charakterze
merystematycznym, zwane mcrystemoidami, merystematycznymi skupieniami lub proem-
briogennymi masami. Niekiedy komorki te sg ograniczone do powierzchniowych cze$ci masy
kalusa. Dalsze ich podzialty powodujg tworzenie wypuktosci, co nadaje tkance wyglad
guzkowaty [6,18, 22, 30, 32].

Skupienia komoérek merystematycznych po osiggnieciu odpowiednich rozmiaréw oddy-
socjowuja od macierzystej tkanki kalusa ijednoczesnie ulegajac fragmentacji tworzg mate
skupienia, w ktérych powtarzajg sie podziaty i formowanie nowych merystemoidéw. Jesli te
merysteinatyczne skupienia przeniesione zostang na pozywki nie zawierajgce auksyn lub
zawierajace je jedynie w niewielkich stezeniach, moga tworzy¢ zarodki.

Ultrastrukturalna analiza 3 typow kalusa, uzyskanych z eksplantatéw lisciowych Aesculus
hippocastaneum, pozwolita na poréwnanie wiasciwosci kalusa embriogennego i nieem-
briogennego [24, 25]. Kalus zwarty, wolno rosnacy (prekursor kalusa embriogennego) po
pewnym czasie hodowli wytwarzat zo6tty, sypki, intensywnie rosnacy kalus embriogenny
zdolny do produkcji znacznej liczby zarodkdw. Mechaniczne wytrzgsanie kalusa "prekur-
sorowego" w plynnej pozywce, a nastepnie pasazowanie na pozywke statg powodowato
powstawanie miekkiego, niesypkiego kalusa nieembriogeimego.
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Ultrastrukturalne réznice miedzy kalusem embriogennym ijego prekursorem zwigzane sa
z nabyciem przez komorki embriogenne cech wskazujacych na wyzszg aktywno$¢ metabo-
liczng. Przykladem jest wieksza szybko$¢ wzrostu, duza liczba rybosomoéw, zwiekszenie
liczby grzebieni mitochondrialnych. Ponadto nastepowata proliferacja diktiosoméw i bion
siateczki $rddplazmatycznej oraz prawdopodobnie zwigkszenie syntezy i sekrecji enzymoéw
litycznych Sciany komorkowej, odpowiedzialnych za rozdzielanie sie komoérek i w kon-
sekwencji za sypkos¢ kalusa. Sypkos$¢ jest charakterystyczna dla wielu embriogennych
kaluséw [3, 11, 23, 28, 30, 32, 36]. Uzyskanie zdolnoSci embriogennych zwigzane byto z
pojawieniem sie skrobi [6, 22, 23]. Poniewaz kalusy embriogenne, jak i nieembriogenne
hodowane byty na pozywkach o identycznym sktadzie zaréwno substancji odzywczych, jak i
hormonalnych, fakt pojawienia sie ziaren skrobi tylko w komérkach embriogennych wydaje
sie ich cechg charakterystyczna.

Kalus nieembriogenny sktadat sie z duzych zwakuolizowanych komorek pozbawionych
ziaren skrobi. Znaczna szybko$¢ wzrostu, a takze duza liczba organelli komérkowych, takich
jak: mitochondria bogate w grzebienie, polirybosomy i szorstka siateczka srédplazmatyczna,
wskazywaty podobnie jak w kalusie embriogennym na wysoka aktywno$¢ metaboliczna.
Jednakze w przypadku kalusa nieembriogennego komorki nie produkujg enzymow hydro-
lizujacych Sciany komorkowe i wobec tego kalus ten jest sypki. Ponadto cechag chara-
kterystyczngkalusa nieembriogennego jest obecno$¢ peroksysomow zawierajgcych krysztaty.
Zwigkszenie liczby peroksysomdw i pojawienie si¢ w nich krystalicznych rdzeni, ktére
zawieraty katalaze i prawdopodobnie rézne peroksydazy, bywa zwigzane ze starzeniem sie
komorek lub ich degradacja. Jednakze ze wzgledu na intensywnos$¢ podziatdw komarek kalusa
nieembriogennego przypuszcza sig, ze obecno$¢ peroksysoméw nie wskazuje na starzenie sie
komoérek, ale raczej jest przejawem takiego rodzaju metabolizmu, ktéry wymaga wysokiej
aktywnosci oksydaz i katalaz [25, 32].

Somatyczne zarodki powstajace in vitro tworza sie z pojedynczej komorki o charakterze
merysteinatycznym, ktora jest czeScig wielokomdrkowego skupienia - merystemoidu. Su-
geruje sie [37], ze prawdopodobnie wszystkie komdrki nalezagce do embriogeimych skupien
sg potencjalnie zdolne do tworzenia zarodkéw. Jednakze liczba rozwijajacych siejednoczesnie
centrow merystematycznych i tym samym liczba powstajacych zarodkéw bedzie ograniczana
w wyniku wzajemnie hamujacych oddziatywan sasiadujacych centrow analogicznie do roz-
mieszczenia primordiéw liSciowych na wierzchotku pedu. Enzymatyczne wytrawianie ein-
briogennego kalusa wykazato, ze praktycznie kazda wyizolowana w ten spos6b komorka
badanego kalusa jest potencjalnie embriogenna.

Komoérki inicjalne zarodkdw mogg by¢ odrdznialne w masie kalusa lub zawiesinach
komérkowych [10, 19, 22, 24, 29, 34]. Dla szeregu gatunkéw komorki takie opisano jako
charakteryzujace sie bardziej gestg cytoplazmg i podlegajace nierbwnocemiym podziatom, w
ktédrych wyniku tworzy sie komérka inicjalna wieszadetka i mniejsza bedgca komorka
macierzystg zarodka. Nie wykazano [14, 22, 24, 29] istnienia cech pozwalajgcych na od-
réznienie komdarek inicjalnych zarodkéw od komorek sasiadujgcych. Natomiast na poz-
niejszym etapie stadia wielokomorkowe sg tatwo odrdznialne, bowiem tworzg guzkowatosci
na powierzchni kalusa charakteryzujgce sie pewnym stopniem przezroczystosSci spowo-
dowanym zanikiem skrobi na tym etapie rozwoju zarodkéw [14, 22, 23, 29, 37].

Grupy dzielacych sie komérek siostrzanych moga pozostawaé wewngtrz komorki ma-
cierzystej oddzielone od otoczenia jej Sciang komdérkowa. Te wewnetrzne komorki poczat-
kowo pozostajg potgczone miedzy sobg licznymi plasmodesmami, nastepnie po osiagnieciu
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okre$lonych rozmiaréw rozdzielajg sie i tworzg nowe centra merystematyczne, ktérych
powstanie wydaje sie by¢ kontrolowane przez okres$lony poziom auksyn [23, 30, 31, 32, 37].

Nie jest dotad catkowicie jasne, czy zarodki powstajace w kulturach in vitro tworzg sie z
pojedyczej komérki czy z grupy komérek. Przesledzenie rozwoju zarodkow powstajacych z
pojedynczych komdrek izolowanych z kultur marchwi [4] dostarczyto danych wskazujgcych,
ze izolowane komorki nie podlegajg embriogenezie bezposrednio. Pierwsze podziaty mito-
tyczne sg nieréwnocenne i tworzg jedng matg komérke o gestej cytoplazmie i drugg duzg -
zwakuolizowang. Dalsze podziaty komdrek matych prowadza do powstania skupien komorek
embriogennych, z ktérych cze$¢ moze tworzy¢ zarodki [4]( patrz tez przeglad literatury [22,
37]). Zarodki moga tworzy¢ sie:

a) bezposrednio ze skupien komorek embriogennych,

b) z pojedynczych komoérek zlokalizowanych peryferyjnie,

c¢) z wielokomérkowych "paczkéw",

d) przy udziale wiecej niz jednego z wymienionych procesow.

Decyzja o inicjacji embriogenezy z pojedynczej komorki czy z ich grupy moze by¢
wynikiem interakcji pomiedzy komérkami sasiadujgcymi w tkance eksplantatu lub kalusa
[37]. Sugeruje sie, ze zarodki tworzace sie ze skupien wielokomérkowych potgczone sg Scisle
z tkankg macierzystg ponad granicg pola korzeniowego, za$ zarodki powstajace z pojedynczej
komorki majg struktury przypominajace wieszadetka, poprzez ktére utrzymuja kontakt z
komadrkami rodzicielskimi [37].

Zasadnicze kontrowersje dotycza problemu izolacji komérek podczas indukcji embrio-
genezy [8,22, 30,37]. Zaktada sie powstawanie zarodkéw z pojedynczej komarki zawiesiny
raz sugeruje sie, ze separacja komarki od sasiadujgcej tkanki jest warunkiem podstawowym
ujawnienia sie jej totipotencji. Inicjacja embriogenezy zalezy od zniesienia hamujgcego
oddziatywania sgsiadujacych komaérek. Poparciem tej koncepcji wydaje sie by¢ fakt izolacji
zygoty w woreczku zalagzkowym od wptywu innych tkanek. Grubienie Sciany w komarkach
inicjalnych zarodkéw [6, 14, 23] wskazuje na izolacje komdrek na pierwszych etapach
embriogenezy. Podobnie kalus Citrus sinensis [7] utworzony z o$rodka (nucellus) zawierat
komérki embriogennie zdeterminowane, charakteryzujgce sie grubymi $cianami i brakiem
plasmodesm lub tez plazmodesmami nie funkcjonujgcymi. Dalsze cykle komérkowe za-
chodzace w obrebie zgrubiatych Scian komérkowych prowadzity do powstania embrioidu. Nie
jestjasne, kiedy plasmodesmy embriogennych komdrek zostajg zablokowane, ale wydaje sie
prawdopodobne, ze proces ten zachodzi przed rozpoczeciem wewnetrznych podziatéw. Po-
nadto komorki we wczesnych stadiach rozwoju zarodkéw sg potgczone przez liczne plasmo-
desmy, ktdre nie wychodzgjednak poza obreb komdrek skrajnych, tj. oddzielajagcych zarodek
od innych komérek skupienia [37].

Brak jest dowoddw wskazujacych na konieczno$¢ fizycznej izolacji komorek inicjalnych
v/ procesie embriogenezy. Komorki te wydajg sie pozostawa¢ w normalnym kontakcie ze sobg
i innymi komdrkami sasiadujgcymi az do etapu kilkukomérkowego zarodka. Natomiast
zachodzace na wczesnym etapie rozwoju zarodka grubienie wewnetrznych $cian, oddzielenie
plasmodesm i prawdopodobnie kutynizacja $cian moggby¢éwtérnym efektem procesu embrio-
genezy [14,18,23,30]. Takze szczegdtowe badania somatycznej embriogenezy uRanunculus
(patrz praca przeglad. [37]) ujawnity, ze chociaz zarodki tworzg sie z pojedynczej komorki,
to jednak podczas ich formowania i wczesnych etapow rozwoju majg one symplastyczne
potaczenia za posrednictwem plasmodesm z sgsiednimi, nieembriogennymi komérkami.
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Rozwigzanie tych sprzecznych danych moze ufatwic¢ okreslenie fizjologicznego stanu
komérki podlegajacej embriogenezie. Jest prawdopodobne, ze pewien stopien izolacji ko-
nieczny dla indukcji somatycznej embriogenezy zalezy od tego, czy komaérka jestjuz embrio-
gennie zdeterminowana oraz czy wystepuje w otoczeniu komorek nieembriogennych. Jesli
komaorki sasiadujace sg takze embriogennie zdeterminowane, moze nie zachodzi¢ koniecznos$¢
separacji [37].

Wspomniana wyzej sypkos¢ kalusa embriogemiego uwarunkowana przez auksyny umoz-
liwia szybkg separacje komorek, ktéra moze by¢ konieczna dla indukcji komorek embrio-
gennie zdeterminowanych. Komorki embriogenne beda nastepnie podlegaly zintegrowanej
kontroli rozwoju obejmujacej takze komunikacje miedzy komorkami. Jest to zgodne z
obserwacjami $cistych potaczen miedzy komérkami zarodka w poréwnaniu z luznym uto-
zeniem komdrek embriogennego kalusa [37].

Kryterium uznania danych struktur wielokomoérkowych za wczesne stadia rozwojowe
zarodkow jest ich bipolamo$¢, tj. wyrdznienie biegunéw wierzchotkowego pedu i korze-
niowego. Do tej pory somatyczna embriogeneza opisana zostata dla ponad 200 gatunkéw
okrytozalgzkowych, jednakze liczba ta jest znacznie nizsza, jezeli przestrzega sie kryterium
bipolarnosci. Rozpoznanie hipolamosci i znalezienie chociazby jednego stadium bardziej
zaawansowanego niz globulame opisano dla 102 gatunkéw. Szczeg6towe dane na ten temat
zawiera przeglad [27].

Mimo ze wczesne etapy réznicowania zarodkow powstajacych in vitro byty opisywane u
réznych gatunkdéw, niewiele jest danych dotyczacych sekwencji stadiow rozwoj owych poczy-
najagc od struktur dwu- lub kilkukomérkowych do dojrzatych zarodkéw [6, 22]. Nie mozna
wykluczy¢, ze zarodki somatyczne powstajace z komaérek kalusa i rozwijajace sie w warun-
kach odmiennych od tych, w jakich zachodzi wzrost zarodkéw zygotycznych, moga podlegac
innym przemianom na wczesnych, kilkukomoérkowych etapach réznicowania [37]. Po utwo-
rzeniu stadidw globularnych dalsze etapy rozwoju sg zblizone do opisywanych dla zarodkéw
zygotycznych, tj. stadium sercowatego, torpedy i laski. U szeregu gatunkéw obserwowano
struktury przypominajace wieszadetka wystepujace u zarodkéw zygotycznych, ktére tacza
zarodki z macierzystg tkankg kalusa [6, 19, 22]. W niektorych jednak przypadkach takie
struktury przypominajgce wieszadetka nie petnity zadnych funkcji lub tez zupetnie nie
wystepowaty. By¢ moze wiec stanowig one szczatkowy kompleks proembrionalnych komorek
zdolnych do tworzenia dalszych zarodkow.

Somatyczne zarodki mogg powstawa¢ w kulturach haploidalnych gametofitéw nago-
zalgzkowych [2]. Szybkos$¢ embriogenezy jest zwykle nieduza i zarodki nie przechodza tych
samych etapdw roznicowania jak u zarodkéw zygotycznych. Powstawanie haploidalnych
zarodkéw somatycznych z gametofitow Larix decidua poprzedzone jest odréznicowaniem
komarek zenskiego gametofitu i nastepnie réznicowaniem niektdrych sposréd nich [2].
Czasami inicjacja kalusa z fragmentow gametofitu Larix decidua jest poprzedzona utwo-
rzeniem jednej lub wielu dtugich komdrek, ktére dzielg sie poprzecznie w czesci szczytowej
i tworzg mate komorki o gestej cytoplazmie. Pdzniejsze podziaty prowadza do powstawania
luznych agregatéw komarek, zwanych mikrokalusem, w ktdrych rozwijajg sie dtugie komorki
dzielgce sie terminalnie i tworzace agregaty matych komorek. Ta zmiana prowadzaca od
dtugich do krotkich komdrek jest powtarzana kilkakrotnie. W rezultacie dtugie komorki
tworzg struktury przypominajace wieszadetko, natomiast mate merystematyczne komorki
podlegaja dalszym podziatom tworzac masy komorek embriogennych. Haploidalne zarodki
moga takze powstawac z dtugich komorek. Podkreéla sie niezwykto$¢ odwrdcenia normalnej
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ontogenezy, bowiem zazwyczaj embriogenne komorki produkujg komérki wieszadetka, za$
w opisanym przypadku komérki wieszadetka tworzg komérki embriogenne. Koncowe etapy
rozwoju haploidalnych zarodkéw przebiegaja podobnie do embriogenezy in situ, z tym
wyjatkiem ze struktury podobne do wieszadetka nie zamieraja, ale przez dtugi czas produkujg
komérki embriogenne.

Zarodki somatyczne wielu gatunkéw powstajace w warunkach in vitro wykazujg czesto
pewne cechy nie wystepujace nigdy u zarodkéw zygotycznych, takie jak: wielokrotne liscienie
0 nietypowym rozwoju oraz powstawanie zarodkéw przybyszowych z hypokotyli. Te ano-
malie moga by¢ w wielu przypadkach eliminowane poprzez dodanie do pozywek kwasu
abscysynowego (ABA) [37].

GENETYCZNA STABILNOSC W KULTURACH IN VITRO

Istotnym problemem podczas regeneracji roslin in vitro zardwno drogg embriogenezy, jak
i organogenezy jest zachowanie catkowitej wiernosci genotypu.

Komorki merystematyczne cechuje zazwyczaj wysoka stabilno$¢ genetyczna, wobec tego
tworzace sie w wyniku podziatow mitotycznych komorki siostrzane powinny zawieraé iden-
tyczny zesp6t chromosomoéw. Cytologiczna organizacja komdérek embriogemiych, inten-
sywnos$¢ podziatdw, jakim one podlegajg [12,13], jak i obecnos$é wysokiej puli endogennych
hormondw [26] wskazujg na ich podobienstwo do komdrek merysteinatycznych. Mozna wigc
oczekiwac¢ wystepowania w komérkach embriogennych tego samego typu genetycznej sta-
bilnosci, jaki charakteryzuje komorki merystematyczne. Jednakze w przeciwienstwie do
oczekiwan w kulturach in vitro obserwowana jest czesto znaczna zmienno$¢ genetyczna.

Poznano wiele przyktadow zmiennos$ci obejmujacej zmiany liczby chromosomow, jak
poliploidia czy aneuploidia, translokacje czy inwersje (przeglad [1, 9, 16, 17, 21, 37]).
Aberracje strukturalne nie zawsze sa tatwe do wykrycia, zwlaszcza u gatunkéw o matych
chromosomach.

Mimo ze istnieje wiele dowoddw Swiadczacych o genetycznym zroznicowaniu komoérek
w kulturach in vitro oraz regenerowanych z nich roslin, nasuwajg sie watpliwosci, czy wyniki
te nie sg rezultatem braku systematycznych badan, przede wszystkim dotyczacych zaleznosci
pomiedzy wystepowaniem zmian genetycznych a rodzajem uzytego do badan kalusa. Po-
parciem dla takich sugestii byty wyniki badan prowadzonych na réznych gatunkach traw, ktére
wykazaty fenotypowajednolito$¢, niezmieniongliczbe chromosomaéw oraz brak roslin albino-
tycznych. Nie stwierdzono takze komorek poliploidalnych ianeuploidalnych. Ponadto analiza
zawartosci DNA przeprowadzona na 3-4-letnich embriogennych zawiesinach komorek
dwdéch traw wykazata, ze wiekszo$¢, bo ponad 57% jader zawiera 2C lub 4C DNA i ma
normalny zesp6t chromosomoéw [12]. Uznano wiec, ze nawet nieznaczne genetyczne zmiany
nie majg miejsca w komorkach embriogennych hodowanych in vitro. Wydaje sie jednak, ze
zmiany o matym natezeniu dotyczgce jedynie niewielkich strukturalnych modyfikacji chro-
mosomow, mutacje punktowe czy zmiany zawartosci DNA moga wystepowac, lecz sg trudne
do wykrycia.

W wiekszosci przypadkow, kiedy opisywano niestabilno$¢ genetyczng, do badan uzywany
byt sypki, nie wykazujacy zadnej organizacji kalus. Takie kultury sag prawdopodobnie bardziej
podatne na zaburzenia mitozy oraz zwigzane z tym zmiany w zespotach chromosomow.
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Sugerowano [5], ze regularno$¢ mitoz jest zalezna od stopnia zréznicowania tkanki. Nie-
prawidtowe mitozy zachodzg znacznie czesciej w duzych, zwakuolizowanych komorkach w
czasie niezorganizowanego wzrostu niz w skupieniach mitotycznie aktywnych komoérek lub
podczas zorganizowanego wzrostu.

Pojawienie sie w kulturach in vitro komdrek o zmienionym genotypie jest zwykle po-
przedzone okresem stabilnosci genetycznej. Op6znienie w powstawaniu zmian genetycznych
[5] Swiadczy o istnieniu mechanizmu odpowiedzialnego za takie zmiany. Jednakze me-
chanizm ten nie jest uruchamiany od razu i nie funkcjonuje u wszystkich gatunkéw. Istniejg
bowiem dane Swiadczgce o braku zmian genetycznych nawet po dtugim okresie hodowli w
kulturach' [35]. Jednakze raz powstate modyfikacje dotyczace liczby chromosoméw czy
kariotypdw bedg podlega¢ akumulacji wraz z przedtuzajgcym sie czasem hodowli [10].

Brak zarodkéw somatycznych powstajgcych z komoérek o istotnych zmianach gene-
tycznych moze by¢ spowodowane przez fakt, ze nie rozwijajg sie one poza wczesne stadia i
nie tworzg dojrzatych roslin. Utrata zarodkéw z powaznymi aberracjami jest zjawiskiem
czesto spotykanym. Potwierdza to sugestie, ze embriogeneza jest procesem wysoce sele-
ktywnym, faworyzujgcym normalne, niezmienione genetycznie komorki. Z drugiej strony
nieliczne dane wskazuja, ze takze wysokopoliploidalne komdrki zdolne sa do tworzenia
somatycznych embriondéw i regeneracji roslin [10].

ZNACZENIE KOMOREK DIPLOIDALNYCH
W KULTURZE EMBRIOGENNEJ

Nie wszystkie komaorki heterogennej genetycznie populacji majajednakowe szanse prze-
zycia. Istnieja dowody wskazujace na selektywng przewage komoérek diploidalnych znaj-
dujgcych sie w kulturze heteroploidalnej [9, 31]. W kulturze heteroploidalnej sktadajacej sie
z komoérek o roznym stopniu ploidalnosci oraz komérek aneuploidalnych stopniowo przewage
ilosSciowg uzyskiwaty komorki 2n i w efekcie kultury stawaty sie prawie catkowicie diplo-
idalne. Podobne wyniki uzyskano w kulturach Daucus carota zawierajagcych komaérki poli-
ploidalne indukowane przy pomocy kolchicyny [5]. Kiedy uzyskane linie heteroploidalne
zawierajgce komorki 2n, 4n i 8n byly pasazowane na nowe pozywki, eliminacji w pierwszej
kolejnosci podlegaty komérki oktaploidalne, a nastepnie tetraploidalne. Po pewnym wiec
czasie kultura zawierata prawiie wytgcznie komérki diploidalne. Analogicznie po zmieszaniu
rownych ilosci komorek linii diploidalnych i tetraploidalnych te ostatnie ulegaty stopniowej
eliminacji podczas pasazowania [5]. Dane te sugeruja, ze stabilno$¢ linii diploidalnych jest
spowodowana kompetycyjna eliminacjg komorek poliploidalnych. Obserwowano wprawdzie
niewielkie ilosci komérek poliploidalnych i aneuploidalnych po dtuzszym okresie hodowli
embriogennego kalusa Pennisetum americanum [31], jednakze kultury pozostawaly zasa-
dniczo jednolite pod wzgledem cytologicznym, co sugeruje istnienie silnej selekcji fawo-
ryzujacej komorki diploidalne w procesie tworzenia somatycznych zarodkéw. Jest mozliwe,
ze selekcja faworyzujgca komérki diploidalne zalezy od ilosci tych komérek w eksplantacie
i inicjalnym kalusie.

Badania kariologiczne oraz cytofotometryczna ocena poziomu ploidalnosci wykazaty, ze
kalusjeczmienia uzyskany z diploidalnych eksplantatéw utrzymuje zwykle dominujacaliczbe
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komérek 2n w czasie hodowli, podczas gdy kalus haploidalny pochodzacy z baploidalnych
zarodkow byt znacznie mniej stabilny genetycznie niz kultury diploidalne [20].

Cytofotometryczna ocena poziomu ploidalnosci komérek w zarodkach uzyskanych z
kultury haploidalnych komdérek kilku odmian jeczmienia dowiodta, ze czestotliwosé wyste-
powania komérek poliploidalnych byla zwigzana z rozmiarami zarodkéw bedacych w tym
samym wieku, tj. zarodki mate zawieraty wyzszy procent komoérek haploidalnych niz zarodki
duze [15]. Prze$ledzenie zmian zawartosci DNA w haploidalnym kalusie uzyskanym z tych
zarodkow wykazato, ze kazda linia kalusa charakteryzuje sie wiasng, specyficzng szybkoscig
poliploidyzacji, chociaz linie tej samej kultury wykazywaty podobne tendencje. Cechachara-
kterystycznghaploidalnego kalusajeczmienia byto zwiekszenie liczby komérek diploidalnych
wraz z przedtuzaniem czasu hodowli. Po 11 miesigcach nastgpit catkowity zanik komorek
haploidalnych i dominujaca czes$¢ populacji stanowity komorki diploidalne [15].

Akumulacja aneuploidéw i postepujaca poliploidyzacja tkanek kalusa sg czesto podawane
jako przyczyna utraty potencjatu morfogenetycznego.

Badania somatycznych zarodkdw Theobroma cacao L. oraz produkowanych przez nie 2
klonéw kalusa: embriogennego i nieembriogennego wykazaty réznice w liczbie chromo-
somoéw i zawartosci DNA. W Kkalusie powstajacym z somatycznych zarodkéw poziom
ploidalnosci pozostawat typowy dla eksplantatéw, co $wiadczy, ze proces tworzenia kalusa
nie jest zwigzany z indukcjg dodatkowych cykli endoreplikacyjnych. Jednakze istniejace
réznice w poziomie ploidalno$ci miedzy liniami embriogennego i nieembriogennego kalusa
sugeruja, ze potencjat embriogenny moze by¢ zwigzany z obecnos$cig komérek poliplo-
idalnych [Kononowicz, Floryanowicz nie publ.). Nalezy zaznaczy¢, ze udziat komorek o
zwiekszonej zawartosci DNA w kalusie embriogennym i tworzacych sie z niego zarodkach
jest bardzo niewielki, natomiast wiekszos¢ populacji stanowig komorki 2-4C.

ZrOznicowanie genetyczne komdrek spotyka sie czasami w roslinach regenerowanych z
kultur mieszanych wykazujacych zaréwno zdolnos$ci embriogenne, jak i organogenne [20].

WNIOSKI

Totipotencja komorek roslinnych budzi zrozumiate zainteresowanie zaréwno ze wzgledu
na mozliwos$¢ praktycznego zastosowania, jak iz punktu widzenia badan podstawowych.

Postep, jaki sie dokonatw ostatnich latach w badaniach nad somatyczng einbriogenezg in
vitro, umozliwia wykorzystanie tych metod do szybkiego namnazania waznych uzytkowo
rodlin. Przyktadami wykorzystania somatycznej embriogenezy moze by¢ produkcja na duzg
skale haploidow z mikrospor lub triploidow z komorek endospermy, uzyskiwanie roslin
niezakazonych wirusami, otrzymywanie trwatych mutantéw. Istotne znaczenie ma takze fakt,
ze rosliny uzyskiwane poprzez somatyczng embriogeneze wyprowadzane sg z pojedynczej
komérki, co moze prowadzi¢ do powstania nowych linii i w efekcie nowych odmian.

Kluczem do dotychczasowych sukcesow byto precyzyjne okre$lenie stadium rozwojowego
eksplantatu warunkujacego uzyskanie embriogennej kultury oraz opracowanie metod hodowli
tych kultur.

Somatyczna embriogeneza, szczeg6lnie zachodzaca droga posrednia poprzez kalus, sta-
nowi dogodne narzedzie do badan proceséw réznicowania komorek roslinnych. Jednakze
skuteczno$¢ manipulacji w systemach somatycznej embriogenezy in vitro, powtarzalnosé
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uzyskiwanych wynikéw bedg zalezaty od poznania mechanizméw sterujgcych tym typem
ré6znicowania. Konieczne sg dalsze badania biochemiczne, biofizyczne i ultrastrukturalne,
bowiem réznicowanie osiagane przez eksperymentalng manipulacje in vitro moze nie stano-
wié doktadnej kopii proceséw zachodzacych w warunkach naturalnych.
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ROLE OF CD 5 ANTIGEN
IN NORMAL AND PATHOLOGICAL CONDITIONS

Zofia Monika RUPNIEWSKA, Anna DMOSZYNSKA
Klinika Hematologii przy Il Katedrze Chordb Wewnetrznych AM w Lublinie

Streszczenie. Glikoproteina CD 5 wystepuje na powierzchni wszystkich dojrzatych komérek T iw matym odsetku -
limfocytéw B. Szereg danych wskazuje, ze CD 5 petni czynno$¢ receptora w kontaktach miedzy komdérkami
pomocniczymi T a komérkami B. Subpopulacja komérek B CD 5+ w warunkach prawidtowych jest populacja
wydzielajaca "naturalne” polireaktywne przeciwciata o niskim powinowactwie, wigzace niektére z wtasnych antyge-
néw, jak réwniez egzogenne antygeny. Obok tej fizjologicznej roli komérki B CD 5+moga odgrywac istotng role w
patogenezie pewnych chordb autoimmunologicznych iw przewlektej biataczce limfatycznej B komoérkowej.

Summary. The glycoprotein CD 5 is expressed on the membrane of all mature T cells and a small proportion of B
lymphocytes. Studies indicate that CD 5 act as a receptor in the communication between T helper cells and B cells.
CD 5+B-cell subset in normal condition secretes polyreactive, low affinity, "natural™ antibodies which bind to several
self antigens and to exogenous components. In addition to these physiological role of CD 5+ B-cells, they may be
implicated in the pathogenesis of certain autoimmune diseases and B-cell chronic lymphocytic leukemia.

Antygen okreslany zgodnie z nazewnictwem CD (human leukocyte differentiation anti-
gens) jako antygen CD 5 jest powierzchniowg glikoproteing komérkowga. Jego masa czas-
teczkowa wynosi 67 kDa (gp 67) ijest homologiczny z antygenem Ly-1 komorek T myszy
[53]. Poczatkowo uwazano go za swoisty marker limfocytow T, ktéry w ontogenezie pojawia
sie nieco po6zniej, bo dopiero w 111 generacji tymocytéw, rownoczesnie zCD 3 (tzw. kompleks
CD 3stanowi uktad trzech tancuchéw: gamma, delta iepsilon sktadajgcych sie najedng z dwu
czesci receptora komorki T) (T celi receptor - w skrocie TCR). W dalszym procesie
dojrzewania CD 5 pozostaje nadal na obwodowych komérkach T ito zaréwno na subpopulacji
komérek induktorowo-pomocniczych, jak i cytotoksyczno-supresorowych [34].

Niespodziewanie CD 5 wykryto réwniez na prawidtowych komérkach B, chociaz komarki
te noszg zaledwie 1/10 liczby molekut wystepujacych na komoérkach T [8, 45]. Antygen CD
5 pojawia sie miedzy 22 a 24 tygodniem zycia ptodowego na powierzchni gtdwnej populacji
komoérek B, ktora cechuje niski stopien ekspresji powierzchniowych immunoglobin (SIgM i
SigD). Ponadto komorki B CD 5+noszgjeszcze drugi antygen komoérek T -Tu-33 [8], a takze
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majg zdolnos$¢ tworzenia rozet z erytrocytami myszy. Komorki B CD 5+ stanowig gtéwng
populacje (40-60%) komérek B w ptodowej $ledzionie, weztach chtonnych i krwi pe-
powinowej [2,8,14,42,85]. Po okresie okotoporodowego zmniejszenia sie populacji komaérek
B wywotanego przeciwciatami anty-fi regenerujg niemal wytgcznie komérki B CD 5ujemne.
Niemniej jednak antygen CD 5 wystepuje na powierzchni subpopulacji komérek B u 0s6b
dorostych stanowigcej 15-25% populacji komérek B krwi obwodowej i $ledziony [16].
Komérki B CD 5+ spotyka sie takze na obwodzie centrow rozrodczych weztéw chtonnych
[14] iw migdatkach, ale nie znaleziono ich w szpiku [35]. Wydaje sie wiec, ze komérki B CD
5+ stanowig samoodnawiajgcg sie subpopulacje odmienng od typowych komérek B CD 5
ujemnych [43].

U dorostych myszy komoérki CD 5+, a wka$ciwie komoérki Ly-1+(poniewaz antygen Ly-1
jest mysim homologiem ludzkiego antygenu CD 5), stanowia gtdwng populacje komdrek
limfoidalnych w jamach: otrzewnowej, optucnowej i osierdziowej, ktore wyksztatcajg sie z
ptodowej jamy ciata. W wysiekach otrzewnowych [43, 74] i optucnowo-osierdziowych [69]
przewaza populacja komoérek B Ly-1+, na ktérych niezwykty fenotyp sktadajg sie jeszcze [68]:

« staba ekspresja antygenu B 220,

e wyrazna ekspresja SIgM przy stabej ekspresji SIgD oraz

« ekspresja antygenu Mac-1.

Antygen ten charakteryzuje uktad granulocytéw - monocytow - makrofagéw i naturalne
komorki cytotoksyczne. Wedtug nazewnictwa CD Mac-1 odpowiada CD 1lb czasteczce
adhezyjnej z nadrodziny integryn i petnigcej czynnos¢ receptora dla fragmentu bi trzeciej
sktadowej dopeiniacza (R-C 3 bi) [3]. Populacja ta jest odpowiedzialna za wytwarzanie
wiekszosci osoczowej IgM i naturalnych przeciwciat [32], a takze odgrywa istotng role w
regulacji repertuaru rozwijajacych sie pdzniej w zyciu pozaptodowym komoérek T i B [67,74,
80]. Ostatnio Marcos i wsp. (cyt. wg [68]) wykazali, ze limfocyty B z ptodowej jamy ciata w
sposob wybidrczy kontrolujg powstawanie i rozwdj komoérek pre-B i B w szpiku osobnikow
dorostych.

Komorki B Ly-1+stanowig takze istotng cze$¢ populacji komdrki B w blaszce witasciwej
jelit (komérki w wiekszosci wytwarzajace IgA) [58] i w grasicy [1, 72], Z drugiej strony
podobnie jak u ludzi komérki B Ly-1+w innych obwodowych narzadach limfoidalnych
wystepujg w znikomym odsetku (ponizej 5%).

Istotna przewaga w jamach ciata myszy populacji komérek B Ly-1+zwiazanej ze struk-
turami epitelialno-mezenchymalnymi moze zdaniem Marcosa i wsp. [68] wynikac:

e albo z wybidérczego zadomowienia sie komoérek w tych miejscach, ktéry to proces jest
sterowany przez lokalne antygeny,

 albo z programu ukierunkowania i dojrzewania komérek B Ly-1+, ktéry narzuca ich
specyficzna lokalizacje w jamach ciafa.

Wybidrcze nagromadzenie sie tych komérek w anatomicznie odrebnych jamach optuc-
nowo-osierdziowej i otrzewnowej sugeruje, ze albo one same albo ich prekursory
skolonizowaty ptodowa jame ciata jeszcze przed podzieleniem jej przez przepone (w 13-14
dniu zycia ptodowego myszy).

Autorzy ci przypuszczaja, ze komorki B Ly-1+odpowiadajg najwczes$niejszemu okresowi
limfopoezy w zyciu zarodkowym ssakow isg komadrkami "zatozycielskimi". Prawdopodobnie
sg one pierwszg generacjg pochodzacg od ptodowej limfo-hemopoetycznej komérki macie-
rzystej znajdujacej sie w ogniskach przyaortalnych izdolnej do regionalnego kolonizowania
tkanek heinopoetycznych.
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Za ta teorig przemawia takze fakt, ze komodrki B Ly-1+ maja kilka cech wspélnych z
ptodowymi komdrkami B, a mianowicie:

4sg one duzych rozmiaréw (nawet w fazie spoczynkowej G"Gj),

+charakteryzuje je staba ekspresja antygenu B 220 [105],

sraczej rzadko majg zdolno$¢ sekrecji immunoglobulin [69].

Ponadto komérki B Ly-1+wykazujg podobiefistwo czyimosciowe do komoérek B pocho-
dzacych z torebki Fabrycjusza ptakdw (jak np. zdolno$¢ do samoodnowy i przetrwania
ekspansywnych klonéw) [110], a wiec wykazujg cechy "atawistyczne".

Pozostajace w fazie spoczynkowej (okres GQG 1) w ptodowej jamie ciata komoérki B Ly-1+
z kolei migrujg do przedziatlu aktywnych komérek B w $ledzionie, gdzie pod wptywem
komorek T ulegajg wybidrczej proliferacji [51].

Natomiast zwigzane ze zrebem tkankowym limfocyty B Slg+ Ly-1 ujemne zdaniem
Marcosa i wsp. [68] pojawiajg sie w pozniejszym okresie ontogenezy, po okotoporodowym
zasiedleniu szpiku przez komorki macierzyste, ktére zapoczatkowuja te dominujacg u o0so-
bnikéw dorostych populacje krétko zyjacych limfocytow B. Jednakze powstanie i rozwoj tej
populacji sg regulowane przez komorki B z ptodowej jamy ciata.

Interesujgce sg takze takie fakty, jak:

¢ powigzania czasowe w procesie ontogenezy miedzy limfocytami B Ly-1+a limfocytami
T z ekspresjg taricuchow gamma, delta, receptora komérki T,

+ lokalizacja obu populacji w strukturach zwigzanych z jelitami,

¢ zdolnos¢ pewnych komorek T gamma, delta do specyficznego rozpoznawania idiotypow
Slg na komérkach B Ly-1+,

+ ekspansja obu populacji w ré6znych stanach immunopatologicznych [68].

Fizjologiczna rola CD 5 nie jest jeszcze catkowicie wyjasniona. Przypuszcza sie [20, 50,
53, 59, 78, 92, 103, 106], ze CD 5 zaréwno u myszy, jak i u ludzi petni czynnos¢ receptora
dostarczajgcego dodatkowych sygnatow koniecznych dla stymulacji komérek T, przy czym
czynnosc tajest zblizona do czynnos$ci CD 2 [93] i CD 28 [63], o ktorych to antygenach bedzie
mowa dalej. Natomiast zainicjowany przez CD 5 tancuch sygnatéw transdukcji jest odmienny
od zapoczatkowanego przez receptor komérki T (kompleks CD 3). Przeciwciata anty-CD 5
stymulujg zaréwno proliferacje komorek T przez oddziatywanie z CD 3, jak i sekrecje
interleukiny-2 (IL-2) z rownoczesng ekspresja jej receptora, a ponadto indukujg wzrost
stezenia wewngtrzkomdrkowego Ca2+ [20,59, 78,92,103, 1086].

Na komérkach B podobnie jak na komoérkach T CD 5 jest czasteczka dostarczajaca
dodatkowych sygnatéw koniecznych dla ich aktywacji [35, 37, 38, 71]. Wykazano np., ze
$ledzionowe komorki B eksponowane na estry forbolu (TPA) ujawniajg CD 5 [35, 38].
Jednakze inne stymulatory komérki B, takie np. jak: przeciwciata antyimmunoglobulinowe,
wirus Epsteina-Barr, wiele cytokin (IL-1, IL-2,1L-4, interferon-gamma, nisko czagsteczkowy
czynnik wzrostu komérki B (BCGF), a takze ich kombinacje) nie wywotuja ekspresji CD 5.
Natomiast dodanie IL-4 pochodzacej z komoérek T do komérek B stymulowanych TPA
blokuje ekspresje CD 5 przez hamowanie transkrypcji mMRNA CD 5 [34].

Wystepowanie na komoérkach B CD 5+innych antygenéw tego rodzaju przemawia za tym,
ze CD 5 na komérkach B jest antygenem aktywacji. Tak np. komérki B CD 5+ z krwi
pepowinowej noworodkéw noszg takie antygeny aktywacji, jak: CD 23 (receptor Fc o niskim
powinowactwie wobec IgE), CD 25 (receptor IL-2, taicuch a), CD 71 (receptor transferyny),
co sugeruje, ze sg one w stanie preaktywacji [15]. Gdy komorki te hodowano z dodatkiem
IL-1 i IL-2 jako jedynych stymulatoréw, zaczety upodabnia¢ sie zarédwno pod wzgledem
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fenotypu immunologicznego, jak i morfologicznie do aktywnych blastycznych komérek B z
centréow rozrodczych grudek chtonnych. Ponadto istniejg sugestie, ze komoérki B CD 5+
wytwarzajac szczegblne limfokiny pomagajaw aktywacji irozwoju typowych komoérek B CD
5 ujemnych [40].

Kluczowym zdarzeniem w przebiegu odpowiedzi immunologicznej na specyficzny anty-
gen jest wspotdziatanie limfocytow T o czynnosci pomocniczej z limfocytami B wiodace do
obopélnej aktywacji. Jak to wykazali van de Velde i wsp. [104], jedng z par uczestniczacych
w tym procesie i wzajemnie uzupetniajacych sie receptorow komoérkowych sg antygeny: CD
5 na komorkach T i CD 72 na komoérkach B. Autorzy ci oczyscili metodg powinowactwa z
przeciwciatem (antibody-affmity method) czasteczki CD 5 z ludzkiej linii komérki T i
wykazali, ze wigze sie ona wybidrczo i specyficznie z komdrkami B. Z kolei ligand komdrek
B wigzacy CD 5 zidentyfikowano stosujac zestaw przeciwciat skierowanych przeciw czgs-
teczkom powierzchni komorki B ibadajac, ktore z nich interferujg w powyzszej reakcji. Tylko
monoklonalne przeciwciato anty-CD 72 blokowato wigzanie CD 5. Mozliwos¢, ze CD 5
reaguje bezposrednio z CD 72, potwierdzono dalszymi badaniami. Mianowicie wykazano, ze
komorki nie-B (komérki L myszy i komérki T ludzkiej linii Jukart), ktére transferowano
klonowanym ludzkim CD 72 lub homologicznym Lyb 2 myszy i ktore cechuje ekspresja tego
ligandu [108] wiazg sie z oczyszczong CD 5. Natomiast komorki kontrolne nie wigzaty CD
5. Istnieje wiec bardzo duza doza prawdopodobienstwa, ze CD 5/Ly 1iCD 72/Lyb 2 stanowig
pare wspotdziatajgcych czasteczek. Na znaczenie tej interakcji dla czynnosci komorek B
wskazujg obserwacje wielu autoréw, ze przeciwciata specyflczne wobec CD 72/Lyb 2
odpowiednio cztowieka i myszy wywotuja proliferacje komdérki B badz same, badz w
potaczeniu z czynnikami wzrostu komérki B [55, 81, 91, 96, 99]. Moga tez indukowac
ekspresje antygenow klasy Il [55, 97] i niewielki wzrost wewnatrzkomérkowego Ca + [81,
97]. Co wiecej przeciwciata anty-Lyb 2 myszy blokujg réznicowanie komorek B w komorki
wydzielajace przeciwciata w odpowiedzi na antygeny zalezne od komérek T [98, 113].
Wszystkie te dane wskazujg, ze CD 72/Lyb 2 jest receptorem dla czynnika wzrostu komorki
B [104].

CD 72 jest glikoproteing o masie czasteczkowej 39/43 kDa. Na komérkach linii B
wystepuje ona jako homodimer, ktérego podjednostki sg potaczone wigzaniem dwusiar-
czkowym [29,88,108,109]. Pojawia sie w bardzo wczesnym okresie ontogenezy limfocytow
B, juz na komarce pro-B i utrzymuje sie przez wszystkie nastepne etapy dojrzewania wigcznie
z komorka pamieci, ale nie wystepuje na komorkach plazmatycznych [29, 30, 88, 102, 108,
109]. CD 72jest integralnym biatkiem btony komdérkowej. Jego zewnatrzkomoérkowy segment
jest homologiczny z asialoglikoproteinowymi receptorami i wzmiankowanym wczesniej CD
23 (Fc epsilon R I1) [77, 109].

Dalsze badania interakcji CD 5-CD 72 umozliwiajg lepsze poznanie bezposredniej komu-
nikacji miedzy limfocytami T i B przez kontakt komodrka-komdrka oraz roli tej interakcji w
aktywacji i proliferacji komorekT i Bw przebiegu odpowiedzi immunologicznej. OdpowiedzZ
komoérki B wymaga wcze$niejszego rozpoznania antygenu przez receptor immunoglobu-
linowy. Komorka B jeszcze wczesniej musi otrzymac pewne sygnaty aktywacji pochodzace
z pomocniczej komoérki T. Na sygnaty te sktada sie zaréwno sekrecja interleukin, jak i
czynnikéw wynikajacych z bezposredniego kontaktu komdrka-komaérka. Poglad ten potwier-
dzajg badania, w ktérych wykazano, ze plazmoderma aktywnych komérek T wspdtdziata z
interleukinami w powstaniu takiej aktywacji [11, 48, 79].
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Wykryto wiele wspotdziatajacych czasteczek pomocniczych, ktére moga wysytac i otrzy-
mywac sygnaty wynikajagce z kontaktu komorka-komérka. Czasteczki te petnig czynnosé
zastepcza lub czynno$¢ potaczern omijajacych (bypass), ktora jest konieczna dla interakcji
miedzy komérkami T i B. W wielu przypadkach dziatajg jako receptory i zwigzanie ich z
ligandami drugiej komarki zwieksza site sygnatéw biochemicznych. W innych przypadkach
pomocnicze czasteczki moga warunkowaé adhezje komorki do komdrki. Wszystkie petnig
niezwykle wazng role w wywotywaniu i utrzymywaniu kontaktéw zaréwno miedzy komor-
kami, jak i miedzy komdrkami a zrebem tkankowym i co za tym idzie majg kluczowe
znaczenie w regulacji hemopoezy, dojrzewaniu tymocytéw, kontrolowaniu selektywnej-
tkankowo migracji (homing receptor), a zwtaszcza w rozwoju zaréwno odpowiedzi immu-
nologicznej, jak i nie immunologicznej odpowiedzi zapalnej. Wyr6zniono dwie gtéwne
nadrodziny tych molekut:

e nadrodzine integryn (integrin superfamily) i

e nadrodzine immunoglobulin (immunoglobulin superfamily) [116].

Na rysunku 1 cytowanym z pracy De Franco [25] przedstawiono pary wspoétdziatajacych
czasteczek pomocniczych komérek T i komérek B. Do czasteczek tych naleza:

e antygen CD 3 (receptor komérki T) i antygeny gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej
klasy Il (major histocompability complex, w skrécie MHC) komoérek B;

e dwie pary czasteczek adhezji leukocytow (leukocyte adhesion molecules)-,

e LFA-1 (skrét od lymphocyte function associated antigen-1) i ICAM (skrét od inter-
cellular cell-adhesion molecules), ktére to czasteczki wystepujg zaréwno na komdrkach T,
jak i B;

« CD 2 na komérkach T i LFA-3 na komérkach B;

« dwie niedawno wykryte pary ligand/receptor:

¢ CD 28z kom6rek T i B 7 z komérek B oraz
() CD5iCD 72, 0 ktérych juz byta mowa.

Krytyczny sygnat dla komorek T, a by¢ moze takze dla komoérek B pochodzi z interakcji
miedzy antygenem CD 3 komdrki T a czasteczkami MHC klasy Il komorki B. Zaréwno CD
3, jak i antygeny MHC klasy Il nalezg do nadrodziny immunoglobulin. Interakcja miedzy CD
3 a MHC klasy Il inicjuje kaskade zdarzen biochemicznyuch, ale nie jest wystarczajaca dla
petnej aktywacji komorki B.

Aby wystgpita adhezja komoérki do komorki, konieczna jest tacznos¢ miedzy LFA-t i
ICAM oraz miedzy CD 2 i LFA-3 [93].

LFA-1 sktada sie z dwu tancuchow:

- alfa 1 okre$lanego jako antygen CD 11 a

-beta 2 okreslanego jako antygen CD 18

stad jego druga nazwa CD 11 a/CD 18. LFA-1 wystepuje zaréwno na limfocytach T, jak i
B (zwiaszcza na limfocytach B CD 5+), na duzych ziarnistych limfocytach, monocytach-
makrofagach i granulocytach. Jego ligandami sg ICAM-1 iICAM-2. ICAM-1 jest obecnie
okreslany jako CD 54. ICAM podobnie jak LFA-1 wystepuje naaktywnych limfocytach,
monocytach-makrofagach, a ponadto na fibroblastach,komérkach $rédbtonkowych i na-
btonkowych. LFA-1 nalezy do rodziny integrynleukocytow, za$|CAM donadrodziny
immunoglobulin [3, 116]. Poniewaz LFA-1 i ICAM-1 wystepujg zardwno na limfocytach T,
jak i B mozliwa jest dwukierunkowa interakcja. Co wiecej aktywacja receptoréw dla antygenu
komorki T [93] lub komérki B [24] indukuje wysokie powinowactwo wigzan miedzy LFA-1
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Rys. 1. (wg [25]) Przedstawiono pary czasteczek powierzchni komdrkowej, ktére uczestniczawe wzajemnych
kontaktach miedzy komérkami B a pomocniczymi komérkami T, w dolnej cze$ci rysunku na komdérce B zaznaczono
powierzchniowe immunoglobuliny (Slg), ktére dostarczaja antygen (Ag) do wnetrza komérki, gdzie ulega on
degradacji i gdzie jego peptydy moga sie wigzac¢ z klasa Il czasteczek gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej (MHC
11); na rysunku zaznaczono to strzatka przerywang; strzatkami jednolitymi zaznaczono poszczegdlne, juz znane
sygnaty transdukcji; strzatki A i B odpowiadaja sygnatom transdukcji, ktére wywotuje reakcja antygen-przeciwciato;
podczas przebiegu tych sygnatéw zachodzi fosforylacja tyrozyny irozktad fosfoinozytolu; receptory dla antygenu
reguluja takze powinowactwo CD 1la/CD18 (LFA-1) do CD 54 (ICAM), a by¢ moze réwniez udziat tych czasteczek
w transdukcji sygnatéw; czasteczka CD 28 na komoérce T wysyta do jej wnetrza szczeg6lny sygnat (strzatka C); jak
sie wydaje, na komoérkach B antygeny klasy Il MHC i ligand CD 72 (Lyb-2) indukujg odrebne sygnaty (strzatki D i
E); nie ustalono jednak, czy wystepuje wymiana interleukin i zwigzanie z odpowiednim receptorem drugiej komorki;
objasnienie skrétéw: MHC Il (skrét od major histocompability complex) - klasa Il antygenéw gtéwnego uktadu
zgodnosci tkankowej; TCR (skrét od T-cell receptor®- receptor komoérki T; LFA (skrét od lymphocyte-function
associated antigens) - antygeny zwigzane z czynno$cia limfocytéw; ICAM (skrét od intercellular cell-adhesion
molecules) - molekuty komérek warunkujace adhezje miedzykomaérkowa
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a ICAM, co utatwia dwukierunkowy przebieg sygnatow ireguluje zwigzanie jednej komorki
z druga.

Nastepna pare adhezyjnych czasteczek tworzg CD 2 komoérki T i LFA-3 (CD 58) komorki
B. CD 2 wczes$niej znany jako receptor dla krwinek czerwonych barana w istocie posredniczy
w przyleganiu limfocytéw T do swoistych dla nich partneréw komérkowych, a nastepnie
odgrywa role w transdukeji sygnatéw do wnetrza komorki, w wyniku czego dochodzi do
aktywacji limfocytow T [73]. Na powierzchni limfocytow T CD 2 jest zwigzany fizycznie z
CD 45 [87]. LFA-3 jest ligandem CD 2 znajdujacym sie na limfocytach B. LFA-3 wystepuje
na komdrkach réznych typow i m.in. jest homologiczny z biatkiem T 11TS krwinek czer-
wonych barana odgrywajacym istotng role w tworzeniu rozet z limfocytami T [101]. Zaréwno
CD 2, jak i LFA-3 nalezg do nadrodziny immunoglobulin [116]. Geny CD2 i LFA-3 lezgw
bezposredniej bliskosci w chromosomie 1isugeruje sie ich pieczotowite przechowywanie w
procesie ewolucji [66].

Niedawno wykazano interakcje innej pary czasteczek. Sa to: B 7/BB 1z komorek B i CD
28 z komérek T [62]. Antygen B 7 nalezy do antygendw aktywacji, ale jego wystepowanie
ogranicza sie wytacznie do linii komorek B [36,114] ito albo komoérek B preaktywowanych,
albo do blastycznych komérek B [102]. Jest cztonkiem nadrodziny immunoglobulin.

CD 28 podobnie jak B 7 nalezy do antygenéw aktywacji [54, 89]. Jest to glikoproteina o
masie czgsteczkowej 44 kDa wystepujgca na ok. 80% komérek Tkrwi obwodowej cztowieka.
Struktura CD 28 jest zblizona do struktury immunoglobulin (immunoglobulin-like). W onto-
genezie limfocytdw T pojawia si¢ na tymocytach, ktore sg jeszcze CD 3 ujemne. Podczas
dojrzewania komorek T w grasicy staba ekspresja CD 28 wystepuje na powierzchni nie-
dojrzatych, podwdjnie dodatnich (double-positive) tyinocytdw CD 4+i CD 8+ Na dojrzatych
tymocytach stopiefn ekspresji CD 28 jest istotnie wyzszy. We krwi obwodowej ok. 95%
pomocniczych komérek T nosi antygen CD 28, a ponadto wystepuje on na ok. 50% supre-
sorowych komérek T [54]. Przeciwciata skierowane przeciw CD 28 komérek T dzialajg
synergistycznie z przeciwciatami skierowanymi przeciw receptorowi komaérki T pobudzajgc
transkrypcje IL-2 [33] i stabilizujgc informacyjny RNA (mMRNA) [61].

De Franco [25] sugeruje, ze para czasteczek B 7 - CD 28 wysy#a kluczowy sygnatkomarce
T. Sygnatten moze by¢ ekwiwalentem dodatkowego dziatania stymulujacego, pochodzacego
od komorki prezentujacej antygen. Wiadomo za$, ze stymulacja przez komorki prezentujace
antygen jest niezbedna dla wywotania silnej dodatniej reakcji na antygen ze strony komérek
T [23, 57, 75]. Ponadto chimeryczne biatko B 7-1gG dostarcza dalszych bodzcéw stymu-
lujgcych koniecznych dla proliferacji komorki T i akumulacji mMRNA IL-2 [62]. Tak wiec
interakcja miedzy antygenami B 7 z powierzchni komoérki B a CD 28 z powierzchni komorki
T, jak sie wydaje, warunkuje wystanie waznego sygnatu aktywacji do wnetrza komérki T,
ktéry dziata synergistycznie z sygnatem receptora dla antygenu komérki T. Przy okazji nasuwa
sie pytanie, czy interakcja ta powoduje, ze B 7 przesyta podobny sygnat komérce B.

Po tych rozwazaniach na temat interakcji pomocniczych komérek T i komérek B prowa-
dzacej ostatecznie do odpowiedzi immunologicznej nalezy sie zastanowi¢ nad rolg komérek
B noszacych antygen CD 5 w warunkach fizjologicznych. Dos¢ liczne dane wskazujg, ze
komorki B CD 5+wytwarzajg "naturalne™ wielospecyficzne (polireaktywne) przeciwciata, co
oznacza, ze pojedyncza czasteczka przeciwciata moze wiagzac¢ zaré6wno wiasne, jak i egzo-
genne antygeny [76]. W ostatnim dziesiecioleciu nagromadzono do$¢ duzo danych doty-
czacych autoprzeciwciat. Streszczajgc wykazano, ze:
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« naturalne, wielospecyficzne autoprzeciwciata stanowig istotng cze$é prawidtowych kra-
zacych immunoglobulin [39];

« pojawienie sie monoklonalnych przeciwciat (ktére m.in. wystepujg w chorobach auto-
immunologicznych [107] i nowotworach) wigze sie z ekspansjg klondw wytwarzajgcych w
warunkach prawidtowych naturalne autoprzeciwciata [27];

* prekursory (komorki klonogenne) komérek wytwarzajacych naturalne autoprzeciwciata
istniejg w sktadzie prawidtowej populacji komérek B [28, 83];

* naturalne autoprzeciwciata sg czesto produktem klonéw z ekspresja genoéw linii zarod-
kowej [5, 64];

* u myszy komorki B noszace antygen Ly-1 (homologiczny z CD 5 cztowieka) stanowig
odrebna, niewielka subpopulacje spontanicznie wytwarzajgcg autoprzeciwciata [41, 45].

Naturalne, wielospecyficzne przeciwciata syntetyzowane przez ludzkie komérki B CD 5+
(chociaz takze, jakkolwiek w niewielkim stopniu komérki B CD 5' uczestniczag w ich
wytwarzaniu) najczesciej nalezg do klasy IgM i cechuje je niski stopien powinowactwa
zarowno do wiasnych, jak i obcych antygenéw [17,18,19]. Wigza one szereg autoantygenow,
ktdre przedstawiono w tabeli | (wg [4]), jak rowniez egzogenne antygeny,jak np. komponenty
Sciany komérki bakteryjnej [76]. Jak sie wydaje, ich rola m.in. polega na oczyszczaniu
(clearing) krwi z krazacych autoantygenow, dzieki czemu zmniejsza sie ryzyko autoimmu-
nizacji, zwlaszcza ze autoantygeny nawet w warunkach prawidtowych sg stale uwalniane z
rozpadajacych sie starych tkanek. Ponadto wielospecyficzne przeciwciata stanowia pierwsza
linie obronng skierowang przeciw bakteriom i wirusom, dziatajaca jeszcze przed rozwojem
specyficznej odpornosci [17, 18, 19].

TABELA 1. Autoprzeciwciata wykryte w prawidtowej surowicy cztowieka [4]

Docelowe antygeny Izotyp Wielo-
przeciwciata specyficznos¢

Sktadowe wnetrza komorki

Aktyna, tubulina, miozyna, keratyna, DNA, IgM, 1gG ilgA  Znana
mioglobulina, cytochrom C, kolagen, zasadowe biatko mieliny

Protamina IgM Nieznana
Sktadowe btony komérkowej

Beta2-mikroglobulina, spektryna, biatko elektroforetycznie 19G Nieznana

okre$lone jako biatko prazka-3 (band-3protein), komponenta sekrecyjna
Biatka krazace

Albumina, transferryna, FclgG IgM, 1gG ilgA Znana
Cytokiny

Interferony, interleukina 1 alfa 19G Nieznana
Czynnik martw icy nowotworéw (tumor necrosisfactor) - kachektyna IgM i 1gG Nieznana
Hormony i zwigzki pokrewne

Insulina 19G Nieznana
Tyreoglobulina IgM i 1gG Znana
Mate czasteczki

VIP (skrot od vasoactive intestinalpolypeptide)—polipeptyd jelitowy 1gG Nieznana

dziatajacy na naczynia, cholesterol, epitop glikozydowy Gal alfa 1-3 Gal
Difosfotydyloglicerol, kwas fosfatydowy, fosfatydyloseryna IgM, 1gG ilgA Znana
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Ta fizjologiczna rola komorek B CD 5+ wigze sie ze wzrostem ich populacji w wielu
stanach patologicznych ito zardwno u zwierzat, jak iu ludzi. | tak komoérki B CD 5+stanowig
wiekszos¢, jesli nie wszystkie, komaorki we krwi obwodowej kréw [26] i owiec [60] zaka-
zonych wirusem biataczki bydta (bovine leukemia virus, w skrécie BLV). Przy tym u kréw
zakazonych BLV rozwija sie stosunkowo tagodnie przebiegajgca przewlekta limfocytoza,
podczas gdy u owiec czesto dochodzi do powstania miesaka limfatycznego [13, 84], Proli-
ferujaca populacja komérek B CD 5+nie jest specyficzna dla zakazenia BLV, za czym m.in.
przemawiajg badania Holmesa iwsp. [49], ktérzy wykazali ekspresje mysiego homologu CD
5 w wigkszosci linii komdrkowych stransformowanych przez r6zne retrowirusy. Donoszono
takze o dramatycznym wzroscie populacji komoérek B CD 5+u owiec po inwazji $widrowca
kongijskiego (Trypanosoma congolense) [111].

Komoérki B CD 5Todgrywajg role w niektdrych chorobach autoimmunizacyjnych u ludzi.
| tak istotnie podwyzszong ilo$¢ komorek B CD 5+wykryto we krwi obwodowej u mtodziezy
z seronegatywnym zapaleniem stawdw (juvenile arthritis) [70], a takze u dorostych z reuma-
toidalnym zapaleniem stawow [6, 82, 90, 100]. W tym drugim schorzeniu komoérki B CD 5+
wykryto nie tylko we krwi obwodowej, ale i weztach chtonnych [112]. Ponadto w reuma-
toidalnym zapaleniu stawéw stwierdzono statystycznie istotng korelacje miedzy poziomem
czyimika reumatoidalnego klasy IgM a odsetkiem komérek B CD 5+ we krwi obwodowej
[115]. W warunkach "in vitro" wykazano, ze komérki B noszace antygen Leu-1 (CD 5+)
stymulowane Staphylococcus aureus wytwarzajg i wydzielajg czynnik reumatoidalny IgM
[42]. Niektorzy autorzy uwazaja® ze komoérki B CD 5+ wytwarzajg takze przeciwciata
antyjadrowe, przy czym ich aktywnos$¢ moze by¢ modulowana leczeniem [6].

Smith i Olson [90] obserwowali dramatyczny wzrost (do 68%) komorek B CD 5+we krwi
obwodowej u pacjenta z toczniem rumieniowatym trzewnyin, przy czym regresja tej sub-
populacji wigzata sie z poprawg stanu klinicznego w nastepstwie leczenia. Z drugiej strony
Becker i wsp. [6] mowig o tylko nieznacznie podwyzszonym odsetku komérek B CD 5+ u
chorych z toczniem.

Podwyzszone odsetki komoérek B CD 5+ wykryto takze w innych chorobach autoimmu-
nologicznych, takich jak:

»w zespole Sjogrena [10],

« w nefropatii IgA [65],

*w chorobie Graves-Basedowa [52],

*w cukrzycy typu | z przeciwciatami skierowanymi przeciw komérkom Langerhansa [6].

W przeciwienstwie do stanu prawidtowego, gdzie wielospecyficzne przeciwciata wydzie-
lane przez komorki B CD 5+ charakteryzuje niski stopied powinowactwa zaréwno wobec
wiasnych, jak i obcych antygenow - autoprzeciwciata wytwarzane przez komérki B CD 5f u
pacjentow z chorobami autoimmunologicznymi wykazuja wysokie powinowactwo i specy-
ficzno$¢ wobec autoantygenéw. Tak np. czynnik reumatoidalny u chorych z reumatoidalnym
zapaleniem stawow silnie i specyficznie wigze fragment Fc IgG, chociaz u oséb zdrowych
cechuje go wielospecyficznos¢ [12].

Wykryto takze, ze w $ledzionach u zdrowych szczepéw myszy, ktore sg szczegOlnie
podatne na choroby autoiinmunologiczne, takich jak np. szczep NZB i (NZB x NZW) F1
populacja komdrek B Ly-1+jest istotnie wieksza nizw innych szczepach. Co wiecej w hodowli
komarki te "spontanicznie”, tj. bez stymulacji antygenowej wydzielajaglgM [45]. Ponadto klon
komorek B Ly-1+ wykryto u starzejgcych sie myszy (powyzej 15 miesigca zycia) pocho-
dzacych ze szczepow nie wykazujgcych tendencji do autoiminunizacji, jak np. myszy
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BALB/c, CBA itd., a takze u starych ludzi (cyt. wg [94]). W tych przypadkach czesto
wystepujg choroby autoimmunologiczne [21, 31].

W modelowym szczepie myszy NZB Stall iwsp. [94] badali powigzanie miedzy autoimmu-
nizacja a rozwojem przewlektej biataczki limfatycznej B komorkowej. Autorzy wykazali, ze
juz u pozornie zdrowych mtodych myszy dochodzi do ekspansji klonu komérki B Ly-1 .
Komoérki te poza antygenem Ly-1 noszg jeszcze drugi niekonwencjonalny dla komorek B
antygen - CD 11 b (Mac-1), charakteryzujacy ukfad granulocytéw - monocytow - makrofagéw
i naturalne komorki cytotoksyczne [3].

Klon komérki B Ly-1+rozwija sie we wczesnym okresie zycia myszy NZB w otrzewnej i
szerzy sie w pewien charakterystyczny sposéb (otrzewna - $ledziona - wezty chtonne - szpik).
Stall i wsp. [94] przypuszczajg, ze rozwoj klonu komorek B Ly-1+jest naturalnym wynikiem
swego rodzaju unikalnej ontogenezy linii B Ly-1+zaréwno u myszy, jak ijej odpowiednika
u cztowieka. Stereotypowo komérki B odnawiajg sie w ciggu catego zycia osobniczego z puli
komdrek macierzystych niezdolnych jeszcze do ekspresji Ig. Natomiast komorki B Ly-1
powstajg wprawdzie rowniez z komérek prekursorowych Ig ujemnych, ale ma to miejsce tylko
podczas pierwszych kilku tygodni zycia zwierzecia, a nastepnie tworzg samoodnawiajgcg sie
populacje, w ktdrej dojrzate komorki B Ly-1+Slg+ulegajg podziatom [44,46,47], Wrodzone
lub nabyte réznice w zdolnosci do podziatéw komérkowych poszczegélnych klonéw komorki
B Ly-1 ostatecznie prowadzg do dominacjijednego klonu naciekajacego caty uktad chtonny.
Klon ten ma podobnie jak komdrki nowotworowe zdolno$¢ do nieograniczonego wzrostu i
moze by¢ tatwo pasazowany do napromienionych lub nienapromienionych, syngenicznych i
kongenicznych allotypowo biorcdw. Charakteryzuje go wiec wysoki stopien ekspansywnosci.
Powstanie i rozwdj ekspansywnego klonu w populacji komérek B Ly-1+wigze sie z wiek-
szymi mozliwosciami ekspozycji dtugo zyjacych i samoodnawiajacych sie komorek tej
populacji na r6zne stymulatory prowadzace do hyperplazji i transformacji nowotworowej. Do
stymulatoréw tych m.in. nalezg zaréwno autoantygeny, jak i antygeny srodowiskowe, na ktore
reaguja komoérki B Ly-1+

U ludzi, jak to wykazali Borche i wsp. [9], biataczkowe komorki z przewlektej biataczki
limfatycznej B komorkowej wytwarzajg i wydzielaja autoprzeciwciata czesto o aktywnosci
czynnika reumatoidalnego, przy czym autorzy sugeruja, ze jest to nowotworowy odpowiednik
prawidtowych komoérek B CD 5* Zdaniem autoréw z miedzynarodowej Grupy Badaczy
Francusko-Amerykansko-Brytyjskich [7] cztery markery decyduja o rozpoznaniu przewleklej
biataczki limfatycznej B komorkowej; sg to:

« staba ekspresja powierzchniowych immunoglobulin zwykle klasy mi i delta,

« zdolno$¢ tworzenia rozet z erytrocytami myszy przez co najmniej 30% komorek,

« ekspresja antygenu CD 5 na ponad 50% komoérek,

« ekspresja antygenu CD 22 na ponad 30% komoérek (antygen CD 22 jest czasteczka adhezji
z nadrodziny immunoglobulin, ktéra ufatwia przyleganie monocytéw i erytrocytéw ana-
logicznie jak antygen CD 2 komorek T) [95].

Chociaz biataczkowe komarki noszg jeszcze inne markery immunologiczne (patrz praca
pogladowa [86]), to jednak uderzajaca zbieznos¢ z markerami prawidtowych komérek B CD
5+ pozwala sugerowaé, ze klon nowotworowy w przewlektej biataczce limfatycznej B
komdérkowej wychodzi z tej whasnie populacji. Co wiecej Dadmarz i wsp. [22] wykazali, ze
klonogenne komorki z przewlektej biataczki limfatycznej B komdrkowej nosza antygen CD
5. W odniesieniu do biologii tej choroby, jest to o tyle istotne, ze na biataczkowych komaérkach
B (podobnie zresztg jak i na prawidtowych komoérkach B CD 5+) obok antygenu CD 5
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wystepuje takze jego ligand CD 72, w zwigzku z czym van de Velde i wsp. [104] sugeruja, ze
interakcja CD 5 - CD 72 powoduje autostymulacyjny wzrost biataczkowych komorek.
Sugestia ta znajduje potwierdzenie w fakcie, ze biataczkowe komérki B CD 5+wytwarzajg i
wydzielajg czynnik wzrostu komoérki B (B cell growth factor) [56]. Tak wiec ekspresja
antygenu CD 5 na komdrkach B moze odgrywaé role w ich proliferacji po transformacji
NoOwWotworowej.

PISMIENNICTWO

[1] ANDREU JL, FARO J, ALONSO JM, PAIGE CJ, MARTINEZ-A C, MARCOS MAR. Ontogenic chara-
cterization of thymic B lymphocytes. Analysis in different mouse strains. EurJ Immunol 1990; 20:1767-1773.

[2] ANTIN JH, EMERSON SG, MARTIN P, GADOL N, AULT KA. Leu-1+/CD 5+ B cells. A major lymphoid
subpopulation in human fetal spleen: phenotypic and functional studies. J Immunol 1986; 136: 505-510.

[3] ARNAOUT MA. Structure and function of the leukocyte adhesion molecules CD II/CD 18. Blood 1990; 75:
1037-1050.

[4] AVRAMEAS S. Natural autoantibodies: from "horror autotoxicus”to "gnothi seautonImmunol. Today 1991;
12: 154-159.

[5] BACCALA R QUANG TV, GILBERT M, TERNYNCKT, AVRAMEAS S. Two murine natural polyreactive
autoantibodies are encoded by nonmutated germ-line genes. Proc Natl Acad Sei USA 1989; 86: 4624-4628.

[6] BECKER H, WEBERC, STORCH S, FEDERLIN K. Relationship between CD5+B lymphocytes and the activity
of systemic autoimmunity. Clin Immunol Immunopathol 1990; 56: 219—225.

[7] BENNETT JM, CATOVSKY D, DANIEL MT, FLANDRIN G, GALTON DAG, GRALNICKHR SULTAN
C. The French-American-British /FAB/ Cooperative Group: Proposals for the classification of chronic /mature/
B and T lymphoid leukaemias. J Clin Pathol 1989; 42: 567-584.

[8] BOFILL M, JANOSSY G, JANOSSA M, BURFORD GD, SEYMOUR GJ, WERNET P, KELEMEN E. Human
B cell development. Il Subpopulations in the human fetus.J Immunol 1985; 134: 1531-1538.

[91 BORCHE L, LIM A BINET J-L, DIGHIERO G. Evidence that chronic lymphocytic leukemia B lymphocytes
are frequently committed to production of natural autoantibodies. Blood 1990; 76: 562-569.

[10] BRENNAN F, PLATER-ZYBERK C, MAINI RN, FELDMANN M. Coordinate expansion of "fetal type"
lymphocytes (TCR gamma delta* T and CD 5+ B) in rheumatoid arthritis and primary Sjéren’s syndrome. Clin
Exp Immunol 1989; 77:175-178.

[11] BRIAN AA. Stimulation of B-cell proliferation by membrane-associated molecules from activated T cells. Proc
NatlAcad Sci USA 1988; 85: 564-568.

[12] BURASTERO SE, CUTOLO M, DESSI V, CELADA F. Monoreactive and polyreactive rheumatoid factors
produced by "in vitro” Epstein-Barr virus-transformed peripheral blood and synovial B lymphocytes from
rheumatoid arthritis patients. Scand J Immunol 1990; 32: 347-357.

[13] BURNY A, CLEUTER Y, KETTMAN R MAMMERICKX M, MARBAIX G, PORTETELLE D, VAN DEN
BROEKF. A, WILLEMS L, THOMAS R. Bovine leukemia: facts and hypotheses derived from the study of an
infectious cancer. Cancer Surv 1987; 6: 139-159.

[14] CALIGARIS-CAPPIO F, GOBBI M, BOFILL M, JANOSSY G. Infrequent normal B lymphocytes express
features of B chronic lymphocytic leukemia.J Exp Med 1982; 155: 623-627.

[15] CALIGARIS-CAPPIO F, RIVA M, TESIO L, SCHENA G, GAIDANO G, BERGUI L. Human normal CD 5+
B lymphocytes can be induced to differentiated to CD 5“ B lymphocytes with germinal center cell features. Blood
1989; 73:1259-1263.

[16] CASALI P. BURASTERO SE, NAKAMURA M, INGHIRAM1 G, NOTKINS AL. Human lymphocytes
making rheumatoid factor and antibody to ssDNA belong to Leu-1+B-cell subset. Science 1987; 236: 77-81.
[17] CASALI P, NOTKINS AL. CD 5+ B lymphocytes, polyreactive antibodies and the human B-cell repertoire.

Immunol Today 1989; 10: 364-368.

[18] CASALI P, NOTKINS AL. Probing the human B-cell repertoire with EBV: polyreactive antibodies and CD 5*
B lymphocytes. Annu RevIimmunol 1989; 7: 513-535.

[19] CASALI P, PRABHAKAR BS, NOTKINS AL. Characterization of multireactive autoantibodies and iden-
tification of Leu-1+ B lymphocytes as cells making antibodies binding multiple self and exogenous molecules.
Int Re\>Immunol 1988; 3: 17-45.



56 Z. M. RUPNIEWSKA, A. DMOSZYNSKA

[21] CONLEY CL, MISTI J, LASTER AJ. Genetic factors predisposing to chronic lymphocytic leukemia and to
autoimmune disease. Medicine 1980; 59: 323-334.

[22] DADMARZ R RABINOWE SN, CANNISTRA SA, ANDERSEN JW, FREEDMAN AS, NADLER LM.
Association between clonogeniccell growth and clinical risk group in B-cell chronic lymphocytic leukemia.Blood
1990; 76: 142-149.

[23] DAMLE NK, LINSLEY PS, LEDBETTER JA. Direct helper T-cell-induced B-cell differentiation involves
interaction between T-cell antigen-CD28and B-cell activation antigen-B7. EurJimmunol 1991; 21:1277-1282.

[24] DANG LH, ROCK KL. Stimulation of B lymphocytes through surface Ig receptors induces LFA-1 and
ICAM-I-dependent adhesion.J Immunol 1991; 146: 3273-3279.

[25] DEFRANCO A.L. Between B cells and T cells. Nature 1991; 351: 603-604.

[26] DEPELCHIN A, LETESSON JJ, LOSTRIE N, MAMMERICKX M, PORTETELLE D, BURNY A. Bovine
leukemia virus (BLV) infected B cells express a marker similar to the CD 5 T cell marker. Imnmunol Lett 1989;
20: 69-76.

[27] DIGHIERO G, GUILBERT B, FERMAND JP, LYMBERI P, DANON F, AVRAMEAS S. Thirty-six human
monoclonal immunoglobulins with antibody activity against cytoskeleton proteins, thyroglobulin and native
DNA: immunologic studies and clinical correlations. Blood 1983; 62: 264-270.

[28] DIGHIERO G, LYMBERI P, MAZIE JC, ROUYRE S, BUTTLER-BROWNE GS, WHALEN RG, AVRA-
MEAS S. Murine hybridomas secreting natural monoclonal antibodies reacting with self antigens. J Immunol
1983; 131: 2267-2272.

[29] DORKEN B, MOLLER P, PEZZUTTO A, SCHWARTZ-ALBIEZ R MOLDENHAUER G. [w] "Leukocyte
Typing IV”.(red.)Knapp W. iwsp.; Oxford University Press, Oxford 1989: 15-32.

[30] DORKEN B, MOLLER P, PEZZUTTO A, SCHWARTZ-ALBIEZ R MOLDENHAUER G. [w] "Leukocyte
Typing IV". (red.) Knapp W. iwsp., Oxford University Press, Oxford 1989: 99-100.

[31] FOON KA GALE RP. [w] "Leukemia: Recent Advances in Biology andTreatment". (red.) Gale RP, Golde DW.
Liss, New York. 1985: 675-714.

[32] FORSTER J, RAJEWSKY K Expansion and functional activity of Ly-1+B cells upon transfer of peritoneal cells
into allotype-congenic, newborn mice. EurJ Immunol 1987; 17: 521-528.

[33] FRASER JD, IRVING BA, CRABTREE GR, WEISS A. Regulation of interleukin-2 gene enhancer activity by
the T cell accessory molecule CD 28. Science 1991; 251: 313-316.

[34] FREEDMAN AS. Immunobiology of chronic lymphocytic leukemia. Hematol./Oncol Clin North Am 1990; 4:
405"129.

[35] FREEDMAN AS, BOYD AW, BIEBER F, DALEY J, ROSEN K HOROWITZ J, LEVY D, NADLER LM.
Normal cellular counterparts of B cell chronic lymphocytic leukemia. Blood 1987; 70: 418-427.

[36] FREEDMAN AS, FREEMAN G, HOROWITZ JC, DALEY J, NADLER LM. B 7, a B cell restricted antigen
which identifies preactivated B cells. J Immunol 1987; 137: 3260-3267.

[37] FREEDMAN AS, FREEMAN G, WHITMAN J, SEGIL J, DALEY J, LEVINE H, NADLER LM. Expression
and regulation of CD 5 on "in vitro" activated human B cells. EurJ Immunol 1989; 19: 849-855.

[38] FREEDMAN AS, FREEMAN G, WHITMAN J, SEGIL J, DALEY J, NADLER LM. Studies on "in vitro"
activated CD 5+ B cells. Blood 1989; 73: 202-208.

[39] GUILBERT B, DIGHIERO G, AVRAMEAS S. Naturally occurring antibodies against nine common antigens
in normal humans. I. Detection, isolation and characterization.J Immunol 1982; 128: 2779-2787.

[40] HARDIN JA, GIBSON M. KAWANO Y, SPIELBERG S, MARTIN C, COLLINS M, DORF' ME, SHERR DH.
Characterization of a B cell helper factor(s) derived from CD 5+ B cell hybridomas. Cell Immunol 1990; 126:
304-321.

[41] HARDY RR, HAYAKAWA K. Development and physiology of Ly-1 B and its human homolog Leu-1 B.
Immunol Rev 1986; 93: 53-79.

[42] HARDY RR, HAYAKAWA K, SHIMIZU M, YAMASAKI K, KISHIMOTO T. Rheumatoid factor secretion
from human Leu-1*B cells. Science 1987; 236: 81-83.

[43] HAYAKAWA K, HARDY RR. Normal, autoimmune, and malignant CD 5+ B cells: the Ly-1 B lineage? A«««
RevImmunol 1988; 6: 197-218.

[44] HAYAKAWA K HARDY RR, HERZENBERG LA HERZENBERG LA. Progenitors for Ly-1 B cells are
distinct from progenitors for other B cells. J Exp Med 1985; 161:1554-1568.

[45] HAYAKAWA K HARDY RR, PARKS DR, HERZENBERG LA. The "Ly-1 B" cell subpopulation in normal
immunodefective and autoimmune mice. J Exp Med 1983; 157: 202-218.

[46] HAYAKAWA K HARDY RR STALL AM, HERZENBERG LA HERZENBERG LA. Immunoglobulin-
bearing B cells reconstitute and maintain the murine Ly-1 B cell lineage. EurJ Immunol 1986; 16:1313-1316.

[47] HERZENBERG LA, STALL AM, LALORPA SIDMAN C, MOORE WA, PARKS DR HERZENBERG LA.
The Ly-1 B cell lineage. Immunol Re\>1986; 93: 81-102.



ANTYGEN CD5. 57

[48] HODGKIN PD, YAMASHITA LC, COFFMAN RL, KEHRY MR. Separation of events mediating B cell
proliferation andlg production by using Tcell membranes and lymphokines.JImmunol 1990,; 145:2025-2034.

[49] HOLMES KL, PIERCE JH, DAVIDSON WF, MORSE HC. IIl. Murine hematopoietic cells with pre-B or
pre-B/myeloid characteristics are generated by "in vitro" trnsformation with retroviruses containing fes, ras, abl,
and src oncogens. J Exp Med 1986; 164: 443-457.

[50] HUANG HJ, JONES NH, STROMINGER JL, HERZENBERG LA. Molecular cloning of Ly-1, a membrane
glycoprotein of mouse T lymphocytes and a subset of B cells: molecular homology to its human counterpart
Leu-I/T 1(CD 5). Proc NatlAcad Sei USA 1987; 84: 204-208.

[51] HUETZ F, PONCET P, COUTINHO A, PORTNOI D. Ontogenic development of autoantibody repertoires in
spleen and peritoneal cavity of normal mice: examples of T-cell-dependent and -independent reactivities. EurJ
Immunol 1989; 19: 1195-1201. .

[52] IWATANI Y, AMINO N, KANEDA T, ICHIHARA K TAMAKI H, TACHI J, MATSUZUKA F, FUKATA
S, KUMA K MIYAI K. Marked increase of CD 5+ B-cells in hyperthyroid Greaves’ disease. Clin Exp Immunol
1989; 78: 196-200.

[53] JONES NH, CLABBY ML, DIALYNAS DP, HUANG HJ, HERZENBERG LA, STROMINGER JL. Isolation
of complementary DNA clones encoding the human lymphocyte glycoprotein Tl/Leu-1. Nature 1986; 323:
346-349.

[54] JUNE CH, LEDBETTER JA, LINSLEY PS, THOMPSON CB. Role of the CD 28 receptor in T-cell activation.
Immunol Today 1990; 11: 211-216.

[55] KAMAI M. KATIRAA, GORDON J. Stimulation of lymphocytes-B via CD 72 (human Lyb-2).EurJ Immunol
1991; 21;1419-1424.

[56] KAWAMURA N, MURAGUCHI A, HORI A HORII Y, MUTSUURA S, HARDY RR, KIKUTANI H,
KISHIMOTOT. A case of human Bcell leukemia that implicates an autocrine mechanism in the abnormal growth
of Leu 1 B cells. J Clin Im>est 1986; 78:1331-1338.

[57] KOULOVA L, CLARKEA SHU G, DUPONT B. The CD 28 ligand B7/BB1 provides costimulatory signal for
alloactivation of CD 4+T-cells. J Exp Med 1991; 173: 759-762.

[58] KROESE FGM, BUTCHER EC, STALL AM, LALOR PA, ADAMS S, HERZENBERG LA. Many of the IgA
producing plasma cells in murine gut are derived from self-replenishing precursors in the peritoneal cavity. Int
Immunol 1989; 1: 75-84.

[59] LEDBETTER JA JUNE CH, GROSMAIRE LS, RABINOVITCH PS. Crosslinking of surface antigens causes
mobilization of intracellular ionized calcium in T lymphocytes. Proc Natl Acad Sei USA 1987; 84: 1384-1388.

[60] LETESSON JJ, MAGER A MAMMERICKX M, BURNY A DEPELCHIN A. B cells from bovine leukemia
virus-(BLV) infected sheep with hematological disorders express the CD 5 T cell marker. Leukemia 1990; 4:
377-379.

[61] UNDSTEIN T, JUNE CH, LEDBETTER JA, STELLA G, THOMPSON CB. Regulation of lymphokine
messenger RNA stability by a surface-mediated T cell activation pathway. Science 1989; 244: 339-343.

[62] LINSLEY PS, BRADY W, GROSMAIRE LS, ARUFFO A DAMLE NK, LEDBETTER JA. Bringing of the
B-cell activation antigen B 7 to CD 28 costimulates T-cell proliferation and interleukin-2 messenger RNA
accumulation./Exp Med 1991; 173:721-730.

[63] LINSLEY PS, CLARK EA LEDBETTER JA. T-cell antigen CD 28 mediates adhesion with B cells by
interacting with activation antigen B 7/BB-Il. Proc Natl Acad Sei USA 1990; 87: 5031-5035.

[64] LYMBER1 P, DIGHIERO G, IERNYNCKT, AVRAMEAS S. A high incidence of cross-reactive idiotypes
among murine natural autoantibodies. EurJ Immunol 1985; 15: 702-707.

[65] MAGYARLAKI T, DAVIN JC SZABADOS E, KOCSIS B, NAGY J. Peripheral B-lymphocyte markers and
function in IgA nephropathy. Clin Nephrol 1990; 33: 123-129.

[66] MAKGOBA MW, SANDERS MW, SHAW S. The CD 2 - LFA-3 and LFA-I-ICAM pathways: relevance to
T-cell recognition. Inmunol Today 1989; 10: 417-422.

[67] MARCOS MAR, DE LAHERA A PEREIRAP, MARQUEZ C,TORIBIO ML, COUTINHOA MARTINEZ-A
C. B cell participation in therescusive selection of T cell repertoires. EurJ Immunol 1988; 18:1015-1020.

[68] MARCOS MAR, GUTIERREZ JC, HUETZ F, MARTINEZ-A C, DIETERLEN-UfcVRE F. Waves of B-
lymphopiesis in the establishment of the mouse B-cell compartment. (Editorial) Scand J Immunol 1991; 34:
129-139.

[69] MARCOS MAR, HUETZ F, PEREIRA P, ANDREU JL, MARTINEZ-A C, COUTINHO A. Further evidence
for coelomic-associated B lymphocytes. EurJ Immunol 1989, 19:2031-2035.

[70] MARTINI A, MASSA M, DE BENEDETTI F, VIOLA S, NEIROTTI G, BURGIO RG. CD 5 positive B
lymphocytes in seronegative juvenile arthritis./ Rheumatol 1990; 17: 932-935.

[71] MILLER RA. GRALOW J. The induction of Leu-1 antigen expression in human malignant and normal B cells
by phorbol myristic acetate (PMA).J Immunol 1984; 133: 3408-3414.



58 Z. M. RUPNIEWSKA, A. DMOSZYNSKA

72] MIYABA-INABA M, KUMA SI, INABA K, OGATA H, IWAI H, YASUMIZU R, MURAMATSU S,
STEINMAN RM, IKEHARA S. Unusual phenotype of B cells in the thymus of normal mice. J Exp Med 1988;
168: 811-816.

73] MOINGEON P, CHANG H-C, WALLNER BP, STEBBINS C, FREY AZ, REINHERZ EL. CD 2-mediated
adhesion facilitates T lymphocyte antigen recognition function. Nature 1989; 339: 312-314.

74] MOLLER G. (red.) B-cell lineages. Immunol Rev 1986,; 93: 5-164.

75] MUELLER DL, JENKINS MK, SCHWARTZ RH. Clonal expansion versus functional clonal inactivation: A
costimulatory signalling pathway determines the outcome of T cell antigen receptor occupancy. Annu Rev
Immunol 1989; 7: 445-480.

76] NAKAMURA M, BURASTERO SE, NOTKINS AL, CASALI P. Human monoclonal rheumatoid factor-like
antibodies from CD 5(Leu-I)+B cells are polyreactive.7 Immunol 1988; 140: 4180-4186.

771 NAKAYAMA E, VON HOEGEN I, PARNES JR. Sequence of the Lyb-2 B-cell differentiation antigen defines
a gene superfamily of receptors with inverted membrane orientation. Proc Natl Acad Sei USA 1989; 86:
1352-1356.

78] NISHIMURA Y, BIERER BE, JONES WK, JONES NH, STROMINGER JL, BURAKOFF SJ. Expression and
function of a CD 5 cDNA in human and murine T cells. Eur.J Immunol 1988; 18: 747-753.

79] NOELLE RJ, DAUM J, BARTLETT WC, MCCANN J, SHEPHERD DM. Cognate interaction between helper
T cells and B cells. Reconstruction of T helper cell function using purified plasma membranes from activated Thl
andTh2 helper cells and lymphokines. J Immunol 1991; 146: 1118-1124,

80] OKUMURA K, HAYAKAWA K, TADA T. Cell-to-cell interaction controlled by immunoglobulin genes. Roles
ofThy-r, Lyt-1+ Ig+(B”)cell in allotype-restricted antibody production.J Exp Med 1982; 156: 443-453.

81] PAZZUTTO A, DORKEN B, VALENTINE MA, SHU GL, CLARK EA. [w] "Leukocyte Typing IV" (red.)
Knapp W. i wsp.; Oxford University Press, Oxford. 1989: 178-182.

82] PLATER-ZYBERK C, MAINI RN, LAM K, KENNEDY TD, JANOSSY G. A rheumatoid arthritis B cell subset
expresses a phenotype similar to that in chronic lymphocytic leukemia. ArthritisRheum 1985; 28: 971-976.

83] PRABHAKAR BS, SAEGUSA J, ONODERA T, NOTKINS AL. Lymphocytes capable of making monoclonal
autoantibodies that react with multiple organs are a common feature of the normal B cell repertoire. J Immunol
1984; 133:2815-2817.

84] ROGERS RJ, CHUNG YS, DIMMOCK CK. Development of lymphosarcoma in sheep after inoculation with
bovine leukemia virus. Aust Vet 1984; 61: 196-199.

85] ROSENTHAL P, RIMM 1IJ, UMIEL T, GRIFFIN JD, OSATHANONDH R, SCHIE>SSMAN SF, NADLER
LM. Ontogeny of human hematopoietic cells: Analysis utilizing monoclonal antibodies. J Immunol 1983; 31:
232-237.

86] RUPNIEWSKA ZM, WACH M. Charakterystyka immunologiczna przewlektej biataczki limfatycznej B
ko mérkowej. PostBiolKom 1990; 17: 271-286.

87] SCHRAVEN B, SAMSTAG Y, ALTEVOGT P, MEUER SC. Association of CD 2 and CD 45 on human T
lymphocytes. Nature 1990; 345: 71-74.

88] SCHWARTING R, STEIN H. [w] "Leukocyte Typing IV". (red.) Knapp W i wsp.; Oxford University Press,
Oxford 1989: 100-102.

89] SHAW S. Not all in a name. Nature 1989; 338: 539-540.

90] SMITH HR, OLSON RR. CD 5+ B lymphocytes in systemic lupus erythematosus and rheumatoid arthritis. 7
Rheumatol 1990; 17: 833-835.

91] SNOW EC, MOND JJ, SUBBARAO B. Enhancement by monoclonal anti-Lyb-2 antibody of antigen-specific
B lymphocyte expansion stimulted by TNP-Ficoll and T lymphocyte-derived factors. J Immunol 1986; 137:
1793-1796.

92] SPERTINI F, STOHL W, RAMESH N, MOODY C, GEHA RS. Induction of human T cell proliferation by a
monoclonal antibody to CD 5.J Immunol 1991; 146: 47-52.

93] SPRINGER TA. Adhesion receptors of the immune system. Nature 1990; 346: 425-434.

94] STALL AM, FARINAS MC, TARLINTON DM, LALOR PA, HERZENBERG LA, STROBER S, HERZEN-
BERG LA. Ly-1 B-cell clones similar to human chronic lymphocytic leukemias routinely develop in older normal
mice and young autoimmune (New Zealand Black-related) animals. Proc Natl Acad Sei USA 1988; 85:
7312-7316.

95] STAMENKOVIC I, SEED B. The B-cell antigen CD 22 mediates monocyte and erythrocyte adhesion. Nature
1990; 345: 74-77.

96] SUBBARAO B, MELCHERS F. The action of an Lyb 2.1-specific monoclonal antibody in soluble or
immobilized form on resting and activated B cells. Curr Top Microbiol Immunol 1984; 113: 72-76.



ANTYGEN CD 5 59

[97] SUBBARAO B, MORRIS J, BAALUYUT AR. Properties of anti-Lyb-2-mediated B-cell activation and the
relationship between Lyb-2 molecules and receptors for B-cell stimulatory factor-1 on murine B lymphocytes.
Celllmmunol 1988; 112: 329-342.

[98] SUBBARAO B, MOSIER DE. Some compartments of B cell differentiation. Inmunol Rev 1982; 69: 81-97.

[99] SUBBARAO B, MOSIER DE. Induction of B lymphocyte proliferation by monoclonal anti-Lyb 2 antibody. J
Immunol 1983; 130:2033-2037.

[100] TANIGUCHI O, MIYAJIMA H, HIRANO T, NOGUCHI M. UEDA A, HASHIMOTO H, HIROSE S,
OKUMURA K. The Leu-1 B-cell subpopulation in patients with rheumatoid arthritis. J Clin Immunol 1987; 7:
441-448.

[101] TIEFENTHALER G, DUSTIN ML SPRINGER TA. HUNIG T. Serologic cross reactivity of T 11 target
structure and LFA-3. Evidence for structural homology of the sheep and human ligands of CD 2. J Immunol 1987;
139:2696-2701.

[102] UCKUN FM. Regulation of human B-cell ontogeny. Blood 1990; 76:1908-1923.

[103] VANDENBERGHE P, CEUPPENS JL. Immobilized anti-CD 5 together with prolonged activation of protein
kinase C induce interleukin 2-dependent T cell growth: evidence for signal transduction through CD 5. EurJ
Immunol 1991; 21: 251-259.

[104] VAN DF. VELDE H, VON HOEGEN I, LUO W. PARNES JR, THIELEMANS K. The B-cell surface protein
CD 72/Lyb-2 is the ligand for CD 5. Nature 1991; 351: 662-665.

[105] VELARDIA COOPER MD. An immunofluorescence analysis of the ontogeny of myeloid, T and B lineage
cells in mouse hemopoietic tissues. J Immunol 1984; 133: 672-677.

[106] VERWILGHEN J, VANDESANDE R, VANDENBERGHE P, CEUPPENS JL. Crosslinking of the CD 5
antigen on human T cells induces functional I1L-2 receptors. Cell Immunol 1990; 131: 109-119.

[107] VIARD J-P, BACH J-F. Clonality in autoimmune diseases. Semin Hemat 1991; 28: 57-65.

[108.]VON HOEGEN I, HSIEH CL SCHARTING R, FRANCKE U, PARNES JR. Identity of human Lyb-2 and CD
72 and localization of the gene to chromosome-9. Eur J Immunol 1991; 21: 1425-1432.

[1091 VON HOF.GEN I, NAKAYAMA E, PARNES JR. Identification of a human protein homologous to the mouse
Lyb-2 Bcell differentiation antigen and sequence of the corresponding cDNA.JImmunol 1990; 144:4870-4877.

[110] WEILL JC, REYNAUD CA. The chicken B cell compartment. Science 1987; 238:1094-1098.

[111] WILLIAMS DJL, NEWSON J, NAESSENS J. Humoral immune responses in trypanotolerant and susceptible
breeds of cattle following secondary challenge w'ith Trypanosoma congolense. Immunobiology 1989; 4 /suppi./:
152.

[112] WONG SY, SEWELL HF. CD 5 positive B cells in peripheral blood and lymph nodes in rheumatoid arthritis
(letter). J Clin Pathol 1991; 44: 85-86.

[113] YAKURA H, SHEN FW, KAEMMER M, BOYSE EA. Lyb-2 system of mouse B cells. Evidence for arole in
the generation of antibody-forming cells. J Exp Med 1981; 153:129-135.

[114] YOKOCHIT, HOLLY RD, CLARK EA. B lymphoblast antigen (BB 1 expressed on Epstein-Bair virus-acti-
vated Bcell blasts, B lymphoblastoid cell lines, and Burkitt’s lymphomas.J Immunol 1982; 128: 823-827.
[115] YUINOU PY, MACKENZIE LE, KATSIKIS P, MERDRIGNAC G, ISENBERG DA TUAILLON N,
LAMOUR A LE GOFF P, JOUQUAN J, DROGOU A i wsp. The relationship between CD 5-expressing B
lymphocytes and serologic abnormalities in rheumatoid arthritis patients and their relatives. ArthritisRheum 1990;
33: 339-348.

[116] YONG K KHWAJA A. Leukocyte cellular adhesion molecules. Blood Rev 1990; 4: 211-225.

Otrzymano: 14.11.1991.
Przyjeto:20.12.1991.
Adres autoréw: Klinika Hematologii AM, Lublin



http://rcin.org.pl



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 19 NR 11992 (61-76)

HETEROGENNOSC KOMOREK TUCZNYCH:
FAKT CZY ARTEFAKT?

HETEROGENITY OF MAST CELLS: FACT OR ARTIFACT?

Konrad RYDZYNSKI

Zaktad Oceny Toksycznosci, Instytut Medycyny Pracy, £6dz

Streszczenie. W artykule oméwiono stan wiedzy na temat zréznicowania fenotypowego iw tym kontek$cie istnienia
subpopulacji komérek tucznych u zwierzat laboratoryjnych icztowieka. Zestawiono dane o barwliwosci, morfologii,
sktadzie ziaren wydzielniczych, mediatorach tworzonych de novo, lokalizacji narzadowej i reaktywnosci komérek
tucznych, atakze ich ontogenezie.

Summary. This review focuses on the evidence for heterogeneity of mast cell (MC) phenotypic characteristics in
rodents and humans. The existence of two major MC subpopulations is critically reviewed. The MC ontogenesis,
staining properties, morphology, composition of secretory granules, newly generated mediators, tissue distribution
and reactivity is discussed.

WSTEP

Komorki tuczne (KT) budza zywe zainteresowanie juz od ponad 100 lat. Mimo jednak
intensywnych badan i setek prac publikowanych kazdego roku na ich temat ciagle kryjg w
sobie wiele tajemnic. Paradoksem wydaje sie fakt, ze ostatnie lata, ktére przyniosty szereg
nowych jakosciowo informacji o powstawaniu, budowie, biochemii i funkcji tych komorek,
nie tylko nie wyjasnity ostatecznie roli biologicznej KT, ale wrecz przeciwnie, zagmatwaty
poglady jeszcze bardziej.

W centrum uwagi znalaztsie przede wszystkim problem heterogeimosci KT. Przez pojecie
to zwykle rozumie sig, ze rézne subpopulacje komérek majg pewne wyrdzniajace je cechy
fenotypowe na tyle wazne biologicznie, aby pozwolity na zaklasyfikowanie ich do od-
dzielnych grup. Jest to powszechnie akceptowane, jednak mato precyzyjnie okreslone i
stwarza w praktyce wiele probleméw. Komorki tuczne np. mogaréznic sie wielkoscig, budowg

*Praca dofinansowana z tematu IMP 1.27.
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infrastrukturalng, zawartoscig mediatoréw, odpowiedzig na rézne czynniki; ktdre z kryterium
nalezy przyja¢ za decydujace?

KT cechuje zréznicowana zawarto$¢ waznych biologicznie mediatoréw, sposob odpo-
wiedzi na cytokiny, na czynniki sekrecyjne itd. Majg one kluczowe znaczenie w tak zroz-
nicowanych procesach biologicznych i chorobowych, jak: wzrost i odnowa tkankowa,
choroby alergiczne, zapalenia oraz zwalczanie pasozytéw jelitowych. Dlatego tez wazne jest
zagadnienie heterogennosci KT, a wigec odpowiedZ na pytanie, czy mamy do czynienia z
jednorodna, czy zréznicowang populacjag KT. Przyjmujac bowiem, ze KT sg populacjg
jednorodng moglibySmy popetni¢ znaczacy btad generalizujgc otrzymane informacje, prze-
noszac je z jednej badanej subpopulacji na ich catosc.

W chwili obecnej nie ma nawet petnej zgody co do precyzyjnej definicji KT. Zazwyczaj
mianem tym okresla sie duze komorki majace w swej cytoplazmie liczne metachromatycznie
wybarwiajace sie, elektronowo-geste ziarna wydzielnicze. Ziarna te maja macierz utworzong
przez proteoglikany, z ktérymi zwigzana jest histamina. Inng wazng cechg KT jest obecno$é¢
na powierzchni ich btony komoérkowej receptoréw dla IgE i zdolno$¢ do odpowiedzi na
antygen, anty-lIgE badz chemiczne czynniki sekrecyjne. Odpowiedz ta polega na wydzieleniu
zawarto$ci ziaren cytoplazmatycznych.

HETEROGENNOSC KOMOREK TUCZNYCH GRYZONI

Przez wiele lat KT wystepujace w tkankach zwierzat laboratoryjnych i cztowieka trak-
towano jako jednorodng populacje komdrek. Wynikato to prawdopodobnie z faktu, ze wiek-
szo$¢ danych na temat skfadu biochemicznego, budowy morfologicznej, funkcji, a takze
odpowiedzi farmakologicznej KT uzyskano wykorzystujac fatwos$¢ otrzymywania duzej
liczby tych komorek przez ptukanie jamy otrzewnowej szczura lub myszy. Okazato sie jednak,
ze choc jest to model bardzo dogodny, to nie uniwersalny.

W 1966 roku Enerback [15, 16] wykazat stosujac rézne sposoby utrwalania i barwienia,
ze w jelicie szczura wystepuja dwa rodzaje KT. Te wyniki wzbudzity wiele kontrowersji i nie
spotkaty sie z nalezytym zrozumieniem. Dopiero badania lat osiemdziesigtych [5, 44] dopro-
wadzity do przekonania, ze u gryzoni wystepujg dwie odrebne subpopulacje tych komorek:
komoarki tuczne typowe zwigzane z tkanka taczng - CTMC (typical, connective tissue, type |
mast cell) i komorki tuczne atypowe zwigzane z btonami $luzowymi - MMC (atypical,
mucosal, type Il mast cells).

BARWLIWOSC

W badaniach morfologicznych te dwie subpopulacje KT odréznia sie dwoma sposobami.
Pierwszym z nich jest utrwalanie tkanki w utrwalaczach bezwodnych nie zawierajgcych
formaliny, najczesciej w utrwalaczu Carnoya oraz barwienie jej blekitem alcjanu i safraning.
CTMC wybawiaja sie safraning, a MMC biekitem alcjanu. Drugim sposobem jest poréwnanie
barwienia KT biekitem toluidyny w tkance utrwalonej formaling oraz ptynem Carnoya.
Komaérki tuczne atypowe - MMC uwidaczniajg sie tylko w tkance utrwalonej w ptynie
Carnoya, barwienie ichjest natomiast zahamowane przez formaldehyd [15,16]. Innymjeszcze
sposobem jest zastosowanie berberyny, ktéra wigze sie z CTMC, a nie z MMC [17] (tab. 1).
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TABELA 1. Komorki tuczne (szczur/mysz)

Cecha CTMC MMC

BARWLIWOSC

Utrwalacze aldehydowe nie blokuja blokuja

Btekit alcjanu/safranina  ziarnistosci safraninododatnie ziarnistosci alcjanododatnie
Berberyna fluorescencja brak fluorescencji
Pinancjanol erytrozyny  barwi barwi

CECHY MORFOLOGICZNE

Okres przezycia >6 mies. <40 dni

Wielkos¢ 14-20 prn 4-10 pm

Ksztatt duze, kuliste mate, kuliste

Jadro duze, okragte ptatowate

Ziarna wydzielnicze duza ilo$¢, kuliste, mata ilo$¢, polimorficzne
o podobnej wielkosci

Migracja migruja nie migruja

Proliferacja grasiczno-niezalezna grasiczno-zalezna

Metody barwienia stosowane do uwidocznienia KT w mikroskopie $wietlnym opieraja sie
na powinowactwie barwnikéw kationowych do glikozaminoglikanéw (GAG) zawartych w
ziarnach wydzielniczych tych komérek. W macierzy ziaren komérek tucznych wystepowac
moga dwa rodzaje tych substancji: heparyna i siarczany chondroityny. Heparyna jest poli-
merem anionowym; na jedna jednostke dwucukru przypada $rednio od 3 do 4 grup siar-
czanowych i jedna karboksylowa. Chondroityno-siarczany obdarzone sg mniej licznymi
grupami anionowymi; liczba grup siarczanowych szacowana jest na $rednio 0,8-1,3 na
jednostke dwucukrowg. Z powodu duzej zawarto$ci grup siarczanowych i karboksylowych
GAG sgsubstancjami o licznych tadunkach anionowych. W stanie natywnym wiekszo$¢ GAG
wystepuje w postaci kowalencyjnie zwigzanej z biatkiem, ktére tworzy rdzen kompleksu
nazwanego proteoglikanem [29]. Klasyczng metodg barwienia KT jest barwienie meta-
chromatyczne barwnikami tiazynowymi, przede wszystkim biekitem toluidyny. Za bardziej
swoistg uwazana jest metoda barwienia komorek tucznych biekitem alcjanu, ktérg wpro-
wadzili Bloom i Kelly [17], a rozwingt Enerback [16] stosujac barwienie sekwencyjne z
safraning. Biekit alcjanu jest kationowym barwnikiem nalezacym do grupy ftalocyjanin
miedziowych. Tworzy on w niskim pH nierozpuszczalne w wodzie kompleksy z wielo-siar-
czanowymi polianionami, jakimi sg GAG w niskim pH. Istnieje opinia [1,29,59], ze barwniki
kationowe barwig raczej kompleksy GAG z biatkami, czyli proteoglikany niz same GAG.
Barwienie safraning zwigzane jest prawdopodobnie z jej powinowactwem do grup sul-
famidowych heparyny. Usuniecie grup sulfamidowych powoduje, ze KT jamy otrzewnowej
szczura tracg whasciwos$¢ wybarwiania sie tym barwnikiem [49].

Jak juz wspomniano wczes$niej, za jedng z podstawowych cech pozwalajacych na roz-
réznianie subpopulacji KT u gryzoni uwaza sie wptyw utrwalania formaling [15, 16, 17].
Optymalne utrwalenie tkanki przed barwieniem to takie, ktore daje precypitacje GAG w taki
sposob, aby pozostaty wolne miejsca anionowe do wiazania barwnika. Niepowodzenia w
uwidacznianiu KT w utrwalonej tkance moze by¢ spowodowane: wyptukaniem w pozniejszej
preparatyce niedoktadnie sprecypitowanych GAG, ograniczeniem przepuszczalnosci btony
ziaren wydzielniczych przez utrwalenie lub zablokowaniem miejsc anionowych przez utr-
walacz i uniemozliwienie tym samym zwigzania barwnika. Badania Millera i Walshawa [1,
39] wskazuja, ze w przypadku utrwalania formaling najbardziej prawdopodobne sg te dwie
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ostatnie mozliwosci. Utrwalacz Camoya czy octan otowiu penetrujg tkanki bardzo szybko i
silnie precypitujg zarowno GAG, jak i biatka. Niskie pH utatwia wigzanie jonowe miedzy
barwnikiem a GAG, poniewaz doprowadza do silnej dysocjacji grup siarczanowych.

R6znice w barwliwosci komoérek tucznych gryzoni pozwalajgce na réznicowanie sub-
populacji zebrano w tabeli 1.

MORFOLOGIA | ULTRASTRUKTURA KT

Komoérki tuczne subpopulacji CTMC i MMC réznig sie szeregiem cech morfologicznych,
ktore zebrano w tabeli 1.

W badaniach ultrastrukturalnych poréwnawczych [17,19] wykazano, ze obie subpopulacje
KT roznig sie od siebie jedynie nieznacznie. Btona komdrkowa MMC jest pofaldowana w
bardzo nieliczne mikrokosmki, podczas gdy btona komérkowa CTMC ma liczne pofat-
dowania. Na powierzchni btony komérkowej CTMC i MMC wystepuja receptory dla IgE; w
MMC IgE zlokalizowano takze w cytoplazmie [17]. Cytoplazma CTMC upakowana jest
bardzo licznymi, o podobnej wielkosci, elektronowogestymi ziarnami wydzielniczymi, w
cytoplazmie MMC tych ziaren jest mniej i sa polimorficzne. Jagdro komérkowe CTMC jest z
reguly duze i okragte, natomiast w jadrze komérkowym MMC wystepuja liczne wgtebienia.

Liczba substancji o duzej aktywnosci biologicznej poznanych w komérkach tucznych jest
bardzo duza. Dzieli si¢ je zwykle na dwie grupy: substancje zmagazynowane w ziarnach
wydzielniczych oraz tworzone de novo w cytoplazmie po stymulacji KT. Do pierwszej grupy
zalicza sie aminy biogenne, glikozaminoglikany (GAG), proteazy,egzoglikozydazy iczynniki
chemotaktyczne; do drugiej za$ pochodne kwasu arachidonowego - leukotrieny, prosta-
glandyny, tromboksan i czynnik aktywujacy ptytki krwi [PAF].

ZIARNA WYDZIELNICZE

W obu subpopulacjach KT mozna zaobserwowac¢ charakterystyczne réznice w zawartosci
substancji zmagazynowanych w ziarnach [1, 17, 49]. Dane te zebrano w tabeli 2, z ktorej
wynika, ze CTMC réznig od MMC przede wszystkim: kilkunastokrotnie wigksza zawarto$¢
histaminy, obecno$¢ glikozaminoglikanu heparyny, a nie siarczan6éw chondroityny oraz
chymotryptazy typu | (chymaza).

TABELA 2. Komorki tuczne (szczur/mysz) - Zawarto$¢ ziaren wydzielniczych

Zwiazek chemiczny

Aminy: histamina

serotonina
Glikozam inoglikany:
Proteazy:

Egzoglikozydazy:

Czynniki chemotaksji

CT™MC

>15 pg/komoérke

1 pg/komérke
heparyna
chymotryptaza |
karboksypeptydaza A
arylsulfataza A
B-heksozaminidaza
R-glukoronidaza
R-galaktozydaza
ECF | NCF

MMC

1-3 pg/komorke

< 1 pg/komoérke
siarczan chondroityny
chymotryptaza Il

?

arylsulfataza A
B-heksozaminidaza
R-glukoronidaza
R-galaktozydaza

’
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MEDIATORY TWORZONE DE NOVO

Bardziej skomplikowana jest sytuacja
z okredleniem roznic w tworzeniu me-
diatorbw - pochodnych kwasu arachi-
donowego. Z dostepnych danych z
pismiennictwa [37, 39, 49] wydaje sig, ze
gtdéwnym produktem przemiany kwasu a-
rachidonowego w MMC jest leukotrien
C4, podczas gdy w CTMC dominuje szlak
prostanoidow, chociaz i CTMC maja zdol-
no$¢ syntezy leukotrienéw (tab. 3).

TABELA 3. Komorki tuczne (szczur/mysz) - Mediatory
tworzone do novo

CTMC MMC
Prostaglandyny D2, E2, F2 ?

Leukotrien C4 - $lad Leukotrien C4
Tromboksan A2 ?

Czynnik aktywujacy ptytki [PAF] ?

LOKALIZACJA NARZADOWA

Lokalizacja narzadowa obu subpopulacji jest

ré6zna. U szczura stwierdzono wys-

tepowanie CTMC w bionie podsluzowej jelita cienkiego, w skorze, w $cianie pecherzykdow

ptucnych i na powierzchni

bton surowiczych, natomiast MMC w btonie $luzowej jelita

cienkiego i w nabtonku oskrzelowym [1,17, 21].

REAKTYWNOSC

TABELA 4. Komorki tuczne (szczur/mysz) -
Reaktywno$é

Odpowiedz, na: CTMC MMC

Antygen. anty-IgE +
Czynnik 48/80 +
Jonofor A23187 +
Bradykinina + -
Neurotensyna +
Substancja P +
Peptyd jadu zmij 401 +

Ciekawych informacji na temat réznicowa-
nia subpopulacji KT dostarczyty badania nad
ich reaktywnoscig, czyli zdolnoscig do uwol-
niania mediatorow markerowych (najczesciej
histamina i B-heksozaminidaza) w odpowiedzi
na czynnik sekrecyjny. Z tabeli 4 wynika, ze
réznicowa¢ te dwie subpopulacje mozna na
podstawie braku odpowiedzi MMC na czynnik
48/80, neuropeptydy - bradykinine, neuroten-
syne, somatostatyne czy biatko 401 zjadu zmij
[2, 44, 57].
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HETEROGENNOSC KOMOREK TUCZNYCH CZtOWIEKA

Prawie rownolegle z odkryciem heterogennosci KT gryzoni pojawito sie pytanie, czy i u
cztowieka wystepujg subpopulacje komoérek tucznych i czy mozna zastosowac takie same
kryteria roznicujace jak u szczura czy myszy.

BARWLIWOSC

Po raz pierwszy Strobel i wsp. [59] poréwnujac rozne sposoby utrwalania i barwienia
wykazali, ze w btonie sluzowej jelita cztowieka po utrwaleniu tkanki w utrwalaczu Carnoya
lub zasadowym octanie otowiu i barwieniu btekitem alcjanu i safraning, uwidacznia sie ok. 5
razy wiecej KT niz po utrwalaniu tkanki w utrwalaczach formalinowych. KT barwity sie
biekitem alcjanu na niebiesko: nie obserwowano komadrek barwigcych sie safraning. Spo-
strzezenie to zostato pozZniej potwierdzone przez Ruitenberga i wsp. [48] oraz Befusa i wsp.
[2]. W 3 lata p6zniej Befus iwsp. [3] opisali w jelicie cztowieka dwie subpopulacje komorek
tucznych réznigce sie opornoscig na barwienie btekitem toluidyny w niskim pH po utrwaleniu
w formalinie. Ostatnio pojawity sie tez doniesienia [26, 43] o obecnosci w skérze ludzkiej
komarek safranino-dodatnich.

Stwierdzitem, ze KT serca cztowieka [49] wybarwiajasie btekitem alcjanu po utrwaleniu
w utrwalaczach nie zawierajacych formaliny. Utrwalenie tkanki w utrwalaczach zawie-
rajgcych formaline powoduje catkowite lub bardzo znaczne zahamowanie wigzania barwnika.
W sktadzie ziaren wydzielniczych tych komdrek znajdujg sie wiec GAG o niskiej zawartosci
grup siarczanowych i karboksylowych prawdopodobnie siarczan chondroityny podobnie jak
w KT jelit [14] i ptuc [39].

Barwienie komorek przy pomocy pinacjanolu, barwnika z grupy karbocjanin w kompleksie
z crytrozyng B (z grupy ksantenoéw) [50,51] uwidacznia znacznie wiecej KT ito w réznych
tkankach od réznych gatunkdw zwierzat niz po barwieniu btekitem toluidyny. Wskazuje to na
duze powinowactwo pinacjanolu erytrozyny do substancji zawartych w ziarnach wydziel-
niczych zaréwno cztowieka, jak i zwierzat laboratoryjnych. Niestety, istota histochemiczna
tego barwienia pozostaje niejasna. Wydaje sie, ze wystgpienie takich wiasnosci barwiacych
spowodowane jest podobieAstwem budowy chemicznej do barwnikéw tiazynowych i ftalo-
cyjanin (obecnos¢ grup amoniowych) z jednej strony oraz obecnos¢ grup jodowych z drugiej.
Barwienie tag samg metodg nie pozwala jednak na rozréznienie subpopulacji KT.

Podsumowujac dotychczasowe wyniki badan nad mozliwoscig r6znicowania subpopulacji
KT u cztowieka przy pomocy metod barwienia réznicujagcych KT u gryzoni nalezy po-
wiedzie¢, ze zadna z dotychczas zastosowanych metod nie daje zadowalajgcych wynikow.

MORFOLOGIA | ULTRASTRUKTURA KT

Wspélne dla KT cztowieka cechy morfologiczne zebrano w tabeli 5. Na powierzchni btony
komédrkowej KT sfatdowanej w liczne mikrokosmki wystepuja receptory o wysokim (Kot «
1010 M-1) powinowactwie do IgE [1].

Najbardziej charakterystyczng cechg wyrdzniajaca KT cztowieka od innych komorek oraz
KT gryzoni jest wystepowanie w ich cytoplazmie duzej ilosci kulistych lub elipsoidalnych
ziaren wydzielniczych o charakterystycznej budowie ultrastrukturalnej. Wiekszos¢ tych oto-
czonych pojedynczag btong ziaren zawiera w swojej macierzy struktury parakrystaliczne
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zbudowane z koncentrycznych blaszek; jak TABELA 5. Komérki tuczne cztowieka

do tej pory opisano podobnego typu stru-

. . N v Cecha Charakterystyka
ktury jedynie w KT $winki morskiej [12]. _
Hammel i wsp. [25] postuluja, ze ziarna ~ Wielkos¢ 10-20 urn
. . . Ksztatt wieloksztattne
wydzielnicze komérek tucznych ptuc skta- 554, duze, wydtuzone
dajg sie z powielanych kilkunastu powta- ziarna duza ilosé, kuliste,

wydzielnicze struktury parakrystaliczne
Proliferacja limfocyto-T-zalezna?
IgE powierzchniowe

rzalnych jednostek ijednostka tg sg opisane
wyzej blaszki struktur parakrystalicznych.
W swoich badaniach nad KT serca czto-
wieka [49,50] stwierdzitem, ze najczesciej
wystepujacg strukturg parakrystaliczng by-
fa struktura zbudowana z 3 lub 4 blaszek; okresowos$¢ blaszek w tych strukturach ma charakter
rozktadu jednorodnego z warto$cig mediany 85 A. Inni badacze zajmujacy sie tym za-
gadnieniem podajg warto$¢ okresowosci od 60 A do 150 A [8] i opisujajej rozktad albo jako
jednorodny [8, 49, 50] albo dwumodalny [8, 49, 50].

Oprécz ziaren zbudowanych z koncentrycznych blaszek opisywano takze takie, ktére byty
wypetnione siecig o charakterze parakrystalicznym [8, 9, 50].

Trudno sie ustosunkowac jednoznacznie, czy opisywane réznice sg wynikiem réznego
sktadu i budowy struktur parakrystalicznych w réznych komérkach, czy wynikajg raczej z
réznych procedur przygotowania tkanek i sposobu pomiaréw. Wydaje sie, ze struktury
parakrystaliczne sa w stanie spoczynku formg magazynowania bardzo zageszczonych skiad-
nikéw wydzielniczych utrzymywanych w tej formie w drodze oddziatywania jonowego [8,
12, 13],

Na podstawie oceny ultrastruktury ziaren w rutynowej procedurze nie daje sie rozréznic
subpopulacji KT. Nie mniej jednak Craig i wsp. [9] wskazuja, ze daje sie zauwazy¢ korelacje
miedzy zawarto$cig tryptazy i chymotrypazy w ziarnach a ich wygladem ultrastrukturalnym.
Szerzej na ten temat bedzie mowa ponizej.

ZIARNA WYDZIELNICZE

W ziarnach wydzielniczych ludzkich komorek tucznych wystepuje szereg bardzo aktyw-
nych biologicznie substancji (tab. 6).

Stwierdzono, ze w KT cztowieka za-
warto$¢ histaminy moze by¢ zmienna i wa-
ha sie w granicach od « 1pg do» 10 pg [18,
34, 35, 39, 49, 56], nie stwierdzono nato-
miast serotoniny [1, 52]. W S$wietle tych

TABELA 6. Komorki tuczne cztowieka
Zawarto$¢ ziarnistosci

Histamina
Glikozam inoglikan

1-10 pg/komérke
heparyna m. cz. ok. 60000

Proteazy

Egzoglikozydazy

Czynniki chemotaksji

siarczan chondroityny E
tryptaza

chymotryptaza
karboksypeptydaza
arylosulfataza B
B-heksozaminidaza
B-glukoronidaza
R-galaktozydaza

dla eozynofilow - ECF
dla neutrofiléw - NCF

badan wydaje sie, ze zawarto$¢ histaminy
nie moze by¢é elementem réznicujagcym
subpopulacje KT u cztowieka.

Duzg cze$¢ zawartosci ziaren stanowig
GAG: siarczan chondroityny E [14,22,39],
aw KT ptuc, takze niskospolimeryzowana
heparyna o masie czgsteczkowej ok. 60000
[39]. Wystepujg one podobnie jak u gry-
zoni w formie zwigzanej z monomerami
biatkowymi tworzac proteoglikany.
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Poniewaz barwliwo$¢ metachromatyczna KT wynika z wiasciwosci tych kompleksow,
nalezy stwierdzi¢, ze nie mogg one podobnie jak zawarto$¢ histaminy stanowic¢ jedno-
znacznego kryterium réznicowania subpopulacji KT u cztowieka.

W ostatnich latach ukazato sie szereg prac, gtéwnie z laboratorium Schwartza, w ktérych
autorzy sugeruja, ze markerami komérkowymi pozwalajagcymi na rozréznianie typéw komo-
rek tucznych u cztowieka mogaby¢ wystepujace w ich ziarnach wydzielniczych dwie obojetne
proteinazy: tryptaza i chymotryptaza. Wykorzystujac techniki immunohistochemiczne stwier-
dzili, ze w réznych narzadach cztowieka mozna wyrézni¢ KT tryptazopozytywne, chymo-
tryptazonegatywne okreslane jako KTj i KT tryptazopozytywne, chymotryptazopozytywne
okre$lane jako KTtc .

W KT phuc 20-30% ogo6lnej ilosci biatka to tryptaza, co daje zawartos¢ ok. 12 pg/komarke
[66]. W KT skdéry zawartos$¢ tryptazy okreslono na ok. 35 pg [55, 56]. Waznym faktem z
punktu widzenia réznicowania KT ibazofiléw krwi jest bardzo mata zawartos¢ tryptazy (0,04
pg/komérke) i brak chymotryptazy w bazofilach [39]. Srednig zawarto$¢ chymotryptazy w
KTtc skory okres$lono na ok. 4,5 pg/komarke, natomiast w KTt na ponizej 0,04 pg/komérke
[53, 56].

Craig iwsp. [9] stosujac mysie przeciwciata monoklonalne przeciwko tryptazie i krolicze
przeciwciata poliklonalne przeciwko chymotryptazie stwierdzili, ze:

« znakowanie przeciwko tryptazie pojawiato sie nad ziarnami wydzielniczymi KT zawie-
rajacymi struktury parakrystaliczne w formie koncentrycznych blaszek (scrolls),

 znakowanie przeciwko obu proteazom pojawiato sie w KT, ktére majg w cytoplazmie
ziarna wydzielnicze zawierajace struktury parakrystaliczne w formie sieci (gratings).

Wskazuje to, ze istniejace réznice w budowie ultrastrukturalnej KT cztowieka pozwalaja
na klasyfikacje subpopulacji na KTt i KTtc. Nie jest to jednak poglad powszechnie akce-
ptowany.

W ziarnach wydzielniczych KT stwierdzono takze obecno$¢ innej proteinazy: karbo-
ksypeptydazy, réznej jednak od opisanych wczesniej u cztowieka typédw A i B. Wydaje sig,
ze iten enzym moze by¢ markerem subpopulacji ludzkich KT, poniewaz wystepuje w znacznie
wiekszych stezeniach w KTtc skéry [39] niz KTt ptuc [23, 39]. Na temat zawartosci i
zréznicowania w wystepowaniu katepsyny G i elastazy w KT panujg sprzeczne opinie [38,
54]. Innymi zlokalizowanymi w ziarnach substancjami sg arylosulfataza B, R-heksozami-
nidaza [56] oraz B-glukoronidaza i B-galaktozydaza [39, 49]. Uwaza sie takze, ze w ziarnach
wydzielniczych zgromadzone sg czynniki chemotaktyczne dla granulocytéw kwasochtonnych
- ECF [1, 49] i obojetnochtonnych - NCF [1, 17]. W S$wietle dotychczasowych danych
zawarto$c¢ tych substancji nie wydaje sie mie¢ znaczenia dla r6znicowania subpopulacji KT u
cztowieka.

MEDIATORY TWORZONE DE NOVO

Ciekawym elementem cytoplazmatycznym KT
sg ciata lipidowe o r6znej wielkosci, nie otoczone

TABELA 7. Komorki tuczne cztowieka

Mediatory tworzone de novo btong, majace zdolnos¢ wychwytywania 3H-kwasu
Prostaglandyna D2 arachidonowego [13]. Wykazano, ze po stymulacji
Leukotrieny C4 i E4 KT z kwasu arachidonowego powstajg bardzo akty-
Tromboksan A2 _ wne biologicznie mediatory: prostaglandyna D9 i
Czynnik aktywujacy plytki - PAF leukotrieny C4 i E4 [18, 34, 39, 49], a takze trom-

boksan A, [39, 49] i czynnik aktywujacy ptytki [49]
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(tab. 7). W dotychczasowych badaniach nie stwierdzono jednak na tyle typowych toréw
metabolicznych pochodnych kwasu arachidonowego, ktére pozwolityby na rozréznianie
subpopulacji KT.

LOKALIZACJA NARZADOWA

Schwartz i inni [9, 30, 39, 56] przyjmujac za kryterium réznicowania KT obecnos¢ i
zawarto$¢ tryptazy i chymotryptazy sadza, ze w réznych, dostepnych do badania narzadach
cztowieka subpopulacje KTj i KTtc wystepujagw zmiennych zawartosciach (tab. 8). | tak w
skdrze wiasciwej prawie 90% FT zawiera obie proteinazy (KTtc), a ok. 10 % tylko tryptaze
(KTp). W ptucach sytuacja jest natomiast odwrotna: ok. 90% KT to KTt , a ok. 10% - KTtc.
W jelicie cienkim natomiast w btonie pods$luzowej stwierdzono 87% KTtc i 13% KTt ,aw
btonie Sluzowej prawie wylgcznie KTt. W $cianach naczyn krwiono$nych 95% wyste-
pujacych tam KT to KTtc.

TABELA 8. Rozmieszczenie subpopulacji komoérek tucznych w badanych narzadach cztowieka

Tkanka MCt MCtc
Skéra wiasciwa 12% 88%
Ptuca

nabtonek oskrzeli 95% 5%

$ciana pecherzyka 93% 7%
Jelito cienkie

btona $luzowa 98% 2%

btona pods$luzowa 13% 87%
Btona §luzowa nosa

nabtonek 98% 2%

warstwa podnabtonkowa 40% 60%
Sciana naczyn krwiono$nych 5% 95%

REAKTYWNOSC

Ocengreaktywnosci KT u cztowieka

o . . . TABELA 9. Komorki tuczne cztowieka - Reaktywno$é
podobnie jak u gryzoni daje sie wy-

rézni¢ subpopulacje KT odpowiadajgce ~ Odpowiedz na: KT ptuc- KTt KT skory - KTte
w zréznicowany sposob na czynniki se-  anty - 1gE + +
krecyjne (tab. 9). Czynnik 48/80 - +
KT izolowane z ludzkiej skéry (gto- ~ Jonofor A 23187 + +
. . . Komplement C3a - +
wnie KTtc) odpowiadajg [4, 35, 60] w Polilizyna .
odroznieniu od komorek tucznych z  sypstancja P +
ptuc, jelit i kaletek maziowych (gtdwnie  Morfina +

KTt) [12, 18, 34] uwalnianiem hista-
miny m.in. na czynnik 48/80, siarczan
morfiny, substancje P.
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ONTOGENEZA KOMOREK TUCZNYCH

Pochodzenie KT jest nadal zrédtem pewnych kontrowersji posréd badaczy. Z uwagi na
niewielkg liczbe prac traktujagcych w sposéb systematyczny problem ontogenezy poszcze-
gblnych subpopulacji KT u cztowieka zagadnienie to bedzie oméwione tgcznie dla KT
zwierzat laboratoryjnych i cztowieka.

Do poczatku lat osiemdziesigtych przewazata opinia oparta na badaniach Fawcetta [49,
52], ze prekursorami KT w tkankach sgniezréznicowane komorki tkanki tacznej pochodzenia
mezenchymalnego. Dzi$ coraz wiecej badaczy sktania sie do przyznania im pochodzenia z
blizej nieznanej komérki prekursorowej réznicujacej sie z komorki multipotencjalnej szpiku.
Wskazuje na to mozliwo$¢ hodowli KT ze szpiku w Srodowisku zawierajacym interleuking 3
i 4z limfocytow T (np. [33, 40, 46]) czy z prekursorow krazacych we krwi [20, 58].

Dodatkowych dowodéw dostarczyt Kitamura i jego grupa [32, 33, 41, 42]. W swoich
badaniach wykorzystali oni szczepy myszy z mutacjami w chromosomie 5, locus W badz w
chromosomie 10, locus SI. Opisane szczepy WBB6Fj - W/Wv (W/WvV) oraz WCB6F* -S1/S|
pozbawione sg KT, a takze wystepuje u nich anemia makrocytarna, brak pigmentacji woséw
i bezptodnos¢. Dodatkowo do badan wykorzystano szczep myszy, u ktérych KT maja
olbrzymie ziarna wydzielnicze; C5+BL/6 - Bg/Bg (beige). Badacze ci wykonali serie do-
Swiadczen, w ktorych wykazali, ze:

+jesli kolonie $ledzionowe, uzyskane po dozylnym wstrzyknieciu zawiesiny "normalnych"
komérek szpikowych napromienionym "normalnym" myszom, poda sie dozylnie myszom
W/Wv, to wjaki$ czas potem u tych myszy w zotagdku i$ledzionie pojawiaja sie normalne KT,

* dozylne podanie myszom W/Wv komorek szpikowych od myszy beige powoduje pow-
stanie KT o olbrzymich ziamisto$ciach w zotadku, skorze i $ledzionie,

e podanie podskérne myszom W/Wv zawiesiny komorek jednojadrzastych z krwi powoduje
powstanie KT w miejscu wstrzykniecia,

 podanie myszom S1/Sldczy to do krwi, czy lokalnie zawiesiny komdérek zawierajgcych
prekursory KT nie prowadzi do powstania KT ani w miejscu lokalnego podania, ani w
narzadach,

0 podanie zawiesiny komorek szpikowych myszy SI/SI myszom W/W' prowadzi do
powstania normalnych KT.

Wynika z tego, ze myszy W/Wv miaty wade genetyczng polegajaca na braku komérek
prekursorowych, natomiast SI./Sld nie miaty czynnikdw niezbednych do rdznicowania sie
prekursoréw KT w dojrzate KT. Szerszym wnioskiem ontogenetycznym jest, ze:

(1) KT powstajg z prekursoréw szpikowych.

(2) Do ich roznicowania i dojrzewania niezbedne sg czynniki tkankowe (blizej dzi$ nie
sprecyzowane).

Licznym pracom poswieconym pochodzeniu i rozwojowi komdrek tucznych gryzoni nie
towarzyszg niestety podobne dotyczace komorek tucznych cztowieka. Ukazato sie zaledwie
kilka prac na ten temat, wydaje sie jednak, ze dostarczone dowody przemawiajg rdwniez za
limfocyto-T-zaleznym, szpikowym pochodzeniem tych komérek [1, 22, 27, 28, 47, 52].
Stwierdzono w tych badaniach, ze KT wykazujg dodatni odczyn na wspolny antygen leuko-
cytarny (LCA); cze$¢ z nich daje pozytywng reakcje z przeciwciatami przeciw markerom
makrofagow: lizozymem, cij-antytrypsyng i cij-antychymotrypsyna. Ujemne odczyny im-
munohistochemiczne z przeciwciatami przeciwko antygenom zwigzanym z komorkami we-
wnatrzwydzielniczymi (B-endorfina, ACTH, kalcytonina, somatostatyna, chromogranina A,
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CGRP, SP-1 czy gastryna i serotonina) pozwalajg sadzi¢, ze stara hipoteza o komérkach
tucznych jako rozproszonym narzadzie endokrynowym jest dzi$ trudna do utrzymania.

INNE MOZLIWOSCI PRZYCZYN WYSTEPOWANIA
ZROZNICOWANIA FENOTYPOWEGO KT

Podane powyzej argumenty za wystepowaniem dwodch odrebnych subpopulacji KT za-
rébwno u gryzoni, jak i u cztowieka nie dla wszystkich sg jasne i jednoznaczne. W celu
uzyskania catosci obrazu nalezy powiedzieé o innych, mozliwych przyczynach wystepowania
réznych fenotypow KT.

Wysuwane sg co najmniej trzy mechanizmy, ktére mogg prowadzi¢ do wystgpienia
obserwowanych réznic miedzy subpopulacjami KT [19, 20]:

« proces dojrzewania i réznicowania,

e rozny stan czynnosciowy KT,

e wychwyt substancji produkowanych przez inne komarki.

PROCES DOJRZEWANIA | ROZNICOWANIA

Pozostaje niejasna sprawa, czy CTMC i MMC pochodzg z dwdch oddzielnych linii
komérkowych, czy tez dochodzi¢ moze do przeksztatcenia jednych w drugie na réznych
etapach rozwoju (tab. 10).

Ro6zne prekursory KT zostaly' opisane w zawiesinie komoérek z jamy otrzewnej myszy;

TABELA 10. Pochodzenie KTr i KTtc

Lim focyto-T-zalezne Limfocyto-T-niezalezne
KTt ’ KTtc

Dojrzate KT

Mtode KT
Ukierunkowane

prekursory KT

Komérki macierzyste

jedne po stymulacji IL-3 r6znicowaty sie w MMC, z drugich w wyniku dziatania srodowiska
z nad hodowli komérek pobudzonych mitogenem szkartatki powstawaty CTMC [40]. Wy-
kazano, ze IL-4 razem z IL-3 stymuluja wzrost klonéw typu CTMC [6, 7, 24]. Te dane sa
przyjmowane za dowod na istnienie dwoch oddzielnych linii komoérkowych.

Z kolei wykazano, ze jes$li mysie MMC z hodowli szpikowych hoduje sie w obecnosci
fibroblastow linii 3T3, dochodzi do ich konwersji w komérki o cechach CTMC (safrani-
nopozytywne, karboksypeptydazododatnie) [10, 36, 41]. Mozna zaobserwowac takze sytu-
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acje, kiedy CTMC w pewnych warunkach réznicujg sie do MMC [41,58]. W koncu ostatnie
dane wskazuja, ze te przeksztatcenia moga by¢ odwracalne w obu kierunkach [32].

Srodowisko otaczajace KT moze w istotny sposéb regulowaé ich réznicowanie, doj-
rzewanie i fenotyp. Od lat wiadomo, ze rdzne procesy immunologiczne i patologiczne
zmieniajg liczbe i fenotyp KT. Z obszernej literatury na ten temat mozna zaproponowac np.
[17, 20, 31, 49]. Zak}ada sie kilka mechanizmow tego zjawiska:

*w miejscu limfocyto-T-zaleznego odczynu zapalnego stezenie limfokin i innych cytokin
moze wielokrotnie przekracza¢ normalnie tam wystepujace,

e w miejscu odczynu zapalnego z naciekiem eozynofilow dochodzi do wzajemnego
wzbudzania obu typdw komorek i internalizacji np. peroksydazy eozynofiléw przez KT,

*w miejscu wystepowania w mikrosrodowisku tkankowym duzego nagromadzenia czyn-
nikéw sekrecyjnych (np. IgE i specyficzny antygen) dochodzi do degranulacji KT i w
konsekwencji zmiany fenotypu,

ebadania ostatnich lat wskazujg, ze same KT przez produkcje takich cytokin, jak IL-3,11-4,
GM-CSF, zmiany w lokalnej przepuszczalnosci naczyn krwionosnych czy oddziatywania na
fibroblasty, komaérki nabtonka itp. moga regulowacé swéj wiasny fenotyp i liczebnos¢ [6, 7,
45,61].

U czlowieka uzyskane informacje moga Swiadczy¢, ze istniejg dwie oddzielne linie
rozwoju dla KTj i KTy(, Wykazano, ze pacjenci z zespotami niedoboréw immunologicznych
majg znacznie mniej KTj w blonie $luzowej jelita, natomiast liczba KTtc w btonie pod-
$luzowej pozostata niezmieniona [31].

ROZNICE WYNIKAJACE ZE STANU CZYNNOSCIOWEGO

W wyniku zadziatania bodzca (o charakterze immunologicznym badz chemicznym) na KT
dochodzi do uwalniania mediatoréw zgromadzonych w ziarnach wydzielniczych. Literatura
na ten temat liczy kilka tysiecy pozycji i szczeg6towe omawianie tego zagadnienia nie miesci
sie w ramach tego artykutu, ale pokrotce mozna powiedzieé, ze postuluje sie istnienie dwoch
rodzajow (sposobow) wydzielania: "sekwencyjny" i "porcjowy". Kazdy z nich zmieni¢ moze
witasciwosci wybarwiania iwyglad ultrastrukturalny KT. Pewne skfadniki cytoplazmatyczne
zostajg bowiem wydzielone, inne syntetyzowane, jeszcze inne wchtaniane. Te procesy
powoduja, ze obserwujemy te same komarki, ktére réznig sie jednak bardzo znacznie wtedy,
gdy sgw spoczynku i w stanie pobudzenia. Komorki tuczne w czasie odbudowy sktadu swoich
ziaren wydzielniczych po degranulacji mogado ztudzenia przypominaé swojgbudowg morfo-
logiczng KT "miode, niedojrzate” [13, 49]. Jak do tej pory nie majednoznacznych kryteriow
pozwalajacych na rozroznienie tych KT, ktore sg rzeczywiscie "miode” (nie osiggnety nigdy
przedtem dojrzatosci) od tych, ktére byty dojrzate i po degranulacji majg wyglad komoérek
niedojrzatych. Nieznany jest takze potencjat proliferacyjny tych dwdéch rodzajow komorek.

WYCHWYT SUBSTANCJI POCHODZACYCH Z INNYCH KOMOREK

Od wielu lat wiadomo, ze KT moga wychwytywa¢ z otaczajgcego je srodowiska rozne
substancje i gromadzi¢ je w ziarnach wydzielniczych oraz organellach komérkowych. Wy-
kazano [11], ze MMC wychwytujg w drodze endocytozy peroksydaze eozynofiléw i trans-
portujaja do ziaren wydzielniczych. Moze to w oczywisty sposéb zmieni¢ fenotyp KT.
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PODSUMOWANIE

W Swietle powyzej przedstawionych faktow wydaje sie, ze hipoteza o istnieniu co najmniej
dwoéch subpopulacji KT jest prawdziwa. Niemniej jednak nasuwa sie ciggle szereg pytan
szczegotowych, o ktorych byta mowa w artykule, a na ktérych znalezienie odpowiedzi ma
kluczowe znaczenie dla zrozumienia roli KT w procesach fizjologicznych i patologicznych.

Zrozumienia bowiem znaczenia heterogennosci fenotypowego KT trudno przeceni¢. Wy-
daje sie, ze subpopulacje KT o odmiennych fenotypach moga odgrywaé zupetnie inne role w
procesach fizjologicznych i patologicznych zaréwno u zwierzat, jak i u cztowieka. Sytuacje
komplikuje jednak fakt, ze przyczyn zréznicowania fenotypowego KT moze by¢ wiele.
Przypomnie¢ mozna tylko kilka: proces dojrzewania i réznicowania, rézny stan czynno-
Sciowy, wychwyt i gromadzenie zwigzkéw z innych komdrek. Te mechanizmy uruchamiane
mogaby¢ przez procesy zardwno fizjologiczne, jak i patologiczne. Uzyskanie doktadniejszych
danych na temat KT przyczyni¢ sie moze do lepszego zrozumienia ich roli biologicznej, a
takze patomechanizmu wielu choréb, w ktérych ich udziatjest niepodwazalny.
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ROLA KOMOREK GWIAZDZISTYCH
W METABOLIZMIE WITAMINY A

THE ROLE OF STELLATE CELLS IN RETINOL METABOLISM

Joanna KOPEC-SZLEZAK

Zaktad Fizjopatologii, Instytut Hematologii w Warszawie

Streszczenie. Komorki gwiazdziste nalezg do nieparenchymalnych komoérek watroby, sg umieszczone w przestrze-
niach Disse'a w zrazikach watrobowych. Zasadnicza funkcjatych komorekjest gromadzenie witaminy A. Pobieranie,
magazynowanie i uwalnianie retinolu przez komérki gwiazdziste moze decydowac o przebiegu przemian witaminy
A w organizmie. Komérki gwiazdziste moga przechodzi¢ w tzw. komérki przejsciowe i syntetyzowaé kolagen,
zwiaszcza w procesach zwtdknienia watroby.

Stowa kluczowe, komorki gwiazdziste, witamina A, rola w metabolizmie retinolu.

Summary. The stellate cells are nonparenchymal cells localized in Disse spaces in hepatic lobule. Their main function
isthe storage of vitamin A. The uptake, storing and release of vitamin A by stellate cells may be critical for metabolism
of retinoids in organism. The stellate cells in the fibrotic lesion, after transformation into transitional cells, are the
crucial cellular source of collagen in liver.

Key words: stellate cells, vitamin A, role in retinol metabolism.

WSTEP

W ostatnich latach w pismiennictwie pojawito sie wiele prac wnoszacych nowe, istotne
informacje na temat znaczenia i metabolizmu witaminy A w organizmie. Dane te dotycza
gtownie:

« odkrycia biatek wigzacych retinoidy podczas transportu tych zwigzkéw wewnatrz orga-
nizmu zaréwno w surowicy, jak iw komérkach [13, 37, 50],

e mechanizmu dziatania kwasu retinowego na materiat genetyczny w komadrkach do-
celowych i wykrycia zwigzanych z tym procesem receptoréw w jadrze komérkowym [12,27,
36, 45],
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*whasciwosci antyoksydacyjnych witaminy A ijej ochronnych wtasnosci przed infekcjami
i nowotworami poprzez dziatanie na uktad odpornosciowy organizmu [6, 9, 14, 24, 39, 41,
52),

* magazynowania witaminy A w komdrkach gwiazdzistych watroby [3, 4, 7, 8, 20, 26, 32,
47].

Ponadto czesto omawiane sg w pisSmiennictwie skutki niedoboru witaminy A w diecie
pokarmowej [2,28], atakze zagadnienia zwigzane z toksycznym iteratologicznym dziataniem
witaminy A [18, 23]. Niewatpliwie wykrycie antykancerogennych witasciwosci witaminy A
stanowito moment decydujacy o wzroscie zainteresowania tg witaming, co w konsekwencji
przyczynito sie do znacznie doktadniejszego poznania jej roli w organizmie.

Szczegb6towe nazewnictwo dotyczace karotenoidéw okreslanych jako "witamina A" omo6-
wione jest w Postepach Biochemii [50], tu tylko nalezy zaznaczyé, ze wedtug Komisji
Stownictwa Biochemicznego nazwa "witamina A" powinna by¢ uzywana jako okreslenie tych
retinoidow, ktére wykazujg aktywnos$é retinolu. Retinoidy z kolei to klasa zwigzkéw za-
wierajacych cztery jednostki izoprenoidowe. Najczesciej spotykane zwiagzki z tej klasy to:

-retinol (znany pod nazwag alkoholu witaminy A),

- retinal (zwany aldehydem witaminy A),

- kwas retinowy (znany réwniez pod nazwag tretinoinu),

- retinyle (np. octan retinylu).

Z procesami magazynowania witaminy A wigze sie ponowne "odkrycie" tzw. komdrek
gwiazdzistych (stellate cells) w watrobie i okre$lenie ich udziatu w gromadzeniu i uwalnianiu
witaminy A, czym zajmuje sie niniejszy artykut.

DROGA WITAMINY A DO KOMOREK GWIAZDZISTYCH

Witamina A zawarta jest w diecie pokarmowej gtownie w postaci R-karotenu (pokarm
pochodzenia roélinnego) i estréw retinylu w pokarmie pochodzenia zwierzecego [7].

Zanim zwigzki te dotrg z przewodu pokarmowego do komdrek docelowych w organizmie,
przechodza wiele przemian, moga by¢ magazynowane i nastepnie transportowane z limfa lub
osoczem krwi, co mozna przedstawi¢ uproszczonym schematem:

witamina A (Swiatto jelita)

komorki nabtonkowe kosnikow jelita (enterocyty)
limfa i/lub osocze krwi

hepatocyt komorka
i j docelowa

komorka gwiazdzista -* osocze krwi -* komorka docelowa
Pobrany z pokarmem B-karoten moze by¢ bezposrednio pochtaniany przez enterocyty, za$

estry retinylu sa w Swietle jelita enzymatycznie przeprowadzane w retinol, ktéry nastepnie
jest wchianiany przez enterocyty [22, 25, 35].
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Z transportem retinolu zwigzane jest wystepowanie biatek przenoszacych ten zwigzek:

* tzw. biatek wigzacych retinol w surowicy (REP-retinolbinding-protein) nalezacych do
biatek 0 masie czgsteczkowej (20,960 Da) i przenoszonych w kompleksie z prealbuming
-transthyretingw stosunku 1:1;

e tzw. komdrkowych biatek wigzacych retinol (CRBP - cellular retinol binding protein),
ktdre przenosza retinol z cytoplazmy do jader komdrkowych wewnatrz komarek [42].

"Wspotpraca" miedzy tymi biatkami nastepuje wg schematu: kompleks retinol-biatko w
surowicy wigze sie z powierzchnig komorki docelowej, retinol jest uwalniany do komaorki,
gdzie jest przejmowany przez komdrkowe bhiatka wigzace retinol w cytoplazmie i ewentualnie
przenoszony do jadra komérkowego [51],

W enterocycie retinol taczy sie z biatkiem komadrkowym wigzacym retinol (CRBP -
cellular retinol binding protein), jest to tzw. CRBP 1l [22]. Kompleks ten stuzy jako substrat
dla estryfikacyjnych enzymoéw mikrosomalnych, przede wszystkim dla acylotransferazy lecy-
tynowo-retinowej ireduktazy retinolowej, ktéra moze estryfikowac¢ wolny retinol [54]. W tych
reakcjach estryfikacji powstajg estry retinylu z dtugotaricuchowymi kwasami ttuszczowymi
np. z kwasem palmitynowym [25].

Kolejnym waznym etapem przemian jest pofaczenie tych estréw z chylomikronami,
zasadniczg frakcjg lipoprotein osocza. Estry retinylu zwiazane z chylomikronami (a $cislej z
resztami chylomikronéw) przechodzg z enterocytéw do limfy, a nastepnie wchodzg przez
naczynia wtosowate do obiegu krwi i mogg wraz z osoczem dotrze¢ do watroby albo do
komérek innych narzgdow, ktore sg docelowe dla retinoidéw [7].

W watrobie dwa rodzaje komoérek uczestnicza w metabolizmie witaminy A:

(1) komérki parenchymalne (hepatocyty) oraz

(2) komérki gwiazdziste [19].

Najpierw w komdrkach parenchymy pobrane z chylomikronami estry retinylu sg hydro-
lizowane do retinolu w btonie cytoplazmatycznej badz w endosomach przez enzymy
hydrolityczne [33]. Nastepnie retinol przenoszony jest do siateczki $rodplazmatycznej, gdzie
spotyka biatka wigzace retinol CRBP I, w kompleksie CRBP | przechodzi do aparatu Golgiego
i tworzy pecherzyki wydzielnicze. Transport ten moze zachodzi¢ bardzo szybko i jak sie
wydaje, jest on regulowany iloscig dostarczonych estrow retinylu do hepatocytu. Niedobor
ich blokuje wydzielanie CRBP z siateczki $rodplazmatycznej i hamuje transport do aparatu
Golgiego [42].

Dalsze losy kompleksu CRBP-I-retinol wydzielanego z hepatocytu moga by¢ dwojakie:

« albo przechodzi on przez komorki do obiegu krwi i z osoczem wedruje do komorek
docelowych,

» albo w celu magazynowania przechodzi do komérek gwiazdzistych w watrobie, a
przypuszczalnie ido takich komérek w innych narzadach [3, 7, 20].

Stwierdzono jednakze, ze 50-70% witaminy A u ssakdw gromadzi sie w watrobie [2, 8],
gdzie role komdrek magazynujacych retinoidy spetniajg komarki gwiazdziste. Przejscie
retinolu z komoérek parenchymy do komoérek gwiazdzistych w watrobie jest procesem specy-
ficznym. Ani cholesterol, ani witamina D3 pobierana przez komdérki parenchymy z
chylomikron6éw nie sg przekazywane do zadnych komdrek nieparenchymalnych [5].

Transport retinolu w watrobie pomiedzy komdérkami parenchymalnymi a komorkami
gwiazdzistymi zachodzi przy pomocy wewnatrzkomaérkowych biatek wigzacych retinol [5].

Pobieranie retinolu przez komérki gwiazdziste odbywa sie poprzez receptory RBP tych
komorek. Jak wskazujg badania Bloinhoff i wsp. [8], zastosowanie przeciwciat anty-RBP
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blokuje przejscie retinolu z komérek parenchymalnych do komérek gwiazdzistych w wa-
trobie.

KOMORKI GWIAZDZISTE WATROBY

W watrobie ssakdw obok komérek parenchymalnych (hepatocytéw) wystepujg cztery
rodzaje komorek, tzw. nieparenchymalnych:

1) komarki $rodbtonka,

2) komérki Kupfera zwane makrofagami watroby,

3) naturalne komorki zabijajace - tzw. pit cells lub LGL (large granular lymfocytes),

4) okotozatokowe (okotosinusoidalne) komoérki gwiazdziste lub wprost komorki gwiaz-
dziste (stellate cells) [8,11, 43].

Komoérki te zostaty opisane w 1876 roku i wadliwie sklasyfikowane przez Kupfera jako
komorki gwiazdziste o whasnosciach fagocytamych. Biad ten zostat sprostowany przez Wake
w 1980 r., ktéry wyjasnit, ze czastki, ktore Kupfer okreslit jako sfagocytowane fragmenty
erytrocytéw, sg w istocie kroplami lipidow [47].

W pismiennictwie (réwniez polskim) mozna spotka¢ niescistosci dotyczace komdrek
gwiazdzistych, polegajace m.in. na przypisywaniu tej nazwy komérkom Kupfera, a komérkom
zawierajagcym krople ttuszczu - nazwy komorki Ito, od nazwiska japonskiego badacza, ktory
opisat ich ultrastrukture w latach piecdziesigtych. Wiasciwe i zgodne z aktualnym stanem
wiedzy nazewnictwo i klasyfikacja nieparenchymalnych komoérek w watrobie sg podane w
"Histologii" pod redakcja prof. K. Ostrowskiego [29].

W pismiennictwie anglojezycznym mozna jednak do tej pory spotkaé kilka terminéw
okreslajgcych komarki gwiazdziste, np.:

- fat storing cells [21, 38],

- perisinusoidal stellate cells [7, 8],

- lipocytes [44, 47],

-1to cells [32, 53],

- vitamin A storing cells [20].

Na konferencji FASE (Federation American Society Experimental) dotyczacej retinoidow
w 1986 roku ustalono przyjetg przez wielu badaczy nazwe perisinusoidal stellate cells lub
stellate cells [8].

W watrobie ssakéw komorki gwiazdziste wystepujg mniej wiecej rownomiernie w zra-
zikach watrobowych (rys. 1), cho¢ komérki w centrum zrazika zawierajg mniej witaminy A
anizeli potozne w czesci okotoperiportalnej. Rozmieszczone sg w przestrzeniach Disse’a,
gdzie stanowig 97% wystepujacych tam komorek, jednoczes$nie liczebnosé ich wynosi 10%
wszystkich komaérek nieparenchymalnych w watrobie [4, 8, 29]. Liczba komérek gwiaz-
dzistych moze jednak ulega¢ wahaniom i zwigzana jest ze stopniem nasycenia organizmu
witaming A. Zmniejszeniu zawartosci witaminy A towarzyszy obnizenie ilosci komorek
gwiazdzistych w zrazikach watrobowych, co obserwowano m.in. po diecie alkoholowej u
zwierzat doswiadczalnych (spadek do 48% stanu wyjsciowego) lub intoksykacji cztero-
chlorkiem wegla [44]. W przypadku jednoczesnego stosowania witaminy A i chronicznego
podawania szczurom alkoholu zmniejsza sie rowniez liczba komdérek gwiazdzistych, ale nie
wystepuje proces widknienia watroby [10].
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Rys. 1. Schemat zrazika watroby (nieco zmieniony wg Junqueira Carneiro [21]): BC - kanalik z6tciowy, P -
beleczka watrobowa, S - naczynie zatokowe, K - komdrka Kupfera, En - komdrka $rédbtonka, F - komorka
gwiazdzista

W mikroskopie $wietlnym mozna wyr6zni¢ komorki gwiazdziste przy uzyciu metody
impregnacji chlorkiem ztota, ktéry jest redukowany przez witamine A, oraz wykorzystujac
specyficzng dla witaminy A autofluorescencje [29], a takze przy pomocy reakcji iminuno-
histocheinicznej przeciw mikrofilamentom desminy [53]. Ponadto stosowana jest metoda
wysrebrzenia aparatu Golgiego dobrze rozwinigetego w komorkach gwiazdzistych, co pozwala
je wyrozni¢ od innych komorek przestrzeni Disse’a [8]. Komdrki gwiazdziste majg liczne
wypustki (stad nazwa tych komorek), ktore tworzg potaczenia typu ptytek przylegania
(iadherens) z hepatocytami [26].

W mikroskopie elektronowym widoczne sg charakterystyczne dla komorek gwiazdzistych
krople lipidow w cytoplazmie, ktére magazynujg witamine A w postaci estrow retinylu.
Stwierdzono wystepowanie dwu rodzajow kropli: zwigzanych z btong i niezwiazanych.
Srednica tych kropli waha sie od 1 do 3 pm. Siateczka $rédplazmatyczna i aparat Golgiego s
rozbudowane, matriks cytoplazmy zawiera filamenty (10 nm) - gtéwnie desmine, ale takze
wimentyne, aktyne i tubuline [26, 47]. Schemat komorki gwiazdzistej wg elektronogramu
przedstawia rysunek 2.

Komérki gwiazdziste pochodzg z mezenchymy i mozna je wyr6zni¢ od 7 tygodnia zycia
ptodowego w watrobie ludzkiej. W pigtym miesigcu pojawiaja sie w tych komaérkach krople
thuszczu [8]. Wedtug aktualnych danych komorki gwiazdziste lub do nich analogiczne
wystepujg w narzadach poza watrobg: w ptucach, dwunastnicy, korze nadnerczy [47], a takze
w trzustce [20].
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Komorki gwiazdziste w watrobie
sgjednak gtéwnym "magazynem" wi-
taminy A w organizmie. W komar-
kach parenchymy watroby
(hepatocytach) znajduje sie 0,5-0,8
nmol catkowitego retinolu w przeli-
czeniu na 106 komoérek, a w komor-
kach gwiazdzistych - 30 nmol na 10
komarek - czyli ok. 50-krotnie wiecej.
Z odniesienia tych wartosci do catej
watroby wynika, ze 80-90% witaminy
A w tym narzadzie gromadzi sie w
komérkach gwiazdzistych [8].

Przewazajacym sktadnikiem krop-
li lipidowych w komérkach gwiazdzi-
stych sg estry retinylu, w mniejszym

stopniu wystepuja estry cholesterolu i niezestryfikowanego retinolu [28].

Poréwnanie struktury komorek gwiazdzistych w watrobie ssakéw do odpowiednich komo-
rek u przedstawiciela nizszych kregowcow - minoga (Lampetra japonicd) z gromady krego-
ustycb dostarcza danych, z ktérych mozna przypuszcza¢ o kierunku ewolucji komoérek
gwiazdzistych u kregowcdw. Wedtug badaczy japonskich w odréznieniu od komérek u
ssakow [48] komorki gwiazdziste tego minoga nie zawieraja kropel ttuszczu zwigzanych z
btong (tzw. typu 1), natomiast majg ciata "geste” (dense bodies). Komorki te wykazujarowniez
obecno$é duzej liczby mikrotubul i mikrofilamentéow, co wskazuje na ich zdolno$¢ do
kurczenia sie.

Ponadto potozenie komoérek gwiazdzistych u minoga ré6zni sie od rozmieszczenia tych
komoérek w watrobie ssakéw, gdzie przylegajg one do $cian naczyn wlosowatych, a ich
wypustki sg umieszczone czesto wzdtuz tych
$cian, a takze pomiedzy hepatocytami. U mi-
noga natomiast komorki gwiazdziste oddzie-
lone sg od komorek srédbtonka wigzkami
mikrofilamentéw, a od hepatocytéw oddzie-
lajg je peczki widkien kolagenowych. Auto-
rzy tych badan sadza, ze podczas filogenezy
komorki gwiazdziste gromadzace witaming
A wyksztatcity bardziej Scisty kontakt z $rod-
btonkiem naczyn witosowatych i hepatocy-
tami, tak jak to ma miejsce w watrobie
ssakow. Bezposredni kontakt komorek gwia-
zdzistych tak z naczyniami wtosowatymi, jak
i z komdrkami parenchymy ulatwia w znacz-
nym stopniu transport witaminy A.

Z badan Tanaka i wsp. [44] wynika, ze Rys. 3. Schemat komorki gwiazdzistej po
Komorki guiadziste moga sie dzielc. Pray ol temo resscoue) (i
pomocy metody podwojnego barwienia: im- 2 - jadro komérkowe
munochemicznego dla desminy (identyfika-
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cja komorek gwiazdzistych) i Brd Urd (analogu tymidyny wigczonego do replikujgcego sie
DNA w fazie syntezy DNA cyklu komérkowego) wykazano, ze proliferacja komorek gwia-
zdzistych w regenerujacej watrobie szczura osigga maksimum w 2 dni po cze$Sciowej hepa-
totektomii. Jest znamienne, ze wystepuje ono w 24 godziny po osiggnieciu maksimum
proliferacji hepatocytow.

Wedtug badan Rossa i wsp. [38] komdrki parenchymalne watroby moga zwiekszac
proliferacje komorek gwiazdzistych, ale tylko w warunkach regeneracji np. po hepatotektomii.
Indukcji takiej nie wywotujg hepatocyty w "stanie spoczynku".

Interesujgcy moze by¢ réwniez zaobserwowany wptyw komoérek Kupfera (makrofagow
watroby) na proliferacje komdrek gwiazdzistych. Komérki Kupfera prawdopodobnie po-
przez indukcje receptoréw czynnikéw wzrostu pochodzacych z ptytek (PGDF - platelet
derived activatingfactor) moga nasila¢ proliferacje komérek gwiazdzistych in vitro [17].

UWALNIANIE WITAMINY A Z KOMOREK GWIAZDZISTYCH

W niektdrych pracach spotka¢ mozna sugestie, ze retinol powraca z komoérek gwiaz-
dzistych do hepatocytéw i dopiero potem przechodzi do osocza [7]. Zostato jednak stwier-
dzone, ze retinol moze przechodzi¢ z komoérek gwiazdzistych bezposrednio do osocza,
wykryto bowiem w komorkach gwiazdzistych watroby szczura pewne ilosci biatek RBP,
oczywiscie mniejsze niz w komérkach parenchymalnych, ktére zawierajg ponad 90% RBP
zawartych w watrobie. Te niewielkie ilosci RBP w komérkach gwiazdzistych mogg pochodzi¢
z wchioniecia drogg endocytozy wraz z retinolem transportowanym z komérek parenchymy
lub moga by¢ syntetyzowane in situ, jak to wynika z badan Blomhof i wsp. [5, 8], ktorzy
stwierdzili w komérkach gwiazdzistych m-RNA dla RBP.

Zatem uwalnianie retinolu z komdérek gwiazdzistych moze nastepowac poprzez komarki
parenchymalne watroby badz tez bezposrednio do puli retinol-RBP w osoczu krwi. W tym
procesie wazna jest rola jonéw cynku, przy niedoborze wystepuje upos$ledzenie uwalniania
retinolu z watroby [40]. Komorki gwiazdziste prawdopodobnie mogg kontrolowac proces
magazynowania i uwalniania witaminy A. Ta zdolno$¢ moze zabezpiecza¢ wtasciwy poziom
retinolu w surowicy okreslany jako 2 |/M, pomimo normalnych wahan iloSci pobieranej
witaminy A w pozywieniu. Jest prawdopodobne, ze stopien nasycenia CRBPI i RBP retinolem
kontroluje pobieranie, magazynowanie i mobilizacje retinolu przez komoérki gwiazdziste.
Zawartos¢ retinolu z kolei moze réwniez regulowacé transkrypcje i synteze m-RNA dla biatek
transportujacych retinol [34].

Nalezy doda¢, ze w osoczu kompleks retinol-RBP jest dodatkowo zwigzany z biatkiem:
transthyreting (TTR), co pozwala ochroni¢ ten kompleks przed utratg podczas filtracji w
nerkach [2].

Badania kinetyki retinoidéw wykazaty, ze wiekszo$¢ retinolu zawartego w surowicy krwi
opuszcza obieg pozostajgc w watrobie i powraca do surowicy 7-9 razy, zanim zostanie zuzyta
nieodwracalnie w komaérkach docelowych. Recyrkulacja przyczynia sie do stanu homeostazy
poziomu witaminy A w surowicy [2] przy niejednakowej dziennej porcji witaminy do-
starczanej z pokarmem.

Mechanizm pobierania retinolu z surowicy przez komérki docelowe nie jest dotad w pehii
poznany. Prawdopodobnie mate ilosci retinolu moga wnika¢ do komorki bez zaangazowania
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powierzchniowego receptora lub drogag endocytozy fazy ptynnej. Jednakze inne badania
wykazuja, ze istnieje powierzchniowy receptor komorkowy dla retinolu zwigzanego z RBP
7].
7l Prawdopodobnie jest mozliwe wystepowanie kilku mechanizmoéw pobierania witaminy A
przez komorki docelowe. W docelowych komérkach, a $cisle w cytosolu, retinol jest utleniany
do kwasu retinowego [30], ktéry wg najnowszych danych moze regulowaé transkrypcje
genetyczng [27]. Potagczony z wewnatrzkomoérkowym biatkiem transportujgcym kwas reti-
nowy dyfunduje do jader komoérkowych i wigze sie do receptoréw jadrowych [45]. W wielu
komorkach wykryto receptory jadrowe dla kwasu retinowego (tzw. RAR - retinoic acid
receptors) kilku rodzajow [27] i stwierdzono, ze wykazujg homologie do receptoréw hormo-
néw sterydowych i tyroidowych [1, 15, 46]. Wszystkie poznane receptory jadrowe RAR sg
czynnikami transkrypcjizaleznej od ligandu, co oznacza, ze kompleks kwas retinowy-receptor
kwasu retinowego reguluje ekspresje genéw przez jego reakcje z RAR w sasiedztwie genu
docelowego [7].

Ta wiasciwos$¢ kwasu retinowego wigze si¢ z dawno poznanym znaczeniem witaminy A
jako substancji regulujacej procesy morfogenezy w rozwoju zarodkowym.

Kwas retinowy do niedawna byt uwazany za "morfogen" rozwoju kregowcoéw poprzez
tworzenie gradientu koncentracji [36]. Wyniki badan z 1991 roku sugeruja, ze kwas retinowy
moze indukowaé tkanki do powstawania tzw. strefy aktywnosci polaryzujacej, ktéra z kolei
kontroluje powstawanie narzagdéw [31, 49].

UWAGI KONCOWE

Komoérki gwiazdziste moga petnic jeszcze inng role poza magazynowaniem witaminy A.
Stwierdzono, ze w regenerujacej watrobie komorki gwiazdziste moga ulega¢ transformacji w
tzw. komorki przejsciowe. Komorki przejSciowe charakteryzujg sie zmniejszeniem liczby
kropel tluszczu z witaming A do poziomu 20% pierwotnej objeto$ci oraz obecnoscig aktyny
zwigzanej z desming, co upodabnia je do miofibroblastéw badz fibroblastéw (rys. 3). Szorstka
siateczka $rdédplazmatyczna komadrek przejsciowych jest bardzo rozbudowana, co wskazuje
na aktywnos$¢ syntetyczng tych komoérek. Jak wykazali m.in. Tanaka i wsp. [44], komérki
gwiazdziste majg swdj udziat w fibrogenezie w watrobie, a po cze$ciowej hepatotektomii u
szczura liczba tych komorek moze wzrosng¢ 6-krotnie.

Podsumowujgc mozna stwierdzi¢, ze regulujgca rola komorek gwiazdzistych w groma-
dzeniu i uwalnianiu witaminy A, a zwiaszcza poznanie mechanizméw dziatania kwasu
retinowego na transkrypcje genéw w komadrkach docelowych sugeruje pytanie, czy witamina
A nie powiima by¢ uwazana za odpowiednik hormonu, a komérki gwiazdziste watroby - jej
magazyn - za rodzaj gruczotu wydzielania wewnetrznego? Sugestie takg przedstawia Wolf
[51] w swej pracy dotyczacej dziatania witaminy A w roznych tkankach i wydaje sie, ze
rozpatrzenie retinoidéw jako hormonéw bytoby szczeg6lnie interesujace.
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Streszczenie. Historia nauki ukazuje wiele sporéw, w ktérych czes¢ racji byta po jednej stronie, cze$¢ po drugiej, a
rownocze$nie obie strony mylity si¢ w istotnych kwestiach. Przyktadem takiego sporu moze by¢ zagadnienie
przekazywania cech rodzicéw na potomstwo inastepnie zagadnienie ciggtosci linii ptciowej. Weismann twierdzit, ze
istnieje linia komorek piciowych niezalezna od linii komdérek somatycznych, zas§ Waldeyer, ze komorki piciowe
powstajg z komdrek somatycznych w organizmie dorostym. Wspdtczesne badania wykazaty, ze obydwaj badacze
mieli po czesci racje. Sa organizmy (nicienie, owady, kregowce), u ktérych komérki linii ptciowej sa oddzielane
wcze$nie w rozwoju zarodkowym od linii somatycznej, ale sa i takie (gabki, jamochtony, robaki ptaskie), u ktérych
gamety pochodza z komérek somatycznych.

Stowa kluczowe: linia ptciowa, linia somatyczna, historia nauki.

Summary. History of science gives us many examples of disputes, where both sides were right in some points but
wrong in some others. As an example of such a polemic may serve the question of heredity of acquired characters and
subsequently the question of continuity of the germ cell line. Weismann claimed that the germ cell line existed
independent from somatic cells in the animal kingdom; whereas Waldeyer maintained that the germ cells differentiated
from the somatic cells even in a fully mature organism. Modem studies have shown that both researchers were partly
right and partly wrong. It has been shown that there are organisms (e.g. nematodes, insects, vertebrates) in which the
germ line cells are separated early from the somatic cells during the embryonic development. However, there are also
other organisms (e.g. sponges, hydroids, flat worms) where the germ cells differentiate from the somatic cells.

Key words: germ line, somatic line, history of science.

W historii nauki znamy wiele sporéw, w ktdrych obydwie strony staraty sie dowies¢, ze
racjajest tylko po ich stronie, natomiast ich przeciwnicy sg w btedzie. Bardzo rzadko zdarzato
sie jednak, zeby tak byto w istocie. Zwykle cze$¢ racji byta po jednej stronie, cze$¢ po drugiej,
a rownoczesnie obydwie strony mylity sie w r6znych innych kwestiach. Dopiero potaczenie

*Praca zostata wykonana w ramach grantu KBN: "Cytoplazmatyczne podtoze gradientéw rozwoju w oocytach
owadow".
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obu punktéw widzenia doprowadzato do sformutowania teorii opisujacej rzeczywisto$¢
prawidtowo [10,12]. Dobrym przyktadem takiego sporu jest zagadnienie linii ptciowej i drogi
przekazywania cech rodzicow na ich potomstwo.

Sprawy rozrodu, dziedziczenia cech rodzicow przez potomstwo interesowaty ludzi od
najstarszych dziejow. Mieli swoje wytlumaczenie tych zagadnien mysliciele starozytnosci,
tacy jak Arystoteles czy Hipokrates, mieli tez swoje wyttumaczenie preformacjonisci i
epigenetycy XVII i XVIII wieku.

Starozytni Grecy wierzyli na przyktad, ze okaleczeni rodzice przekazujg te okaleczenia,
choéby tylko w postaci $ladéw, na swoje dzieci. W XVTII wieku epigenetyk Buffon pisal, ze
potomstwo psow, ktérym przytnie sie ogony i uszy, bedzie pozbawione tych czesci ciata.
Jednakze Bonnet, ktéry byt zagorzatym zwolennikiem prefomacjonizmu, protestowat bardzo
gwattownie przeciwko takiej interpretacji przytaczajac jednoczesnie szereg przyktadéw braku
dziedziczenia cech nabytych. Pisat na przykiad, ze chociaz Anglicy od wiekéw przycinaja
ogony swoim koniom, miode konie ciagle rodzg sie z ogonami takiej samej dtugosci.
Potomstwo niewidomego, ktéry stracit oczy, rodzi sie z oczami zdrowymi, potomstwo
jednorekiego ma obie rece [12].

Podane przyktady odzwierciedlajg przeciwstawne opinie dotyczace reprodukcji. Epi-
genetyk Buffon przyjmowat, ze nowy byt powstaje z nasienia, amorficznej substancji, ktéra
zawiera tzw. "molekuty” reprezentujgce wszystkie elementy ciata, takie jak: kosci, migsnie,
nerwy, ptyny ustrojowe, poszczegdlne narzady. Nasienie jest formowane we wszystkich
narzadach kazdorazowo w trakcie reprodukcji, a w nasieniu "molekuty” wysytane sg do
narzadow rozrodczych. Jesli ciato ulega modyfikacji, to odpowiedniej modyfikacji musi ulec
takze nasienie. W takim przypadku dziedziczenie cech nabytych staje sie rzeczg zrozumiata.
Przeciwnie zaktadali preformacjonisci, tacy jak np. Bonnet, ktérzy przyjmowali, ze nowy
osobnik w miniaturowych rozmiarach jest zawarty w cato$ci wjaju juz w momencie urodzenia
sie matki. Matka ta nie ma wiec mozliwosci przekazania temu zarodkowi jakichkolwiek cech
nabytych w trakcie swego zycia osobniczego.

Po sformutowaniu przez Lamarcka jego teorii ewolucyjnej sposob dziedziczenia cech
nabytych stat sie zagadnieniem fundamentalnym. Darwinizm poczatkowo przyznawatjeszcze
pewnag role przekazywaniu na potomstwo cech nabytych. Darwin zaktadat bowiem istnienie
tak zwanych gemmul albo jednostek dziedzicznych produkowanych stale przez wszystkie
komarki ciata (odpowiedniki "molekut" Buffona). Modyfikacja komérek ciata powodowac
miata produkcje zmodyfikowanych gemmul i przekazanie za ich posrednictwem zmody-
fikowanych cech.

W XIX wieku mnozyly sie doniesienia o faktach przekazywania cech nabytych na
potomstwo. W publikacjach z tamtego okresu mozna na przykfad przeczytaé: "Kotka, ktérej
ogon ulegt zmiazdzeniu, urodzita miode bez ogonéw; suka z uszkodzonym kregostupem
urodzita szczenieta ze znieksztatcong tylng czeScig ciata; cztowiekowi na skutek wypadku
opadaty powieki i te anomalie przekazat dwojce ze swych trojga dzieci; zrebaki tresowanych
rodzicow dajg sie tatwiej tresowac" itp. Zaden z powyzszych faktéw nie byt oparty na
eksperymencie i nie przedstawiat wartosci naukowej, jednak wiadomosci tego rodzaju byty
rozgtaszane jako dowody na poparcie tezy o istnieniu dziedziczenia cech nabytych, co z kolei
stanowito poparcie dla teorii Lamarcka.

Pierwszy eksperyment sprawdzajacy to zagadnienie zostatwykonany w 1847 roku. Holen-
derski weterynarz Flourens nie dopuszczat do wzrostu rogéw u szesciu cielat réznych pici.
Gdy te bezrogie zwierzeta dojrzaty, wydaty potomstwo z rogami normalnymi. Flourens
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wykonat tez serie systematycznych badan nad psami ucinajac ogony przez kilka pokolen, ale
potomstwo kazdorazowo miato ogony normalnej dtugosci.

W 1887 roku problemem tym zajat sie Weismaim. Uznal, ze trzeba zrealizowa¢ proste, a
przekonujace doswiadczenie. Obcinat ogony samcom i samicom myszy przez pieé¢ pokolen.
Wszystkie mtode rodzity sie z ogonami absolutnie tej samej dtugosci, co myszy dziko zyjace.
Konkluzja byta oczywista: okaleczenia nie sg dziedziczone. Pézniej wykazano tez, ze nie sg
dziedziczone okaleczenia inne, takie jak: usuwanie siekaczy, dziurawienie noséw, warg czy
uszu przeprowadzane w réznych grupach etnicznych przez wiele pokolen, przez setki lat. W
ten sposob przedstawiony problem wiasciwie konczyt spdr. Obecnie juz wiadomo na pewno,
ze cechy nabyte w okresie zycia osobniczego nie sg przekazywane na potomstwo.

Wspomniane doswiadczenia, przeprowadzone przez Weismanna, potwierdzaty jego wcze-
$niejsze poglady. Wedtug niego komérki rozrodcze majg specyficzng strukture molekularng
zupetnie inng niz pozostate komérki ciata. Uszkodzenie ciata nie moze wiec wptyngé na
ustalong wczesniej strukture komarki rozrodczej. Weismann przyjmowat niezalezno$é dwéch
czesci organizmu: somy i germen (plazma piciowa). Germen w kolejnych pokoleniach
pozostaje nieSmiertelna, podc2as gdy soma obumiera. Komorki germen tworzace szlak
ptciowy sg jedynymi komorkami w organizmie, ktére zachowujg komplet determinantéw.
Natomiast komorki somy tracg stopniowo determinanty w miare réznicowania sie tkanki. W
tym Swietle Weismann uwazat, ze zadne zmiany w ciele nie moga by¢ przenoszone na komaérki
linii ptciowej. Thumaczyton, ze zmiany pod wptywem $rodowiska moga dotyczyc¢ tylko somy.
Tylko ciato moze sie modyfikowaé¢ pod wptywem srodowiska (zmiany somatogenne), a z
powodu oddzielenia somy od germen zmiany te nie moga by¢ jednak przekazywane na
potomstwo. Na potomstwo moga by¢ jednak przekazywane zmiany zachodzace w germen,
czyli w komoérkach linii piciowej albo w komérkach rozrodczych: jajach i plemnikach
(zmiany blastogenne).

Po doswiadczeniach wykonanych przez Weismanna wiekszo$¢ przyrodnikow zaakce-
ptowata poglad, ze cechy nabyte w czasie zycia osobniczego nie sg przekazywane na
potomstwo. Bardzo wielu jednak nie zaakceptowato podstawowej idei —ciggtosci szlaku
piciowego.

Spor dotyczacy dziedziczenia cech nie zakonczyt sie wiec catkowicie, lecz toczytsie itoczy
nadal na innym poziomie. Toczy sie on na poziomie komdrek linii ptciowej, chodzi o to, czy
komaérki rozrodcze mnozg sie przez wieki iw kazdym pokoleniu budujg ciato zwierzecia jako
swojg ochrone, czy tez ciato osobnika w odpowiednim momencie rozwoju produkuje gamety
w drodze odrdznicowywania sie komorek somatycznych [1, 2, 3, 4, 13, 14J.

Pierwszym badaczem, ktdry wystapit z koncepcjag negujaca istnienie linii ptciowej, byt
Waldeyer [8,9]. Zaproponowat on teorie nabtonka ptciowego, wedtug ktérej komorki ptciowe
wyrdznicowujg sie z komorek somatycznych tworzacych nabtonek gonady nawet w orga-
nizmie dorostym i dojrzatym piciowo. Wedtug Waldeyera komoérki nabtonka gonady daja
poczatek zar6wno oocytom, jak i komoérkom folikulamym. Komérki ptciowe pojawiajg sie
wiec p6zno w rozwoju ontogenetycznym i rdznicuja sie na takiej samej zasadzie jak komorki
skéry czy watroby.

Rowniez wspobicze$nie ukazujg sie prace potwierdzajace badZz teorie Weismanna, badz
teorie Waldeyera [1, 2]. Pomimo licznych doswiadczen ich wyniki nie pozwalajg na jedno-
znaczne rozstrzygniecie sporu. Jako dowdéd potwierdzajacy trudnosci w interpretacji ekspe-
rymentow $wiadczg poglady znanych badaczy zagadnienia linii ptciowej prof. Nieuwkoopa i
dr Sutasurii. Badacze ci napisali dwie ksigzki na temat determinacji i r6znicowania sie
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komoérek piciowych. Jedna ksigzka dotyczy pochodzenia komdrek prapitciowych u kre-
gowcow, a druga u bezkregowcow. W pierwszej ksigzce pisza, ze linia piciowa istnieje, a w
drugiej wycofujg sie z tego oswiadczajac wrecz, ze sie pomylili i ze jednak nie wierzg w
ciggtosc¢ linii ptciowej [8,9].

Zobaczmy jednak, w jaki sposob pojawiajg sie komorki ptciowe w rozwoju réznych
gatunkow zwierzat zaréwno kregowcow, jak i bezkregowcéw. Zacznijmy od przyktadu, ktéry
najlepiej "potwierdza" teorie plazmy ptciowej Weismanna.

U robakow obtychjaja sa kuliste, ale spolaryzowane dzieki nierownomiernemu roztozeniu
substancji (rys. 1). Na jednym biegunie jest substancja jasniejsza, a na drugim barwigca sie
nieco ciemniej (wieksze czarne kropki na dolnym biegunie) [11, 14]. Pierwszy podziat
bruzdkowania przebiega w ten sposob, ze rozdziela dwie cze$ci wypetnione réznymi sub-
stancjami (rys. 1A). Nastepny podziatjest dziwny. Mianowicie komdrka powstata na biegunie
ciemniejszym dzieli sie rozdzielajgc réwnomiernie chromosomy do komdrek potomnych, a
druga powstata na biegunie jasniejszym gubi w trakcie podziatu fragmenty chromosoméw tak,
ze komorki potomne otrzymujg mniej chromatyny, niz miata zygota (rys. 1B, C, -eh). Proces
gubienia fragmentdw chromosoméw w trakcie podziatu nazywamy dyminucjg chromatyny.
W nastepnym podziale jedna z dwu komdrek na biegunie ciemniejszym dzieli sie znéw
normalnie, a jej siostra przechodzi dyminucje chromatyny. Komérki bieguna jasniejszego,
ktdre juz przeszty ten proces, dzielg sie bez komplikacji. Po pieciu rundach takich podziatéw
pozostajg dwie komorki dysponujace petnym kompletem chromatyny (sg to komorki linii

Rys. 1. Schemat pierwszych podziatéw bruzdkowania zarodka glisty korskiej: ciemne kropki reprezentuja
substancje odpowiedzialng za determinacje komdrek praptciowych, obecno$¢ tej substancji w komoérce zabezpiecza
ja przed dyminucja chromatyny; ch - odrzucone do cytoplazmy fragmenty chromosomoéw

ptciowej -gennen). Pozostate zas komérki ze zredukowana, niepetng iloscig chromatyny to
komoérki somatyczne robaka (soma).

Na tylnym biegunie $wiezo ztozonego jaja niektorych owadéw mozna zauwazy¢ skupienie
zasadochtonnego materiatu nazwanego oosomem (rys. 2). Po zaptodnieniu jadro zygotyczne
zaczyna sie dzieli¢ (rys. 2A), ajadra potomne rozprzestrzeniajg sie w ooplazmie zblizajac sie
stopniowo do powierzchni jaja (rys. 2B). Jako pierwsze do warstwy powierzchniowej wcho-
dzg jadra na tylnym biegunie (rys. 2C). Wchodzg one oczywiscie w obreb oosomu.
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Rys. 2. Schemat poczatkowych stadiéw rozwojowych muszki owocowej: A - pierwszy podziatjadra zygotycznego;
na tylnym biegunie jaja widoczne nagromadzenie ciemnych ziaren tworzgcych tzw. oosom (0), B - namnazajace sie
jadra blastomeréw (jb) rozprzestrzeniaja sie w ooplazmie, C - najwcze$niej do periplazmy wnikajajadra w obrebie
oosomu (0), D - natylnym biegunie powstaty juz odrebne komorki biegunowe (kb), podczas gdy pozostate jadra
dopiero zaczynaja si¢ odgranicza¢ od siebie btonami komérkowymi, E - blastoderma komérkowa zostata juz
utworzona, ale komérki biegunowe (linii ptciowej) znalazty sie poza nig

Natychmiast tez otaczajg sie btonami komdérkowymi, oddzielajg sie od reszty zarodka,
zamykajac w swej cytoplazmie materiat oosomalny (rys. 2D). Znacznie pézniej oddzielajg sie
pozostate komorki (rys. 2E). Te oddzielone jako pierwsze to wtasnie komorki linii piciowej
(germen) albo tak zwane komérki praptciowe, a pozostate to komaérki somatyczne (soma) [3].

Na biegunie wegetatywnym jaj ptazéw, nawet jeszcze przed ich zniesieniem mozna
zauwazy¢ wysepki cytoplazmy zawierajace zasadochtonng substancje (rys. 3A). W wyniku
bruzdkowania wysepki te przemieszczajg sie w gtgb zarodka (rys. 3B), aby nastepnie znalez¢
sie w kilku blastomerach (rys. 3C), ktére zatrzymuja sie najpierw wsrod komorek endodermy
(rys. 3D), a nastepnie wedruja do zawigzkéw gonad (rys. 3E), gdzie rozwijajg sie w komarki
rozrodcze (germen). Pozostate komérki to komdrki somatyczne (soma).

Mozemy teraz tatwo zrozumie¢ Weismanna ijego teorie linii ptciowej. Istniejg w kazdym
organizmie komarki traktowane w specjalny sposob, oddzielane od komérek budujacych ciato
bardzo wczes$nie w rozwoju zarodkowym i szczeg6lnie chronione. Komérki somatyczne
zestarzejg sie i zging na pewno. Komaérki linii ptciowej majg szanse by¢ nieSmiertelne i zy¢
tak ditugo, jak dtugo bedzie istniato zycie na Ziemi. Natomiast wszystko to, co obecnie zyje
na Ziemi tacznie z nami, jest kontynuacja zycia, ktére powstato na naszej planecie miliardy
lat temu.

W kazdym z opisanych powyzej pierwszych etapéw rozwoju zarodkowego nastepuje
wczesne oddzielenie linii ptciowej od somatycznej. W podobny sposéb przebiegaja poczat-
kowe stadia rozwoju zarodkowego u wielkiej liczby dotychczas poznanych gatunkéw. Nie-
stety nie uwszystkich, czas teraz poda¢ przyktady przystajace raczej do teorii Waldeyera.
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Rys. 3. Schemat poczatkowych stadiéw rozwoju zarodka ptaza: A - jajo tuz po ztozeniu, ciemne plamki na
biegunie wegetatywnym reprezentujg bazofilne wysepki tzw. "cytoplazray pitciowej" (cp), B - po pierwszym
podziale "wysepki" wzdtuz btony komérkowej przesuwaja sie do wnetrza zarodka (cp), C —stadium blastuli,

"wysepki" cytoplazmy piciowej znajduja sie w nielicznych blastomerach pétkuli wegetatywnej (cp), D —stadium

neuruli; po odrzuceniu z6ttka komérki zawierajace cytoplazme ptciowa staty sie komérkami praptciowymi (kp) i

znajduja sie teraz wérod duzych komaérek spodniej czesci rozwijajacego sie jelita, E - komarki praptciowe (kp)

wedruja do grzbietowej czesci jelita, aby sie zblizy¢ do tworzacych sie zawigzkéw gonad, gdzie sie ostatecznie
osiedla

Organizmy zwierzat nizszych, takich jak; gabki, jamochtony czy robaki ptaskie, nie tylko
maja ciato o nieskomplikowanej budowie, ale takze komorki budujace ich ciato sg czesto w
stanie pozwalajagcym na odréznicowanie do stanu embrionalnego. Wsrdd tych zwierzat, a
takze wsrdd ostonie czy mszywiotow spotyka sie tez czesto rozmnazanie w drodze pacz-
kowania czy innego typu rozmnazanie bezpiciowe.
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U wielu ggbek plemniki czy komorki jajowe powstajg z tzw. choanocytéw - komorek
typowo somatycznych tworzacych w dojrzatym organizmie $ciany komdér wewnetrznych
odpowiedzialnych za pobieranie pokarmu. Wiele gabek tworzy tez rozmndézki, zwane gem-
mulami, w ktdrych elementy rozrodcze powstajg z archeocytéw uwazanych przez wielu
badaczy za komorki somatyczne o charakterze embrionalnym [4].

Jamochtony naleza do zwierzat rozmnazajacych sie bardzo wydajnie przez paczkowanie.
Zjawisko to jest u tych zwierzat utatwione dzieki obecnosci licznych komérek o charakterze
embrionalnym, zwanych interstycjalnymi. Komarki te majawyglad niezréznicowanych ilezg
w grupach w obrebie ektodcrmy (rys. 4). Z komorek interstycjalnych tworzg sie komorki
rozrodcze, czyli plemniki ijaja, ale takze dzieki nim regenerujg wszystkie inne komorki ciata
(czyli nabtonkowo-miesniowe, nerwowe, parzydetkowe, trawienne, gruczotowe itd.). W
zwiazku z tym nie mozna komoérek tych uwaza¢ za komoérki prapiciowe przeznaczone
wytgcznie do produkcji gamet. Z takiej obserwacji wynika wniosek nastepny: gamety po-
wstajg z komorek interstycjalnych takag sama droga réznicowania komorkowego jak komorki
somatyczne.

Podobnie przedstawia sie sprawa u wyptaw-
kéw, u ktérych komérki o charakterze embrio-
nalnym sg obecne w organizmach przez cale
zycie. Komorki te w wymienionej grupie zwie-
rzat zostaly nazwane neoblastami, ale ich cha-
rakter jest identyczny jak komoarek
interstycjalnych jamochtondw. Neoblasty stuza
jako Zrdédto gamet, ale rGwnoczesnie (podobnie
jak ujamochton6éw) na ich koszt: zachodzi rege-
neracja tkanek somatycznych robaka [4].

Zjawisko wyraznego braku linii ptciowej
wystepuje takze u mszywiotow. Zwierzeta te
tworza kolonie ztozone z organizméw klonal-
nych, czyli pochodzacych od jednego osobnika
rozmnazajgcego sie bezpiciowo droga paczko-
wania. W tej grupie zwierzat wystepuje tez inny
typ rozmnazania bezpitciowego, a mianowicie
rozmnazanie za pomoca rozmnézek’ Zwanych Rys. 4. Fragment ektodermy stutbi: wéréd komorek
statoblastami (rys. .5). Zaréwnf). p'qczki, !'ak i ”ab*o”'T:;Vr‘;°é'glieié:tz’r‘;‘gz;‘al(:$r:e(zk?)g“iaZda
statoblasty tworzg sie przez odréznicowanie ty-
powo somatycznych komdrek stanowiacych na-
btonek ektodermalny i nabtonek mezodermalny (rys. 6). Pomimo to ze pochodzg wytgcznie z
komoérek somatycznych, organizmy potomne majg zawsze zdolno$¢ produkowania komaérek
jajowych i plemnikéw.

Na podstawie powyzszych faktéw mozna wysnu¢ wniosek, ze spér o to, czy linia ptciowa
istnieje w Swiecie zwierzat czy nie, mozna rozwigza¢ przyjmujac, ze w pewnych grupach,
zwlaszcza u zwierzat wyzszych komdrki prapiciowe sg oddzielane od somatycznych na
wczesnych stadiach rozwoju zarodkowego i sgjedynym zrodtem gamet dla tych organizmaéw.
W takim przypadku mozna wyrézni¢ “"sorng" i "gerinen". Natomiast w grupach zwierzat
stojacych nisko w systematyce linia ptciowa nie stanowi ciggtosci, a gamety powstajg z
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komorek o charakterze embrionalnym na takiej zasadzie jak komorki somatyczne. W tym
przypadku trudno jest wyrdznic te dwa elementy "some" i "germen".

Rys. 5. Fragment funikulusa mszywiota: funikulus - twor
mezodermalny (raz), do ktérego wwedrowujg komarki ektodermalne
(ek), aby razem tworzy¢ statoblasty (st), ktére sg rozmno6zkami
rozwijajacymi sie w kompletne, wyposazone w komarki pitciowe

organizmy

Zagadnienie to ulegto dalszej
komplikacji wraz z odkryciem u
jamochtonéw réznych populacji
komaérek interstycjalnych. Naj-
pierw odkryto, ze stutbia pozba-
wiona pewnej populacji komérek
interstycjalnych potrafi regene-
rowaé wszystkie tkanki somaty-
czne i nawet komoérki jajowe, ale
ani ten osobnik, ani jego potom-
stwo nie sg w stanie wytworzy¢
meskich komdrek rozrodczych,
czyli plemnikéw [5,7]. W kilka
lat p6zniej odkryto w rodzaju
Hydra inng populacje komorek
interstycjalnych,  bez ktorych
zwierze regeneruje wszystkie ko-
morki organizmu z wyjatkiem
komérek zenskiej linii piciowej
[6]. Te odkrycia zachwiaty naszg
wiare w nieistnienie linii ptciowej
w nizszych grupach zwierzat.
Wyniki te jednak sg izolowane i
dotyczatylko jednego rodzaju ja-
mochtonéw. Z ostatecznymi
whnioskami trzeba wiec poczekac
na rezultaty dalszych badan.

Jak wobec tego mamy sie u-
stosunkowac¢ do sporu rozpocze-
tego przez Weismanna i
Waldeyera? Ktéremu z nich przy-
znac racje?

Jak juz byto powiedziane, w
historii badan naukowych czesto
dochodzito do sporéw, czasami
zajadtych, w ktorych broniono
prze ciwstawnych, zdawatoby sie

nie do pogodzenia opinii. Bardzo spektakularnym przyktadem takiego sporu moze tez by¢
wieloletni spér pomiedzy preformacjonistami i epigenetykami. Epigenetycy, jak na przyktad
Harvey, wierzyli swoim obserwacjom, gdy ogtaszali, ze rozwoj zarodka przebiega stopniowo
i tkanki powstajg kolejno, w okreslonym porzadku z niezorganizowanej materii zawartej w
jaju. Preformacjonisci wierzyli zdrowemu rozsadkowi przyjmujac, ze zywy organizm nie
moze powstawac z grudki "nieozywionej materii organicznej". Tak nieozywionej, poniewaz
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epigenetycy przyjmowali, ze jajo jest grudkag materii nieozywionej jak kromka chleba czy

jajko na twardo, a zycie wstepuje w nig w momencie rozpoczecia rozwoju.
Po wielu latach sporéw, po sformutowaniu

komdrkowej teorii budowy organizmoéw i od-

kryciu, ze jajo i plemnik to zywe komorki,

okazato sie, ze obydwie strony sporu majg racje

w pewnym stopniu. Epigenetycy mieli racje

opisujac rozwoj tkanek zarodka zdezorganizo-

wanej struktury jaja, a z drugiej strony pre-

formacjonisci uwazajac, ze do prawidtowego

rozwoju musi istnie¢ zywa matryca odziedzi-

czona po poprzednim pokoleniu, wedtug ktorej

budowany jest nowy osobnik. Dopiero pota-

czenie prawdziwych, a odrzucenie fatszywych

elementow obu tych teorii pozwala na prawi-

dtowy opis rozwoju ontogenetycznego i filo-

genetycznego zwierzat. Podobnie rozwijata sie

dyskusja w przypadku bardzo wielu sporéow

toczonych przez uczonych w réznych innych

dziedzinach nauk. Poczatkowo przeciwstawne

opinie w miare odkrywania faktow zdobywa- Rys. 6. Przekro6j przez fragment $ciany ciata
mszywiota w okolicy strefy paczkowania, paczki

nyCh w d,rOdze e'fsperymemfiln_ej +B‘CZ¥ SIg, aby powstaja przez namnazanie sie komorek ektodermy
utworzy¢ wreszcie teorig opisujaca obiektywna (ek) i mezodermy (mz) po ich wcze$niejszym
rzeczywistosc. odréznicowaniu do stanu embrionalnego

Podobnie jest w przypadku sporu o pocho-
dzenie komdrek linii ptciowej. Punkty widzenia Weismanna i Waldeyera wydaja sie nie do
pogodzenia. Tymczasem najprawdopodobniej obydwaj w pewnym sensie mieli racje i oby-
dwaj w wielu punktach sie mylili. Nie jest prawdg na przyktad stwierdzenie Weismanna, ze
komorki somatyczne "gubig" w trakcie rozwoju "determinanty”, w wyniku czego komorki
somatyczne nie maja petnego kompletu gendéw. Jak wykazaty liczne doswiadczenia, sktad
gendéw w chromosomach komoérek somatycznych nie rézni sie od tego w komadrkach linii
piciowej (wyjatek stanowig gatunki, u ktérych dochodzi do dyminucji chromatyny, ale i w
tych przypadkach odrzucone zostajg tylko powtarzalne odcinki DNA). Mylitsie tez Waldeyer
twierdzac, ze gamety mogg powstawaé z komdrek somatycznych u kregowcow. Obydwaj
jednak maja racje, bo sg gatunki, takie jak na przyktad robaki obte, stawonogi, kregowce, u
ktérych mamy do czynienia z wyrazng ciggtoscig linii piciowej, ale sg i takie, jak gabki,
jamochtony, robaki ptaskie, u ktérych nie mozemy znalez¢ dowoddéw na jej istnienie. Stwier-
dzenie tego faktu stawia oczywiscie przed nami szereg nowych pytan, ale to juz inna historia.
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AUTORZY TECHNIKI PATCHCLAMP WYROZNIENI
NAGRODA NOBLA W MEDYCYNIE

AUTHORS OF PATCH CLAMP TECHNIQUE
REWARDED BY NOBEL PRIZE IN MEDICINE

Remigiusz TARNECKI, Tomasz WERKA

Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego Polskiej Akademii Nauk, Warszawa

Streszczenie. Tegoroczng Nagrode Nobla w dziedzinie medycyny otrzymali dwaj niemieccy elektrofizjolodzy Erwin
Neher i Bert Sakntan.n W potowie lat 1970 opisali oni nowg tehnike - patch clamp, ktéra zrewolucjonizowata badania
fizjologii komorki. Technika ta poraz pierwszy umozliwita zaobserwowanie efektu otwierania i zamykania pojedyn-
czych kanatéw jonowych oraz studiowanie whasnosci biatek tworzacych kanaty jonowe bton komérkowych na
poziomie molekularnym.

Summary'. This year’s Nobel prize for medicine has gone to Erwin Neher and Bert Sakmann, two German
electrophysiologists who in the mid-seventies described the technique that revolutionized cell physiology - the patch
clamp recording. This technique made it possible for the first time to observe the effects of opening and closing single
ion channels, and studying the activity of membrane proteins that regulates the behavior of individual ion channels.

W 1991 roku Nagroda Nobla w medycynie ifizjologii przypadta w udziale dwu niemieckim
neurofizjologom: doktorowi Erwinowi Neherowi pracujgcemu w Instytucie Maxa Plancka w
Getyndze oraz doktorowi Bertowi Sakmannowi z Instytutu Badan Medycznych w Heidel-
bergu. To najbardziej prestizowe wyrdznienie jest dowodem powszechnego uznania ich
tworczego wysitku, ktéry zaowocowat opracowaniem oryginalnej metody rejestracji pro-
cesow elektrycznych bton komérkowych zwanej patch clamp oraz zastosowania tej metody
w pionierskich badaniach nad kanatami jonowymi bton komérkowych. Metoda ta pozwala na
nadzwyczaj precyzyjna rejestracje aktywnosci elektrycznej bardzo matych (0,5-1,0 pm
Srednicy) obszaréw btony komoérkowej, na ktdrych mogg by¢é obserwowane i doktadnie
mierzone efekty bramkowania - otwierania i zamykania pojedynczych kanatéw jonowych.
Wyniki tych badan opublikowali oni w czasopi$mie Nature [1] opisujac jak kilkumikro-
metrowy fragment btony moze by¢ elektrycznie izolowany i przygotowany do rejestracji
milion razy doktadniejszych niz w dotychczas stosowanej metodzie inikroelektrodowej reje-
stracji wewngatrzkomorkowej technika voltage clamp. Potwierdzili oni rownocze$nie bez-
posrednimi pomiarami istnienie kanatéw jonowych w btonach komérkowych.
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Opracowana przez Nehera i Sakmanna metoda patch clamp umozliwiajaca doktadno$é
rejestracji procesdw bioelektrycznych komérek na poziomie pojedynczych pikoamperéw (pA
= 10~12A) zrewolucjonizowata fizjologie komoérkowa [2]. To milionkrotne zwiekszenie
rozdzielczosci pomiarowej w stosunku do "starych™ technik rejestracji mikroelektrodowych
pozwolito tej parze uczonych wzbogaci¢ naszg wiedze o wedréwkach jonéw przez btony
komoérkowe o szereg faktéw istotnych dla zrozumienia mechanizméw dynamiki dziatania
kanatéw. Stwierdzili oni, ze ruch jonéw podczas generacji potencjatu czynnoscipwego od-
bywa sie kanatami jonowymi w ten sposob, ze po otwarciu kanatéw w jednostce czasu przez
pojedynczy kanat przeptywa tylko jeden jon. Ruch jondw jest wiec "kwantowany". Jony nie
ptyna strumieniem, jak postulowali niektorzy fizjolodzy badajagcy mechanizmy generacji
potencjatéw czynnos$ciowych.

Przed wprowadzeniem do badan elektrofizjologicznych metody patch clamp penetracje
wnetrza zywej komérki prowadzone metodg voltage clamp - manipulowanie jej wewne-
trznym $rodowiskiem (poprzez wprowadzenie jonéw lub innych ciat chemicznie czynnych
jak np. czasteczek przekaznika drugorzedowego) i rejestracja wynikow tych zabiegéw byta
mozliwa tylko z wnetrza bardzo duzych itym samym nie typowych dla uktadu nerwowego
komérek. Metoda patch clamp umozliwia ingerencje w wewnetrzne $rodowisko komorki
niezaleznie od jej rozmiaréw, rodzaju i charakteru spetnianych przez nig funkcji w organizmie;
pozwala réwniez, jak to zaznaczono na wystepie, na badanie kilkumikrometrow'ych, izo-
lowanych fragmentdw btony komérkowej. Tak wiec metoda tajest w reku fizjologa komorki
bardzo precyzyjnym i poteznym narzedziem badawczym. Daje mozliwosci studiowania
izolowanych, pojedynczych kanatow jonowych, ich witasnosci, takich jak: przewodno$c¢,
selektywnos$¢, charakterystyki napieciowe elementéw bramkujgcych, kinetyka otwierania i
zamykania kanatdw oraz mechanizmy rzadzace tymi procesami. Technika patch clamp
otworzyta nowe perspektywy badan biofizycznych kanatéw jonowych. Zapoczatkowata takze
bardzo wazne kierunki badan dla fizjologii i medycyny umozliwiajac eksperymenty na bardzo
matych, dotychczas catkowicie niedostepnych dla bezposrednich pomiaréw - komoérkach
tkanek zwierzecych i roslinnych. Po raz pierwszy zbadano m.in. wtasnos$ci bton i mechanizmy
wydzielania komérek wielu gruczotdéw, np.: komérek trzustki, komorek gruczotu tzowego,
czerwone ciatka krwi [3], ludzkie limfocyty T, wiasnosci kinetyczne bton komoérek rakowych
(fragmentéw tkanki pobieranych w celach autopsji) i wyizolowanych precikéw siatkdwki oka
salamandry [4, 5]. Stwierdzono réwniez istnienie kanatéw jonowych w btonach komorek
roslinnych o kinetyce i strukturze podobnych do kanatéw jonowych komdrek zwierzecych.
Warto wiec moze przyblizy¢ czytelnikowi procedure stosowania tej najnowoczes$niejszej, ale
trudnej technicznie i technologicznie metody rejestracji. Metoda rejestracji technikg patch
clamp (niestety nie ma jak na razie dobrej, polskiej nazwy zaréwno dla patch-, jak i voltage-
damp) po raz pierwszy zostata zastosowana przez jej wynalazcow do rejestracji procesow
komoérkowych w hodowli tkankowej. Nastepnie zostata przystosowana do rejestracji pro-
cesow komoérkowych matych skrawkéw mézgu o wymiarach 300x300x700 pm. W takim
skrawku (w terminologii anglosaskiej nazywanym slice) umieszczonym w kapieli gwa-
rantujacej zachowanie homeostazy prawidtowa czynno$¢ komaérek nerwowych utrzymuje sie
przez okres kilku do kilkunastu godzin, w tym czasie mozna wszechstronnie bada¢ procesy
komorkowe, takie jak np.: pobudzenia synaptycznego, procesy transmisji miedzy morfolo-
gicznie zidentyfikowanymi neuronami (gdyz w takim preparacie struktura potgczen sieci
neuronalnej kilkuset tysiecy neuronéw pozostaje nie uszkodzona), bezposredni wptyw na
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procesy btonowe dowolnych substancjichemicznych:neurotransmiteréw, neuromodulatoréw
itd.

Jednym z najwazniejszych i zarazem trudnych elementéw tej metody rejestracji jest
przygotowanie sondy pomiarowej. Role takiej sondy spetnia odpowiednio przygotowana
mikroelektroda szklana, mikrokapilara, ktérej powierzchnia czynnego, rejestrujgcego konca
ma $rednice 0,3-0,5 pm. Po uformowaniu mikroelektrody jej zewnetrzna powierzchnia musi
by¢ zabezpieczona przed gromadzeniem sie fadunku elektrostatycznego przez pokrycie jej
specjalnym ptynem (procedura ta ma na celu zmniejszenie poziomu zaktocen podczas reje-
stracji) i nastepnie po oszlifowaniu czymiego konca napetniona technikag prézniowg od-
powiednim elektrolitem. Tak przygotowana mikroelektroda jest mocowana w uchwycie
inikromanipulatora sterowanego elektronicznie i nastepnie pod kontrolg mikroskopowa zbli-
zana do powierzchni btony komérki. Gdy rejestracja procesow bioelektrycznych komérek jest
prowadzona na skrawkach tkanki nerwowej, powierzchnia btony neuronu, ktérego aktywnos¢
chcemy analizowa¢, musi by¢ przed przystapieniem do rejestracji oczyszczona z neuropilu
przy pomocy enzymow proteolitycznych lub mechanicznie technika podcisnieniowag (rys. 1).
Po uzyskaniu kontaktu sondy z powierzchnig btony wiaczone jest podcisnienie w celu
uzyskania trwatego iszczelnego jej przylegania do $cianek sondy. Powoduje to powstanie tzw.
zlgcza wysokooporowego (tight gigaseal) o opornosci rzedu 10-100 gigaohmoéw, GQ = 109Q)
poprzez minimalne wessanie btony do wnetrza sondy (rys. 2). Zapobiega to uptywnosci pradu
i zapewnia niskoszumowag rejestracje umozliwiajagca pomiary napiec¢ towarzyszacych przej-
Sciujonu przez kanatbtonowy. Oporno$é mikroelektrody zaleznie od potrzeb rejestracji waha
sie w granicach od kilkudziesieciu do kilkuset megaohméw. Wymagane sgwiec wzmacniacze
bardzo wysokiej klasy. Zwykle sg to wzmacniacze z szeregiem specjalnych, automatycznych
uktadéw kontrolnych do pomiaru opornosci sondy, automatycznej kompensacji napiecia i
pojemnosci, szybkich uktadéw prébkujacych pomiar i iniekcje pradu do przestrzeni wew-
natrzkomorkowej. Wzmacniacze te charakteryzujg sie bardzo wysoka impedancjg wejsciowg
rzedu kilkunastu GQ. Metoda patch clamp moze by¢ stosowana zaréwno do rejestracji pracy
kanatow rozmieszczonych w réznych obszarach btony, jak i w wyizolowanych fragmentach
btony. Poszczeg6lne jej warianty pozwalajg réwniez na badanie wasnosci zaré6wno zew-
netrznych, jak i wewnetrznych powierzchni bton komérkowych. Najtatwiejszg w zasto-
sowaniu jest rejestracja z catej komarki (cell attached configuration). Szybkie oderwanie
mikroelektrody od komdrki powoduje pozostanie fragmentu btony we wnetrzu elektrody itym
samym wewnetrzna powierzchnia btony ma kontakt ze Srodowiskiem kapieli i moze by¢
poddana badaniom. Jest to odmiana zwana inside out configuration. Ten wariant jest sto-
sowany z powodzeniem w badaniach roli Ca“*w procesach diugotrwatych zmian pobud-
liwosci komorki zwigzanych ze zmianami plastycznymi iprocesami pamieci. Najtrudniejszym
technicznie jest wariant pozwalajacy na rejestracje wptywu zmian srodowiska zewnetrznego
na zewnetrzng powierzchnie komorki - outside-out configuration, ktory jest stosowany w
badaniach wptywu réznych neurotransmiteréw lub innych substancji chemicznych oraz
réznych jonéw na zewnetrzng powierzchnie btony. Badania wykonywane na tym preparacie
sg w gtéwnej mierze prowadzone na potrzeby medycyny przy badaniu zmian patologicznych
bton komérkowych w réznych schorzeniach oraz wptywu réznych lekéw na funkcjonowanie
bton.

Przedstawiony powyzej obszar zastosowarn badawczych metody patch clamp dowodzi, jak
silnym narzedziem badawczym moze by¢ ona w reku doSwiadczonego eksperymentatora,
szczegblnie w potgczeniu z technikami morfologicznymi oraz technikami stosowanymi w
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biologii molekularnej [6, 7]. Pofaczenie tych technik w eksperymentach komérkowych
pozwala na badania wptywu zmian konformacyjnych biatek tworzacych kanaty jonowe na
wiasnosci bton komérkowych, jak np. wybidrczg przepuszczalno$¢. Cecha ta ma zasadnicze
znaczenie dla proceséw komorkowych, gdyz przenikanie réznych substancji do wnetrza

Rys, 1. Fragment skrawka tkanki nerwowej - Rys. 2. Sonda umieszczona na powierzchni neuronu; w
enzymatyczno-mechaniczne czyszczenie powierzchni powiekszeniu pokazano fragment btony wprowadzony
btony neuronu; a - sonda ssaca (1) zblizajaca sie do technika podcisnieniowa na kilka nm do wnetrza sondy
powierzchni skrawka (2); b - wprowadzenie enzymu na
powierzchnie skrawka; ¢ - podci$nieniowe usuwanie
neuropilu z powierzchni btony neuronu po wstepnym
trawieniu enzymem
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WS$rdd spotecznosci naukowej panuje powszechne przekonanie, ze Nagrode Nobla w
dziedzinie medycyny i fizjologii przyznano zespotowi, ktéry w petni na to zastuzyt. Ludzie ci
stworzyli wspaniate narzedzie dajace nadzwyczaj szerokie mozliwosci badania proceséw
zyciowych komoérki w obszarach dotychczas niedostepnych dla eksperymentéw neurofizjo-
logicznych - metode patch clamp, techniki tak potrzebnej nowoczesnej medycynie w dobie
wprowadzania przeszczepow tkankowych, ostatnio nawet tkanek wyhodowanych w labo-
ratoryjnej hodowli tkankowej z komorek pobranych od pacjenta. Nie trzeba chyba nikogo
przekonywaé, ze dalszy rozwdj technik implantacji wymaga szerokiej wiedzy o mecha-
nizmach funkcjonowania zaréwno pojedynczych komorek, jak i proceséw interakcji mie-
dzykomérkowych, na ktdrej wzbogacenie pozwala metoda patch clamp.
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Zarzad Gdwny Polskiego Towarzystwa Anatomicznego i Polskiego Towarzystwa Histo- i
Cytochemikdéw oraz Redakcja Postepéw Biologii Komdrki zorganizowali w dniu 16 listopada
1991 r. w Warszawie doroczng XXI Konferencje szkoleniowg z zakresu biologii komorki na
temat: WYBRANE ZAGADNIENIA OOGENEZY.

Program konferencji przedstawiat sie nastepujaco:

(1) prof, dr hab. Zofia Bielariska-Osuchowska: Oogeneza - wprowadzenie ogdlne.

(2) prof, dr hab. Szczepan Biliriski: Gromadzenie informacji rozwojowej w oogenezie u
bezkregowcdw.

(3) dr Urszula Stepinska: Informacja rozwojowa w oocytach i wczesnych zarodkach
ssakow.

(4) dr hab. Maria Szottys: Struktura i funkcja pecherzykéw jajnikowych.

(5) prof, dr hab. Jadwiga Pszata: Regulacja hormonalna owulacji u ssakow.

Uczestnikom konferencji umozliwiono zakup zeszytéw Postepoéw Biologii Komérki po nizszej cenie.



W dniu 25 stycznia 1992 r. w Warszawie odbyta sie konferencja pt.
CYTOMETRIA PRZEPLYWOWA W DIAGNOSTYCE KLINICZNEJ
zorganizowana przez Zaktad Cytofizjologii Centrum Medycznego Ksztatcenia
Podyplomowego i firme Beclon-Dickinson. Wygtoszono nastepujace referaty:

(1) J. Skierski - Podstawy cytometrii przeptywowej

(2) A. Niezabitowski, B. Lackowska - 1. Cytofluorometryczna ocena ekspresji powie-
rzchniowych antygendw oraz zawartosci DNA limfocytow w chioniakach nieziarniczych; Il.
Wykorzystanie programu SIMULSET w badaniu limfocytéw krwi obwodowej podczas
przebiegu terapii przeciwnowotworowej

(3) M. Kuchnio, A. Stojatowska - Préba oceny stopnia zréznicowania i dojrzatosci
komérek linii granulocytamej szpiku

(4) H. Skurzak - Limfocyty krwi przechowywane w niskiej temperaturze wykorzystane w
analizie cytometrig przeptywowg

(5) M. Jakébisiak, S. Bruno, J. S. Skierski, Z. Darzynkiewicz - Swoisty wptyw lovastatyny
na cykl komorkowy

(6) P. Kolecki, E. Baumgarten, H. Schmid, U. Radwanska, G. Henze - Terapia dzieci z
ostrg biataczka limfatyczng (ALL) w remisji niskimi dawkami IL-2 oraz IFNy

(7) F. Vanlangendonck - Quality assurance in DNA-measurements on FACS-systems

(8) J. Barth - Overview of the most important applications of flow cytometry and the
corresponding instrument solution from Becton-Dickinson

Podczas konferencji demonstrowano sprzet firmy Becton-Dickinson oraz mozliwosci wy-
korzystania komputeréow IBM do analiz wynikéw cytometrii przeptywowej. Po konferencji
przeprowadzono dziewie¢ jednodniowych szkolen praktycznych z analizy cytometrem
przeptywowym leukocytéw krwi cztowieka.
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