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 Uk
ad odporno� ci organizmów wy� szych wykszta
ci
 si�  w przebiegu ewolucji 

jako mechanizm obrony przed zaka� eniami przez patogeny (wirusy, bakterie, grzyby 

i paso� yty). Zadanie to jest realizowane przez system odporno� ci wrodzonej – 

nieswoistej, lecz zdolnej do rozpoznania patogenu i powstrzymania jego rozwoju w 

komórkach i narz� dach gospodarza oraz przez system odporno� ci swoistej dla 

danego patogenu nabywanej w nast� pstwie zaka� enia i najcz�� ciej zdolnej do 

ca
kowitej eliminacji patogenu. Do mechanizmów nieswoistych zaliczamy przede 

wszystkim komórki fagocytuj� ce (makrofagi, granulocyty oboj� tnoch
onne 

i monocyty), uk
ad dope
niacza oraz szereg mediatorów – cytokin, chemokin, 

produktów przemiany kwasu arachidonowego itp., które nawet przy pierwszym 

kontakcie z patogenem s�  w stanie uruchomi�  odpowied�  zapaln� , w celu 

ograniczenia i powstrzymania infekcji. Mechanizmy swoiste s�  wynikiem selekcji oraz 

rozwoju klonów limfocytów B i T, zdolnych odpowiednio do rozpoznania antygenów 

patogenu lub tworz� cych je peptydów prezentowanych limfocytom przez tzw. 

komórki prezentuj� ce, zw
aszcza komórki dendrytyczne. Wynikiem rozwoju 

odpowiedzi swoistej jest powstawanie przeciwcia
 oraz efektorowych limfocytów T – 

cytotoksycznych (CD8+) oraz CD4+, zdolnych do aktywowania komórek 

fagocytuj� cych lub nawet cytotoksyczno� ci (TH1), lub z dominuj� c�  zdolno� ci�  do 

aktywowania limfocytów B produkuj� cych przeciwcia
a (TH2). Badania ostatnich lat 

wyra� nie pokazuj� , � e chocia�  odpowied�  swoista jest zazwyczaj niezb� dna do 

ca
kowitej eliminacji patogenu, to jednak jej powstanie i skuteczno��  s�  

zdeterminowane przez mechanizmy nieswoiste, w tym zw
aszcza tzw. komórki 

dendrytyczne, prezentuj� ce limfocytom T antygeny patogenów.  

 

 Monocyty krwi obwodowej stanowi�  populacj�  komórek o istotnym znaczeniu 

zarówno dla odporno� ci nieswoistej (wrodzonej), jak i swoistej (nabytej). Stanowi�  2-

4% ogó
u leukocytów i chocia�  od co najmniej 30-tu lat bardzo cz� sto s�  



wykorzystywane w prowadzonej in vitro diagnostyce uk
adu odporno� ci cz
owieka, 

jednak jak dot� d zazwyczaj zainteresowanie nimi mia
o g
ównie charakter 

drugoplanowy. W badaniach reaktywno� ci limfocytów monocyty stanowi
y � ród
o 

komórek prezentuj� cych antygen lub komórek wspomagaj� cych odpowied�  na 

niektóre mitogeny. By
y tak� e traktowane jako 
atwo dost� pny substytut makrofagów 

ludzkich.  

Monocyty s�  heterogenn�  populacj�  komórek, które z jednej strony stanowi�  stadium 

przej� ciowe makrofagów tkankowych oraz cz�� ci komórek dendrytycznych 

a z drugiej same uczestnicz�  w odpowiedzi uk
adu odporno� ci. Migruj� c do miejsc 

tocz� cego si�  stanu zapalnego, stanowi�  drug�  po granulocytach populacj�  komórek 

nap
ywowych, zdolnych nie tylko do fagocytozy oraz zabijania drobnoustrojów, ale 

tak� e do prezentacji antygenu pami� ciowym limfocytom T. W kr�� eniu s�  

prawdopodobnie pierwsz�  populacj�  komórek reaguj� cych na dysfunkcj�  � ródb
onka 

i naciekaj� c�  � cian�  naczynia w procesach prowadz� cych do powstania blaszki 

mia� d� ycowej. Stanowi�  wreszcie g
ówn�  populacj�  komórek produkuj� cych 

cytokiny w czasie posocznicy.  

 Aby przedstawi�  spójny obraz prowadzonych w moim zespole bada�  

monocytów skoncentruj�  si�  na tych wynikach, które doprowadzi
y do opisania przez 

nas apoptozy monocytów krwi obwodowej w nast� pstwie fagocytozy bakterii 

zewn� trzkomórkowych, a tak� e konsekwencji, jakie apoptoza monocytów (jak 

równie�  neutrofilów) mo� e mie�  na regulacj�  nieswoistej i swoistej odpowiedzi uk
adu 

odporno� ci.  

 

„Wszechstronno �� ” monocytów ?  

 Punktem wyj� cia naszych bada�  by
o postawione przez nas 10 lat temu 

pytanie o wzajemny wp
yw rozmaitych funkcji monocytów na wydolno��  tych 

komórek – np. czy monocyt wype
niaj� c jedn�  funkcj�  mo� e nast� pnie wykona�  inn�  

oraz czy wykonuj� c j�  b� dzie bardziej czy te�  mniej sprawny. Pytali� my czy monocyt, 

b� d� c komórk�  zdoln�  do prezentacji antygenu oraz do fagocytozy i zabijania 

drobnoustrojów, mo� e te funkcje wykona�  jedna po drugiej – np. sfagocytowa�  

i zabi�  bakterie a nast� pnie skutecznie zaprezentowa�  antygen. W tym celu 

inkubowali� my monocyty z � ywymi bakteriami opsonizowanymi surowic�  ludzk� , 

a nast� pnie dodawali� my antygen oraz autologiczne limfocyty i oceniali� my 

odpowied�  na antygen, mierz� c proliferacj�  limfocytów T i/lub produkcj�  interferonu 



gamma (INFg). Okaza
o si� , � e monocyty, które sfagocytowa
y i zabi
y bakterie nie 

by
y zdolne do prezentacji antygenu.  

 Równoleg
e badania pokaza
y, � e monocyty, które prezentuj�  antygen 

pami� ciowym limfocytom T CD4+, ulegaj�  apoptozie jak mo� na by
o wnosi�  na 

podstawie obecno� ci w j� drach monocytów, prezentuj� cych antygen p� kni��  DNA 

wykrytych metod�  TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl Transferaze Biotin-dUTP Nick 

End Labeling).  

 Podsumowuj� c, uzyskane wyniki wskaza
y, � e monocyty s�  komórkami, które 

mog�  niektóre funkcje wype
nia�  tylko jednorazowo.  

 Obserwuj� c utrat�  zdolno� ci monocytów do prezentacji antygenu 

w nast� pstwie fagocytozy bakterii zauwa� yli� my zmiany morfologiczne monocytów, 

sugeruj� ce ich apoptoz� . Poniewa�  w tym czasie w pi� miennictwie opisana by
a 

jedynie apoptoza komórek linii J774 zaka� onej pa
eczkami Shigella wiele czasu 

i energii po� wi� cili� my wykazaniu oraz zbadaniu mechanizmu apoptozy monocytów 

po fagocytozie bakterii.  

 

Apoptoza  

Termin „apoptosis”  jest u� ywany do okre� lenia rodzaju � mierci komórki, 

w tym równie�  � mierci programowanej, wspólnego dla wielu typów komórek, cz� sto 

zwi� zanego z czynnikami stymuluj� cymi i prowadz� cymi do okre� lonych zmian 

morfologicznych komórki. W procesie tym kaskada swoistych reakcji biochemicznych 

wiedzie do kondensacji chromatyny j� dra i cytoplazmy, aktywacji endonukleaz 

komórkowych i w konsekwencji do degradacji w
asnego DNA. Degradacja DNA 

przebiega w dwóch etapach, najpierw na du� e fragmenty (300.000-50.000 par 

zasad), a nast� pnie na oligonukleosomy o d
ugo� ci ok. 180-200 par zasad. 

W przeciwie� stwie do martwicy (nekrozy), dla której typowy jest obrz� k organelli 

cytoplazmatycznych z nast� powym rozpadem komórek (co wiedzie do odczynu 

zapalnego), apoptoza nie prowadzi do reakcji zapalnej, nie dochodzi bowiem do 

uszkodzenia b
ony komórkowej i uwolnienia do otoczenia zawarto� ci komórek. 

Komórki rozpadaj�  si�  na tzw. „cia
ka apoptotyczne”, które sk
adaj�  si�  z fragmentów 

komórki otoczonych b
on�  komórkow�  i s�  rozpoznawane za pomoc�  wielu typów 

receptorów (np. CR3, CR4, witronektynowych, fosfatydyloserynowych, 

trombospondynowych, CD14) przez makrofagi oraz inne komórki i s�  nast� pnie 

fagocytowane i degradowane. Apoptoza jest wi� c procesem, w którym umieraj� ca 



komórka aktywnie uczestniczy w „samodestrukcji”, uwalniaj� c kaskad�  

charakterystycznych mechanizmów metabolicznych, ko� cz� cych si�  fizyczn�  

dezintegracj�  komórki.  

Bior� c pod uwag�  mnogo��  czynników endogennych i � rodowiskowych 

mog� cych prowadzi�  do apoptozy ró� nych typów komórek (np. zwi� zanie receptorów 

powierzchniowych, uszkodzenie DNA za pomoc�  leków lub promieniowania 

jonizuj� cego, niedobór czynników wzrostowych, dzia
anie cytokin, infekcje bakteryjne 

i wirusowe), uwa� a si� , i�  apoptoza mo� e zachodzi�  na dwóch centralnych szlakach: 

zewn� trznym, zwiazanym z istnieniem b
onowych receptorów � mierci oraz 

wewn� trznym, zwanym równie�  mitochondrialnym. Niezale� nie od � ród
a sygna
u 

inicjuj� cego, proces apoptozy jest drobiazgowo regulowany i wymaga wspó
dzia
ania 

szeregu elementów, prowadz� c do powstania swoistej kaskady reakcji 

biochemicznych. W rezultacie dochodzi do aktywacji kaspaz i proteolitycznej 

degradacji DNA komórki. 

Kaspazy  (ang. caspases - cysteine-dependent aspartate-specific proteases) 

to enzymy z grupy proteaz cysteinowych rozszczepiaj� ce polipeptydy po reszcie 

kwasu asparaginowego. Do chwili obecnej u ssaków opisano 14 ró� nych kaspaz. 

W komórce s�  syntetyzowane w formie nieaktywnych zymogenów, zwanych równie�  

pro-kaspazami. Pro-kaspazy sk
adaj�  si�  z C–ko� cowej domeny katalitycznej 

z
o� onej z dwóch podjednostek – du� ej (ok. 20 kDa) i ma
ej (ok. 10 kDa), 

po
� czonych krótkim „
� cznikiem” oraz z N-ko� cowej tzw. prodomeny, czyli 

polipeptydu o ró� nej d
ugo� ci. Kaspaza-1, 4, 5, 11 i 12 wydaj�  si�  by�  g
ównie 

zwi� zane z proteolityczn�  obróbk�  cytokin prozapalnych pro-IL-1�  i pro-IL-18 a ich 

rola w przebiegu apoptozy jest kwestionowana. Pozosta
e uczestnicz�  w szlakach 

indukcji oraz egzekucji apoptozy i na tej podstawie mo� na je podzieli�  na: kaspazy 

inicjuj� ce – kaspaza-2, 8, 9, 10 i 12 oraz kaspazy efektorowe – kaspaza-3, 6 i 7. 

Kaspazy inicjuj� ce posiadaj�  d
ugie prodomeny zawieraj� ce „domeny efektorowe 

� mierci” – DED (ang. death effector domain) (prokaspaza-8 i -10) lub „domeny 

rekrutuj� ce kaspazy” – CARD (ang. caspase and RIP adaptor with a death domain)  

(prokaspaza-9 i prokaspaza-2).  

W odpowiedzi na zwi� zanie receptorów � mierci (szlak zewn � trzny ), b� d�  

w odpowiedzi na sygna
y pochodz� ce z wn� trza komórki (szlak wewn � trzny ), 

kaspazy inicjuj� ce s�  poprzez swoje prodomeny przy
� czane i aktywowane 



w nast� pstwie dimeryzacji w wielobia
kowych kompleksach: DISC (ang. death-

inducing signaling complex) dla szlaku zewn� trznego i apoptosomie dla szlaku 

wewn� trznego. W przeciwie� stwie do nich, kaspazy efektorowe, wyst� puj� ce 

w formie nieaktywnych dimerów, s�  aktywowane na drodze proteolizy przez 

uprzednio zaktywowane kaspazy inicjuj� ce. Kaspazy efektorowe i niektóre inicjuj� ce 

mog�  by�  równie�  aktywowane bezpo� rednio przez granzym B (tzw. aktywacja 

trans) uwalniany w trakcie reakcji cytotoksycznej zale� nej od limfocytów T lub 

komórek NK.  

Po aktywacji, kaspazy efektorowe uczestnicz�  w proteolitycznej destrukcji 

komórki. Kluczow�  kaspaz� , zaanga� owan�  praktycznie w ka� d�  zbadan�  form�  

apoptozy jest efektorowa kaspaza 3. Dotychczas opisano oko
o 60 bia
ek, b� d� cych 

substratami kaspaz i ich lista wci��  ro� nie. Jednym z pierwszych zidentyfikowanych 

substratów kaspazy-3 by
a polimeraza PARP (ang. poly-(ADP-ribose) polymerase). 

G
ównymi substratami kaspaz s�  bia
ka reguluj� ce metabolizm DNA podczas 

procesu apoptozy. Do grupy tej nale� y m.in. kompleks DN-azy aktywowany przez 

kaspazy – DFF (ang. DNA fragmentation factor). Kompleks ten jest z
o� ony z 

w
a� ciwego enzymu DN-azy aktywowanej przez kaspazy – CAD (ang. caspase 

activated DN-ase) oraz jej inhibitora ICAD. W normalnych komórkach CAD jest 

zintegrowana z ICAD i pozostaje nieaktywna. W trakcie apoptozy, ICAD jest 

uwalniany z kompleksu DFF przy udziale kaspazy-3 i -7, powoduj� c aktywacj�  CAD 

i degradacj�  DNA. Substratem dla kaspaz efektorowych jest m.in. aktyna, a jej 

degradacja jest powodem charakterystycznych zmian morfologii komórek 

apoptotycznych.  

Szlak zewn � trzny apoptozy  zostaje zainicjowany przez zwi� zanie ligandu 

z receptorem � mierci na powierzchni komórki. Receptory � mierci i ich ligandy  

nale��  do nadrodziny receptorów dla czynnika martwicy nowotworów - TNFR (ang. 

tumor necrosis factor receptors). Obecnie nadrodzina TNFR obejmuje 32 receptory 

(m.in. TNFR-1, TNFR-2, Fas/CD95, CD40, TRAIL-R1, TRAIL-R2) i 19 ligandów 

(m.in. TNFa, FasL/CD95L, CD40L, TRAIL). Receptory � mierci s�  bia
kami 

transb
onowymi o znacznej homologii w cz�� ci zewn� trzb
onowej i znacznie mniej 

zaznaczonej w cz�� ci cytoplazmatycznej. Na cz���  zewn� trzn�  sk
ada si�  od 3 do 6 

domen bogatych w cystein� , które uczestnicz�  w rozpoznawaniu odpowiednich 

ligandów. W podb
onowych, cytoplazmatycznych fragmentach receptorów z rodziny 



TNFR mo� na zauwa� y�  przede wszystkim homologi�  funkcjonaln� . Wynika ona 

z obecno� ci specyficznej sekwencji aminokwasowej (80-90 aminokwasów), zwanej 

domen�  � mierci - DD (ang. death domain).  

Istotnym czynnikiem niezb� dnym do transdukcji sygna
u apoptotycznego 

przez receptor � mierci jest jego trymeryzacja, jak równie�  trymeryzacja jego ligandu. 

Ligandy receptorów � mierci mog�  by�  przekszta
cone do formy rozpuszczalnej, przy 

udziale metaloproteinaz usuwaj� cych je z b
ony komórkowej i w takiej formie mog�  

wi� za�  si�  z receptorami � mierci. Podstawowym etapem przekazywania sygna
u 

apoptotycznego przez receptor � mierci jest, oprócz zwi� zania ligandu, formowanie 

po stronie cytoplazmatycznej wielobia
kowego kompleksu DISC. Poniewa�  

cytoplazmatyczne fragmenty receptorów z nadrodziny TNFR nie maj�  domen 

katalitycznych, ich wp
yw na bia
ka efektorowe zachodzi przy udziale ró� nych bia
ek 

adaptorowych, po� rednicz� cych w przekazywaniu sygna
u z receptorów. Niektóre 

z tych bia
ek maj�  charakter uniwersalny i bior�  udzia
 w przekazywaniu sygna
u 

z ka� dego receptora � mierci (np. bia
ka adaptorowe FADD i RIP), inne wspó
dzia
aj�  

jedynie z niektórymi receptorami. Bia
ka adaptorowe przy
� czaj�  si�  w
asn�  domen�  

� mierci do domeny � mierci receptorów i w dalszym etapie, poprzez homologiczne 

interakcje przy
� czaj�  do kompleksu DISC cz� steczki prokaspazy-8 lub 10. 

Przy
� czenie cz� steczek prokaspazy-8/10 prowadzi do jej autoproteolitycznej 

aktywacji. Na tym etapie mo� liwe s�  dwie drogi dalszego sygna
owania prowadz� ce 

do apoptozy komórki. Na pierwszej z nich, aktywna kaspaza-8 wystarcza do 

aktywacji prokaspazy-3 i w konsekwencji do aktywacji czynników powoduj� cych 

kondensacj�  chromatyny j� drowej i degradacj�  DNA. Komórki charakteryzuj� ce si�  

takim w
a� nie przebiegiem sygna
owania na szlaku zewn� trznym nosz�  nazw�  

komórek I typu . W odró� nieniu od nich, w komórkach II typu  do wywo
ania 

apoptozy nie wystarcza aktywacja kaspazy-8 (poniewa�  aktywacja jest zazwyczaj 

s
aba i nie prowadzi do powstania wystarczaj� cej ilo� ci produktu). Konieczne jest 

wzmocnienie sygna
u na szlaku wewn� trznym zale� nym od mitochondriów. 

Ogniwem 
� cz� cym oba szlaki wydaje si�  by�  tu bia
ko Bid z rodziny bia
ek Bcl-2. Bid 

ulega proteolizie pod wp
ywem kaspazy-8 i, w swojej skróconej formie, jako tBid 

(ang. truncated Bid) przenosi si�  do mitochondriów, gdzie doprowadza do uwolnienia 

cytochromu c i innych bia
ek apoptogennych, uruchamiaj� c „szlak wewn� trzny”. 

Szlak wewn � trzny zwi� zany jest najcz�� ciej z uszkodzeniem organelli 



komórkowych (mitochondriów, lizosomów, retikulum endodplazmatycznego), 

b� d� cym wynikiem reakcji stresowej komórek na uszkodzenie DNA, stres 

oksydacyjny, brak czynników wzrostowych b� d�  dzia
anie chemioterapeutyków. 

W efekcie dochodzi do zaburze�  potencja
u b
onowego mitochondriów 	
 m 

(depolaryzacja), uwolnienia cytochromu c i innych bia
ek apoptogennych, aktywacji 

kaspazy-9, a nast� pnie kaspazy-3. Aktywacja ta ma miejsce w tzw. apoptosomie, 

kompleksie bia
ek aktywuj� cych apoptoz� , formowanym po uwolnieniu cytochromu c 

i innych bia
ek apoptogennych z wn� trza mitochondrium .  

W komórkach prawid
owych cytochrom c wyst� puje w przestrzeni mi� dzy 

wewn� trzn�  i zewn� trzn�  b
on�  mitochondrialn� . Dok
adny mechanizm uwalniania 

cytochromu c nie jest do ko� ca poznany. Wed
ug jednej z hipotez przyjmuje si� , i�  

w warunkach stresu komórkowego dochodzi do otwarcia w b
onie wewn� trznej tzw. 

kana
ów mitochondrialnych MPTP (ang. mitochondrial permeability transition pore). 

Chocia�  dok
adny sk
ad cz� steczkowy MPTP nie jest znany, ich g
ówne sk
adowe to 

translokaza nukleotydów adeninowych (ANT) (ang. adenine nucleotide translocase) 

i cyklofilina D, zlokalizowane w wewn� trznej b
onie mitochondrium oraz VDAC (ang. 

voltage dependent anion channel) i obwodowy receptor dla benzodiazepiny, 

zlokalizowane w b
onie zewn� trznej. W prawid
owych mitochondriach bliskie 

s� siedztwo VDAC i ANT tworzy makrocz� steczkowy kompleks, transportuj� cy 

nukleotydy adeninowe ze strefy produkcji ATP (matriks mitochondrialna) do strefy 

zu� ycia ATP (cytozol). 

Otwarcie kana
ów MPTP prowadzi z jednej strony do uwolnienia moleku
 

o ci�� arze poni� ej 1,5 kDa, a z drugiej do nap
ywu wody. Woda powoduje p� cznienie 

matriks mitochondrialnej, przerwanie zewn� trznej b
ony i uwalnienie do cytoplazmy 

cytochromu c i innych bia
ek apoptogennych. Dodatkowo rozerwanie b
ony 

mitochondrialnej powoduje zahamowanie syntezy ATP, utlenienie antyoksydantów 

komórkowych (NADH, NADPH, GSH) i wzmo� on�  produkcj�  rodników tlenowych 

(ROI) (ang. reactive oxygen intermediates). Dzia
aj� c na zasadzie dodatniego 

sprz�� enia zwrotnego, zwi� kszony poziom ROI powoduje dalszy spadek potencja
u 

i bezpo� redni�  oksydacj�  lipidów, bia
ek i kwasów nukleinowych.  

 Dzia
anie cytochromu c, prowadz� ce do apoptozy komórek polega na 

aktywacji kaspazy-3 za po� rednictwem kaspazy-9. W tym szlaku apoptotycznym 

istotn�  rol�  odgrywa bia
ko adaptorowe Apaf-1 (ang. apoptotic protease activating 



factor-1). Cytochrom c wi�� e si�  z monomeryczn�  form�  Apaf-1, który nast� pnie przy 

udziale dATP zmienia konformacj� , ulega oligomeryzacji i przy
� cza prokaspaz� -9 

tworz� c wielobia
kowy kompleks zwany apoptosomem. Poprzez dimeryzacj�  

prokaspaza-9 ulega aktywacji i inicjuje kaskad�  kaspaz efektorowych (kaspaza-3, 6, 

7), prowadz� c do � mierci komórki. 

 

Apoptoza monocytów po fagocytozie bakterii zewn � trzkomórkowych 

 Opieraj� c si�  na obserwacji obrazu mikroskopowego a tak� e na fakcie, � e 

w nast� pstwie fagocytozy bakterii monocyty „kurczy
y si� ”, mieli� my uzasadnione 

podejrzenie, � e mog�  one ulega�  apoptozie. Poniewa�  obserwacja by
a nowa, 

koniecznym by
o zastosowanie technik jednoznacznie potwierdzaj� cych fakt 

apoptozy – udowodnienie p� kni��  nici DNA oraz fragmentacji DNA. W wyniku 

do� wiadcze�  przeprowadzonych w naszym zespole po raz pierwszy wykazali� my, � e 

fagocytoza bakterii, o których wiadomo, � e nie tylko s�  fagocytowane, ale równie�  

zabijane przez monocyty, prowadzi do apoptozy komórek fagocytuj� cych. 

Niezale� nie od obrazu mikroskopowego, pokazali� my metod�  TUNEL, � e w 

komórkach tych dochodzi do p� kni��  DNA a tak� e pokazali� my fragmentacj�  DNA 

fagocytuj� cych. 

  

Rycina 1 Elektroforeza genomowego DNA (w � elu zawieraj� cym bromek etydyny) 
monocytów, które po pó
godzinnej fagocytozie bakterii, hodowano przez 18 godzin. Bakterie 



opsonizowano normaln�  surowic�  ludzk�  (zlewki surowic zdrowych dawców). Kontrol�  
negatywn�  stanowi
y monocyty bez bakterii. Uwzgl� dniono równie�  próbki, w których 
monocyty hodowano z bakteriami nie opsonizowanymi lub w których bakterie zabijano 
(ogrzanie zawiesiny bakterii przez 30 min w temp. 62oC). Po fagocytozie wi� kszo��  nie 
sfagocytowanych bakterii usuwano poprzez wirowanie (100 g) a do pod
o� a dodawano 
antybiotyki. W ka� dym przypadku fagocytoza � ywych bakterii powodowa
a degradacj�  DNA 
w sposób charakterystyczny dla apoptozy. 
 Wykres punktowy („dot plot”) analizy monocytów, które inkubowano przez 12 
godzin po fagocytozie i odp
ukaniu bakterii (S. aureus) znakowanych 
izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC). Przed analiz�  monocyty utrwalano w alkoholu 
i barwiono zestawem pozwalaj� cym na inkorporacj�  znakowanego dUTP (technika 
TUNEL). P� kni� cia DNA obserwowano przede wszystkim w populacji komórek 
znakuj� cych si�  na zielono (w wyniku poch
oni� cia bakterii znakowanych FITC). 
Wskazuje to, � e apoptozie ulegaj�  komórki, które fagocytuj�  bakterie, a w znikomym 
stopniu „bystander cells”. 
 

 W dalszych badaniach (po otrzymaniu subsydium FNP) skoncentrowali� my 

si�  na mechanizmie indukcji apoptozy, wykorzystuj� c jako model fagocytoz�  

opsonizowanych normaln�  surowic�  ludzk�  bakterii gatunku S.aureus. Pokazali� my, 

� e apoptozie monocytów wywo
anej fagocytoz�  � ywych bakterii mo� na zapobiec 

blokuj� c w komórce aktywacj�  kaspazy 3 lub blokuj� c receptor CD95. Podobnie 

apoptozie mo� na by
o w cz�� ci zapobiec podnosz� c w komórce poziom glutationu, 

a zw
aszcza blokuj� c oksydaz�  NADPH. Blokowanie apoptozy fagocytuj� cych 

monocytów inhibitorem kaspazy 3 oraz blokad�  receptora CD95 pozwola
o nam 

zaw� zi�  nasze dalsze badania do szlaków indukcji apoptozy, aktywowanych poprzez 

CD95. Musieli� my jednak odpowiedzie�  na pytanie, sk� d w badanym uk
adzie bierze 

si�  CD95L oraz dlaczego apoptoz�  monocytów mo� na zahamowa�  blokowaniem 

oksydazy NADPH. Z pomoc�  przysz
a nam praca Browna i Savilla, którzy w 1999 

roku pierwsi pokazali, � e fagocytoza opsonizowanych surowic�  cz� stek zymosanu 

prowadzi do uwolnienia z monocytów aktywnego biologicznie FasL. Nasze badania 

potwierdzi
y ich obserwacje. Pokazali� my ponadto, � e FasL uwalniany jest równie�  

przez monocyty fagocytuj� ce S.aureus., co wi� cej, � e blokowanie oksydazy NADPH 

hamuje uwalnianie FasL. Jak wspomniano wy� ej aktywacja receptora CD95(Fas) 

mo� e prowadzi�  do apoptozy poprzez dwa szlaki sygna
owe charakteryzuj� ce 

komórki I i II typu. W uproszczeniu, ró� nice pomi� dzy tymi szlakami sprowadzaj�  si�  

do: a) s
abej i krótkotrwa
ej aktywacji kaspazy 8 oraz b) destabilizacji b
ony 

mitochondrialnej, która poprzedza aktywacj�  kaspazy 3. Wykonane przez nas 

eksperymenty kinetyczne pokaza
y, � e aktywacja kaspaza 8 w komórkach 

fagocytuj� cych jest niewielka i przej� ciowa, a destabilizacja b
ony mitochondrialnej 



oceniana barwnikiem CMXRos poprzedza pojawienie si�  w komórkach 

zaktywowanej kaspazy 3.  

 
Rycina 2 Wykres pokazuje pomiary potencja
u b
ony mitochondrialnej za pomoc�  
barwienia CMXRos oraz obecno� ci zaktywowanej kaspazy 3.  W ocenianym okresie 
120 minut w komórkach kontrolnych odsetek komórek z wysokim (prawid
owym) 
sygna
em CMXRos wynosi
 powy� ej 95%, a ilo��  komórek z obecn�  zaktywowan�  
kaspaz�  3 nie przekracza
a 5%. W komórkach inkubowanych z S. aureus spadek 
potencja
u b
on mitochondrialnych obserwowano ju�  po 45 min, a obecno��  komórek 
z zaktywowan�  kaspaz�  3 obserwowano pocz� wszy od 60 minuty co dowodzi, � e 
aktywacja kaspazy 3 jest poprzedzona zmianami potencja
u b
ony mitochondrialnej. 
 
 Na tej podstawie wyci� gn� li� my wi� c wniosek, � e apoptoza monocytów 

fagocytuj� cych S.aureus jest indukowana poprzez szlak sygna
owy, typowy dla tzw. 

komórek II typu, a tak� e, � e FasL aktywuj� cy CD95 jest uwalniany przez mechanizm 

zale� ny lub towarzysz� cy aktywacji oksydazy NADPH.  



 

Rycina 3 Schemat przedstawiaj� cy etapy indukcji apoptozy w nast� pstwie interakcji 
Fas(CD95)-FasL(CD95L) w komórkach I  oraz II typu.  Uwzgl� dniono równie�  
aktywacj�  oksydazy NADPH i postulowan�  sekwencj�  zdarze�  (liczby arabskie) 
w przypadku apoptozy indukowanej przez fagocytoz�  Staphylococcus aureus. 
 

Konsekwencje kontaktu monocytów z komórkami apoptot ycznymi 

  W miejscu zaka� enia dochodzi do produkcji du� ej ilo� ci cytokin prozapalnych 

oraz chemokin. Równie�  monocyty ulegaj� ce apoptozie po fagocytozie bakterii 

produkuj�  cytokiny. Zapewnia to sta
y dop
yw nowych komórek, granulocytów  

a w pó� niejszej fazie g
ównie monocytów.  

Nap
ywaj� ce do miejsca tocz� cego si�  zaka� enia monocyty napotykaj�  na komórki 

apoptotyczne, zarówno monocyty jak i przewa� aj� ce granulocyty oboj� tnoch
onne. 

W tym kontek� cie interesuj� cym by
o pytanie, czy obecno��  komórek 

apoptotycznych wp
ywa na funkcje monocytów (np. produkcj�  cytokin, zdolno��  do 

prezentacji antygenu, fagocytoz�  i zabijanie drobnoustrojów). Pytanie o produkcj�  

cytokin wydawa
o si�  zasadne tym bardziej, � e ju�  wcze� niej by
o wiadomo, � e po 

aktywacji LPS (lipopolisacharyd bakterii Gram ujemnych) makrofagi poch
aniaj� ce 

apoptotyczne granulocyty produkuj�  wi� ksze ilo� ci mediatorów przeciwzapalnych 



w tym cytokiny TGFb. Nasze badania przeprowadzili� my na dwóch modelach: 

monocytach hodowanych w warunkach prowadz� cych do ich cz�� ciowej apoptozy 

(monocyty hodowane w pod
o� u o niskim st�� eniu surowicy ulegaj�  spontanicznej 

apoptozie) lub dodaj� c do hodowli monocytów apoptotyczne granulocyty 

oboj� tnoch
onne. Niezale� nie od zastosowanego modelu monocyty pozostajace 

w kontakcie z komórkami apoptotycznymi produkowa
y wi� ksze ilo� ci IL-10 (lecz nie 

TGFb), cytokiny która podobnie jak TGFb posiada silne w
asno� ci przeciwzapalne. 

 
Rycina 4 Histogram: Produkcja IL-10 w odpowiedzi na aktywacj�  LPS (1 ng/ml), 
zymosanem (5 cz� stek/ monocyt) lub zabitymi bakteriami (S. aureus 10 
bakterii/monocyt), przez monocyty, oraz monocyty zmieszane w stosunku 1:1 
z apoptotycznymi lub � wie� o izolowanymi granulocytami. 
Wykres: Zale� no��  przyrostu produkcji IL-10 od ilo� ci apoptotycznych granulocytów 
dodawanych do odpowiadaj� cych monocytów aktywowanych LPS. 
Hodowle 18 godzinne. Pomiar poziomu cytokin metod�  ELISA. 
Apoptotyczne granulocyty (40-70% komórek wi��� cych aneksyn�  V) uzyskiwano 
w wyniku spontanicznej apoptozy w trakcie 18-godzinnej hodowli. Granulocyty nie 
apoptotyczne to populacja komórek � wie� o izolowanych z krwi obwodowej.   
 
 Równie�  zdolno��  monocytów do prezentacji antygenu komórkom pami� ci 

immunologicznej by
a ni� sza w obecno� ci komórek apoptotycznych, przy czym 

zjawisko to tylko w nieznacznym stopniu by
o zwi� zane z produkcj�  IL-10. 



 

 
Rycina 5 Monocyty mieszano z apoptotycznymi lub nie-apoptotycznymi 
granulocytami (w ró� nych wzajemnych proporcjach), a nast� pnie pulsowano przez 
60-120 min antygenem- tuberculin�  (PPD). Po odp
ukaniu nie zwi� zanego antygenu 
komórki dodawano do izolowanych limfocytów CD3+ lub CD4+. Oceny odpowiedzi 
limfocytów dokonywano poprzez pomiar st�� enia IFNg  w nads� czach hodowli po 72-
96 godzinach inkubacji.  
 
 Sugeruje to, � e obecno��  komórek apoptotycznych dzia
a nie tylko 

nieswoi� cie przeciwzapalnie (sprzyjaj� c produkcji IL-10), ale tak� e hamuje swoist�  

odpowied�  uk
adu odporno� ci.   

Istotn�  funkcj�  monocytów nap
ywaj� cych do miejsca zapalenia jest (gdy przyczyn�  

zapalenia jest zaka� enie) fagocytoza i zabijanie drobnoustrojów. Zasadnym zatem 

wydawa
o si�  pytanie czy obecno��  komórek apoptotycznych ma wp
yw na 

fagocytoz�  i zabijanie bakterii. Wykonane przez nas badania wykaza
y, � e 

przynajmniej w warunkach eksperymentu in vitro obecno��  komórek apoptotycznych 

nie ma istotnego wp
ywu zarówno na fagocytoz�  jak i zabijanie S.aureus. 



 

Monocyty fagocytuj �  komórki apoptotyczne 

 Wcze� niejsze doniesienia sugerowa
y, � e monocyty w przeciwie� stwie do 

wyprowadzonych z nich makrofagów nie s�  w stanie poch
ania�  komórek 

apoptotycznych. Nasze badania pozwoli
y zweryfikowa�  ten pogl� d. Obserwacje 

przeprowadzone z u� yciem barwników przy� yciowych (CSFE, PKH26 i PKH67) oraz 

cytometrii przep
ywowej sugerowa
y silne wi� zanie lub poch
anianie apoptotycznych 

granulocytów przez monocyty. Jednoznaczne potwierdzenie, � e apoptotyczne 

granulocyty s�  poch
aniane przez monocyty uzyskali� my dzi� ki mikroskopii 

konfokalnej. 

 

Rycina 6 Wykres: Monocyty oraz znakowane CSFE (5-(and-6-carboxyfluorescein 
succinimidylester) granulocyty apoptotyczne i nie apoptotyczne (fresh) inkubowano 
w stosunku 1:1. W okre� lonych przedzia
ach czasowych komórki poddawano analizie 
w cytometrze przep
ywowym okre� laj� c odsetek monocytów które zwi� za
y lub 
poch
on� 
y znakowane granulocyty. Populacj�  monocytów wyró� niano na podstawie 
wielko� ci sygna
ów FSC/SSC. 
Zdj� cia: Przyk
adowe obrazy uzyskane w mikroskopie konfokalnym po trzech 
godzinach inkubacji monocytów znakowanych na zielono (barwnik PKH67) 
z apoptotycznymi granulocytami barwionymi na czerwono (barwnik PKH26). 
Stosunek ilo� ciowy hodowanych komórek wynosi
 1:1.  



 
Heterogenno ��  monocytów 

 Omawiaj� c funkcje monocytów trudno pomin��  fakt, � e komórki te s�  

populacj�  heterogenn�  (nie wspominaj� c, � e ta populacja komórek jest prekursorem 

makrofagów tkankowych oraz znacznej cz�� ci komórek dendrytycznych i nie ma 

jednoznacznego pogl� du, czy komórki te maj�  w monocytach identyfikowalnych 

prekursorów). Obecnie szczególn�  uwag�  zwraca si�  na ró� nice w ekspresji 

receptora dla fragmentu FcIgG (CD16). Populacja posiadaj� ca ekspresj�  CD16 

a zarazem charakteryzuj� ca si�  ni� sz�  ekspresj�  CD14 (CD14dimCD16+ - ok. 10% 

ogó
u monocytów) zosta
a nazwana populacj�  pro-zapaln�  poniewa�  wyra� ny jej 

wzrost obserwuje si�  w przebiegu zaka� e� , a tak� e dlatego, � e po aktywacji LPS 

produkuje du� e ilo� ci TNFa. Nasze w
asne obserwacje u noworodków i niemowl� t 

zagro� onych posocznic�  potwierdzi
y te obserwacje, ale równocze� nie 

zauwa� yli� my, � e u tej grupy pacjentów w przebiegu posocznicy wyra� nie ro� nie 

poziom populacji monocytów, posiadaj� cych wysok�  ekspresj�  zarówno CD14 jak 

i CD16 (CD14highCD16+).  

 

Rycina 7 Wykres kropkowy („dot plot”) przedstawia typowy obraz w czasie analizy 
w cytometrze przep
ywowym monocytów krwi obwodowej znakowanych 
przeciwcia
ami anty-CD14 i anty- CD16. Barwieniu poddano monocyty krwi 



obwodowej zdrowego dawcy, izolowane z populacji komórek jednoj� drzastych krwi 
obwodowej za pomoc�  elutriacji. Na wykresie zaznaczono prostok� tnymi „bramkami” 
poszczególne subpopulacje monocytów. 
 
 Wykorzystuj� c mo� liwo� ci, jakie daje cytometria przep
ywowa oraz dokonuj� c 

za pomoc�  sortowania FACS izolacji subpopulacji monocytów z krwi obwodowej 

zdrowych dawców analizowali� my zdolno��  tych subpopulacji do fagocytozy bakterii, 

produkcji cytokin oraz efektywnej prezentacji antygenu wykazuj� c, � e: monocyty 

CD14highCD16+ lepiej ni�  monocyty CD14dimCD16+  fagocytuj�  bakterie i rozpoznaj�  

komórki apoptotyczne, a gorzej prezentuj�  antygen. Populacja 

CD14highCD16+okaza
a si�  ponadto wysokim producentem IL-10.  

Rycina 8 Wykres przedstawiaj� cy produkcj�  IL-10 przez uzyskane drog�  sortowania 
subpopulacje monocytów krwi obwodowej. Monocyty izolowano drog�  elutriacji 
z komórek jednoj� drzastych zdrowych dawców. Wykres przedstawia warto� ci 
� rednie z niezale� nych eksperymentów (5-8 w zale� no� ci od aktywatora). Dawki 
aktywatorów jak na Rycinie 4.  
 

 By�  mo� e ta populacja monocytów jest wtórnie indukowana w przebiegu 

reakcji zapalnej z zadaniem wygaszenia odpowiedzi. Taka hipoteza mog
aby 



t
umaczy�  narastanie poziomu IL-10 w surowicy, szczególnie w ci�� kich postaciach 

posocznicy.   

 W ko� cowych etapach ostrego zaka� enia i stanu zapalnego w wysi� ku 

komórkowym wzrasta liczba komórek apoptotycznych (g
ównie granulocytów). Ich 

eliminacja przez makrofagi i zwi� zane z tym zmiany funkcjonalne makrofagów 

(produkcja mediatorów przeciw-zapalnych) s�  uwa� ane za istotny mechanizm 

wygaszania odczynu zapalnego. Nasze badania uzupe
niaj�  ten pogl� d, wskazuj� c 

na potencjalne znaczenie immunoregulacyjne monocytów. Te monocyty, które nie 

zró� nicuj�  si�  do makrofagów mog�  ulec apoptozie lub w obecno� ci komórek 

apoptotycznych (przy zachowaniu zdolno� ci do eliminacji patogenu) produkuj�  

przeciw-zapaln�  cytokin�  IL-10 oraz maj�  wyra� nie obni� on�  zdolno��  do prezentacji 

antygenów. W tym kontek� cie atrakcyjn�  wydaje si�  hipoteza, � e „wy
� czenie” 

niektórych funkcji monocyta – komórki zdolnej do aktywacji limfocytów T – jest 

jednym z mechanizmów zmniejszaj� cych ryzyko odpowiedzi na w
asne antygeny 

w stanach zapalnych. Z t�  hipotez�  koresponduje równie�  znany fakt generowania 

regulatorowych limfocytów w obecno� ci cytokin przeciw-zapalnych TGFb oraz IL-10. 

       

Rycina 9 Podsumowanie wyników: Ekspozycja na bakterie skutkuje apoptoz�  
monocytów, co w konsekwencji uniemo� liwia im prezentacj�  antygenów. Obecno��  
komórek apoptotycznych nie wp
ywa na zdolno��  monocytów do fagocytozy 



i zabijania bakterii ale równie�  upo� ledza prezentacj�  antygenów. Równoczesna 
produkcja IL-10 przyczynia si�  do wygaszania reakcji zapalnej. 
 

 

 


