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Streszczenie: Wspotdziatanie limfocytow T z komorkami prezentujacymi antygen (APC) prowadzi do
utworzenia powierzchni kontaktowej okreslanej jako synapsa immunologiczna (IS). Struktura ta utwo-
rzona jest z obszaru centralnego zawierajacego receptory antygenowe, otoczonego przez pierscien cza-
steczek adhezyjnych z rodziny integryn, co zapewnia stabilno$¢ IS przez kilka godzin. W niniejszej
pracy przedstawiono obecny stan wiedzy o powstawaniu, funkcji oraz heterogennosci IS. Utworzenie
IS wymaga rearanzacji cytoszkieletu limfocytow T, co zwiazane jest z dostarczaniem sygnatéw poprzez
czasteczki kostymulujace. Miejscem wstgpnego i trwalego przekazywania sygnatu aktywacji sa mikro-
skupienia (MC) receptorow limfocytow T (TCR). Limfocyty T moga tworzy¢ réznorodne formy IS w
zaleznos$ci od stanu ich aktywacji, rodzaju APC, z ktérymi dochodzi do interakcji, a takze od warunkow
srodowiskowych oraz rodzaju antygenu. Typy interakcji obejmuja zardwno oddzialywania stabilne i
dhugotrwale, jak rowniez dynamiczne i krotkotrwate. Mimo iz w pelni nie poznano biologicznej funkcji
IS, wiadomo jednak, iz odgrywaja one kluczowa rol¢ w uruchamianiu oraz dziataniu mechanizmow
efektorowych zwiazanych z antygenowo-swoista odpornoscia nabyta.
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cytoszkielet, kostymulacja.
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Summary: T cells and antigen presenting cells (APC) form a specialized cell-cell junction termed the
immunological synapse (IS). It is characterized by a central region of antigen receptors, a ring of integrin
family adhesion molecules, and temporal stability over hours. This minireview discusses the current
knowledge on the formation, function and diversity of immunological synapses. Cytoskeletal remodeling
in T cells, which is connected with signals delivered by costimulatory molecules, plays a crucial role in a
formation of IS. Microclusters (MCs) are the site for initial and sustained T cell receptor (TCR) signals.
T lymphocytes form different ISs depending on their state of activation, on APCs with which they
interact, also on environmental conditions and antigen load. The types of interactions between T cells and
APC range from stable and long lived to dynamic and short lived. Although biological role of the IS has not
been fully characterized we know well that this process is crucial for the antigen recognition particularly
in the adaptive immune response of T cells.

Key words: immunological synapse (IS), T lymphocytes, antigen presenting cells (APC), cytoskeleton,
costimulation.

Objasnienie uzytych skrotow: Akt (protein kinase B (PKB)) —kinaza bialkowa B; APC (antigen presenting
cells) — komorki prezentujace antygen; CD (cluster of differentiation) — kompleks réznicowania; CTL
(cytotoxic T lymphocyte(s)) — limfocyty T cytotoksyczne; CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen 4) —
antygen 4 zwiazany z limfocytem T cytotoksycznym; DC (dendritic cell(s)) — komoérki dendrytyczne;
d.p.z. — dni po zakazeniu; ECTV (ectromelia virus) — wirus ektromelii; ERK (extracellular-signal-
regulated kinase) — kinazy regulowane przez sygnaty zewnatrzkomorkowe; ERM (ezrin/radixin/moesin)
— ezryna/radyksyna/moezyna; GCK (germinal center kinase); GIT (G-protein-coupled receptor kinase
interactor ); HIP-55 (hematopoietic progenitor kinase 1 [HPK ]-interacting protein of 55 kDa) — biatko
55 kDa oddzialujace z hematopoetyczna progenitorowa kinaza 1; HPK1 (hematopoietic progenitor
kinase 1) — hematopoetyczna progenitorowa kinaza 1; ICAM (intercellular adhesion molecule) — cza-
steczka adhezji migdzykomoérkowej; ICOS (inducible co-stimulator) — indukowany kostymulator; TL
(interleukin(s)) — interleukiny; IFN (interferon(s)) — interferony; IS (immunological synapse) — synapsa
immunologiczna; Itk (IL-2-induced T-cell kinase) —kinaza limfocytow T indukowana IL-2; LAT (linker
for activation of T cells) — tacznik aktywacji limfocytow T; LFA (leukocyte function-associated antigen )
— antygen zwiazany z czynnoscia limfocytow; MARCKS (myristoylated alanine-rich C kinase substra-
te) — substrat kinazy C bogaty w mirystylowana alaning; MCs (microcluster(s)) — mikroskupienia; MHC
(major histocompatibility complex) — gtéwny uktad zgodnosci tkankowej; M@ (macrophage(s)) — makro-
fagi; MTOC (microtubule-organizing centre) — centrum organizacji mikrotubul; NFAT (nuclear factor of
activated T cell) — czynnik jadrowy aktywowanych limfocytow T; PAK1 (p2I-activated kinase 1) —
kinaza 1 aktywowana p21; PDK1 (phosphatidylinositol-dependent protein kinase 1) — fosfatydyloinozy-
tolo-zalezna kinaza biatkowa 1; PH (pleckstrin homology domain) — domena plekstrynowa; PI3K (pho-
sphatidylinositol-3-kinase) — kinaza 3-fosfatydyloinozytolu; PIX — (PAK-interacting exchange factor) —
czynnik wymiany oddziatujacy z PAK; PKC-0 (protein kinase C-6— kinaza biatkowa C-8; PLC (pho-
spholipase C) — fosfolipaza C; p-MHC (peptide-MHC) — peptyd-MHC; PtdIns(3,4,5)P, (phosphatidy-
linositol (3,4,5)-triphosphate) — fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforan; PtdIns(4,5)P 2 (p}iosphatidylino—
sitol (4,5)-bisphosphate) — fostatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan; PSTPIP1 (proline, serine, threonine
phosphatase-interacting protein 1) — fosfataza bialkowa 1 oddziatujaca z prolina, seryna, treoning; SHP2
(Src homology 2-domain-containing protein tyrosine phosphatase 2) — domena 2 homologii Src zawiera-
jaca biatkowa fosfatazg tyrozynowa 2; SLP-76 (Src homology 2 (SH2) domain-contaning leukocyte
protein of 76 kDa) — domena 2 homologii Src zawierajaca biatko leukocytéw o masie 76 kDa; SMAC
(supramolecular activaion cluster(s)); TCR (T-cell receptor) — receptor limfocytow T; TEC (¢yrosine
kinase expressed in hepatocellular carcinoma) — kinaza tyrozynowa ulegajaca ekspresji na komoérkach
raka watroby; WASP (Wiskott-Aldrich syndrome protein) — biatko syndromu Wiskott-Aldrich; WIP
(WASP-interacting protein) — biatko oddziatujace z WASP; ZAP-70 (&-associated protein of 70 kDa) —
biatko 70 kDa potaczone z tancuchem &.
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1. WSTEP

Dies Diem Docet
Z kazdym dniem jestesmy maqdrzejsi

Ta rzymska maksyma odnosi si¢ rowniez do naszej szybko rosnacej wiedzy o
prezentacji obcych antygendéw komorkom uktadu odpornosciowego, w tym do
wzajemnych relacji miedzy komorkami prezentujacymi antygen, APC, a antygenowo-
swoistymi limfocytami T. Aktywacja komoérek T zachodzi w nastgpstwie dhugo-
trwatego fizycznego kontaktu tych limfocytow z APC, ktorymi sa komorki dendry-
tyczne (DC), makrofagi (M@) oraz limfocyty B [25,45]. Interakcje limfocytow T z
APC mozliwe sa przede wszystkim dzigki czasteczkom adhezyjnym znajdujacym
si¢ na powierzchni tych komorek, jak na przyktad, LFA-1 — ICAM-1/2 oraz LFA-
2 (CD2) — LFA-3, ktére to czasteczki utatwiaja uruchomienie szlakow przeka-
zywania sygnatow aktywacji poprzez TCR (ang. T-cell receptor), bedace polimor-
ficzna struktura swoiscie rozpoznajaca antygeny [12, 33]. Specyficzne oddzialywania
limfocytow T z APC doprowadzaja do wielokomorkowej agregacji oraz tworzenia
stabilnych skupisk komorek (rozetek) in vitro [66] 1 in vivo [29] (ryc. 1).
Stwierdzono, iz minimalny czas kontaktu TCR z kompleksem peptyd-MHC (pMHC),
niezbedny dla pelnej aktywacji dziewiczych limfocytow T, wynosi okoto 20 godzin.
Minimalny czas przekazywania sygnalu poprzez TCR w limfocytach T w wyniku
ich kontaktu z dojrzatymi DC jest krotszy niz 6 godzin, natomiast w przypadku
hybrydowych limfocytow T (hybridoma T cells) pozostajacych w kontakcie z Mg,
czas ten wynosi okoto 2 godzin [25]. Skupiska komorek T i APC nie tyko umozliwiaja
wstepna aktywacje limfocytow T CD4* podczas rozwoju nabytej (antygenowo-
swoistej) odpowiedzi immunologicznej, ale sa tez przypuszczalnym obszarem
wzajemnych oddziatywan réznych populacji limfocytéw w wyniku rozpoz-nawania
wspolnych epitopow antygenowych. Obejmuje to przede wszystkim funkcje
limfocytow T CD4" we wspomaganiu limfocytoéw T CD8" i limfocytow B, réznico-
wanie si¢ dziewiczych limfocytow T w subpopulacje Thl (IL-2%, [FN-y") lub Th2
(IL-4*, IL-10") oraz supresje¢ efektorowych limfocytow T przez regulatorowe
limfocyty T CD4'. W konsekwencji interakcje te moga doprowadzi¢ do rozwoju
odpowiedzi immunologicznej lub utrzymania stanu tolerancji na wlasne antygeny [27].

Interakcje limfocytéw T z APC skutkuja utworzeniem ptaszczyzny kontaktowe;j
okreslanej terminem ,,synapsa immunologiczna” (IS) [13, 30]. Po raz pierwszy termin
synapsa immunologiczna zostat zastosowany przez M. Norcrossa w 1984 roku dla
zdefiniowania wzajemnych oddziatywan pomigdzy limfocytami T a APC [28]. IS
poczatkowo zaobserwowano pomigedzy limfocytami T i B oraz limfocytami T a
ptaskimi dwuwarstwowymi btonami lipidowymi — BLM (ang. bilayer lipid membra-
ne) z wbudowanymi czasteczkami MHC [47, 57].
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RYCINA 1. Prezentacja antygendéw ortopokswirusa ektromelii — ECTV (ectromelia [mousepox] virus):
widoczna rozetka utworzona przez komorki efektorowe T (na fotografii widoczne tylko jadra limfocytow
T wybarwione na niebiesko) otaczajace APC o kolorze niebiesko-zielonym (zielony kolor wskazuje na
lokalizacje¢ w APC antygenow ECTV-MOS). Z badan wtasnych: komoérki wyizolowano z weztow
chtonnych myszy BALB/c (H-2%) w 10 d.p.z. szczepem Moscow ECTV (ECTV-MOS) otrzymanym od
dr R.M.L.Bullera z St.Louis University, Health Sciences Center (St.Louis, MO, USA). Preparat barwiono
koniugatem fluorescencyjnym: krolicze Ab anty-ECTV-MOS/FITC oraz SYTOX Blue (1pig/ml; Invitrogen).
Analizy komorek dokonano w mikroskopie konfokalnym (Olympus FV 1000) udostgpnionym przez
prof. dr hab. Ew¢ Sawosz (SGGW)

2. FORMOWANIE DOJRZALEJ SYNAPSY
IMMUNOLOGICZNEJ

Monks i wsp. [47] jako pierwsi zaobserwowali, ze TCR nie gromadzi si¢ w sposob
jednolity na styku pomigdzy limfocytem T a APC, lecz w centralnym regionie synapsy,
ktory zostal przez nich nazwany c-SMAC (ang. central supramolecular activation
cluster). Termin ,,synapsa immunologiczna” obejmuje czg$¢ centralng c-SMAC,
otoczong przez czg$s¢ obwodowa (peryferyjna) p-SMAC (ang. peripheral SMAC)
[13, 30, 57]. Obszar ¢-SMAC utworzony jest poprzez akumulacje TCR-pMHC,
wzbogacony takze w koreceptory (CDS8, CD4), czasteczki kostymulujace i ich ligandy
(CD28/CDS80), a takze cytoplazmatyczne biatka przekaznikowe (kinazy Lck, Fyn,
PKC-8) [57, 70]. Z kolei region p-SMAC utworzony jest przede wszystkim z pier§cienia
receptorow czasteczek adhezyjnych i ich ligandow (glownie LFA-1/ICAM-1) oraz



SYNAPSY IMMUNOLOGICZNE 605

bialka taliny (wiazacego aktyng) [47, 57]. Udziat wapnia oraz kinaz tyrozynowych
w przekazywaniu sygnalow ma miejsce przed segregacja SMAC na poszczeg6lne
obszary, dlatego tez nadano tej strukturze nazwe ,,dojrzata IS” w celu odr6znienia
jej od poprzedzajacej ja, krotkotrwalej i wysoce plynnej, ,,niedojrzatej” formy.
Charakterystycznymi cechami dojrzatej IS sa:

(1) obecnos¢ w centralnym regionie TCR i PKC-6 bez czasteczek CD43 [3],

(i1) wystgpowanie w niej wysoce dynamicznych struktur, jakimi sa mikroskupienia
(ang. microclusters) oraz

(ii1) wzgledna stabilnos$¢ (obecnosé c-SMAC moze by¢ obserwowana co najmniej
1 godzing po potaczeniu TCR z p-MHC) [30] (ryc. 2).

W IS mozna ponadto wyr6zni¢ obszar bardziej peryferyjny niz p-SMAC, tzw.
dystalny (ang. distal) d-SMAC, do ktérego dotaczane sa biatka mogace uniemozliwia¢
przekazywanie sygnatu do komorki [57]. Fosfataza tyrozynowa (CD45) we wczesnym
etapie przytacza si¢ do c-SMAC, gdzie aktywuje Lck w poczatkowym stadium
aktywacji limfocytu T, przemieszczajac si¢ pdzniej do d-SMAC, prawdopodobnie ze
wzgledu na swoje wiasciwosci defosforylujace, co moze znosi¢ efekt dziatania kinaz
tyrozynowych aktywujacych szlaki przekazywania sygnatu do komorki [18]. Natomiast
sialoproteina CD43 moze hamowac¢ interakcje bialek przekaznikowych, dlatego tuz po
potaczeniu TCR z pMHC, zostaje usunigta z c-SMAC 1 przemieszczona do d-SMAC
[1]. Limfocyty T niestymulowane antygenem maja bowiem wysoki poziom ufosfo-
rylowanej moezyny, w wyniku czego czasteczki CD43 zakotwiczone sa w cyto-
szkielecie za posrednictwem biatek z rodziny ERM (ang. ezrin/radixin/moesin) [16].
Aktywacja limfocytow T powoduje defosforylacj¢ moezyny (ang. moesin, membrane
organising extension spike protein), nastgpstwem czego jest oddysocjowanie CD43
od biatek ERM 1 jego translokacja do obszaru d-SMAC [1, 16]. Do dystalnego regionu
IS przemieszczeniu ulegaja takze czasteczki adhezyjne CD44, odgrywajace rolg w
kostymulacji limfocytow T [56] (ryc. 2).

3. ROLA CZASTECZEK KOSTYMULUJACYCH W TWORZENIU IS

Przekazywanie sygnalow poprzez TCR bez udzialu kostymulacji wywotuje stan
niereaktywno$ci limfocytow T, okreslany anergia, bedacy jednym z mechanizmow
fizjologicznej tolerancji wtasnych antygenéw na obwodzie. Receptory sygnatowe
limfocytow T, wlaczajac CD28, LFA-1, ICOS, 4-1BB, OX40 oraz CTLA-4, majace
odpowiednie ligandy na komodrkach APC, dostarczaja roznorodnych sygnatow
kostymulujacych [32, 36] (tab. 1). Biatka te badz rezyduja w mikrodomenach (/ipid
rafts), badz asocjuja z nimi po zwiazaniu antygenu przez TCR. Fuzja mikrodomen
niosacych poszczegolne receptory i ko-receptory warunkuje zorganizowanie funk-
cjonalnego kompleksu sygnalowego receptora TCR i uformowanie IS. Dzigki
stabilnos$ci tej struktury, utrzymywanej przy udziale cytoszkieletu aktynowego, TCR
moze by¢ efektywnie aktywowany przez zaledwie kilkaset czasteczek antygenu [37].
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LFAT-ICAM1
CD2-CD43!CQ59

RYCINA 2. Schemat dojrzatej synapsy immunologicznej — IS: (a) widoczna koncentracja par ligandow 1
czasteczek sygnatowych bioracych udziat w tworzeniu IS miedzy limfocytem T a komorka prezentujaca
antygen (APC). Kompleks peptyd-MHC przedstawiono na czerwono, czasteczki aktywujace/kostymu-
lujace na niebiesko, czasteczki inhibitorowe na z6tto, a kolorem bigkitnym oznaczono czasteczki, ktore
nie biora udzialu w przekazywaniu sygnatow (CD43 i CD44). Strzatka oznaczono skupianie sig¢ sygnatow
prowadzacych do aktywacji limfocytow T (widok z boku); (b) wysoce uporzadkowana struktura
dojrzatej IS (tzw. ,,oko byka”) zawierajaca pary receptor-ligand, tworzaca centralny obszar c-SMAC
oznaczony kolorem zielonym, p-SMAC z czasteczkami adhezyjnymi kolorem pomaranczowym oraz
obszar d-SMAC - kolor rézowy (widok z gory); CTLA-4 — antygen 4 zwiazany z limfocytem T
cytotoksycznym; ICAM1 — czasteczka adhezji migdzykomorkowej; LFA — antygen zwiazany z
czynnos$cia limfocytow; PI3K — kinaza 3-fosfatydyloinozytolu; SHP2 — domena 2 homologii Src
zawierajaca biatkowa fosfatazg tyrozynowa 2; ZAP-70 — biatko 70 kDa potaczone z tancuchem & (dalsze
objasnienia w tekscie pracy; adaptacja wlasna wg [28])
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TABELA 1. Czasteczki kostymulujace biorace udzial w aktywacji lub hamowaniu aktywacji
limfocytow T

Receptory Ligandy Wplyw na limfocyty T
CD28 B7-1 (CD80) Aktywacja ( 1 1L-2, T IL-4,
B7-2 (CD86) 1 proliferacja) [53]
CTLA-4 (CD152) B7-1 (CD80) Hamowanie aktywacji ( lIL-2, lIL—4,
B7-2 (CD86) lproliferacja) [56]
LFA-1 = Integryna aLB2 | ICAM-1 Adhezja [32]
ICOS B7h/B7RP-1 Aktywacja (T1L-4, 1 IL-10,1 TNF-a)
[32]
4-1BB (CD137) 4-1BB-L Podtrzymanie aktywacji ( rekspresji
gendw antyapoptotycznych bcl-x i
bfl-1) [37]
CD2 CD58 (komorki ludzkie) | Aktywacja (1 IFN-)) [19]
CD48 (komorki mysie)
0X40 (CD134) 0XO040-L (nadrodzina | Aktywacja (TIL-12,T TNF-a,
TNF) 1 proliferacja) [47]
CD6 CD166 Aktywacja (T proliferacja) [23]
CD26 Deaminaza Aktywacja (11L-6, t1IFN-y, TTNF-a)
ekto-adenozyny [44]

Bromley i wsp. [8] wykazali na modelu dwuwarstwowej struktury lipidowej, iz
oddzialywanie CD28 z B7-1 nie wywiera znaczacego wplywu na wzmocnienie
polaczenia TCR-pMHC oraz formowanie IS. Ostatnie publikacje [35, 67, 68]
wskazuja na role czasteczek kostymulujacych w tworzeniu IS oraz przekazywaniu
sygnatow aktywacji do wnetrza komorki warunkujacych pelna aktywacje limfo-
cytow T. W obrebie IS ulegaja akumulacji takze inne czasteczki kostymulujace
obejmujace nastepujace pary receptor-ligand: CD2-CD58 [19], CD40-CDA40L [5],
CD6-CD166 [23] oraz CD26-deaminaza ektoadenozyny, ktéra zakotwiczona jest
w DC prawdopodobnie poprzez receptor adenozyny A, [48].

Najbardziej reprezentatywnymi czasteczkami kostymulujacymi sa CD28 oraz
CTLA-4. Rola czasteczek CD28 w tworzeniu IS podlega ciaglej dyskusji, mimo
iz ich interakcje z CD80 maja miejsce w centralnym obszarze SMAC [67].
Najbardziej prawdopodobna wydaje si¢ by¢ rola CD28 w integrowaniu réznorod-
nych czasteczek sygnatowych w rejonie synapsy, w wyniku czego moze ona
indukowa¢ przekazywanie sygnatéw do wnetrza komorki [30]. CD28 moze
zapoczatkowywa¢ proces kostymulacji przez werbowanie i aktywacje kinazy
3-fosfatydyloinozytolu (PI3-K) i domeny PH (ang. pleckstrin homology domain)
zawierajacej kinaze tyrozynowa Itk oraz moze fosforylowa¢ CD3¢ i aktywowaé
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kinaz¢ Lck poprzez rozne motywy znajdujace si¢ w cytoplazmatycznej czgsci CD28
[8, 59]. CD28 moze takze taczy¢ si¢ i aktywowac kinazg Lck i kinazy TEC (ang.
tyrosine kinase expressed in hepatocellular carcinoma) oraz regulowac funkcje
WASP i nukleacje filamentéw aktynowych poprzez kompleks Arp2/3 (ang. actin-
related protein 2/3 complex) [61]. Z kolei Michel i wsp. [44] wykazali, ze CD28
utatwia przekazywanie sygnatu poprzez TCR. Przy mniejszym poziomie stymulacji
TCR, przekazywanie sygnatu poprzez CD28 doprowadza do wzrostu naptywu wapnia
do komorki oraz do aktywacji fosfolipazy Cyl w sposob zalezny od Itk, co moze

< dc42/kac /
GTP
l

% _ @‘/

Ptdins(1,4,5)P
fns(? 4,5)P, +DG

NUKLEACJA FILAMENTOW AKTYNOWYCH INTERAKCJE
ORAI REARANZIACJA CYTOSIKIELETU BLONA-CYTOSZKIELET

RYCINA 3. Regulacja rearanzacji cytoszkieletu przez CD28. CD28 oddziatuje na kompleks Arp2/3
poprzez asocjacjg z Vav oraz dalszg aktywacje Cdc42, Rac i WASP. Powstawanie PtdIns(3,4,5)P,
zalezne od PI3-K wptywa na funkcje Vav, kinaz TEC i WASP. Ponadto CD28 wchodzi w interakcje z
Grb2, co prowadzi do rekrutacji SLP-76, Nck i WASP. Lck i WIP moga wywiera¢ wplyw na funkcje
Vav i aktywno$¢ Cdc42 (Rac), natomiast CD28 moze prowadzi¢ do regulacji oddziatywan molekularnych
btona-cytoszkielet poprzez udziat w kaskadzie czasteczek sygnatowych (PDK1, PKC, biatka ERM 1
MARCKS); DG - diacyloglicerol; ERM — ezryna/radyksyna/moezyna; MARCKS — substrat kinazy
C bogaty w mirystylowang alaning; PDK — fosfatydyloinozytolo-zalezna kinaza biatkowa 1;

PtdIns(4,5)P,— fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan; PtdIns(3,4,5)P, — fosfatydylomozytolo 3.4, 5-
trifosforan; PKC 0 —kinaza biatkowa C; SLP-76 — domena 2 homologii Src zawierajaca biatko leukocytow
o masie 76 kDa; TEC — kinaza tyrozynowa ulegajaca ekspresji na komorkach raka watroby; WASP —
biatko syndromu Wiskott-Aldrich; WIP — biatko oddzialujace z WASP; ZAP-70 — biatko 70 kDa
potaczone z tancuchem & (szczegdtowe objasnienia podano w teks$cie pracy; adaptacja wlasna wg [57])
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sugerowac, iz CD28 odgrywa role we wczesnym etapie aktywacji limfocytow T,
jeszcze przed uformowaniem dojrzatej synapsy [30] (ryc. 3).

W przeciwienstwie do CD28, CTLA-4 wystepuje w pecherzykach wewnatrzko-
moérkowych 1 przemieszcza si¢ do IS jedynie w pdznym etapie stymulacji limfocytow T
[30]. Allison i wsp. [49] zademonstrowali, iz akumulacja CTLA-4 w IS jest uzalezniona
od stopnia nasilenia sygnatu przez TCR. Wykazali, ze silniejsze bodzce efektywniej
werbuja CTLA-4 do IS oraz hamuja odpowiedz komoérkowa, a takze powoduja, ze B7-
1 i B7-2 wplywaja na proces selektywnej migracji CTLA-4 i CD28 do obszaru IS.
Stwierdzono takze, iz CTLA-4 zaburza funkcjonowanie IS poprzez skupianie si¢ tych
molekut wraz z TCR, jak réwniez, ze CTLA-4 moze bra¢ udzial w kontrolowaniu
akumulacji i/lub zatrzymaniu CD3& w obszarze IS [57].

Batista i wsp. [2] wysungli hipotezg, iz blonowe glikoproteinowe receptory transfe-
rynowe (TfR, CD71) takze moga uczestniczy¢ w formowaniu IS. Wykazano, iz
stymulacja TfR doprowadza do fosforylacji tyrozyny w CD3& i odwrotnie, stymulacja
TCR wzmaga fosforylacje tyrozyny w TfR. Werbowanie TfR do IS powoduje jego
lokalizacje w sasiedztwie kompleksu TCR, co moze utatwia¢ wspdtdziatanie migdzy tymi
dwoma receptorami. Ponadto, TfR moze bra¢ udzial w wydarzeniach majacych miejsce
przed formowaniem IS, mianowicie w przekazywaniu sygnatu aktywacji poprzez TCR.
Z kolei Kane i wsp. [31] wykazali, iz Akt, pod wplywem czynnikéw zewngtrznych i
wewnetrznych, lokalizuje si¢ na styku limfocytow T z APC, jakkolwiek rola Akt w
aktywacji limfocytow T pozostaje nieznana.

4. ROLA CYTOSZKIELETU W TWORZENIU IS

Niektore sygnaty przekazywane poprzez TCR doprowadzaja w rezultacie do
rearanzacji cytoszkieletu aktynowego, ktory odgrywa kluczowa rol¢ w powstawaniu i
funkcjonowaniu IS. Funkcj¢ centralna w procesie przemodelowania cytoszkieletu
aktynowego spehnia fosfolipaza Cy (PLCy), ktora moze naptywaé¢ do TCR w sposob
zalezny od LAT lub SLP-76 [54]. Zaktywowana PLCy zmniejsza lokalne st¢zenie
fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforanu [PtdIns(4,5)P,], ktory moze oddziatywa¢ na
réznorodne biatka cytoszkieletu oraz biatka powiazane z cytoszkieletem aktynowym,
np. profiling czy kofilina. Degradacja PtdIns(4,5)P, powoduje takze wzrost cytoplaz-
matycznego wolnego Ca*', co ma wplyw na aktywnos¢ pewnych izoform kinazy
biatkowej C oraz biatek cytoszkieletu (gelsoliny), w konsekwencji czego dochodzi do
rearanzacji cytoszkieletu aktynowego w obrebie IS [61]. Zmiany w cytoszkielecie
powodowane sa takze przez PI3-K, a werbowanie tych czasteczek do TCR moze
wymagac ich interakcji z biatkami adaptorowymi LAT 1 czasteczkami oddziatujacymi
z TCR (TRIM) lub poprzez bezposrednie wiazanie z CD28. PI3-K fosforyluje
PtdIns(4,5)P, doprowadzajac do powstania fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforanu
[PtdIns(3,4,5)P ], ktory m.in. rekrutuje czynnik wymiany Vav dla GTPazy Rac i Cdc42,
ktore uczestnicza w formowaniu, odpowiednio, lamelipodium lub filopodium [57].
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Burkhardt i wsp. [38] przedstawili alternatywny sposob na miejscowa polime-
ryzacj¢ aktyny w obrebie IS, w ktorym to biora udziat kinazy tyrozynowe TEC oraz
kinaza tyrozynowa Brutona (Btk), wiazace si¢ do PtdIns(3,4,5)P, poprzez domeng
plekstrynowa. Wykazano takze, iz kinazy TEC sa konieczne do aktywacji Cdc42 i
biatka syndromu Wiskott-Aldrich (WASP), jak rowniez do naboru biatka Vav do
obszaru synapsy [38, 61]. Kinazy TEC moga w koncu oddziatywa¢ na PKC, a ta
z kolei na biatka efektorowe, tj. ERM czy biatka MARCKS (ang. myristoylated
alanine-rich C kinase substrate), ktore tacza blong plazmatyczng z cytoszkieletem
aktynowym [10].

W obrebie IS dochodzi do nukleacji i elongacji filamentéw aktynowych, gdzie
wazna role odgrywa kompleks Arp2/3, bedacy jednym z glownych czynnikow
cytoplazmatycznych bioracych udziat w nukleacji, jakkolwiek najnowsze badania
wykazaly, iz transport MTOC do IS moze rowniez odbywac si¢ bez udziatu
kompleksu Arp2/3, za posrednictwem nieznanego jeszcze mechanizmu [24]. Do
swojej petnej aktywnosci kompleks Arp2/3 wymaga interakcji z WASP [61]. WASP
akumuluje si¢ w IS wraz z Cdc42-GTP, doprowadzajac do aktywacji WASP w wyniku
zmian konformacyjnych. Biatko WASP w obszarze IS moze by¢ takze aktywowane
w wyniku fosforylacji tyrozyny, stwarzajac w ten sposob miejsca wiagzania kinaz z
rodziny Src czy innych biatek majacych domeng SH2 [11]. Zipfel i wsp. [71]
wykazali, iz kompleks bialek Abi/Wave, podobnie jak biatko WASP, bierze udziat w
formowaniu IS oraz w regulacji przemodelowania cytoszkieletu poprzez taczenie si¢
z Rac i Arp2/3.

Z kolei badania nad ruchliwo$cia Listeria monocytogenes wykazaty, iz biatka
z rodziny Ena/VASP (ang. vasodilator-stimulated phosphoprotein) sa niezbedne
do elongacji filamentow aktynowych. Biatka Ena/VASP ulegaja kolokalizacji z aktyna
oraz Fyb/SLAP-130 w obszarze IS, natomiast ich przemieszczenie z tego obszaru
powaznie narusza przemodelowanie cytoszkieletu aktynowego, co sugeruje, iz sa
niezbedne do formowania IS. Ena/VASP poprzez interakcje z Fyb/SLAP-130 moze
regulowa¢ elongacje filamentow aktynowych poprzez werbowanie kompleksow
profilina-aktyna. Ponadto, Ena/VASP moze oddzialywa¢ poprzez regiony bogate w
praling na biatka WASP, mozliwe jest zatem, ze werbowane sa one do IS poprzez
asocjacj¢ tych bialek [61]. Ostatnio wykazano, iz regulacja polarnosci limfocytow
T oraz powstawania IS odbywa si¢ przy udziale biatek Scribble, Crumbs3 i Par3
zawierajacych domeny PDZ (ang. postsynaptic density protein-95, disc-large, zo-
1) [43]. Mechanizm z udziatem pecherzykow transportowych zawierajacych
SNAREs (ang. N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptors)
uczestniczy w przetwarzaniu i wlaczaniu TCR na nowo do IS, warunkujac w ten
sposob dynamiczny nabor TCR do obszaru synapsy [14].

Podczas intensywnych badan nad IS odkryto takze inne czasteczki koncentrujace
si¢ w obrebie synapsy oraz biorace udzial w przemodelowaniu cytoszkieletu aktynowego.
Naleza do nich m.in. PAK1 i HIP-55. Czasteczki PAK1 sa przytaczane do obszaru IS,
gdzie ulegaja aktywacji. Prawdopodobnie w proces przemieszczania si¢ PAK1 do IS
zaangazowany jest kompleks GIT-PIX-PAK [50]. Natomiast HIP-55, jako biatko
wiazace aktyng, moze potencjalnie wywiera¢ wpltyw na przekazywanie sygnalow w
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limfocytach T poprzez regulacjg reorganizacji cytoszkieletu [26, 54]. Ponadto wykazano,
iz biatko to reguluje koncowe etapy przekazywania sygnatow aktywacji w limfo-
cytach T poprzez wiazanie si¢ i aktywacj¢ HPK1, nalezacej do rodziny kinaz GCK,
uczestniczacych w negatywnej regulacji limfocytow T [26]. Kompleks HIP-55-HPK1
negatywnie reguluje aktywacje jadrowego czynnika aktywowanych limfocytow T
(NFAT) poprzez TCR. HIP-55 moze kontrolowaé proces przekazywania sygnatow
w limfocytach T w wyniku wspomagania czasteczek HPK1 w przemieszczaniu sig
do powierzchni styku limfocytow T z APC i/lub regulacje ich aktywnosci. Rekrutacja
biatka HIP-55 do IS moze by¢ zwiazana z jego oddziatywaniem z HPK1, przyla-
czonym do innych bialek adaptorowych, takich jak: Gads lub SLP-76 (ang. src
homology (SH)2 domain-containing leukocyte-specific phosphoprotein of 76
kDa), jakkolwiek nie nalezy wykluczy¢ alternatywnych drog naboru HIP-55 do
obszaru IS [26].

5. MIKROSKUPIENIA TCR

Krummel i wsp. [35] po raz pierwszy zaobserwowali przy uzyciu biatek
polaczonych z GFP (ang. green fluorescent protein) mate rozproszone skupiska
czasteczek CD3¢ i CD4, ktore pojawily si¢ w tym samym czasie co wstgpna
odpowiedz Ca** po kontakcie limfocytow T z APC. Zapoczatkowanie aktywacji
limfocytéw T nie korelowato z powstawaniem struktury SMAC/synapsy opisywanej
przez Monksa i wsp. [47], lecz z formowaniem matych, bardzo niestabilnych skupien
CD3¢ i CD4. Z kolei Bunnell i wsp. [9] wykazali powstawanie mikroskupien (ang.
microclusters) przy uzyciu biataczkowych komoérek Jurkat stymulowanych przeciw-
ciatami anty-CD3. W ciagu kilku sekund po kontakcie limfocytow T z przeciw-
cialami, powstawaty male skupienia o wielkosci 0,5-1,0 pm, regulowane w
dynamiczny sposob.

Kombinacja technik z wykorzystaniem uktadu modelowego ptaskich dwuwarst-
wowych bton lipidowych (ang. planar bilayer system) oraz mikroskopii TIRF (ang.
total internal reflection fluorescence microscopy) umozliwita doktadne wykrywanie
dynamiki ruchu czasteczek sygnatowych w czasie rzeczywistym oraz oznaczenie
kinetyki 1 liczby mikroskupisk [69]. W momencie taczenia si¢ limfocytow T z
p-MHC, zakotwiczonych w dwuwarstwowej btonie lipidowej, dochodzito do formo-
wania MCs na catej powierzchni zlacza komoérek T. Ukazano, iz w obregbie
wcezesnych TCR-MCs zawarte byty czasteczki sygnatowe, tj. TCR, CD3 (30-150
czasteczek CD3§), ZAP-70, LAT, SLP-76, Grb2, Gads, Cbl oraz fosfotyrozyna [9,
69]. Czasteczki LAT, Grb2 i Gads przelotnie przytaczaly si¢ do skupisk TCR i mimo
tego, ze skupiska zawierajace ZAP-70 utrzymywaly si¢ przez ponad 20 min,
obserwowano ciagle naprzemienne odtaczanie i przytaczanie ZAP-70 do tych
skupisk. Tymczasem SLP-76 po procesie grupowania TCR ulegalo dynamicznej
translokacji do nieokreslonej struktury okolojadrowej [69]. Po maksymalnym
rozprzestrzenieniu mikroskupisk (1-2 min), TCR-MCs zaczynaty ulega¢ przemie-
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szczeniu do centralnego obszaru powierzchni kontaktu z predkoscia ok. 50 nm/s i
formowa¢ ¢-SMAC [13, 57], podczas gdy przewazajaca cz¢$¢ kinaz (ZAP-70) i
biatek adaptorowych (SLP-76) odlaczata si¢ od TCR-MCs i nie przemieszczata do
centralnego obszaru [69]. Jedynie peryferyjne MCs zawieraty ZAP-70 i SLP-76,
niezbedne do aktywacji limfocytow T. Wykazano takze, iz kiedy formowanie dojrzatej
IS byto kompletne (po 20-30 min), TCR-MCs stale byly wytwarzane na obrzezach
synapsy, gdzie TCRs taczyly si¢ z p-MHC, tworzac dynamiczne struktury podobne
do lamellipodium, oraz stale byly przemieszczane do obszaru centralnego [58].
Dodatek inhibitora polimeryzacji aktyny znosi wytwarzanie peryferyjnych MCs oraz
hamuje trwata aktywacje¢ bez zniszczenia struktury c-SMAC. Tak wigc wydaje si¢
prawdopodobne, ze sygnaly trwalej aktywacji sa wytwarzane w miejscu nowo
powstatych peryferyjnych MCs. Teoria ta thumaczy takze, w jaki sposob limfocyty
T moga by¢ aktywowane bez formowania c-SMAC [69]. Fosforylacja tyrozyny i
naptyw Ca?" wystepuje podczas formowania MCs, ale przed powstawaniem
c-SMAC, co sugeruje, iz MCs stuza jako miejsce indukcji poczatkowych sygnalow
aktywacji po zwiazaniu TCR z pMHC [30, 57].

6. FUNKCJE IS

Poniewaz MCs sa miejscem wstgpnego 1 trwatego przekazywania sygnatu
aktywacji, nalezy ponownie przeprowadzi¢ oceng funkcji c-SMAC. Przedstawiony
obraz jest podsumowaniem aktualnej wiedzy na temat rozmaitych mozliwosci
funkcjonowania tego wyrafinowanego uktadu biologicznego, ktére nie musza si¢
wzajemnie wykluczac.

Uwaza sig, ze c-SMAC jest rodzajem adaptacyjnego kontrolera, ktory zwigksza
czgstos¢ wigzan TCR-pMHC oraz ostabia stopien nasilenia sygnatow w komorce
[41]. Zwiazane jest to z faktem, iz c-SMAC jest miejscem degradacji kompleksow
TCR i czasteczek sygnatowych, dzigki ktorym aktywacja limfocytow T zachowuje
rownowage [57]. Lee 1 wsp. [41] wykazali, iz limfocyty T z niedoborem CD2-AP,
niezdolne do tworzenia c-SMAC, cechuja sig wzmozona ekspresja TCR na powierz-
chni komorki, co wynika z uszkodzenia procesu odzyskiwania i/lub degradacji
CD2-AP i jest zgodne z aktywna endocytoza TCR oraz z ich reorganizacja poprzez
ruch wewnatrzkomoérkowy [57]. Wykazano, iz c-SMAC utatwiaja fosforylacjg TCR
poprzez kinaze Lck, ktora lepiej fosforyluje TCR tworzace mikroskupienia niz
pojedyncze czasteczki TCR, a poniewaz degradacji ulegaja w petni ufosforylowane
receptory, wigkszy poziom produkcji catkowicie ufosforylowanych TCR w obszarze
c-SMAC nasila degradacj¢ receptorow. Natomiast wzmozona degradacja TCR
obniza fosforylacje tyrozyny w obrebie c-SMAC, w wyniku czego zmniejsza aktyw-
no$¢ przekazywanych sygnatow. Poniewaz zaobserwowano nasilong apoptoze
komoérek CD2AP -, sugeruje sig, iz dlugotrwate ostabienie silnych sygnatow moze
chroni¢ komorki przed $miercia w wyniku nadstymulacji [41]. IS moze zatem bra¢
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udzial we wzmacnianiu oraz podtrzymywaniu sygnatow aktywacji oraz w utrzymy-
waniu stanu rownowagi pomiedzy przekazywaniem sygnatu poprzez TCR a jego
degradacja [15, 28].

Ponadto, c-SMAC moga uczestniczy¢ w transdukcji sygnatow TCR. Mimo iz
fosforylacja tyrozyny zachodzi gléwnie w obszarze peryferyjnym synapsy oraz
wigkszos$¢ czasteczek sygnalowych nie ulega translokacji do c-SMAC, niektore
czasteczki jak PKC-8 czy IKK (/KB kinase) koncentrowane sa w c-SMAC [69].
Tak wigc, c-SMAC moga posredniczy¢ w transdukcji péznych sygnatow, np. indukcji
aktywacji NF-kB, produkcji cytokin i/lub chemokin, jak réwniez proliferacji
limfocytow T. Alternatywnie, c-SMAC moga bra¢ udziat w przekazywaniu sygnatow
innych niz sygnaty TCR, na przyklad sygnaty wzrostu badz kostymulacji [57].

Kolejna mozliwa funkcja IS jest rola w wyznaczaniu kierunku wydzielania cytokin
i chemokin [15] oraz w ekspresji ich receptorow [46]. Zaobserwowano, iz centro-
somy ulegaty reorientacji do powierzchni ztacza komorki efektorowej (CTL) z
komorka docelowa, polaryzacja sekrecji zachodzita takze po kilkugodzinnym
kontakcie limfocytow T CD4" z limfocytami B. Struktura p-SMAC tworzaca stabilny
pierscien adhezyjny, otaczajacy c-SMAC, moze stuzy¢ jako mocna kotwica dla
mikrotubul oraz zapewnia¢ rotacj¢ centrosomdéw w kierunku synapsy [65]. Podczas
kontaktu CTL z komodrka docelowa MTOC limfocytow cytotoksycznych ulega
polaryzacji w kierunku komorki docelowe;j, a ziarnistosci wedruja wzdtuz mikrotubul
w kierunku bieguna minus do MTOC [64]. Wewnatrzkomorkowe ziarnistosci
zawierajace cytokiny, tj. IFN-y i TNF-a migruja w kierunku c-SMAC i sa wydzie-
lane na styku limfocytow T z APC, regulujac odpowiedz komorkowa limfocytow
Th1/Th2. Taki system sekrecji rozproszonych i rozpuszczalnych mediatorow moze
zapewni¢ sprawna komunikacje pomigdzy limfocytami T a APC [57]. Nalezy jednak
nadmieni¢, iz dojrzata IS nie jest bezwzglednie konieczna do polaryzacji centrosomow
lub aparatu sekrecyjnego zaréwno u limfocytow Th, jak i CTL [65]. Wykazano
takze, iz w momencie, gdy receptory chemokinowe limfocytow T ulegaty akumulacji
w rejonie IS podczas kontaktu limfocytow T z APC, limfocyty T stawaly sig
niewrazliwe na gradient chemokinowy, tworzyty bardziej stabilne potaczenia oraz
odpowiadaty nasilona proliferacja i wytwarzaniem cytokin [46].

¢c-SMAC moga réwniez funkcjonowac jako miejsca dla ,,sygnalow stop” [64] w
celu utrzymywania przez dtugi czas kontaktu limfocytow T z APC. Sygnaly te sa
okreslone poprzez kooperacje czasteczek adhezyjnych oraz cytoszkieletu aktynowego
z TCR [54]. ,.Sygnaly stopu” sa potrzebne réwniez z tego powodu, ze kontakt
limfocytu T z APC, nie majaca ligandu agonistycznego, jest stosunkowo krotki i trwa
okoto 1 min w warunkach in vitro. ,,Sygnaly stopu” moga powstawac podczas
wigzania TCR do pMHC oraz musza wspotzawodniczy¢ z gradientem chemokino-
wym, ktory w przeciwnym wypadku spowoduje, iz limfocyty T ulegna chemotaksji
[34]. Mimo iz poszczegodlne ,.affinity” TCR sa niskie, c-SMAC poprzez akumulacje
TCR wykazuja wigksza site wigzania z pMHC na APC. Wytwarzanie sygnatow
aktywacji ma miejsce w peryferyjnych MC, a ciagta akumulacja TCR-pMHC moze
powodowac¢ utrzymywanie bezposrednich interakcji. Zmniejszone wytwarzanie
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peryferyjnych MC w wyniku braku antygenu, doprowadza w konsekwencji do
spadku liczby c-SMAC, ostabiajac interakcje limfocytow T z APC oraz wygaszajac

,»Sygnaty stopu” [57].

7. ZROZNICOWANIE IS

Podczas interakcji limfocytoéw T z APC dochodzi do reorganizacji powierzchni
komorki, dotyczacej przede wszystkim rozmieszczenia receptorow oraz stanu ich
agregacji, a takze montowania kompleksu sygnatowego. Opierajac si¢ na analizach
IS w zywych 1 martwych komoérkach przy uzyciu mikroskopii fluorescencyjnej,
zidentyfikowano pie¢ wariantow IS, rézniacych si¢ pod wzgledem topograficznym i
molekularnym, poczynajac od struktur wysoce uporzadkowanych i skupionych
(stabilne potaczenia), poprzez struktury czesciowo uporzadkowane, konczac natomiast
na strukturach rozproszonych (ruchome potaczenia) [21, 22] (ryc. 4).

7.1. Stabilna (monocentryczna) IS

Powstanie stabilnej (dojrzatej) IS wymaga polaryzacji limfocytow T oraz uporzad-
kowania powierzchniowych receptorow oraz czasteczek sygnalowych w procesie
zwanym ,segregacja’. Rozwoj IS obejmuje pie¢ etapow: (1) komoérkowe skano-
wanie, kontakt komorek, adhezja; (2) wczesne montowanie IS (proces ten, jak
réwniez rola czasteczek kostymulujacych i cytoszkieletu w formowaniu IS, patrz
pk. 3 i 4); (3) dojrzewanie i segregacja receptoréw (formowanie c-, p-, d-SMAC);
(4) internalizacja TCR z cytoplazmatycznymi pgcherzykami; (5) rozpad synapsy w
wyniku oddzielenia si¢ limfocytow T od APC [21, 22, 30].

Warto doda¢, iz przedstawione powyzej fazy powstawania stabilnej IS wystepuja
takze w przypadku formowania innych struktur synaptycznych, jakkolwiek roéznice
moga dotyczy¢ stopnia skupiania si¢ TCR oraz rodzaju receptoréw werbowanych
do obszaru synapsy.

7.2. Wydzielnicza (sekrecyjna) IS

Przykladem w peini uporzadkowanej, stabilnej IS jest efektorowa (wydzielnicza)
synapsa, formowana przez cytotoksyczne limfocyty T (CTL), pomocnicze limfocyty
T (Th) oraz komodrki NK na styku z odpowiednimi komoérkami docelowymi [6].
Wykazano, iz zwiazanie zaledwie dziesigciu kompleksow pMHC obecnych na APC
przez limfocyty T CD8*, doprowadza do powstawania c-SMAC, za$ zwiazanie
trzech kompleksow pMHC indukuje CTL do zabijania komorek docelowych.
Wykazano takze, iz formowanie c-SMAC nie jest konieczne do zabijania komorek
docelowych przez CTL CD8* [52].

Powstawanie wydzielniczej IS obejmuje podobne etapy jak w przypadku
montowania stabilnej IS. Centralny obszar styku CTL z komoérkami docelowymi,
zwany obszarem podobnym do ¢-SMAC, zawiera CDS8, LCK, PKC-6, LAT i AKT,
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a b domena sekrecyjna
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RYCINA 4. Roznorodnos¢ molekularnych form IS (widok z gory): (a) monocentryczna IS (stabilna IS)
ma stabilne ztacze adhezyjne oraz jest w pelni uporzadkowana struktura, gdzie mozna wyrdznic c-, p-,
oraz d-SMAC, w wyniku czego zachodzi uczulenie (,,priming”) limfocytow T oraz trwate przekazywanie
sygnatow [22, 7, 30, 14]; (b) wydzielnicza IS, majaca domeng sekrecyjna, w miejscu ktorej dochodzi do
egzocytozy cytokin i/lub perforyn i granzymoéw; (c¢) multicentryczna IS (czg$ciowo uporzadkowana IS)
nie majaca wyraznie wyodrebnionych obszaréw c- i p-SMAC; (d) nieuporzadkowana IS wzbogacona
jest w TCR, czasteczki kostymulujace i sygnatowe, bez segregacji p- i c-SMAC; (e) dynamiczna IS jest
struktura asymetryczna, powstajaca na styku migrujacych limfocytéw T z APC (dalsze objasnienia w
teks$cie; adaptacja wlasna wg [21, 22])
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podczas gdy talina, LFA-1, CD2 i CDlla zlokalizowane sa w otaczajacym go
peryferyjnym obszarze, podobnym do p-SMAC [21, 62]. Do regionu c-SMAC
wzbogaconego w TCR przylega domena wydzielnicza [15], zawierajaca centrum
organizacji mikrotubul (MTOC) i spolimeryzowana tubuling wspomagajaca egzo-
cytoze zawartosci pecherzykow w kierunku komorki docelowej [62]. Ziarnisto$ci
w efektorowych CTL zawieraja m.in. granzymy, perforyng, proteoglikany i enzymy
lizosomalne [6, 21].

Z kolei w aktywowanych pomocniczych limfocytach T (CD4'Th) domena
wydzielnicza nie wystgpuje w pierscieniu zawierajacym czasteczki adhezyjne
[63], w komorkach tych bowiem dochodzi do gwattownej polaryzacji pecherzykow
zawierajacych cytokiny, np. IL-2, IL-4, IL-5, IFN-y, w kierunku powierzchni
kontaktowej z limfocytami B [22]. Region p-SMAC, zawierajacy czasteczki
adhezyjne LFA-1 i taling, stabilizuje wigzanie komorka-komorka oraz redukuje
»wyciekanie” uwalnianych ziarnistosci doprowadzajac do jak najwigkszego skoncen-
trowania zawartosci pecherzykow wydzielniczych [21, 22].

7.3. Czgséciowo uporzadkowana (multicentryczna) IS

Limfocyty T tworza zréznicowane struktury z APC zaréwno w warunkach in
vitro, jak i in vivo oraz ulegaja aktywacji w wyniku sumowania si¢ sygnalow na
powierzchni APC [17]. Multicentryczna IS sktada si¢ z czgSciowo uporzadkowanych
czasteczek TCR, LFA-1 i/lub platform sygnatlowych, nie obserwuje si¢ natomiast
wyraznego wyodrgbnienia regionow c¢c-SMAC i p-SMAC. Proces ten zachodzi
podczas agregacji TCR i CD3 w niejednorodne skupienia o $rednicy powyzej 1 pm,
co prowadzi do utworzenia synaps ,,niekompletnie dojrzatych” [21, 22, 65].

Multicentryczne IS, tworzone przede wszystkim przez tymocyty podczas selekcji
negatywnej, pozostaja male, ztozone z dynamicznie poruszajacych si¢ skupien TCR
i kinaz tyrozynowych Lck w obrebie styku z komoérkami nabtonkowymi grasicy [55].
Brak powstawania c-SMAC zaobserwowano takze w przypadku mysich niedojrza-
lych tymocytéw CD4" CD8", aktywowanych specyficznymi kompleksami pMHC
znajdujacych si¢ w plaskiej dwuwarstwie lipidowej. Wykazano, iz TCR/CD3 nie
akumuluja si¢ w centralnym obszarze synapsy, lecz formuja male skupienia rozprze-
strzenione na catej powierzchni styku limfocytow T z APC lub sa usuwane z
centralnego obszaru synapsy [4]. Te mate, ruchome skupienia indukuja przekazy-
wanie sygnalow poprzez TCR oraz fosforylacje tyrozyn w czasteczkach sygnato-
wych [21]. Z kolei w przypadku dojrzatych limfocytéw T oddzialujacych z DC,
formowanie czg$ciowo uporzadkowanej IS doprowadza do przekazywania sygnatu
poprzez TCR w wyniku rekrutacji PKC-0 i fosforylacji tyrozyny oraz aktywowania
koncowych procesow, wiaczajac naptyw wapnia do komorki, aktywacje kinaz ERK
i czynnika NFAT oraz sekrecje IFN-y [3].
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7.4. Nieuporzadkowana IS

TCR i czasteczki sygnatlowe w synapsie nieuporzadkowanej (ang. non-segregated
15) ulegaja co prawda wzbogaceniu na styku limfocytow T i APC, ale nie tworza
skupisk. Revy i wsp. [53] wykazali, iz podczas braku antygenu lub czasteczek MHC,
dochodzi do formowania synapsy miedzy limfocytami T 1 APC, co doprowadza do
lokalnego wzrostu fosforylacji tyrozyny, niskiej odpowiedzi Ca®>* oraz stabej proliferacji
limfocytow T. Z kolei Lee 1 wsp. [42] zaobserwowali, iz nieuporzadkowana IS moze
powstawac takze wowczas, gdy silny sygnat aktywacji zostaje wytworzony przed
segregacja IS na obszar c-SMAC 1 p-SMAC, gdyz ptaszczyzna interakcji migdzy
komoérkami jest rozproszona. Na przyktad, mimo iz czasteczki TCR i LFA-1 biora
udzial w tworzeniu polaczen na styku z komérkami APC i mimo tego, iz potaczenia
te doprowadzaja do silnej fosforylacji ZAP70 i LCK, nie dochodzi do tworzenia
skupien TCR oraz segregacji TCR 1 LFAL.

Nieuporzadkowane polaczenie obserwowane jest takze podczas formowania
sekrecyjnej IS pomigedzy CTL a komodrka docelowa w obecnosci niskiej dawki
antygenu, mimo iz osiagni¢ta zostaje egzocytoza pecherzykow i zabijanie komorek
docelowych. Takze w przypadku spoczynkowych i aktywowanych limfocytow T
stabilnie oddziatujacych z DC, IS czgsto nie ulega segregacji [21]. Jednakze nieupo-
rzadkowana IS bierze udziat we wezesnym przekazywaniu sygnatow poprzez TCR,
np. w fosforylacji wezesnych biatek sygnatlowych lub efektorowych mechanizmach
limfocytow T, tj. egzocytozie enzymow litycznych [22].

7.5. Dynamiczna IS

Migrujace komorki T tworza przejsciowe wiazania z kazda napotkana APC. Jezeli
poczatkowe oddziatywanie tych komorek nie doprowadzi do zwigkszenia sity ich
adhezji, to utrzymywany jest stan migracji limfocytéw T, doprowadzajacy do powsta-
wania dynamicznej plaszczyzny kontaktowej migdzy komoérkami [21, 22]. Dynamiczna
IS jest alternatywna struktura wspomagajaca rozpoznawanie specyficznych
antygenow, angazowanie powierzchniowych receptorow, wlaczajac TCR i czasteczki
kostymulujace, naptyw Ca*', indukcje przekazywania sygnalow aktywacji do
limfocytow T, transkrypcje genéw i proliferacje. Badania wykazaty, iz dynamiczna
IS przemieszcza sig wraz z ruchem limfocytow T [67]. Jednakze struktura mole-
kularna interakcji komorek efektorowych T z APC pozostaje w dalszym ciagu
niedostatecznie poznana.

Dynamiczne kontakty miedzy komorkami, przyczyniajace si¢ do wstepnej lub
catkowitej aktywacji limfocytow T, obserwowano — migdzy innymi — gtownie w
trojwymiarowych modelach tkankowych in vitro podczas negatywnej selekcji w
hodowlach tymocytéw [7] oraz in vivo podczas skanowania DC przez dziewicze
limfocyty T CD8" w weztach chlonnych [22]. Dynamiczna IS, przynajmniej
czesciowo aktywujaca limfocyty T, byta obserwowana w przypadku réoznorodnych
APC, wlaczajac Mg, fibroblasty z ekspresja czasteczek MHC klasy 11, limfocyty
B i DC [21].
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8. PODSUMOWANIE

W ostatnich latach nastapit gwaltowny rozwdj badan nad rozpoznawaniem
antygenow znajdujacych si¢ w ich ,,no$nikach” (tj. APC) przez komorki efektorowe
(komérki NK oraz limfocyty T). Jest to zwiazane z rozwojem licznych technik
obrazowania, pozwalajacych na wykonywanie precyzyjnych badan nad komérkowymi
i molekularnymi mechanizmami zachodzacymi w komorkach i tkankach. Poniewaz
jednak IS jest wysoce dynamiczng i zorganizowana struktura, dalsze badania sa
niezbedne do wyjasnienia mechanizméw warunkujacych indukcj¢ poczatkowych oraz
trwalych sygnatow aktywacji poprzez analiz¢ dodatkowych funkcji czasteczek kosty-
mulujacych oraz regulacji cytoszkieletu. W przysztosci nalezy zbada¢ funkcje c-SMAC,
szczegdlnie w kontekscie roli, jaka pelni w endocytozie i degradacji TCR dla
zrownowazenia procesu transdukeji sygnatu oraz w ukierunkowanej sekrecji chemokin
i cytokin. Potaczenie zaawansowanych technik badawczych powinno zaowocowaé
wyjasnieniem molekularnych mechanizméw lezacych u podstaw powstawania oraz
okresleniem fizjologicznej funkgcji IS, co powinno przyczyni¢ si¢ do lepszego poznania
1 zrozumienia mechanizméw patogenezy i, w rezultacie, pomoc w opracowaniu
skutecznych metod terapii i profilaktyki (nowe generacje szczepionek !) wielu chorob.
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