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Streszczenie

  Mikrofi lamenty, mikrotubule i fi lamenty pośrednie tworzą cytoszkielet. Odgrywają one ważną 
rolę w ruchu komórki, podziałach, transporcie, apoptozie, proliferacji, transformacji nowotwo-
rowej oraz różnicowaniu. Wspomniane procesy są związane ze zmianą kształtu komórki, w któ-
rym aktywny udział biorą białka cytoszkieletu. W komórkach niemięśniowych aktyna jest pod-
stawowym białkiem mikrofi lamentów, tubulina – mikrotubul, natomiast wimentyna jest jednym 
z białek charakterystycznych dla fi lamentów pośrednich. Różnicowanie komórek jest procesem 
nierozerwalnie związanym z powstawaniem tkanek i organów. Natomiast indukcja różnicowania 
komórek nowotworowych może się stać jednym ze sposobów leczenia, zwłaszcza chorób roz-
rostowych krwi. W badaniach dotyczących różnicowania komórek linii białaczek ludzkich na-
ukowcy stosują cytokiny, retinoidy, a także estry forbolu oraz witaminę D

3
. Z ich badań wyni-

ka, że szlaki transdukcji sygnałów z udziałem tych cząsteczek są różne. Retinoidy i witamina D
3
 

wpływają na transkrypcję genów głównie poprzez receptory jądrowe, a cytokiny przez receptory 
obecne na powierzchni komórki. Wyniki badań wyraźnie wskazują na reorganizację aktyny, tu-
buliny i wimentyny podczas różnicowania komórek białaczki, ale ciągle nie wiadomo czy zmia-
ny te są przyczyną czy następstwem tego procesu.

 Słowa kluczowe: cytoszkielet • komórki białaczek ludzkich HL-60 i K-562 • różnicowanie

Summary

  Microfi laments, microtubules, and intermediate fi laments form the cytoskeleton. These substruc-
tures play a signifi cant role in cell motility, transport, divisions, differentiation, tumor transforma-
tion, and apoptosis. These processes are related with changes in cell shape, in which cytoskeletal 
proteins take an active part. In non-muscle cells, actin is an essential constituent of microfi la-
ments, tubulin forms microtubules, and vimentin is one of the characteristic proteins of interme-
diate fi laments. The differentiation of cells is associated inseparably with tissue and organ forma-
tion, and the induction of malignant cell differentiation can be a method of treatment, especially 
in hematopoietic steam cell disease therapy. In studies on tumor cell differentiation, agents such 
as cytokines, retinoids, forbol esters, and vitamin D

3
 are the most commonly used, and results 

show these substances may participate in different pathways of signal transduction. Retinoids and 
vitamin D

3
 mostly affect gene transcription via nuclear receptors, whereas cytokines act through 

membrane receptors. The results of studies show actin, tubulin, and vimentin reorganization du-
ring the differentiation of leukemia cells, but it remains unknown whether the observed changes 
are the cause or the result of the differentiation process.
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1. WSTĘP

Komórki nowotworowe charakteryzują się upośledzonym 
mechanizmem apoptozy, a ich niekontrolowane podziały 
powodują powstawanie guzów. Zróżnicowanie tych ano-
malnych komórek umożliwia wprowadzenie ich na drogę 
programowanej śmierci, a więc jest jedną ze strategii tera-
pii przeciwnowotworowej [12,24,39,41]. W latach 70. XX 
w. badania Frienda i wsp. [17] ujawniły możliwość róż-
nicowania komórek białaczki w normoblasty, które utra-
ciły zdolność do podziałów. W następstwie tego procesu 
dochodzi do ekspresji części genomu zmieniającej feno-
typ komórki. Na podstawie badań stwierdzono, że związki 
chemiczne, takie jak retinoidy czy cytokiny kierują komór-
ki na drogę różnicowania. Retinoidy jako poliizoprenowe 
pochodne witaminy A są związkami o naturze hydrofo-
bowej i podobnie jak steroidy (hormony gonad, kory nad-
nerczy, witamina D) czy tyroidy (hormony tarczycy) regu-
lują metabolizm komórki przez oddziaływanie na proces 
transkrypcji. Receptorami tych związków są rozpuszczal-
ne białka znajdujące się wewnątrz komórki. Wiążąc reti-
noid ulegają dimeryzacji i tworzą hetero- lub homodime-
ry pełniące funkcje czynników regulujących transkrypcję. 
Rodzaj dimeryzacji decyduje o charakterze oddziaływań 
z DNA. Jądrowe receptory retinoidów funkcjonują w dwu 
postaciach – RAR (retinoic acid receptor) i RXR (recep-
tor kwasu 9-cis retinowego). Pierwszy z nich jest białkiem 
wiążącym ATRA, kwas 9-cis retinowy i kwas 13-cis reti-
nowy. Omawiany receptor tworzy wyłącznie heterodime-
ry z receptorem RXR i jako taki oddziałuje z elementami 
odpowiedzi na retinoidy w DNA. Ligandem RXR w od-
różnieniu od RAR jest tylko 9-cis RA. Receptor ten ule-
ga hetero- i homodimeryzacji. Partnerami RXR w hetero-
dimerach są receptory RAR, receptory hormonów tarczycy, 
a także witaminy D oraz receptory czynnika proliferacji 
peroksysomów [38]. Warto w tym miejscu zwrócić uwa-
gę na możliwość wspólnego regulowania ekspresji genów 
przez dwie różne cząsteczki sygnałowe. Okazało się rów-
nież, iż RAR tworzy kompleksy także z izoformą delta ki-
nazy białkowej C i w tej postaci oddziałuje z elementami 
odpowiedzi retinoidowej w DNA [65]. Kwas retinowy mo-

duluje transkrypcję wielu genów, m.in. wpływa na syntezę 
mRNA wimentyny i tymozyny – komponentów cytoszkie-
letu. Indukuje również ekspresję białka F52/Mac Marck, 
będącego substratem kinazy białkowej C podczas tworze-
nia struktur cytoszkieletu [45]. Ponadto izomery kwasu re-
tinowego mogą oddziaływać na komórkę nie tylko przez 
regulację ekspresji genów, ale również modulując aktyw-
ność niektórych enzymów np. izoform kinazy białkowej C 
delta i zeta (PKCd, PKCz) [37]. ATRA stymuluje fosfory-
lację PKCd umożliwiając tym samym jej późniejsze połą-
czenie z izoformą a receptora RAR [31].

Różnicowanie linii komórek ludzkich białaczek wywołu-
ją także TPA i PMA. TPA podobnie jak PMA jest jednym 
z estrów forbolu – pierścieniowych hydrofobowych cząste-
czek, będących silnymi aktywatorami kinazy białkowej C 
(PKC). Kinaza ta należy do białek funkcjonujących w szla-
kach transdukcji sygnałów odbieranych przez receptory bło-
ny komórkowej. Naturalnym aktywatorem PKC jest dia-
cyloglicerol (DAG) – cząsteczka glicerolu zestryfi kowana 
resztami nasyconego i nienasyconego kwasu tłuszczowe-
go. DAG jest produktem aktywności fosfolipazy C (PLC), 
enzymu degradującego jeden z błonowych fosfoinozytoli. 
Estry forbolu jako związki syntetyczne są aktywniejsze niż 
DAG przez to wywołują znacznie silniejsze efekty w ko-
mórce. Aktywna PKC fosforyluje kolejne białka substra-
towe, do których zaliczane są m.in. kinazy MAP (mitogen 
activated protein) regulujące cykl komórkowy. Estry forbo-
lu znane są jako czynniki aktywujące proliferację komórek 
nowotworowych. PKC reprezentują wiele izoform, jedną 
z nich jest izoforma d (PKCd). Liczne badania wskazują na 
dwojaki charakter tej kinazy. PKCd ufosforylowana przez 
kinazę tyrozynową, będącą receptorem insulinopodobne-
go czynnika wzrostu (IGF) katalizuje transfer fosforanu na 
kolejne białka regulujące aktywność kinaz MAP, powodu-
jąc tym samym ich aktywację i stymulację proliferacji. Co 
ciekawe, PKCd nie jest wymagana w proliferacji komórek 
prawidłowych. TPA może zarówno stymulować podziały 
komórkowe, jak i przyczyniać się do ubikwitynozależnej 
degradacji PKCd także promującej rozwój nowotworu [26]. 
Estry forbolu nie tylko indukują powstanie i rozwój nowo-
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tworów, ale również mogą hamować te procesy i wprowa-
dzać komórki w procesy różnicowania i apoptozy. Jest to 
możliwe dzięki różnym izoformom kinaz PKC oraz ple-
jotropowym efektem działania innych czynników. ATRA 
i PMA powodują fosforylację PKCd. Z kolei kinaza ta in-
dukuje ekspresję izoformy 1 skramblazy fosfolipidowej 
(PLSCR1 – phospholipid scramblase 1) – enzymu kata-
lizującego wymianę lipidów w obrębie obu warstw błony 
komórkowej. Ekspozycja fosfatydyloseryny w zewnętrz-
nej warstwie błony jest nieodzownym elementem proce-
su apoptozy i wymaga aktywności PLSCR1. Apoptoza, 
jak już wcześniej stwierdzono, jest integralnym elemen-
tem procesu różnicowania. W kontekście wspomnianych 
badań ciekawa wydaje się informacja o umiejscowieniu 
skramblazy w jądrze komórkowym. Ben-Efraim i wsp. [4] 
wskazują na rolę PLSCR1 jako czynnika transkrypcyjnego 
podczas różnicowania komórek ostrej białaczki promielo-
cytarnej (APL). Godnym odnotowania jest to, że zarów-
no DMSO, jak i witamina D

3
 nie powodowały fosforyla-

cji PKCd i nie wpływały na zahamowanie rozwoju guzów 
z udziałem opisanego szlaku [65].

Cytoszkielet stanowi elastyczny i dynamiczny układ biał-
kowych włókien o zróżnicowanej strukturze. Złożony jest 
z mikrofi lamentów, fi lamentów pośrednich oraz mikrotu-
bul, które wraz z białkami im towarzyszącymi tworzą sieć 
łączącą jądro komórkowe, organella oraz błonę cytopla-
zmatyczną [21]. Cytoszkielet warunkuje utrzymanie kształ-
tu oraz ruch organelli i całej komórki [60]. Wpływa także 
na przekazywanie sygnałów oraz zmiany morfologiczne 
zachodzące podczas proliferacji, różnicowania i transfor-
macji. Każda z klas włókien wchodzących w skład cy-
toszkieletu różni się morfologią oraz składem chemicz-
nym [19,21].

Regulacja struktur cytoszkieletu odbywa się z udziałem 
białek towarzyszących, takich jak ABP, ADF czy MAP. 
W warunkach apoptozy indukowanej różnymi czynnikami 
zaobserwowano zmiany w strukturach białek cytoszkiele-
tu spowodowane m.in. aktywnością kaspaz [10].

2. REORGANIZACJA AKTYNY POD WPŁYWEM RETINOIDÓW I CYTOKIN

Aktyna jest jednym z głównych białek cytoszkieletu. W or-
ganizmach eukariotycznych występuje w komórkach za-
równo mięśniowych jak i niemięśniowych. W komórkach 
ludzkich wyróżniamy 6 postaci aktyny, kodowanych przez 
6 różnych genów [51]. Ze względu na różnice w sekwen-
cji aminokwasowej, opisuje się 6 postaci aktyny m.in. 4 
postacie a-aktyny, występujące w mięśniach poprzecznie 
prążkowanych oraz b i g, charakterystyczne dla komórek 
mięśni gładkich oraz niemięśniowych. Rozróżnia się tak-
że g-aktynę charakterystyczną dla Acanthamoeba [57]. Od 
strony morfologicznej obserwuje się dwie postacie akty-
ny: monomeryczną G-aktynę (globularną) oraz fi brylarną 
F-aktynę. Związanie z G-aktyną ATP zapewnia jej odpo-
wiednią konformację, umożliwiającą oddziaływanie mono-
merów w procesie polimeryzacji. Aktyna umiejscowiona 
jest głównie w części korowej komórki. Filamenty akty-
nowe mogą być również zorganizowane w uporządkowa-
ne, równoległe wiązki zwane włóknami naprężeniowymi. 
Najczęściej jednak występują w postaci krótkich włókie-
nek w warstwie korowej tworząc siateczkę mikrofi lamen-
tów [19,21,28].

W interfazowych komórkach HL-60 obserwowanych w mi-
kroskopie fl uorescencyjnym, aktyna jest widoczna w postaci 
krótkich, cienkich wiązek umiejscowionych w przestrzeni 
między błoną cytoplazmatyczną a jądrem [67]. W komór-
kach, które przyczepiają się do podłoża przybiera postać 
sztywnych włókien, rozciągających się przez całą komór-
kę, z których część jest zakotwiczona do błony komórko-
wej [25]. Natomiast w neutrofi lach polimorfonuklearnych 
(PMN), aktyna istnieje w postaci krótkich cytoplazmatycz-
nych fi lamentów, wiążących na końcach gelsolinę oraz jako 
trójwymiarowa sieć związana z innymi białkami wiążący-
mi aktynę (ABP’s) [64].

Po zadziałaniu kwasu retinowego i dwumetylosulfotlen-
ku (DMSO) naukowcy obserwowali reorganizację aktyny 
[40,47]. Na podstawie dotychczasowych badań wiadomo, 
że w komórkach linii ludzkiej białaczki promielocyto-
wej HL-60 i K-562 różnicowanie w granulocyty wywołu-
ją ATRA, DMSO oraz GM-CSF, natomiast dyferencjację 
w makrofagi powoduje PMA i GM-CSF. Witamina D

3
, ma-

ślan sodu oraz TPA stymulują różnicowanie monocytowo/
makrofagowe [8,16, 23,30,32,43,44,47,52,53, 61] (ryc.1).

Kwas retinowy (RA) pobudza do różnicowania w neutrofi -
le nie tylko komórki linii HL-60, ale także prawidłowe ko-
mórki progenitorowe szpiku oraz komórki ostrej białaczki 
promielocytowej (NB4) [9,63]. Badania Veselskiej i wsp. 
[62] wykazały wpływ kwasu kawowego na różnicowanie 
się komórek HL-60 w granulocyty. Obecność kwasu ka-
wowego w stężeniach 13 μM lub 52 μM w hodowli zawie-
rającej RA, zwiększała liczbę zróżnicowanych komórek. 
Olins i wsp. [47] wykazali, że RA w komórkach HL-60 in-
dukuje ich dojrzewanie, podczas którego następują zmia-
ny w strukturze zarówno jądra jak i cytoplazmy. Komórki 
podczas tego procesu nabywają cech charakterystycznych 
dla granulocytów, m.in. zdolność migracji i apoptozy.

HL-60

PMA
GM-CSF

makrofagi

TPA
Wit. D3

Maślan sodu

monocyty
makrofagi

PMA
ATRA
DMSO
G-CSF

RA

granulocyty

Ryc. 1.  Schemat różnicowania komórek linii HL-60 pod wpływem 
różnych czynników. ATRA – kwas całkowicie trans 
retinowy, DMSO – dwumetylosulfotlenek, G-CSF – czynnik 
stymulujący kolonie granulocytów, GM-CSF – czynnik 
stymulujący kolonie granulocytarno-makrofagowe, 
PMA – 12-octan-13-mirystynianoforbolu, RA – kwas 
retinowy, TPA – 13-octan-12-O-tetradekanoiloforbolu
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Komórki linii HL-60, podobnie jak neutrofi le, podczas róż-
nicowania granulocytowego wykazują rozpad jądra na płaty, 
wzmożoną ekspresję antygenu CD11b, zdolność redukcji 
NBT oraz możliwość fagocytozy. Po chemicznie induko-
wanej dyferencjacji, komórki linii HL-60, w porównaniu 
z neutrofi lami wykazują większy odsetek niedojrzałych 
morfologicznie jąder [47].

Różnicowanie komórek prowadzi do wzrostu całkowitej ilo-
ści aktyny oraz białek z grupy ABP [47,64]. Badania z za-
stosowaniem techniki immunoblotingu wykazały wzrost 
poziomu frakcji F-aktyny o prawie 50% w komórkach pod-
danych działaniu kwasu retinowego. Apoptoza występowała 
po pięciu dniach od wzbogacenia hodowli w kwas retinowy. 
Komórki linii HL-60 w czasie procesu różnicowania mie-
loidalnego wywołanego DMSO, nabyły prawdopodobnie 
na skutek syntezy aktyny de novo, zdolność ruchu towa-
rzyszącą wzrostowi ilości tego białka [27]. Natomiast po 
potraktowaniu komórek HL-60, ATRA i PMA dochodziło 
w nich do spadku ilości aktyny. Zmiany te były prawdopo-
dobnie spowodowane wzrostem ilości ciałek apoptotycz-
nych, świadczących o zaawansowaniu procesów prowa-
dzących do śmierci komórki [63].

Olins i wsp. [47] badając wpływ fMLP na komórki linii 
HL-60 obserwowali polimeryzację aktyny oraz wzrost jej 
ilości w części korowej cytoplazmy. Komórki niezróżnico-
wane nie wykazywały znaczących zmian w wyniku dzia-
łania fMLP. Sham i wsp. [54,55] na podstawie swoich ba-
dań stwierdzili, że komórki linii HL-60 nie były zdolne do 
polimeryzacji aktyny ani do chemotaksji po potraktowaniu 
fMLP i IL-8. Natomiast te same komórki poddane działaniu 
ATRA i DMSO uzyskiwały zdolność polimeryzacji aktyny 
w odpowiedzi na wyżej wymienione czynniki.

Podczas badań z zastosowaniem czynników należących do 
rodziny cytokin – GM-CSF, G-CSF oraz TNF zauważono 
spadek fl uorescencji F-aktyny, co odpowiadało jej depo-
limeryzacji towarzyszącej reorganizacji cytoszkieletu ak-
tynowego podczas różnicowania [15,36]. Związki te łączą 
się z receptorami na powierzchni komórek, które należą do 
klasy receptorów cytokin i nie mają aktywności kinazy ty-
rozynowej [1,3,13,59]. Ligandami tego receptora są także 
hematopoetyna oraz interleukiny 2,5,7,9 i 15. Za wiązanie 
tych czynników odpowiada izoforma receptora IA, charak-
teryzująca się obecnością w domenie zewnątrzkomórkowej 
fragmentu fi bronektynopodobnego typu III, zawierającego 
konserwatywne reszty WS (tryptofan-seryna). Segment we-
wnątrzkomórkowy ma zdolność oddziaływania z cytopla-
zmatycznymi kinazami tyrozynowymi. Istnieje kilka dróg 
transdukcji sygnału z udziałem wspomnianych białek. Na 
nich opiera się aktywacja kinaz Jak (kinazy Janusa), które 
fosforylują białka z grupy Stat (signal transducer and ac-
tivator of transcription) [7]. Ufosforylowany czynnik Stat 
dimeryzuje i trafi a do jądra komórkowego, gdzie powoduje 
transaktywację wybranych genów np. kodujących podjed-
nostkę receptora Fcg. Receptory niemające własnej aktyw-
ności kinazowej pobudzają ekspresję genów c-myc, c-fos, 
c-jun z udziałem kinaz Syk lub LcK zaliczanych do gru-
py c-Src. W podobny sposób na komórkę wpływa TNF. Po 
związaniu liganda receptor ulega trimeryzacji, a proces ten 
zachodzi z udziałem dwóch białek towarzyszących recep-
torowi: TRAF 1 i TRAF 2. Aktywacja tego receptora sty-
muluje szlak sfi ngomielinowy. Aktywność sfi ngomielinazy 

prowadzi do powstania ceramidu regulującego funkcje fos-
fataz i kinaz aktywowanych ceramidem. Oba enzymy odpo-
wiadają za modulację aktywności czynnika transkrypcyj-
nego NF-kB indukując tym samym różnicowanie komórek. 
Aktywacja fosfolipazy D (PLD) przez ceramid wprowadza 
komórkę w proces apoptozy [45]. Chodniewicz i Zhelev [11] 
w toku swoich doświadczeń zaobserwowali polimeryzację 
aktyny w ludzkich neutrofi lach stymulowaną GM-CSF lub 
insuliną. Autorzy zaproponowali model, w którym przeka-
zanie sygnału z powierzchni komórki wiedzie przez dwa 
niezależne szlaki kinazy Src, Rho, ROCK i PKA lub ki-
nazę białkową C wymagającą hydrolizy IP

2
.

Veselska i wsp. [62,63] oceniali dynamikę zmian cytosz-
kieletu w komórkach linii HL-60 inkubowanych w obecno-
ści ATRA i PMA na podstawie intensywności fl uorescencji 
F-aktyny. Obserwowali przekształcanie się regularnej sie-
ci mikrofi lamentów aktynowych w skupiska aktyny, które 
w późniejszych etapach tworzyły w cytoplazmie sieć dłu-
gich włókien. Autorzy ci uważają, że te struktury odgrywają 
rolę w powstawaniu pączków apoptotycznych i mają wpływ 
na dezintegrację komórek w ciałka apoptotyczne. Podczas 
różnicowania w granulocyty i makrofagi cytoszkielet akty-
nowy nie podlegał żadnym znaczącym zmianom struktural-
nym w komórkach obecnych w zawiesinie, jednakże nieprzy-
czepionych do podłoża. Natomiast w komórkach, które na 
skutek zróżnicowania przyczepiły się do podłoża, zaobser-
wowano charakterystyczną przebudowę fi lamentów aktyno-
wych. W tym wypadku aktyna formowała bardzo regularną 
sieć z dużą ilością drobnych skupień, tworząc w niektórych 
komórkach większe agregaty. Jądra komórek różnicujących 
się pod wpływem ATRA wykazywały cechy apoptozy. Sieć 
aktynowa w tych komórkach była całkowicie zniszczona, jed-
nakże komórki nie rozpadały się na ciałka apoptotyczne.

3. ZMIANY W STRUKTURZE FILAMENTÓW POŚREDNICH PODCZAS 
RÓŻNICOWANIA KOMÓREK

Filamenty pośrednie zostały zaobserwowane w połowie lat 
60 ub.w. [5]. Uzyskały swoją nazwę ze względu na wymiar 
ich poprzecznego przekroju, który mieści się pomiędzy 
średnicą mikrofi lamentów i mikrotubul. Filamenty pośred-
nie wydają się pod względem morfologicznym jednorod-
nym systemem, jednakże biorąc pod uwagę ich skład che-
miczny wykazują dużą różnorodność. U ludzi co najmniej 
65 genów koduje białka wchodzące w skład fi lamentów po-
średnich [48]. Ze względu na rozmieszczenie tkankowe oraz 
skład białkowy fi lamenty pośrednie dzielimy na: keraty-
nowe (cytokeratyny), desminowe, wimentynowe, glejowe 
oraz neurofi lamenty. Pierwsze z nich występują w komór-
kach nabłonkowych pochodzenia ekto- i endodermalnego. 
Filamenty desminowe zaobserwowano zarówno w komór-
kach mięśniowych jak i niemięśniowych, natomiast struk-
tury wimentynowe tylko w komórkach niemięśniowych po-
chodzenia mezodermalnego. Filamenty glejowe to struktury 
obecne w komórkach glejowych pochodzenia neuroekto-
dermalnego, a neurofi lamenty wykryto tylko w neuronach. 
Do wielogenowej rodziny białek należą także m.in. laminy 
(główny składnik blaszki jądrowej), nestyny (cewa nerwo-
wa) oraz peryferyny (neurony obwodowe) i interneksyny 
(ośrodkowy układ nerwowy) [6]. Zmiany w organizacji fi -
lamentów pośrednich mogą być związane ze zmianą funk-
cjonowania komórki, połączeniami pomiędzy fi lamentami 
pośrednimi oraz stanem chorobowym [34].
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System fi lamentów pośrednich jest ściśle powiązany z po-
zostałymi białkami cytoszkieletu [49]. Zapadanie się fi la-
mentów wimentynowych w regionie okołojądrowym pod-
czas działania na komórki mezenchymatyczne kolchicyną, 
sugeruje ich ścisły związek z systemem mikrotubul [2].

Zmiany ekspresji wimentyny oraz innych białek wchodzą-
cych w skład cytoszkieletu, były opisywane podczas badań 
z użyciem linii komórkowych różnicujących się zarówno 
w kierunku granulocytów, jak i monocytów [9,47].

W komórkach linii HL-60 wimentyna wykazuje niski po-
ziom ekspresji i znaczne rozproszenie [19]. W wyniku dzia-
łania kwasu retinowego rozproszona w komórkach kon-
trolnych wimentyna organizuje się w sieć fi lamentów [40]. 
Przeprowadzone kilka lat później badania Olinsa i wsp.[47] 
wskazują, że działanie RA na linię komórek HL-60/S4 (klon 
wrażliwy na RA) przez okres 4 dni spowodowało drastyczny 
spadek (około 95%) ilości wimentyny. Analiza obecności 
tego białka z zastosowaniem immunoblotingu potwierdziła 
wyniki uzyskane w immunofl uorescencji [47]. Takahashi 
[58] badając wpływ RA na komórki HL-60 wykrył frak-
cję fi lamentów wimentynowych rozpuszczalną w buforze 
z dodatkiem Tritonu, sugerując silne połączenie laminy B 
z badanym białkiem. Przeprowadzone w latach później-
szych badania ujawniły korelację dwóch fi lamentów po-
średnich: wimentyny i laminy. Po zadziałaniu kwasem re-
tinowym następuje spadek ilości zarówno lamin A, B1, C, 
jak i wimentyny [46]. Wyniki tych prac pozwalają na wy-
sunięcie wniosku, że RA powoduje degradację wimentyny 
oraz wpływa na jej organizację w sieć fi lamentów, głów-
nie w pobliżu jądra komórkowego.

W czasie doświadczenia z użyciem TPA zaobserwowano 
w komórkach linii białaczek ludzkich rozwój sieci włókien 
o podobnym układzie jak w monocytach i makrofagach. 
Dellagi [14] badając wpływ TPA na komórki linii HL60 
oraz U937 zauważył bogatą sieć podobną do sieci w pra-
widłowych monocytach. TPA powodował wzrost funkcjo-
nalnego transkryptu, natomiast spadek ekspresji mRNA był 
uzależniony od stężenia ATRA. Wzrost ilości wimentyny 
pod wpływem działania TPA zaobserwował także w swo-
ich badaniach Olins i wsp. [46]. Tak jak i w przypadku 
opisywanego wcześniej działania RA na ilość wimentyny 
i laminy tak i po zadziałaniu TPA widać zależność mię-
dzy tymi białkami. Jednakże pod wpływem estrów forbo-
lu zarówno ilość wimentyny jak i lamin A, B1 i C gwał-
townie rośnie [46].

Badania ekspresji genu wimentyny w komórkach linii 
HL-60, a także NB4 podczas różnicowania indukowane-
go RA wskazują na obniżoną jego ekspresję, natomiast 
w wyniku działania estrami forbolu poziom ekspresji genu 
zwiększał się [50]. Doświadczenia ostatnich lat ujawni-
ły jednak, że preinkubacja komórek linii HL-60 z PDTC 
(ditiokarbaminian pirolidyny) powoduje zahamowanie 
działania TPA. Miejsce wiążące NFkB jest umiejscowio-
ne w regionie promotora genu kodującego wimentynę, 
a więc ekspresja wimentyny jest regulowana z udziałem 
NFkB. Aktywność NFkB jest regulowana przez status ok-
sydacyjno-redukcyjny komórki zależny od jonów metali. 
Koordynacyjne związanie Fe2+ przez PDTC blokuje tran-
skrypcyjną funkcję NFkB, co z kolei wpływa na obniże-
nie syntezy mRNA wimentyny [66].

Ekspresję genu wimentyny badano również w innych li-
niach komórkowych. W cytoplazmie komórek K-562 nie-
traktowanych czynnikami pobudzającymi różnicowanie, 
występowały typowo skręcające się spiralnie wiązki wi-
mentyny i cytokeratyny (keratyny). Po trzech dniach ho-
dowli w obecności TPA ilość wimentyny i cytokeratyny 
znacznie wzrastała, a oba białka występowały w posta-
ci dużych sferycznych agregatów oraz włókien [29]. 
ATRA wpływał na gęstość sieci i kierunkowość włókien. 
Komórki NB4 inkubowane z ATRA wykazywały wzrost 
zdolności do migracji. Badania te wskazują, że reorgani-
zacja sieci wimentynowej i ekspresja tych białek jest ści-
śle kontrolowana przez regulację właściwości mechanicz-
nych tych komórek podczas różnicowania neutrofi li [9]. 
Opisanej tendencji nie zaobserwowano podczas różnico-
wania w erytrocyty [42].

4. WPŁYW CZYNNIKÓW RÓŻNICUJĄCYCH NA MIKROTUBULE

Głównym białkiem budującym mikrotubule jest tubuli-
na. Wraz z pozostałymi elementami cytoszkieletu dyna-
micznie uczestniczy w przestrzennej organizacji cytopla-
zmy, jest także ważnym białkiem wrzeciona mitotycznego. 
Podjednostką strukturalną mikrotubul jest heterodimer zbu-
dowany z cząsteczek a i b tubuliny. Dimery te następnie 
tworzą długie protofi lamenty budujące ściany mikrotubuli. 
Mikrotubule są strukturami bardzo wrażliwymi na działa-
nie takich alkaloidów, jak kolchicyna, winblastyna i win-
krystyna. [18,20,22,35].

W komórkach interfazowych sieć mikrotubul ma swój po-
czątek w okołojądrowym regionie MTOC (microtubule 
organizing center). Włókna, w zależności od typu komó-
rek, mogą być pojedyncze lub tworzące równoległe wiązki 
ułożone wzdłuż długiej osi wypustek cytoplazmatycznych. 
W cytoplazmie zaobserwowano także pojedynczo rozpro-
szone tubule [47]. W komórkach linii HL-60 wyznakowana 
tubulina wykazywała niewielką fl uorescencję i była rów-
nomiernie rozproszona w cytoplazmie. W niezróżnicowa-
nych komórkach HL-60, mikrotubule były zorganizowane 
w charakterystyczną sieć rozpościerającą się pod błoną ko-
mórkową. Sieć ta była zbudowana z bardzo długich włó-
kien rozchodzących się z MTOC. Podczas mitozy wrzecio-
no podziałowe pozostawało niezmienione [20,22].

W komórkach linii HL-60 po indukcji różnicowania granu-
locytowego kwasem retinowym nastąpił wzrost liczby wią-
zek tubuliny [47]. W celu wykazania, że przebudowa skład-
ników cytoszkieletu jest związana z różnicowaniem, a nie 
z działaniem RA zastosowano analizę porównawczą roz-
kładu białek cytoszkieletu w komórkach HL-60, HL-60/S4 
(klon wrażliwy na RA) oraz HL-60/R3 (klon o obniżonej 
wrażliwości na RA). W komórkach linii HL-60/S4 tubu-
lina, podobnie jak w komórkach niezróżnicowanych, wi-
doczna była w okolicach jądra. Po dodaniu do hodowli 
RA, mikrotubule ulegały wydłużeniu, a region centroso-
malny układał się dystalnie względem jądra podzielone-
go na płaty. W komórkach niezróżnicowanych a-tubulina 
występowała w postaci owalnej sieci mikrotubularnej roz-
ciągającej się od jądra do proksymalnie położonego obsza-
ru centrosomalnego [47]. W makrofagach przyczepionych 
do podłoża mikrotubule miały wygląd sieci równomiernie 
rozmieszczonych wiązek w cytoplazmie, skumulowanych 
głównie w regionie perinuklearnym [63].
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TPA odpowiedzialny za różnicowanie komórek białaczki 
w monocyty, powodował fosforylację jednej z reszt tyro-
zyny w cząsteczce tubuliny. Następstwem tej reakcji była 
reorganizacja mikrotubul [33].

Veselska i wsp.[63] opisali przebudowę mikrotubul podczas 
apoptozy w komórkach linii HL-60 pobudzonych ATRA 
i PMA do różnicowania granulocytowego. Zaobserwowano, 
iż różnicom intensywności fl uorescencji odpowiadała prze-
budowa strukturalna mikrotubul. Zauważono także wzrost 
liczby komórek apoptotycznych oraz spadek liczby komó-
rek o prawidłowych rozmiarach. Podobnie jak w wypadku 
aktyny, w końcowo zróżnicowanych komórkach zaobser-
wowano rozpad tubuliny podczas apoptozy.

Apoptoza w badanych komórkach była procesem towarzyszącym 
różnicowaniu. Wśród komórek ulegających apoptozie można 
wyróżnić trzy typy rozmieszczenia mikrotubul w komórce: 
•  sporadycznie widziane komórki o zachowanej strukturze 

mikrotubul i zawierające jądro z cechami apoptozy,
•  komórki z zupełnie zdepolimeryzowanymi mikrotubu-

lami, o jądrze apoptotycznym i nietkniętą błoną cyto-
plazmatyczną oraz cytoplazmą,
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