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Wstęp

W mitologii greckiej występowała isto-

ta będąca połączeniem organizmów

kilku innych zwierząt zwana Chimerą.

Rzeczywistość potrafi jednak dogonić

fikcję, zatem pojawiają się one w przy-

rodzie, aczkolwiek nie mają aż tak

spektakularnego wyglądu (wyjąwszy

przypadki zaburzeń rozwojowych ta-

kich jak foetus in foetu , które mogły

stanowić inspirację dla twórców mi-

tów). Mogą występować one natural-

nie – zdarzają się bowiem zespolenia

zarodków lub wymiana komórek mię-

dzy nimi. Jako chimerę definiuje się

każdy organizm, który nie posiada jed-

nolitego materiału genetycznego. Ist-

nieje tutaj rozróżnienie między mozai-

ką – w jej przypadku wszystkie

komórki mają wspólne pochodzenie,

a  różnią się na skutek mutacji, jaka

zaszła w jednej z grup komórek w fazie

rozwoju. W pewnym sensie wszyscy

jesteśmy organizmami chimerycznymi

lub mozaikowymi, ponieważ dochodzi

do spontanicznych mutacji w komór-

kach linii somatycznej .

Chimery również można otrzymywać

na użytek eksperymentów. Pierwszy

raz dokonano tego w roku 1961 , two-

Chimery ssaków a możliwości ochrony gatunków

zagrożonych wyginięciem
Edwin Sieredziński
colonelvolf@gmail.com

Chimeryczne zarodki ssaków zrobiły wielką karierę w badaniach w zakre-

sie embriologii eksperymentalnej – począwszy od 1961 roku, kiedy to zo-

stały pierwszy raz uzyskane. Mogą one mieć jeszcze inne zastosowania niż

tylko badanie mechanizmów rozwoju.

W ostatnich czasach nagłaśniany jest problem gatunków zagrożonych wy-

ginięciem. Populacje tych gatunków się kurczą, w efekcie przy ograniczo-

nej presji selekcyjnej wzrasta rola dryfu genetycznego – rozprzestrzeniają

się geny obniżające przeżywalność osobników w niewielkiej już populacji.

Chimery mogłyby stanowić tutaj swoiste żywe banki genów. Co więcej, we

wczesnych fazach rozwoju nie ma problemu z łączeniem zarodków pocho-

dzących z gatunków odległych od siebie taksonomicznie. Udało się uzy-

skać geep – chimerę owcy i kozy. Nie ma przeszkód w łączeniu komórek

zarodków pochodzących od ssaków z różnych rzędów – prowadzono rów-

nież eksperymenty na humanizowanych mysich chimerach. To podejście

daje zatem znaczne możliwości. Można tutaj pozyskać próbki tkanek mo-

gące służyć później do klonowania, jak również gamety danego gatunku

rozwinięte w organizmie chimerycznym.

Wykorzystanie chimer może okazać się istotne w ochronie zasobów gene-

tycznych gatunków zagrożonych wyginięciem.
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rząc chimerę mysią [1 ]. Było to dzieło

Andrzeja Tarkowskiego – uhonorowa-

nego w roku 2002 nagrodą Kioto. Zro-

biły one karierę w szeregu działów

biologii eksperymentalnej jak biologia

rozwoju, embriologia, biologia komór-

ki, neurobiologia. Możliwe jest wyzna-

kowanie linii komórek oraz badanie jej

w poszczególnych fazach rozwoju [3].

Idea uzyskania chimery zasadniczo

sprowadza się do pobrania komórek

z  trofoblastu, węzła znajdującego się w

blastocyście. Ta linia komórek nazy-

wana jest często komórkami ES (em-

bryo stem cells) lub zarodkowymi

komórkami macierzystymi. Następnie

jest ona hodowana in vitro w układzie

zapewniającym zachowanie ich wła-

ściwości, często razem z mysimi fibro-

blastami. Następnie komórki te

przenoszone są do innej blastocysty

i  na tej podstawie rekonstruowany jest

zarodek. Początkowo wykorzystywano

chimery również do uzyskiwania

transgenicznych zarodków ssaków,

obecnie coraz częściej stosuje się

techniki iniekcyjne. Otrzymywanie or-

ganizmu o pożądanych właściwościach

wymaga bowiem tutaj aż dwóch poko-

leń. Główną motywacją tego była duża

łatwość transfekcji komórek w linii ko-

mórkowej in vitro w porównaniu z za-

rodkiem [3].

Otrzymywano różne chimery ssaków.

Jednym z ciekawszych przykładów była

geet – złożona z komórek owcy i kozy.

Przykład ten pokazuje, że w tego typu

eksperymentach można wykorzysty-

wać komórki pochodzące z bardzo

różnych zarodków organizmów odle-

głych od siebie systematycznie. Akurat

w przypadku owcy i kozy nie jest to

widoczne, są one przedstawicielami

plemienia Caprini, w rodzinie pustoro-

gich (Bovidae), nie mniej jednak uzy-

skiwano chimery ssaków i komórek

przedstawiciele różnych rzędów. Przy-

kładowo można wymienić tutaj huma-

nizowane myszy. Powyższy przykład

nakłania do refleksj i nad możliwością

wykorzystania chimer nie tylko w za-

kresie badań o biomedycznym charak-

terze.

Wiele spośród współczesnych 5500

gatunków ssaków zagrożonych jest

wyginięciem. Mówi się również

o  spadku różnorodności biologicznej .

Chimery mogą przysłużyć się ich

ochronie – podobnie jak utrzymywanie

przedstawicieli tych gatunków w wa-

runkach naturalnych bądź w ogrodach

zoologicznych. Szczególnie istotne

znaczenie mogą mieć w utrzymaniu

zasobów genetycznych danego gatun-

ku. Problemem tym zajmiemy się po-

niżej .

Dryf genetyczny a różnorodność

w  obrębie gatunku

Wielkim problemem jest nie tyle

utrzymanie odpowiedniej liczebności,

ile ubożenie różnonorodności, co jest

związane z homogenizacją puli gene-

tycznej bardzo nielicznego gatunku

[4]. W izolowanych populacjach rolę

odgrywa inne zjawisko, również przy-

czyniające się do zubożenia puli geno-

wej populacji. Może być ono bardzo

brzeminne w skutki. Wystarczy tylko

inwazja patogenów albo nagła zmiana

warunków środowiskowych, by całej
8



populacji groziło wyginięcie. Zjawi-

skiem tym jest dryf genetyczny (efekt

Sewalla Wrighta) [2,5].

Termin ten po raz pierwszy został za-

proponowany na początku lat trzy-

dziestych. Teoria dryfu genetycznego

została później rozwinięta przez ja-

pońskich genetyków ewolucyjnych –

Motoo Kimurę i Tomoko Ohtę. Zjawi-

sko to stało się również osią sporu

w  obrębie biologii ewolucyjnej – nie-

którzy badacze przypisywali mu

znaczną rolę w procesach ewolucji,

zwracając uwagę na niewidoczność dla

doboru naturalnego wielu cech orga-

nizmu. W praktyce konserwatorskiej

odwołać się należy do tez zapropono-

wanych przez Ohtę dotyczących zależ-

ności między siłą nacisku selekcyjnego

oraz zachodzeniem dryfu genetyczne-

go. W populacjach, w których jest ona

silna rola dryfu genetycznego jest

w  zasadzie marginalna. Kiedy maleje

siła nacisku selekcyjnego, efekt Se-

walla Wrighta staje się coraz bardziej

znaczącym czynnikiem kształtującym

pulę genową populacji. Allele, które

w  normalnych warunkach obniżałyby

żywotność, zaczynają rozprzestrzeniać

się i po kilku pokoleniach występować

mogą u praktycznie wszystkich osob-

ników. Może być to spowodowane

spadkiem liczebności osobników, cze-

go konsekwencją jest ograniczony

przepływ osobników między popula-

cjami. Tworzą się zatem izolowane

grupy. W takich populacjach zmniejsza

się rola presj i selekcyjnej , ergo rośnie

znaczenie dryfu genetycznego [2]. Al-

lele obniżające żywotność rozprze-

strzeniają się bez większych

przeszkód. W efekcie tego wystarczy

już niewielka zmiana warunków śro-

dowiska lub inwazja pasożytów jest

wystarczająca do wyginięcia populacji.

Będąc przesadnie optymistycznym,

można by zakładać, iż niewielka popu-

lacja może rozszerzyć zasięg i na dro-

dze spontanicznych mutacji oraz

selekcji naturalnej zwiększyć swoją

różnorodność gentyczną, zgodne to

jest zresztą z teorią koalescencji wy-

korzystywaną w rekonstruowaniu hi-

storii populacji. Wiadomo, że

z  niewielkiej populacji wyjściowej mo-

że rozwinąć cały zespół populacji wy-

kazujący różne cechy morfologiczne,

fizjologiczne i behawioralne. Proces

ten jednak długotrwały (może zająć

kilkaset do kilku tysięcy lat) i w doraź-

nych działaniach konserwatorskich nie

można na niego liczyć [2]. Należałoby

zatem skupić się na możliwościach ra-

towania puli genetycznej populacji za-

grożonych gatunków ssaków, póki jest

to możliwe. Użyteczne w tych działa-

niach mogą być chimery.

Chimery a ochrona gatunków

ssaków

Wyżej omówiono skutki działania dryfu

genetycznego na populacje. Oczywi-

ście, można utrzymywać zwierzęta w

niewoli – w ogrodach zoologicznych

lub nawet w hodowlach prywatnych

właścicieli po uprzednim udzieleniu

koncesji lub licencji. Pytanie, czy takie

rozwiązanie jest na stan obecny zado-

walające i czy programy konserwator-

skie zdołają w ten sposób zapobiec

zubożeniu różnorodności genetycznej

populacji naturalnych. Obecnie nie ma
9



10

problemów natury bioetycznej

w  związku z przetrzymywaniem zwie-

rząt w ogrodach zoologicznych; Kłopot

jest jednakże innej natury – czy obec-

nie stosowane techniki chowu są wy-

starczająco wydajne? W odpowiedzi

na  to pytanie przychodzą chimery –

umożliwiają bowiem one uzyskiwanie

zwierząt w większych ilościach. Co

więcej , takie podejście pozwala otrzy-

mać zarodki bądź linie komórek ES,

jakie mogą być utrzymywane przez

wiele lat dzięki technikom krioprezer-

wacji znanymi od kilkudziesięciu lat.

Nie ma tutaj potrzeby obchodzenia się

z całym organizmem w postembrional-

nych fazach rozwoju. Takie rozwiąza-

nie może pozwolić utrzymywać zasoby

genów danego gatunku [4].

Chimery umożliwiają stworzenie swo-

istego żywego banku genów. Obecnie

jest to możliwe, techniki tworzenia

chimer są doskonale znane od kilku-

dziesięciu lat. Niektórzy sugerują sto-

sowanie klonowania metodą transferu

jądrowego w zachowywaniu gatunków

ssaków bądź wręcz wskrzeszania wy-

marłych w niedawnym czasie. Takie

postulaty wysuwano w przypadku wil-

ka workowatego lub nawet mamuta.

Z  klonowaniem związanych jest wiele

problemów dotyczących chociażby im-

printingu oraz szeregu niuansów ma-

jących związek z wczesnym rozwojem

zarodkowym. Wydawałoby się, że em-

briologia eksperymentalna ssaków

stanowi obecnie bardziej dziedzinę

stosowaną aniżeli akademicką naukę,

jednakże jest szereg niewyjaśnionych

zjawisk związanych z wczesnym roz-

wojem ssaków. Przykładowo, dlaczego

pancerniki zawsze rodzą bliźnięta?

Również śmiertelność zarodków in

utero stanowi rzadko zgłębiany pro-

blem badawczy [4], a istotny zwłaszcza

w przypadku bydła domowego. Pro-

blemy mogą dotyczyć również torba-

czy stanowiących odrębną i izolowaną

linię w obrębie ssaków. Nie rozważano

tutaj przykładu stekowców, które są

jedynymi znanymi obecnie ssakami ja-

jorodnymi. W obrębie rzędów Euthe-

ria, tj . ssaków łożyskowych,

nie  powinno być problemów z tworze-

niem chimer [4].

Chimery pozwalają łączyć ze sobą ko-

mórki ssaków pochodzących z różnych

grup systematycznych. W przypadku

ssaków kopytnych jako organizmy wy-

korzystywane do ich produkcji zasto-

sować można by bydło domowe, Dla

małych ssaków dobrym organizmem

byłaby mysz. Organizmy do tworzenia

żywych banków genów w postaci chi-

mer już są. W zasadzie jedyne, co po-

zostaje to wdrożyć tę technikę.

Pojawia się tutaj , rzecz jasna, szereg

problemów technicznych związanych

z  indukcją superowulacji, a następnie

umieszczaniem implantowanego za-

rodka [4]. Technika ta może wywoły-

wać zastrzeżenia obrońców przyrody

czy praw zwierząt ze względu na inge-

rencję w ustrój osobnika gatunku za-

grożonego wyginięciem. Sprzeciw

o  charakterze bioetycznym będzie tym

bardziej głośny, że tego typu manipu-

lacja eksperymentalna nie dotyczy or-

ganizmu uważanego za modelowy. Być

może również tego typu podejście jest

stosunkowo rzadko rozważane i

nie  wychodzi poza akademicką dysku-



sję. Wśród obrońców przyrody panuje

często przekonanie, że w ogóle nie na-

leży ingerować w żaden sposób w ży-

cie takiego organizmu. Możliwe, że

dlatego o wiele chętniej rozważane

jest wskrzeszanie wymarłych gatun-

ków – jak wilków workowatych czy

mamutów, aniżeli prace nad chimera-

mi zawierającymi materiał pochodzący

z organizmów zagrożonych wyginię-

ciem.

Podsumowanie

Kawecki w 1976 roku w swoim pod-

ręczniku akademickim pisał, iż chime-

ry mogą zmienić oblicze niektórych

dziedzin zoologii [1 ]. Jak to często by-

wa w przypadku umysłów światłych,

potrafią one wybiec daleko w przy-

szłość. Prawda jest bowiem taka, że

chimery mogłyby być bardzo użytecz-

nym narzędziem w ochronie gatunków

zagrożonych wyginięciem. Pozwalała-

by one minimalizować szkody w róż-

norodności genetycznej populacji

związane z dryfem genetycznym oraz

oraz planować programy konserwator-

skie w inny. Wielka szkoda, że obecnie

o wiele chętniej rozważa się futury-

styczne – choć częściowo usprawiedli-

wione – wizje o wskrzeszaniu

wymarłych gatunków [4]. Czy nie le-

piej jest ratować istniejące bogactwa

aniżeli upajać się wizją złotych jabłek

Hesperyd w postaci mamutów czy wil-

ków workowatych?
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Postęp w transplantologii przyczynił

się do wydłużenia czasu przeżycia

chorych po przeszczepieniu narządów.

Wdrożenie najnowszych metod

immunosupresj i (używanie leków

immunosupesorowych,

np.   cyklosporyny, rapamycyny) oraz

zaawansowanych metod obrazowania

i  opieki nad chorymi znacząco

zmniejszyły ryzyko odrzucenia

przeszczepionego narządu. Okazuje

się, iż przewlekłe stosowanie leków

immunosupresyjnych w celu

przeciwdziałania odrzuceniu narządu

wiąże się ze zwiększonym ryzykiem

infekcji, chorób sercowo-naczyniowych

oraz częstszym występowaniem

nowotworów [1 ].

Mimo obiecujących wyników immuno-

terapii guzów nowotworowych w mo-

delach zwierzęcych, podobnych osią-

gnięć nie obserwuje się u ludzi w ba-

daniach klinicznych. Jedną z przyczyn

tej rozbieżności mogą być upośledze-

nia układu odpornościowego towarzy-

szące zaawansowanej chorobie

nowotworowej [2].

Postęp w dziedzinie immunologii po-

zwolił zrozumieć interakcję nowotwór-

organizm i otworzył niezwykłe możli-

wości dla rozwoju immunoterapii

przeciwnowotworowej . Identyfikacja

antygenów nowotworowych pozwoliła

dostosować się do leczenia konkret-

nych celów molekularnych, mających

ekspresję w komórkach nowotworo-

wych. Ponadto postępy w biotechnolo-

gii pozwalają na zaprojektowanie

i  opracowanie bardziej skutecznych

szczepionek przeciwrakowych akty-

Wpływ immunosupresji na postęp chorób

nowotworowych

Immunosupresją nazywamy zjawisko, w którym zablokowany zostaje pro-

ces wytwarzania przeciwciał oraz komórek odpornościowych przez tzw.

immunosupresory. Szybki rozwój medycyny transplantacyjnej, postęp

w  immunologii transplantacyjnej oraz wprowadzenie nowych leków im-

munosupresyjnych przyczyniły się do poprawy wyników wielu przeszcze-

pów.

Roczne przeżycie przeszczepu wynosi około 95%, zaś odległe wyniki prze-

życia pacjentów i samych przeszczepów nie są satysfakcjonujące. Odrzu-

cenie przeszczepu jest głównym powodem śmierci pacjentów z pobranymi

narządami. Obok powikłań sercowo-naczyniowych czy zakażeń, nowotwory

stanowią narastającą przyczynę coraz wyższej śmiertelności w tej popula-

cji chorych.

12

Agnieszka Dąbrowska
Studenckie Koło Naukowe Biotechnologów FERMENT
Wydział Biotechnologii i Nauk o Żywności
Politechnika Łódzka
agnieszkadabrowska1993@gmail.com
Praca napisania pod opieką dra Jakuba M. Milczarka



wujących immunizację, jednak efek-

tywna immunoterapia nie została jesz-

cze opracowana dla każdego rodzaju

nowotworu [3].

Brak sukcesu obecnych strategii jest

związany z "ucieczką" komórek nowo-

tworowych od odpowiedzi immunolo-

gicznych [3,4]. Prawdopodobnie

obecne metody leczenia nowotworów

złośliwych oparte na wykorzystaniu

systemu odpornościowego są po pro-

stu nieskuteczne.

Układ immunologiczny jest ważny dla

kontroli rozwoju nowotworowego. Jeśli

odporność wrodzona lub adaptacyjna

zostaje osłabiona lub stłumiona, może

nastąpić rozwój nowotworu. W mysich

modelach wykazano, że utrata czynno-

ści układu odpornościowego, zwłasz-

cza tych wpływających na produkcję

interferonu-γ (IFN-γ), limfocytów T

oraz naturalnych komórek cytotok-

sycznych i ich mechanizmów efektoro-

wych, może wiązać się z zwiększoną

zachorowalnością i częstością powsta-

wania nowotworów [4]. Wytwarzanie,

a także regulacja odpowiednich inte-

rakcji prozapalnych może w istocie

kontrolować oraz promować zwalcze-

nie pewnych rodzajów nowotworów.

Tolerancją immunologiczną nazywamy

zjawisko, w którym układ odporno-

ściowy nie wykazuje żadnej reakcji

na  antygen. Warto podkreślić, iż tole-

rancja ta odnosi się do jednego, kon-

kretnego antygenu, nie zaś do braku

reaktywności względem wszystkich

możliwych antygenów. Istotnym me-

chanizmem indukcji tolerancji immu-

nologicznej jest nieodpowiednie prze-

twarzanie przeciwciał i wadliwa pre-

zentacja antygenów unikalnych dla

nowotworów TAA (Tumor Associated

Antigens) przez komórki APC (Antigen

Presenting Cell). APC, komórki den-

drytyczne DC (Dendritic Cell), mono-

cyty, makrofagi oraz zaktywowane

limfocyty B odpowiadają za zwiększo-

ną ekspresję głównego kompleksu

zgodności tkankowej MHC (Major Hi-

stocompability Complex) oraz kosty-

mulację cząsteczek w warunkach

zapalnych. Komórki te są zdolne do in-

dukowania odpowiedzi immunologicz-

nej przez prezentację antygenu

za  pomocą CD4+ lub CD8+. DC są od-

powiedzialne za rozpoczęcie i nasile-

nie odpowiedzi immunologicznej [5].

W warunkach immunosupresyjnych

komórki te nie są w stanie wywołać

zjawiska zaprezentowania antygenu

limfocytom T. Do aktywacji limfocytów

T, komórki dendrytyczne muszą posia-

dać zdolność przedstawiania antyge-

nów do CD4+ i CD8+ oraz

jednocześnie dostarczyć odpowiednie

sygnały do kostymulacji. Sygnały te

wyrażają się poprzez ekspresję białka

B7 na powierzchni komórek oraz wy-

twarzanie cytokin prozapalnych. Nie-

efektywna aktywacja limfocytów T

może pojawiać się z powodu występo-

wania mikrośrodowiska immunosu-

presyjnego, braku mediatorów

prozapalnych i indukowania immuno-

supresj i przez nowotwory.

Złośliwe odmiany nowotworów wyko-

rzystują mechanizmy, które omijają lub

„zagłuszają” reakcje immunologiczne –

wytwarzają one różne czynniki immu-
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nologiczne TDFs (Tumour-Derived

Factors), które angażują fibroblasty

i  makrofagi związane z nowotworem

oraz inne populacje komórek związa-

nych z hamowaniem dojrzewania ko-

mórek dendrytycznych oraz

obniżeniem aktywności limfocytów T

[6]. Spośród wielu TDF, które mogą

promować guza poprzez tłumienie

wrodzonej odporności i w wyniku tego

ułatwienie progresj i nowotworu wy-

mienia się: czynnik wzrostu śródbłon-

ka naczyń (VEGF), interleukiny-10

(IL-10), reaktywne formy tlenu (ROS),

2,3-dioksygenaza indolowa (IDO), pro-

staglandyny (np. PGE2) i transformu-

jący czynnik wzrostu (TGF-β). Wiele

populacji komórek szpikowych lub

limfatycznych jest również zaangażo-

wanych i wykorzystywanych w two-

rzeniu immunosupresj i lub sieci

indukowania tolerancji immunologicz-

nej , skutkując naruszaniem skuteczno-

ści odporności wrodzonej

i  adaptacyjnej . Należą do nich makro-

fagi związane z nowotworem (TAM),

komórki T-regulatorowe (Treg), natu-

ralny zabójca komórek T (NKTs), nie-

dojrzałe komórki dendrytyczne (IDC) i

komórki supresorowe pochodzące

ze  szpiku (MDSCs).

Kluczowym zjawiskiem dla powstawa-

nia TDF jest konstytutywna aktywacja

białka STAT3. W mikrośrodowisku no-

wotworowym STAT3 kontroluje pro-

dukcję cytokin (IL-10, VEGF) i hamuje

reakcję prozapalną wobec guza. Wyni-

kiem tego jest utrudnienie dojrzewania

i aktywacji komórek dendrytycznych,

co dalej skutkuje zahamowaniem od-

powiedzi immunologicznej [7].

W literaturze opisano również podob-

ne sposoby hamowania aktywności

niektórych elementów odpowiedzi od-

pornościowej przez komórki nowotwo-

rowe:

• rekrutację komórek MDSC wydziela-

jących czynniki immunosupresyjne:

NOS2 i arginazę;

• rekrutację przez komórki nowotwo-

rowe, przy pomocy cytokiny CCL22,

regulatorowych limfocytów Treg ha-

mujących dojrzewanie komórek den-

drytycznych;

• zahamowanie ekspresj i niektórych

białek wchodzących w skład recepto-

rów TCR;

• wydzielanie przez komórki nowo-

tworowe ligandów FasL i TRAIL indu-

kujących w komórkach T śmierć

apoptotyczną;

• wytwarzanie przez komórki nowo-

tworowe ligandów indukujących

śmierć apoptotyczną limfocytów T

(tzw. negatywna kostymulacja) [8].

Innym sposobem rozwoju nowotworu

w zjawisku immunosupresj i jest me-

chanizm oparty na wadliwym kontak-

cie międzykomórkowym. Nowotwór

wpływa na rozwój immunosupresj i po-

przez zdolność zmniejszenia ekspresj i

receptorów śmierci na powierzchni

komórki nowotworowej . Receptory te

są niezbędne do oddziaływania pomię-

dzy komórkami a limfocytami T i nisz-

czenia komórek guza. W tym

przypadku „ucieczka” nowotworu

przed mechanizmami immunologicz-

nymi może mieć wpływ na procesy

proapoptotyczne – zmniejszona eks-

presja receptorów śmierci warunkuje

brak oddziaływań z ligandami (np. PD-
14



L1 , B7-H1 , B7-H7, FasL) wysyłanych

przez limfocyty T i co za tym idzie –

śmierć komórki [3].

Przedstawiony powyżej sposób unika-

nia odpowiedzi odpornościowej przez

nowotwór nie jest jedyny. Komórki no-

wotworowe unikają nadzoru immuno-

logicznego również poprzez:

• zahamowaną ekspresję cząsteczek

MHC klasy I - komórki bez MHC I nie

są zdolne do prezentowania antyge-

nów limfocytom T i nie mogą być

zniszczone przez komórki Tc;

• mutacje w białkach TAP1 biorących

udział w transporcie produktów enzy-

matycznej „obróbki” antygenów (mia-

nowicie zmniejszenie ekspresj i

antygenów na powierzchni komórek

nowotworowych) – TAP1 są to pepty-

dowe transportery, przenoszące pep-

tydy (pocięte białka) do siateczki

śródplazmatycznej w celu prezentacji

ich przez cząsteczki klasy I MHC;

• mutacje w białkach LMP2 i LMP7

immunoproteasomów biorących udział

w „obróbce” antygenów (niższa eks-

presja antygenów na powierzchni ko-

mórek nowotworowych) – białka te

tworzą podjednostki kompleksu białek

cytoplazmatycznych nazywanych pro-

teasomami;

• „złuszczanie” z powierzchni komórek

nowotworowych antygenów;

• zmniejszoną ekspresję cząsteczek

kostymulujących należących do rodzi-

ny B7, mających wpływ na odpowiedź

limfocytów T – następuje brak zjawiska

potęgowania i aktywacji limfocytów T

[8].

Stosunkowo niedawno opisano rów-

nież relację między zjawiskiem immu-

nosupresj i a wydzielanymi przez ko-

mórki nowotworowe tzw. egzosomami

(pęcherzyki powstające na drodze en-

docytozy wielkości 40-150 nm, mogące

przenosić miRNA, mRNA, mtDNA,

DNA). Obecnie pęcherzyki te, pocho-

dzące ze zdrowych komórek, są bada-

ne w celu wykorzystania ich jako

nośników leków. Egzosomy wydzielane

przez komórki nowotworowe powodują

taką modyfikację mikrośrodowiska,

która sprzyja rozwojowi nowotworu.

Pęcherzyki te odpowiedzialne są

za  zablokowanie prezentacji antygenu

przez komórki dendrytyczne, a co za

tym idzie - zahamowanie aktywacji

limfocytów Tc i Th. Na swojej po-

wierzchni posiadają one cytokiny im-

munosupresyjne (np. TGFB, IL-10)

oraz cząsteczki FasL [9]. Regulacja

odpowiedzi immunologicznej może być

sterowana przez miRNA zawarte

w  egzosomach. Wówczas mechanizm

rozwoju nowotworu zależeć będzie od

rodzaju przeniesionego przez egzoso-

my miRNA, który degraduje RNA syn-

tezujące białko biorące udział

w  procesie powstawania odpowiedzi

odpornościowej .

Podsumowując, immunosupresja jest

zjawiskiem potęgującym rozwój guza.

Leki immunosupresyjne należą do

istotnych czynników ryzyka rozwoju

nowotworów zarówno w pośrednim

mechanizmie hamowania odpowiedzi

immunologicznej , jak i w bezpośred-

nich i nie do końca poznanych działa-

niach na nowotworzenie. Część

pacjentów z przebytą choroba nowo-

tworową przed transplantacją jak i

15



Bibliografia:

[1 ] A. Plużański, P. Badurak, M.

Krzakowski, Nowotwory po

przeszczepieniu narządów, Onkologia w

Praktyce Klinicznej (2010), 6(2): 53-61

[2] D.W. Kowalczyk, E. Kwiatkowska, A.

Mackiewicz, Immunosupresja

towarzysząca chorobie nowotworowej .

Kliniczne implikacje obserwacji modeli

doświadczalnych, Reports of Practical

Oncology and Radiotherapy (2003), 8(2):

S294

[3] H. T. Khong and N. P. Restifo, Natural

selection of tumor variants in the

generation of “tumor escape” phenotypes,

Nat Immunol. , (2002), 3(1 1 ): 999–1005.

[4] T. J. Stewart, S. I. Abrams (2008) How

tumours escape mass destruction,

Oncogene, 27: 5894-5903,

doi:10.1038/onc.2008.268

[5] A. Cuenca, F. Cheng, H. Wang, J.

Brayer, L. Horna, L. Gui wsp. , Extra-

lymphatic solid tumor growth is not

immunologically ignored and results in

early induction of antigen-specific T-cell

anergy: dominant role of cross-tolerance to

tumor antigens, Cancer Research

(2003),63: 9007–9015

[6] Wang T, Niu G, Kortylewski M, Burdelya

L, Shain K, Zhang S i wsp. , Regulation of

the innate and adaptive immune responses

by Stat-3 signaling in tumor cells, Nat Med

(2004),10: 48–54

[7] S. Szala, Angiogeneza i

immunosupresja: j in i jang progresj i

nowotworów?, Postepy Hig. Med. Dośw.

(online) (2009), 63: 598-612

[8] Aneta Wójtowicz, Monika Baj-

Krzyworzeka, Jarosław Baran,

Charakterystyka i znaczenie biologiczne

mikropęcherzyków błonowych, Postepy

Hig. Med. Dośw. (online) (2014), 68: 1421 -

1432

16

de  novo po przeszczepieniu otrzymuje

podstawowy lek immunosupresyjny

rapamycynę. Według doniesień zasto-

sowanie nowych leków immunosupre-

syjnych o swoistym działaniu

przeciwnowotworowym może zmniej-

szyć ryzyko wystąpienia nowotworów

do kilku procent.

Wiele badań wskazuje również, iż no-

wotwory same w sobie biorą ważny

udział w obniżeniu odporności organi-

zmu. Według takiego rozumowania

stosowanie leków immunosupresyj-

nych może tylko dodatkowo wzmagać

rozwój nowotworu. Rozwiązanie tego

problemu wymaga jeszcze odpowiedzi

na wiele innych pytań i badań nad tym

zjawiskiem.



Wstęp

Transplantologia jest tą dziedziną me-

dycyny, której dynamiczny postęp

w  ciągu ostatnich kilkudziesięciu lat

pozwolił wyleczyć wiele osób, niema-

jących niegdyś szans na przeżycie.

Pierwsze wzmianki o przeszczepianiu

narządów pochodzą jednak już z cza-

sów starożytnych. O tego typu prakty-

kach wspominają liczne źródła,

na  przykład traktat Shushruta Samhu-

ta, opisujący opracowaną w Indiach

chirurgiczną technikę odtwarzania ob-

ciętych nosów, czy opis zamiany serc

dwóch żołnierzy znieczulonych dużą

ilością wina dokonanej przez chirurga

Tsin Yue-Jena w starożytnych Chinach.

Prekursorami medycyny transplanta-

cyjnej w Europie byli z kolei święci

bliźniacy Kosma i Damian, którzy do-

konali przeszczepu nogi pobożnemu

kościelnemu w Rzymie w IV wieku n.e.

Przenosząc się jednak w naszych roz-

ważaniach do czasów współczesnych:

rok 1954 przyniósł ze sobą pierwszą

udaną transplantację wykonaną w Bo-

stonie. Joseph Murray, późniejszy lau-

reat Nagrody Nobla, wraz z zespołem

chirurgów dokonał syngenicznego

przeszczepienia nerki pomiędzy bliź-

niakami monozygotycznymi, z których

jeden cierpiał na schyłkową niewy-

dolność nerek. Terapia ta okazała się

skuteczna i bezpieczna, czego dowo-

dem było przeżycie biorcy 9, a dawcy

ponad 50 lat. Kolejne lata przyniosły

niesłychany rozwój technik chirurgicz-

nych, opieki pooperacyjnej , wprowa-

dzono skuteczny lek

immunosupresyjny - azatioprynę,

za  odkrycie którego w 1988 roku Geo-

rge Hitchings i Gertruda Ellion otrzy-

mali Nagrodę Nobla, poznano również

układ zgodności tkankowej człowieka.

Dzięki temu udało się znacząco prze-

dłużyć czas przeżycia przeszczepione-

go narządu w organizmie biorcy [17].

Sam termin „transplantacja”, wywo-

dzący się z języka łacińskiego (od cza-

sownika transplantare: szczepić,

przesadzać), oznacza przeszczepianie

tkanek lub narządów w obrębie jedne-

go organizmu, albo z jednego organi-

zmu do drugiego. Procedura

przeszczepiania narządu wymaga

zgodności dawcy i biorcy nie tylko

pod  względem grup krwi w układzie

ABO, ale również w kontekście różnic

genetycznych, głównie w zakresie czą-

steczek układu zgodności tkankowej .

Mogą one być powodem uruchomienia

procesów immunologicznych skutkują-

cych odrzuceniem przeszczepu [8,21 ].

Biorąc pod uwagę różnice genetyczne

pomiędzy dawcą i biorcą można wy-
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różnić następujące rodzaje przeszcze-

pów:

-autologiczny (autogeniczny): biorca

i  dawca to ten sam osobnik,

-syngeniczny (izogeniczny): miedzy

identycznymi osobnikami tego samego

gatunku (szczepy wsobne u zwierząt

oraz bliźnięta monozygotyczne),

-allogeniczny: miedzy różnymi gene-

tycznie osobnikami tego samego ga-

tunku,

-ksenogeniczny: między osobnikami

odmiennych gatunków [17].

Rys. 1 Narządy i tkanki człowieka

przeszczepiane w klinice [17]

Główny układ zgodności tkankowej

Główny układ zgodności tkankowej

(ang. Major Histocompatibility Com-

plex, MHC) został odkryty przy okazji

badań dotyczących poszukiwania ge-

netycznego tła odrzucania przeszcze-

pów skóry u myszy. Bodźcem

do  zapoczątkowania tych badań było

odkrycie przez Karla Landsteinera

grup krwi systemu ABO oraz odkrycie

i wyjaśnienie zjawiska aglutynacji

krwinek czerwonych biorcy pod wpły-

wem surowicy krwi dawcy [31 ]. Za-

częto poszukiwać innych antygenów

grupowych krwi, które byłyby odpo-

wiedzialne za przyjęcie lub odrzucenie

przeszczepu [17]. W ten sposób odkry-

to grupy antygenów oznaczanych jako

I, II i III. W celu lepszego poznania

i  wyjaśnienia roli tych antygenów

przeprowadzono badanie polegające

na przeszczepieniach skóry pomiędzy

liniami kongenicznych myszy różnią-

cych się tylko i wyłącznie danym locus

zgodności tkankowej . Badanie wyko-

nano dla kilkunastu pokoleń myszy.

Wyniki wykazały, iż reakcja na ten za-

bieg zależy przede wszystkim od locus

MHC, a tylko w niewielkim stopniu

od  innych loci, nazwanych słabymi an-

tygenami zgodności tkankowej . Owe

słabe antygeny różnią się od MHC za-

równo pod względem ilościowym, jak

i  jakościowym. Tworzą one heterogen-

ną grupę peptydów określanych jako

antygeny zgodności tkankowej nieko-

dowane przez MHC. Najczęściej są

one rozpoznawane analogicznie do an-

tygenów wirusowych, czyli rozpozna-

wane przez limfocyty T w połączeniu

z  cząsteczkami MHC klasy I i klasy II

[19]. Z uwagi na to, iż stanowią one

istotną barierę podczas transplantacji

tkanek, zwłaszcza transplantacji szpi-

ku kostnego, może zdarzyć się sytu-

acja, w której pomimo zgodności

biorcy i dawcy pod względem haploty-

pów MHC, słabe antygeny mogą być

przyczyną odrzucenia przeszczepu.

Cząsteczki MHC są natomiast gliko-

proteinami obejmującymi wiele genów

o największym polimorfizmie z dotych-

czas poznanych. Biorą one udział za-

równo w inicjacj i, jak i w fazie
18



efektorowej odpowiedzi immunolo-

gicznej . Cząsteczki MHC, ze względu

na różnice zarówno pod względem bu-

dowy (Rys.2), jak i funkcji, dzieli się na

klasę I, II i III [16].

Rys.2 Schemat cząsteczek zgodności

tkankowej [16]

MHC klasy I

Cząsteczki MHC klasy I występują

na  powierzchni wszystkich komórek

jądrzastych (z wyjątkiem ośrodkowego

układu nerwowego, rogówki i trofo-

blastu łożyska), a także sporadycznie

na powierzchni erytrocytów. Warunku-

ją one zachowanie się cytotoksycznych

limfocytów T, biorąc tym samym udział

w reakcji przeciwko infekcji wiruso-

wej , a także w odrzucaniu przeszcze-

pu. Zbudowane są z dwóch łańcuchów

polipeptydowych: ciężkiego – kodowa-

nego przez geny MHC, i lekkiego, β2-

mikroglobuliny, kodowanego przez gen

znajdujący się poza kompleksem ge-

nów MHC. Łańcuch ciężki (α) składa

się z: N-końcowego fragmentu zewną-

trzkomórkowego stanowiącego

ok.   80% długości łańcucha, krótkiego

transbłonowego fragmentu hydrofobo-

wego (ok. 20 aa) oraz krótkiego frag-

mentu hydrofilowego położonego

wewnątrz cząsteczki (ok. 20-40 aa).

Fragment zewnątrzkomórkowy jest

utworzony przez trzy domeny (α1 , α2,

α3) tworzące pętle. Dwie z nich, do-

mena α1 i α2, zawierają łańcuchy cu-

krowe i odznaczają się polimorfizmem,

co stanowi podstawę różnic między

cząsteczkami MHC kl. I, pochodzących

od różnych osobników i kodowanych

przez różne allele. Miejscem przyłą-

czania się antygenów prezentowanych

limfocytom T jest rowek utworzony

przez domeny α1 i α2, osadzony na β2-

mikroglobulinie i domenie α3, które

znajdują się pomiędzy nim a błoną ko-

mórkową (Rys.3). W owym rowku

znajduje się sześć zagłębień (od A

do  F) zwanych kieszonkami, które sta-

nowią miejsca zakotwiczania się łań-

cuchów bocznych aminokwasów

prezentowanych antygenów. Aby czą-

steczka MHC kl. I mogła w sposób

efektywny prezentować antygeny lim-

focytom T, potrzebuje związać co naj-

mniej 2-3 aminokwasy kotwiczące.

Antygeny prezentowane przez te czą-

steczki składają się najczęściej z 8-10

aminokwasów i obydwoma końcami

tkwią w rowku tworzonym przez czą-

steczkę MHC [20].

MHC klasy II

Cząsteczki MHC klasy II występują

tylko na powierzchni wyspecjalizowa-

nych komórek układu odpornościowe-

go, takich jak makrofagi, komórki

dendrytyczne i limfocyty B. Mogą jed-

nak pojawiać się na wielu innych ko-

mórkach, jak np. pobudzone limfocyty

T czy komórki śródbłonka, w wyniku

aktywacji lub działania cytokin, np. in-

terferonu γ (INF-γ). Konstytutywne

występowanie cząsteczek MHC klasy
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II u człowieka zaobserwowano na ko-

mórkach śródbłonka naczyń w sercu

i  nerkach. Regulują one immunolo-

giczne rozpoznanie przez limfocyty B i

T. Cząsteczki te są zbudowane z dwóch

niekowalencyjnie połączonych łańcu-

chów o podobnej budowie, α i β, które

są kodowane przez geny zlokalizowane

w obrębie MHC.

Rys.3 Schemat rowka MHC kl. I [16]

Podobnie jak łańcuch ciężki cząsteczki

klasy I, składają się z one z trzech czę-

ści: zewnątrzkomórkowej N-końcowej ,

transbłonowej i wewnątrzkomórkowej .

Domeny zewnętrzne α1 i β1 obu łań-

cuchów tworzą rowek, w którym, po-

dobnie jak to miało miejsce

w  cząsteczkach MHC kl. I, występuje

sześć kieszonek. Jednak polimorfizm

tych cząsteczek dotyczy głównie do-

men α1 i β1 (Rys.4). Prezentowane

przez nie antygeny obejmują od kilku-

nastu do ponad dwudziestu amino-

kwasów i mogą występować po obu

stronach rowka. Ponadto mają one

zdolność do łączenia się w pary i two-

rzenia „superdimerów” [20].

MHC klasy III

Cząsteczki MHC klasy III wchodzą

w  skład układu dopełniacza. Zadaniem

tego układu jest uzupełnianie (dopeł-

nianie) roli przeciwciał w zakresie

unieszkodliwiania antygenu. Stanowi

on zbiór białek surowicy i płynów

tkankowych, których jest łącznie

z  czynnikami regulującymi około 30.

Białka te są oznaczane literą C (ang.

complement) i liczbą. Białka C2, C4

i  czynnik B (BF) u ludzi są kontrolowa-

ne przez loci MHC klasy III [16].

Rys.4 Schemat rowka MHC kl. II [16]

Główny układ zgodności tkankowej

człowieka

Główny układ zgodności tkankowej

człowieka – układ HLA (ang. human

leukocyte antigens) swą nazwę za-

wdzięcza odkryciu jego antygenów

na  krwinkach białych człowieka. Kom-

pleks genów układu HLA znajduje się

na krótkim ramieniu chromosomu 6

i  zajmuje łącznie około 4 mpz DNA (4

miliony par zasad), czyli ponad 0,1%

całego genomu [6]. Wyróżniamy trzy

klasy genów, których produkty to gli-

koproteiny o budowie domenowej kla-

syfikowane jako antygeny:

a. Klasy I: geny klasyczne: HLA-A,

HLA-B, HLA-C oraz nieklasyczne: HLA-

E, HLA-F, HLA-G oraz MICA i MICB;

b. Klasy II: geny klasyczne: HLA-DR,

HLA-DQ i HLA-DP;

c. Klasy III: wiele różnych białek, mię-

dzy innymi: składniki dopełniacza C2
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Nieklasyczny schemat dziedziczenia

[16]:

• Inwersja

• Delecja

• Mutacje punktowe

• „Crossing over” - daje możliwość

wystąpienia pięciu możliwych haploty-

pów. Jego wystąpienie u pacjenta po-

woduje brak możliwości znalezienia

zgodnego dawcy rodzinnego. Należy

jednak podkreślić, że jest to bardzo

rzadkie zjawisko.

Z układem zgodności tkankowej zwią-

zane jest również nie do końca pozna-

ne i wyjątkowe zjawisko

niezrównoważenia sprzężeń (ang. lin-

kage disequilibrium). Polega ono

na  częstszym występowaniu alleli róż-

nych loci w postaci wspólnego haplo-

typu, niż wynikałoby z przypadkowego

i niezależnego ich dziedziczenia,

np. :   A1 , B8 i DR3 u przedstawicieli ra-

sy kaukaskiej . Przeciwnym zjawiskiem

jest „ujemna nierównowaga sprzężeń”,

polegająca na rzadszym występowaniu

alleli różnych loci w postaci wspólnego

haplotypu, niż wynikałoby z przypad-

kowego i niezależnego dziedziczenia,

np. : A2 i Cw7 w populacji europejskiej .

Następstwem korzyści, jakie wynikają

ze wspólnego występowania alleli na-

i  C4, czynnik B, produkt protoonkoge-

nu Notch 4, jądrowa kinaza seryno-

wo/treoninowa RPI (Rys.5).

Do ich roli należy udział w odpowiedzi

immunologicznej poprzez prezentację

antygenów limfocytom, rozpoznawanie

własnych tkanek i prezentacja skład-

ników obcych. Układ HLA jest ukła-

dem diploidalnym, co oznacza,

że  każdy człowiek posiada dwa kom-

plety HLA klasy I i II (dwa haplotypy),

jeden pochodzący od matki, a drugi od

ojca. Każdy gen może występować

w  postaci dwóch różnych alleli - mamy

wtedy do czynienia z heterozygotą, lub

w postaci dwóch identycznych alleli -

homozygotą. Jest on dziedziczony

zgodnie z prawami Mendla, niezależ-

nie od płci (Rys.6) [16].

Klasyczny schemat dziedziczenia HL

(99% przypadków) [15]

• 25% - szansa na pełną zgodność

między dwojgiem rodzeństwa,

• Szansa na pełną zgodność z bratem/

siostrą rośnie wraz ze wzrostem liczby

rodzeństwa:

*44% szans - dwójka rodzeństwa

*58% szans - trójka rodzeństwa

*94% szans - dziesięcioro rodzeństwa

• W Polsce - ok. 30 % szans na pełną

zgodność między rodzeństwem.

Rys.5 Schemat mapy genetycznej układu HLA, czyli głównego układu zgodności

tkankowej człowieka.
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leżących do różnych loci, jest fawory-

zacja układów najskuteczniejszych

w  walce z lokalnie występującymi

drobnoustrojami. Haplotypem najczę-

ściej występującym w populacji pol-

skiej jest haplotyp: HLA-A*01 , -B*08,

-DRB1*03, typowy dla rasy kaukaskiej

[38].

Rys. 6 Klasyczny schemat dziedzicze-

nia [16]

Typowanie tkankowe

Przeszczepienie narządu to przede

wszystkim zabieg ratujący życie.

W  niektórych przypadkach, takich jak

schyłkowa niewydolność wątroby, płuc

czy serca, transplantacja jest jedyną

metodą terapii. U osób cierpiących na

niewydolność nerek czy cukrzycę, po-

zwala na polepszenie jakości życia,

a  także zwiększa szanse przeżycia. Pa-

cjenci z nowotworami układu krwio-

twórczego, a także z niektórymi

chorobami wrodzonymi, mają szansę

na przeżycie dzięki przeszczepieniu

szpiku kostnego. Obecnie, oprócz ne-

rek, serca, wątroby, płuca i trzustki,

przeszczepia się również izolowane

wyspy trzustkowe, fragmenty jelit,

tchawicę i krtań [1 -7,37].

W celu prawidłowego dobrania dawcy

i biorcy przeszczepu potrzebny jest

szereg badań. Podstawę stanowi po-

twierdzenie wzajemnej zgodności ge-

netycznej dawcy i biorcy. W tym celu

służy oznaczenie właśnie antygenów

zgodności tkankowej HLA klasy I i II.

Wszelkiego rodzaju niewydolności na-

rządowe stanowią podstawowe wska-

zania do przeszczepu narządów.

Przykładowo wskazaniami do prze-

szczepienia wątroby są zakażenia

WZW typu B i C, poalkoholowa mar-

skość wątroby, nowotwór, cholestazy,

ciężkie zatrucia, choroby metaboliczne

(hemochromatoza, choroba Wilsona),

torbielowatość wątroby, czy obszerne

urazy. W przypadku przeszczepienia

serca kwalifikują się tu pacjenci z kar-

diomiopatią, zwykle rostrzeniową,

chorobą niedokrwienna serca, wadami

wrodzonymi oraz z zaawansowanymi

wadami zastawkowymi z wyklucze-

niem tych, które można leczyć kardio-

chirurgicznie [7]. W przypadku

przeszczepienia płuc za wskazania

uznaje się: przewlekłą obturacyjną

chorobę płuc (POCHP), samoistne

włóknienie płuc (SWP), mukowiscydo-

zę, niedobór alfa-1 antytrypsyny, pier-

wotne tętnicze nadciśnienie płucne

[4]. Przeszczepienie nerki, jako naj-

skuteczniejsza metoda leczenia nerko-

zastępczego, brana jest pod uwagę

u  każdego chorego z przewlekłą nie-

wydolnością nerek [3]. Częstym narzą-

dem przeszczepianym w Polsce jest

także rogówka, w tym przypadku

wskazaniem do przeszczepu są

wszystkiego rodzaju dystrofie, zmęt-

nienia istoty właściwej , blizny poopa-

rzeniowe, aktywne owrzodzenia

infekcyjne, czy uszkodzenia śródbłon-
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ka [23]. W przypadku narządów, od-

wrotnie niż w przypadku szpiku kost-

nego, do dobrania dawcy i biorcy nie

jest potrzebna pełna zgodność pod

względem antygenów HLA, ale akcep-

tuje się najmniejszą niezgodność

w  układzie HLA klasy I i II. Aby okre-

ślić zgodność między dawcą i biorcą

należy wykonać oznaczenie antygenów

HLA, a główne metody oznaczania

dzielimy na serologiczne i genetyczne

(Rys.7) [37].

daniach ustalających korelację pomię-

dzy określonymi antygenami układu

zgodności tkankowej a jednostkami

chorobowymi. Stosowany był również

do typowania HLA kl. I oraz II na izo-

lowanych limfocytach B, ale z powodu

niskiej rozdzielczości i pracochłonno-

ści zastąpiono go badaniami genetycz-

nymi [33].

Podstawa: reakcja antygen-przeciw-

ciało

Założenia: metoda oparta jest na zja-

wisku niszczenia limfocytów, czyli ko-

mórek docelowych, przez swoiste

przeciwciała skierowane przeciwko

antygenom występującym na po-

TESTY SEROLOGICZNE

Najstarszymi, ale wciąż stosowanymi,

metodami badań antygenów HLA są

testy serologiczne. Wykorzystują one

reakcje wiązania swoistych przeciwciał

z antygenami na powierzchni komó-

rek, najczęściej limfocytów. Jak każda

metoda badawcza, posiada ona zarów-

no zalety jak i wady. Jest to test szybki

i tani, jednak posiadający słabą zdol-

ność dyskryminacji, czyli brak możli-

wości różnicowania dużej części

znanych wariantów allelicznych HLA.

Wymaga on również wykorzystywania

żywych komórek w celu przeprowa-

dzenia badania [34].

Rys. 7 Podział metod oznaczania antygenów HLA.

Większą zdolnością dyskryminacji

charakteryzują się metody oparte

na  mieszanej hodowli limfocytów (ang.

mixed lymphocyte culture, MLC) zwa-

ne typowaniem komórkowym. Obecnie

jest ona rzadko stosowana ze względu

na dużą pracochłonność.

Test mikrolimfocytotoksyczny

Stosowany jest w transplantologii

i  transfuzjologii do określania antyge-

nów zgodności tkankowej klasy I

u  dawcy i biorcy, przy przetaczaniu

masy leukocytarnej , jak również w ba-
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8. Reakcja cytotoksyczna - zatrzyma-

nie przez dodanie formaliny,

9. Pozostawienie płytki w temperatu-

rze pokojowej na około jedną godzinę,

10. Odczytanie wyniku w mikroskopie

odwróconym.

Ocena wyniku: ocenia się w mikrosko-

pie świetlnym wygląd komórek, obli-

czając odsetek komórek martwych

(wybarwionych) [32].

Stopień nasilenia reakcji podaje się wg

umownej skali:

• Do 10 % komórek martwych – wynik

ujemny

• Do 20 % komórek martwych - 2

• 20-50% komórek martwych - 4

• 50-75 % komórek martwych - 6

• 75-100 % komórek martwych - 8

Metoda ta jednak ma już charakter hi-

storyczny, ze względu na powstanie

nowych, dużo dokładniejszych możli-

wości typowania.

METODY GENETYCZNE

Przedstawione wcześniej metody sero-

logiczne są obarczone dużym błędem

sięgającym nawet 20%. Najwięcej

trudności pojawia się przy typowaniu

serologicznym antygenów z grupy

DRw52, szczególnie DRB1*13 [37].

Ponadto badania serologiczne nie za-

wsze sprawdzają się w przypadku ak-

tywacji limfocytów wykazujących

wzmożoną ekspresję antygenów HLA

na swej powierzchni oraz w chorobach

rozrostowych układu krwiotwórczego.

Dlatego też badania serologiczne

obecnie są zastępowane technikami

biologii molekularnej . Typowanie ge-

netyczne staje się najbardziej po-

wszechnym sposobem typowania HLA.

Wykorzystuje ono analizę polimorfi-

wierzchni tych komórek, przy udziale

dopełniacza. Pozwala wykryć zarówno

antygeny powierzchniowe komórek,

jak i obecne w płynach ustrojowych

przeciwciała skierowanych przeciwko

tym antygenom.

Przebieg reakcji: dwuetapowy

1 . Utworzenie kompleksu w wyniku

wiązania swoistych przeciwciał z po-

wierzchniowymi determinantami anty-

genowymi.

2. Przyłączenie się dopełniacza do tak

utworzonego kompleksu antygen-

przeciwciało, uszkodzenie błony ko-

mórkowej komórki docelowej , zabu-

rzenie równowagi osmotycznej jej

wnętrza i w konsekwencji śmierć ko-

mórki.

Materiał: zawiesina limfocytów pa-

cjenta izolowanych z krwi obwodowej

(w przypadku konieczności określenia

antygenów zgodności tkankowej klasy

II do badań należy uzyskać zawiesinę

limfocytów B), swoiste surowice od-

pornościowe skierowane przeciwko

antygenom HLA (gotowe surowice an-

ty-HLA), dopełniacz króliczy.

Płytka Terasaki, barwnik (eozyna), for-

malina, mikroskop odwrócony [33].

Etapy:

1 . Izolacja limfocytów,

2. Wypełnienie wszystkich dołków

na  płytkach Terasaki’ego olejem para-

finowym,

3. Dodanie do każdego zagłębienia pod

parafinę surowicy anty-HLA o znanej

swoistości oraz zawiesinę badanych

limfocytów,

4. Inkubacja płytek,

5. Dodanie dopełniacza,

6. Inkubacja,

7. Dodanie barwnika – eozyny,
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zmu genetycznego na poziomie DNA.

Analiza taka jest o wiele prostsza i do-

kładniejsza od analizy na poziomie

białka. Podstawą interpretacji jest za-

leżność pomiędzy sekwencją nukleoty-

dową DNA, a sekwencją

aminokwasową kodowanego białka.

Dużą zaletą metod genetycznego typo-

wania jest możliwość rozróżnienia

wszystkich alleli, znikomy odsetek błę-

dów, łatwość standaryzacji, a także

możliwość badania martwych komó-

rek. Wadą natomiast są duże koszty

oraz wydłużony czas badania.

Techniki oparte na analizie fragmen-

tów DNA o polimorficznej sekwencji

wykorzystują [6]:

1 . Specyficzne sekwencje inicjujące

łańcuchową reakcję polimerazy (ang.

polymerase chain reaction) – PCR (np.

PCR-SSP- PCR, nested- PCR, ARMS),

2. Enzymy restrykcyjne (PCR- RFLP),

3. Zestawu specyficznych sond oligo-

nukleotydowych (PCR-SSO),

4. Analizę konformacyjnej (PCR-SSCP -

PCR, analiza heteroduplesów PCR,

DSCA).

5. Sekwencjonowanie (SBT).

Typowanie alleli genów MHC przepro-

wadza się:

a) MHC kl I: A, B, C: 2 i 3 egzon kodu-

jący łańcuch α,

b) MHC kl II DR: 2 egzon kodujący

łańcuch β: geny DR 1 ,3, 4, 5, DQ i DP:

2 egzon kodujący łańcuch α oraz β.

Przed przystąpieniem do wykonania

typowania HLA metodami genetyczny-

mi należy wyizolować DNA i określić

czystość DNA mierząc absorbancję

przy długości fali 260 i 290 nm. Stosu-

nek absorbancji 260/290 powinien

mieścić się w przedziale 1 ,6-1 ,9 [36].

Dzięki genotypowaniu antygenów HLA

możemy uzyskać wynik o niskiej , po-

średniej , bądź wysokiej rozdzielczości,

w związku z rodzajem/czułością użytej

metody (Rys.8). Jako wynik niskiej

rozdzielczości uznaje się przykładowo:

A*03, B*08. DR*11 , gdzie litera ozna-

cza locus, gwiazdka jest symbolem

oznaczającym, że typowanie odbyło się

metodą genetyczna, zaś dwie liczby za

nią określają numer rodziny alleli.  

przypadku wyniku o wysokiej rozdziel-

czości, przykładowo: A*03:01 :02, do-

chodzą dwie dodatkowe liczby po

dwukropku - pierwsza oznacza kolejny

numer sekwencji egzonowej , następna

zaś mówi o polimorfizmie nukleotydów

w intronach. Natomiast wynik pośred-

ni równoważny jest z niejednoznacz-

nym wynikiem genotypowania,

przykładowo: B*08:03/05/08, co ozna-

cza, że możliwa jest obecność jednego

z podanych alleli antygenu HLA B.

PCR SSP

Metoda SSP (ang. Single Specific Pri-

mer-Polymerase Chain Reaction) pole-

ga na przeprowadzeniu szeregu

reakcji PCR z użyciem różnych par

starterów dobranych tak, aby reakcja

była możliwa tylko i wyłącznie w obec-

ności określonego allelu lub grup alle-

li. Swoista amplifikacja DNA jest

możliwa dzięki zastosowaniu wielu par

starterów obejmujących tylko polimor-

ficzne miejsca egzonu kodujące dany

antygen HLA. Jest to najszybsza meto-

da typowania genetycznego, w której

wynik uzyskujemy bezpośrednio po re-

akcji PCR.

Etapy:

• Przygotowanie mieszaniny reakcyj-
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nej PCR: DNA, Taq polimeraza, dNTP,

Mg2+, bufor odpowiedni dla polime-

razy,

• Przeniesienie mieszaniny do wielu

probówek reakcyjnych o różnej swo-

istości (swoiste startery),

• Reakcja PCR – wiele swoistych am-

plifikacji,

• Przeniesienie na żel agarozowy,

• Elektroforeza,

• Analiza komputerowa kombinacji

dodatnich i ujemnych wyników reakcji

PCR [34].

SSOP

Kolejną z metod genetycznych, dzięki

której uzyskujemy wyniki o niskiej

rozdzielczości określających najczę-

ściej jeden locus jest metoda SSOP

(ang. Sequence-Specyfic Oligonucle-

otyde Probe) w Polsce najczęściej sto-

sowana do genotypowania HLA klasy

II: DR i DQ [9,10]. Podobnie jak w me-

todzie SSP, jej wykonanie wymaga

wstępnej izolacj i DNA, natomiast sama

metoda składa się z 4 etapów:

1 . Amplifikacja wyizolowanego DNA

z  użyciem pojedynczej pary starterów

amplifikującej cały egzon z użyciem

PCR.

2. Hybrydyzacja wielu swoistych sond

umieszczonych na pasku nitrocelulo-

zowym z odpowiednimi allelami kodu-

jącymi dane antygeny HLA.

3. Uwidocznienie produktów hybrydy-

zacji.

Istnieje kilka możliwości uwidacznia-

nia pozytywnej reakcji:

- dzięki stosowaniu biotynylowanych

starterów po etapie amplifikacji uzy-

skamy produkt połączony z biotyną,

dzięki czemu w celu uwidocznienia

wystarczy inkubacja produktu reakcji

zstreptawidyną połączoną z enzymem

poprzez dodanie substratu dla tegoż

enzymu [24];

- używanie mikrokulek opłaszczonych

fluorochromem - każda mikrokulka

jest swoista dla danego antygenu HLA

i ma swoją niepowtarzalną fluorescen-

cję, którą oceniamy za pomocą cysto-

metrii przepływowej;

- SSOP Luminex - w tej metodzie także

stosuje się polistyrenowe kolorowe

mikrokulki sprzężone ze specyficznymi

sekwencjami oligonukleotydowymi,

które zawierają regulowany stosunek

np. 2 fluorochromów, tworząc kombi-

nację 100 niepowtarzanych mikroku-

lek, co pozwala na ocenę do 100

różnych parametrów jednocześnie np.

100 różnych alleli HLA. Metoda ta jest

równoznaczna z metodą cystometrii

przepływowej , jednak do oceny fluore-

scencji stosuje się wyspecjalizowany

aparat Luminex służący stricte do

analiz z zastosowaniem wspomnianych

mikrokulek. [1 1 ]

- sondy związane z płytką ELISA - me-

toda ta łączy reakcje PCR z wizualiza-

cją produktu przy użyciu sond

oligonukleotydowych specyficznych

dla sekwencji (SSOP) w teście immu-

noenzymatycznym postaci enzymu

(ELISA); mówimy wtedy o metodzie

SSOP-ELISA [10].

4. Etap ostatni, niezależnie od metody

uwidaczniania produktu, polega

na  analizie komputerowej otrzymane-

go wyniku [1 ].

SSCP

Analizę konformacji cząsteczek DNA

w  drodze różnych technik elektrofore-
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tycznych: analiza konformacji poje-

dynczych nici (ang. single-stand con-

formation polymorphism , SSCP).

Techniki te pozwalają na wykrycie po-

limorfizmu i zmian punktowych. Po

izolacj i DNA amplifikujemy egzon in-

teresującego nas genu za pomocą

techniki PCR, następnie, produkt tej

reakcji denaturujemy termicznie

w  buforze obciążającym z dodatkiem

formamidu będącego czynnikiem de-

naturującym. Następnie przeprowadza

się elektroforezę w niedenaturującym

środowisku, co pozwala na uzyskanie

różnego skręcania nić DNA i uzyskania

odmiennych wzorów prążkowych ze

względu na różną szybkość migracji

różnych konformacji. Tak np. analizuje

się allele genu DRB1 , gdzie dwa pa-

sma odpowiadają homozygocie, zaś

cztery heterozygocie danego genu [5].

Metoda opisana tutaj może być nieco

skomplikowana do zastosowania w ru-

tynowym typowaniu alleli HLA, jed-

nakże, jest przydatna w poszukiwaniu

"nowych" alleli [14].

Dodatkową, unowocześnioną odmianą

technik analizy konformacji DNA, jest

tzw. badanie RSCA (ang. reference

stand conformational analysis), pole-

gające na analizie różnic w ruchliwości

fragmentów DNA w elektroforezie ka-

pilarnej na żelu poliakrylamidowym

[26]. RSCA jest obecnie rzadziej stoso-

waną metodą, co spowodowane może

być tym, iż szybkość migracji elektro-

foretycznej dwóch różniących alleli

może być zbliżona. [16]

SBT

Kolejną metodą genetyczną badania

antygenów zgodności tkankowej jest

sekwencjonowanie DNA (ang. sequen-

ce-based typing, SBT). W metodzie tej

uzyskuje się sekwencję nukleotydów,

którą porównujemy z sekwencjami do-

stępnymi w bazie danych. Metoda ta

pozwala na wykrycie nowych, indywi-

dualnych alleli antygenów HLA i uzy-

skanie wyników o wysokiej

rozdzielczości, pożądanych w trans-

plantologii zwłaszcza szpiku kostnego

[18]. Przykładowo badanie to można

przeprowadzić metodą Sangera, gdzie

po izolacj i DNA amplifikuje się, w celu

identyfikacji HLA klasy I, egzon 2 i 3

chromosomu 6, klasy II egzon 2. Na-

stępnie, po oczyszczeniu produktów

amplifikacji przeprowadzana jest re-

akcja PCR, w której używa się znako-

wanych dideoksynukleotydów, dzięki

czemu po elektroforezie kapilarnej

i  detekcji laserowej poszczególnych

dideoksynukleotydów terminujących

nici DNA o różnej długości, można

określić badaną sekwencję i porównać

ją z sekwencją alleli HLA z dostępnymi

w bibliotece sekwencji [35].

Zmniejszenie ryzyka odrzucania prze-

szczepu między dawcą i biorcą zgod-

nym pod względem HLA sprawia, że

ich typowanie jest niezwykle ważne

w  transplantologii. Typowanie HLA

jest również wykorzystywane w dia-

gnostyce chorób powiązanych z HLA.

Przykładem może być antygen HLA-

B27, którego obecność pomaga w dia-

gnostyce zesztywniającego zapalenia

stawów kręgosłupa [19].

Zasady doboru dawców do przeszcze-

pu nerek i innych narządów.
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Dobór dawcy i biorcy w przypadku

przeszczepu narządu powinien

w  głównej mierze zapobiec odrzuceniu

przeszczepionego narządu. Dawcą

przeszczepu allogenicznego może być

dawca niespokrewniony bądź członek

rodziny chorego. Najlepiej , gdy jest on

genetycznie zgodny (identyczny) pod

względem antygenów HLA, na przy-

kład brat lub siostra (dawca klasycz-

ny), posiadający te same haplotypy

(geny) odziedziczone od ojca i matki.

Idealną sytuacją jest przeszczepienie

od dawcy rodzinnego, w którym dawca

i biorca są parą bliźniąt jednojajowych.

Dawcą może być również jedno z ro-

dziców lub rodzeństwa chorego, w po-

łowie zgodne genetycznie.

W  przypadku przeszczepów narządów

oczekuje się jak największej zgodności

dawcy i biorcy w antygenach HLA kla-

sy I loci A, B, i klasy II loci DR [2].

Czas przeżycia narządu jest uzależnio-

ny od wielu czynników, między innymi

od różnic antygenowych między dawcą

i biorcą. Z biegiem czasu po prze-

szczepieniu narząd ulega stopniowe-

mu, przewlekłemu uszkadzaniu.

W  sytuacji przeszczepu narządu una-

czynionego dochodzi do rozpoznania

obcych (niezgodnych) antygenów na

powierzchni tkanek dawcy. Dochodzi

wówczas do reakcji immunologicznej ,

która może przebiegać jako:

a) Odrzucanie narządu przeszczepio-

nego przez biorcę,

b) Odrzucanie narządu przeszczepio-

nego w wyniku obecności w surowicy

biorcy preformowanych przeciwciał

przeciwko swoistym antygenom obec-

nych na powierzchni tkanek dawcy

(PRA) [30].

Przeżycie przeszczepu w wypadku

transplantacji nerek uzyskanych od

żywych spokrewnionych dawców jest

najdłuższe, gdy dawca i biorca nie

różnią się antygenami HLA. Istnieją

jednak sytuacje, w których badanie

zgodności HLA nie jest wykonywane,

na przykład przy przeszczepianiu nie-

których narządów unaczynionych, jak

serce czy wątroba. Jest to związane

z  niską dostępnością dawców, a także

z  ograniczonym czasem na wykonanie

przeszczepu. Niemniej jednak badania

wykazują, iż dłuższe przeżycie prze-

szczepu jest charakterystyczne dla

tych przypadków, w których występuje

najmniej niezgodności w obrębie alleli

HLA. W większości obecnie wykony-

wanych transplantacji narządów, wy-

korzystuje się narządy pobrane od

osób zmarłych. Sprawia to, że szansa

na dobranie biorcy o identycznych al-

lelach HLA co dawca jest znikoma. Do

zwiększenia prawdopodobieństwa, iż

przypadkowo dobrana para dawca-

biorca będą identyczni pod względem

HLA, przyczynia się nierównowaga

sprzężeń oraz częstsze występowanie

niektórych antygenów HLA w danej

populacji. Ze względu na ciągle wzra-

stającą liczbę osób oczekujących na

przeszczep, przewyższającą liczbę po-

tencjalnych dawców, stosuje się stra-

tegię doboru najbardziej zgodnego

biorcy do dawcy. Najbardziej pożądaną

sytuacją jest dobór pary o jak naj-

mniejszej liczbie niezgodnych antyge-

nów, a zgodność w zakresie HLA-DR

i  HLA-B zapewnia najlepsze wyniki

transplantacji. Zdarzają się jednak

przypadki, w których mimo idealnej
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zgodności badanych antygenów HLA

dochodzi do odrzucania przeszczepu.

W takiej sytuacji pierwszym krokiem

jest wykluczenie możliwego błędu ty-

powania. Okazuje się, że kilkanaście

procent HLA-identycznych nerek zo-

staje odrzuconych ze względu na róż-

nice w antygenach HLA, które nie są

badane standardowo, np. HLA-DQ,

HLA-DP oraz w wyniku niezgodności

w  obrębie słabych antygenów zgodno-

ści tkankowej czy układach antygenów

komórek śródbłonka i monocytów [2].

Warunki konieczne do przeszczepienia

nerki:

• Zgodność grupowa krwi

• Próba krzyżowa ujemna

• Wybór optymalnego biorcy

W przypadku przeszczepu obligatoryj-

nego nerki:

• Brak dostępu do dializ

• PRA<80%

• Biorca > 60 r.ż o ile dawca > 65 r.ż.

• Dawca <16 r. ż dla biorców z listy

Rys.8 Porównanie rozdzielczości niektórych metod.

pediatrycznej

• Biorca przeszczepu wielonarządowe-

go [3]

Warunki konieczne do przeszczepu in-

nych narządów:

• Trzustka: zgodność ABO, ujemna

próba krzyżowa, zgodność HLA (A, B,

DR)

• Płuca: zgodność AB0, (ujemna próba

krzyżowa), zgodność HLA (A, B, DR)

• Serce: zgodność AB0, (ujemna próba

krzyżowa)

• Wątroba: zgodność ABO [2].

Próba krzyżowa (ang. cross-match)

Jest to badanie, polegające na prze-

prowadzeniu reakcji surowic wyselek-

cjonowanych pacjentów z limfocytami

dawcy z wykorzystaniem techniki CDC

(cytotoksyczność zależna od dopełnia-

cza). Celem jest sprawdzenie, czy

w  organizmie potencjalnego biorcy

narządu nie krążą preformowane

przeciwciała anty-HLA dawcy, które

w  wyniku związania dopełniacza niosą
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duże ryzyko ostrego procesu odrzuca-

nia. Aby przeprowadzić próbę krzyżo-

wą, należy wyizolować limfocyty

z  materiału tkankowego dawcy, a na-

stępnie podzielić je na subpopulacje

limfocytów T i B. Obecnie najczęściej

do tego celu wykorzystuje się zestaw

gotowych przeciwciał monoklonalnych

oraz kolumny ze złożem paramagne-

tycznym. Osoby, u których wykryto do-

datnią reakcję cytotoksyczną (C-M

dodatni, próba krzyżowa dodatnia) są

wykluczane z ostatecznego zestawie-

nia potencjalnych biorców. W metodzie

tej , limfocyty dawcy wyizolowane

z  węzła chłonnego inkubuje się z suro-

wicą potencjalnego biorcy. Wskazówką

diagnostyczną, która określa prawdo-

podobieństwo wystąpienia dodatniej

reakcji w teście CDC, jest wartość PRA

(ang. Panel reactive antibodies). Reak-

cja limfocytotoksyczna zależna od do-

pełniacza posiada jednak ograniczoną

czułość i subiektywność oceny nasile-

nia reakcji a także niesie wątpliwości,

co do znaczenia klinicznego przeciw-

ciał pozbawionych właściwości cyto-

toksycznych. Przyczyniło się to do

rozwoju innych technik pozbawionych

wad testów limfocytotoksycznych, któ-

re umożliwiają ocenę immunizacji

biorcy przeszczepu. Jedną z nich jest

technika FCXM (ang. Flow cytometric

crossmatch). Jest to próba krzyżowa

wykorzystująca cytometrię przepływo-

wą do pomiaru nasilenia reakcji po-

między antygenami dawcy a

przeciwciałami biorcy. W wyniku zaj-

ścia reakcji obserwuje się świecenie

komórek wiążących znakowane fluoro-

chromem przeciwciało, skierowane

przeciwko przeciwciału pochodzącemu

z surowicy pacjenta, . Nasilenie świe-

cenia jest proporcjonalne do ilości

związanych danych przeciwciał znako-

wanych fluorochromem. Technika ta

umożliwia nie tylko odróżnianie komó-

rek docelowych, ale również określe-

nie klasy immunoglobulin wykrytych

przeciwciał [30].

PRA

Jak wspomniano wyżej , aby doszło do

przeszczepu narządu niezbędna jest

zgodność w głównych grupach krwi

(ABO), jak najmniejsza niezgodność

w  układzie HLA oraz ujemny wynik

próby krzyżowej . Dodatkowo, bardzo

ważnym elementem jest też brak

u  biorcy przeciwciał limfocytotoksycz-

nych PRA, których obecność w zależ-

ności od ich miana odpowiednio

wydłuża okres oczekiwania na prze-

szczep, a także zmniejsza jego powo-

dzenie [27]. Przeciwciała te powstają

w wyniku ekspozycji potencjalnego

biorcy na obce antygeny HLA np. pod-

czas ciąży (gdzie odsetek uczulonych

wieloródek wynosi 40%), wcześniej -

szego przeszczepienia narządów, po

transfuzjach krwi (jedna transfuzja jest

przyczyną immunizacji 10% chorych,

a  odsetek ten wzrasta do 50-70% wraz

z ilością transfuzji, dlatego też stosuje

się preparaty krwi pozbawione masy

leukocytarnej) [27]. Do powstawania

tych przeciwciał przyczyniać się mogą

też uogólnione infekcje bakteryjne czy

wirusowe oraz szczepienia ochronne,

mogące nasilać wytwarzanie alloprze-

ciwciał [22]. U części chorych, wraz

z  upływem czasu, reaktywność prze-

ciwciał zmniejsza się lub nawet zanika,

jednak u części z nich, mimo braku
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ekspozycji na czynniki immunizujące,

synteza przeciwciał utrzymuje się na

stałym poziomie [14]. W związku z wy-

sokim ryzykiem odrzucenia przeszcze-

pionego narządu u takich chorych,

ważne jest wykrywanie takich osób, co

powoduje z jednej strony wydłużenia

czasu czekania przez nich na trans-

plantację, ale z drugiej daje im możli-

wość odczulania i tym samym

zmniejszenia ryzyka odrzucenia prze-

szczepu np. poprzez stosowanie im-

munoglobuliny ludzkiej (IgG),

Rituximabu (przeciwciał anty-CD 20)

niszczącego limfocyty B odpowiedzial-

ne z produkcje alloprzeciwciał, czy

plazmaferezy [12].

Stopień uczulenia/immunizacji można

oceniać in vitro w teście mikrocyto-

toksycznym w panelu zawierającym

wyizolowane limfocyty od około 30-50

dawców krwi tak dobranych, by repre-

zentowali większość antygenów HLA

w  populacji. Obecnie PRA ocenia się

przy użyciu cystometrii przepływowej ,

mówimy wtedy o FlowPRA [13]. W tym

celu stosuje się kuleczki opłaszczone

antygenami HLA, które są inkubowane

z surowicą pacjenta w temperaturze

pokojowej . Następnie dodaje się ludz-

kie immunoglobuliny anty-IgG sprzę-

żone z barwnikiem fluorescencyjnym

i  ponownie inkubuje, a potem ocenia

się w cytometrze przepływowym sto-

pień świecenia, proporcjonalny do

miana przeciwciał anty-HLA [22]. Pa-

cjenci, których PRA jest wyższe niż

80%, czyli ich surowica reaguje z po-

nad 80% wyizolowanych leukocytów

dawców, uważa się za wysoko zimmu-

nizowanych, co znacznie wydłuża ich

czas oczekiwania na przeszczepienie

średnio do 5, a nawet do 18 lat (dane

z  2007 roku z Centrum Organizacyjno-

Koordynacyjnego ds. Transplantacji

Poltransplant z Gozdowskiej).
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Sekcja Badania Bezkręgowców należy do Koła Naukowego Przyrodników

Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Aktywność naukowo-

badawcza Sekcji skupia się wokół badań nad taksonomią, ekologią oraz

zoogeografią bezkręgowców z wykorzystaniem technik molekularnych. Od

2012 roku jednym z wiodących działań Sekcji jest realizacja projektu ba-

dawczego „Palmiarnie w Polsce i Europie jako gorące plamy bioróżnorod-

ności (hot-spots) i ich rola w introdukcji gatunków obcych”. Celem

podjętych zadań jest zbadanie różnorodności gatunkowej bezkręgowców

zasiedlających wybrane palmiarnie i cieplarnie. Do tej pory zebrano ma-

teriał z ośrodków palmiarnianych w Berlinie, Pradze, Poznaniu, Łodzi

i  Krakowie. Dotychczasowe analizy pozwoliły zaobserwować duże bogac-

two gatunkowe fauny bezkręgowej badanych obiektów, w tym odkrycie

taksonów nowych dla nauki oraz gatunków tropikalnych nieznanych dla

danego regionu geograficznego, o czym członkowie Sekcji donoszą w pu-

blikowanych na bieżąco artykułach naukowych [Kolicka 2014, 2016; Ko-

licka i in., 2013, 2015, 2016; Zawierucha i in., 2013] . Pod koniec 2015

roku Sekcja przystąpiła do realizacji projektu dotyczącego zmian sukce-

syjnych zachodzących w rewitalizowanym miejskim Rezerwacie Przyrody

Żurawiniec w Poznaniu. Celem tego przedsięwzięcia jest odbudowa pier-

wotnych warunków wodnych oraz przywrócenie charakterystycznego dla

rezerwatu zespołu roślinności typowej dla torfowisk przejściowych. Nie-

dawno Sekcja zakończyła projekt badawczy: „Mejofauna zbiorników słod-

kowodnych fiordu Hornsund (Spitsbergen, Arktyka)”. Badania miały na

celu poznanie różnorodności gatunkowej mejofauny siedlisk słodkowod-

nych fiordu Hornsund, rozmieszczenia gatunków, współwystępowania

grup i potencjalnych dróg ich migracji oraz przetestowanie hipotezy za-

kładającej, że bioróżnorodność i liczebność organizmów wzrasta wraz

z  odległością od lodowca.
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Wstęp

Sekcja Badania Bezkręgowców jest

jedną z najstarszych i najprężniej

działających grup należących do Koła

Naukowego Przyrodników Uniwersy-

tetu im. Adama Mickiewicza w Pozna-

niu. Obecnie liczy ona 20 członków



przeprowadzonej w 2012 roku inwen-

taryzacji Palmiarni Poznańskiej

stwierdzono zaskakująco wysokie

zróżnicowanie taksonów fauny bezkrę-

gowej , w tym: wrotków, płazińców,

skąposzczetów, brzuchorzęsek oraz

mniej licznych w gatunki widłonogów,

roztoczy, wieloszczetów i owadów [Ko-

licka i in. , 2015]. Zwieńczeniem badań

w Poznaniu było pierwsze stwierdzenie

występowania rozłupnogłowców

(Schizomida) w Polsce [Zawierucha

i  in. , 2013], a także odkrycie nowego

podrodzaju i 12 nowych dla wiedzy

gatunków brzuchorzęsków. W Pal-

miarni Poznańskiej dokonano również

pierwszego w Europie Środkowej

stwierdzenia chrząszcza z rodzaju

Pycnomerus. W roku 2013 badania

kontynuowano w palmiarni w Kopen-

hadze, w której stwierdzono m. in. 5

gatunków brzuchorzęsków, w tym jed-

nego nowego dla duńskiej fauny [Ko-

licka i in. , 2013, Kolicka, 2014]. Wyniki

uzyskane na podstawie materiału po-

branego w palmiarni w Łodzi umożli-

wiły opisanie brzuchorzęsków

zasiedlających bromelie [Kolicka,

2016]. Materiał pobrany w palmiar-

niach w Pradze oraz Berlinie jest

obecnie opracowywany ze szczegól-

nym uwzględnieniem roztoczy, nie-

sporczaków, wijów, owadów, pająków

oraz brzuchorzęsków.

Pod koniec 2015 roku Sekcja Badania

Bezkręgowców przystąpiła również do

projektu mającego na celu zbadanie

zmian zachodzących w rewitalizowa-

nym miejskim Rezerwacie Przyrody

Żurawiniec. Rezerwat został utworzo-

ny w 1959 roku ze względu na znajdu-
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i  sympatyków. Od czasu powstania w

1967 roku jej profil naukowy skupia

się wokół taksonomii, ekologii oraz

zoogeografii bezkręgowców. Oprócz

ścisłej współpracy z Zakładem Takso-

nomii i Ekologii Zwierząt Wydziału

Biologii Uniwersytetu im. A. Mickiewi-

cza w Poznaniu, Sekcja współpracuje

z  innymi krajowymi i zagranicznymi

jednostkami naukowymi, np. Instytu-

tem Oceanologii Polskiej Akademii

Nauk.

Aktualne projekty badawcze

Jednym z wiodących projektów Sekcji

jest badanie bioróżnorodności, ekologii

oraz dróg rozprzestrzeniania się wy-

branych grup bezkręgowców zasiedla-

jących palmiarnie. Te stosunkowo

słabo zbadane miejsca są także rozpa-

trywane pod względem potencjalnej

aklimatyzacji gatunków obcego pocho-

dzenia. Obiecujące wyniki badań prze-

prowadzone w Palmiarni Poznańskiej

były impulsem do powstania projektu

„Palmiarnie w Polsce i Europie jako

gorące plamy bioróżnorodności (hot-

spots) i ich rola w introdukcji gatun-

ków obcych”. Projekt dofinansowany

był przez m. in. Dziekana Wydziału

Biologii UAM oraz ze środków Koła

Naukowego Przyrodników UAM. W je-

go ramach przeprowadzono dotych-

czas badania w palmiarni w Poznaniu

oraz w palmiarniach w Kopenhadze,

Pradze, Berlinie, Łodzi i Krakowie.

W  przyszłości planowana jest inwenta-

ryzacja kolejnych obiektów znajdują-

cych się w Mińsku, Brześciu oraz

Gliwicach. Dotychczasowe badania

były publikowane w zagranicznych

czasopismach naukowych. Dzięki



jące się na jego obszarze torfowiska

przejściowe o cennych walorach na-

ukowych i dydaktycznych. Powstanie

w bezpośredniej okolicy osiedli miesz-

kalnych przyczyniło się do zmiany sto-

sunków wodnych doprowadzając do

zniszczenia jego naturalnego charak-

teru. W latach 2012-2014 w rezerwa-

cie prowadzono badania geologiczne,

których wyniki pozwalają prześledzić

oraz odtworzyć przebieg zmian środo-

wiska przyrodniczego w przeszłych

epokach. Projekt Rewitalizacji Rezer-

watu Przyrody Żurawiniec prowadzony

jest we współpracy z licznymi podmio-

tami, m. in. pracownikami naukowymi

Wydziałów Biologii i Geografii Uni-

wersytetu Adama Mickiewicza w Po-

znaniu, przedstawicielami władz

miasta, dyrekcją Zakładu Lasów Po-

znańskich oraz Regionalnym Konser-

watorem Przyrody w Poznaniu.

Zadaniem Sekcji jest śledzenie proce-

sów sukcesji wtórnej fauny bezkręgo-

wej rezerwatu. W tym celu, co 3

miesiące, od listopada 2015 roku, po-

bierane są próby ściółkowe oraz wod-

ne. Ściółka jest pobierana ramką o

objętości 25 cm x 25 cm x 10 cm w 30

wyznaczonych miejscach, a następnie

umieszczana w aparacie Tullgrena

w  celu wypłoszenia fauny. Próby wod-

ne będą pobierane czerpakiem po na-

wodnieniu, obecnie wyschniętych,

zbiorników. Materiał będzie pozyski-

wany z dna zbiornika i roślin wodnych.

Po czerpakowaniu na miejscu, zostanie

on wyłożony na folię i posegregowany

w celu znalezienia organizmów wod-

nych i przeniesienia ich do płynu kon-

serwującego. Zebrane próby będą

analizowane pod kątem występowania

takich grup bezkręgowców jak: pająki,

owady, ślimaki, roztocze. W dalszym

etapie zebrane okazy będą identyfiko-

wane do gatunku. Przewiduje się

zmianę poziomu bioróżnorodności na

terenie rezerwatu oraz składu obecnej

fauny w kierunku obecności taksonów

charakterystycznych dla torfowisk

przejściowych. Ponadto badania mogą

być źródłem informacji o przebiegu

zmian zoocenotycznych jakie dokonują

się na terenie zurbanizowanym.

Zakończone projekty badawcze

Sekcja zakończyła projekt badawczy:

„Mejofauna zbiorników słodkowod-

nych fiordu Hornsund (Spitsbergen,

Arktyka)”. Dotychczasowe badania

udowodniły, że region ten, mimo suro-

wego klimatu i krótkiego okresu we-

getacyjnego, odznacza się dużą

złożonością składu gatunkowego, jak

i  znacznym zróżnicowaniem rodzajów

i  wyższych jednostek taksonomicznych

na tle pozostałych regionów arktycz-

nych. Jest to młody i słabo przekształ-

cony ekosystem, podatny na

antropopresję i zmiany klimatu. Bada-

nia miały na celu poznanie różnorod-

ności gatunkowej mejofauny siedlisk

słodkowodnych fiordu Hornsund

(brzuchorzęsków, niesporczaków, ni-

cieni, wrotków, widłonogów, wioślarek,

wieloszczetów, małżoraczków), roz-

mieszczenia gatunków, współwystępo-

wania grup oraz potencjalnych dróg

ich migracji, oraz przetestowanie hi-

potezy zakładającej , że różnorodność

taksonów i liczebność organizmów

wzrasta wraz z odległością od lodowca

(http://knp.home.amu.edu.pl/page.php

?id=dzialalnosc&s=2). Pobór materia-
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łu został zakończony, obecnie trwa

opracowywanie danych.

W 2015 roku członkowie Sekcji Bada-

nia Bezkręgowców zajmowali się ba-

daniem mejofauny jezior Czarnogóry

i  Albanii. Półwysep Bałkański jest

uważany za jedno z europejskich cen-

trów endemizmu. Działania Sekcji

miały na celu poszerzenie wie-

dzy  o  faunie jezior tego terenu oraz

poszukiwanie korelacj i czynników śro-

dowiskowych (zawartości węgla orga-

nicznego, twardości wody, stężenia

tlenu i azotu, pH) z występowaniem

poszczególnych taksonów bezkręgow-

ców wodnych. Analiza mejofauny je-

zior badanego terenu pozwoliła na

pierwsze stwierdzenie obecności zwie-

rząt z grup: Tardigrada, Rotifera,

Rhabditophora, Collembola i Gastro-

tricha. W próbach ponadto zidentyfi-

kowano następujące taksony:

Polychaeta, Ostracoda, Acari, Copepo-

da, Cladocera, Nematoda, Gastropoda

i Amphipoda.

Upowszechnianie wyników

Wyniki prac Sekcji były przedstawione

na wielu międzynarodowych i ogólno-

polskich konferencjach, m. in. Polar

Ecology Conference, II i III Konferencji

Młodych Naukowców z okazji Świato-

wego Dnia Wody (II and III Young

Scientists Conference, World Water

Day), V i VI Studenckiej Konferencji

Biologii Ewolucyjnej . Przedstawiane

referaty oraz postery cieszą się dużym

zainteresowaniem oraz są szeroko

dyskutowane.

Sekcja Badania Bezkręgowców anga-

żuje się w popularyzację nauki przez

organizowanie warsztatów i pokazów

dla młodszych adeptów nauki. Jest to

dobra okazja do zdobycia wiedzy

z  technik mikroskopowania, samo-

dzielnego zbioru bezkręgowców i ich

obserwacji. Dotychczasowe zajęcia

odbywały się w ramach Nocy Biolo-

gów, Festiwalu Nauki i Sztuki oraz

Nocy Naukowców.
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Kompleksy gatunków kryptycznych obejmują gatunki nierozróżnialne na

podstawie cech morfologicznych, które często są blisko spokrewnione ze

sobą [Skoracka i in., 2015] .

Szpeciele (Eriophyoidea) to roztocze (Acari) o ogromnym znaczeniu go-

spodarczym, ponieważ są obligatoryjnymi pasożytami roślin, także tych

szczególnie istotnych dla człowieka (rośliny uprawne). Większość ze zna-

nych gatunków szpecieli cechuje wąska specyficzność żywicielska (paso-

żytowanie na jednym gatunku rośliny), które zasiedlają żywicieli

należących do różnych gatunków roślin. Przykładem gatunku szpeciela

o  szerokiej specyficzności żywicielskiej jest Aceria tosichella, powszechnie

nazywany wheat curl mite (WCM). Szpeciel ten jest pasożytem traw (Po-

aceae) oraz amarylkowatych (Amaryllidaceae). Zasiedlanie roślin z dwóch

rodzin skłoniło do postawienia hipotezy, że WCM jest kompleksem gatun-

ków kryptycznych o zróżnicowanej specyficzności żywicielskiej [Miller

i  in., 2013] . Do potwierdzenia powyższej hipotezy użyto metod biologii

molekularnej (odcinka mitochondrialnego DNA COI oraz fragmentu D2

28S rDNA), ekologicznych (eksperymentalne testowanie zakresu żywicie-

li) oraz analiz morfometrycznych w oparciu o cechy ilościowe (PCA i ana-

liza dyskryminacyjna) [Skoracka i in., 2013, 2014] .

Wyniki dotychczasowych badań pozwoliły na opisanie dziesięciu odręb-

nych genetycznie linii w obrębie kompleksu WCM. Istnieją jednak prze-

słanki, że zróżnicowanie w obrębie kompleksu WCM jest nadal

niedokładnie oszacowane i konieczne są dalsze badania mające na celu

identyfikację kolejnych linii genetycznych WCM [Skoracka i in., 2015] .

Wstęp

Gatunki kryptyczne są to gatunki

trudne do rozróżnienia na podstawie

cech morfologicznych, będące zazwy-

czaj blisko ze sobą spokrewnione
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Slykhuis, 1956] oraz przyczyną bezpo-

średnich uszkodzeń roślin, dlatego

ważne jest dokładne poznanie biologii

i strategii życiowej WCM.

Historia kompleksu WCM

Aceria tosichella (wheat curl mite,

WCM) została po raz pierwszy znale-

ziony i opisany na terenie byłej Jugo-

sławii w 1969 r. , na liściach pszenicy

(Triticum aestivum L.). Z powodu jego

morfologicznego podobieństwa do po-

krewnego gatunku Aceria tulipae, opi-

sanego po raz pierwszy w 1938 roku

przez Keifera, bywał błędnie oznacza-

ny jako A. tulipae. Ostateczne rozróż-

nienie obu gatunków zostało

zaproponowane przez zespół badaczy

rosyjskich [Shevtchenko i in. , 1970],

którzy opisali różnice w biologii i mor-

fologii obu gatunków. Rok przed publi-

kacją Shevtchenko i in. [1970], Keifer

opisał gatunek szpeciela występujące-

go na pszenicy jako A. tosichella

[1969]. Nazwa A. tritici nadana przez

Shevtchenko uznana została za syno-

nim nazwy gatunkowej A. tosichella.

Do tej pory występowanie gatunku

Aceria tosichella zostało potwierdzone

na około 90 gatunkach traw [Carew

i  in. , 2009; Connin, 1956, Harvey i in. ,

2001 ; Navia i in. , 2013; Skoracka i in. ,

2012; Slykhuis, 1955; Somsen i in. ,

1970]. Dalsze badania wykazały jed-

nak, że zróżnicowanie ekologiczne

i  genetyczne w obrębie tego gatunku

jest wysokie, a poszczególne linie ge-

netyczne różnią się znacznie specy-

ficznością żywicielską oraz zakresem

żywicieli [Carew i in. , 2009; Miller

i  in. , 2013; Navia i in. , 2013; Schiffer

[Bickford i in. , 2007; Knowlton, 1993].

Identyfikacja gatunków kryptycznych

jest szczególnie istotna w przypadku

organizmów ważnych z punktu widze-

nia gospodarki, gdyż różne gatunki

mogą wymagać innych strategii

ochrony lub kontrolowania ich liczeb-

ności. Istnieje wiele przykładów ga-

tunków kryptycznych, np. komary

będące wektorami dla zarodźca mala-

rycznego Plasmodium sp. [Perkins,

2000] lub pasożytnicze nitnikowce

Gordius sp.[Hanelt i in. , 2015]. Ponad-

to badania dotyczące zróżnicowania

w  obrębie gatunków umożliwiają do-

kładne oszacowanie różnorodności

biologicznej na świecie. W niniejszej

pracy chcielibyśmy opisać metody sto-

sowane podczas identyfikacji gatun-

ków kryptycznych na przykładzie

Aceria tosichella (wheat curl mite,

WCM). Szpeciele są to jedne z naj-

mniejszych roztoczy, których wielkość

wynosi średnio 200 μm [Keifer, 1975;

Nalepa, 1887]. Ciało szpecieli ma ro-

bakowaty bądź wrzecionowaty kształt

i  jasną, najczęściej mlecznobiałą bar-

wę. Posiadają dwie pary odnóży, co

odróżnia je od innych roztoczy. Szpe-

ciele są pasożytami roślin i całe ich

życie związane jest z rośliną żywiciel-

ską. Obserwuje się wśród nich duże

zróżnicowanie w specjalizacji żywi-

cielskiej . Znane są gatunki, które pa-

sożytują na jednym gatunku rośliny

żywicielskiej (zdecydowana większość)

oraz takie, które zasiedlają rośliny na-

leżące do różnych gatunków, rodzajów

i rodzin. WCM jest wektorem groźnych

wirusów roślinnych (WMSV, WmoV,

TriMV, BrSMV) [Goetz i in. , 1995; Hadi

i in. , 2011 ; Seifers i in. , 1997, 2009;
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i  in. , 2009; Skoracka i in. , 2012, 2013,

2014; Szydło i in. , 2015].

Identyfikacja linii w obrębie kom-

pleksów gatunków kryptycznych

Badania ekologiczne

Poszczególne linie genetyczne w obrę-

bie kompleksów gatunków kryptycz-

nych mogą znacznie się różnić pod

względem biologii i ekologii, np. pod

względem niszy ekologicznej lub roz-

mieszczenia geograficznego [Mayr,

1963]. W przypadku kompleksu WCM

badania ekologiczne polegały na eks-

perymentalnym testowaniu zakresu

żywicieli. W trakcie doświadczenia

osobniki były przenoszone z żywicieli

oryginalnych na nowych, a następnie

porównywano poziom ich dostosowa-

nia na oryginalnym i nowym żywicielu

[Skoracka i in. , 2013, 2014]. Ponadto

analizowano próby roślin zebranych

w  terenie. Osobniki WCM znalezione

na poszczególnych roślinach żywiciel-

skich były następnie testowane w la-

boratorium pod kątem zdolności do

zasiedlania różnych gatunków roślin

[Skoracka i in. , 2012, 2013]. Różnice

w zdolności do kolonizacji poszczegól-

nych roślin żywicielskich mogą suge-

rować występowanie odrębnych

gatunków w obrębie kompleksu [Sko-

racka i in. , 2013]. W przypadku badań

nad kompleksem WCM wykazano róż-

nice w dostosowaniu poszczególnych

linii genetycznych. Najszerszy zakres

żywicieli wykazała linia MT-1 , zasie-

dlając pszenicę, jęczmień, cebulę, czo-

snek, perz, rajgras wyniosły oraz

stokłosę. Liniami o wąskiej specyficz-

ności żywicielskiej są m.in. MT-5 i MT-

7, które osiągają niski fitness na rośli-

nach żywicielskich innych niż orygi-

nalne [Skoracka i in. , 2013].

Badania molekularne

Spośród różnych metod badania przy-

należności taksonomicznej organi-

zmów

oraz obecności gatunków kryptycz-

nych, najbardziej jednoznaczne wyniki

dają badania z dziedziny biologiimole-

kularnej [Hebert i in, . 2003, Sonnen-

berg i in. , 2007]. Analizy

przeprowadza się porównując różne

fragmenty DNA, tzw. specyficzne mar-

kery molekularne. Najistotniejszą ich

cechą jest posiadanie odpowiedniej

liczby występujących polimorfizmów,

co pozwala na wykrycie różnic pomię-

dzy populacjami, liniami genetycznymi

lub gatunkami [Magalhães i in. , 2007].

Do badań nad WCM użyto fragmentów

mitochondrialnego DNA (COI i 16S)

oraz jądrowego DNA (region D2 28S

rDNA, ITS1 , ITS2, ANT) [Miller i in. ,

2013; Skoracka i in. , 2013]. Uzyskane

wyniki umożliwiły identyfikację odręb-

nych linii genetycznych w obrębie

kompleksu WCM, a odległości gene-

tyczne między niektórymi liniami od-

powiadały odległościom

międzygatunkowym [Skoracka i in. ,

2013].

Badania morfologiczne

Gatunki kryptyczne mogą różnić się

nieznacznie pod względem morfologii.

Subtelne różnice są bardzo trudne do

wykrycia bez przeprowadzenia kom-



41

pleksowych analiz morfometrycznych.

W wielu przypadkach dopiero duże se-

rie pomiarów i ich weryfikacja staty-

styczna pozwalają je zauważyć.

Badania morfologiczne w obrębie

kompleksu WCM polegały na pomia-

rach cech istotnych diagnostycznie

u  kilkudziesięciu osobników z po-

szczególnych populacji. Do porówny-

wania morfologii użyto analizy

składowych głównych (PCA) oraz ana-

lizy dyskryminacyjnej (LDA) w oparciu

o cechy ilościowe. W pierwszej kolej -

ności wykonano analizy PCA w celu

sprawdzenia, czy pomiędzy populacja-

mi zasiedlającymi różnych żywicieli

istnieją nieciągłości. Następnie wyod-

rębnione linie genetyczne na podsta-

wie mtDNA COI analizowano przy

użyciu LDA. Analiza ta dowiodła, że

A.   tulipae, gatunek blisko spokrewnio-

ny z WCM (będący częścią kompleksu

WCM) wykazuje znaczne różnice mor-

fologiczne w obrębie badanych cech

i  został na ich podstawie jednoznacz-

nie rozróżniony od reszty kompleksu

WCM. Analizy PCA i LDA nie wykazały

różnic pomiędzy populacjami zasiedla-

jącymi pozostałych żywicieli oraz li-

niami genetycznymi kompleksu WCM

[Skoracka i in. , 2012].

Podsumowanie

Badania nad obecnością gatunków

kryptycznych powinny być komplekso-

we i wieloetapowe. Zintegrowane me-

tody z zakresu ekologii, biologii mole-

kularnej oraz morfologii pozwalają

jednoznacznie wykazać zróżnicowanie

w obrębie danego kompleksu oraz wy-

odrębnić oddzielne linie genetyczne.

Zastosowanie opisanych powyżej me-

tod pozwoliło na wydzielenie dziesię-

ciu linii genetycznych w obrębie WCM,

które były nierozróżnialne na podsta-

wie obserwacji morfologicznych pro-

wadzonych przy użyciu mikroskopu

stereoskopowego [Skoracka i in. ,

2012; Szydło i in. , 2015]. Przeprowa-

dzone badania dowodzą, że liczba

kryptycznych linii w obrębie komplek-

su może być niedoszacowana i jest ona

ściśle skorelowana z podjętym wysił-

kiem badawczym wyrażonym np. licz-

bą przebadanych prób [Skoracka i in. ,

2015]. Dalsze badania mogą umożliwić

zidentyfikowanie większej liczby linii

genetycznych wchodzących w skład

kompleksu WCM. Badania nad zróżni-

cowaniem kompleksu WCM są bardzo

ważne, gdyż poszczególne linie gene-

tyczne mogą wymagać odmiennych

strategii ochrony roślin. . Obecnie ba-

dania te są priorytetowym celem ba-

daczy zajmujących się kompleksem

WCM.
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Phaeodactylum tricornutum jest gatunkiem morskiej okrzemki, występu-

jącym w wodach przybrzeżnych rozciągających się od Niemiec w Europie

po Nową Szkocję w Ameryce Północnej. Cechą charakterystyczną tego ga-

tunku jest słabe wysycenie krzemionkowego pancerzyka, przez co

okrzemki te mogą rosnąć przy niedoborach krzemu w środowisku. P. tri-

cornutum może występować w trzech formach morfologicznych – wrzecio-

nowatej, owalnej i trójramiennej, w zależności od warunków

środowiskowych. Gatunek ten jest łatwy w hodowli w warunkach labora-

toryjnych. Ponadto, jego genom został zsekwencjonowany. Wypracowano

protokoły transformacji i wyciszania genów P. tricornutum. Wszystko to

sprawiło, że gatunek ten znalazł zastosowanie jako organizm modelowy.

Jest on szeroko wykorzystywany w badaniach biochemicznych, ekologicz-

nych i genetycznych. Brak obligatoryjnego zapotrzebowania na krzem

sprawia, że jest on obiecującym celem badań nanobiochemicznych, dążą-

cych do opisania procesu tworzenia krzemionkowego pancerzyka. P. tri-

cornutum zawiera w dużych ilościach barwnik – fukoksantynę, dla której

udowodniono działanie przeciwnowotworowe. Ponadto gatunek ten aku-

muluje wielonienasycone kwasy tłuszczowe. Z tych powodów jest on inte-

resującym obiektem badań farmaceutycznych. Akumulacja tłuszczowców

sprawia, że organizm ten może być wykorzystany do produkcji biopaliwa.

Wstęp

Okrzemki są jednokomórkowymi orga-

nizmami eukariotycznymi zdolnymi do

prowadzenia fotosyntezy. Powstały one

na drodze wtórnej endosymbiozy po-

między fotosyntetycznym eukariontem

(krasnorostem), a heterotroficznym

eukariontem [1 ]. Obecnie ta grupa or-

ganizmów jest odpowiedzialna za oko-

ło 40% pierwotnej produkcji morskiej

biomasy i około 20% całkowitej pro-

dukcji pierwotnej [2,3]. Okrzemki sta-

nowią też bardzo ważne ogniwo w glo-

balnym obiegu krzemu [4]. Organizmy

te są też źródłem biologicznie aktyw-

nych substancji, takich jak karotenoidy

czy wielonienasycone kwasy tłuszczo-

we (WNKT), wykazujących działanie

prozdrowotne [5]. Phaeodactylum tri-

cornutum jest przedstawicielem

okrzemek z grupy wydłużonych (Pen-
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nateae), bardzo szeroko wykorzysty-

wanym w różnych dziedzinach nauki,

takich jak biochemia [6] czy biologia

molekularna [7,8]. Organizm ten jest

powszechnie uważany za gatunek mo-

delowy [9]. Niniejsza praca przedsta-

wia najważniejsze zagadnienia

dotyczące biologii tego gatunku i pre-

zentuje jego wybrane zastosowania.

Ryc. 1 . Komórki P. tricornutum (forma

wrzecionowata; fot. dr Weronika Krze-

szowiec-Jeleń).

Formy morfologiczne P. tricornu-

tum

Do chwili obecnej zaobserwowano

i  opisano cztery różne formy morfolo-

giczne gatunku P. tricornutum: wrze-

cionowatą, owalną, trójramienną oraz,

opisaną ostatnio, formę krzyżową

[10,1 1 ]. Niektórzy autorzy wyróżniają

również formę kulistą [10]. Różnorod-

ność form morfologicznych okrzemki

P.   tricornutum wydaje się być spowo-

dowana bardzo szczególną budową

ściany komórkowej , której wysycenie

krzemem jest bardzo niewielkie w po-

równaniu do innych okrzemek [10].

Wydaje się, że występowanie określo-

nych morfotypów P. tricornutum jest

słabo związane z genomem [10].

Formie wrzecionowatej wraz z formą

owalną poświęcano jak dotąd najwię-

cej uwagi w stosunku do pozostałych

form morfologicznych [12]. Sugeruje

się, że wynika to z łatwości utrzymania

wymienionych form morfologicznych

w  hodowli [10]. Uważa się, że wy-

kształcenie formy owalnej jest odpo-

wiedzią na stres środowiskowy [13].

Forma trójramienna występuje stosun-

kowo rzadko, co jest prawdopodobną

przyczyną, dla której temu morfotypo-

wi poświęcono niewiele czasu w bada-

niach nad P. tricornutum [10,12].

Utrzymanie tego morfotypu w hodowli

należy do zadań trudnych, a niektórzy

badacze sugerują wręcz, że jest to for-

ma nietypowa w cyklu życiowym P. tri-

cornutum [14]. Pomimo trudności

w  utrzymaniu opisywanej formy mor-

fologicznej w hodowli, jest ona często

obserwowana w próbkach pobranych

bezpośrednio z akwenów [10,12].

Forma krzyżowa została opisana do-

piero w 2014 roku. Występowanie

omawianej formy morfologicznej wy-

daje się być ściśle zależne od tempe-

ratury hodowli, a najwyższy odsetek

formy krzyżowej uzyskuje się w przy-

padku hodowli w niskiej temperaturze.

Autorzy odkrycia sugerują, że poza

niezwykłym kształtem, morfotyp krzy-

żowy może charakteryzować się od-

mienną zawartością kwasów

tłuszczowych. Poszerzenie wiedzy na

ten temat może być kluczowe dla

przyszłej produkcji biopaliw, w której

można wykorzystać okrzemki P. tricor-



46

nutum [1 1 ].

Analiza i modyfikacje genomu P.

tricornutum

Genom P. tricornutum został zsekwen-

cjonowany w roku 2008. Składa się on

z 27,4 milionów par zasad i zawiera

10402 przewidywanych genów, nato-

miast na jeden gen przypada średnio

0,79 intronu [15]. P. tricornutum dzieli

57% genów z Thalassiosira pseudona-

na , pierwszym organizmem z grupy

okrzemek, którego genom został zse-

kwencjonowany [15,16]. Aż 784 prze-

widywanych genów P. tricornutum , co

stanowi 7,5% genomu, jest pochodze-

nia bakteryjnego i znalazło się w ge-

nomie tej okrzemki na zasadzie

horyzontalnego transferu genów. Geny

te nie pochodzą z konkretnego źródła,

lecz od wielu organizmów, wliczając

w  to przedstawicieli sinic, proteobak-

terii i archeonów [15]. Genom chloro-

plastów P. tricornutum nie zawiera tylu

genów co genomy krasnorostów

(z  których to najprawdopodobniej się

wywodzą [1 ]), co świadczy o transferze

dużej liczby genów chloroplastowych

do jądra gospodarza po zajściu wtórnej

endosymbiozy [15]. Sekwencja geno-

mowa jest dostępna na stronie

http://genome.jgipsf.org/Phatr2/Phatr2

.home.html.

De Martino i wsp. zanalizowali różnice

genetyczne pomiędzy różnymi szcze-

pami P. tricornutum [10]. Ich analiza

oparta o sekwencje ITS2 (ang. internal

transcribed spacer 2) wykazała istnie-

nie czterech genotypów P. tricornu-

tum , oznaczonych jako A, B, C i D.

Sekwencje ITS2 cechowały się wyso-

kim podobieństwem między wszystki-

mi analizowanymi szczepami.

Wykazano istnienie polimorfizmów tyl-

ko w pięciu pozycjach nukleotydowych

i na tej podstawie wydzielono cztery

genotypy. Ponadto sekwencje ITS2

wszystkich szczepów P. tricornutum

bardzo różniły się od tych sekwencji

w  innych gatunkach okrzemek. Po-

zwoliło to na wypracowanie testu wy-

krywającego obecność P. tricornutum

w próbkach pobranych ze środowiska,

opartego o specyficzne startery i reak-

cję PCR [10]. Wykorzystanie metody

qRT-PCR do badania biologii P. tricor-

nutum , wraz z opisem odpowiednich

kontroli wewnętrznych (geny konsty-

tutywnie ekspresjonowane, takie jak

18S rRNA czy histon H4) oraz wekto-

rów zostało podsumowane przez Siaut

i wsp. [17].

Możliwość przeprowadzenia transfor-

macji i modyfikowania genomu tego

modelowego organizmu od zawsze pa-

sjonowała badaczy. Pierwszej stabilnej

transformacji P. tricornutum dokonano

w 1996 roku (czyli długo przed tym

zanim genom został zsekwencjonowa-

ny), kiedy to Apt i wsp. wprowadzili do

genomu tego organizmu gen sh ble

kodujący białko zapewniające opor-

ność stransformowanych okrzemek na

antybiotyki zeocynę i fleomycynę [18].

W celu wprowadzenia genów do ko-

mórek wykorzystano metodę bioli-

styczną (z wykorzystaniem działa

genowego). Na każde 108 komórek

uzyskano 10-100 stransformowanych

kolonii. Integracja genu sh ble była

stabilna nawet po 50 podziałach ko-
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mórkowych. Inna grupa badawcza wy-

kazała, że optymalizacja wykorzysty-

wanych kodonów odgrywa istotną rolę

w wydajności ekspresj i genów repor-

terowych w transformowanych komór-

kach P. tricornutum [19].

Najczęściej wykorzystywaną metodą

transformacji komórek P. tricornutum

jest metoda biolistyczna [17-23], a

w  ostatnich latach wypracowano me-

tody transformacji tego gatunku opar-

te o metodę elektroporacji, uzyskując

w ten sposób wydajność 1000 strans-

formowanych kolonii na 108 komórek

[24]. Zastosowanie metody pulsowej

elektroporacji pozwoliło na podniesie-

nie wydajności transformacji do 4500

na 108 komórek [25], jednak ta meto-

da wymaga zastosowania specjali-

stycznego sprzętu. Poprawa warunków

transformacji przy zastosowaniu stan-

dardowego sprzętu pozwoliło na uzy-

skanie wydajności transformacji

wynoszącej 2800 stransformowanych

kolonii na 108 komórek [26].

Rozwinięciu ulegają także metody wy-

ciszania genów P. tricornutum . Do-

tychczas udało się doprowadzić do

wyciszenia genów białka reporterowe-

go β-glukuronidazy [27], deepoksydazy

wiolaksantyny [28] i pirofosforylazy

UDP-glukozy [29].

Wykorzystanie P. tricornutum do

produkcji monoklonalnych prze-

ciwciał i antygenów

Postępy w badaniach molekularnych P.

tricornutum doprowadziły do wyko-

rzystania tego organizmu jako systemu

ekspresyjnego ludzkich białek. Hempel

i wsp. wykorzystali P. tricornutum do

ekspresj i ludzkiego przeciwciała prze-

ciwko białku powierzchniowemu wiru-

sa zapalenia wątroby typu B oraz

odpowiedniego przeciwciała (HBsAg)

[30]. Użyli oni indukowanego systemu

opartego o promotor reduktazy azota-

nu(V). Do przeciwciał dołączono sy-

gnał lokalizacji w retikulum

endoplazmatycznym. Przeciwciała ule-

gające ekspresj i w systemie okrzem-

kowym były w pełni funkcjonalne

w  testach in vitro, glikozylowane i po

dwudniowej indukcji stanowiły ok. 9%

całkowitej puli rozpuszczalnych białek

[30]. HBsAg także wykazywał pełną

funkcjonalność in vitro i akumulował

się w komórkach P. tricornutum w ilo-

ści odpowiadającej 0,7% całkowitego

rozpuszczalnego białka [30]. Ponadto,

ludzkie przeciwciała produkowane

w  komórkach P. tricornutum mogą być

wydzielane do medium hodowlanego

i  osiągnąć stężenie 2,5 μg/mL (przy

braku sygnału lokalizacji do retikulum

endoplazmatycznego) [31 ]. Ten sposób

ekspresj i może drastycznie obniżyć

koszty oczyszczania produkowanych

przeciwciał, jako że P. tricornutum nie

wydziela innych białek [31 ]. Podkreśla

to rolę tego gatunku jako obiecującego

systemu ekspresj i ludzkich białek [30].

Produkowane w ten sposób przeciw-

ciała monoklonalne są homogeniczne

pod względem części C-końcowej (nie

dochodzi do proteolizy) i glikozylowa-

ne na N-końcu [32]. Jednakże optyma-

lizacja produkcji przeciwciał

w  systemie okrzemkowym wymaga

pełniejszego zrozumienia ścieżek gli-
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kozylacji w komórkach tego gatunku

okrzemek [32].

P. tricornutum a produkcja biopa-

liwa

Glony, do których należą okrzemki, są

cennym źródłem biopaliwa. Sugeruje

się, że w przyszłości biopaliwo produ-

kowane przez glony może zastąpić pa-

liwa kopalne, jako że cechują się one

największą produktywnością spośród

organizmów wykorzystywanych do

produkcji biopaliwa [33]. Okrzemki

posiadają szereg cech czyniących

z  nich doskonałych producentów bio-

paliwa. Cechy te to zdolność do przy-

stosowania się do różnych warunków

środowiskowych, wysoka produktyw-

ność oraz akumulacja dużych ilości li-

pidów, co zostało niedawno podsumo-

wane przez Hildebranda i wsp. [34].

P. tricornutum jest gatunkiem wyko-

rzystywanym w badaniach przydatno-

ści okrzemek do produkcji biopaliw.

Zawartość lipidów w komórkach tego

gatunku sięga 20-30% [33], przy czym

może być zwiększona poprzez modyfi-

kacje warunków hodowlanych. Wyka-

zano, że produkcja lipidów przez

P.   tricornutum wzrasta w warunkach

niedoboru azotu (maksymalnie 2,4-

krotnie) [35,36]. Takie warunki ho-

dowlane powodują także spadek ilości

wielonienasyconych kwasów tłuszczo-

wych na korzyść nasyconych i jedno-

nienasyconych [36]. Ponadto, niedobór

krzemu także wpływa na skład kwasów

tłuszczowych [37].

Innym sposobem podniesienia znacze-

nia P. tricornutum jako źródła biopali-

wa są manipulacje genetyczne.

Biopaliwo odznacza się lepszymi wła-

ściwościami, gdy jest złożone ze zna-

czącej ilości krótkich nasyconych

kwasów tłuszczowych [38]. Natomiast

P. tricornutum zawiera bardzo dużo

wielonienasyconych kwasów tłuszczo-

wych [6]. Z tego powodu wypracowano

metody genetycznych manipulacji,

mających na celu podniesienie zawar-

tości krótkich, nasyconych kwasów

tłuszczowych w komórkach tego ga-

tunku. Transgeniczna ekspresja dwóch

tioesteraz specyficznych względem

krótkołańcuchowych kwasów tłuszczo-

wych w komórkach P. tricornutum ko-

reluje ze zwiększoną akumulacją

kwasów laurynowego i mirystynowego

[21 ]. Z kolei nadekspresja dehydroge-

nazy kwasu jabłkowego prowadzi do

Ryc. 2. Struktury chemiczne wybra-

nych bioaktywnych związków wystę-

pujących w P. tricornutum (wykonane

w programie ChemSketch).
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skakująco duża. Najprawdopodobniej

właśnie doniesienia o dobroczynnym

wpływie fukoksantyny na organizm

spowodowały, że została ona wprowa-

dzona do obrotu handlowego jako su-

plement diety. Poniżej zostały

przedstawione wybrane własności opi-

sywanego barwnika.

Fukoksantyna wykazuje (przynajmniej

na modelu zwierzęcym) działanie

ograniczające przyrost masy białej

tkanki tłuszczowej . Uważa się że dzieje

się tak dzięki ekspresj i białka UCP1

(ang. uncoupling protein–1 ) w adipo-

cytach białej tkanki tłuszczowej [43].

Wykazano również, że fukoksantyna

obniża poziom glukozy we krwi. Po-

nadto sugeruje się, że obniżenie po-

ziomu glukozy może być skutkiem

zmniejszenia ekspresj i białka MCP-1

(ang. monocyte chemoatractant prote-

in-1 ), a zwiększenia ekspresj i GLUT-4

(ang. glucose transporter type 4) oraz

Adrb3 (ang. adrenoreceptor β3) [44].

Opisywany barwnik ma również wła-

sności przeciwzapalne, co wykazano

na modelu komórkowym, wykorzystu-

jąc makrofagi stymulowane lipopolisa-

charydem (LPS). Hodowane komórki,

którym podano fukoksantynę, wykazy-

wały niższą nawet o 80% produkcję

tlenku azotu (będącego mediatorem

stanu zapalnego) niż komórki stymulo-

wane, a nietraktowane fukoksantyną.

Ponadto wykazano, że fukoksantyna

dodana do medium hodowlanego zna-

cząco obniżyła ekspresję cyklooksyge-

nazy 2 (COX) oraz indukowalnej

syntazy tlenku azotu (iNOS) [45].

Z  wykorzystaniem tych samych ma-

krofagów (RAW 264.7) udowodniono,

2,5-krotnego zwiększenia zawartości

lipidów w komórkach P. tricornutum

[39]. Inne podejście, polegające na

edytowaniu genów odpowiedzialnych

za biosyntezę lipidów przy użyciu me-

ganukleaz i nukleaz TALEN spowodo-

wało 45-krotne podniesienie stężenia

triacylogliceroli w porównaniu z wyj-

ściowym szczepem P. tricornutum [40].

Zastosowanie P. tricornutum do pro-

dukcji biopaliwa na dużą skalę wyma-

ga znaczącej optymalizacji warunków

hodowli. Ciekawym podejściem jest to

wypracowane przez Zaslavskają i wsp

[20]. Dzięki transformowaniu P. tricor-

nutum dwoma genami kodującymi

transportery glukozy (glut1 i hup1 )

udało się uzyskać szczep zdolny do

wzrostu heterotroficznego, odżywiają-

cego się glukozą pod nieobecność

światłą. Pozwala to na wykorzystanie

technik fermentacyjnych do kultywacji

P. tricornutum na szeroką skalę [20].

Produkty metabolizmu P. tricornu-

tum jako farmaceutyki

Już w 1992 roku zaobserwowano, że

wodne ekstrakty P. tricornutum działa-

ją spowalniająco na ośrodkowy układ

nerwowy [41 ]. Od tego czasu zidenty-

fikowano szereg związków występują-

cych w tym organizmie

o  bioaktywnych właściwościach.

Fukoksantyna jest dominującym barw-

nikiem ksantofilowym u okrzemek

z  gatunku P. tricornutum [42]. Od cza-

su jej odkrycia fukoksantynie przypi-

suje się coraz więcej prozdrowotnych

własności, których rozpiętość jest za-
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że dodatek fukoksantyny do medium

hodowlanego znacznie obniża ekspre-

sję cytokin prozapalnych w komórkach

[46].

Duże nadzieje budzą własności prze-

ciwnowotworowe fukoksantyny, które

wykazano na wielu liniach komórko-

wych. Dosyć długą listę linii komórko-

wych wraz z konkretnymi białkami, na

które fukoksantyna oddziałuje, oraz li-

stę nowotworów na których fukoksan-

tynę testowano in vivo można znaleźć

w pracy Koji Mikami i Masashi Hoso-

kawa [47].

Diatoksantyna to inny ksantofil okrze-

mek. Powstaje on pod wpływem silne-

go światła, jako produkt deepoksydacji

diadinoksantyny w jednym z cykli

ksantofilowych zwanym cyklem diadi-

noksantynowym, występującym

u  okrzemek z gatunku P. tricornutum

[48]. Wykorzystując model komórkowy

(linia mysich makrofagów RAW264.7)

wykazano, że diatoksantyna podana do

pożywki hodowlanej komórek, zmniej-

szyła w sposób istotny ekspresję cyto-

kin prozapalnych w komórkach, które

były inkubowane z LPS [49]. Powyższe

odkrycie otwiera drogę do prób zasto-

sowania diatoksantyny jako leku prze-

ciwzapalnego.

Innym ksantofilem występującym w

P.   tricornutum , oprócz dwóch wspo-

mnianych, jest diadinoksantyna. Jest

ona badana jako składnik kremów do

opalania, z powodu jej zdolności do

efektywnego filtrowania promieniowa-

nia UV [50].

Inną biologicznie aktywną grupą sub-

stancji występującą w P. tricornutum

są wielonienasycone kwasy tłuszczowe

(WNKT). Związki te są niezbędnymi

składnikami diety i są ważne w proce-

sach rozwojowych [51 ]. Komórki P. tri-

cornutum akumulują zwłaszcza kwas

eikozapentaenowy (EPA, 20:5 Δ5, 8,

1 1 , 14, 17, ω-3) w ilości osiągającej

27-40% masy wszystkich lipidów. Co

więcej , zawartość tego kwasu może

ulec zwiększeniu, w zależności od wa-

runków hodowlanych [6,52]. Z  tego

powodu gatunek ten jest intensywnie

badany jako komercyjne źródło EPA

[52,53]. Dzięki optymalizacji procesu

produkcji można osiągnąć produktyw-

ność wynoszącą 52 mg EPA na litr na

dzień [53].

Innym WNKT o działaniu prozdrowot-

nym jest kwas dokozaheksaenowy

(DHA, 22:6 Δ4, 7, 10, 13, 16, 19, ω-3).

P.   tricornutum produkuje DHA w śla-

dowych ilościach, osiągających 0,7%

lipidów [6]. Zawartość DHA może być

znacznie podniesiona przez koekspre-

sję Δ5- i Δ6-elongazy. Ponadto, wyge-

nerowany w ten sposób DHA

akumulował się pod postacią triacylo-

gliceroli (zamiast galoktolipidów), co

ułatwia jego dalszą ekstrakcję z komó-

rek [22].

Zawartość WNKT w komórkach P. tri-

cornutum może zostać podniesiona

także przez nadekspresję acetylo-

transferazy diacyloglicerolu typu  2

[54].

Takie manipulacje genetyczne pozwa-

lają na wykorzystanie P. tricornutum

do produkcji biologicznie aktywnych
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Według raportu Głównego Inspektora Sanitarnego w 2014 roku w Polsce

odnotowano 944 przypadki zachorowań za sepsę i aż 13875 przypadków

boreliozy. Obydwie te choroby charakteryzuje bakteriemia, czyli występo-

wanie żywych patogenów bezpośrednio we krwi chorego. W obydwu przy-

padkach obserwuje się wzrost zachorowań na przestrzeni ostatnich lat.

Sepsa, to ogólnoustrojowe zakażenie organizmu mikroorganizmami, wy-

wołane przez bakterie (bakteriemia) lub grzyby (fungemia), wymagające

hospitalizacji i często prowadzące do zgonu pacjenta. Borelioza z uwagi

na niską wykrywalność może prowadzić do poważnych, nieodwracalnych

zmian w układzie kostnostawowym, naczyniowym jak i nerwowym. Do ru-

tynowej diagnostyki takich zakażeń należą posiewy krwi (sepsa) oraz testy

immunologiczne (borelioza). Coraz częściej jednak diagnostyka mikro-

biologiczna sięga po narzędzia biologii molekularnej. Opracowuje się te-

sty bazujące na amplifikacji DNA drobnoustrojów w oparciu o metodę

PCR. Nie jest to jednak proste zadanie, gdyż wymaga uzyskania wysokiej

jakości izolatów oraz pokonania szeregu trudności takich jak obecność

inhibitorów czy mała ilość mikroorganizmów w próbce krwi. Metody te są

ciągle rozwijane i standaryzowane, a ich rozwój daje nadzieję na szybką

i  skuteczną diagnostykę, a co za tym idzie terapię ww. chorób.

Wstęp

Borelioza

Czynnikiem etiologicznym boreliozy są

krętki Borrelia spp. W czasie ich roz-

woju, w zależności od etapu cyklu,

mogą być pasożytami wewnątrz nlub

zewnątrzkomórkownymi. W związku

z  tym wykazują szereg cech predyspo-

nujących je do zasiedlania organizmu

żywiciela. Są to między innymi silnie

skręcony kształt i zdolność do ruchu

[Mączka, Tylewska- Wierzbanowska,

2011 ]. Badania molekularne pozwoliły
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stwierdzić, że krętki posiadają jedynie

szczątkowy własny metabolizm, co

niemal całkowicie uzależnia je od go-

spodarza [Zajkowska, Pancewicz,

2007]. Cechuje je również niespotyka-

ny u innych bakterii polimorfizm anty-

genów [Witecka- Knysz i in. , 2007].

Genom B. burgdorferi należy do jed-

nego z najmniejszych wśród dotych-

czas poznanych. W jego skład wchodzi

pojedynczy chromosom, 9 plazmidów

liniowych i 12 plazmidów kolistych

[Steere, 2001 ].

Borelioza należy do zoonoz, czyli cho-

rób odzwierzęcych przenoszonych

przez wektor. W zależności od miejsca

występowania przenoszą ją różne ga-

tunki kleszczy należące do rodzaju

Ixodes [Liang i in. , 2002]. Jej występo-

wanie stwierdzono na całej półkuli

północnej .

Jedynym objawem patognomonicznym

wczesnej fazy boreliozy jest rumień

wędrujący. Występuje on u około 80%

zakażonych [Steere, 2001 ] i jest zwia-

stunem fazy wczesnej miejscowej ,

w  której stwierdza się objawy reuma-

tologiczne, neurologiczne i kardiolo-

giczne [Legatowicz- Koprowska,

2010]. Kolejny etap to faza późna wy-

stępująca po kilku miesiącach. Może

nie być poprzedzona żadnymi objawa-

mi [Legatowicz- Koprowska, 2010].

Cechuje się trwałym uszkodzeniem za-

jętych narządów [Szczeklik, 2010]. Ze-

spół poboreliozowy, który może

występować po skutecznym leczeniu

charakteryzuje fibriomialgia, przewle-

kłe zmęczenie i zaburzenia pamięci

[Legatowicz- Koprowska, 2010].

Sepsa

Posocznica (sepsa) to zespół ogólno-

ustrojowej reakcji zapalnej , powstałej

w wyniku zakażenia. Jej czynnikiem

etiologicznym są bakterie i grzyby lub

ich toksyczne metabolity wydzielane

do krwi chorego (toksemia). Objawia

się zespołem systemowej reakcji za-

palnej SIRS (Systemic Inflammatory

Response Syndrome) [Matot, Sprung,

2001 ] dającej szereg objawów klinicz-

nych, do których należą:

1 ) temperatura ciała powyżej 38°C lub

poniżej 36°C,

2) częstość akcji serca powyżej 90

uderzeń na min. ,

3) częstość oddechów powyżej 20/min.

lub ciśnienie parcjalne dwutlenku wę-

gla we krwi tętniczej (pCO2) poniżej

32mmHg,

4) leukocytoza powyżej 12 000/ul lub

poniżej 4 000/μl lub obecność więcej

niż 10% form niedojrzałych leukocy-

tów. [Bone i in. , 1992]

W przebiegu choroby zaobserwowano

również nadmierną odpowiedź układu

immunologicznego na czynniki wywo-

łujące sepsę. Może ona prowadzić do

atakowania przez układ odpornościo-

wy tkanek własnych organizmu [Redl,

Schlag, 1991 ].

W Polsce w latach 2003-2009 zanoto-

wano 4999 przypadków ciężkiej sepsy.

Największą śmiertelność na poziomie

56% odnotowano w 2004 roku. Sepsa

była powodowana zakażeniami po-

zaszpitalnymi jak i szpitalnymi [Kubler

i in. , 2015].
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tody diagnostyki są coraz częściej za-

stępowane metodami z dziedziny bio-

logii molekularnej . Testy te wykazują

większą czułość, pozwalają również na

znaczne skrócenie procesu diagno-

stycznego, co bezpośrednio może się

przełożyć na efektywność procesu le-

czenia chorego. Znajdują zastosowanie

tam, gdzie hodowla drobnoustrojów

jest trudna bądź niemożliwa [Budzyń-

ska i in. , 2008].

Zarówno DNA jak i RNA każdego or-

ganizmu zawierają unikalne dla niego

sekwencje, stanowiące swoisty „odcisk

palca”. Dzięki znajomości tych se-

kwencji możliwe jest zastosowanie

metod takich jak łańcuchowa reakcja

polimerazy (z ang. polymerase chain

reaction, PCR) czy fluorescencyjna hy-

brydyzacja in situ (fluorescence in situ

hybridization, FISH) do wykrycia

obecności mikroorganizmów we krwi

[Gosiewski i in. , 2011 ].

Wykorzystanie krwi jako materiału do

badań niesie za sobą pewne ograni-

czenia. Można wśród nich wymienić

między innymi małą liczbę mikroorga-

nizmów występujących w pojedynczej

próbce krwi, czy obecność inhibitorów.

Kluczowe jest również pozyskanie wy-

sokiej jakości izolatów [Gosiewski i in. ,

2014, Schrader i in. 2012]. Powyższe

trudności mogą być powodem niskiej

dostępności testów komercyjnych wy-

krywających sepsę , takich jak np.

SeptiFast (Roche) [Gosiewski in. ,

2014].

Już w 2004 roku Siondarski wraz ze

współpracownikami porównywali sku-

Rutynowa diagnostyka zakażeń

„Złotym standardem” w diagnozowa-

niu sepsy są posiewy krwi pacjentów,

u  których stwierdzono SIRS. Ich zaletą

jest relatywnie niski koszt oraz prosto-

ta wykonania badania z zastosowa-

niem systemów hodowli

automatycznych takich jak na przykład

BACTEC™ (BectonDickonson). Nieste-

ty czas oczekiwania na wynik wyno-

szący nawet powyżej 5 dni nie pozwala

na odpowiednio wczesne wdrożenie

wymaganego leczenia [Gosiewski i in.

2011 , Jamal i in. , 2005]. Ponadto, po-

mimo zaistnienia objawów tylko 50%

testów metodą posiewu daje pozytyw-

ny wynik [Shafazand, Weinacker,

2002].

W przypadku boreliozy za postępowa-

nie rutynowe przyjęto badania serolo-

giczne polegające na wykonaniu testu

ELISA (z ang. enzyme-linked immuno-

sorbent assay). Do weryfikacji jego

dodatniego wyniku stosuje się test

metodą Western Blot pozwalający na

oznaczenie przeciwciał klas IgM i IgG

dla antygenów B. burgdorferi [Miąsi-

kiweicz i in. , 2011 ]. Należy pamiętać o

tym, iż nie są to metody pozbawione

wad. Trudności diagnostyczne wynika-

ją zarówno ze złożonego patomechani-

zmu tego schorzenia, wielu

mechanizmów unikania odpowiedzi

immunologicznej , jak i zmienności

morfologicznej oraz antygenowej kręt-

ka [Zajkowska, Pancewicz, 2007].

Diagnostyka molekularna

Tradycyjne, wymienione powyżej me-



teczność posiewów i metod molekular-

nych z wykorzystaniem metody PCR

do wykrywania drobnoustrojów we

krwi pacjentów. Wykorzystując ampli-

fikację sekwencji DNA otrzymali

1 1 ,3% pozytywnych wyników, podczas

gdy tradycyjne metody hodowlane po-

twierdziły obecność bakterii zaledwie

u 3,8% [Siondarski i in. , 2004].

Zhang i współpracownicy zajmowali

się detekcją bakterii we krwi pacjen-

tów z martwiczym zapaleniem trzustki.

Ich wyniki potwierdziły obecność

drobnoustrojów we krwi u 34,6% pa-

cjentów, podczas gdy posiewy dały po-

zytywny rezultat zaledwie u 4,6 %

[Zhang i in. , 2011 ].

Alternatywą dla amplifikacji kwasów

nukleinowych może być wykorzystanie

fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ .

Dotychczas była ona jednak wykony-

wana z zastosowaniem materiału po-

branego z hodowli in vitro, gdyż

wymagała wcześniejszego namnożenia

mikroorganizmów [Calderaro i in. ,

2013].

Gosiewski i współpracownicy wykazali,

że jest możliwe zastosowanie techniki

FISH z wykorzystaniem próbki krwi

pobranej bezpośrednio od pacjenta.

Zespół przebadał 71 próbek krwi cho-

rych z klinicznymi objawami sepsy.

Stosując metodę FISH uzyskano 29,6

% wyników pozytywnych. Te same

próbki przebadano stosując zagnież-

dżony multipleksowy PCR (nested

multiplex PCR) w czasie rzeczywistym.

Umożliwiło to symultaniczną obserwa-

cję przyrostu amplifikowanego pro-

duktu w czasie przebiegu reakcji,

dzięki zastosowaniu sond i barwników

interkalujących z helisą DNA [Higuhi

i  in. , 1993, Gosiewski i in. , 2014]. W

celu zwiększenia czułości reakcji za-

stosowano odmianę nested PCR pole-

gającą na wykonaniu dwustopniowej

amplifikacji. Podczas pierwszej z nich,

przy zastosowaniu starterów ze-

wnętrznych, powielono dłuższe odcinki

DNA stanowiące matrycę w drugim

etapie, gdzie zastosowano startery

o  wysokiej specyficzności (startery

wewnętrzne). Otrzymano w ten sposób

71 ,8% wyników pozytywnych. W przy-

padku testu SeptiFast dodatni rezultat

dało 25,3 % badanych próbek.

Próby diagnostyki w oparciu o metody

biologii molekularnej prowadzono

również w przypadku zakażenia kręt-

kiem B. burgdorferi. Santino i współ-

pracownicy stosowali łańcuchową

reakcję polimerazy do przebadania

20  próbek surowicy pacjentów z kli-

nicznymi objawami boreliozy. Wyniki

PCR okazały się pozytywne w 100%

przypadków. Porównano je również

z  badaniami serologicznymi, które wy-

kazywały zakażenie krętkiem

u  wszystkich 20 badanych. [Santino

i  inn. , 2008].

Badania nad molekularną diagnostyką

boreliozy z wykorzystaniem nested

PCR w czasie rzeczywistym u pacjen-

tów zgłaszających wystąpienie rumie-

nia wędrującego przeprowadzili

Kondrusik i współpracownicy. Jako

materiał do badań wykorzystali krew

i  mocz 86 pacjentów. Test przeprowa-

dzono w dwóch etapach: przed i po
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antybiotykoterapii. Po amplifikacji se-

kwencji DNA w pierwszym przypadku

reakcja dała pozytywny efekt u 73,3%

pacjentów. Po przeprowadzonym le-

czeniu taki efekt uzyskano u 52,3%

badanych. W przypadku próbek DNA

wyizolowanych z moczu nie stwierdzo-

no wyników pozytywnych [Kondrusik

i  in. , 2007].

Liveris i współpracownicy przeprowa-

dzili PCR w wersji nested oraz poje-

dynczą amplifikację w czasie

rzeczywistym na grupie 64 pacjentów z

klinicznym podejrzeniem wystąpienia

boreliozy. Zastosowanie obydwu rodza-

jów reakcji pozwoliło uzyskać pozytyw-

ny wynik w 45% prób. Z tej grupy

metodą nested zdiagnozowano 65%

przypadków, a metodą PCR w czasie

rzeczywistym 24% [Liveris i in., 2007].

Podsumowanie

Jak wynika z przedstawionych badań

metody mikrobiologii molekularnej

stanowią istotny element w diagnosty-

ce chorób takich jak sepsa czy borelio-

za. Cechują się one wysoką

specyficznością i możliwością wykrycia

drobnoustrojów na wczesnym etapie

zakażenia, umożliwiając szybkie wdro-

żenie odpowiedniej terapii. Pomimo

wysokich kosztów stanowią alternaty-

wę dla tradycyjnych metod diagno-

stycznych. Dalsze badania nad

standaryzacją testów molekularnych

są konieczne, aby weszły one do po-

wszechnego użycia w diagnostyce me-

dycznej .
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Nanotechnologia zajmuje się otrzymywaniem i wykorzystaniem

materiałów, struktur, urządzeń oraz systemów składających się z atomów

i  molekuł w rozmiarze nano. Znajduje zastosowanie w medycynie, m.in.

w  wykrywaniu i leczeniu nowotworów, a także w stomatologii przy

produkcji preparatów przeciwpróchniczych. W kosmetologii nanometale

stanowią dodatek do kremów pielęgnacyjnych, filtrów

przeciwsłonecznych, szminek do ust, cieni do powiek, farb do włosów czy

lakierów do paznokci. W rolnictwie ich obecność pozwala na

bezpieczniejsze stosowanie środków ochrony roślin, natomiast ich

właściwości antybakteryjne i antygrzybiczne znajdują zastosowanie m.in.

w kulturach in vitro. Ograniczeniem w stosowaniu nanomateriałów jest,

wciąż nie do końca poznane, ich ewentualne toksyczne działanie.

Wstęp

Nanotechnologia, stosunkowo nowy

obszar nauki, definiowana jest jako

wykorzystanie materii o wymiarach

w  skali 1 -100 nanometrów. Z uwagi na

unikatowe właściwości nanomateria-

łów, dyscyplina ta znajduje zastosowa-

nie w wielu obszarach. Dostarcza

materiały o nowych właściwościach

w  porównaniu do skali makro i ten fakt

pozwala na prowadzenie badań, dąże-

nie do poznania nowych perspektyw

wykorzystania, tworzenie udoskonalo-

nych lub zupełnie nowych urządzeń

i  systemów [1 ]. Obecnie, nanomateria-

ły stosuje się już w medycynie, farma-

cj i, kosmetologii, rolnictwie, ochronie

roślin, a nawet w informatyce, mecha-

nice, energetyce czy inżynierii optycz-

nej , przy czym nadal możliwości ich

wykorzystania pozostają niewyczerpa-

ne [2].

Medycyna

Obecnie największym problemem

w  medycynie są, nieuleczalne jak do-

tąd, choroby nowotworowe. W Stanach

Zjednoczonych częstość występowania

raka i zgonów z nim związanych

zmniejszyła się w ciągu ostatnich

trzech lat dzięki wczesnemu wykrywa-

niu i leczeniu, jednak nowotwory są

wciąż odpowiedzialne za jedną czwar-

tą zgonów w tym kraju [3]. Tradycyjna



chemioterapia sprawdza się w kwestii

samych zmian nowotworowych, jed-

nakże mnogość skutków ubocznych

skłania do poszukiwania nowych roz-

wiązań. Stosowane leki mają działanie

toksyczne i osłabiają odporność pa-

cjentów. Ze względu na swoje unikato-

we właściwości fizyczne i biologiczne,

chemioterapia oparta na nanotechno-

logii wydaje się być przyszłością

w  wykrywaniu i leczeniu nowotworów.

Zdolność do swoistego docierania do

ognisk (tkanek i komórek guza),

zwiększona skuteczność i niska tok-

syczność w stosunku do niezmienio-

nych nowotworowo komórek to

pożądane właściwości metod terapeu-

tycznych. Konstrukcja nanocząstek

powinna być swoista dla choroby. Ze

względu na to, że guzy różnią się od

siebie, a guz pierwotny zazwyczaj róż-

ni się od jego przerzutów, ten sam no-

wotwór może ulegać zmianom z dnia

na dzień, dlatego też, projektowanie

nanocząstek powinno mieć charakter

indywidualny dla każdego przypadku.

Biorąc pod uwagę zmienne mikrośro-

dowisko guza i niekontrolowane zmia-

ny proliferacyjne, pojawia się ogromna

bariera przy wdrażaniu tej technologii

[4]. Badania wskazują, że liderzy glo-

balnego nanorynku zajmują się wdra-

żaniem nanotechnologii do leczenia

konkretnych nowotworów, np.

w  Szwajcarii - raka prostaty, w Japonii -

raka jelita grubego, w Chinach - raka

jajnika, w Grecji - raka trzustki) [5]. In-

ne specjalizacje w poszczególnych kra-

jach zostały uwzględnione w Tabeli  1 .

Ze względu na cenne właściwości

przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicz-

ne, nanocząstki (a szczególnie nano-

srebro) są szeroko wykorzystywane

przy produkcji bandaży i opatrunków,
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Tabela 1 . Specjalizacja krajów w wykorzystaniu leków przeciwnowotworowych

bazujących na nanotechnologii w leczeniu określonych typów nowotworów (2000-

2012) [5].



a także przeciwpróchniczo w stomato-

logii [6].

Kosmetologia

Największy udział nanotechnologii do-

tyczy poprawy dostarczania składni-

ków kosmetycznych do skóry. Dzięki

nanosomom, czyli pęcherzykom w for-

mie nano, będącymi wektorami sub-

stancji aktywnych, możliwa jest

skuteczniejsza aplikacja kremów pie-

lęgnacyjnych czy innych kosmetyków

[7]. Nanomateriały mogą być również

stosowane w celu nadania stabilności

preparatom zawierającym składniki,

które mogą się rozkładać na skutek

m.in. utlenienia. Eliminując ryzyko po-

wstawania reaktywnych form tlenu,

a  także pochłaniając szkodliwe dla

skóry promieniowanie UV, nanocząstki

doskonale sprawdzają się jako dodatek

w produktach ochrony przeciwsło-

necznej . Największe znaczenie mają tu

nanocząstki ditlenku tytanu oraz tlen-

ku cynku [8]. Z udziałem nanokolo-

idów, wytwarzane są również lipidowe

nanocząstki, które ze względu na gę-

stą konsystencję, same w sobie mogą

już stanowić preparat nawilżający

i  poprawiający elastyczność skóry.

Właściwość ta cieszy się zaintereso-

waniem, zwłaszcza ze strony produ-

centów kremów przeciw-

zmarszczkowych. Oprócz specyfików

do pielęgnacji skóry, nanocząstki są

również wykorzystywane w  kosmeto-

logii do nadawania barwy szminkom

do ust, farbom do włosów czy cieniom

do powiek. W produkcji lakierów nato-

miast polepszają ich trwałość [9]. Na-

nocząstki srebra oraz miedzi, ze

względu na swoje właściwości antymi-

krobiologiczne, mogą być wykorzysty-

wane jako środki konserwujące w

kosmetykach, zastępujące specyfiki

syntetyczne oraz przy produkcji mydeł

[8, 9].

Rolnictwo i ochrona roślin

Jedną z głównych przyczyn strat

w  uprawach jest występowanie owa-

dów i szkodników. Rolnicy radzą sobie

z nimi, w mniejszym lub większym

stopniu, stosując pestycydy pochodze-

nia naturalnego bądź syntetycznego.

Ponieważ naturalne środki ochrony ro-

ślin są bardziej pożądane ze względu

na mniejszą toksyczność dla środowi-

ska, a ich syntetyczne formy są sku-

teczniejsze, dąży się do połączenia

tych cech. Nanotechnologia jest przy-

datnym narzędziem do tworzenia no-

wych preparatów o pożądanych

właściwościach. Dobrze zaprojektowa-

ny system kontrolowanego uwalniania

cząsteczek może poprawić docelową

specyficzność, optymalizując działanie

substancji czynnej , a tym samym

zwiększając skuteczność stosowanego

preparatu. Minimalizowane jest przy

tym ryzyko toksycznego działania na

organizmy inne niż docelowe oraz nie-

pożądanego rozkładu przez drobno-

ustroje [10]. Oprócz ulepszania

środków ochrony roślin, dzięki wyko-

rzystaniu nanotechnologii, możliwe

jest wykrywanie pozostałości pestycy-

dów. Nanocząstki znajdują także za-

stosowanie jako czujniki do

monitorowania stanu gleby [11 ].
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Roślinne kultury in vitro

Wspomniane już właściwości antybak-

teryjne i antygrzybiczne nanocząstek,

znajdują zastosowanie także w kultu-

rach in vitro. Z uwagi na konieczność

zachowania sterylności, antyseptyczne

warunki podczas inicjacj i kultur nie są

wystarczające. Ważnym elementem

jest dezynfekcja eksplantatów roślin-

nych, pochodzących z roślin in vivo.

Nanocząstki są skutecznym środkiem

do przeprowadzania tego procesu.

Naukowcy wykonali szereg badań,

skupiając się na reakcji poszczegól-

nych szczepów drobnoustrojów na

różne stężenia rozmaitych nanometali

oraz skuteczności stosowania nano-

cząstek dla różnych gatunków roślin.

Bezsprzecznym dowodem potwierdza-

jącym tezę odnoszącą się do wykorzy-

stania nanokoloidów metali w procesie

dezynfekcji jest duża liczba wyników

dostępnych w literaturze. Jedno z ba-

dań dotyczyło dezynfekcji nasion rze-

paku. Wykorzystanie nanosrebra

w  stężeniu 20 ppm w tym etapie oka-

zało się najskuteczniejsze (100% ste-

rylność) w porównaniu z innymi

kombinacjami w doświadczeniu (Cu

w  stężeniu 20 ppm, Ag+Cu: 10 i 20

ppm) [12]. W innym eksperymencie li-

kwidacja zakażeń mikrobiologicznych

podczas mikrorozmnażania gerbery

była oceniona w czterech różnych stę-

żeniach nanosrebra (25, 50, 100 i 200

mg∙dm-3). Eksplantaty były moczone

przez 15, 30, 60 oraz 180 minut. Jako

obiekty kontrolne posłużyły dwie kom-

binacje z powszechnie stosowanym do

dezynfekcji podchlorynem sodu w po-

łączeniu z chlorkiem rtęci (udział

ostatniego związku może mieć nega-

tywny wpływ na wzrost i rozwój ro-

ślin). Najkorzystniejszym wariantem

okazało się moczenie eksplantatów w

nanokoloidzie srebra w stężeniu 25

mg∙dm-3 przez 60 minut, ponieważ

oprócz skutecznego działania przeciw-

drobnoustrojowego, nie wywoływało

ono niekorzystnego wpływu na rege-

nerację mikrosadzonek [13]. Do tej

pory inne wykorzystanie nanometali

w  kulturach in vitro nie zostało do

końca poznane. Nowym przedmiotem

badań staje się ocena wpływu nano-

cząstek na wzrost i regenerację eks-

plantatów roślinnych.

Ograniczenia w wykorzystaniu na-

notechnologii

Pomimo, że nanomateriały są już po-

wszechnie stosowane w wielu obsza-

rach, okazuje się, że ich toksyczność

nie została jeszcze całkowicie wyklu-

czona. Badania dowiodły, że długoter-

minowa ekspozycja na nanocząstki nie

jest do końca bezpieczna dla ludzi,

zwierząt oraz roślin. W dwóch ostat-

nich grupach zaobserwowano poja-

wienie się stresu oksydacyjnego, który

w następstwie mógł powodować

uszkodzenie DNA oraz indukować pro-

liferację. U ludzi natomiast zaobser-

wowano skutki uboczne, między

innymi w postaci alergii skórnych. [14,

15, 16]. Jednakże wpływ nanomateria-

łów na środowisko zależny jest od

kształtu i rozmiaru ich cząstek, dlate-

go w celu uzyskania wiarygodnych

wyników należałoby przeanalizować

temat bardziej szczegółowo [17].
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Podsumowanie

Struktury pomniejszone do rozmiaru

nano znajdują obecnie ogromne zasto-

sowanie w wielu dziedzinach. Na-

ukowcy poszukują nowych kierunków

ich wykorzystania, ponieważ połącze-

nie unikatowych właściwości oraz nie-

wielkich rozmiarów stwarza niemalże

nieograniczone pole działania. Ze

względu na zdolność docierania do

ognisk zmian rakowych, nanocząstki

są nadzieją na wdrożenie skutecznych

terapii nowotworowych. Idealnie

sprawdzają się jako nośniki substancji

aktywnych w kosmetykach. Dzięki nim

możliwe jest kontrolowane doprowa-

dzenie środków ochrony roślin do

miejsc docelowych, bez negatywnego

wpływu na inne organizmy. Szeroko

wykorzystywane są ich właściwości

antymikrobiologiczne, nie tylko przy

konserwacji produktów konsumenc-

kich, czy wytwarzaniu bandaży i opa-

trunków, ale również do dezynfekcji

eksplantatów w kulturach in vitro.

Jednakże, pomimo ogromnych korzyści

płynących z zastosowania nanomate-

riałów w różnych dziedzinach, ich

wpływ na środowisko nie został jesz-

cze w pełni poznany. Aby potencjał na-

notechnologii został wykorzystany

w  zadowalającym stopniu, pożądane

byłoby przeprowadzenie szeregu ba-

dań, wykluczających jej szkodliwy

wpływ na środowisko i organizmy bę-

dące jego częścią.
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