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U noworodków szczurów komórki b przechodza faze

przebudowy (remodeling), w trakcie której obserwuje
sie fale apoptozy. Stosujac lacznie model matematyczny
oraz metody histochemiczne, wykazalismy, ze apopto-

za komórek b jest znacznie wieksza u noworodków niz
u osobników doroslych, osiagajac szczyt okolo 2 tygo-
dnia zycia. Inne tkanki, wlacznie z nerkami i tkanka ner-

wowa, równiez wykazuja nasilenie apoptozy, co suge-
ruje, ze jest to normalne zjawisko w procesie rozwoju.
Wykazalismy, ze nasilona apoptoza komórek b u nowo-

rodków jest równiez obecna w modelu zwierzecym cu-
krzycy autoimmunologicznej i dotyczy szczurów rasy BB
oraz myszy rasy NOD. Zwykle uwaza sie, ze proces apop-

tozy nie wyzwala odpowiedzi immunologicznej. Jednak
ostatnie badania wskazuja, ze komórki ulegajace apop-
tozie moga: 1) prezentowac antygeny autoreaktywne

w pecherzykach powierzchniowych; 2) preferencyjnie ak-
tywowac komórki dendrytyczne i w ten sposób pobu-
dzac rozwój specyficznych tkankowo limfocytów T;

3) indukowac tworzenie autoprzeciwcial. Wyniki te wska-
zuja, ze w pewnych sytuacjach fizjologicznych apoptoza
moze rzeczywiscie aktywowac proces autoimmunolo-

giczny. Zapoczatkowanie procesu autoimmunologiczne-
go u myszy wystepuje zawsze okolo 15 dnia zycia, na-
wet jezeli proces rozwoju cukrzycy jest znacznie przy-

spieszony. Majac na uwadze wszystkie powyzsze prze-

slanki, wysunelismy hipoteze, ze nasilenie apoptozy

u noworodków moze byc czynnikiem wyzwalajacym pro-
ces autoimmunologiczny przeciwko komórkom b .

Apoptoza, okreslana równiez jako programo-
wana smierc komórek, jest normalnym procesem od-
powiadajacym za przebudowe tkanek we wczesnym
okresie rozwojowym oraz u osób doroslych. W okre-
sie rozwoju jest ona zwiazana z róznorodnymi pro-
cesami, takimi jak: negatywna selekcja komórek gra-
sicy, usuwanie struktur obecnych wylacznie w okre-
sie plodowym oraz ksztaltowanie róznych czesci ciala
[1]. Ponadto apoptoza jest odpowiedzialna za ho-
meostaze tkanek i eliminacje nieczynnych, zbednych
lub szkodliwych komórek. U doroslych szybkosc pro-
liferacji jest szacowana na 100 000 komórek na se-
kunde, apoptoza jest mechanizmem przeciwdziala-
jacym nadmiernemu przerostowi tkanek [2]. Jest ona
równiez odpowiedzialna za smierc komórek podda-
nych takiemu stresowi komórkowemu, jak infekcja
wirusowa lub narazenie na substancje toksyczne,
moze takze uczestniczyc w rozwoju chorób degene-
racyjnych [3].

Udzial apoptozy w homeostazie tkanek jest
zwykle niedoceniany, poniewaz nawet przy duzym
nasileniu procesu jest on „histologicznie niewidocz-
ny” [4]. Mimo ze komórki ulegajace apoptozie maja
odmienna morfologie, ich szybkie usuwanie powo-
duje, ze w danym momencie jedynie niewielka ich
liczba moze byc sklasyfikowana jako apoptotyczne
[1]. Ocenia sie, ze w rozwijajacej sie grasicy szczura
okolo 97% komórek ulega apoptozie. Jednak w cza-
sie badania histologicznego tylko 0,2% komórek
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w danym momencie ma cechy apoptozy, co sugeru-
je, ze szybkosc ich usuwania mierzona jest w minu-
tach [4]. Nawet w nerkach, gdzie odsetek komórek
plodowych obumierajacych w mechanizmie apop-
tozy wynosi 50%, a szybkosc ich usuwania jest sza-
cowana na 1–2 h, nie wiecej niz 3% sposród nich
posiada typowa morfologie komórek obumarlych
w tym mechanizmie [4]. Poniewaz apoptoza jest trud-
na do wykrycia, jej wplyw na przebudowe tkanek
plodowych wykazano tylko w kilku tkankach. Nasi-
lenie apoptozy u noworodków stwierdzono takze
w tkance nerwowej [6–8], w nerkach [4], w kardio-
miocytach i w tetnicach [9, 10], w meskich komór-
kach rozrodczych [1] i w korze nadnerczy [12].

W 1995 roku Finegood i wsp. [13], korzystajac
z modelu matematycznego opisujacego dynamike
masy komórek b, badali nasilenie apoptozy komó-
rek b trzustki u noworodków szczurów. Szybkosc
przyrostu masy komórek b jest zalezna od szybkosci
tworzenia nowych komórek oraz od szybkosci utra-
ty innych. Nowe komórki sa tworzone poprzez repli-
kacje obecnych komórek b lub róznicowanie komó-
rek prekursorowych, co jest okreslane jako neoge-
neze. Utrata komórek zachodzi w procesie apopto-
zy lub martwicy, za które odpowiada silny stres mi-
krosrodowiska komórkowego [14]. Aby zrozumiec,
w jaki sposób powiazane sa ze soba replikacja, neo-
geneza, smierc komórki i przyrost masy komórek b,

stworzylismy model przeksztalcen komórek b w rów-
naniu równowagi masy:

REP + NEO – UTRATA = d (liczba komórek b)/dt

W równaniu tym REP oznacza szybkosc repli-
kacji komórek b, NEO — szybkosc neogenezy komó-
rek b, UTRATA — szybkosc obumierania komórek b

(liczba komórek b)/dt — szybkosc zmiany liczby ko-
mórek b oceniana na podstawie masy komórek b oraz
przecietnej zmiany wielkosci komórek b w czasie [13].

U szczurów rasy Sprague-Dawley masa komó-
rek b przyrasta prawie liniowo do okolo 100 dnia
zycia, za wyjatkiem okresu plateau wzrostu 5–20 dnia
zycia [13]. Replikacja komórek b w chwili urodzenia
dotyczy okolo 10% komórek i spada wykladniczo do
2–3% dziennie u doroslych szczurów. Po podstawie-
niu powyzszych danych do równania, ocenilismy, ze
za plateau wzrostu komórek b w 12 dobie zycia od-
powiedzialne jest nasilenie ich obumierania z mak-
symalna szybkoscia 9% dziennie (ryc. 1). Poniewaz
szybkosc neogenezy jest nieznana, ten szacunek
dotyczy utraty komórek „netto” (UTRATA – NEO),
a zatem bezwzgledna szybkosc utraty komórek
(UTRATA) moze byc wyzsza.

Dane szacunkowe uzyskane w modelu mate-
matycznym potwierdzono dzieki przeprowadzeniu
bezposrednich badan histochemicznych, pozwalaja-
cych wykryc komórki apoptotyczne. Zastosowano
barwienie jodkiem propidyny, co pozwala na ocene
morfologiczna zjawiska apoptozy i stwierdzono na-
silenie tego zjawiska w komórkach b u noworodków
szczurów rasy Sprague-Dawley w porównaniu
z osobnikami doroslymi [15]. Wskaznik apoptozy
osiagal szczyt w 13 dobie zycia (3,5 ± 0,4%), pokry-
wajac sie z plateau wzrostu masy komórek b oraz
z maksymalnym nasileniem utraty komórek przewi-
dywanym na podstawie naszego modelu. Odsetek
komórek ulegajacych apoptozie byl podwyzszony
u wszystkich noworodków (np. 1,5 ± 0,2% w 2 dobie
zycia) w porównaniu z doroslymi szczurami (0,4 ±
± 0,1% w 3 miesiacu zycia). Petrick i wsp. [16],
w oddzielnym badaniu przeprowadzonym u szczu-
rów rasy Wistar, wykazali nasilenie apoptozy w ko-
mórkach wyspowych noworodków za pomoca me-
tody znakowania nacietego konca (NICK-END) dUTP
(TUNEL). Szczyt zjawiska apoptozy przypadal na 14
dobe zycia (13,2 ± 3,4%) w porównaniu z 5,9 ± 1,2
i 0,2 ± 0,1% odpowiednio u szczurów 4-dniowych
oraz doroslych osobników. Powyzsze wskazniki hi-
stologiczne zjawiska apoptozy sa jakosciowym po-
twierdzeniem zalozen teoretycznych nasilenia apop-
tozy komórek b na podstawie modelu matematycz-
nego. Nie mozna jednak ocenic ilosciowo czestosci,
z jaka apoptoza wystepuje w komórkach b, ponie-
waz nie znamy szybkosci usuwania komórek, które
ulegly apoptozie. Nie wiemy równiez, z jakiego po-
wodu wyniki otrzymywane w kolejnych badaniach

Rycina 1.  Przewidywanie utraty komórek netto oraz neo-
genezy netto u zdrowych szczurów rasy Sprague-Dawley
[13]. Na osi Y oznaczono „przemiany komórek b netto”, co
odpowiada róznicy szybkosci neogenezy i szybkosci utraty
komórek. Wartosci dodatnie wskazuja, ze calkowita szyb-
kosc utraty komórek jest wyzsza niz tworzenie nowych
komórek w procesie neogenezy. Przyrost masy komórek b
jest zalezny od przemian komórek b netto razem z szybko-
scia replikacji komórek b (nie uwzgledniono)
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róznia sie miedzy soba. Moze to wynikac z niejedna-
kowej szybkosci usuwania komórek apoptotycznych
zabarwionych jodkiem propidyny lub barwieniem
TUNEL, a takze nieznanym czasem, w jakim zabar-
wione komórki sa widoczne. Podsumowujac, wszyst-
kie badania potwierdzaja nasilenie apoptozy komó-
rek b u noworodków, które wystepuje okolo 12–14
doby zycia. Podobnie jak w innych tkankach, nie jest
latwo ocenic nasilenie utraty komórek b. Niemniej
jednak, bardzo znaczne nasilenie tego procesu musi
nastepowac przed momentem odstawienia od pier-
si, kiedy komórki b proliferuja, a ich laczna masa sie
zwieksza. Na podstawie naszego modelu przewidu-
jemy, ze okolo 60% obecnych przy porodzie komó-
rek  b obumiera w fazie przebudowy. Szybkosc usu-
wania komórek, które ulegly apoptozie ogranicza
mozliwosci potwierdzenia na podstawie oceny mor-
fologicznej, kiedy to nasilenie ma miejsce. Pomimo
tego wiadomo, ze apoptoza nasila sie 2-krotnie po-
miedzy 1 a 2 tygodniem zycia.

Czynnosciowe znaczenie obecnosci fazy prze-
budowy w okresie noworodkowym jest nieznane.
W odniesieniu do innych ukladów, jak na przyklad:
meskie komórki rozrodcze, komórki miesnia serco-
wego czy komórki kory nadnerczy, podobna fala
apoptozy towarzyszaca procesowi przebudowy tka-
nek, odpowiada zmieniajacej sie funkcji komórek jako
reakcja na zmienione zapotrzebowanie [9, 11, 12].
W trzustce fala apoptozy wystepuje bezposrednio
przed odstawieniem od piersi i moze przygotowy-
wac komórki b do zmiany ich funkcji wraz ze zwiek-
szeniem wymagan.

Czy duze nasilenie zjawiska apoptozy
komórek b u noworodków wplywa na
inne procesy oprócz przebudowy
tkanki?

Naplyw komórek immunologicznych do wysp
Langerhansa wystepuje do 15. doby zycia myszy NOD
oraz myszy NOD transgenicznych, u których stwier-
dzono przyspieszony rozwój cukrzycy autoimmuno-
logicznej [17–20]. Zwiekszenie naplywu komórek au-
toimmunologicznych jest zgodne w czasie z nasile-
niem zjawiska apoptozy u zdrowych szczurów. Do-
tychczas apoptoze uwazano za proces niezapalny,
jednak w wielu badaniach wskazano na mozliwosc
powiazania procesu immunologicznego z apoptoza.
W niniejszym artykule stawiamy hipoteze, ze fala apop-
tozy u noworodków moze wyzwalac proces autoim-
munologiczny skierowany przeciwko komórkom b.
Duze nasilenie tego zjawiska stanowi zródlo anty-
genów i umozliwia ich prezentacje dla ukladu od-

pornosciowego, co u osób genetycznie wrazliwych
wyzwala powstawanie limfocytów T skierowanych
przeciwko komórkom b.

Czy u zwierzat fala apoptozy
w okresie noworodkowym towarzyszy
autoimmunologicznej cukrzycy
eksperymentalnej?

Aby ustalic, w jaki sposób nasilona apoptoza
komórek b noworodków moze przyczyniac sie do
rozwoju reakcji autoimmunologicznych, najpierw
ocenialismy dynamike wymiany komórek b w okre-
sie noworodkowym, badajac zwierzeta eksperymen-
talne, u których spontanicznie rozwija sie cukrzyca
auotoimmunologiczna: szczury BB oraz myszy NOD.
Cukrzyca autoimmunologiczna wystepuje u okolo
70–80% osobników narazonego szczepu BBdp, cha-
rakteryzujac sie silnym naciekaniem wysp trzustko-
wych przez komórki jednojadrzaste, co nazywane jest
zapaleniem wysp, insulitis [21]. Wykorzystujac nasz
model, stwierdzilismy nasilenie apoptozy u nowo-
rodków szczurów BB (ryc. 2) [22]. Fala nasilenia apop-
tozy przewidywana pomiedzy 5–25 dniem zycia
z podobnym nasileniem wystepuje zarówno u szczu-
rów rasy BBdp, jak i u odpornej na rozwój cukrzycy
odmiany BBdr.

Cukrzyca autoimmunologiczna rozwija sie u 80–
–90% osobników zenskich myszy NOD i u 10–40%
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Rycina 2.  Wypadkowa obumierania komórek i wypadko-
wa neogenezy u mlodych szczurów wrazliwych na cukrzy-
ce (BBdp) i opornych na cukrzyce (BBdr) karmionych mie-
szanka BioBreeding. Wykres utworzono na podstawie masy
komórek b oraz szybkosci replikacji oszacowanej na pod-
stawie modelu Finegooda i wsp. [13]. Nie stwierdzono zna-
miennych róznic pomiedzy szczurami szczepu BBdp a BBdr
niezaleznie od wieku. Nie wykryto cech insulitis przed osia-
gnieciem 25 dnia zycia, bardzo lagodny proces peri-insuli-
tis u szczurów wrazliwych na rozwój cukrzycy stwierdzano
pomiedzy 25 a 50 dniem zycia
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osobników meskich okolo 4–6 miesiaca zycia. Na-
cieki jednojadrzastych komórek w obrebie wysp sta-
ja sie widoczne okolo 5 tygodnia zycia [23]. Wyko-
rzystujac metode TUNEL, obserwowalismy (EA, DJH)
nasilenie apoptozy komórek b ze zwiekszeniem licz-
by komórek apoptotycznych, poczynajac od 5 dnia
zycia zarówno u myszy NOD, jak i w kontrolnej gru-
pie BALB/c (ryc. 3). Zwracal uwage istotnie nizszy
wskaznik apoptozy u myszy BALB/c w porównaniu
ze wskaznikiem apoptozy u myszy NOD w calym
okresie noworodkowym, co sugeruje, ze nasilenie
apoptozy w tym modelu cukrzycy autoimmunolo-
gicznej jest wieksze. Obydwa badania potwierdzaja
obecnosc fali apoptozy komórek b u zwierzat, u któ-
rych rozwija sie cukrzyca autoimmunologiczna. Ba-
dajac dwa bardzo rózne gatunki gryzoni za pomoca
dwóch róznych metod, wykazalismy nasilenie zjawi-
ska apoptozy komórek b, które zmniejsza sie mniej
wiecej w okresie odstawienia noworodków od pier-
si. Na podstawie dokonanej analizy stwierdzilismy,
ze u szczurów obu szczepów, BBdp i BBdr, nasilenie
apoptozy bylo podobne. Odmiennie zachowywal sie
wskaznik apoptozy u myszy, byl on zwiekszony
u osobników NOD podatnych na rozwój cukrzycy
w porównaniu ze wskaznikiem u zdrowych myszy
BALB/c. Wyniki badan nie potwierdzaja, czy rozwój
cukrzycy autoimmunologicznej jest zalezny od nasi-
lenia apoptozy u róznych ras, czy tez inaczej zacho-
wuja sie szczury BB i myszy NOD.

Czy apoptoza odpowiada
za wyzwalanie autoagresji?

Apoptoza dotychczas uznawana byla za pro-
ces niezapalny. Kolejne jej etapy obejmuja tworze-
nie pecherzyków z blony komórkowej, kurczenie sie
cytoplazmy, kondensacje jadra komórkowego, frag-
mentacje DNA i oddzielenie od otaczajacych komó-
rek. Wiele tworzonych i polaczonych z blona komór-
kowa cialek apoptotycznych jest fagocytowanych
przez sasiednie komórki oraz przez wyspecjalizowa-
ne komórki fagocytujace bez uwalniania zawartosci
do otoczenia. Uwaza sie, ze apoptoza nie indukuje
reakcji immunologicznej [14]. Odmiennie przebiega
proces martwicy, zapoczatkowywany obrzekiem or-
ganelli komórkowych, który prowadzi do pekniecia
blony komórkowej i wyplywu zawartosci komórki [1].

Martwica jest zwykle zwiazana z rozwojem
miejscowego odczynu zapalnego z udzialem ma-
krofagów, pobudzeniem i proliferacja limfocytów
linii T i B, wydzielaniem cytokin wzmacniajacych
proces zapalny.

Niedawno wykazano, ze proces apoptozy moze
jednak indukowac reakcje immunologiczna. Wspól-
na hodowla in vitro komórek apoptotycznych oraz
dendrytycznych spowodowala prezentacje antyge-
nów oraz pobudzenie obu glównych zespolów od-
powiedzi komórkowej (MHC) ograniczone do klasy I
[Class I-restricted] CD8+ Limfocyty T [24, 25] i MHC
ograniczone do klasy II CD4+ Limfocyty T [25, 26].
W innym badaniu, równiez makrofagi potrafily za-
prezentowac antygen z komórek apoptotycznych
i aktywowac CD8+ Limfocyty T (27). Uchimura i wsp.
[28] stwierdzili, ze inkubacja komórek apoptotycz-
nych z makrofagami pochodzacymi z otrzewnej po-
wodowala wieksze wydzielanie cytokin (TH 1) nasila-
jacych proces zapalny w porównaniu z inkubacja
z komórkami nieulegajacymi apoptozie, chociaz Fa-
dok i wsp. [29] wykazali, ze inkubacja makrofagów
oraz komórek apoptotycznych pobudza wydzielanie
cytokin przeciwzapalnych (TH2).

Badania in vivo równiez potwierdzaja przyczy-
nowa zaleznosc pomiedzy obecnoscia komórek ule-
gajacych apoptozie oraz aktywacja odpowiedzi im-
munologicznej. Mevorach i wsp. [30] wykazali nie-
dawno, ze u myszy uogólniony kontakt (systemic
exposure) zgodnych antygenowo (syngenicznych)
tymocytów ulegajacych zjawisku apoptozy pobudza
produkcje autoprzeciwcial uczestniczacych w rozwo-
ju ukladowego tocznia rumieniowatego (SLE). Au-
toprzeciwciala izolowane z surowicy chorych z SLE
czesto wiaza epitopy powstale w wyniku apoptozy
[31]. Casciola-Rosen i wsp. [32] wiaza zjawiska apop-
tozy i autoagresji z faktem, ze antygeny pobudzaja-
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Rycina 3.  Apoptoza komórek b (% TUNEL-dodatnich jader
komórkowych) jako funkcja wieku samic myszy NOD
i BALB/c. Preparaty barwiono zestawem ApopTag do de-
tekcji perdesydazy w celu wykrycia apoptazy jader, a na-
stepnie hematoksylina Carazziego. Komórki TUNEL-dodat-
nie i TUNEL-ujemne zliczano z 5 preparatów od kazdego
zwierzecia (n = 5, wiek 1–17 dni, n = 3, wiek 21 dni).
Stwierdzono róznice pomiedzy myszami BALB/c a NOD
w kazdym wieku (p < 0,001).* Róznica znamienna staty-
stycznie od 1 dnia zycia (p < 0,001)
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ce produkcje autoprzeciwcial w SLE wystepuja w ze-
spolach pecherzyków powierzchniowych dwu odle-
glych populacji komórek tworzacych keratyne i ule-
gajacych apoptozie. Kurts i wsp. [33] wykazali, ze
niszczenie tkanek przez limfocyty T, prawdopodob-
nie wywolane zjawiskiem apoptozy [34], odslonilo
zwykle niedostepne antygeny, aktywujace z kolei nie-
uczulone (naive) limfocyty T. Sugeruje sie takze, ze uwal-
niane w trakcie zjawiska apoptozy fosfolipidy, sa bodz-
cem antygenowym prowadzacym do produkcji prze-
ciwcial skierowanych przeciw fosfolipidom [35]. Ba-
danie to dostarcza danych sugerujacych, ze smierc ko-
mórki poprzez apoptoze moze zapoczatkowac odpo-
wiedz immunologiczna, która u podatnych osobników
skierowana zostanie przeciw wlasnym antygenom.

Czy apoptoza komórek b prowadzi do
rozwoju cukrzycy o podlozu
autoimmunologicznym?

W wielu badaniach wykazano, ze apoptoza
komórek b moze wyprzedzac rozwój insulitis w eks-
perymentalnej cukrzycy typu 1. O’Brian i wsp. [36]
dokonali ilosciowej oceny u myszy, którym wielokrot-
nie podawano male dawki toksycznej dla komórek b

streptozotocyny (STZ). Apoptoza nasilila sie i osia-
gnela pierwszy szczyt 5. dnia po rozpoczeciu poda-
wania substancji, natomiast w 9. dniu badania wy-
stapily cechy zapalenia wysp trzustki. Ponowny szczyt
apoptozy pojawil sie w 11. dniu, gdy obserwowano
nacieki zlozone z limfocytów w komórkach b. Dane
te sugeruja, ze wywolana STZ apoptoza uruchomila
odpowiedz immunologiczna, która prowadzila do
obumierania komórek b, chociaz poddawano w wat-
pliwosc specyficznosc tej odpowiedzi [37, 38].
O’Brian i wsp. [39] stwierdzili równiez, ze apoptoza
komórek b wyprzedza zapalenie wysp trzustki u my-
szy NOD. Zjawisko to obserwowano takze u myszy
w transgenicznym modelu przyspieszonej cukrzycy
[18, 19]. Nadmierna transgeniczna ekspresja czyn-
nika martwicy nowotworów a (TNF-a) w komórkach
b wiazala sie z apoptoza komórek 7–10-dniowych,
która wystepowala kilka dni przed pojawieniem sie
nacieków z komórek T [18]. Apoptoza komórek b

trzustki wyprzedzala równiez insulitis u myszy NOD,
u których wystepowala nadmierna ekspresja diabe-
togennych limfocytów T [19]. Chociaz w powyzszych
badaniach nie wykazano zwiazku przyczynowego
pomiedzy apoptoza komórek b i rozpoczeciem pro-
cesu zapalnego wysp trzustki, zwiazek czasowy tych
dwóch zjawisk przemawia za nasza hipoteza, ze
apoptoza komórek b moze wywolywac cukrzyce
o mechanizmie autoimmunologicznym.

Dodatkowych dowodów na istnienie zwiazku
czasowego pomiedzy wystepujaca u noworodków
fala apoptozy a nastepujacym potem procesem za-
palnym wysp trzustki dostarczaja badania na zwie-
rzecych modelach przyspieszonej cukrzycy o podlo-
zu autoimmunologicznym. Modele te zostaly utwo-
rzone poprzez nasilona ekspresje limfocytów T spe-
cyficznych przeciwko wyspom trzustkowym [40, 41],
poprzez transgeniczna ekspresje stymulujacej mole-
kuly B7 [42] lub TNF-a [18] w wyspach oraz poprzez
podawanie cyklofosfamidu [43] albo anty-CTLA-4
[20]. W powyzszych modelach czas potrzebny do
rozwoju cukrzycy jest znacznie skrócony, hiperglike-
mia moze pojawiac sie nawet w 17. dniu [20]. Pomi-
mo szybkiego rozwoju choroby zapalenie wysp
trzustkowych pojawia sie zwykle w stalym czasie,
czyli 15. dnia [18–20]. Zjawiska tego nie badano
szczególowo w zadnej z prac. Fakt, ze rozpoczecie
procesu zapalnego nie wystepuje przed uplywem
15 dni sugeruje, ze jest to moment krytyczny, w któ-
rym pewne istotne zjawiska. Fala apoptozy komórek
b zachodza wystepujaca u noworodków pojawia sie
w takim wlasnie czasie, co pozwala przypuszczac, ze
moze ona rozpoczynac proces autoimmuologiczny.

Dlaczego proces autoimmunologiczny
skierowany przeciwko komórkom b
nie rozpoczyna sie przed uplywem
15 dni zycia?

Aby rozpoczal sie atak autoimmunologiczny
u podatnych genetycznie osobników, autoantygeny
komórek b musza stac sie dostepne dla komórek pre-
zentujacych antygeny (APC, antigen presenting cells).
APC, wraz z wlasciwymi molekulami stymulujacymi,
moga wówczas indukowac proliferacje limfocytów
T [44]. Proces autoimmunologiczny nie moze zostac
uruchomiony, jezeli antygen nie jest dostepny lub
jest go za malo, jezeli nie ma APC lub nie sa one
w stanie zaprezentowac antygenu oraz jesli nie moz-
na aktywowac limfocytów T. Pewien wglad w te moz-
liwosci uzyskalismy dzieki pracy Höglunda i wsp. [45].
Wykazali oni, ze limfocyty T 10-dniowej myszy sa
w pelni funkcjonalne. Limfocyty T CD4+specyficzne
dla komórek b trzustki pochodzace od 10-dniowej
transgenicznej myszy, wsród których znajdowal sie
znaczny odsetek limfocytów T z receptorami specy-
ficznymi dla komórek b limfocytów T (BDC 2.5 TCR)
skutecznie ulegly pobudzeniu po przeniesieniu do
organizmów doroslych myszy, u których nie wyste-
powaly zwykle limfocyty T (Ca°/NOD). Jednak limfo-
cyty T pochodzace od doroslych transgenicznych
myszy BDC 2.5 TCR, które przeniesiono do biorców
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Ca°/NOD nie ulegly proliferacji w trzustkowych we-
zlach chlonnych. Obserwacja ta sugeruje, ze w trzu-
stce 20-dniowego zwierzecia jest niewystarczajaca
ilosc antygenu stymulujacego limfocyty T albo jest
on niedostepny, albo tez APC sa niedostepne albo
nie moga zaprezentowac antygenu. Niemniej jed-
nak w 15. dniu zycia limfocyty T w trzustkowych
wezlach chlonnych ulegaja aktywacji i widoczne sa
pierwsze objawy zapalenia wysp trzustkowych [45].
Aktywacja limfocytów T 10–15 dnia zycia pozwala
sadzic, ze w tym czasie albo antygen staje sie do-
stepny dla funkcjonalnych APCs lub komórki te staja
sie funkcjonalne.

Dodatkowe informacje pochodza z badan
Höglunda i wsp. [45]. Badacze sugeruja, ze APC
u 10-dniowych zwierzat sa juz w stanie prezentowac
antygen. Komórki T CD8+ specyficzne dla albuminy
jajowej (OVA, ovalalbumin) niestykajace sie dotych-
czas z zadnym bodzcem przeniesiono do organizmu
10-dniowej myszy transgenicznej, u której stwierdza-
no ekspresje bialka OVA na szczurzym promotorze
insuliny (RIP-OVA, rat insulin promoter). U tych my-
szy wystepuje znaczaca ekspresja bialka OVA na ko-
mórkach b i w nerkach [46]. Stwierdzono prolifera-
cje limfocytów T w wezlach chlonnych okolicy nerki,
co pozwala sadzic, ze APC 10-dniowego zwierzecia
moga aktywowac komórki T CD8+. Co dziwne, nie
stwierdzono proliferacji limfocytów T w wezlach
chlonnych okolicy trzustki. Prawdopodobnie istnieje
zwiazana z ta okolica róznica w dzialaniu APC lub
zalezna od narzadu róznica w dostepnosci antyge-
nu dla prezentacji. Powyzsze dane sugeruja, ze pro-
ces autoimmunizacji nie rozpoczyna sie przed uply-
wem 15. dnia zycia, poniewaz antygeny wystepuja
w niedostatecznej ilosci lub niedostepny jest anty-
gen powodujacy stymulacje specyficznych dla komó-
rek b trzustki limfocytów T, mniej prawdopodobny
jest brak limfocytów T lub brak funkcji czy dostep-
nosci APC. Wystepujaca u noworodków fala apop-
tozy, która pojawia sie w tym okresie moze byc zró-
dlem wczesniej niedostepnego antygenu.

Czy apoptoza rozwojowa tlumaczy
zalezne od narzadu róznice
w dostepnosci autoantygenu?

W nerkach noworodków obserwowano fale
apoptozy wystepujace w trakcie rozwoju [4]. Apop-
toze w brodawkach rdzenia stwierdzono w 2 dniu
zycia noworodka u < 1% komórek. Indeks apoptozy
zwiekszyl sie do 3,2% w 6–7. dniu zycia, a w 14.
dniu obnizyl sie < 0,2%. W strefie nefrogennej in-

deks apoptozy byl najwyzszy (2,7%) w pózniejszych
stanach zarodkowych i spadl ponizej 0,2% w 14 dniu
zycia. Tak wiec, w przeciwienstwie do trzustki, apop-
toza rozwojowa w nerkach osiaga apogeum przed
uplywem 10. dnia zycia. Jesli do aktywacji limfocy-
tów T wymagana jest obecnosc pochodzacego
z apoptozy rozwojowej autoantygenu, wówczas
w 10. dniu zycia nastapi proliferacja limfocytów T
w nerkach, a nie w trzustce. Jak wspomniano, kiedy
niestykajace sie dotychczas z zadnym bodzcem spe-
cyficzne dla OVA limfocyty T przeniesiono do 10-dnio-
wych transgenicznych organizmów myszy RIP-OVA,
okazalo sie, ze proliferuja one w wezlach chlonnych
nerek, ale nie obserwuje sie tej proliferacji w we-
zlach chlonnych trzustki. Apoptoza rozwojowa za-
lezna od narzadu moze wyjasniac róznice w dostep-
nosci autoantygenów i nastepujacej pózniej aktywacji
komórek T.

Dysponujemy znaczna liczba danych, które
moga swiadczyc o istnieniu zwiazku pomiedzy apop-
toza komórek b a rozpoczeciem procesu autoimmu-
nizacyjnego. Apoptoza komórek b wyprzedza poja-
wienie sie zapalenia wysp trzustki w cukrzycy spon-
tanicznej, wywolanej i w modelu przyspieszonej cu-
krzycy o podlozu autoimmunologicznym. Uwaza sie,
ze w modelach spontanicznych u gryzoni moment
rozpoczecia procesu autoimmunologicznego jest
ustalony na okolo 15. dzien zycia, po wystapieniu
fali apoptozy komórek b. Fale rozwojowej apoptozy
wystepuja nie tylko w trzustce, jednak czas ich wy-
stapienia jest specyficzny dla danego narzadu, a róz-
nice w apoptozie w poszczególnych narzadach ko-
reluja z róznicami w aktywacji limfocytów T. Obser-
wacje te sugeruja, ze rozwojowe fale apoptozy,
a zwlaszcza fale w okresie noworodkowym, moga
byc zródlem autoantygenów niezbednych do roz-
poczecia skierowanej przeciw komórkom b odpowie-
dzi autoimmunologicznej.

Dlaczego nie u wszystkich wystepuje
cukrzyca o podlozu
autoimmunologicznym?

Apoptoze stwierdzano zarówno w badaniach
na zwierzetach ze sklonnoscia do cukrzycy, jak i opor-
nych na te chorobe. Jezeli fala apoptozy u noworod-
ków jest zródlem antygenu niezbednego do akty-
wacji specyficznych dla komórek b limfocytów T, dla-
czego nie u wszystkich zwierzat dochodzi do rozwo-
ju insulitis, zapalenia wysp? W okresie noworodko-
wym apoptoza wystepuje w wiekszym nasileniu niz
w okresie doroslosci. Rozpoczecie procesu zapalne-
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go wysp zbiega sie ze szczytem fali apoptozy komó-
rek b u noworodków, co sugeruje, ze tempo apopto-
zy moze miec duze znaczenie. Obserwowalismy
w okresie noworodkowym 1,5–3-krotnie wieksza licz-
be TUNEL-dodatnich komórek b u myszy NOD w po-
równaniu z myszami BALB/c (ryc. 3), co pozwala sa-
dzic, ze w tym modelu rozwój procesu autoimmuno-
logicznego u myszy NOD zalezy od szybkosci apopto-
zy. Znaczenie tempa apoptozy potwierdzaja równiez
obserwacje Rovere’a i wsp. [25], którzy wykazali, ze
liczba komórek z apoptoza wplywa na odpowiedz im-
munologiczna. Wspólna hodowla komórek z apop-
toza i komórek dendrytycznych w stosunku 5:1 spo-
wodowala aktywacje zarówno komórek T CD4+, jak
i CD8+, której towarzyszylo wydzielanie prozapalnych
(TH1) cytokin, interleukiny 1-b i TNF-a. Aktywacji ko-
mórek T oraz towarzyszacej jej sekrecji cytokin nie
stwierdzono przy proporcji komórek z apoptoza do
komórek dendrytycznych wynoszacej 1:1.

Chociaz tempo apoptozy moze byc istotne,
stwierdzenie, ze istnieje podwyzszona liczba TUNEL-
dodatnich komórek b u myszy NOD (ryc. 3) jest
sprzeczne z nasza obserwacja, dotyczaca podobnych
fal apoptozy komórek b u podatnych i opornych na
cukrzyce szczurów BB (ryc. 2). Ten paradoks moze
wynikac z róznych mechanizmów powstawania cho-
roby u szczurów BB i u myszy NOD, ale takze moze
byc skutkiem róznic metodologicznych. Dodatnie ba-
danie TUNEL zwykle odzwierciedla nasilenie apop-
tozy. Jednak okres, w którym obserwowano to zja-

wisko, zalezy nie tylko od nasilenia samej apoptozy,
ale równiez od szybkosci usuwania rozpadajacych
sie komórek (ryc. 4). Zwiekszenie liczby komórek TU-
NEL-dodatnich nie koniecznie musi odpowiadac na-
sileniu apoptozy, lecz moze byc spowodowane spo-
wolnieniem procesu usuwania. Rycina 5 przedsta-
wia sytuacje, w której wzrost liczby komórek TUNEL-
dodatnich u myszy NOD w porównaniu z myszami
BALB/c moze byc spowodowany 50-procentowym
zwolnieniem szybkosci procesu usuwania.

U szczurów rasy BB wrazliwych oraz odpornych
na rozwój cukrzycy, odmiennie niz w przypadku
myszy NOD, stosujac model szacunkowy, nie stwier-
dzilismy róznic w szybkosci smierci komórek b. Me-
toda oparta na modelu szacunkowym nie zalezy od
obecnosci zmian morfologicznych komórek, a zatem
nie zalezy równiez od szybkosci usuwania resztek
rozpadajacych sie komórek. Przy zalozeniu, ze fala
apoptozy komórek b u noworodków jest taka sama,
elementem róznicujacym zwierzeta wrazliwe na cu-
krzyce oraz odporne na jej rozwój jest szybkosc usu-
wania pozostalosci komórek apoptotycznych, co
potwierdzaja wyniki naszych badan szczurów BB
i myszy NOD.

Resztki komórek ulegajacych apoptozie sa usu-
wane droga fagocytozy [47]. Komórki zdolne do fa-
gocytowania komórek b to: makrofagi, komórki den-
drytyczne oraz prawdopodobnie sasiadujace komór-
ki b [47]. Stopien udzialu poszczególnych komórek fa-
gocytujacych w tym procesie nie jest poznany. Fak-

Rycina 4. Ocena morfologiczna apoptozy w róznych etapach tego procesu. 1) Prawidlowa morfologia komórki;
2) Poczatkowe stadia apoptozy, obejmujace tworzenie pecherzyków blony komórkowej, zageszczanie cytoplazmy i frag-
mentacje DNA; 3) Fragmentacja komórki na wiele cialek apoptotycznych, zwykle malych o duzym zageszczeniu cytopla-
zmy; 4) ostatecznie komórki apoptotyczne sa wchlaniane przez fagocyty i unicestwiane. Fagocyty rozpoznaja komórki
apoptotyczne we wczesnej (2) i w póznej (3) fazie apopozy. Liczba komórek ulegajacych w danej chwili apoptozie, ocenia-
nej w mikroskopie swietlnym z zastosowaniem tradycyjnych technik barwienia jest uzalezniona od nasilenia procesu apop-
tozy (1Æ2) oraz szybkosci usuwania (2Æ4, 3Æ4). Zazwyczaj widoczne sa komórki w 3 i 4 fazie (zaznaczone szarym polem).
Wzrost szybkosci zjawiska apoptozy i/lub zwolnienie procesu usuwania zwieksza liczbe komórek identyfikowanych ta metoda

1 2 3

4
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tem potwierdzajacym, ze róznice w rozwoju cukrzycy
autoimmunologicznej uzaleznione sa od uposledzo-
nego usuwania resztek komórek ulegajacych apop-
tozie, jest obserwowane uposledzenie funkcji fago-
cytarnej u myszy NOD oraz u szczurów BB. Zaburze-
nia fagocytozy obserwowane u myszy NOD to: gor-
sze rozpoznawanie czasteczek, które ulegly opsoni-
zacji [48], zmniejszone wydzielanie cytokin i ekspresji
MHC klasy I [49] oraz mniej efektywne przygotowa-
nie i prezentacja materialu antygenowego [50]. Ma-
krofagi NOD produkuja równiez niezwykle duze ilosci
prostaglandyn E2, co powoduje zahamowanie czyn-
nosci makrofagów i komórek dendrytycznych [51]. Do-
datkowo, myszy u NOD wystepuje mniej makrofagów
niz u zdrowych myszy [49]. Zmieniona funkcja komó-
rek dendrytycznych byla równiez obserwowana
u szczurów BB [52, 53]. Zaburzone usuwanie resztek
komórek apoptotycznych podczas nasilenia fali apop-
tozy komórek b u noworodków moze wyjasniac me-
chanizm zwiekszenia liczby komórek TUNEL-dodat-
nich. Zwolnione usuwanie pozostalosci komórek
apoptotycznych moze byc przyczyna uwalniania im-
munogennej zawartosci komórek, poniewaz wyste-
puje zjawisko wtórnej martwicy komórek apoptotycz-

nych [14]. Nasilenie apoptozy w polaczenia z uposle-
dzeniem procesu APC prowadzi do prezentacji epito-
pów komórek b dla ukladu immunologicznego, co
w konsekwencji uruchamia odpowiedz immunolo-
giczna. Sadzimy, ze zaburzona funkcja fagocytarna
u noworodków wrazliwych na rozwój cukrzycy jest
podstawowym czynnikiem, pod wplywem którego ko-
mórki b staja sie celem ataku autoimmunologiczne-
go. Uposledzone usuwanie komórek, które ulegly
apoptozie zostalo uznane za czynnik etiologiczny roz-
woju autoimmunologicznej choroby SLE [54].

Streszczenie
W niniejszym artykule rozwazamy role procesu

apoptozy komórek b u noworodków w wyzwalaniu
cukrzycy autoimmunologicznej. Wczesniej juz wyka-
zalismy, ze nasilenie apoptozy komórek b wystepuje
u zdrowych szczurów [13]. Podobne nasilenie apop-
tozy obserwuje sie u myszy NOD oraz u szczurów
BB, ze szczytem okolo 13. dnia zycia (ryc. 2 i 3). Za-
poczatkowanie procesu zapalenia wysp (insulitis)
w modelu przyspieszonej cukrzycy autoimmunolo-
gicznej u myszy wystepuje zawsze okolo 15. dnia
zycia, bezposrednio po znaczacy nasileniu procesu
apoptozy komórek b [18–20]. Mimo ze apoptoza byla
uwazana za proces nieaktywujacy reakcji zapalnych,
obecnie jest wiele prac dowodzacych niezbicie, ze
apoptoza moze wyzwalac gwaltowne reakcje ukla-
du odpornosciowego [25–33, 35]. Wszystkie te dane
sugeruja, ze fala apoptozy komórek b u noworod-
ków moze byc zródlem antygenów niezbednych do
rozpoczecia autoagresji.
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Rycina 5.  Liczbe komórek TUNEL-dodatnich u myszy NOD
mozna przewidziec na podstawie 50-procentowego obni-
zenia szybkosci usuwania komórek, które ulegly apopto-
zie. Liczba komórek TUNEL-dodatnich jest zalezna od rów-
nowagi pomiedzy nasileniem apoptozy a szybkoscia usu-
wania komórek apoptotycznych. Nasilenie procesu apoptozy
oraz szybkosc usuwania komórek u zdrowych myszy BALB/
c zostala oszacowana na podstawie zmian liczby komórek
TUNEL-dodatnich u myszy BALB/c w kolejnych dniach zycia
(    ). Przy zalozeniu, ze nasilenie procesu apoptozy u myszy
NOD i w grupie kontrolnej myszy BALB/c bedzie podobne
oraz przy 50% redukcji szybkosci usuwania znacznika TU-
NEL, przewidywana liczba wybarwionych znacznikiem TU-
NEL komórek u myszy NOD (    ) jest podobna do faktycznie
uzyskanej (    ).
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