Postepy Hig Med Dosw. (online), 2009; 63: 213-224 www.phmd.pl

e-ISSN 1732-2693

Received:  2008.12.15
Accepted:  2009.04.17
Published: 2009.05.07

Review

Wspotczesne metody detekcji cytokin - real time
PCR, ELISPOT oraz technika wewnatrzkomorkowego
barwienia cytokin

Novel methods of cytokine detection: Real-time PCR,
ELISPOT, and intracellular cytokine staining

Eliza Turlej

Laboratorium i Zaktad Immunologii Klinicznej, Instytut Inmunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN im. Ludwika
Hirszfelda we Wroctawiu

Stowa kluczowe:

Streszczenie

Cytokiny sa matymi hormonopodobnymi biatkami warunkujacymi prawidiowe funkcjonowanie
uktadu odpornosciowego. Reguluja proliferacje i réznicowanie komoérek, wptywaja na zacho-
dzace w organizmie procesy krwiotworzenia oraz funkcjonuja jako mediatory reakcji zapalnych
i odpornosciowych.

Zaburzenia poziomu cytokin sa widoczne w licznych chorobach np. posocznicy, zmianach jelit
o charakterze zapalnym, chorobach autoimmunizacyjnych, a takze w chorobie przeszczep prze-
ciw biorcy.

Detekcje cytokin mozna przeprowadzi¢ w warunkach in vivo, in vitro lub ex vivo. Istnieje wiele
metod mierzacych ilo§¢ wydzielonej cytokiny np. test immunoenzymatyczny ELISA oceniaja-
cy sekrecje w surowicy lub w supernatantach uzyskanych po hodowli stymulowanych komoérek,
techniki okreslajace poziom cytokin w komérce (barwienie immunohistochemiczne, ELISPOT,
wewnatrzkomoérkowe barwienie cytokin) oraz metody oceniajace sekrecj¢ na poziomie mRNA
(technika RPA, hybrydyzacja in situ, Northern-blot PCR w czasie rzeczywistym).

Sposréd wyzej wymienionych metod najszersze zastosowanie maja ELISPOT, metoda wewnatrz-
komorkowego barwienia potaczona z odczytem cytometrycznym oraz PCR w czasie rzeczywi-
stym. Potaczenie metody wewnatrzkomérkowego barwienia z analiza cytometryczng, podobnie
jak 1 detekcja cytokinowego mRNA na skrawkach tkankowych badZ w zawiesinie komérkowej,
daje mozliwos$¢ oceny populacji komérek odpowiedzialnych za wydzielanie badanej cytokiny.
Metody te maja duze zastosowanie kliniczne np. przy szacowaniu skutecznosci szczepionek i le-
czenia w schorzeniach nowotworowych, a takze w diagnostyce bakteriologicznej, wirusologicz-
nej i pasozytnicze;j.

cytokina ¢ limfocyty T « PCR w czasie rzeczywistym ¢ ELISPOT ¢ wewnatrzkomérkowe
barwienie cytokin

Summary

Cytokines are small hormone-like proteins that play important roles in immune system control.
Cytokines regulate the proliferation and differentiation of cells and hematopoiesis and act as me-
diators in the inflammatory reaction. Changes in cytokine levels are found in many diseases, such
as sepsis, bowel inflammatory disease, autoimmune diseases, as well as graft-versus-host dise-
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ase. Cytokines levels can be detected using in vivo, in vitro, and ex vivo techniques. The level of
cytokine produced can be measured by immunoenzymatic test (ELISA) in supernatant after cell
culture with the addition of stimulant and in plasma by techniques that measure the level of cy-
tokine secretion in cells (e.g. immunohistochemical staining, ELISPOT, and intracellular cyto-
kine staining), and by molecular biological methods (RPA, real-time PCR, in situ hybridization,
and Northern blot). Detection of cytokine mRNA in tissues is useful in the direct determination
of heterogenic populations of cytokine-producing cells. Nowadays the most frequently used me-
thods for measuring cytokine level are ELISPOT, intracellular cytokine staining with flow cyto-
metry detection, and real-time PCR. These methods have an important clinical role in vaccine
efficacy, in viral, bacterial, and verminous diagnostics, and in determining the efficacy of cancer
treatment.
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WPROWADZENIE

protein 1); APC - komorki prezentujace antygen (antigen presenting cells); BSA - ptodowa
surowica cieleca (bovine serum albumin); CCCA - (cinncinati cytokine capture assay); CD - marker
réznicowania (cluster of differentation); eDNA - komplementarne DNA (complementary DNA);
ELISA - testimmunoenzymatyczny (enzyme - linked immunosorbent assay);

ELISPOT - (enzyme-linked immunosorbent spot assay); HIV - ludzki wirus niedoboru odpornoSci
(human immunodeficiency virus); HLA - ludzkie antygeny uktadu zgodnoSci tkankowej (human
leukocyte antigen); HRP - peroksydaza chrzanowa (horseradish peroxidase);

ICS - wewnatrzkomérkowe barwienie cytokin (intracellular cytokine staining); INFy - interferon
gamma (interferon gamma); IL - interleukina (interleukin); LDA - metoda ograniczonych rozcienczen
(limitting dilution assay); MHC - gtowny uktad zgodnoSci tkankowej (major histocompatibility
complex); MUC1 - antygen zwigzany z guzem, ktérego ekspresja widoczna jest na brzegach
prawidtowego epitelium (mucin 1); mQ - mili om; mRNA - matrycowe RNA, informacyjny kwas
rybonukleinowy stanowigcy matryce do syntezy biatka w procesie translacji (messenger RNA);
NFAT - jadrowy czynnik aktywowanych limfocytow T, uczestniczacy w aktywacji transkrypcji licznych
gendw, ktorych produkty biorg udziat w odpowiedzi immunologicznej (nuclear factor of activated T
cell); NF-xB - czynnik jadrowy pierwotnie uwazany za czynnik wymagany przy transkrypcji genéw
tafncucha lekkiego x w immunoglobulinach wydzielanych przez limfocyty B (nuclear factor kappa B);
NK - komorki ,naturalni zabéjcy“(natural killers); PBS - buforowana sl fizjologiczna (phosphonate
buffer saline); PHA - fitohemaglutynina (phytohaemagglutinin); PMA - octan mirystynianu forbolu
(phorbol myristate acetate); PCR - tancuchowa reakcja polimerazy (polymerase chain reaction);
PWM - mitogen szkartatni (pokeweed mitogen); RNA - kwas rybonukleinowy (ribonuclease acid);
RPA - technika iloSciowej oceny mRNA (RNA-se protection assay); TCR - receptor limfocytéw T (T
cell receptor); TNF-o. - czynnik martwicy nowotworu (tumor necrosis factor); TNFR - nadrodzina
receptoréw czynnika martwicy nowotworéw (tumor necrosis factor-receptor).

tygendw, wplywaja na procesy réznicowania si¢ komodrek

w szpiku i na ekspresje czasteczek adhezyjnych [9,30,73].

Cytokiny sa matymi hormonopodobnymi biatkami odpowia-
dajacymi za funkcjonowanie uktadu odpornosciowego, od-
dzialujacymi na neutrofile, monocyty, limfocyty oraz eozy-
nofile, uczestniczacymi w regulacji proceséw odpornosci
i stanéw zapalnych. Cytokiny biora udziat w prezentacji an-

Cechg charakterystyczng cytokin jest ich zdolnos¢ do wpty-
wania na rézne typy komorek i wywotywania w tych komor-
kach odmiennych dziatari. Cechg t¢ okresla si¢ mianem ple-
jotropii. Przyktadem jest interleukina 6, ktéra oddziatuje na
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limfocyty B i powoduje ich przeksztatcenie w komorki pla-
zmatyczne, wytwarzajace immunoglobuliny, a ponadto ak-
tywuje limfocyty T i w obecnosci IL-2 indukuje tworzenie
limfocytéw cytotoksycznych. Interleukina 6 w warunkach
in vitro indukuje dojrzewanie megakariocytéw oraz wzrost
liczby ptytek w warunkach in vivo [33,43]. Inng istotna ce-
cha jest ich zdolnos¢ do wywotywania jednakowego efektu.
Zdolnos¢ tg okresla si¢ mianem redundancji. Cytokiny moga
oddziatywaé na komoérki synergistycznie, co zwigksza dzia-
fanie okreslonej interleukiny lub antagonistycznie, co osta-
bia dziatanie. Ponadto cytokiny maja zdolnos$¢ do indukcji
kaskady dodatnich i ujemnych sprzgzen zwrotnych.

Moga oddziatywaé na komoérki autokrynnie (oddziatuja
wtedy na komorke, przez ktéra zostalty wydzielone), para-
krynnie (oddziatuja na sasiednig komérke w stosunku do
komorki wydzielniczej) oraz endokrynnie (oddziatuja na
komorki znajdujace si¢ w innych narzadach).

Detekcja cytokin moze by¢ prowadzona w warunkach ex
vivo, in vivo lub in vitro.

Badania prowadzone w warunkach in vivo pozwalaja na
uzyskanie aktualnych danych dotyczacych obecnosci cy-
tokiny w organizmie, podczas gdy badania wykonywane
w warunkach ex vivo i in vitro wymagaja wczesniejszej
stymulacji komoérek wytwarzajacych okreslona cytoking,
co w duzej mierze ogranicza wartos$¢ uzyskanego wyniku.
Czesto wykorzystywana do stymulacji prowadzonej w wa-
runkach ex vivo substancja stymulujaca monocyty i ma-
krofagi jest endotoksyna. Oprécz niej wykorzystuje si¢ do
tego celu lektyny, przeciwciata skierowane przeciwko lim-
focytom T oraz superantygeny [2]. Nierzadko zdarza sig,
ze wytwarzanie cytokiny w warunkach ex vivo, w komor-
kach uprzednio poddanych immunizacji zwierzat, wyka-
zuje nizszy poziom od osiaganego w rzeczywistosci, pro-
wadzac do konieczno$ci ponownej stymulacji komoérek
immunologicznych mitogenem albo antygenem, co wia-
ze sig z wykorzystaniem kolejnej grupy zwierzat do prze-
prowadzenia eksperymentu [6].

Okreslenie poziomu ekspresji cytokin w zywym organi-
zmie jest mozliwe wieloma réznymi metodami np.: przez
pomiar poziomu cytokiny w surowicy lub w supernatan-
cie uzyskanym po hodowli komérek testem immunoen-
zymatycznym (ELISA), pomiar poziomu cytokiny w ko-
morkach metodami histochemicznymi, cytometrycznymi
i technikg ELISPOT, badz tez metodami mierzacymi po-
ziom cytokinowego mRNA, takimi jak Northern-blot czy
PCR w czasie rzeczywistym [52].

Test ELISA stuzy do wykrywania okreslonych biatek w ba-
danym materiale przy zastosowaniu przeciwcial mono-
lub poliklonalnych skoniugowanych z enzymem. Odmiana
tej techniki jest ,.test podwojnego wigzania” (,,sandwich
ELISA” czyli ,.kanapkowa ELISA”), bardzo podobny do
metody ELISPOT opisanej w nastepnym rozdziale. ,,Test
podwdjnego wiagzania” moze by¢ wykonany metoda po-
Srednia lub bezposrednia. W metodzie bezposredniej, bada-
ny antygen wykrywa si¢ stosujac pojedyncze przeciwciato
znakowane enzymem, natomiast w posredniej wykorzystu-
je sig pierwszo- i drugorzedowe przeciwciata, przy czym
znakowane enzymem jest dopiero drugorzedowe przeciw-
ciato, rozpoznajace okreslony izotyp przeciwciat pierwsze-

go rzedu. Zaleta posredniej metody wykrywania antygenu
jest mozliwos¢é wykorzystania réznych przeciwciat pier-
wotnych bez koniecznosci ich znakowania. Istnieje row-
niez mozliwos¢ wykrycia przeciwcial za pomoca okre-
Slonego antygenu, jednak wylacznie przy wykorzystaniu
do tego celu testu posredniego. Aby wykry¢ przeciwcia-
1a fazg stala nalezy optaszczy¢ antygenem, a nast¢pnie na
tak przygotowane podtoze nanies¢ surowicg pacjenta. Po
inkubacji i wyptukaniu niezwiazanych przeciwcial, dodaje
si¢ albo drugorzedowe przeciwciato albo wyznakowany li-
gand. Dziatania tego typu pozwalaja nie tylko na wykrycie
przeciwciata, ale nawet na okreslenie ich klasy, co z kolei
dostarcza cennych danych epidemiologicznych.

Ograniczeniem testu ELISA jest niemozno$¢ uzyskania in-
formacji dotyczacej liczby oraz fenotypu komérek wytwa-
rzajacych badang cytoking. Taka mozliwos¢ daje jednak
ocena sekrecji cytokiny stymulowanej lektyna lub antyge-
nem, gdyz wytwarzana interleukina jest zatrzymywana na
powierzchni komérek przez czasteczke dwuswoistego prze-
ciwciala ztozonego ze skoniugowanej pary monoklonal-
nych przeciwcial. Fizyczng izolacj¢ okreslonej subpopula-
cji komérek wydzielajacych cytoking (np. komérek CD45%)
umozliwia dodanie paramagnetycznych kulek skoniugowa-
nych z przeciwcialem antycytokinowym réwniez wyznako-
wanym barwnikiem fluorescencyjnym [18,49].

Badania immunohistochemiczne wykonywane na skraw-
kach tkankowych pozwalaja na oceng lokalizacji ekspre-
sji cytokin w skorze, dziastach, jelicie grubym, nerce, mo-
zgu oraz guzach [29]. Metody immunochemiczne polegaja
na wykrywaniu sktadnikéw komérkowych w oparciu o re-
akcje antygen-przeciwcialo. Zwykle wykrywa sig¢ antygen
uzywajac swoistych przeciwcial, znacznie rzadziej stoso-
wana odmiang reakcji jest przypadek, w ktérym wykrywa
si¢ w tkance przeciwciata za pomoca znakowanego anty-
genu. Pierwsze reakcje immunocytochemiczne prowadzo-
no z wykorzystaniem przeciwciat znakowanych flourochro-
mami (np. izotiocyjanianem fluoresceiny), ktére stopniowo
zastgpowano innymi znacznikami (np. enzymami — pe-
roksydaza chrzanowa czy fosfataza alkaliczna; biatkami
zawierajacymi w swojej strukturze czasteczke metalu —
ferrytyna czy ztotem koloidalnym). Poza tym pracowano
nad wdrozeniem nowych technik, dzigki ktérym uzyskano
zwiekszenie czutosci i swoistosci badan. Do takich tech-
nik naleza: metody posrednie, metoda PAP (wykorzystu-
jaca nieznakowane przeciwciata), metoda ABC (wykorzy-
stujaca uktad awidyna — biotyna), przeciwciata znakowane
digoksygening oraz metoda wykorzystujaca biatko A po-
taczone ze ztotem koloidalnym [72]

Metopa ELISPOT (ENZYME-LINKED IMMUNOSPOT ASSAY)

Pierwotnie technik¢ ELISPOT wykorzystywano do detekcji
pojedynczych limfocytéw B wytwarzajacych przeciwcia-
ta skierowane przeciwko swoistemu antygenowi. PdZniej
metode t¢ wykorzystano do detekcji komdrek wydzielaja-
cych okreslona cytoking [58].

Metoda ELISPOT jest bardzo podobna do kanapkowej od-
miany testu ELISA. ELISPOT stanowi potaczenie techniki
immunoenzymatycznej fazy stalej z krétkoterminowa ho-
dowla komoérkowa trwajaca od kilku godzin do kilku dni.
Przebieg badania przedstawiono na ryc 1.
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Ryc. 1. Zasada metody ELISPOT; *y — przeciwciato, @ — antygen, M, -
biotynylowane przeciwciato wtéme, & — enzym, € — substrat
enzymu, @ — barwny produkt reakdji
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Procedure rozpoczyna si¢ oplaszczeniem dotkéw ptytki
mono- lub poliklonalnym przeciwciatem swoistym dla ba-
danej cytokiny. W nastgpnym etapie przeciwciata umiesz-
czone na ptytce blokuje si¢, zazwyczaj uzywajac do tego
celu surowiczego biatka, dobranego w taki sposéb, aby
nie wchodzito w reakcj¢ z zadnym przeciwcialem wyko-
rzystywanym w analizie (1,2). Do tak przygotowanej ptyt-
ki dodaje si¢ badany materiat antygenowy w taki sposéb,
aby uzyskac rézne stgzenia komoérek w kolejnych dotkach
ptytki (3). Calos¢ inkubuje si¢ w temperaturze 37°C w at-
mosferze dwutlenku weggla w okreslonym czasie. Cytokina
wytwarzana przez zaktywowane komorki jest wychwyty-

Tabela 1. Podobieristwa i réznice miedzy metodami ELISA i ELISPOT [63]

wana przez przeciwciata optaszczone na powierzchni dot-
kow ptytki (4).

Przed dodaniem poliklonalnego biotynylowanego przeciw-
ciala swoistego dla cytokiny dotki ptytki ptucze sig, aby
usunaé pozostatosci medium hodowlanego oraz niezwia-
zane komorki. Wtérne biotynylowane przeciwciato, wy-
znakowane enzymem, wiaze si¢ z kompleksem antygen —
przeciwciato pierwotne (5). Nastgpnie dodaje si¢ substrat
dla enzymu zwigzanego z przeciwciatem, ktéry w wyniku
reakcji przechodzi w barwny produkt (6). Najczesciej sto-
sowanym enzymem jest peroksydaza chrzanowa, dla ktdrej
substratem jest nadtlenek wodoru lub tetrametylobenzydyna,
fosfataza alkaliczna (substrat: fosforan p-nitrofenolu) oraz
oksydaza glukozowa (substrat: kwas 5-aminosalicylowy)
[17]. W miejscu reakcji tworzg si¢ barwne plamki ciemne-
go koloru. Pojedyncza plamka odpowiada jednej, wydzie-
lajacej cytoking komérce. Plamki mozna zliczaé metoda
automatyczng z wykorzystaniem czytnikéw plytek lub ma-
nualnie z wykorzystaniem stereomikroskopu [58].

Wynik analizy przeprowadzonej technika ELISPOT jest
uzalezniony od miejscowego stezenia cytokin, jakie wy-
stgpuje w poblizu komoérek odpowiedzialnych za sekrecje.
Jest to metoda 10-200 razy czulsza od analizy sekrecji pro-
wadzonej metoda ELISA [56]. Wady i zalety obydwu tech-
nik przedstawia tabela 1.

Obecnie wykorzystuje si¢ ja do analizy limfocytéw T swo-
istych dla antygenéw zwiazanych z komérkami czerniaka

ELISA

ELISPOT

Wynik badania

odzwierciedla stezenie badanej cytokiny
wydzielonej przez wszystkie komérki w nadsaczu

odzwierciedla liczbe komdrek, ktéra wytworzyta
badana cytoking

konsumpcja analizowanego biatka przez komorki
z hodowli powoduje uzyskanie btednych

Fatszywe wyniki badania

konsumpcja analizowanego biatka przez komorki
z hodowli nie ma wptywu na wynik analizy

wynikéw
. Swieze i krioprezerwowane komérki Swieze i krioprezerwowane komorki
Materiat
mononuklearne mononuklearne
s opfaszczanie przed rozpoczeciem hodowli w optaszczanie przed rozpoczeciem hodowli na
Przeciwciata pierwotne : e !
dodatkowej ptytce sorpcyjnej ptytce hodowlanej
o ) opfaszczanie po zakoriczeniu hodowli w optaszczanie po zakoriczeniu hodowli na plytce
Przeciwciata wtérne ) L .
dodatkowej ptytce sorpcyjnej hodowlanej
Detekcja biatka detekcja przez reakcje immunoenzymatyczngna  detekcja przez reakcje immunoenzymatyczng

osobnej ptytce sorpcyjnej

bezposrednio na ptytce hodowlanej

Zatrzymanie reakcji barwnej

zmiana wartosci pH spowodowana dodaniem
kwasu siarkowego

optukanie i osuszenie ptytki

Urzadzenie pomiarowe

czytnik do testu ELISA (fotometr)

czytnik do testu ELISPOT ztozony z kamery oraz
programu do analizy uzyskanego obrazu

Wynik

ilosciowy — stezenie cytokiny uzyskuje sie przez

pomiar ekstynkgji, a nastepnie odczytanie wyniku

z krzywej kalibracyjnej

ilo$ciowy — uzyskany obraz stanowig plamki,
a kazda plamka odzwierciedla pojedyncza
komérke wydzielajaca cytokine

Przesytanie ptytek do analizy

nie ma mozliwosci wystania probki do analizy

istnieje mozliwos¢ wystania probki do analizy

Powtdrna analiza

mozliwa do kilku godzin od zakoficzenia
procedury

mozliwa do kilku miesiecy od zakoriczenia
procedury
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Tabela 2. Przyktady mitogendw stosowanych do stymulacji proliferagji
limfocytow TiB [61]

Limfocyty T Limfocyty B LimfocytyTiB
Fitohemaglutynina  Lipopolisacharyd ~ mitogen szkartatki
(PHA — Phaseolus ~ (LPS —Escherichia ~ (PMW —Phytolacca
vulgaris) coli) americana)
Konkanawalina
A (Con
A - Canavalia
ensiformis)

Ester forbolu
(PMA — zwigzek
syntetyczny)

(gléwnie przy ocenie skutecznosci opracowanych szcze-
pionek), w badaniach nad limfocytami T swoistymi dla cy-
tomegalowirusa u pacjentéw, u ktérych wykazano reakty-
wacje tego wirusa, przy detekcji limfocytéw B swoistych
idiotypowo u oséb cierpiacych na szpiczaka mnogiego,
a takze przy oznaczaniu poziomu interferonu y u 0séb cho-
rujacych na gruZzliceg, u ktérych czynnikiem stymulujacym
komorki do wytwarzania cytokiny sa peptydy izolowane
z Mycobacterium tuberculosis [3,15,35,67].

Szacowanie czgstosci limfocytéw T swoistych dla peptydu
wymaga przeprowadzenia w warunkach in vitro hodowli,
w ktérej limfocyty T sa stymulowane peptydem z wykorzy-
staniem komorek prezentujacych peptyd (APC) [41].

Metoda ELISPOT moze by¢ taczona z metoda ograniczo-
nych rozciericzen (LDA — limiting dilution assay). Zaleta
stosowania tego ,,potaczenia” jest brak koniecznosci klo-
nowania komoérek i mozliwos¢ oceny pojedynczej komor-
ki w populacji w oparciu o oceng wytwarzania danej cy-
tokiny w wybranym okresie czasu [11].

Metoda ELISPOT jest stosowana do monitorowania odpowie-
dzi immunologicznej u pacjentéw cierpiacych na nowotwory,
poddawanych immunoterapii, podczas infekcji i choréb auto-
immunologicznych, a takze do monitorowania skutecznosci
szczepionek przeciwko HIV, wirusowemu zapaleniu watro-
by, cholerze, p6tpascowi, grypie i malarii [10,16,63].

ELISPOT jest z powodzeniem stosowany w wykrywaniu
swoistej odpowiedzi immunologicznej na antygeny kretka
bladego (Treponema pallidum). Jest niezastapiona metoda
w immunologii onkologicznej, diagnostyce reumatologicz-
nej i diabetologii do oceny funkcji komérek cytotoksycz-
nych skierowanych przeciwko wyspom trzustkowym.

Metoda ELISPOT znalazta zastosowanie réwniez w aler-
gologii, w diagnostyce skazy atopowej, wyprysku atopowe-
go, alergii pokarmowej, w ocenie skutecznosci immunote-
rapii oséb uczulonych na jad owadéw oraz w alergicznym
zapaleniu pecherzykéw plucnych i w alergii wywotanej
reakcja na leki [63].

METODA WEWNATRZKOMORKOWEGO BARWIENIA CYTOKIN

Duza grupa cytokin wystepuje w surowicy w ilosciach
niewykrywalnych metodami tradycyjnymi. Jest to wyni-

kiem sekrecji cytokin w bardzo matych ilosciach, a takze
ich szybkiego katabolizmu i usuwania z organizmu przez
nerki. Stalo si¢ to przyczyna poszukiwania nowych me-
tod pozwalajacych na doktadniejsza analiz¢ wytwarza-
nia cytokin i doprowadzito do odkrycia metody pierwot-
nie nazywanej CCCA (cincinnati cytokine capture assay).
Poczatkowo metodg t¢ wykorzystywano do oceny wytwa-
rzania IL-4 w warunkach in vivo, jednak pézniejsze mody-
fikacje metody umozliwity jej zastosowanie do oceny se-
krecji interferonu y. Metoda ta opiera si¢ na obserwacji, ze
migdzy analizowang cytoking a neutralizujacym przeciw-
ciatem monoklonalnym klasy IgG, skierowanym przeciw-
ko badanej cytokinie tworzy si¢ kompleks, przyczyniajacy
si¢ do przedtuzenia okresu wystgpowania cytokiny w su-
rowicy. Zjawisko to ma zwiazek z zahamowaniem ekspre-
sji, katabolizmu i utylizacji badanej cytokiny.

Wspomniane kompleksy cytokin i monoklonalnych prze-
ciwcial, gromadza si¢ w surowicy, dzigki czemu osiagaja
poziomy tatwo mierzalne metodami immunoenzymatycz-
nymi. Przed wprowadzeniem do organizmu monoklonal-
nych przeciwcial skierowanych przeciwko badanej cyto-
kinie, mozna je poddac¢ biotynylacji utatwiajacej detekcje
powstajacych kompleksow.

Metoda CCCA jest metoda prosta, obiektywna, czula i swo-
ista w zakresie pomiaru sekrecji cytokin w warunkach in
vivo, cho¢ nie jest wolna od ograniczen. Bardzo duzym
jej ograniczeniem jest to, ze monoklonalne przeciwcia-
a przeciwcytokinowe, niekoniecznie te pozadane w toku
prowadzonej analizy, moga zwiaza¢ przeciwciata, hamu-
jac wytapywanie przez nie wydzielonej cytokiny, co pro-
wadzi do uzyskiwania wynikéw fatszywie negatywnych.
Ponadto rézne monoklonalne przeciwciata moga oddzia-
tywac miedzy sobag zaklécajac jednoczesny pomiar kilku
cytokin, stad zaleca si¢, aby metoda CCCA byta wyko-
rzystywana do pomiaru pojedynczej cytokiny u pojedyn-
czego osobnika. Kolejnym ograniczeniem tej metody
jest brak mozliwosci oceny precyzji oszacowania sekre-
cji. Obserwuje si¢ wystgpowanie bezposredniego zwiaz-
ku miedzy iloscia wydzielonej cytokiny a iloscia cytokiny
wykryta w badaniu, cho¢ niekoniecznie stosunek ten jest
rowny 1:1. Wzrost sekrecji cytokin powoduje spadek od-
setka cytokiny zwiazanej z przeciwcialem antycytokino-
wym, poniewaz albo nast¢puje spadek wskaznika wydzie-
lonej cytokiny wiazacej przeciwcialo przeciweytokinowe
albo wzrost zwigzany z wigkszym wysyceniem blony ko-
morkowej i receptora wydzielonej cytokiny. Metoda ta jest
mato przydatna do szacowania sekrecji cytokin u zwierzat
wigkszych niz myszy, poniewaz jesli przyjmie sig, ze licz-
ba znakowanych biotyna przeciwciat antycytokinowych
koniecznych do wykrycia wytwarzania cytokin jest pro-
porcjonalna do objgtosci ptynu pozakomérkowego bada-
nego zwierzecia warto$¢ poziomu cytokiny jest widocznie
wigksza u zwierzat wigkszych niz myszy. Niemniej jed-
nak jej prostota i mozliwo$¢ powtarzania pomiaru sekre-
¢ji cytokin w warunkach in vivo sprawia, ze stanowi ona
uzyteczne narzedzie w badaniach nad sekrecja u matych
zwierzat. Wymog wstrzykiwania obcych przeciwcial mo-
noklonalnych do organizmu zywego sprawia, ze technika
ta ma ograniczone zastosowanie u ludzi [22].

Do rozwoju oceny poziomu cytokin metoda wewnatrz-
komoérkowego barwienia przyczynito si¢ opisanie techni-
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ki pozwalajacej na wykrycie cytokiny zmagazynowanej
wewnatrz komorki, zastosowanie paraformaldehydu do
utrwalania komorek, saponin do permabilizowania bton
komérkowych oraz odkrycie posredniej metody immu-
nofluorescencji.

Metoda wewnatrzkomérkowego barwienia pozwala na szyb-
ka analize¢ duzej liczby komoérek utatwiajac w ten sposéb
przeprowadzenie analizy statystycznej. Istotng zaleta tej
techniki jest mozliwo$¢ zastosowania kilku réznych flu-
orochromoéw jednoczesnie, dzigki czemu mozna ocenié
koprodukcje kilku cytokin w obrebie pojedynczej komor-
ki [18,27,42]. Potaczenie barwienia znacznikami immu-
nofluorescencyjnymi powierzchniowych i wewnatrzko-
morkowych antygenéw z cytometria przeptywowa stwarza
mozliwosci analizy mieszanej populacji komoérek, bez ko-
nieczno$ci pracochtonnej separacji. Potaczenie obu me-
tod stwarza mozliwos¢ oceny stanu aktywacji komorek,
ich przynaleznosci do danej linii rozwojowej lub okre-
Slonego podtypu, pozwala oceni¢ zdolnos¢ wiazania ko-
morek lub tkanek, czy tez migracj¢ do miejsc zapalnych,
a ponadto ocenia zdolno$¢ okreslonej komoérki do odpo-
wiedzi na substancje¢ stymulujaca i okresla stadium réz-
nicowania, w jakim znajduje si¢ badana komoérka [62].
Badania prowadzone z wykorzystaniem tej techniki pro-
wadzone sa na komérkach uzyskanych po izolacji wyko-
nanej przez wirowanie w gradiencie gestosci, na krwi pet-
nej oraz na komorkach krioprezerwowanych. Wada badan
prowadzonych na komérkach izolowanych krwi obwodo-
wej jest to, ze wymagane sa duze objetosci krwi, co bardzo
ogranicza wykonanie badania u dzieci. Schemat barwie-
nia wewnatrzkomdrkowego oraz jego przebieg przedsta-
wiono naryc. 21 3.

Analize wytwarzania cytokin u biorcéw przeszczepow na-
rzadowych, ktérych poddano dtugotrwalemu leczeniu im-
munosupresyjnemu i detekcje limfocytow T pamigci wy-
dzielajacych cytoking w odpowiedzi na swoisty antygen
wirusowy przeprowadza si¢ wykorzystujac krew petna.
Technika ta nie pozwala na detekcje naiwnych limfocy-
téw T, poniewaz ich czgsto$¢ zwykle nie przekracza war-
tosci odcigcia wynoszacej <1:10 000 komoérek odpowie-
dzi [51,59].

Prawidlowe oszacowanie poziomu cytokiny metoda we-
wnatrzkomérkowego barwienia polaczonego z analiza
cytometryczna wymaga przeprowadzenia badan kine-

tycznych, pozwalajacych na dobranie optymalnego czasu,
w ktérym nastgpuje sekrecja przez komorke efektorowa.
Niestymulowane limfocyty T krwi obwodowej sponta-
nicznie wytwarzaja niewielkie ilosci cytokin, dlatego sty-
mulacja komoérek w warunkach in vitro jest konieczna
w celu zwigkszenia ekspresji gendéw cytokinowych [5].
Stymulacje komoérek prowadzi sig stosujac do tego celu
substancje stymulujace: PMA (octan mirystynianu forbo-
lu) tacznie z jonomycyna (jonoforem transportujacym jony
ofowiu w sposéb selektywny) i przeciwciatami anty-CD3.
Octan mirystynianu forbolu aktywuje limfocyty poprzez
szlak kinazy biatka C [12,20]. Jako substancje¢ stymulu-
jaca mozna rowniez wykorzysta¢ PHA (fitohemaglutyni-
ne), bedaca lektyna wyizolowana z czerwonej fasoli ro-
dzaju Phaseolus vulgaris, majaca zdolnosci aglutynujace
i mitogenne. Fitohemaglutyning wykorzystuje si¢ do sty-
mulacji hodowli limfocytarnych.

Poza wymienionymi substancjami stymulujacymi prolife-
racje¢ komorek do tego celu wykorzystuje si¢ rowniez su-
perantygeny. Bakteryjne superantygeny stanowia rodzing
biatek o szczegdlnej strukturze i sekwencji, ktéra umozli-
wia pominigcie mechanizméw konwencjonalnego sposobu
prezentacji antygenu. Superantygeny wiaza niezmienione
biatko bezposrednio z czasteczka MHC klasy 111 z recep-
torem TCR w regionie zmiennym taricucha 3 [37].

Przebieg procesu utrwalania i permabilizacji ma decyduja-
cy wplyw na analiz¢ uwalniania cytokin. Najlepsze wyniki
osiaga si¢ utrwalajac komorki roztworem 10% buforowa-
nej formaliny, ktéra dodaje si¢ bezposrednio do zawiesiny
komoérek w buforowanej soli fizjologicznej (PBS). W ko-
lejnym etapie przygotowane komarki zawiesza si¢ w bufo-
rze PBS zawierajacym azydek sodu oraz cielgca surowice
ptodowa (BSA) i inkubuje przez noc [11]. Do utrwalania
komérek mozna zastosowac rowniez paraformaldehyd, za-
pewniajacy dobrg permabilizacj¢ bton komoérek przy jed-
noczesnym wzroscie posredniej fluorescencji antygenéw
wewnatrzkomérkowych [32].

Proces permabilizacji rozwinigto dzigki odkryciu wiasci-
wosci permabilizacyjnych i hemolitycznych saponin (gli-
kozydéw pochodzenia roslinnego). Przypuszcza sig, ze
ich wiasciwosci wynikaja z oddziatywania migdzy sapo-
ning a cholesterolem umiejscowionym w btonie komor-
kowej. W procesach permabilizacji wykonywanej dla po-
trzeb badan okreslajacych sekrecje cytokin po stymulacji
antygenem pochodzenia wirusowego szerokie zastosowa-
nie znalazt metanol, ktérego dziatanie polega na zwigksza-
niu posredniej fluorescencji antygenéw wewnatrzkomor-
kowych oraz na utrwalaniu struktury antygenu na diugi
okres czasu [4,32]. Permabilizacje komérek mozna prowa-
dzi¢ réwniez stosujac Tween odpowiedzialny za utrwala-
nie antygendéw powierzchniowych, co ma szczegdlne zna-
czenie przy selekcji limfocytéw B.

W kolejnym etapie metodg wewnatrzkomérkowego barwie-
nia cytokin przystosowano do badania komérek stymulo-
wanych w obecnosci monesyny lub brefeldyny (inhibito-
réw transportu cytokin). Zadaniem inhibitoréw transportu
cytokin jest akumulacja wydzielanej cytokiny wewnatrz
komorki. Monesyna jest izolowana ze Streptomyces
cinnamonensis, a jej dziatanie polega na zaburzaniu pra-
widlowego gradientu jonéw wodorowych H* i sodowych
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Na*, umozliwiajacego biatkom przemieszczanie si¢ w ob-
rebie aparatu Golgiego, co prowadzi do akumulacji cytoki-
ny w obrebie aparatu Golgiego i dziata silnie stresogennie
na komorke. Z kolei brefeldyna A jest makrocyklicznym
laktonem, syntetyzowanym z palmitynianu i wytwarzanym
przez rézne gatunki grzybéw. Brefeldyng A wyizolowano
pierwotnie z Penicillium brefeldianum, a jej dziatanie pole-
ga na hamowaniu wczesnej sekrecji biatek miedzy retiku-
lum endoplazmatycznym a aparatem Golgiego. Brefeldyna
A jest znacznie mniej toksyczna od monesyny, poniewaz
transport pomigdzy retikulum endoplazmatycznym a apa-
ratem Golgiego jest zachowany, z tym ze wydzielane biat-

ka sa zwrotnie kierowane do retikulum endoplazmatycz-
nego [5,46,49,51].

Metoda wewnatrzkomoérkowego barwienia cytokin jest wy-
korzystywana do detekcji odpowiedzi ze strony limfocytéw
T CD4" i limfocytéw T CD8*. Jest skuteczna technika okre-
Slajaca cytokiny wytwarzane przez subpopulacje limfocy-
tow Th2. W przebiegu zakazerh wirusowych i analizy cyto-
kin przez komérki stymulowane antygenami wirusowymi
zauwazono, ze limfocyty T CD4* odpowiadaja za dlugoter-
minowa kontrolg infekcji wirusowej, natomiast limfocyty T
CD8* przyspieszaja terminacje replikacji wirusa [19,65].
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Technike t¢ wykorzystuje si¢ w pomiarach odpowiedzi na
antygeny w przebiegu infekcji wirusem Epsteina-Barr, cy-
tomegalowirusem, ludzkim wirusem niedoboru odporno-
Sci, w przypadku antygenéw zwigzanych z guzem, takich
jak MUC-1 (antygenu zwigzanego z guzem, ktérego eks-
presja jest widoczna na brzegach prawidlowego epitelium.
Przeciwciala skierowane przeciwko biatku MUCI1 moga
blokowa¢ aktywnos¢ limfocytow cytotoksycznych w sto-
sunku do komérek docelowych MUC1#) [26,67].

Wewnatrzkomoérkowe barwienie cytokin umozliwia oceng
sekrecji cytokin w przebiegu zmian nowotworowych jajni-
ka. Pozwala to oceni¢ odsetek limfocytéw T CD8* wydzie-
lajacych IL-10, a ponadto umozliwia wykrycie zaleznosci
migdzy fenotypem analizowanej komérki a wytwarza-
niem IL-10. Prowadzone badania z uzyciem techniki we-
wnatrzkomdrkowego barwienia cytokin dowiodty, ze lim-
focyty T CD8* wydzielajace tg interleuking maja fenotyp
CCR7*CD45RO*CD8*, podczas gdy limfocyty T CD8" nie-
wydzielajace IL-10 maja fenotyp CCR7-CD45RO*CDS8*.
CCR7 ulega ekspresji na powierzchni limfocytéw T dzie-
wiczych (45R0) oraz pamigciowych (45RA) krazacych
we krwi obwodowej, aktywowanych limfocytow T za-
siedlajacych wtérne narzady limfatyczne, a takze na po-
wierzchni dojrzatych limfocytéw B i komoérek dendry-
tycznych [66].

Innym zastosowaniem jest jakosciowa ocena sekrecji cy-
tokin przez limfocyty oraz monocyty krwi obwodowej
u 0s6b po przeszczepieniu nerek. Ekspozycja limfocytow
na antygen silnie stymuluje je do sekrecji cytokin np. in-
terferonu 7. Sygnalizacja wigzania antygenu zwiazanego
z ekspresja interferonu y dotyczy aktywacji kinazy biat-
ka C oraz wewnatrzkomdrkowego wzrostu aktywnosci jo-
néw wapniowych, aktywacji aktywatora transkrypcji AP-1
(heterodimerycznego czynnika transkrypcyjnego wiazace-
go DNA w S§cisle okreslonym miejscu), NF-kB (czynnika
jadrowego pierwotnie uwazanego za czynnik wymagany
przy transkrypcji genéw taricucha lekkiego kK w immuno-
globulinach wydzielanych przez limfocyty B) oraz NFAT
(jadrowego czynnika aktywowanych limfocytéw T biora-
cego udziat w aktywacji transkrypcji licznych genéw, kto-
rych produkty biorg udzial w odpowiedzi immunologicz-
nej) [28,57,67]. Aktywacja wymienionych czynnikéw jest
niezmiernie wazna w przypadku odpornosci przeciwpaso-
zytniczej, ktéra to odpornos¢ ulega znacznemu obnizeniu
przy wzroscie osmolarnosci otoczenia. Odzwierciedleniem
tego zjawiska jest ostabienie odpowiedzi immunologicz-
nej, w przebiegu nefropatii cukrzycowej, podczas ktorej
wzrasta osmolarnos¢ pozakomoérkowa, zwykle interferu-
jaca z aktywacja limfocytéw. W srodowisku hipertonicz-
nym zabijanie bakterii ulega ostabieniu. Nadmierna po-
zakomorkowa hiperosmolarnos¢ przekraczajaca 500 mQ
prowadzi do apoptozy komorek, z kolei ekspozycja na po-
zakomorkowy, hipertoniczny ptyn o st¢zeniu mniejszym
niz 500 mQ ogranicza fragmentacj¢ DNA.

Wzrost osmolarnosci pozakomdérkowej powoduje rowniez
ograniczenie wytwarzania CD69 (transmembranowej gli-
koproteiny zawierajacej domeng wiazaca lektyne typu C),
wczesnego markera aktywacji, wykazujacego ekspresje na
komorkach NK, limfocytach B, T, tymocytach, ptytkach,
eozynofilach i aktywowanych neutrofilach. Ekspresja tej
czasteczki jest regulowana na poziomie transkrypcyjnym

i potranskrypcyjnym. Gen kodujacy czasteczkg CD69 jest
umiejscowiony na chromosomie 12 [8,45,71]. Podobny
efekt powoduje wzrost osmolarnosci po ekspozycji na an-
tygen w przypadku sekrecji interferonu gamma. Mniejsze
wytwarzanie interferonu Y moze by¢ wywotane inhibicja
syntezy biatek, spowodowana osmotycznym obkurczeniem
hepatocytow, ktére stymuluje ekspresje TNF-c.

DETEKCJA CYTOKIN NA POZIOMIE EKSPRESJI CYTOKINOWEGO MRNA

Detekcja cytokin na poziomie ekspresji gendw opiera si¢ na
obserwacji, ze obecne komoérki odpornosciowe wykazuja
staba ekspresje¢ cytokinowego mRNA lub nawet jej catko-
wity brak. Po kilku godzinach stymulacji komérek obser-
wuje si¢ zauwazalny wzrost poziomu mRNA wykrywany
metodami biologii molekularnej. Wrazliwos¢ klasycznych
metod detekcji wystarcza do wykrycia mRNA typowych
cytokin zapalnych (TNF-a, IL-6, -8) bez uprzedniej am-
plifikacji swoistej sekwencji kwasu nukleinowego, nie daje
jednak mozliwosci wykrycia cytokin wydzielanych przez
limfocyty T (np. IL-2 i -4). Wigksza czulos¢ analizy za-
pewnia badanie wykonane metoda PCR [2].

Ekspresje cytokin mozna oszacowaé na poziomie mRNA
z wykorzystaniem takich technik jak Northern-blot, hy-
brydyzacja in situ, metoda RPA (RNA-se protection as-
say) oraz PCR (polymerase chain reaction) i jej modyfi-
kacji PCR w czasie rzeczywistym (real time polymerase
chain reaction).

Metoda Northern-blot oraz RPA naleza do metod iloscio-
wych.

Metoda RPA (ribonuclease protection assay) jest czulg me-
toda wykorzystywana do detekcji i iloSciowej oceny swo-
istych transkryptow mRNA w mieszaninie catkowitego
RNA. Przebieg badania jest bardzo prosty, zas do wykona-
nia badania niezbgdna jest obecnos¢ rybonukleotydéw, po-
limerazy RNA, antysensownej nici DNA i buforu zapewnia-
jacego srodowisko reakcji. Probka RNA jest syntetyzowana
za posrednictwem transkrypcji prowadzonej w warunkach
in vitro. Syntetyzowana prébka jest komplementarna do se-
kwencji badanego genu. Probki wykorzystywane w RPA
moga byé znakowane radioaktywnym (0*’P) lub biotynylo-
wanym nukleotydem np. biotyna — N*-CTP. Radioaktywne
prébki o wysokiej aktywnosci sa przygotowywane w cza-
sie transkrypcji, w trakcie ktérej wszystkie nieznakowane
nukleotydy sa zastgpowane przez nukleotydy zawierajace
promieniotwoérezy fosfor. Znakowana prébka jest potem in-
kubowana z prébka catkowitego RNA lub mRNA, co uta-
twia hybrydyzacje komplementarnych regionéw. W wyni-
ku hybrydyzacji powstaje mieszanina zawierajaca SSRNA
i dsRNA, ktdra traktuje si¢ rybonukleaza. Enzym ten trawi
ssRNA, natomiast nie wywiera zadnego wptywu na dsR-
NA. W przypadku stosowania nukleotydéw zawierajacych
promieniotworczy fosfor probki oczyszcza si¢ na poliakry-
lamidowym zelu zawierajacym TBE (bufor sktadajacy sig
z TRIS, EDTA oraz kwasu borowego) i mocznik. Z zelu
wycina si¢ paski a kwasy nukleinowe wymywa buforem,
za$ wyniki oblicza metoda scyntylacyjna.

Biotynylowane prébki sa przygotowywane w podobny spo-
sob, jednak zaktada sig, ze podstawieniu ulega zaledwie
60% nieznakowanych nukleotydéw. Zwykle biotynylowane
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prébki precypituja z LiCl, a nastgpnie sa wirowane i ptu-
kane w 70% alkoholu etylowym. W przypadku tego typu
probek nie ma koniecznosci oczyszczania zelu. Nastgpnie
probki zawiesza si¢ w DEPC (diethyl pyrocarbonate — die-
tylowy eter kwasu pirowgglowego) i analizuje spektrofo-
tometrem przy dlugosci fali 260 nm [53].

W tej metodzie prébka oraz mRNA hybrydyzuja w roz-
tworze, co daje mozliwos$¢ detekceji rzadkich sekwencji.
Metoda RPA pozwala na wykrycie wielu transkryptow
w pojedynczej prébce RNA. Metodg Northern-blot tez
mozna wykorzysta¢ do detekcji kilku transkrytpow, jed-
nak dziatanie takie wymaga przeprowadzenia przynajm-
niej kilku cykli reakcji. Jest to metoda okoto 10-krotnie
mniej swoista od RPA.

Detekcja cytokinowego mRNA na skrawkach tkankowych
lub w zawiesinie komérkowej pozwala na identyfikacje
komoérek bezposrednio odpowiedzialnych za syntezeg cy-
tokiny w heterogennej populacji komérkowej. Najlepsze
wyniki osiaga si¢ stosujac jednoniciowe fragmenty RNA
lub mate oligonukleotydy zwiazane z radioizotopami lub
digoksygening — markerem wykorzystywanym do badan
kwasow nukleinowych, izolowanym z kwiatow oraz lisci
roslin Digitalis purpurea i Digitalis lanata, komplemen-
tarne do cytokinowego RNA [68]. Detekcja cytokinowe-
go mRNA metoda hybrydyzacji w warunkach in situ jest
metoda czula, ale czasochtonna i droga, a ponadto wyma-
gajaca prowadzenia Scistej kontroli wewnetrzne;.

Oceng cytokinowego mRNA udoskonalono wprowadza-
jac do badan nad detekcja metode PCR i jej modyfikacje
PCR w czasie rzeczywistym [6]. Reakcja PCR umozliwia
powielanie matrycowej czasteczki. Do jej prawidlowego
przebiegu konieczna jest obecnos$¢: matrycy, enzymu prze-
prowadzajacego reakcje (termostabilnej polimerazy Taq,
izolowanej z termofilnych bakterii Thermus aquaticus),
oligonukleotydowych starteréw, nukleotydéw, odpowied-
niego buforu zawierajacego jony magnezu.

Reakcja PCR to powtarzajace si¢ cykle, z ktérych kazdy
sktada si¢ z nastgpujacych po sobie etapéw: denaturacji
dwuniciowego DNA, przylaczania starterOw oraz synte-
zy nowych, komplementarnych nici. Detekcja zamplifiko-
wanego DNA polega na elektroforezie kwaséw nukleino-
wych w obecnosci bromku etydyny i nastgpujacej analizie
prazkéw, widocznych po poddaniu zelu dziataniu Swiatta
ultrafioletowego.

Technika PCR w czasie rzeczywistym umozliwia bada-
nie poziomu ekspresji genu w sposéb wzgledny lub bez-
wzgledny. Bezwzgledne pomiary iloSciowe wymaga-
ja sporzadzenia krzywej wzorcowej, ktéra uzyskuje si¢
przez amplifikacj¢ probek o znanej liczbie kopii badane-
go genu. Pomiary takie zastosowano w badaniach pozio-
mu ekspresji biatka prionowego w mézgowiu owiec cier-
piacych na trzgsawke.

Wzgledne badanie poziomu ekspresji genu polega na po-
réwnaniu poziomu ekspresji badanego genu z poziomem
genu referencyjnego (tzw. kontrola wewnetrzna), przy
czym zaktada sig, ze poziom genu referencyjnego ma sta-
1a wartos¢ 1 pozostaje niezmieniony w trakcie calej anali-
zy [48,50] Rolg kontroli wewnetrznej petnia zwykle geny

cyklofiliny, podjednostki 18S rRNA, receptora transfery-
nowego czy tez B-aktyny. Tego rodzaju badania zastoso-
wano m.in. w celu okreslenia ekspresji czynnikéw wzro-
stu neuroleukiny oraz izoform homologa fibroblastycznego
czynnika wzrostu w komérkach nerwowych myszy zainfe-
kowanych wirusem wscieklizny [48].

W metodzie PCR w czasie rzeczywistym wykorzystu-
je sie barwniki emitujace Swiatto o okreslonej dtugosci
w wyniku zwigzania si¢ z dwuniciowg czasteczka DNA.
Przykladem takiego barwnika jest SYBR Green I — cyja-
ninowy barwnik fluorescencyjny, stosowany do wybarwia-
nia jader komodrkowych oraz chromosoméw w badaniach
prowadzonych w mikroskopie fluorescencyjnym. Wada
zastosowania tego barwnika jest jego nieswoiste wiaza-
nie si¢ ze struktura powstajaca w wyniku potaczenia ze
soba starteréw wykazujacych komplementarnosé wzgle-
dem siebie. Rozwigzaniem tego problemu jest przeprowa-
dzenie badan zmierzajacych do ustalenia wartosci tempe-
ratury topnienia [21,69].

Istotnym elementem reakcji PCR jest odpowiedni dobér
sond. Pierwszymi sondami, ktére wykorzystano w meto-
dzie PCR w czasie rzeczywistym byty krétkie oligonukle-
otydy zawierajace na jednym korncu czasteczke reporterowa
za$ na drugim koricu czasteczke wygaszajaca emisje fluore-
scencji. W przebiegu reakcji sonda wiazata si¢ z sekwencja
komplementarng a nastgpnie byta degradowana w wyniku
dzialania polimerazy Taq, dzigki czemu fluorochrom ulegat
odseparowaniu od czasteczki wygaszajacej i emitowat fluore-
scencje [36,64]. Obserwacja oraz pomiar fluorescencji wia-
73 si¢ ze zjawiskiem FRET (fluorescence resonance energy
transfer) polegajacym na przenoszeniu energii migdzy dwo-
ma chromoforami w sposéb odmienny od promieniowania.
Wzbudzony donor przekazuje energi¢ wzbudzenia akcep-
torowi, ktéry znajduje si¢ w odlegtosci nieprzekraczajace;j
10 nm. Jesli donor i akceptor r6znia si¢ widmem absorpcji
i emisji promieniowania, a sa umiejscowione w odleglo-
$ci nie wigkszej niz 10 nm to wzbudzenie donora wiazka
o dtugosci fali odpowiadajacej maksimum jego absorpcji
daje emisje fali, ktérej dtugosc¢ jest rtéwna maksimum fali
emitowanej przez akceptor. Jesli natomiast odlegtos¢ mig-
dzy donorem a akceptorem przekracza 10 nm, obserwuje
si¢ tylko emisje fali przez czasteczk¢ donora z charaktery-
stycznym dla niego maksimum absorpcji [50].

Do niewatpliwych zalet PCR w czasie rzeczywistym nalezy
prostota wykonania oraz to, ze do badania wystarczajg zale-
dwie niewielkie ilo§ci mRNA, dzigki czemu jest stosowana
z duzym powodzeniem do analizy bioptatéw lub lizatéw po-
branych w trakcie mikrodyssekcji [11]. Przedstawienie kori-
cowego wyniku analizy nie wymaga dodatkowych dziatan,
dzieki czemu zapobiega si¢ niepotrzebnemu zanieczysz-
czeniu probek. Wada metody jest podatnos¢ reakcji PCR
na inhibicje przez zwiazki zawarte w prébkach biologicz-
nych. Przyktadem zwiazkéw negatywnie oddziatujacych
na reakcj¢ PCR jest mocznik i hemoglobina. Bigdne wy-
niki sg uzyskiwane czgsto w nastgpstwie ludzkich pomy-
tek zwiazanych z niewlasciwym wykorzystaniem metody
lub nieprawidtowa oceng otrzymanych wynikow.

Technike PCR w czasie rzeczywistym stosuje si¢ w prakty-
ce klinicznej z duzym powodzeniem np.: przy szacowaniu
ekspresji cytokinowego mRNA w weztach chtonnych oraz
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w komoérkach 0séb cierpiacych na chtoniaka Hodgkina [40].
Metoda umozliwia detekcj¢ zmian wywotlanych uszkodze-
niem prawidlowego genu. Ponadto metoda ta znalazta za-
stosowanie w diagnostyce molekularnej przy wykrywaniu
licznych patogenéw: grzybéw, wiruséw i bakterii w tkankach
[12]. W przypadku infekcji wirusowych pozwala oszacowaé
efektywnos¢ prowadzonej terapii przeciwwirusowej oraz po-
step choroby. W odniesieniu do infekcji bakteryjnych pozwa-
la na wykrycie i identyfikacje bakterii, dzigki czemu daje
mozliwos¢ dobrania skutecznej, celowanej antybiotykotera-
pii. Najczesciej reakcje PCR w czasie rzeczywistym stosuje
si¢ w badaniach prowadzonych nad drobnoustrojami, takimi
jak: Mycobacterium tuberculosis, Legionella pneumophila,
Listeria monocytogenes i Neisseria gonorhoeae. Natomiast
analiza mutacji pozwala monitorowac opornos¢ lekowa wsréd
Staphylococcus epidermis, Helicobacter pylori, Enterococcus
faecalis i Enterococcus faecium [64].

Zdolnos¢ reakcji PCR w czasie rzeczywistym do identyfi-
kacji sekwencji DNA ma bardzo duze znaczenie w onko-
logii klinicznej, poniewaz dzigki tej reakcji mozliwe jest
wykrycie, a czasem nawet ilo§ciowe oszacowanie translo-
kacji w chromosomach lub fuzji ich transkryptéw genéw
gtéwnie u pacjentéw z minimalng chorobg resztkowa (np.
pomiar produktéow fuzji genéw AML-1/MTG 8 u oséb
cierpiacych na ostra biataczke szpikowa, rearanzacje kil-
ku produktéw genéw w ostrej biataczce limfoblastycznej,
czy tez u pacjentéw odpowiadajacych na leczenie INF-o
przez pomiar produktéow fuzji genéw BCR-ABL u oséb
z przewlekla biataczka szpikowa).

Reakcja PCR w czasie rzeczywistym moze by¢ réwniez
wykorzystywana do okreslania kinetyki ekspresji gendéw
docelowych w odpowiedzi na enzymy, warunkujace dys-
trybucje i funkcjonowanie leku [64].

Gtéwnym czynnikiem ograniczajacym reakcj¢ jest koniecz-
nos¢ zastosowania polimerazy. Problem ten mozna jed-
nak rozwigzac stosujac odwrotng transkryptaze utatwiaja-
ca przepisanie RNA na cDNA. Metoda ta nosi nazwg RT
real-time PCR (reverse transcriptase real-time polymera-
se chain reaction), a jej zastosowanie pozwala na wykry-
wanie w badanym materiale wiruséw RNA [12].

Pobsumowanie

Cytokiny sa biatkami o strukturze zblizonej do hormondéw.
Sekrecja cytokin oraz ich oddziatywanie na organizm warun-
kuje jego prawidtowe funkcjonowanie. R6znorodnos¢ funkcji
petnionych przez cytokiny sprawia, ze szacowanie poziomu
cytokin w organizmie nabiera znaczenia klinicznego.

PismiennicTWO

Zaburzenia poziomu cytokin sa widoczne w réznych cho-
robach np. w przebiegu posocznicy, choréb jelit o podio-
zu zapalnym, choréb autoimmunizacyjnych, w przebiegu
choroby Crohna, reumatoidalnym zapaleniu stawéw czy
tez w chorobie przeszczep przeciw biorcy, stanowigcej
czeste powiktanie przeszczepdw szpiku i komérek krwio-
tworczych szpiku oraz komérek hematopoetycznych krwi
pepowinowej. Niski poziom wytwarzanych cytokin w ko-
morkach krwi pgpowinowej wiaze si¢ z mniejszym ry-
zykiem wystapienia choroby przeszczep przeciw biorcy.
Dzigki ocenie poziomu cytokin mozna monitorowaé pro-
gresj¢ choroby [7,62].

Zaburzenia poziomu cytokin maja zwiazek z zaburzeniami
hematopoezy, procesu odpowiedzialnego za powstawanie
dojrzatych krwinek, a ponadto wiaza si¢ z nieprawidtowym
rozwojem narzadéw chionnych, z selektywnie przebiega-
jaca aktywacja leukocytéw, a takze z wystgpowaniem sta-
néw zapalnych, chorobami alergicznymi, procesem gojenia
si¢ ran, angiogenezg naczyn krwionosnych oraz z powsta-
waniem przerzutow nowotworowych [25,44].

Sposréd réznych metod majacych na celu detekcje zmian
poziomu cytokin w organizmie najszersze zastosowanie ma
technika ELISPOT, metoda wewnatrzkomérkowego bar-
wienia cytokin oraz detekcja cytokinowego mRNA opar-
ta na reakcji PCR w czasie rzeczywistym.

Wykorzystanie metody wewnatrzkomoérkowego barwienia
cytokin potaczonego z odczytem cytometrycznym oka-
zalo si¢ pomocne w badaniach nad rola poszczegélnych
cytokin w réznych stanach chorobowych wtaczajac mo-
nonukleoze, zaburzenia odpornosci, syndrom hiper-IgE,
stwardnienie rozsiane oraz infekcje wirusem HIV, a takze
w odniesieniu do schorzen pasozytniczych np. leiszmanio-
zy [39,54]. Metoda ta jest oprocz techniki ELISPOT jedna
z dwoch najczesciej wykorzystywanych metod do oceny
immunogennosci szczepionek w do§wiadczeniach, w kt6-
rych ocenia si¢ poziom sekrecji cytokin przez limfocyty
T [38]. Zaleta kazdej z wymienionych metod jest rézno-
rodnos¢ zastosowar, co w znacznym stopniu determinuje
ich rozw6j. W przypadku techniki wewnatrzkomérkowego
barwienia cytokin prowadzi si¢ prace nad konstrukcja cy-
tometréw przeptywowych pozwalajacych na jednoczesna
analize coraz wigkszej liczby parametréw w tym samym
czasie. W odniesieniu do metody PCR w czasie rzeczywi-
stym pracuje si¢ nad udoskonaleniem sond oraz starteréw,
nowymi kombinacjami fluorochroméw. Obiecujace rezul-
taty daje zastosowanie czasteczek NFQ (non-fluorescent
quencher) wygaszajacych energi¢ a przy tym niewywotu-
jacych emisji fluorescencji.
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