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Abstract
The probable involvement of human endogenous retrovi-

ruses (HERV) in the development of autoimmune diseases,
especially in systemic lupus erythematosus (SLE) has been long
discussed. In a number of reports some indirect evidences im-
plicating retroviruses in human autoimmune diseases have 
been shown. 

The aim of this paper was to analyse the level of chosen
HERVs in the light of present knowledge about pathological
mechanisms typical especially for progressive systemic scle-
rosis (PSS) and different clinical forms of psoriasis. 

Key words: progressive systemic sclerosis, psoriasis vul-
garis, psoriasis arthropatica, human endogenous retroviruses,
reverse transcription, gene expression analysis. 

Streszczenie
Od wielu lat trwaj¹ dyskusje dotycz¹ce udzia³u sekwencji

ludzkich endogennych retrowirusów (ang. human endogenous
retroviruses, HERV) w mechanizmach prowadz¹cych do po-
wstania objawów charakterystycznych dla chorób o pod³o¿u
autoimmunizacyjnym. Wiêkszoœæ publikowanych prac dotyczy
tocznia rumieniowatego uk³adowego (ang. systemic lupus ery-
thematosus, SLE), jednak liczne raporty pokazuj¹ poœrednie
dowody na udzia³ HERV w patogenezie tak¿e innych chorób
z omawianej grupy. 

Za³o¿eniem niniejszej pracy jest analiza poziomu ekspre-
sji wybranych HERV w œwietle aktualnej wiedzy o patologicz-
nych mechanizmach, typowych g³ównie dla twardziny uk³ado-
wej oraz ró¿nych odmian klinicznych ³uszczycy. 

S³owa kluczowe: twardzina uk³adowa, ³uszczyca zwyk³a,
³uszczyca stawowa, ludzkie endogenne retrowirusy, odwrotna
transkrypcja, analiza ekspresji genów. 

(PDiA 2005; XXII, 2: 99–104) 

Wprowadzenie

Trwaj¹ce od wielu lat badania, maj¹ce na celu od-

czytanie ludzkiego genomu pozwoli³y w ostatnim cza-

sie z du¿¹ dok³adnoœci¹ oszacowaæ udzia³ w nim tzw.

elementów ruchomych (ang. transposable elements).

Okaza³o siê, ¿e stanowi¹ one niemal po³owê genomu

(ok. 45%), z czego ogromna wiêkszoœæ to retroelemen-

ty (42,2%). Pozosta³a czêœæ przypada na transpozony

(2,8%). Podczas gdy DNA-transpozony amplifikuj¹ bez

poœrednictwa RNA, dla retroelementów matrycê stano-

wi¹ fragmenty RNA, wymagaj¹ce odwrotnej transkryp-

cji, zanim ulegn¹ integracji z genomem [1–4]. 
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Klasyfikacja retroelementów opiera siê na istnieniu
b¹dŸ braku w ich strukturze tzw. sekwencji LTR (ang. long
terminal repeats). Retroelementy nieposiadaj¹ce sekwen-
cji LTR (ok. 34% genomu) zwykle wystêpuj¹ w genomie
w olbrzymiej liczbie powtórzeñ. W zale¿noœci od d³ugo-
œci sekwencji, podzielono je na tzw. krótkie i d³ugie ele-
menty rozproszone b¹dŸ porozrzucane (ang. short and long
interspersed elements/repeats; SINE, LINE). D³ugoœæ se-
kwencji SINE waha siê na ogó³ w granicach 80–630 bp,
podczas gdy LINE osi¹gaj¹ przeciêtnie 6–8 kbp. Pierwsze
z nich nie posiadaj¹ zdolnoœci kodowania bia³ek, wiêc ich
amplifikacja jest zale¿na od obecnoœci LINE [5]. Wœród
retroelementów wyposa¿onych w sekwencje LTR (>8%
genomu) przewa¿aj¹ ludzkie endogenne retrowirusy (ang.
human endogenous retroviruses; HERV), których d³ugoœæ
osi¹ga 9–10 kbp i jest na ogó³ znacznie mniejsza od d³u-
goœci sekwencji wirusów patogennych [3, 5]. Obecnoœæ
sekwencji LTR, dziêki w³aœciwoœciom promotorowym po-
legaj¹cym na wi¹zaniu odpowiednich bia³ek komórko-
wych, umo¿liwia inicjacjê transkrypcji i zapewnia jej re-
gulacjê. W regulacji transkrypcji bior¹ m.in. udzia³ tzw.
wzmacniacze (ang. enhancer), które w³¹czone w struktu-
rê sekwencji LTR zapewniaj¹ tkankow¹ specyficznoœæ eks-
presji, zachowuj¹c aktywnoœæ tylko w okreœlonych rodza-
jach komórek, tkanek czy te¿ w³¹czaj¹c siê w konkretnej
fazie cyklu komórkowego [6]. 

W haploidalnym genomie ludzkim sekwencje HERV
wystêpuj¹ najczêœciej w kilkudziesiêciu powtórzeniach,
choæ ich liczba waha siê w granicach od jednej do kilku
tysiêcy kopii. Sekwencje te s¹ dziedziczone zgodnie z pra-
wami Mendla. Prawdopodobnie stanowi¹ one pozosta³o-
œci prehistorycznych infekcji wirusami egzogennymi, któ-
re na skutek nagromadzenia ró¿nego rodzaju mutacji sta-
³y siê replikacyjnie nieczynne, dziêki trwaj¹cym 60 mln
lat procesom rekombinacyjnym. Pomimo uszkodzeñ struk-
tury, czêsto rozleg³ych delecji czy te¿ istnienia rozmaitych
wtrêtów, cech¹ charakterystyczn¹ HERV jest obecnoœæ
3 genów koduj¹cych bia³ka niezbêdne w cyklu ¿yciowym
wirusa: gag i env – koduj¹cych bia³ka konieczne do syn-
tezy prawid³owego wirionu oraz pol – konieczne do prze-
prowadzenia odwrotnej transkrypcji [4, 7–8]. Opisan¹ wy-
¿ej, typow¹ strukturê ludzkiego wirusa endogennego przed-
stawia schemat na ryc. 1. 

Jakkolwiek wiêkszoœæ retrowirusów nie wywo³uje
zmian patogennych, od lat w wielu jednostkach choro-
bowych opisuje siê ich aktywnoœæ transkrypcyjn¹. Jak
siê wydaje, problem dotyczy g³ównie nowotworów, co
potwierdzano wielokrotnie zarówno w badaniach in vi-
vo, jak i w oparciu o hodowle komórek rakowych in vi-
tro [9–18]. 

Od lat trwaj¹ dyskusje dotycz¹ce udzia³u sekwencji
ludzkich endogennych retrowirusów w mechanizmach
prowadz¹cych do rozwoju schorzeñ o pod³o¿u autoimmu-
nizacyjnym. Wiêkszoœæ prac dotyczy tocznia rumienio-
watego uk³adowego (ang. systemic lupus erythematosus
– SLE), jednak liczne doniesienia wskazuj¹ na poœrednie
dowody udzia³u HERV w patogenezie tak¿e innych cho-
rób z tej grupy, takich jak stwardnienie rozsiane, cukrzy-
ca typu I, ³ysienie plackowate, zespó³ Sjögrena czy twar-
dzina uk³adowa i in. Coraz czêœciej do tej grupy zalicza
siê równie¿ ³uszczycê z jej odmianami [6, 8, 19–22]. 

Obecnie uwa¿a siê, ¿e jednym z czynników determi-
nuj¹cych procesy towarzysz¹ce twardzinie uk³adowej
(ang. progressive systemic sclerosis – PSS) jest autoim-
munologiczna odpowiedŸ na bli¿ej nieokreœlony anty-
gen. Podstawowym mechanizmem patogennym twardzi-
ny jest postêpuj¹ce w³óknienie tkanki ³¹cznej w skórze
i narz¹dach wewnêtrznych, wywo³ane nadmiernym wy-
twarzaniem kolagenu [23]. 

£uszczyca natomiast jest zapaln¹ dermatoz¹ o prze-
wlek³ym charakterze, której etiopatogeneza nie zosta³a
jeszcze wyjaœniona. Trwaj¹ce badania nad czynnikami
genetycznymi odgrywaj¹cymi istotn¹ rolê w ³uszczycy
sugeruj¹ ich powi¹zanie z uk³adem HLA, co prawdopo-
dobnie wskazuje na autoimmunizacyjn¹ naturê schorze-
nia [24, 25]. 

Cel pracy

Celem pracy by³a identyfikacja podlegaj¹cych ekspre-
sji sekwencji retrowirusów endogennych u chorych z twar-
dzin¹ uk³adow¹, ³uszczyc¹ zwyk³¹ i stawow¹ oraz w gru-
pie kontrolnej zdrowych osób, a tak¿e iloœciowe okreœle-
nie poziomu ekspresji analizowanych sekwencji HERV
i porównanie go w poszczególnych grupach badawczych. 

Materiał i metody

Badan¹ grupê stanowili pacjenci z rozpoznan¹ twar-
dzin¹ uk³adow¹ (20 osób), ³uszczyc¹ zwyk³¹ (Psoriasis
vulgaris – PV, 10 osób) oraz ³uszczyc¹ stawow¹ (Pso-
riasis arthropatica – PA, 10 osób). Grupê kontroln¹ sta-
nowi³o 10 zdrowych ochotników (dawców, OZ). 

W badaniach wykorzystano krew obwodow¹, pobie-
ran¹ ja³owo do probówko-strzykawek zawieraj¹cych 
EDTA (Monovette, Sarstedt). Komórki jednoj¹drzaste

5'-LTR       gag       pol       env LTR-3'

Ryc. 1. Typowa struktura ludzkiego wirusa endogennego

LTR – d³ugie terminalne powtórzenia (ang. long terminal repeats) 
gag – gen koduj¹cy bia³kow¹ czêœæ tworz¹c¹ nukleoproteinowy rdzeñ wirusa
pol – sekwencja polimerazy, koduj¹ca bia³ko maj¹ce w³aœciwoœci odwrotnej

transkryptazy, a tak¿e proteazy, RNA-zy oraz integrazy
env – gen koduj¹cy glikoproteiny otoczki (ang. envelope) 
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krwi obwodowej (ang. peripheral blood mononuclear
cells, PBMC) pozyskiwano poprzez wirowanie w gra-
diencie gêstoœci Fikolu (Ficoll-Histopaque 1,007 g/cm3,
Sigma Diagnostics, Inc. St. Louis, USA). 

Ca³kowite komórkowe RNA izolowano z PBMC
zgodnie z metod¹ opisan¹ przez Chomczyñskiego i wsp.
Wszystkie preparaty poddawano trawieniu DNA-
-z¹ I (Promega Co. Madison, USA) w celu unikniêcia
zanieczyszczeñ DNA genomowym, a nastêpnie podda-
wano odwrotnej transkrypcji (ang. reverse transcription
– RT), wykorzystuj¹c zestaw dostêpny komercyjnie 
(Enhanced Avian HS RT-PCR Kit, Sigma Co. St. Louis,
USA). Uzyskane po odwrotnej transkrypcji preparaty
cDNA amplifikowano w czasie rzeczywistym przy u¿y-
ciu techniki iloœciowej analizy ekspresji w czasie rze-
czywistym – Real Time Quantitative PCR. Do badañ
u¿yto systemu Light Cycler (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Niemcy) oraz zestawu QuantiTectTM SYBR®

Green PCR Kit (Qiagen). Analizie poddano wybrane
fragmenty sekwencji gag oraz env o d³ugoœci 100–105
bp. Primery, którymi pos³u¿ono siê w doœwiadczeniach,
wraz z sekwencjami bazowymi oraz numerami dostêpo-
wymi œwiatowych baz danych GeneBank i Ensembl,
z których pochodz¹, przedstawiono w tab. 1. 

Reakcjê amplifikacji prowadzono w mieszaninie za-
wieraj¹cej 1 µl cDNA uzyskanego po RT dodanym do
9 µl gotowego QuantiTectTM SYBR® Green PCR Master
Mix (Qiagen), zawieraj¹cego polimerazê DNA HotStart-
Taq, bufor reakcyjny, mieszaninê dNTP, barwnik fluore-
scencyjny SYBR Green I, 2,5 mMol MgCl2 oraz odpo-
wiednie primery (IDT). 

Iloœciowego okreœlenia liczby kopii badanych trans-
kryptów dokonano na podstawie krzywej standardowej
sporz¹dzonej dla prób syntetycznego DNA o znanych
stê¿eniach. Uzyskane wyniki wyra¿ono w liczbie kopii
w przeliczeniu na milion kopii transkryptu genu GAPDH
(dehydrogenaza gliceraldehydo-3-fosforanowa), jako ge-
nu podstawowego metabolizmu komórkowego (ang. 
housekeeping gene). 

Wyniki i wnioski

Wyniki pokazuj¹ce poziom ekspresji badanych se-

kwencji ludzkich retrowirusów endogennych wyra¿o-

ne wzglêdn¹ liczb¹ kopii ich transkryptów przedsta-

wiaj¹ tab. 2.–4. Zawarto w nich równie¿ œrednie dla

poszczególnych grup badawczych, wykorzystane przy

konstruowaniu wykresów (ryc. 2.) i uwzglêdnione we

wnioskach. 

��Uzyskane wyniki pozwalaj¹ stwierdziæ obecnoœæ

transkryptów env HERV W i gag HERV K10 u cho-

rych na twardzinê uk³adow¹ oraz ³uszczycê zwyk³¹

i stawow¹. 

��Obecnoœæ transkryptów gag HERV E wykazano

u chorych z twardzin¹ i ³uszczyc¹ stawow¹, nie

stwierdzono ich u osób z ³uszczyc¹ zwyk³¹. 

��Po raz pierwszy zaobserwowano podwy¿szenie po-

ziomu ekspresji sekwencji gag HERV E w limfocy-

tach krwi obwodowej pacjentów z PSS i PA w po-

równaniu z grup¹ kontroln¹ osób zdrowych. 

��Tak¿e po raz pierwszy zaobserwowano podwy¿sze-

nie poziomu ekspresji sekwencji env HERV W oraz

gag HERV K10 w limfocytach krwi obwodowej pa-

cjentów wszystkich grup. Ekspresja tych sekwencji

u osób zdrowych by³a wyraŸnie ni¿sza. 

��W grupie chorych na ³uszczycê zwyk³¹ zaobserwo-

wano najwy¿szy w porównaniu z pozosta³ymi gru-

pami poziom transkryptów env HERV W oraz gag

HERV K10, przy jednoczesnym braku w tej grupie

ekspresji sekwencji gag HERV E. 

��Najwiêksze ró¿nice œrednich poziomów ekspresji

stwierdzono w przypadku sekwencji gag HERV E –

wyniki w poszczególnych grupach badawczych ró¿-

ni³y siê rzêdem wielkoœci. W przypadku dwóch po-

zosta³ych sekwencji œrednie wyniki, mimo wy-

raŸnych ró¿nic, mieœci³y siê w jednym rzêdzie 

wielkoœci. 

��U osób zdrowych poziom ekspresji wszystkich wy-

mienionych sekwencji by³ znacznie ni¿szy.

Tab. 1. Sekwencje primerów wykorzystanych w badaniach

Sekwencja bazowa Sekwencje primerów
D³ugoœæ powielanego 

fragmentu

gag4-1 GeneBank A: 5'- CACATGGTGGAGAGTCGTGTTT -3'
M10976 B: 5'- GCTTGCGGCTTTTCAGTATAGG -3' 101 bp

envW GeneBank A: 5'- TCATATCTAAGCCCCGCAAC -3'
AF072506 B: 5'- GAGGTTGTGATACCGCCAAT -3' 103 bp

gagK10 GeneBank A: 5'- GTAATGGCTCAGTCAACGCA -3'
M14123 B: 5'- GCCCCATTAATTCTGGACCT -3' 103 bp

GAPDH Ensembl A: 5'- CTGCACCACCAACTGCTTAG -3'

ENST00000229239 B: 5'- TTCTGGGTGGCAGTGATG -3' 105 bp
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Tab. 2. Ekspresja wybranych sekwencji HERV z rodzin E, W oraz K w komórkach jednoj¹drzastych krwi obwodowej
pacjentów z twardzin¹ uk³adow¹. Wyniki wyra¿ono w liczbie kopii transkryptu HERV w przeliczeniu na milion kopii
transkryptu genu GAPDH

Pacjent
HERV E 4-1 HERV W HERV K10

gag env gag

PSS 1 195 917 9 326 284 312

PSS 2 342 693 4 642 245 929

PSS 3 13 181 399 0 197 069

PSS 4 3 853 874 8 607 82 848

PSS 5 14 174 487 0 584 535

PSS 6 0 0 443 413

PSS 7 234 187 5 020 313 662

PSS 8 173 749 6 407 151 681

PSS 9 19 509 2 283 25 954

PSS 10 33 883 4 552 72 566

PSS 11 85 794 6 262 173 319

PSS 12 4 475 764 5 482 2 655 204

PSS 13 83 920 5 450 351 012

PSS 14 0 12 174 73 905

PSS 15 1 897 757 7 297 85 835

PSS 16 13 332 821 0 254 154

PSS 17 47 598 958 0 145 208

PSS 18 1 466 408 17 450 106 412

PSS 19 15 239 227 0 100 317

PSS 20 639 0 16

wartoœæ œrednia 5 819 549 4 748 317 368

Tab. 3. Ekspresja wybranych sekwencji HERV z rodzin E, W oraz K w komórkach jednoj¹drzastych krwi obwodowej
pacjentów z ³uszczyc¹ zwyk³¹. Wyniki wyra¿ono w liczbie kopii transkryptu HERV w przeliczeniu na milion kopii
transkryptu genu GAPDH

Pacjent
HERV E 4-1 HERV W HERV K10

gag env gag

PA 1 400 370 12 287 130 578

PA 2 23 356 3 609 43 670

PA 3 17 563 7 189 78 290

PA 4 653 752 0 109 342

PA 5 60 226 0 37 842

PA 6 176 212 5 048 364 701

PA 7 43 398 14 440 418 632

PA 8 81 200 9 750 319 612

PA 9 23 750 6 057 542 028

PA 10 0 10 384 356 181

wartoœæ œrednia 147 983 6 876 240 088
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Tab. 4. Ekspresja wybranych sekwencji HERV z rodzin E, W oraz K w komórkach jednoj¹drzastych krwi obwodowej
pacjentów z ³uszczyc¹ stawow¹. Wyniki wyra¿ono w liczbie kopii transkryptu HERV w przeliczeniu na milion kopii
transkryptu genu GAPDH

Pacjent
HERV E 4-1 HERV W HERV K10

gag env gag

PV 1 0 3 305 960

PV 2 0 2 224 0

PV 3 0 3 116 264 525

PV 4 0 3 814 430 524

PV 5 0 3 243 301 078

PV 6 0 4 136 753 371

PV 7 0 17 572 1 514 664

PV 8 0 7 846 1 028 350

PV 9 0 19 097 1 652 910

PV 10 0 19 218 1 200 056

wartoœæ œrednia 0 8 357 714 644

Tab. 5. Ekspresja wybranych sekwencji HERV z rodzin E, W oraz K w komórkach jednoj¹drzastych krwi obwodowej
zdrowych dawców. Wyniki wyra¿ono w liczbie kopii transkryptu HERV w przeliczeniu na milion kopii transkryptu genu
GAPDH

Pacjent
HERV E 4-1 HERV W HERV K10

gag env gag

OZ 1 7 572 1 360 26 782

OZ 2 14 269 1 448 49 181

OZ 3 0 795 70 071

OZ 4 20 722 1 298 96 846

OZ 5 0 306 33 418

OZ 6 15 464 521 157 576

OZ 7 56 783 6 170 24 753

OZ 8 6 654 383 12 683

OZ 9 29 007 6 447 19 460

OZ 10 5 402 354 33 967

wartoœæ œrednia 15 587 1 908 52 474

Ryc. 2. Œredni poziom ekspresji HERV E (wykres A), HERV W (wykres B) oraz HERV K (wykres C) w poszczególnych
grupach badawczych: PSS – twardzina uk³adowa, PA – ³uszczyca stawowa, PV – ³uszczyca zwyk³a, OZ – dawcy zdrowi
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Omówienie
Regiony promotorowe genów retrowirusów endo-

gennych, podobnie do analogicznych sekwencji wiru-
sów egzogennych, zawieraj¹ miejsca wi¹¿¹ce dla wielu
rozmaitych czynników transkrypcyjnych, bior¹cych
udzia³ w ekspresji genów odpowiedzialnych za reakcje
zapalne. Fakt ten mo¿e sugerowaæ uznanie ekspresji
HERV raczej za odpowiedŸ na tocz¹cy siê proces cho-
robowy, a nie na jego przyczynê [8]. Z drugiej jednak
strony liczne zespo³y badawcze od lat dostarczaj¹ do-
wodów na wspó³istnienie (wspó³dzia³anie?) transkryp-
tów ró¿nych HERV z innymi czynnikami bior¹cymi
udzia³ w rozmaitych mechanizmach chorobowych.
W grupie chorób autoimmunizacyjnych doniesienia te
dotycz¹ g³ównie SLE, stwardnienia rozsianego, cukrzy-
cy typu I, ³ysienia plackowatego czy zespo³u Sjögrena.
Znacznie mniej publikacji porusza temat twardziny uk³a-
dowej czy ³uszczycy [6, 8, 19–22]. 

Przedstawione w pracy wyniki mog¹ sugerowaæ zwi¹-
zek badanych sekwencji HERV z etiopatogenez¹ twardzi-
ny uk³adowej i ³uszczycy. Konieczne s¹ jednak¿e dalsze
badania, a w szczególnoœci znaczne rozszerzenie liczebno-
œci badanych grup. Wskazane wydaje siê tak¿e zwiêksze-
nie liczby sekwencji wytypowanych do analizy w bada-
nych grupach, co prawdopodobnie pozwoli na wykazanie
wiêkszej liczby kontrastów w profilu ekspresji ludzkich en-
dogennych sekwencji retrowirusowych w krêgu chorób
tkanki ³¹cznej, których przyczyny upatrujemy w zjawiskach
zwi¹zanych z autoagresj¹. W³¹czenie do badañ analizy eks-
presji genów koduj¹cych wybrane cytokiny, których udzia³
w patogenezie omawianych schorzeñ jest postulowany czy
wrêcz potwierdzony, pozwoli³oby na dok³adniejsze rozu-
mienie problemów autoimmunizacji i znacznie bardziej
uprawnione wnioskowanie w tej trudnej materii. 

Ekspresjê sekwencji retrowirusów endogennych po-
twierdza siê prawdopodobnie równie czêsto w zdrowych,
jak i zmienionych chorobowo tkankach. Pojawianie siê
transkryptów HERV zarówno w warunkach fizjologicz-
nych, jak i w wielu ró¿nych patologiach znacznie utrudnia
wnioskowanie na temat ich potencjalnej roli w mechani-
zmach chorobowych. Fakt symbiotycznej egzystencji
HERV w genomach wszystkich ssaków i wci¹¿ niewyja-
œnionej ich funkcji narzuca spojrzenie na rolê endowiru-
sów z du¿o szerszej perspektywy. Oprócz podobieñstwa
do wirusów zakaŸnych – strukturalnego, a niekiedy i funk-
cjonalnego – nale¿y pamiêtaæ o ich zdolnoœci przetrwania.
Mimo wielu milionów lat ewolucji, ci¹g³ej rekombinacji
i nara¿enia na mutacje, HERV pozostaj¹ w utajeniu, licz-
nie wbudowane w genomy. Mimo ¿e ci¹gle nie potrafimy
jednoznacznie zdefiniowaæ ich funkcji, nie mamy odwagi
stwierdziæ, ¿e s¹ zbêdne.
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