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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Proces dojrzewania prekursoréw limfocytéw T w grasicy (tymocytéw) sktada si¢ z kolejnych
etapéw réznicowania, selekcji i ekspansji tymocytéw. W procesie dojrzewania tymocytow moz-
na wyr6zni¢ dwa punkty kontrolne, w ktérych wiele biatek sygnatowych i czynnikéw transkryp-
cyjnych petni wazna rolg w szlakach sygnatowych receptoréw antygenowych (pre-TCR i TCR),
ktére pobudzaja procesy réznicowania i selekcji. Sieroce receptory jadrowe RORY i Nur77 bio-
ra udziat w procesach réznicowania i selekcji, ktére zaleza od aktywacji pre-TCR i TCR. Biatka
RORY i Nur77 maja przeciwstawny wplyw na zywotnos¢ komoérek. Receptor jadrowy RORY ak-
tywuje gen kodujacy antyapoptotyczne biatko Bel-X| i jest niezbedny do przezycia tymocytow
CD4*CD8", podczas gdy receptor jadrowy Nur77 indukuje apoptoze tych tymocytéw CD4*CD8*,
ktére zawieraja TCR wykazujacy zbyt wysokie powinowactwo do prezentowanych w grasicy wia-
snych antygenéw.

rozwdj limfocytow T « tymocyty ¢ sieroce receptory jadrowe  selekcja negatywna * apoptoza
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Summary

T-lymphocyte development in the thymus proceeds through successive steps of differentiation,
selection and expansion of thymocytes. Multiple signaling proteins and transcription factors play
important roles in mediating the response to signals delivered through the pre-T-cell receptor (pre
-TCR) and T-cell receptor (TCR) at two checkpoints during T-cell development. The orphan nuc-
lear receptors RORY and Nur77 are involved in the differentiation and selection processes that
are induced following activation of the pre-TCR and TCR, respectively, and they exert opposite
effects on the survival of thymocytes. RORY activates the gene encoding the antiapoptotic prote-
in Bel-X, and is required for the survival of CD4*CD8* thymocytes, while Nur77 is involved in
the apoptosis of CD4*CD8* thymocytes bearing TCRs with a high affinity for self antigens pre-
sented in the thymus.

T-lymphocyte development ¢ thymocytes * orphan nuclear receptors ¢ negative selection
apoptosis

* Praca jest zmieniona i uzupetniong cz¢scig rozprawy habilitacyjnej pt. ,,Mechanizmy regulacji ekspresji i funkcji re-
ceptora jadrowego Nur77”.
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aminokwasow Leu-X-X-X-Gly-Asp, ktdéra przyjmuje strukture amfipatycznej helisy o;

DAG - diacyloglicerol; DN - tymocyty podwdjnie negatywne, tzn. CD4-CD8- (double negative);

DP - tymocyty podwdjnie pozytywne, tzn. CD4*CD8* (double positive); ERK1/2 - kinazy biatkowe
ERK1 i ERK2 serynowo-treoninowe z rodziny MAPK (extracellular signal-regulated kinases); GADS

- biatko adaptorowe podobne do GRB2; GDP - guanozynodifosforan; GRB2 - biatko adaptorowe
(growth factor receptor-bound protein 2); GTP - guanozynotrifosforan; HY - antygen HY wystepujacy
tylko u samcow; IP3 - trifosforan inozytolu; ISP - niedojrzate tymocyty pojedynczo pozytywne, tzn.
CD4"vCD8- lub CD4-CD8"s¥ (immature single-positive); ITK - cytoplazmatyczna kinaza tyrozynowa
zrodziny Tec (IL-2-inducible T cell kinase); JNK - kinazy biatkowe JNK1, JNK2 i JNK3 serynowo-
treoninowe z rodziny MAPK (c-Jun N-terminal kinases); LAT - biatko adaptorowe (linker for activation
of T cells); LCK - cytoplazmatyczna kinaza tyrozynowa z rodziny Src (leukocyte-specific protein
tyrosine kinase); MHC - gtéwny kompleks zgodnoSci tkankowej (major histocompatibility complex);
MINK - kinaza biatkowa serynowo-treoninowa (misshapen-NCK-interacting kinase-related kinase);

NCK - biatko adaptorowe (non-catalytic region of tyrosine kinase); NFAT - czynnik transkrypcyjny
(nuclear factor of activated T cells); p38 - kinazy biatkowe p38c, p38[3, p38yi p383d serynowo-
treoninowe z rodziny MAPK; PLCY1 - fosfolipaza Cy1,;

pre-TCR - heterodimer ztozony z TCRP i pTar; RasGAP - GTP-aza Ras (Ras GTPase-activating
protein); RasGRP1 - wymieniacz nukleotydu GDP/GTP w biatku Ras (Ras guanine nucleotide
releasing protein 1); SLP76 - biatko adaptorowe (SH2-domain-containing leukocyte protein of 76
kDa); SOS - wymieniacz nukleotydéw GDP/GTP w biatku Ras (son of sevenless);

SP - tymocyty pojedynczo pozytywne, tzn. CD4*CD8" lub CD4-CD8* (single positive);

TCR - receptor antygenowy na komdrkach T (T cell receptor); TCRo3 anty-HY/Db - receptor swoisty
wobec samczego antygenu HY, prezentowanego przez biatko MHC klasy | kodowane przez gen
regionu D haplotypu H-2°; VAV - wymieniacz nukleotydu GDP/GTP w biatkach RAC/CDC42;
ZAP70 - cytoplazmatyczna kinaza tyrozynowa z rodziny Syk (G-chain-associated protein kinase of

70 kDa).

1. WprowADZENIE

Receptory jadrowe sa to czynniki transkrypcyjne aktywowane
przez ligandy, ktérymi sa rozpuszczalne w thuszczach hormo-
ny steroidowe (np. kortyzol i estradiol), tyroksyna, pochodne
witamin A i D, metabolity cholesterolu i kwaséw ttuszczo-
wych oraz ksenobiotyki [19]. Sierocymi receptorami jadro-
wymi sa natomiast biatka, ktérych ligandy nie zostalty po-
znane lub nawet biatka te nie sa regulowane przez naturalne
ligandy, lecz zostaty one zaklasyfikowane do nadrodziny re-
ceptoréw jadrowych na podstawie analizy poréwnawczej se-
kwencji aminokwasowe]j wskazujacej na obecno$¢ w biat-
ku domen typowych dla klasycznych receptoréw jadrowych:
(1) zawierajacej dwa tzw. palce cynkowe domeny wia-
zacej DNA;
(2) regionu homologicznego z domena wiazaca ligand
w klasycznych receptorach jadrowych.

Funkcja sierocych receptoréw jadrowych jest regulowana
na poziomie transkrypcji genéw kodujacych receptory ja-

drowe i fosforylacji receptoréw jadrowych lub wspétdzia-
tajacych z nimi kofaktoréw. Zatem sieroce receptory ja-
drowe moga petnic rol¢ w aktywacji genéw regulowanych
przez wewnatrzkomorkowe szlaki sygnatowe. Ekspresje
sierocych receptoréw jadrowych RORY i Nur77 wykaza-
no tylko w niektérych stadiach rozwojowych prekursoréw
limfocytéw T w grasicy (tymocytéw), co moze Swiadczy¢
o ich udziale w regulacji réznicowania tymocytéw [26,72].
W procesie réznicowania tymocytow dochodzi do rearan-
zacji gendw kodujacych receptor dla antygenu limfocytu T
(TCR). Celem pracy jest przedstawienie roli receptorow ja-
drowych RORYi Nur77 w réznicowaniu i selekcji komoérek,
ktére moga by¢ uzyteczne w rozpoznaniu obcego antygenu.

2. Limrocyty T 1 TYMOCYTY

Limfocytami T nazywamy komoérki uktadu odpornosciowe-
go, ktére na powierzchni maja receptor antygenowy (TCR).
Nazwa limfocytow T wywodzi si¢ od nazwy grasicy (fac.
thymus), w ktorej dojrzewaja komorki prekursorowe lim-

523



Postepy Hig Med Dosw (online), 2009; tom 63: 522-536

focytéw T nazywane tymocytami. Ze wzgledu na zawar-
ty receptor antygenowy limfocyty T dzieli si¢ na komoérki
linii off (maja TCRaB) i komorki linii y8 (maja TCRYS).
Na podstawie wystgpowania biatek markerowych, takich
jak CD4, CD8 (heterodimer CD80f) i CD25 wyrdznia
sie¢ wsréd limfocytéw T linii oy subpopulacje komérek
CD4*CD8-CD25-, CD4*CD8CD25* i CD4-CD8*CD25-
[51]. Nalezy jednak podkresli¢, ze komorki zasiedlajace gra-
sicg réznicujg si¢ nie tylko w kierunku limfocytéw T, ale
réwniez w kierunku komérek NKT, NK i komérek dendry-
tycznych pochodzenia limfoidalnego. Komérki w grasicy
nie majg natomiast w warunkach fizjologicznych zdolnosci
do réznicowania si¢ w kierunku limfocytéw B oraz komé-
rek linii mieloidalnej i erytroidalnej [2]. Receptor TCRo3
limfocytéw T CD8* moze rozpoznawaé antygen (peptyd)
prezentowany przez biatka MHC klasy I, czyli czastecz-
ki gtéwnego kompleksu zgodnosci tkankowej, ktére wy-
stgpuja na wigkszosci komoérek organizmu [47]. Receptor
TCRo limfocytéw T CD4* moze natomiast rozpoznawac
antygen (peptyd) prezentowany przez biatka MHC klasy
II, ktére wystgpuja na profesjonalnych komérkach pre-
zentujacych antygeny (APC), takich jak makrofagi, lim-
focyty B, komérki dendrytyczne oraz komorki epitelialne
kory i rdzenia grasicy [4,37,47]. Bialka markerowe CD4
i CD8 sa nazywane koreceptorami, gdyz wiaza si¢ z nie-
polimorficzna czg¢scia MHC i1 wspdldziataja z receptorem
TCRoB w rozpoznawaniu MHC. Koreceptor CD8 rozpo-
znaje MHC klasy I, podczas gdy koreceptor CD4 rozpozna-
je MHC klasy II. Wigkszo$¢ dojrzatych komérek T CD8*
pelni funkcje cytotoksyczne, podczas gdy wigkszos¢ kon-
wencjonalnych komoérek T CD4*CD25- pelni funkcje po-
mocnicze. Komérki T CD4*CD25" sg limfocytami T re-
gulatorowymi i petnia funkcje supresorowe.

Czasteczki MHC klasy I prezentuja peptydy bedace pro-
duktem rozktadu przez proteasom biatek endogennych (za-
rowno prawidtowych biatek wlasnych, jak i biatek obcych
lub nieprawidlowych biatek wtasnych) — w konsekwencji
limfocyt T CD8" moze powodowac liz¢ komoérki zakazonej
przez mikroorganizmy (wirusy, bakterie wewnatrzkomor-
kowe) lub transformowanej nowotworowo [47]. Czasteczki
MHC klasy II prezentuja gléwnie peptydy egzogenne, wy-
wodzace si¢ z trawionych biatek zewnatrzkomérkowych,
ktore dostaja si¢ do komorki droga fagocytozy lub pino-
cytozy. Czasteczki MHC klasy II moga réwniez prezen-
towac peptydy endogenne bgdace produktem autofagocy-
tozy (autofagii) wlasnych elementéw struktury komorki
[24,114]. Komo6rki dendrytyczne moga prezentowaé limfo-
cytom T egzogenne antygeny zaréwno w kontekscie MHC
klasy II, jak i krzyzowo w kontekscie MHC klasy I [44].

3. STADIA ROZNICOWANIA TYMOCYTOW

Tymocyty réznicuja si¢ z zasiedlajacych grasicg komorek
progenitorowych, ktére wywodza si¢ ze szpiku kostnego
[14,49,115]. Komorki te maja receptor kwasu hialuronowe-
go (marker CD44) i receptor czynnika wzrostowego ko-
morek macierzystych (biatko cKit, marker CD117). Na ko-
morkach zasiedlajacych grasice dochodzi do krétkotrwate;j
ekspresji markera CD4 (komorki CD117*CD44+CD4viski),
W nastgpnych stadiach réznicowania tymocyty, ktdre jesz-
cze nie maja koreceptoréw CD4 i CD8 (CD4CDS"), sa
okreslane jako tymocyty podwdjnie negatywne (DN). Na
podstawie ekspresji markeréw CD44 i CD25 (podjednostka

o receptora interleukiny 2) wyrézniono kolejne stadia réz-
nicowania tymocytéw DN: CD117+*CD44*CD25 (DN1),
CD117*CD44+*CD25* (DN2), CDI117"8CD44-CD25*
(DN3), CD117-CD44-CD25" (DN4) [32,84] (ryc. 1).

Tymocyty DN1 intensywnie proliferuja i stanowia bardzo
heterogenna populacj¢ komoérek, wsréd ktérych sa najweze-
$niejsze komorki prekursorowe réznicujace si¢ do limfocy-
tow T [60,84]. Rozwdj tymocytéw DN1 w kierunku limfo-
cytéw B jest hamowany przez aktywacje receptoréw Notch.
Receptorowe biatka Notch wystepuja na powierzchni ty-
mocytéw i moga oddziatywacé z ligandami, takimi jak biat-
ka rodzin Delta (Delta-like) i Jagged, ktére sg prezentowa-
ne przez komorki zrgbu grasicy [101]. Aktywacja Notch
powoduje proteolityczne odszczepienie wewnatrzkomor-
kowego fragmentu Notch (Notch-ICD, Notch intracellu-
lar domain), ktéry ulega translokacji do jadra komorki.
W jadrze Notch-ICD taczy si¢ z czynnikiem transkrypcyj-
nym RBPJ (recombination site binding protein J). Biatko
RBPIJ jest zwigzane z odpowiednim elementem odpowie-
dzi w DNA i bez potaczenia z Notch-ICD jest represorem
genu. W kompleksie z Notch-ICD biatko RBPJ staje si¢ na-
tomiast aktywatorem transkrypcji genéw bioracych udziat
w réznicowaniu tymocytéw [84,102].

Tymocyty DN1 réznicuja si¢ do tymocytéw DN2, ktére
migruja w korze grasicy z przestrzeni okotonaczyniowej
w kierunku warstwy komérek epitelium pod torebka gra-
sicy [84]. W czasie migracji nastgpuje wzrost ekspresji
markera CD25 na powierzchni tymocyta (w stadium DN2)
1 stopniowo obnizenie ekspresji markeréw CD117 (w sta-
diach DN2 i DN3) oraz CD44 (w stadium DN3) [4,84,96].
Tymocyty DN1 i DN2 moga réznicowac si¢ w kierunku
komorek T linii aff i 9, ale moga jeszcze réznicowac sig
do komérek NK, komérek dendrytycznych i nawet do ma-
krofagéw [25,49,101,115]. Przezycie tymocytéw we wcze-
snych stadiach réznicowania DN1 i DN2 zalezy od odpo-
wiedniej stymulacji czynnikami wzrostowymi, takimi jak
SCF (czynnik wzrostowy komoérek macierzystych) i inter-
leukina 7, ktére dziataja za posrednictwem receptora SCF
(biatko cKit) i receptora interleukiny 7. Interleukina 7 jest
niezbedna w indukc;ji proliferacji tymocytéw stadium DN2
i ekspresji genu Mcl-1 (myeloid cell leukemia sequence
1), ktéry koduje biatko antyapoptotyczne z rodziny Bcl-
2 [2,122]. Biatko Mcl-1 chroni przed apoptoza tymocyty,
w ktorych rozpoczynaja sig¢ rearanzacje genéw kodujacych
receptory antygenowe. Dalszy rozwéj tymocytéw do ko-
morek T linii off nie wymaga stymulacji przez interleu-
king 7. Za to interleukina 7 jest niezbgdna w réznicowa-
niu komérek T linii yd [88]. Szlaki sygnatowe inicjowane
przez receptor interleukiny 7 pobudzaja rearanzacje locus
TCRY i przypuszczalnie dlatego komoérki z duza liczbg re-
ceptoréw tej interleukiny maja wigkszy potencjat rozwo-
jowy w kierunku komoérek T linii ¥3, niz tymocyty z ni-
ska liczba receptoréw interleukiny 7, ktére réznicuja sie
preferencyjnie do komérek T linii ot} [79]. Dalsze r6zni-
cowanie tymocytéw zalezy od wyniku rearanzacji genéw
kodujacych receptory antygenowe.

4. REARANZACIE GENOW KODUJACYCH RECEPTORY ANTYGENOWE

Rearanzacja locus TCR (., B, 7y, 8) jest nazywany proces
rekombinacji somatycznej genéw kodujacych TCR, ktéry
polega na charakteryzujacym si¢ zmiennoscia przemiesz-
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Ryc. 1. Réznicowanie komérek T linii ap w grasicy.
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Komérka \( TCRup tymocytow podwéjnie negatyyvnygh (DN1,
progenitorowa eroliferacia DN2, DNISa, DN}b, DN4), niedojrzatych
tymocytéw pojedynczo pozytywnych

‘ (ISP), tymocytéw podwdjnie pozytywnych
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czaniem i delecja sekwencji DNA (minigenéw) w obrebie
okreslonych segmentéw V/D/J (variable/diversity/joining
segments), co powoduje nieodwracalne utworzenie sekwen-
cji genéw kodujacych receptory TCRYS lub TCRoB o uni-

katowej swoistosci rozpoznawanego antygenu. Najbardziej
zmienny region w tancuchach polipeptydowych podjedno-
stek TCRa (V J /C )i TCRp (VﬁDﬁJ ﬁ/Cﬁ) receptora anty-
genowego jest kodowany przez region DNA bedacy miej-
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scem laczenia segmentéw V(D)J w procesie odznaczajacym
si¢ duza zmiennoscig [55]. Rearanzacja genéw kodujacych
podjednostki TCRy (VYJ Y/CY) i TCRS (V,DJ/C,) rozpoczy-
na si¢ w stadium réznicowania DN2. Tymocyty, w ktérych
rearanzacje genéw TCRYy 1 TCR®J nie doprowadzity do po-
wstania funkcjonalnego receptora TCRYS, wciaz maja szan-
se na rozwd6j w kierunku komoérek T linii ouff. Rearanzacja
genu TCRP zachodzi najczesciej w stadiach DN2 i DN3.
W przypadku nieproduktywnego wyniku rearanzacji jed-
nego allelu locus TCRP jest podejmowana préba rearan-
zacji drugiego allelu [62,110].

ELancuch polipeptydowy TCR3 w wyniku potaczenia
mostkiem dwusiarczkowym z niezmiennym taficuchem
polipeptydowym pTo tworzy stabilny heterodimer pre-
TCR [36,55]. Produktywne rearanzacje loci TCR skut-
kuja ekspresja genéw kodujacych receptory TCRYS lub
pre-TCR. Komérki w stadium DN3 stanowig heterogen-
na populacje komoérek, gdyz czg$¢ komorek nalezy do
subpopulacji matych komérek bez receptora TCRYS lub
pre-TCR (stadium DN3a), a cz¢$¢ komérek nalezy do
subpopulacji wigkszych komoérek (stadium DN3b), kt6-
re juz maja na powierzchni receptor TCRYS lub pre-TCR
i moga aktywowaé wewnatrzkomdrkowe biatka sygnato-
we (ryc. 1). TCRYS lub pre-TCR sg eksponowane na po-
wierzchni komoérki w kompleksie z biatkami CD3, ktére
wystepuja w postaci dimeréw CD3ye, CD3ed i {C [121].
Zewnatrzkomérkowe domeny biatek CD3ye i CD3¢ed od-
dziatuja z TCR, podczas gdy czesci cytoplazmatyczne
bialek CD3 zawieraja motywy ITAM (immunoreceptor
tyrosine-based activation motif). Laicuchy ¢ zawieraja
trzy motywy ITAM, a po jednym motywie ITAM maja
pozostate biatka kompleksu CD3. Motywy ITAM zawie-
raja reszty dwoéch tyrozyn, ktére sa fosforylowane przez
biatkowa kinaze tyrozynowa w wyniku aktywacji kom-
pleksu TCR/CD3. Sekwencje ITAM z fosforylowanymi
resztami tyrozyn stanowig miejsca zakotwiczenia bia-
fek sygnalowych, ktére dokonuja ttumaczenia informa-
cji o aktywacji TCR/CD3 przez ligand (peptyd/MHC) na
sekwencje zmian biochemicznych, takich jak fosforyla-
cje bialek, wytwarzanie wtérnych przekaznikéw sygna-
tu i aktywacje genéw.

Indukcja réznicowania tymocytéw linii o ze stadium
DN3 do DN4 wymaga wspoétdziatania aktywacji Notch
i pre-TCR [38,103,107]. W stadium DN4 tymocyty inten-
sywnie proliferuja i nastgpnie réznicuja si¢ do komérek
CD4*CD8, ktére sa nazywane tymocytami podwdjnie po-
zytywnymi (DP). W wyniku rearanzacji locus TCR re-
ceptor pre-TCR jest w tymocytach stadium DP zastgpo-
wany przez receptor TCRaf.

Rearanzacja locus TCRa moze zachodzié¢ jednocze$nie na
obu chromosomach i jest procesem mniej ztozonym od re-
aranzacji locus TCRP, gdyz sa taczone segmenty V_ilJ .
Rearanzacje locus TCRo zachodza w tymocytach DP, cho-
ciaz czasami moga zachodzi¢ juz w konicowym stadium
DN4 [96]. W wyniku rearanzacji locus TCRo ekspresja
genéw kodujacych receptor TCRYS jest juz niemozliwa
z dwéch powodow:
(1) rearanzacja V J powoduje delecje locus TCRS, kt6-
ry jest umiejscowiony migdzy segmentami V iJ ;
(2) transkrypcja genu Vle/CY zostaje wyciszona w ko-
mérkach T linii aff [28,42].

5. PUNKTY KONTROLNE ROZNICOWANIA TYMOCYTOW

W procesie réznicowania tymocytéw w kierunku limfocytéw
T linii o mozna wyrézni¢ przynajmniej dwa punkty kon-
trolne: selekcje B w stadium DN3 oraz selekcje pozytyw-
na i selekcje negatywna w stadium DP [52,54,81,104,108].
W pierwszym punkcie kontrolnym, ktéry decyduje o dal-
szym rozwoju komoérek T linii ¥ lub ouf3, aktywacja szla-
kéw sygnatowych receptora TCRYS lub pre-TCR dostarcza
sygnaléw ratujacych tymocyty DN3 przed apoptoza (ryc.
1). Z kolei w drugim punkcie kontrolnym tymocyty DP sa
ratowane przed apoptoza przez sygnaly selekcji pozytyw-
nej, ktére zaleza od aktywacji TCRoB. Selekcja pozytywna
do dalszego réznicowania dopuszcza tymocyty z TCRo3
uzytecznym, tzn. zdolnym do rozpoznania obcego antyge-
nu w kontekscie MHC i aktywacji wewnatrzkomérkowych
biatek sygnatowych. Skutkiem selekcji pozytywnej jest roz-
wdj tymocytéw DP w kierunku dojrzatych komoérek T, kt6-
re maja tylko jeden koreceptor (CD4 lub CDS8) i dlatego sa
okreslane jako tymocyty pojedynczo pozytywne (SP) (ryc.
1). W drugim punkcie kontrolnym sa réwniez w procesie
selekcji negatywnej eliminowane potencjalnie autoreaktyw-
ne limfocyty T, gtéwnie za posrednictwem apoptozy w na-
stepstwie zbyt silnej aktywacji TCRaB. Czg$¢ negatywnie
selekcjonowanych tymocytéw nie ulega jednak apoptozie,
ale kontynuuje rearanzacj¢ locus TCRa, ktéra prowadzi do
zmiany swoistosci receptora TCRof lub opuszczajace gra-
sicg komorki T sa w stanie anergii [34,74].

6. PIERWSZY PUNKT KONTROLNY ROZNICOWANIA TYMOCYTOW:
WYBOR LINI YO LuB O3 (sELEKCIA [3)

W pierwszym punkcie kontrolnym jest podejmowana decy-
zja o dalszym réznicowaniu tymocytu albo w kierunku lim-
focytu T linii y3, albo w kierunku limfocytu T linii a8. Do
dalszego rozwoju w kierunku komoérek T linii o sg selek-
cjonowane tylko te tymocyty, w ktérych produktem zrearan-
zowanego genu TCR jest taricuch polipeptydowy zdolny do
utworzenia heterodimeru z podjednostka pTo (stad nazwa:
selekcja B). Przypuszczalnie silny sygnat aktywacji receptora
antygenowego (TCRY0 lub przedwczesnego TCRaf) deter-
minuje rozwdj tymocytéw w kierunku limfocytéw T linii Y0
[60]. Przeciwnie zas, stabsza aktywacja bialek sygnatowych
przez pre-TCR, we wspdétdzialaniu ze szlakiem sygnalowym
Notch, pobudza réznicowanie tymocytéw myszy w kierunku
limfocytéw T linii aff [42,62]. W wyniku selekcji B w ty-
mocytach dochodzi do wyciszenia transkrypcji genu kodu-
jacego TCRY[28]. Jednak tymocyty, ktére otrzymaty sygnat
od pre-TCR do réznicowania w kierunku komoérek T linii
af3 moga w wyniku silnej aktywacji kompleksu TCR/CD3
in vitro jeszcze ulec konwersji do komérek T linii yd [60].
Takze przedwczesna ekspresja transgenéw TCRo"BT w ty-
mocytach DN moze pobudzaé réznicowanie takich tymo-
cytéw w kierunku komérek T linii y9, ktére wéwczas nie
rozpoczynaja rearanzacji locus TCRo 1 opuszczajq grasice
jako funkcjonalne komérki ,,¥8”, ale z receptorem TCRo"BT
[15,111]. Natomiast u myszy nietransgenicznej rearanzacja
locus TCRa prowadzi do usunigcia locus TCRY, co unie-
mozliwia konwersje komérek T linii oy do linii Y.

6.1. Szlaki sygnatowe pre-TCR

Kompleks biatek pre-TCR/CD3 jest potaczony z kina-
zg biatkowa LCK [55]. Pre-TCR na powierzchni komor-
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ki ulega oligomeryzacji, co powoduje aktywacje szlakéw
sygnatowych w komérce [120]. Aktywacja kompleksu
pre-TCR/CD3 powoduje aktywacje kinaz tyrozynowych
LCK i ZAP70 oraz fosforylacje waznych biatek adaptoro-
wych: zakotwiczonego w btonie komérkowej biatka LAT
oraz cytosolowego biatka SLP76 [109,110]. Pre-TCR ule-
ga nastgpnie szybkiej internalizacji i degradacji [3,109].

U myszy z nokautem SIp767 obserwowano catkowite za-
hamowanie r6znicowania tymocytéw w stadium DN3 oraz
ztamanie zasady wytaczenia allelicznego [59]. Terminem
,.wylaczenie alleliczne” (allelic exclusion) w tym wypad-
ku okresla si¢ zahamowanie rearanzacji drugiego allelu
locus TCRP, a Scislej odstapienie od potaczenia segmentu
V., ze zrearanzowanym regionem D J [55]. Fenotyp myszy
55776’/* wskazuje zatem na rolg biatek sygnatowych (rekru-
towanych do kompleksu pre-TCR/CD3 za posrednictwem
biatka SLP76) w przekazaniu informacji o powstaniu pro-
duktywnej rearanzacji locus TCRP w postaci sygnatu do
wylaczenia rearanzacji drugiego allelu locus TCRp i do
ekspansji (gléwnie w stadium DN4) tylko tych klonéw ty-
mocytéw, w ktérych proces rearanzacji locus TCR[} dopro-
wadzil do utworzenia funkcjonalnego TCR [59]. Istotna
rol¢ w przezyciu tymocytéw stadium DN4 petni biatko an-
tyapoptotyczne Bcl-2A1 (Bcl-2-related protein A1) w blo-
nie mitochondrium [68,122]. Ekspresja genu Bcl-2A1 jest
indukowana przez zalezna od pre-TCR aktywacje czynnika
transkrypcyjnego NF-kB [68]. Tymocyty w stadium rézni-
cowania DN4 rozpoczynaja migracj¢ z czgsci podtorebko-
wej grasicy przez kore w kierunku rdzenia grasicy [4,96].
Réznicowanie tymocytéw DN4 postepuje poprzez przejscio-
we stadium ISP (CD4"*<CD8- lub CD4-CD8"**)) do stadium
komérek DP [81] (ryc. 1). Podsumowujac, wystgpowanie
pre-TCR na powierzchni komérki wskazuje na produktyw-
na rearanzacje locus TCRp i w konsekwencji powoduje wy-
taczenie rearanzacji drugiego allelu locus TCRp, ponadto
ratuje tymocyty przed apoptoza oraz indukuje ekspansje
klonalna i prowadzi do ekspresji koreceptoréow CD4/CD8
w nastepnym stadium réznicowania komérek T linii af.

6.2. Rola sierocego receptora jadrowego RORyt
w rozpoczeciu rearanzacji locus TCRo oraz

w przezyciu tymocytow wczesnego stadium
CD4*CD8*

Konsekwencja selekcji B jest faza ekspansji tymocytéw
z produktywna rearanzacja locus TCR. Tymocyty inten-
sywnie proliferuja w stadiach rozwojowych DN4 i ISP (ryc.
1). Jednak w nastgpnym stadium réznicowania, czyli w ty-
mocytach DP, zachodza procesy rearanzacji locus TCRaL.
Zatrzymanie proliferacji tymocytow jest warunkiem nie-
zbednym do rozpoczegcia rearanzacji genu. W jaki sposéb
na poziomie molekularnym jest koordynowane wyhamo-
wanie proliferacji komorki i rozpoczecie rearanzacji locus
TCRa? Aby odpowiedzie¢ na to pytanie, nalezy wyjasnic¢
relacje migdzy trzema czynnikami transkrypcyjnymi: Egr3,
1d3 i RORYyt. Aktywacja pre-TCR prowadzi do zwigksze-
nia st¢zenia czynnikéw transkrypcyjnych rodziny Egr
(early growth response), ktére nastgpnie indukuja ekspre-
sje¢ genu kodujacego biatko represorowe Id3 (inhibitor of
DNA binding 3) [119]. Z kolei biatko 1d3 jest represorem
genu kodujacego receptor jadrowy RORYt [117,119]. Biatko
RORYt jest wystepujaca w tymocytach izoforma czynnika
transkrypcyjnego RORY (retinoic acid receptor-related or-

phan receptor ), ktéry jest sierocym receptorem jadrowym
(tzn. nie zidentyfikowano liganda receptora). Na znaczenie
RORYt w réznicowaniu tymocytéw wskazuje obserwowa-
ne u myszy z nokautem RORY”~ zahamowanie réznicowa-
nia tymocytéw stadium ISP do tymocytéw DP oraz obni-
zenie zywotnosci tymocytow DP [39]. Biatko Egr3 moze
tworzy¢ kompleksy z biatkiem RORYt hamujac ekspresje
genéw aktywowanych przez RORYt [119]. Podsumowujac,
szlaki sygnatowe pre-TCR, za posrednictwem czynnikéw
transkrypcyjnych Egr3 i Id3, powoduja wyciszenie ekspre-
sji 1 funkcji receptora jadrowego RORYt.

Jednak wraz z kolejnymi podziatami tymocytéw stadium
DN4 stezenie biatka Egr3 w komorce obniza si¢ ponizej
stgzenia niezbednego do podtrzymania ekspresji genu ko-
dujacego represor 1d3. Wyciszenie ekspresji /d3 prowadzi
natomiast do wzrostu stezenia biatka RORYt. Biatko RORYt
jest w tymocytach aktywatorem transkrypcji m.in. genéw
kodujacych biatko Cpeb4 (cytoplasmic polyadenylation ele-
ment binding protein 4), rekombinaz¢ Rag2 (recombina-
tion activating gene 2) oraz antyapoptotyczne biatko Bcl-
X, [119]. Aktywnos¢ biatka Cpeb4 powoduje zatrzymanie
proliferacji tymocytéw i wéwczas rekombinaza Rag2 moze
rozpoczac rearanzacje locus TCRo.

W tymocytach myszy z nokautem genu RORY’~ odnoto-
wano jedynie sladowa ilos¢ biatka Bel-X |, co wskazuje na
wazna rolg biatek RORYy w indukcji ekspresji genu bcl-x
kodujacego Bcl-X, [117]. Biatko Bcl-X| przypuszczalnie
chroni przed apoptoza tymocyty wczesnego stadium DP,
w ktérych jeszcze moze dojs¢ do produktywnej rearanzacji
locus TCRa 1 do ratujacej przed apoptoza aktywacji recep-
tora TCRo przez ligandy selekcjonujace pozytywnie [18].

7. DRUGI PUNKT KONTROLNY: SELEKCJA POZYTYWNA | NEGATYWNA
tymocytow z TCRaLP

Wytworzone receptory TCRaf o unikalnej swoistosci wo-
bec antygenéw prezentowanych w kontekscie MHC moga
by¢ dla organizmu uzyteczne, bezuzyteczne lub nawet szko-
dliwe [112,113]. Limfocyty T sa dla organizmu uzyteczne,
jezeli za pomoca TCRoy moga rozpoznawaé obce anty-
geny, prezentowane w kontekscie czasteczek MHC przez
inne komorki organizmu. Uzyteczny TCRo3 musi rozpo-
znawa¢ MHC klasy I lub 11 (gdyz w przeciwnym wypadku
bytby receptorem bezuzytecznym), ale nie moze rozpozna-
wacé wilasnych antygenéw organizmu w kontekscie MHC
(gdyz w przeciwnym wypadku wyposazone w taki recep-
tor limfocyty T mogtyby by¢ szkodliwe dla organizmu).
W drugim punkcie kontrolnym sa pobudzane do dalszego
rozwoju tymocyty, ktérych TCRo jest receptorem uzy-
tecznym i proces ten jest nazywany selekcja pozytywna.
Natomiast tymocyty z potencjalnie szkodliwym TCRo sa
eliminowane w procesie selekcji negatywnej. Przyktadowo,
receptor TCRaB anty-HY/DP rozpoznaje samczy antygen
HY w kontekscie H-2DP. Antygen HY nie wystepuje u sa-
mic. Tymocyty z receptorem TCRaf anty-HY/D® u my-
szy z haplotypem H-2° sa wigc selekcjonowane pozytyw-
nie u samic i negatywnie u samcow (ryc. 2).

7.1. Rola biatek Bax i Bak w apoptozie tymocytow

W procesie réznicowania tymocyty DP sa zaprogramowa-
ne do apoptozy, jezeli w okreslonym czasie nie otrzymaja
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Ryc. 2. Selekcja tymocytéw z TCRauf anty-HY/DP. Receptor antygenowy komérek T moze by¢ dla organizmu bezuzyteczny (R), uzyteczny (B) lub
szkodliwy (C). Oznaczenia: H-2D" i H-2D? — czasteczki MHC klasy | kodowane przez gen w regionie D (tutaj haplotypy b i d), ktdre prezentuja
peptydy receptorom antygenowym (TCRaB) na limfocytach T CD8*. Wyjasnienie pozostatych oznaczen jest w wykazie skrotéw

sygnatu antyapoptotycznego, ktéry ratuje tymocyty przed
Smiercia ,,przez zaniedbanie” [55,95] (ryc. 2). Brak biatka
antyapoptotycznego moze by¢ wystarczajacy do indukcji
apoptozy tymocytéw z bezuzytecznym TCRo3 w wyniku
spontanicznej aktywacji biatek Bax (Bcl-2-associated X
protein) i Bak (Bcl-2-antagonist/killer), ktore sa biatkami
proapoptotycznymi z rodziny Bcl-2 [122]. Do rodziny Bcl-
2 sa klasyfikowane biatka, ktére maja przynajmniej jed-
na z czterech konserwowanych domen BH1-BH4 (Bcl-2
homology domains). Biatka rodziny Bcl-2 mozna podzie-
li¢ na proapoptotyczne (m.in. Bax, Bak, Bim) i antyapop-
totyczne (Bcel-2, Bel-X |, Mcl-1, Bel-2A1) [1,122]. Biatka
proapoptotyczne eksponuja na zewnatrz proapoptotyczna
sekwencje¢ BH3. W strukturze biatek antyapoptotycznych
jest natomiast formowana szczelina hydrofobowa (utwo-
rzona przez helisy oo domen BH1, BH2 i BH3), ktéra moze
pomiesci¢ helis¢ amfipatyczna BH3 inaktywowanego biat-
ka proapoptotycznego [1]. Rola antyapoptotyczna biatek
Bcl-2 i Bel-X| polega wlasnie na wiazaniu i tym samym
neutralizacji wolnych sekwencji proapoptotycznych BH3.
Tymocyty wczesnego stadium DP sa chronione przed apop-
tozg przez biatko Bcl-X |, ktére w nastgpstwie selekcji po-
zytywnej jest zastgpowane przez biatko Bcl-2.

Biatka Bax i Bak dziataja redundantnie jako induktory
apoptozy [83]. Bax i Bak wystepuja w komorce w postaci
nieaktywnej: Bax wystepuje w cytosolu w postaci mono-
merycznej, podczas gdy Bak jest umiejscowiony w blonie
mitochondrialnej, ale nie jest aktywny, gdyz tworzy kom-
pleks z biatkami antyapoptotycznymi Bcl-X| lub Mcl-1
[122]. Brak sygnatu ratujacego komoérke przed apopto-
za sprzyja spontanicznej aktywacji Bax i Bak. W wy-
niku aktywacji biatko Bax ulega translokacji z cytosolu
do zewngtrznej blony mitochondrium. Nastgpnie aktyw-
ne biatka Bax i Bak oligomeryzuja w btonie mitochon-
drium i tworza kompleks przepuszczalny dla niektérych
biatek mitochondrialnych (w tym dla cytochromu c), ktére
po przedostaniu si¢ do cytosolu aktywuja szlaki apoptozy
zaleznej od mitochondrium, w tym sekwencyjne aktywa-
cje proteaz nazywanych kaspazami [122]. Cytochrom ¢
po uwolnieniu z mitochondrium tworzy w cytosolu kom-
pleks z bialkami APAF-1 (apoptotic protease-activating
factor-1) i prokaspaza 9, ktéry jest nazywany apoptoso-
mem. W apoptosomie zachodzi aktywacja kaspazy 9.
Aktywna kaspaza 9 z kolei inicjuje aktywacj¢ kaspazy 3,
ktéra nastepnie trawi biatka komorki w fazie egzekucyj-
nej apoptozy [98].
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Podsumowujac, tymocyty DP sa zaprogramowane do apop-
tozy ,,przez zaniedbanie”, jezeli w okreslonym czasie nie
otrzymaja ratujacego przed apoptoza sygnatu selekcji po-
zytywnej. Apoptoza jest indukowana w wyniku aktywacji
biatek Bax i Bak, do ktérej moze dochodzi¢ spontanicznie,
tzn. bez specjalnego induktora apoptozy. Podejrzewa si¢
takze udziatl glikokortykoidéw lub adenozyny w indukcji
apoptozy tych tymocytéw DP, ktdre nie otrzymaly sygna-
16w selekcji pozytywnej [6,56]. Glikokortykoidy i adeno-
zyna moglyby przyspiesza¢ aktywacj¢ biatek Bax/Bak.
Gléwnym Zrédiem glikokortykoidéw w organizmie sa nad-
nercza, lecz takze komorki epitelialne grasicy moga wy-
twarza¢ glikokortykoidy [6,48]. Po wniknig¢ciu do komor-
ki glikokortykoidy tacza si¢ w cytoplazmie z receptorem
glikokortykoidéw, ktéry po translokacji do jadra reguluje
transkrypcje wielu genéw. Natomiast adenozyna jest w gra-
sicy wytwarzana przez makrofagi fagocytujace apoptotycz-
ne tymocyty [56]. Receptory A,, adenozyny znajduja sig na
powierzchni tymocytéw i ich aktywacja prowadzi do syn-
tezy cyklicznego adenozynomonofosforanu (cAMP) [91].
Z kolei aktywacja kinazy biatkowej A przez cAMP prowa-
dzi do apoptozy tymocytéw [71]. Szlaki biochemiczne ak-
tywowane przez glikokortykoidy i receptor A,, adenozyny
moga wspotdziata¢ w indukcji apoptozy z udziatem bia-
fek Bim (Bcl-2-interacting mediator of cell death) [123].

7.2. Sygnaly ratujace tymocyty przed programowana
Smiercia

Tymocyty wczesnego stadium DP sg chronione przed apop-
tozg przez biatko Bcl-X|, ktérego poziom zalezy od eks-
presji genu aktywowanego przez receptor jadrowy RORYt,
a nastepnie stezenia biatek RORyt i Bel-X, ulegaja ob-
nizeniu [43,96]. Z kolei tymocyty pdZnego stadium DP
przed apoptoza ratuje dopiero indukcja ekspresji genu bcl-
2 przez sygnaty selekcji pozytywnej tych tymocytow, kto-
rych TCRof wiaze kompleksy peptyd/MHC na komérkach
epitelialnych kory grasicy z powinowactwem wystarcza-
jacym do wywotania zmian konformacyjnych kompleksu
TCRoB/CD3 i aktywacji wewnatrzkomérkowych biatek
sygnatowych [18,80].

Tymocyty, ktére otrzymaly sygnat selekcji pozytywnej
wyrézniaja si¢ ekspresja CD69 (wczesny marker akty-
wacji limfocytéw T) i zwigkszeniem liczby receptoréw
TCRo na powierzchni komérki. Sygnat selekcji pozytyw-
nej powoduje rowniez wyciszenie ekspresji genu koduja-
cego pTo i genéw Ragl/Rag2 [109]. Tymocyty péZznego
stadium DP/CD69* r6znicuja si¢ w kierunku tymocytow
stadium SP (CD4*CD8- lub CD4-CD8*) w zaleznosci od
koreceptora (CD4 lub CD8) wspétdziatajacego z TCRaf
w oddzialywaniu z kompleksem peptyd/MHC [54,104].

Tymocyty DP/TCRaf"*" z receptorem TCRof anty-HY/D®,
ktore jeszcze nie otrzymaly sygnatu selekcji pozytywnej
(gdyz byly izolowane z myszy H-2%), po wszczepieniu do
grasicy samicy H-2° (MHC selekcjonujace pozytywnie) r6z-
nicowaty sie do komérek CD4-CD8*TCRo***°X, co stano-
wi bezposredni dowdd na réznicowanie tymocytéw DP do
tymocytéw stadium SP w obecnosci pozytywnie selekcjo-
nujacych komplekséw peptyd/MHC [100]. Proces selekcji
pozytywnej tymocytow, ratujacy przed zaprogramowana
Smierciq i dostarczajacy impulséw do dalszego réznicowa-
nia w kierunku komoérek SP, wymaga wielokrotnych od-

dziatywari TCRo3/CD3 z kompleksami peptyd/MHC na
komorkach epitelialnych w korze grasicy [53].

7.3. Indukcja apoptozy zaleznej od aktywacji
TCRop/CD3

Tymocyty po selekcji pozytywnej migruja z kory do rdze-
nia grasicy, czyli do miejsca koficowego dojrzewania komo-
rek T przed opuszczeniem grasicy. Jezeli jednak TCRo3
tymocytéw ma zbyt duze powinowactwo do kompleksu
peptyd/MHC na komérkach epitelialnych rdzenia grasi-
cy i na komoérkach dendrytycznych, to wéwczas takie ty-
mocyty sa eliminowane w procesie selekcji negatywne;j.
Gléwnym mechanizmem selekcji negatywnej w grasicy jest
indukcja apoptozy zaleznej od aktywacji TCRa3/CD3 [93].
Negatywnie selekcjonowane tymocyty oprocz aktywacji
TCRaB/CD3 otrzymuja réwniez dodatkowy sygnat nazy-
wany kostymulacja, ktéry moze by¢ skutkiem aktywacji
CD28 na tymocytach przez ligandy CD80/CD86, wyste-
pujace na komérkach prezentujacych antygeny w rdzeniu
grasicy, a wigc zaréwno na komoérkach dendrytycznych, jak
i na komorkach epitelialnych [74,95]. Delecje tymocytéw
DP/TCRoB"s* w procesie apoptozy indukowanej w wyni-
ku aktywacji autoreaktywnego TCRop anty-HY/D? u sam-
cow myszy H-2° obserwowano jednak na wczesniejszym
etapie réznicowania tymocytow jeszcze w korze grasicy
[52,99] (ryc. 2). Zatem delecja autoreaktywnych tymocytéw
moze zachodzié¢ zar6wno w stadium réznicowania tymocy-
tow DP/TCRof" w korze grasicy, jak i w p6Zniejszych
stadiach dojrzewania tymocytéw SP/CD24*¥°K w rdzeniu
grasicy [45,50,95,111]. Nalezy jednak uczyni¢ zastrzeze-
nie, ze istotne rozbieznosci migdzy modelami badawczy-
mi w ustaleniu stadium réznicowania tymocytéw, ktore in
vivo podlegaja procesom selekcji negatywnej, moga by¢
spowodowane zaréwno przedwczesng ekspresja transge-
néw kodujacych TCRaB, jak tez potencjalnymi réznica-
mi w prezentacji selekcjonujacego antygenu. Prekursory
autoreaktywnych komérek T CD8* rozpoznajacych auto-
antygeny wsze¢dobylskie mogtyby by¢ eliminowane giéw-
nie w korze grasicy z udzialem komérek epitelialnych kory
grasicy, podczas gdy tymocyty rozpoznajace autoantygeny
tkankowoswoiste, a zwtaszcza autoreaktywne komoérki T
CD4* bytyby eliminowane w rdzeniu grasicy przy wspot-
udziale komérek dendrytycznych i epitelialnych [74,111].
Nalezy réwniez podnies¢ istotne zastrzezenie do mode-
li selekcji negatywnej tymocytéw in vivo, w ktérych my-
szom wstrzykuje si¢ przeciwciata anty-TCRa/CD3 lub
antygeny rozpoznawane przez TCRop, gdyz wowczas de-
lecja niedojrzatych tymocytéw w grasicy moze by¢ indu-
kowana zaréwno przez aktywacje TCRo3/CD3 na tymo-
cytach, jak réwniez przez kortykosteron (glikokortykoid)
i czynnik martwicy nowotworu (TNF-a), ktére sa uwal-
niane do krazenia w wyniku aktywacji TCRa3/CD3 na
obwodowych limfocytach T [13,95].

Aby proces selekcji negatywnej byt skuteczny w elimina-
cji autoreaktywnych tymocytéw, musza istnie¢ mechani-
zmy prezentacji w grasicy nie tylko antygenéw wystgpu-
jacych powszechnie na wszystkich komérkach organizmu,
ale réwniez mechanizmy ekspresji antygenéw tkankowo-
swoistych. Czynnik transkrypcyjny AIRE (autoimmune
regulator) reguluje ekspresj¢ przynajmniej czgsci tkanko-
woswoistych antygenéw w komoérkach epitelialnych rdze-
nia grasicy [4,5]. Antygeny tkankowoswoiste prezentowa-
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ne przez komérki dendrytyczne pochodzenia szpikowego
moga natomiast pochodzi¢ z fagocytowanych apoptotycz-
nych komérek epitelialnych rdzenia grasicy [27,45,87].
Warto odnotowad, ze u myszy z nokautem AIRE”- wyka-
zano zahamowanie selekcji negatywnej autoreaktywnych
tymocytéw w stadiach réznicowania DP i SP, co moze po-
Srednio wskazywac na prezentacje¢ tkankowoswoistych an-
tygenéw rowniez w korze grasicy [66].

Selekcja negatywna tymocytéw w grasicy, nazywana cen-
tralnym mechanizmem tolerancji immunologicznej, nie jest
oczywiscie jedynym mechanizmem tolerancji wobec wta-
snych antygenow, tym bardziej ze czgs$¢ potencjalnie auto-
reaktywnych komoérek T nie ulega apoptozie i przedosta-
je sig z grasicy do obwodowych narzadéw limfatycznych
[45]. Autoreaktywne obwodowe limfocyty T na skutek
ciagtej stymulacji TCRap przez autoantygen sa elimino-
wane w procesie apoptozy zaleznej od aktywacji recepto-
ra Fas przez ligand Fas [98]. Znaczaca role w aktywnym
utrzymywaniu tolerancji wobec wiasnych antygenéw pet-
nia komérki T regulatorowe (CD4*CD25%), ktérych roz-
woj 1 aktywno$¢ supresorowa zaleza od ekspresji i funk-
cji czynnika transkrypcyjnego Foxp3 [30,46]. Jednak na
znaczenie centralnego mechanizmu tolerancji immunolo-
gicznej w usuwaniu autoreaktywnych komoérek T wskazu-
je dramatyczne przyspieszenie rozwoju choréb autoimmu-
nizacyjnych i skrécenie czasu zycia myszy z podwdjnym
nokautem AIRE™-Foxp3™ w poréwnaniu ze zwierzetami
z nokautem jedynie Foxp3~ [93].

8. Sziaki syanatowe TCRo3

Oddziatywanie kompleksu TCRof3/CD3 komérki T z kom-
pleksem peptyd/MHC na komérce APC wywoluje zmiany
konformacyjne wewnatrz kompleksu TCRo3/CD3, ktére
umozliwiaja fosforylacje reszt tyrozyny w motywach ITAM
przez kinaze biatkowa LCK, ktéra jest w kompleksie z ko-
receptorami [55]. W nastgpstwie fosforylacji do miejsc
ITAM jest rekrutowana kinaza biatkowa ZAP70 oraz bial-
ko adaptorowe LAT. Kinaza biatkowa ZAP70 fosforyluje
reszty tyrozyny w biatku LAT [94]. Fosforylowane biat-
ko LAT moze wiazac¢ fosfolipazg Cyl (PLCyl) oraz biat-
ka adaptorowe GRB2 i GADS, ktére w cytosolu wyste-
puja w kompleksach GRB2/SOS i GADS/SLP76 (ryc. 3).
Oddziatywanie TCRa3 z peptydami selekcjonujacymi
negatywnie prowadzilo do wyzszego poziomu fosforyla-
cji biatka LAT (i w konsekwencji do rekrutacji komplek-
su biatek GRB2/SOS), niz w nastgpstwie oddziatywa-
nia TCRof z peptydami selekcjonujacymi pozytywnie
[22,82]. Fosfolipaza Cyl, ktéra za posrednictwem biatek
adaptorowych LAT i SLP76 jest rekrutowana do komplek-
su biatek sygnatowych potaczonych z TCRa/CD3, wy-
maga jeszcze aktywacji przez kinaze¢ biatkowa fosforylu-
jaca reszty tyrozyny. Role t¢ petni kinaza biatkowa ITK,
ktéra wiaze sig z biatkiem SLP76 w sasiedztwie PLCyl
i jest aktywowana przez kinaze biatkowa LCK [10] (ryc.
3). Fosfolipaza Cyl hydrolizuje fosfatydyloinozytol btony
komérkowej do trifosforanu inozytolu (IP3) i diacyloglice-
rolu (DAG). IP3 jest rozpuszczalny w cytosolu i wigze sie
ze swoistymi receptorami w siateczce Srédplazmatycznej,
co powoduje wzrost stezenia jonéw Ca>* w cytosolu, akty-
wacje kalcyneuryny przez Ca’ i zalezng od kalcyneury-
ny translokacj¢ czynnika transkrypcyjnego NFAT do jadra
komoérki. Oddziatywanie TCRoB z peptydami selekcjonu-

jacymi negatywnie prowadzito do wigkszego wzrostu ste-
zenia Ca’>* w cytosolu, niz w nastgpstwie oddziatywania
TCRo z peptydami selekcjonujacymi pozytywnie [22].
W przeciwienistwie do IP3, DAG pozostaje w btonie ko-
morkowej i moze aktywowac kinazy biatkowe C i D oraz
RasGRPI1 (ryc. 3).

Biatko RasGRP1 jest wymieniaczem nukleotydu guano-
zynowego w bialkach Ras. Biatka Ras w stanie nieaktyw-
nym wiaza GDP. Biatko RasGRP1 pobudza dysocjacje
GDP, co umozliwia zajecie wolnego miejsca w Ras przez
GTP, a to powoduje zmiang konformacji biatka i aktywa-
cj¢ Ras. Biatko RasGRP1 jest niezbgdne w selekcji po-
zytywnej, podczas gdy nie wykazano znaczacej roli tego
biatka w selekcji negatywnej tymocytéw [97]. Bialtko
RasGRP1 w wyniku aktywacji PLCyl moze by¢ — za po-
srednictwem DAG — rekrutowane z cytosolu do biony ze-
wnatrzkomoérkowej oraz do blony aparatu Golgiego, gdzie
jest aktywowane przez fosforylacj¢ przez kinaze biatkowa
C [9,23] (ryc. 3A). Jednak aktywowana przez Ca** GTP-
aza Ras (RasGAP) powoduje szybkie wyciszenie aktywa-
cji biatka Ras zwigzanego z zewngtrzna btona komoérkowa,
podczas gdy aktywnos¢ Ras zwiazanego z btona aparatu
Golgiego jest dlugotrwata [9,76] (ryc. 3). Aktywacja Ras
przez RasGRP1 prowadzi do aktywacji kinaz biatkowych
ERKI1/ERK?2, ktére pobudzaja selekcj¢ pozytywna tymo-
cytéw [96].

W wyniku aktywacji TCRo/CD3 do biatka LAT — za
posrednictwem biatka GADS — jest rekrutowane wspo-
mniane biato adaptorowe SLP76. Kinaza biatkowa ZAP70
fosforyluje reszty tyrozyny w biatku SLP76, ktére wow-
czas staja sie miejscem rekrutacji kolejnych biatek. Do
biatka SLP76 jest m.in. rekrutowane biatko VAV, biora-
ce udzial w aktywacji biatek RAC/CDC42, ktére biora
udzial w przebudowie szkieletu komoérki T w regionie
tzw. synapsy immunologicznej, utworzonej migdzy ko-
morka T 1 komérka APC [35,75,105]. Biatka adaptorowe
LAT i SLP76 stanowia rusztowanie dla biatek, ktére w na-
stepstwie aktywacji TCRof/CD3 sa w sposéb skoordy-
nowany rekrutowane do wielosktadnikowego komplek-
su, stabilizowanego dzigki wzajemnym oddziatywaniom
tworzacych go sktadnikéw [59]. Na przykiad rekrutacja
PLCy1 wymaga zwiazania tego enzymu zaréwno z biat-
kiem LAT, jak i z biatkiem SLP76 (ryc. 3). Wspomniane
biatko VAV jest niezb¢dne zaréwno w pozytywnej, jak
i negatywnej selekcji tymocytéw, gdyz VAV dzigki od-
dziatywaniu z innymi biatkami stabilizuje strukture wielo-
skladnikowego kompleksu biatek potaczonych z TCRap/
CD3 i w ten sposéb przyczynia si¢ nawet do aktywacji
PLCy1 [58,59,105].

Proponowany model aktywacji TCRof/CD3 zaktada zréz-
nicowang rekrutacj¢ biatek sygnalowych do kompleksu
TCRoP/CD3 w zaleznosci od sity wiazania kompleksu
peptyd/MHC przez TCRaB i od czasu trwania aktywacji
TCRaB/CD3 [45,80,82,96]. Na przyktad rekrutacja biat-
ka adaptorowego NCK do biatka SLP76 wymaga odpo-
wiednich zmian konformacyjnych w czgsci cytoplazma-
tycznej CD3e, zachodzacych w wyniku oddziatywania
TCRaB/CD3 z kompleksem peptyd/MHC [31]. Do biat-
ka NCK moze by¢ rekrutowana kinaza biatkowa seryno-
wo-treoninowa MINK, ktéra jest niezbedna w selekcji ne-
gatywnej tymocytéw (ryc. 3B). Szlak sygnatowy zalezny
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Ryc. 3. Kompleks TCRap/CD3 aktywuje biatka sygnatowe petniace role w selekgji pozytywnej (A) i negatywnej (B) tymocytow. Ciemne figury oznaczaja
biatka niezbedne w selekgji pozytywnej (PLCy1, RasGRP1, ERK1/2, NFAT) i negatywnej (PLCy1, GRB2/SOS, MINK, JNK, p38); Ca — kalcyneuryna
(fosfataza biatkowa serynowo-treoninowa aktywowana przez kalmoduling/Ca**); (aM — kalmodulina (biatko wiazace Ca**); DGK - kinazy
diacyloglicerolu; ER — siateczka $rddplazmatyczna; PIP, — dwufosforan fosfatydyloinozytolu; PA — kwas fosfatydylowy; PKC — kinaza biatkowa

G; PKD - kinaza biatkowa D. Wyjasnienie pozostatych oznacze jest w wykazie skrétéw
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od aktywnosci kinazy biatkowej MINK nie zostal wyja-
$niony, chociaz udokumentowano udziat MINK w szla-
kach sygnatowych prowadzacych do aktywacji kinaz biat-
kowych JNK i indukcji ekspresji proapoptotycznego genu
bim w tymocytach [73].

Reasumujac:

(1) struktura kompleksu biatek rekrutowanych do TCRop/
CD3 jest zalezna od powinowactwa TCRo3 do kom-
pleksu peptyd/MHC;

(2) w zaleznosci od sktadu kompleksu biatek zwiazanych
z TCRa/CD3 moga w nim przewazaé biatka, kto-
rych aktywnos¢ prowadzi do selekcji pozytywnej lub
negatywnej tymocytéw. Na przyktad RasGRP1 pet-
ni istotng role w selekcji pozytywnej, podczas gdy
kinaza biatkowa MINK pehni istotng role w selekcji
negatywnej tymocytow.

8.1. Rola aktywacji kinaz biatkkowych ERK1/ERK2
w selekcji pozytywnej oraz kinaz bialkowych JNK
w selekcji negatywnej tymocytow

W wyniku oddziatywania TCRo z ligandami selekcjonu-
jacymi pozytywnie dochodzi do aktywacji biatka RasGRP1
przez diacyloglirerol (DAG) w blonie aparatu Golgiego i na-
stgpnie do stabej, ale dlugotrwatej aktywacji kinaz biatko-
wych ERK1/ERK2, ktérych aktywnos$¢ jest niezbedna do
selekcji pozytywnej tymocytow [22,96] (ryc. 3A). Jednak
zbyt duza aktywnos$¢ kinaz biatkowych ERK1/ERK2 moze
hamowac réznicowanie tymocytéw z pdZnego stadium DP/
CD69* do stadium SP, co zostato wykazane u myszy z no-
kautem izoform kinazy diacyloglicerolu [40].

W wyniku oddziatywania TCRo z ligandami selekcjonu-
jacymi negatywnie dochodzi natomiast do aktywacji kinazy
biatkowej MINK oraz rekrutacji kompleksu bialek GRB2/
SOS do LAT (ryc. 3B). Biatko SOS jest wymieniaczem
GDP/GTP w biatku Ras, ktérego aktywnos¢ jest jeszcze
wzmacniana przez aktywny Ras [23]. Rekrutacja komplek-
su GRB2/SOS do LAT prowadzi wigc do silnej aktywacji
Ras oraz silnej, ale krétkotrwatej aktywacji ERK1/ERK2
[96]. Powyzej zaznaczono, ze selekcja pozytywna wyma-
ga stabej i dlugotrwatej aktywnosci ERK1/ERK?2, podczas
gdy krotkotrwata i silna aktywacja ERK1/ERK2 raczej
powoduje apoptoze tymocytow. Aktywacja genéw Scisle
zalezy od czasu trwania aktywacji kinaz biatkowych. Na
przyktad krétkotrwata aktywacja ERK1/ERK?2 jest wystar-
czajaca do indukcji ekspresji c-fos, ale fosforylacja i stabi-
lizacja biatka c-Fos wymaga juz dluzszego czasu aktywa-
cji ERK1/ERK?2 [7,78]. Od aktywnosci kinazy biatkowe;j
MINK i od biatka GRB2 zalezy aktywacja kinaz biatko-
wych JNK i p38 w tymocytach selekcjonowanych nega-
tywnie [33,73] (ryc. 3B). Dominujacy negatywny mutant
Ras nie powodowat obnizenia zaleznej od biatka GRB2 ak-
tywacji kinaz biatkowych JNK, co wskazuje na niezalezna
od Ras aktywacje kinaz biatkowych JNK [33]. Tymocyty
DP myszy z nokautami izoform JNK odznaczaly si¢ na-
tomiast opornoscia na indukcj¢ apoptozy przez przeciw-
ciata anty-CD3 in vivo oraz in vitro, co wskazuje na zaan-
gazowanie kinaz biatkowych JNK w selekcji negatywnej
tymocytow [85,86]. Reasumujac, aktywacja kinaz biatko-
wych ERK1/ERK2 jest niezbedna do selekcji pozytywnej
tymocytéw, podczas gdy kinazy biatkowe MINK i1 JNK
przekazuja sygnaty do selekcji negatywnej. Kinazy biat-

kowe MINK i JNK indukuja m.in. ekspresj¢ genu proapop-
totycznego bim [73].

8.2. Rola biatka Bim w selekcji negatywnej
tymocytow

Biatko Bim nalezy do grupy biatek zawierajacych tylko
proapoptotyczng sekwencje BH3 (tzn. nie zawiera charak-
terystycznych dla biatek rodziny Bcl-2 domen BH1, BH2
i BH4). Za posrednictwem proapoptotycznej sekwencji BH3
biatko Bim moze si¢ wigzac z biatkami antyapoptotycznymi
rodziny Bcl-2 i inaktywowac ich funkcj¢ antyapoptotyczna
[122]. Alternatywne sktadanie eksonéw prowadzi do po-
wstawania kilku izoform Bim, wsréd ktérych sa zawieraja-
ce sekwencje BH3 izoformy Bim, , Bim, Bim, oraz Bim,
[69]. Izoformy Bim, i Bimg moga przez bezposrednie od-
dzialywanie aktywowac proapoptotyczne biatko Bax [69].

U samcéw myszy z haplotypem H-2°, ktére zawieraja trans-
geny kodujace receptor TCRa rozpoznajacy samczy an-
tygen HY w kontekscie H-2D® (TCRo3 anty-HY/DY), de-
lecji ulegaja tymocyty DP rozpoznajace autoantygen [52]
(ryc. 2). Obserwowano natomiast catkowite zahamowanie
delecji autoreaktywnych tymocytéw z TCRo anty-HY/
DP u samcéw (HY*H-2%) myszy z nokautem bim™ [12].
Tymocyty DP izolowane z myszy bim~~ byty réwniez opor-
ne na indukcje apoptozy w wyniku poliklonalnej aktywacji
TCRoB/CD3 in vitro z uzyciem przeciwciat anty-CD3¢e/
CD28 lub traktowania jonoforem Ca®* [11,12]. Obserwacje
te wskazuja na biatko Bim, ktére w tymocytach jest nie-
zbedne do apoptozy inicjowanej przez aktywacje TCRoB/
CD3 i wzrost stgzenia jonéw Ca** w cytosolu.

Sygnat selekcji negatywnej powoduje wzrost st¢zenia biat-
ka BimS, ktdre ulega translokacji do mitochondrium [8,17].
Mechanizm indukcji ekspresji bim w tymocytach nie zostat
jeszcze wyjasniony. Postuluje si¢ natomiast udziat kinaz biat-
kowych MINK i JNK w regulacji ekspresji bim [93]. Kinazy
biatkowe JNK fosforyluja reszty seryny w biatku c-Jun po-
wodujac aktywacje czynnika transkrypcyjnego AP-1, ktéry
moze uczestniczy¢ w aktywacji genu bim [90]. Sygnat se-
lekcji negatywnej prowadzi takze do syntezy biatek Bim
i Bim, [89]. Jednak izoformy Bim, i Bim_ moga by¢ se-
kwestrowane w cytosolu i ich translokacja do mitochondrium
zalezy od fosforylacji Bim przez kinazy biatkowe JNK [64].

Biatko Bim indukuje apoptoze zalezng od aktywacji ka-
spazy 9 w apoptosomie z udzialem cytochromu c i biatka
APAF-1. Jednak w przeciwienistwie do catkowitego zaha-
mowania delecji tymocytéw z autoreaktywnym TCRof3
(TCRoP anty-HY/DP) u myszy z nokautem bim™-, stwier-
dzono jedynie czgsciowe zahamowanie apoptozy tymo-
cytéw z autoreaktywnym TCRap u myszy z nokautem
APAF-17-1ub kaspazy 97~ [41,106]. Postuluje sie, ze oprécz
apoptozy zaleznej od apoptosomu (cytochrom ¢c/APAF-1/
kaspaza 9), takze inne mechanizmy apoptozy zaleznej od
mitochondrium moga bra¢ udzial w eliminacji autoreak-
tywnych tymocytéw [61,70,92].

8.3. Rola sierocego receptora jadrowego Nur77
w selekcji negatywnej tymocytow

Sygnat selekcji negatywnej tymocytéw powoduje skoor-
dynowanga zmiang ekspresji wielu gendéw kodujacych za-
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rowno czynniki transkrypcyjne, jak i biatka przyczynia-
jace si¢ do zmniejszenia adhezji tymocytow do macierzy
migdzykomorkowej 1 zwigkszenia adhezji do sasiednich
komoérek oraz do indukcji apoptozy [89]. Kompleksowa
analiza ekspresji genéw w kilku modelach do§wiadczal-
nych selekcji negatywnej tymocytéw wskazuje na wzrost
ekspresji m.in. genu wczesnej odpowiedzi, ktéry koduje
czynnik transkrypcyjny Nur77 [8,89]. Nur77 i homolo-
giczne biatko Nor-1 naleza do nadrodziny receptoréw ja-
drowych, obejmujacej takze klasyczne receptory hormo-
néw steroidowych. Jednak Nur77 i Nor-1 s3 receptorami
sierocymi, gdyz nie jest znany ich ligand, a badania struk-
turalne wykazaty, ze Nur77 nie ma nawet kieszeni moga-
cej pomiescic ligand [29]. Ekspresje¢ gendw nur77 i nor-1
obserwowano w apoptotycznych tymocytach myszy, kt6-
rym podawano dootrzewnowo przeciwciata anty-CD3 [20].
Takze aktywacja in vitro kompleksu TCRa/CD3 w hy-
brydoma limfocytu T prowadzita do utrzymujacej si¢ kil-
kanascie godzin ekspresji nur77 i apoptozy komoérek, pod-
czas gdy traktowanie estrem forbolu powodowato jedynie
krétkotrwata indukcjg ekspresji nur77, ktérej nie towarzy-
szyta apoptoza komérek [67,118]. Masowq apoptoz¢ tymo-
cytéw DP obserwowano réwniez w grasicach myszy z eks-
presja transgenéw nur77 lub nor-1, podczas gdy tymocyty
DN charakteryzowatly si¢ opornoscia na indukcj¢ apoptozy
przez Nur77 i Nor-1 [16,20,116]. Analiza ekspresji Nur77
w subpopulacjach tymocytéw izolowanych z prawidtowych
myszy szczepu C57BL/6 wykazata ekspresje Nur77 w ty-
mocytach DP/CD69* kory grasicy oraz w niedojrzatych ty-
mocytach SP/CD24"¥°% rdzenia grasicy, a wigc w tymocy-
tach wrazliwych na selekcj¢ negatywna [21].

Wyciszenie ekspresji genu nur77 lub hamowanie funk-
cji biatka Nur77 (przez dominujacy negatywny mutant
Nur77) prowadzity do hamowania apoptozy hybrydo-
ma komoérek T w odpowiedzi na aktywacje TCRo3/CD3
[67,118]. Dominujacy negatywny mutant Nur77 hamowat
in vivo delecje autoreaktywnych tymocytéw z TCRaf an-
ty-HY/D® u samcéw (HY*H-2%), co wskazuje na udziat
Nur77 w procesie selekcji negatywnej tymocytéw [124].
Jednak u myszy z nokautem nur77" nie stwierdzono za-
burzenia procesu selekcji negatywnej tymocytéow [63].
Przypuszczalnie biatko Nor-1 moze w tymocytach zaste-
powaé Nur77 w szlakach sygnatowych apoptozy zaleznej
od aktywacji TCRo3/CD3 lub selekcja negatywna tymo-
cytéw moze zachodzi¢ bez udziatu biatek Nur77. Myszy
z podwdéjnym nokautem nur77” nor-17- nie przezywaly
miesigca z powodu ostrych biataczek szpikowych, pozo-
stawiajac bez odpowiedzi pytania o wrazliwos¢ tymocy-
t6w nur77” nor-17- na apoptoze w odpowiedzi na aktywa-
cjg TCRoB/CD3 [77].

Podsumowujac, Nur77 powoduje apoptoze tymocytow
w odpowiedzi na aktywacje TCRaf/CD3, ale w przeci-
wienistwie do Bim, selekcja negatywna tymocytéw przy-
puszczalnie moze zachodzi¢ takze bez udziatu Nur77.
Biatko Nur77 pehni funkcj¢ aktywatora transkrypcji w ja-
drze komérki i moze réwniez przekazywac sygnat do zmia-

PismiennicTwo

ny konformacji biatka Bcl-2 w blonie mitochondrium [57].
Oddziatywanie biatek Nur77 i Bcl-2 moze prowadzi¢ do
wyciszenia antyapoptotycznej funkcji Bel-2 i ekspozycji
przez Bcl-2 proapoptotycznej sekwencji BH3, ktdra z ko-
lei moze wycisza¢ antyapoptotyczna funkcje biatka Bel-X |
[57,65]. Przypuszczalnie biatko Nur77, indukowane w ty-
mocytach w nastepstwie aktywacji TCRaff/CD3 przez
kompleks peptyd/MHC selekcjonujacy negatywnie, moze
wspomagac biatko Bim w indukcji apoptozy tymocytow
rozpoznajacych wtasne antygeny organizmu.

9. PobsumowaNIE

Istota réznicowania tymocytéw sa rearanzacje genéw ko-
dujacych receptory antygenowe (TCRof3 i TCRYS), w po-
taczeniu z selekcja prekursoréw limfocytéw T zawieraja-
cych receptory uzyteczne w rozpoznaniu obcych antygenow.
TCRaf moze by¢ uzyteczny w rozpoznaniu obcego anty-
genu, jezeli rozpoznaje wiasne MHC, ale nie rozpoznaje
prezentowanych w kontek$cie MHC wtasnych antygenéw
organizmu. Procesy selekcji i ekspansji tymocytéw zawiera-
jacych uzyteczny produkt zrearanzowanych genéw (TCRYS,
pre-TCR, TCRaf) sa regulowane przez wiele czynnikéw
transkrypcyjnych, w tym przez sieroce receptory jadrowe
RORYt i Nur77. Sierocy receptor jadrowy RORYt jest nie-
zbedny w réznicowaniu tymocytéw stadium ISP (z pre-
TCR) do tymocytéw DP (z TCRof) oraz w przezyciu ty-
mocytéw wczesnego stadium DP, gdyz RORYt reguluje
poziom antyapoptotycznego biatka Bcl-X . W kolejnych
stadiach rozwojowych tymocytéw aktywacja TCRof3 do-
starcza zaréwno sygnaléw ratujacych przed apoptoza tymo-
cyty z TCRof uzytecznym, jak i sygnatéw indukujacych
apoptoze tymocytéw z TCRofy wykazujacym zbyt duze po-
winowactwo do wtasnych antygenéw w kontekscie MHC.
W wyniku oddziatywania TCRop z ligandami selekcjonu-
jacymi negatywnie jest indukowana ekspresja m.in. gendw
kodujacych proapoptotyczne biatko Bim i sierocy receptor
jadrowy Nur77. Biatko Bim, ktdre jest niezbgdne w selek-
¢ji negatywnej tymocytéw, moze bezposrednio aktywowac
proapoptotyczne biatko Bax prowadzac do aktywacji ka-
spaz i fazy egzekucyjnej apoptozy. Natomiast rola Nur77
w selekcji negatywnej tymocytéw nie zostata w petni wyja-
$niona. Ekspresja genu nur77 prowadzi do apoptozy tymo-
cytéw, ale selekcja negatywna tymocytéw moze zachodzié
takze bez udziatu Nur77. Biatko Nur77 moze petni¢ funk-
cj¢ zaréwno aktywatora transkrypcji genéw, jak i poprzez
oddziatywanie z biatkami na powierzchni mitochondrium
moze prowadzi¢ do wyciszenia antyapoptotycznej funkcji
biatek Bcl-2 i Bel-X, . Przypuszczalnie biatko Nur77 moze
wspomagac biatko Bim w indukcji apoptozy tymocytow
rozpoznajacych wilasne antygeny organizmu, co wymaga
potwierdzenia w dalszych badaniach.
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