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POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI TOM 4, NR 4, 1977 (323-337)

DNA JĄDER NIEKTÓRYCH ORZĘSKÓW
DIETER AMMERMANN

Abtciiung fur Zellforschung der Universitat Tiibingcn, RFN

WSTĘPOrzęski charakteryzują się posiadaniem dwóch morfologicznie i fizjologicznie różnych jąder komórkowych. Mikronukleus jest zwykłym diploidalnym jądrem z wyraźnie rozpoznawalnymi, chromosomami. Jego podziały nic różnią się istotnie od podziałów u innych Eukariota. U niektórych gatunków nic ma widocznie ważnych funkcji podczas cyklu wegetatywnego (np. Stentor [51]), poniewraż można go usunąć z komórki bez większej szkody dla niej. U innych gatunków natomiast pełni on istotne funkcje, gdyż po jego usunięciu komórki są mniej lub więcej uszkodzone. U tych gatunków mikronukleus zawiera RNA (niektóre szczepy Tetrahy- 
mena [42], Paramecium [49], [44], Stylonychia [4]).Makronukleus zwykle jest bardzo bogaty w DNA. Tylko u nielicznych gatunków jest on jądrem diploidalnym o mało znanej budowie i sposobie podziału. Zawiera dużo RNA i wiele jądcrck, kieruje przemianą materii w komórce. Orzęsek bez makronukleusa jest niezdolny do życia. U niektórych gatunków (np. szczepów amikronuklearnych Tetrahymena wyizolowanych ze środowiska naturalnego) makronukleus zdolny jest do nieograniczonej liczby podziałów. Natomiast u innych gatunków musi od czasu do czasu odbyć się proces płciowy, tzw. koniugacja, gdyż inaczej komórki starzeją się i w końcu giną. Podczas koniugacji makronukleusy obu partnerów degenerują. Po zakończeniu mej ozy pronukleusy w obu komórkach tworzą synkarion, z którego następnie powstaje mikronukleus i nowy makronukleus, podczas gdy stary zanika. Z tego wynika, że orzęski podobnie jak wiele wyższych Eukariota wytworzyły podział funkcji: przekazywanie informacji genetycznej zachodzi poprzez jądra linii płciowej, którą u o rzęsko w reprezentuje mikronukleus.Przemianą materii w komórce kieruje makronukleus, który funkcjo-
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324 D, AMMtJRMANNnuje przez ograniczony czas i odpowiada jądrom komórek somatycznych w organizmach wielokomórkowych.Wydawałoby się, że DNA dwóch tak różnych jąder pochodzących pierwotnie z jednego synkarionu został dokładnie zbadany i porównany, Ale tak właśnie nic jest. Przyczyny są natury metodycznej: dopiero ostatnio u niektórych gatunków udało się oddzielić od siebie oba jądra po ich wyizolowaniu z komórki.Scharakteryzujmy krótko te gatunki, o których DNA istnieją pewne dane:a. Tetrahymena pyr inormis. Problemy z rozdzieleniem jąder nie są jeszcze całkowicie rozwiązane. Frakcja mikronuklearna ciągle zawiera pewien procent (5 -15) makr o nuklearnego DNA [34]. Podczas podziału makronukleusa powstaje często tzw. ciało resztkowe, które łatwo dostaje się do frakcji mi kr o nuklearnej (Portier i Marcaud — informacja ustna). Dalszą trudność stanowi to, że Tetrahymena pyriformis jest pojęciem nadrzędnym dla kilku gatunków (syngeny) oraz dla pewnych szczepów rozmnażających się tylko bezpłciowo wskutek braku mikronukleusa, szczepy te są dotąd nie sklasyfikowane.b. Paramecium: „gatunek aurelia” także składa się z ponad 12 syn- genów i nie można naturalnie rozciągać wyników uzyskanych z badań nad jednym z nich na wszystkie syngeny.Problem rozdziału jąder (Mi i Ma) w tej grupie jest w zasadzie rozwiązany [22], natomiast badania biochemiczne zwłaszcza nad DNA w mi- kronuleusie są dopiero w stadium początkowym.U Paramecium bursaria, które również przedstawia grupę gatunków, nie udało się jeszcze rozdzielić jąder.c. Oxytricha i Stylonychia: oba należą do zwartego rzędu llypotricha i wykazują zgodność także we właściwościach biochemicznych i cytologicznych. Dla obydwu form opracowano metody pełnego rozdzielenia obydwu jąder [6, 46]. Obiekt opracowywany przez grupę Prescotta uznano ostatnio za gatunek z rodzaju Oxytricha [41], podczas gdy we wcześniejszych pracach [12, 46—48] określano go jako Stylonychia mytilus. Dlatego nie jest jasne czy tylko część, czy wszystkie wyniki tej grupy publikowane przed rokiem 1974 odnoszą się do Stylonychia czy Oxytricha.d. Stentor coeruleus: nowsze badania nad DNA zawartym w makro- nukleusie rozpoczął Pelvat i de Haller w 1975 r., lecz brak jest badań nad mikronuklearnym DNA. •»DNA innych gatunków nic było badane. Ten przegląd ma na celu podsumowanie dotychczasowych badań nad DNA zawartym w makro- i mikronukleusie, jak również wskazać na istniejące luki w naszych wiadomościach i zachęcić do dalszych badań.
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D N A  J Ą D E R  O R Z Ę S K 0 W 325

ZA W A RTO ŚĆ  DNA W JĄ D R A C H  KOM ÓRKOW YCH

Dane dotyczące zawartości DNA w makronukleusie i mikronukleusie 
niektórych gatunków zawarte są w tabeli 1.

TABELA 1. Zawartość DNA w makronukleusach i mikronukleusach różnych orzęsków (metoda
mikrospektrofotometryczna)

Rodzaj

Mikronukleus 
C-wartość =  zawartość 
DNA hapl. genomu

w Gi

Makronukleus 
w Gi

Makronuk
leus 

C-wartość 
(tzw. stopień 
poliploidii)

Literatura

X  10l2Dal- il fl

x 1 0 ~ 13g tona x 10~13g x 10l2d J

Tetrahymena
| I

pyrijormis 2,2 0,13 100 6 50 [30]
syngen 1 [61]

Paramecium
aurelia syngen
1, 2, 4, 7, 8 3 0,18 2580 155 860 [30]
syngen 4 3,5 0,21 3010 181 860 [8]
Paramecium
bursaria 38 2,25 1500 90 40 [18]
Oxytricha

spec. 6,6 0,40 1154 69 175 [41]
Stylonychia j Lindmayer i Ammer-
mytilus mann nie publiko
syngen 1 83 5,0 7880 473 95 wane
Euplotes mi
nuta 0,7 0,04 859 52 1250
Stentor 27500 1650
coeruleus -37500 2250

Stwierdzono co następuje:
1. Zawartość DNA w makronukleusie dużych orzęsków jest większa 

niż u małych (u gatunków, które mają makronukleus zbudowany z wielu 
części sumuje się zawartość wszystkich fragmentów).

2. Zawartość DNA w mikronukleusie nie jest skorelowana z wiel
kością komórki, np. Paramecium bursaria posiada 10 razy więcej DNA 
V/ mikronukleusie niż tej samej wielkości Paramecium aurelia, które 
z kolei ma tylko 50°/o więcej DNA niż malutka Tetrahymena pyriformis.

3. Tak różna zawartość DNA w mikronukleusach jest wyrazem tzw. 
stopnia poliploidyzacji nie związanego ani z wielkością komórki, ani ze 
stanowiskiem systematycznym gatunku.
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326 D. A M M E R M A N N

Można by przypuścić, że mikronukleusy bogate w DNA są poliploi- 
dalne i rzeczywiście u Paramecium bursaria znaleziono pewną ilość szcze
pów charakteryzujących się różną wielkością mikronukleusów; po przeli
czeniu chromosomów i pomiarach spektrofotometrycznych uznano te mi
kronukleusy za poliploidalne [16, 32, 43]. Jednak dla Stylonychia mytilus  
obdarzonej największym mikronukleusem przypuszczenie to wykluczył 
następujący eksperyment [3]. Wyizolowane z przyrody diploidalne szczepy 
wytwarzają w mikronukleusie podczas mej ozy biwalenty. Jeżeli skrzy
żuje się je ze zwierzętami pozbawionymi mikronukleusa, to potomstwo 
będzie miało mikronukleusy z połową zawartości DNA „haploidy”. Krzy
żując je znowu ze szczepami bez mikronukleusa obserwuje się w mej ozie 
tylko uniwalenty, a nie pary chromosomów. Nie znaleziono dotychczas 
ekskoniugantów z mniejszą zawartością DNA w mikronukleusie niż w ha- 
ploidalnych klonach rodzicielskich.

Wyniki w tabeli 1 jasno wskazują, iż także u orzęsków obserwuje się 
duże różnice w wartości C jąder generatywnych, podobnie jak i u wyż
szych Eukariota [50].

C H A R A K T E R Y ST Y K A  DNA

Charakterystyczną cechą każdego DNA jest skład jego zasad. Orzęski 
charakteryzują się względnie małą zawartością CG. W żadnym z dotych
czas przebadanych gatunków nie znaleziono wyraźnych różnic w zawar
tości CG między makronukleusem a mikronukleusem: (Tetrahymena pyri
formis szczep WH-14 [62], Paramecium aurelia, syngen 1, 4, 13 [19], 
Oxytricha [12], Stylonychia mytilus  [6].

W szczepie WH-14 Tetrahymena pyriformis DNA makronukleusa 
i mikronukleusa wyróżnia się zawartością zasad metylowanej adeniny [33]. 
Makronuklearny DNA zawiera 0,65—0,87% tych rzadkich zasad, nato
miast mikronuklearny DNA wykazuje tylko 10% tej wartości. U Para
mecium aurelia, Cummings i wsp. [20] nie znaleźli różnic w zawartości 
metylowanych zasad pomiędzy mikronukleusem i makronukleusem.

Wiele organizmów w swoim DNA zawiera mniejsze frakcje DNA, 
które mają więcej lub mniej CG niż główna masa DNA. Frakcje te można 
uwidocznić podczas wirowania w gradiencie CsCl, jako tzw. lekkie lub 
ciężkie satelity obok głównej masy DNA. Yao i Gorovsky [62] nie zna
leźli w makronukleusie i mikronukleusie Tetrahymena pyriformis  szczep 
WH-14 żadnego satelitarnego DNA. Co do występowania satelitów u tego 
orzęska istnieje pewna liczba badań na ten temat, które jednak dotyczą 
tylko makronukleusa i nie są ze sobą zgodne. Na przykład Sueoka [57] 
w szczepie GL znalazł jednego satelitę, natomiast Brunk i Honwalt [15] 
nie znaleźli. W komórkach należących do syngenu 1 Sueoka [57] nie
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D N A  J Ą D E R  O R Z Ę S K Ó W 327

znalazł żadnych satelitów w przeciwieństwie do Flavella i Jonesa [27J, 
którzy wykazali istnienie jednego satelity. Przyczyny tych rozbieżności 
są niejasne.

Z doniesień Cummingsa [19] można wywnioskować, że makro- 
i mikronuklearne DNA u Paramecium aurelia syngeny 1, 4 i 13 nie mają 
satelitarnego DNA. Natomiast Soldo i Godoy [55] znaleźli jednego satelitę 
w makronukleusie syngenu 8 tego gatunku. Wyniki te są najbardziej 
jednoznaczne u Hypotricha. W mikronuklearnym DNA u Oxytricha wy
stępują 3—4 satelity, a w makronuklearnym ich nie ma [12]. Mikro
nuklearne DNA Stylonychia mytilus  zawiera 4 satelity, natomiast makro- 
nuklearne — tylko jednego [6],

Genom wszystkich dotychczas badanych Eukariota zawiera oprócz 
pojedynczych sekwencji DNA (nierepetetywne DNA) także odcinki DNA, 
które wielokrotnie powtarzają się (repetetywny DNA). Procent repete- 
tywnego DNA w ogólnej masie można ustalić, jeżeli zdenaturowane DNA 
renaturuje się. Wtedy okazuje się, że szybciej zachodzi renaturacja DNA 
repetetywnego niż nierepetetywnego. Występowanie repetetywnego DNA 
w makronukleusie i mikronukleusie przebadano porównawczo tylko u H y
potricha. Procentowa zawartość repetetywnego DNA w mikronukleusie 
u Stylonychia mytilus  jest większa niż 50°/oi (Steinbruck i wsp. w przygo
towaniu) w odróżnieniu do makronukleusa, gdzie go brak [6], Repetetyw- 
ność genów r-RNA jest za słaba, żeby można ją wykazać metodami stoso
wanymi do ustalania kinetyki renaturacji. To samo w zasadzie odnosi się 
do drugiego przebadanego przedstawiciela Hypotricha. Mikronukleus Oxy
tricha zawiera 27°/o repetetywnego DNA, natomiast makronukleus nie ma 
go w ogóle [41]. U innych orzęsków istnieją dane odnoszące się tylko do 
makronuklearnego DNA, lecz bardzo rozbieżne. Procentowa zawartość 
repetetywnego DNA u Tetrahymena pyrijormis wynosi 5°/o syngen 1 [27], 
20—25°/o syngen 1 [1], 10—50°/o szczep W [60].

Paramecium aurelia: 15°/o syngeny 1, 2 i 8 [1], 4°/o syngen 8 [55], 
0°/o syngen 1 (McTavirsh — listowne doniesienie). Paramecium bursaria: 
13%) (prawdopodobnie makro- i mikronukleusy nie rozdzielone [18]). 
Stentor coeruleus: 15%) [45].

N IER E PETETY W N Y  DNA

Spośród frakcji DNA jednego genomu, omawianych w ostatnim roz
dziale, najbardziej interesująca jest frakcja sekwencji DNA nierepetetyw-
nych lub niepowtarzalnych, ponieważ najwięcej genów należy do tej 
frakcji. Tylko nieliczne geny znaleziono we frakcjach średnio repetetyw
nego DNA (np. geny r-RNA histonowe), podczas gdy wysoce repetetywna 
część DNA genomu nie zawiera genów, które są transkrybowane i które
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328 D. A M M E R M A N N

by odgrywały istotną rolę w życiu komórki. Ogólna liczba wszystkich 
zasadowych par w nierepetetywnych sekwencjach DNA została określona 
przez Wetmura i Davidsona [59] jako kompleks. Kompleksowość niere- 
petetywnego DNA wyżej zorganizowanych organizmów jest zwykle wyższa 
niż u prostych [13], co prawdopodobnie jest związane z większą ilością 
genów. Może być to ustalone poprzez kinetykę renaturacji i oznaczone 
jako kinetyka kompleksowości. Przy identycznej koncentracji DNA pro
stego genomu (mniej kompleksów renaturuje szybciej niż DNA bardziej 
skomplikowanego genomu, ponieważ ułożenie wszystkich sekwencji jest 
częstsze i dlatego prawdopodobieństwo łączenia się pasujących sekwencji 
jest wyższe [13]. Przy ustalaniu kinetyki renaturacji istnieją jednak pewne 
trudności typu metodycznego. Wartości uzyskane dla jednego obiektu róż
nią się często w zależności od użytej metody (hydroksyapatytowa, optycz
na. trawienie nukleazą S 1) [14]. Kontrolą do kinetyki denaturacji jest

TABELA 2. Kinetyczna kompleksowość nierepetetywnej frakcji DNA makronukleusa (Ma
(dla porównania podano kinetyczną kompleksowość innych organizmów)

Rodzaj Kinet. kompleks. Zawart. DNA/Ma
Literatura

w Daltonach x 1010 Kinet. kompleks.

Tetrahymena szczep T 1 4 1004) [27]
syngen 1 7-15 45 [1]

pyriformis 1 4 150 [62]1>
Paramecium aurelia 1, 2, 8 18-26 540-820 * [1]

syngen 1 3,8 ! 1680s) [55]
1 3 1400h) [21]

Paramecium bursaria 16 563 [ 17]2)
Oxytricha spec. I 3 2200 [41]
Stylonychia mytilus 3,4 14000 Steinbriieck

i wsp.
(w przygoto
waniu)

Stentor coeruleus < 6,1 ca 27000 3)

E. coli 0,28 [31]
Dictyostelium 3 [26]

I 4,8 [10]
Drosophila melamgaster 6,8 [39]

I 8,5 [40]
Drosophila hydei 11,3 [23]Drosophila hydei

O Wyliczone na podstawie danych zawartych w pracy Yao i Gorovskiego [62],
2) Skalkulowane w oparciu o dane dla kinetycznej kompleksowości [45] i osobne pomiary zawartości D N A  

(patrz tab. 1).
3) Makro- i mikronukleusy widocznie były nie rozdzielone. N ie  jest jasne, czy w czasie wyliczania CG-czynniki 

zostały uwzględnione.
4) Autorzy wychodzą w swoich kalkulacjach tylko od 4,3 1012d D N A /M a , tj. mniej niż to zostało ustalone 

przez innych amatorów (patrz tab. 1).
5) Autorzy wychodzą tylko z 6 6 1 0 12d D N A /M a.
ó) Autorzy wychodzą tylko z 42 -1012d D N A /M a.
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zwykle DNA o znanej kompleksowości (najczęściej Escherichia coli). Po
równanie obydwu kinetyk jest możliwe tylko przy identycznym składzie 
zasad. Jeżeli różnice pomiędzy DNA E. coli i próbek nie są duże, to można 
je skorygować według metody Wetmura i Davidsona [59], Czasami trudno 
jest ustalić granicę między średnio repetetywnymi i nierepetetywnymi 
sekwencjami DNA, ponieważ jest ona płynna. W tabeli 2 umieszczono 
dotychczas ustalone wartości kinetycznej kompleksowości makronuklear- 
nego DNA. Dane o kinetycznej kompleksowości niepowtarzalnego DNA 
służą tylko do sprawdzenia stopnia poliploidyzacji obliczonego z pomia
rów DNA (tabela 1). Najłatwiej byłoby porównać kinetykę komplekso
wości nierepetetywnego DNA w mikronukleusie z makronuklearnym 
DNA. Niestety, nie jest to możliwe, ponieważ kinetyka kompleksowości 
nierepetetywnego DNA mikronukleusa nie jest dotychczas dokładnie 
ustalona. Dla obydwu dotąd przebadanych Hypotricha mamy wprawdzie 
dane o procentowej zawartości repetetywnego DNA w mikronukleusie, 
ale ze względów metodycznych (granica między słabo repetetywnym i nie- 
repetetywnym DNA jest płynna) nie są one na tyle dokładne, aby ustalić 
wielkość frakcji nierepetetywnego DNA. Stopień poliploidii można wyli
czyć stosując inną metodę. Iloraz zawartości nierepetetywnego DNA ma- 
kronukleusa do kompleksowości (patrz tabela 2 kol. 2) można porównać ze 
stopniem poliploidalności (tabela 1, kol. 5). U obydwu dotychczas bada
nych orzęsków występują uderzające różnice. Wskazują one, iż makro
nukleus nie zawiera po prostu powielonego genomu mikronukleusa, lecz 
tylko niepowtarzalny DNA z mikronukleusa lub tylko jego część, lecz 
w tym ostatnim przypadku silnie zwielokrotnioną. Ocena odpowiednich 
obliczeń u Tetrahymena pyriformis i Paramecium aurelia jest trudniejsza, 
gdyż:

1. procentowa zawartość repetetywnego DNA w makronukleusie nie
jest dokładnie znana oraz

2. autorzy podający te obliczenia wychodzą z różnych wartości szcze
gólnie dla zawartości DNA w makronukleusie (patrz tabela 2).

Tak więc Allen i Gibson [1], na podstawie obliczonych wysokich 
wartości dla „kinetycznej kompleksowości”, doszli do wniosku, iż u Tetra
hymena pyriformis  i Paramecium aurelia makronukleus posiada w rzeczy
wistości kompletne mikronuklearne genomy. Ich liczbę ustalono poprzez 
określenie stopnia poliploidii. Natomiast wartości podawane przez innych 
autorów (tabela 2) wystarczają moim zdaniem na wyciągnięcie wniosków 
przeciwnych, a mianowicie, że podobnie jak u Hypotricha, tak u Tetra
hymena  i Paramecium  stopień poliploidii jest mniejszy niż liczba jedno
stek określonych poprzez „kinetyczną kompleksowość” makronukleusa. 
Konsekwentnie więc będę wyróżniał dalej „genom mikronuklearny” (który 
odpowiada wartości C, a więc zmierzonej spektrofotometrycznie zawar
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330 D. A M M E R M A N N

tości DNA dla jednego haploidalnego jądra w fazie Gx — patrz tabela 1, 
kol. 1) oraz „genom makronuklearny” (którego wielkość jest wyliczona 
w oparciu o kinetykę kompleksowości nierepetetywnego DNA, jak to po
dano w tabeli 3, plus kinetyczna kompleksowość ewentualnie istniejącej 
części repetetywnego DNA).

GENY RYBOSOM ALNE

Najelegantszą metodą porównania makronukleusa i mikronukleusa 
jest stwierdzenie, czy w obydwu jądrach występują pewne określone geny. 
Jednak ze względów metodycznych można w ten sposób badać tylko 
niektóre geny, najłatwiej geny DNA rybosomalnego. Przeprowadzono t a 
kie badania dla 17 S i  25 S-RNA. Wyniki podano w tabeli 3. Liczba rybo-

TABELA 3. r-RNA geny (dla 17S i 25S) w jądrach różnych orzęsków (część ich (w procentach)
do ogólnej ilości DNA i ich liczby)

Rodzaj Mikronukleusy Makronukleusy Literatura
1

Tetrahymena pyriformis 
szczep GL

syngen 1

1 I

log-faza: 0,32% =  170 genów
hapl. Ma-genom 

stacj. faza: 30—40% mniej
[25]

0,03% =  1 — 10 genów
hapl. Mi-genom

0,3% =  200 genów/Ma-genom *=»
9000 genów/Ma [63]

Paramecium aurelia 
syngen 1 •

0,14% =  30—35 genów/Ma-genom
& 66000 genów/Ma

[21]

Stylonychia mytilus 
syngen 1

1

0,0043% = 1 1 0  genów
hapl. Mi-genom

0,26% =  44 genów/Ma-genom
=  610000 genów/Ma

Steinbriieck 
(w przygo
towaniu)

somalnych genów w dobrze rosnącej (log-)hodowli Terahymena  jest wyż
sza niż w fazie stacjonarnej. Rybosomalne geny w makronukleusie tych 
orzęsków są wolne, a nie ułożone w chromosomach [29]. Cummings [22] 
stwierdził taką samą liczbę genów r-RNA u Paramecium aurelia w róż
nych fazach (stacjonarnej i wzrostu). Wyniki podane w  tabeli 3 wskazują, 
iż makronukleusy i mikronukleusy Tetrahymena pyriformis  i Stylonychia  
mytilus  różnią się ilością genów r-RNA. Udział r-DNA w całkowitym 
DNA u obydwu gatunków jest dziesięciokrotnie wyższy w makronukleu- 
sach niż w mikronukleusach. Te różnice w liczbie genów r-RNA wyni
kają prawdopodobnie ze zróżnicowanej replikacji tych odcinków DNA 
podczas rozwoju nowego makronukleusa po koniugacji.
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CIĘŻAR M O LEK U LA RN Y  DNA

Ciężar cząsteczkowy DNA jest trudno określić, ponieważ w dużej 
mierze zależy od metody izolacji. Dlatego też i rozrzuty ciężaru cząstecz
kowego DNA orzęsków są dość znaczne w zależności od stosowanej metody 
izolacji.

Dotychczas znana jest jedna praca, w której opisano różnice w cię
żarze molekularnym DNA mikronukleusa i makronukleusa [46]. Ciężar 
molekularny makronuklearnego DNA u orzęska prawdopodobnie z ro
dzaju Oxytricha  wynosi tylko l,5*106d (wahania w granicach 1— 1,95 X 
X 106d), jego długość zmierzona w mikroskopie elektronowym wynosi 
0,2—2,2 [im (średnio 0,8 um). Natomiast na zdjęciach z mikroskopu elek
tronowego długość nici DNA w mikronukleusie wynosi ponad 15 um. 
Nasze próby określenia ciężaru molekularnego DNA w mikronukleusie 
i makronukleusie Stylonychia, na podstawie metod biochemicznych oraz 
mikroskopii elektronowej, nie wskazują na tak duże różnice w obydwu 
jądrach [6]. Jednakże i dla nas uderzający był fakt, iż o wiele jest trud 
niej otrzymać wysokocząsteczkowe DNA z makronukleusa Stylonychia  
niż z makro- i mikronukleusów innych orzęsków. Ta niezgodność w wy
nikach badań jest dotychczas nie wyjaśniona. Przypuszcza się, że nie
które Hypotricha mogą zawierać szczególnie aktywne DNA-zy.

D Y SK U SJA

Na postawione we wstępie pytanie, czy istnieją różnice między DNA 
generatywnego mikronukleusa i somatycznego makronukleusa, trudno 
jednoznacznie odpowiedzieć. U obydwu Hypotricha — Stylonychia  i O xy
tricha — makronukleus różni się od mikronukleusa następującymi wła
ściwościami: nie zawiera repetetywnego DNA, a tylko nierepetetywne, 
satelitarne DNA jest zredukowane, lub brak go zupełnie, kinetyczna kom
pleksowość „genów makronuklearnych” jest o wiele mniejsza, liczba ge
nów rybosomalnych jest różna (znana tylko u Stylonychia). Powstanie 
tej różnicy jest u obydwu tych rodzajów przebadane i znane [3, 6, 56]. 
Podczas rozwoju makronukleusa z diploidalnego mikronukleusa, zbędna 
część DNA zostaje rozłożona i wyeliminowana, pozostała część — powie
lona. Z pierwotnie istniejących w mikronukleusie sekwencji tylko mała 
część (szacunkowo u Stylonychia  l,5°/o, u Oxytricha 3°/o) nierepetetyw- 
nego DNA przechodzi do makronukleusa. U innych dotychczas przebada
nych orzęsków te stosunki nie są tak jasne. Dla Tetrahymena pyrijormis 
znane są dwie różnice: część metylowanych zasad w  całości DNA i liczba 
genów rybosomalnych jest różna w obydwu jądrach. Stopień poliploidy- 
zacji obliczony na podstawie zawartości DNA (tabela 1) nie zgadza się
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z wartościami w tabeli 2, kol. 2. Z wyników opublikowanych przez Yao 
i Gorovski’ego [62] można obliczyć kinetyczną kompleksowość makro- 
nukleusa (po korekturze CG): wynosi ona od 4 • 1010d. Genom mikronu- 
klearny jest duży — 13 • 1010 (patrz tabela 1), nie jest to jednak zgodne 
z innymi wynikami tych autorów, którzy podają, że 80—90%) sekwencji 
makronukleusa i mikronukleusa jest zgodnych (identycznych). Rozwój 
nowego makronukleusa po koniugacji u tego gatunku charakteryzuje rów
nomierny wzrost DNA, bez obecności fazy rozkładu DNA (Zech — dane 
nie publikowane).

Zupełnie brak jest danych o DNA mikronukleusa u Paramecium 
aurelia. Kinetyczna kompleksowość makronuklearnego DNA wynosi 
2,5—3 • 1010d ([21], McTavish — doniesienie listowne) i jest znacznie m niej
sza niż wyliczana przez wielu autorów zawartość DNA w genomie haploi- 
dalnego mikronukleusa 18—21 • 1010d (patrz tabela 1). Te wyliczenia mo
głyby być wskazówką, że u Paramecium aurelia tylko część mikronukle- 
arnego genomu przechodzi do makronukleusa. Rozwój nowego makro
nukleusa, podobnie jak i u Tetrahymena, przebiega bez widocznej fazy 
rozkładu DNA [9]. Natomiast Schwartz i Meister [52] znaleźli ubytek 
DNA u Paramecium bursaria w trakcie rozwoju nowego makronukleusa. 
Zjawisko to stwierdzono również u Hypotricha. Można więc przypuszcza^, 
że także u Paramecium istnieją różnice między DNA zawartym w makro
nukleusie i mikronukleusie. Z tabeli 2 wynika, że makronuklearny genom 
orzęsków jest około 10—20 razy większy niż genom E. coli (nie uwzględ
niono zawyżonych wartości [1]). Ta wielkość odpowiada mniej więcej 
wielkości genomów mikronuklearnych niektórych orzęsków, np. Tetra
hymena pyrijormis i Euplotes minuta  (patrz tabela 1). Mikronukleus tych 
orzęsków zawiera widocznie sekwencje genomu makronuklearnego lub 
niewiele ponadto. Dlatego też podczas rozwoju nowego makronukleusa 
potrzebne są niewielkie zmiany, które cytologicznie i spektrofotometrycz- 
nie są prawie niezauważalne. Orzęski z mikronukleusem bardzo bogatym 
w DNA posiadają dodatkowy DNA (oprócz genomu makronuklearnego), 
który jak stwierdzono u Hypotricha składa się w przeważającej części 
z repetetywnego DNA. Dlatego też u tych orzęsków zachodzą wyraźne 
przemiany w strukturze DNA podczas rozwoju nowego makronukleusa. 
Takie fazy reorganizacji DNA połączone z jego rozkładem odkryto na 
razie tylko u gatunków mających największe mikronukleusy (Stylonychia  
mytilus  i Paramecium bursaria). Pomimo, niewielkiej liczby dotychczas 
przebadanych gatunków można przypuszczać, że u wielu orzęsków m a 
miejsce mniej lub bardziej intensywne przeorganizowanie DNA podczas 
rozwoju nowego makronukleusa. To przypuszczenie należałoby poprzeć 
badaniem następnych gatunków orzęsków.

Nasuwa się pytanie, jaką korzyść mają orzęski z mikronukleusami
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obfitującymi w DNA. z dodatkowej jego ilości. Stylonychia  i Euplotes 
n ie  różnią się zasadniczo ani trybem życia, ani przebiegiem koniugacji, 
a n i  procesem starzenia się itp. To samo odnosi się do obydwu rodzajów 
Paramecium. Do czego więc jest potrzebne niektórym rodzajom orzęsków 
t e n  dodatkowy DNA zlokalizowany w mikronukleusie? To samo pytanie 
można by postawić co do wielu roślin wyższych i zwierząt, u których 
spotykane są duże różnice w zawartości DNA nawet u gatunków blisko 
spokrewnionych.

Hipotezy odnoszące się do funkcjonowania repetetywnego DNA zebrał 
Bostock [11] i wyczerpująco je przedyskutował. Można je podzielić na 
trzy grupy:

1. Hipotezy, które repetetywnemu DNA przypisują funkcje w cyklu 
wegetatywnym komórki, np. replikacja DNA, transkrypcja, regulacja.

2. Hipotezy, które repetetywnemu DNA przypisują rolę przy roz
mnażaniu płciowym, np. łączenie się chromosomów i rekombinacja.

3. Pozostałe hipotezy, według których np. repetetywne DNA byłoby 
surowcem dla powstania zróżnicowania genetycznego.

Wyniki badań u Hypotricha przeczą moim zdaniem hipotezie pierw
szej. Dla komórki makronukleus jest ważny podczas całego cyklu komór
kowego. Natomiast komórki mogą żyć bez mikronukleusa. Makronukleus 
nie zawiera repetetywnego DNA w ilościach dających się wykryć. Dwaj 
przebadani przedstawiciele Hypotricha są, jak się wydaje, dotychczas 
jedynymi znanymi komórkami eukariotycznymi, których jądra nie za
wierają repetetywnego DNA. Do pozostałych hipotez trudno się ustosun
kować. Dotychczasowe wyniki badań przeprowadzonych na orzęskach nie 
popierają żadnej ze znanych hipotez.

Podobnie i u zwierząt wyższych. Znaleziono pewne grupy zwierzęce, 
których jądra generatywne zawierają dodatkowe DNA, podczas gdy go 
brak w jądrach somatycznych, np. Ascaris [58], Cyclops [7], Cynipoi- 
dea [38]. Prawdopodobnie we wszystkich tych grupach DNA odgrywałoby 
rolę podczas spermatogenezy czy oogenezy. To przypuszczenie nie zostało 
jednak ani potwierdzone, ani zaprzeczone najczęściej ze względów meto
dycznych. W związku z tym  interesujące są badania nad Drosophila (pod
sumowanie [36, 37]). Znajdujący się w jądrach somatycznych chromosom Y 
nie pełni tam żadnej funkcji w jądrach, w których pozostałe chromosomy 
są politeniczne, jest bardzo mały wskutek niedoszłej replikacji. Pełni on 
tylko jedną, ale bardzo ważną funkcję podczas spermatogenezy. W opar
ciu o te dane można przypuszczać, że także u orzęsków dodatkowe DNA 
pełni jakąś funkcję podczas rozwoju po koniugacji i w okresie występo
wania chromosomów politenicznych. Jednakże dotychczasowe prace prze
czą temu twierdzeniu. Na początku koniugacji, a krótko przed swoim 
rozpadem, makronukleus Stylonychia  syntetyzuje dużą ilość „długo żyją
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cego m-RNA”, które kieruje większością procesu rozwojowego aż do 
wytworzenia nowego makronukleusa [53, 54]. Podczas rozwoju eks-koniu- 
ganta zarówno makronukleus, jak i zawiązek makronukleusa mógłby 
syntetyzować dalszy niezbędny dla życia RNA. Jednak nie jest jasne, czy 
rzeczywiście mikronukleus podczas tej fazy syntetyzuje RNA.

Pierwsze badania jąder przed, podczas i po mejozie nie dały żadnych 
informacji dotyczącej syntezy RNA. Zawiązek makronukleusa u Stylo- 
nychia syntetyzuje widocznie RNA podczas swojego rozwoju [2], ale tylko 
znikome ilości (według Ammermanna — dane nie opublikowane). W każ
dym razie można by się spodziewać silniejszej syntezy RNA, gdyby ponad 
90°/o redukowanego później DNA było w tym stadium aktywne. Zresztą 
trzeba podkreślić fakt, że również gatunki z mikronukleusami ubogimi 
w DNA i prawdopodobnie zawierającymi mało dodatkowego DNA mogą 
efektywnie koniugować, np. Euplotes minuta.

W wielu podręcznikach przedstawia się jeszcze makronukleus jako 
typowe jądro poliploidalne, które dzieli się amitotycznie. Zaprzeczał temu 
już Greli w  1950 r. Przedstawione w niniejszej pracy wyniki wyraźnie
wskazują, iż przynajmniej u niektórych gatunków makronukleus nie jest 
poliploidalny, ponieważ nie zawiera wielokrotności mikronuklearnego 
genomu. Trzeba jednak jeszcze wielu badań, zanim zrozumiemy lepiej 
budowę i funkcję tego typu jądra.
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POSTULOWANE MECHANIZMY POWSTAWANIA WZORÓW 
PRĄŻKOWYCH W CHROMOSOMACH METAFAZOWYCH

H en ry k  H U BN ER i A ndrzej K. KONONOW ICZ

Zakład  Biologii, In s ty tu t  Biologiczno-Morfologiczny, W ojskow a A kadem ia  M edyczna,
Łódź

Z akład  Cytologii i Cytochem ii Roślin, In s ty tu t  Fizjologii i Cytologii, U n iw ersy te t
Łódzki

Streszczenie .  W a r ty k u le  p rzedstaw iono  a k tu a ln e  poglądy na  m echan izm y p o w s ta 
w ania  w zorów  p rążkow ych  chrom osom ów  m etafazow ych. Dotychczasowe badan ia  
wykazały , że DNA chrom osom ów  u trw a lo n y ch  p łynem  C arnoy  posiada n a ty w n ą  
s t ru k tu rę ,  chociaż w  trak c ie  n iek tó rych  m etod  obróbki w stępne j p re p a ra tó w  m a 
miejsce jego przejściow a d en a tu rac ja .  U trw a lan ie  p łynem  C arnoy  pow oduje  u sun ię 
cie z ch ro m aty n y  białek, p rzede  w szystk im  histonow ych, oraz ek s trak c ję  niewielkiej 
ilości DNA, k tó re  to zm iany są pogłębiane w  trakc ie  p rzygo tow yw ania  p re p a ra tó w  
do w y b arw ian ia  poszczególnych typów  w zorów  prążkow ych. Na podstaw ie  badań  
nad lokalizacją  poszczególnych typów  p rążków  oraz porów nan ia  tych w yników  
z rozmieszczeniem rodza jów  pow tarza lnego  DNA, w skazu je  się na  is to tną  rolę 
pow tarza lnego  DNA w  p o w staw an iu  w zorów  p rążków  C, Q i G. Is to tny  postęp 
w poznaniu  m echan izm ów  p o w staw an ia  w zorów  p rążkow ych  chrom osom ów  m e ta 
fazowych został rów nież dokonany  na  drodze analizy  czasu rep likac ji  DNA poszcze
gólnych ty p ó w  prążków . W ykazano, że ja sk ra w o  f luo ryzu jąca  h e te ro ch ro m aty n a  
rep likow ana  jes t  późno, n a to m ias t  n ie fluoryzu jące  m iędzyprążk i — w e wczesnej 
fazie S. B adan ia  m a jące  n a  celu w yjaśn ien ie  m echan izm ów  łączenia się f luoro- 
chrom ów  z DNA w ykaza ły  zależność tego z jaw iska  od sk ład u  zasad, a tak że  od jego 
jedno- lub  dw uniciow ej budow y. Na pow staw an ie  p rążków  Q w y w ie ra ją  także w pływ  
b ia łka  chrom atynow e, a p rzede  w szystk im  konfo rm ac ja  dezoksynukleoprote idu . 
Z m iany  kon fo rm ac ji  w y d a ją  się być g łów nym  czynnik iem  in d u k u jący m  p o w s taw a
nie w zoru  prążkow ego G, a tak że  C, R i innych. W ybarw ien ie  p rążków  C w ym aga 
usunięcia  z chrom osom ów  znacznych ilości DNA. Ze sk ład n ik ó w  b a rw n ik a  Giemsy 
is to tną  rolę w  p o w staw an iu  p rążk ó w  o d g ry w ają  jedyn ie  zw iązki ażurow e. D otych
czasowe w ynik i w sk azu ją  także  na  różnice w  m echan izm ach  w y b arw ian ia  się cen- 
trom erow ych  i n iecen trom erow ych  p rążków  C, k tó re  są p raw dopodobn ie  spow odo
w an e  różnicą sk ład u  zasad. W a r ty k u le  omówiono ponad to  n iek tó re  poznane m e
chanizm y w y b a rw ia n ia  p rążków  R, T, N i D.

f  — P o s t ę p y  B io l .  K o m .  4/77
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W STĘP

Dokonany w ostatnich latach postęp w dziedzinie cytogenetyki czło
wieka, zwierząt i roślin został zapoczątkowany przez Casperssona i wsp. 
[21—26] wykazaniem zróżnicowanej zdolności wiązania się niektórych 
pochodnych akrydyny z eu- i heterochromatyną. Efektem tej zróżnicowa
nej barwliwości jest charakterystyczne poprzeczne zróżnicowanie chromo
somów podziałowych. Lokalizacja prążków okazała się stałą i powtarzalną 
cechą chromosomów. Metoda fluorescencyjna pozwoliła w krótkim czasie 
na opracowanie nowych kryteriów identyfikacji chromosomów homolo
gicznych [27, 28], a ponadto stała się niezwykle przydatna w rozpozna
waniu aberracji kariotypu [29, 42, 59, 106, 110, 122], Barwienie płytek
metafazowych fluorochromem i ocena uzyskanych w ten sposób prąż
ków Q ujawniła również nowe rodzaje polimorfizmu chromosomowego, 
dotyczącego zarówno szerokości obszarów wybarwiających się, jak i nie- 
fluoryzujących międzyprążków. Poza morfologicznym polimorfizmem 
niektórych prążków Q już pierwsze badania wykazały, że wybarwiają się 
one z różną intensywnością i w związku z tym fluoryzują słabo, miernie, 
silnie lub bardzo silnie. Zech [157] stwierdziła, że spośród chromosomów 
mitotycznych człowieka szczególnie jaskrawą fluorescencję wykazuje dy- 
stalna część ramienia długiego heterochromosomu Y. Pearson i wsp. [120] 
udowodnili z kolei, że jaskrawa fluorescencja tego chromosomu jest wi
doczna także w komórkach interfazowych, co było pierwszym dowodem 
na to, że nowa metoda barwienia pozwala również na dokonywanie obser
wacji chromatyny w jądrach komórek międzypodziałowych.

Fluorescencyjna metoda analizy prążków Q posiada pewne niedogod
ności, które spowodowały poszukiwania innych możliwości wybarwiania 
wzoru prążkowego chromosomów mitotycznych. W 1971 r. Chaudhuri 
i wsp. [32], Drets i Shaw [43], Schnedl [130] oraz Sumner i wsp. [141] 
wykazali, że możliwe jest wybarwienie zróżnicowanego wzoru prążko
wego chromosomów metafazowych barwnikiem Giemsy lub Leishmana, 
jednak pod warunkiem, że zastosuje się odpowiednią wstępną obróbkę 
preparatów. Okazało się wkrótce, że pomiędzy nowym wzorem prąż
ków G, a znanym już wzorem prążków Q istnieją jedynie nieliczne 
różnice.

Pardue i Gall [115] stwierdzili w 1970 r., że powtarzalny DNA chro
mosomów mitotycznych myszy wyróżnia się barwliwością po wstępnej 
obróbce preparatów polegającej na denaturacji i renaturacji DNA in situ. 
O podobnym wyniku barwienia w odniesieniu do chromosomów człowieka 
donieśli nieco później Arrighi i Hsu [4]. Zostały w ten sposób stworzone 
podwaliny wzoru prążków C.
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Po wybarwieniu chromosomów mitotycznych fluorochromem akrydy- 
nowym obserwuje się ciemne między prążki, które — jak to zostało wy
kazane przez Casperssona i wsp. [23] — fluoryzują po związaniu bromku 
etydylu. Inną metodę wybarwiania tych międzyprążków opracowali 
w 1971 r. Dutrillaux i Lejeune [44], Ten typ prążków nazwano wzorem R 
(rewersja prążków G). W tym samym roku na paryskiej cytogenetycznej

konferencji standaryzacyjnej ustalono rozmieszczenie i nazewnictwo po
szczególnych rodzajów prążków [116]. Od tego czasu liczba wzorów prąż
kowych chromosomów podziałowych uległa rozszerzeniu. Szczególnym 
zainteresowaniem cytogenetyków w ciągu ostatnich lat były jednakże 
przede wszystkim mechanizmy powstawania poszczególnych rodzajów 
prążków chromosomów metafazowych, a niniejszy artykuł jest próbą 
podsumowania tych licznych badań.

Rys. 1. W zory s t ru k tu ra ln e  n iek tó ry ch  fluorochrom ów  używ anych  do w y b arw ian ia
w zorów  p rążkow ych  chrom osom ów

A  — 33 258 H o e c h s t ;  B  — p o c h o d n e  a k r y d y n y  — Rj —  a t e b r y n a  (Q), R 0 — p o c h o d n a  i p e r y 
t o w a  Q u in a c r in e  M u sta r d  (QM); C — a n t y b i o t y k i  z g r u p y  a n t r ą c y k l in :  R t — d a u n o m y c y n a ,

R2 — a d r ia m y c y n a
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1. W YNIKI BADAŃ NAD CHROM ATYNĄ CHROM OSOM ÓW  M ETA FA ZO W Y C H
UTRW A LO N Y CH  PŁY N EM  CARNOY

Zastosowanie do niektórych opracowanych sposobów barwienia prąż
ków’, szczególnie typu C, nazwy metoda denaturacyjno-renaturacyjna w y
raźnie wskazywało na zależność wyników barwienia od stanu DNA. Pod
stawowe pytanie sprowadzało się do tego, czy DNA chromosomów utrw a
lonych płynem Carnoy jest natywny, czy też zdenaturowany. Summer 
i wsp. [142] badając efekt tego utrwalania stwierdzili w doświadczeniach 
wstępnych, że natywny DNA (suchy lub w roztworze) ulega w znacznym 
stopniu denaturacji pod wpływem płynu Carnoy. Na podstawie tego w y
niku wysunęli sugestię, że pewna część DNA chromosomów metafazowych 
utrwalonych płynem Carnoy jest również zdenaturowana. W celu roz
strzygnięcia tego problemu podjęto próby zastosowania innych utrwala
czy, jak 4°/o formaliny, absolutnego alkoholu etylowego lub metylowego, 
50°/o wodnego roztworu kwasu octowego lub cytrynowego, roztworów 
wodnych innych kwasów organicznych lub nieorganicznych, co jednak 
nie dało pozytywnych rezultatów przede wszystkim ze względu na słabą 
dyspersję chromosomów [103]. Inne podejście metodyczne, mające na 
celu ocenę stopnia denaturacji DNA na drodze barwienia chromosomów 
oranżem akrydyny (OA), dały w licznych pracowniach wyniki jedno
znaczne: zielono-żółty charakter fluorescencji dowodzi dwuniciowej, na-
tywnej struktury DNA [9, 31, 33, 137].

Należy jednak podkreślić, że niektóre stosowane techniki [60, 61, 
118, 152] wybarwiania wzoru prążków G lub C prowadzą do przejściowej 
denaturacji DNA, co ma miejsce przede wszystkim wówczas, gdy chromo
somy są ogrzewane do temperatury około 100°C lub poddawane działaniu 
zasady.

Problem wpływu utrwalania płynem Carnoy na ekstrakcję białek 
chromatynowych był i pozostaje nadal przedmiotem licznych badań [7, 16, 
17, 33, 99]. Sumner i wsp. [142, 143] stosując szereg testów histochemicz- 
nych stwierdzili, że rutynowo stosowane przez 30 min kwaśne u trw ala
nie powoduje usunięcie z chromosomów metafazowych oraz z jąder komó
rek interfazowych znacznych ilości białek, w tym szczególnie histonów. 
Wykazali ponadto, że dwukrotna inkubacja chromosomów w standaryzo
wanym roztworze chlorku sodu i cytrynianu sodu (SSC) w temperaturze 
60°C przez 1 godzinę nie prowadziła do dalszego usuwania białek, co 
miało jednak miejsce, jeżeli zastosować, jako wstępną obróbkę preparatów, 
ich trawienie roztworem trypsyny. Na podstawie tych badań Sumner 
i wsp. [142, 143] doszli do wniosku, że chromosomy metafazowe utrwalone 
płynem Carnoy są zupełnie lub prawie zupełnie pozbawione histonów; 
autorzy ci sugerują jednocześnie, że pozostałe w chromatynie białka
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kwaśne miałyby być nadal równomiernie rozmieszczone wzdłuż chro- 
matyd.

Comings i wsp. [33] wykazali za pomocą metod biochemicznych 
i izotopowych, że sekundowe działanie roztworu trypsyny, wystarczające 
do uzyskania dobrych prążków G, powoduje usunięcie jedynie 0.5°/o 
białka, a przedłużenie działania trypsyny do 2 min ekstrahuje 13.2°/o 
białka. Omówione badania dowodziły, że utrwalanie płynem Carnoy nie 
prowadzi do usunięcia wszystkich białek histonowych z chromatyny. 
Brody [16] stwierdził, że stosowane utrwalanie chromosomów mitotycz- 
nych powoduje ekstrakcję z ich chromatyny 60% histonów. Badania prze
prowadzone w ostatnim okresie dowodzą, że w trakcie utrwalania chromo
somów mieszaniną Carnoy zostają z nich usunięte makrocząsteczki, w tym 
DNA i białko. Zdaniem Matsui i Sasaki [99], procedury obróbki wstępnej 
prowadzą do ekstrakcji białek niehistonowych o szczególnie dużych czą
steczkach, a w chromatynie pozostają nadal drobnocząsteczkowe białka 
niehistonowe. Brown i wsp. [17] przeprowadzili badania nad udziałem 
poszczególnych frakcji histonów w mechanizmie powstawania prążków G 
i wykazali, że usunięcie w trakcie utrwalania frakcji FI i F2 jest niezbęd
nym warunkiem wstępnym indukcji prążków G. Z tego wynika, że obec
ność lub nieobecność białek chromatynowych jest jednym z ważnych 
mechanizmów odpowiedzialnych za powstawanie niektórych wzorów 
prążkowych. Należy podkreślić, że w zrozumieniu współudziału białek 
w powstawaniu wzorów prążkowych duże znaczenie miały prace nad 
interakcją histonów [112, 123] lub syntetycznych polipeptydów [85] 
z DNA.

2. PO W TA R ZA LN Y  DNA A W ZORY PR Ą ŻK O W E CHROM OSOM ÓW
M ITOTYCZNYCH

W ostatnich kilkunastu latach stwierdzono, że u poszczególnych 
gatunków organizmów eukariotycznych różna ilość DNA występuje pod 
postacią powtarzających się sekwencji. Ich długość i rozmieszczenie było 
przedmiotem licznych badań [5, 15, 37, 56, 58, 70, 71, 75—78, 126, 145]. 
Materiał genetyczny tych odcinków nie jest zbiorem odrębnych i nieza
leżnych genów, lecz powtarzających się rodzin, które mogą być bardzo 
podobne, lecz nie muszą być identyczne. Powtarzalne fragmenty DNA mo
gą znajdować się w różnych miejscach genomu, jednak najczęściej są one 
zlokalizowane w regionach przewężeń pierwotnych i wtórnych [4, 115, 
126],

Udało się otrzymać komplementarny RNA (cRNA) do wszystkich 
4 rodzajów powtarzalnego DNA, jaki występuje u człowieka. Dowodzi 
to, że ten ostatni może in vitro odgrywać rolę matrycy [56, 70, 75—78].
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Badania nad współzależnościami między rozmieszczeniem w chromo
somach powtarzalnego DNA, a wzorami prążkowymi chromosomów czło
wieka datują się od doświadczeń Arrighi i Hsu [4] oraz Yunisa i wsp. 
[152], które doprowadziły do wybarwienia wzoru prążków C. Yunis 
i Yasmineh [153] wskazali na występowanie w regionach centromero- 
wych powtarzalnego DNA, co zostało później potwierdzone przez Jo 
nesa [75]. Szczegółowe badania nad rozmieszczeniem frakcji powtarzal
nego DNA człowieka, na tle wzorów prążkowych chromosomów, przepro
wadzane są przy użyciu techniki autoradiograficznej z zastosowaniem 
znakowanego cRNA oraz metod wybarwiania prążków Q (G) lub C. 
Szczególnie ważne badania przeprowadzili Sanchez i Yunis [125] używając 
do badań wszystkich frakcji powtarzalnego DNA, analizując lokalizację 
ziaren związanego cRNA w odniesieniu do wzoru prążków Q.

Frakcja I powtarzalnego DNA występuje w dużym stężeniu w jaskra
wo fluoryzujących prążkach Q, przede wszystkim w dystalnej części ra-

Rys. 2. Id iogram  chrom osom ów  człowieka uw zg lędn ia jący : rozmieszczenie p rąż-
mieszczenie p rążk ó w  zm iennie  w y b arw ia jący ch

L iczb am i r z y m s k i m i  o z n a c z o n o  c h r o n o l o g i ę  r e p l i k a c j i  p o s z c z e g ó l n y c h  p r ą ż k ó w  w e d ł u g  [51]. 
ceg io n u  w y s t ę p o w a ł o  w  w ię c e j  n iż  50% a n a l i z o w a n y c h  k o m ó r e k ,  to  n a  s c h e m a c i e  z a z n a c z o n o

n a  s c h e m a c i e  2 l e ż ą c y m i  o b o k
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mion długich heterochromosomu Y oraz w okołocentromerowym prążku 
autosomów nr 3. Ta frakcja DNA występuje w dwu miejscach chromo
somu Y: przede wszystkim w dystalnej połowie ramion długich (przy 
czym region ten jest rozciągnięty do obszaru telomerów), a znacznie 
mniejszy region jest położony tuż przy dolnym końcu centromeru. Dużo 
mniejsze ilości I frakcji powtarzalnego DNA występują w  regionach cen- 
tromerów chromosomów nr 1, 4, 5, 9 i 12, autosomów grup D, F i G 
oraz chromosomów nr 16 i 17. Czasami piętno po hybrydyzacji występo
wało nad telomerami, szczególnie autosomów nr 3 i prawdopodobnie nr 14.

Frakcja II powtarzalnego DNA jest głównie skupiona w obrębie przy- 
centromerowego przewężenia wtórnego autosomów nr 1, 9 i 16. Mniejsze 
ilości tej frakcji DNA stwierdzono we wszystkich autosomach, pewnym 
stałym miejscem występowania wydaje się być przycentromerowy region
chromosomów grup D, E, F i G.

Jeżeli chodzi o III frakcję powtarzalnego DNA człowieka, to jej roz-

ków  Q (G) (obszary zaczernione), rozmieszczenie p rążk ó w  R (obszary białe), roz-
się (obszary zakreskow ane), w ed ług  [116]
L o k a l i z a c j ę  III f r a k c j i  p o t w a r z a l n e g o  D N A  o z n a c z o n o  k r o p k a m i .  J e ż e l i  w y z n a k o w a n i e  d a n e g o  
1 k r o p k ę .  W y s t ę p o w a n i e  p ię t n a  w  d a n y m  r e g io n ie  w  100V§ a n a l i z o w a n y c h  k o m ó r e k  z a z n a c z o n o  
s i e b i e  k r o p k a m i .  W e d łu g  [125] • '
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mieszczenie wykazuje daleko idącą zbieżność ze wzorem prążków G 
(rys. 2). Nieliczne wyjątki stanowią silnie napiętnowane regiony niefluory- 
zujących przewężeń wtórnych autosomów nr 1, 9 i 16 (regiony niecentro- 
merowych prążków C) oraz telomer ramienia krótkiego chromosomu n r 1 
(prążki telomerowe). Należy podkreślić, że rozmieszczenie ziaren cRNA 
uzyskanego na frakcjach II i IV było zbliżone do frakcji III. Sanchez 
i Yunis [125] sporządzili schemat ilustrujący wyniki ich badań, z którego 
wynika, że jedynie na obszarze nielicznych prążków Q znajdujących się 
na autosomach nr 2, 3, 4, 15 i 16 nie znaleziono ziaren autoradiograficz- 
nych. Zawartość powtarzalnego DNA w poszczególnych prążkach w yka
zuje zróżnicowanie i mierzona liczbą ziaren wynosiła średnio od 1 do 4. 
Obserwowano również lokalizację ziaren nad niefluoryzującymi między- 
prążkami, w tym przede wszystkim nad centromerami oraz przewężeniami 
wtórnymi (prążki C). Regiony centromerowych prążków C były napiętno
wane w większości chromosomów. Pewne ilości powtarzalnego DNA w y
kryto również w regionach telomerów ramion krótkich i długich wielu 
chromosomów. Sanchez i Yunis [125] dopatrują się w tym przypadku
współzależności pomiędzy powtarzalnymi sekwencjami DNA a prążkami 
telomerowymi.

Ostatni rodzaj powtarzalnego DNA — frakcja IV — został zidenty
fikowany w 1972 r. przez Saundersa i wsp. [126] w obszarze przycentro- 
merowego prążka C chromosomu nr 9. Evans i wsp. [56] wykryli tę 
frakcję powtarzalnego DNA w jaskrawym prążku Q ramion długich hete- 
rochromosomu Y. Ci sami autorzy stwierdzili ponadto jego występowanie 
w przewężeniu ramion długich autosomu nr 1.

Wykazano, że frakcje ludzkiego powtarzalnego DNA są bogate w pary 
A—T, a w trakcie łagodnego wirowania jego całość występuje w gęstej 
frakcji heterochromatynowej [55].

Z przeglądu piśmiennictwa dotyczącego frakcji powtarzalnego DNA 
wynika, że ich występowanie jest skorelowane z rozmieszczeniem prążków 
heterochromatynowych, a w szczególności niecentromerowych prążków C 
oraz jaskrawych prążków Q.

3. U D ZIA Ł H ETERO CH RO M A TY N Y  WE W ZORACH PR Ą ŻK O W Y C H
CHROM OSOM ÓW

Badania nad zróżnicowanym wybarwianiem się chromosomów mito- 
tycznych są ściśle związane z heterochromatyną, która została opisana 
przez Heitza [68, 69] jako chromatyna pozostająca w interfazie w stanie 
kondensacji, czym różni się od euchromatyny ulegającej despiralizacji. 
Badania nad heterochromatyną były w następnych latach, a szczególnie 
przez ostatnie dziesięciolecie, systematycznie rozwijane. Do czasu bada
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nia chromosomów metodami fluorescencyjnymi analizowano przede 
wszystkim interfazowe, heterochromatynowe chromocentra oraz w póź
niejszym okresie — metodą autoradiograficzną — czas jej replikacji przy
padający na późny okres fazy S. Opracowanie metody cytologicznej 
hybrydyzacji przy zastosowaniu radioaktywnego cRNA pozwoliło na roz
winięcie badań nad konstytutywną heterochromatyną stale obecną w ho
mologicznych parach chromosomów. Wiadomości o konstytutywnej hete- 
rochromatynie uległy rozszerzeniu, gdy Arrighi i Hsu [4] opracowali me
todę jej wybarwiania roztworem Giemsy, przy czym proces barwienia 
poprzedzili denaturacją i renaturacją DNA. Rozmieszczenie heterochro- 
matyny konstytutywnej ludzkich chromosomów metafazowych zostało 
scharakteryzowane w dokumencie konferencji paryskiej [116], należy jed
nak podkreślić, że niektóre jej obszary pokrywają się z lokalizacją frakcji 
powtarzalnego DNA. Do konstytutywnej heterochromatyny są zaliczane 
poza centromerowymi prążkami C niefluoryżujące przewężenia wtórne 
oraz regiony jaskrawych prążków Q. Charakterystyczną cechą autosomo- 
wych przewężeń wtórnych jest to, że ich heterochromatyna daje się wy- 
barwić metodami mniej lub bardziej specyficznymi [8, 60, 61, 116, 119, 
132], co jest dalszym dowodem ich chemicznego zróżnicowania.

Dotychczas nie rozstrzygnięto, czy wszystkie prążki Q (G) zawierają 
heterochromatynę rozumianą zgodnie z cytowaną definicją Heitza [68, 69]. 
Pomiędzy eu- i heterochromatyną istnieją różnice w budowie, dające się 
wykazać badaniem mikroskopowo-elektronowym, a mianowicie, odcinki 
heterochromatynowe są w porównaniu z odcinkami euchromatynowymi 
bardziej zwarte i posiadają grubsze fibryle [55, 124]. Powyższe różnice 
zostały stwierdzone w obrębie chromatyny prążków Q (G) ludzkich chro
mosomów mitotycznych [20, 36, 64, 124], lecz dotychczas nie wiadomo, 
czy odnosi się to do wszystkich rodzajów prążków Q oraz, czy istnieją 
zależności pomiędzy intensywnością fluorescencji a grubością fibryii.

4. PO STU LO W A N E M ECH A N IZM Y  PO W ST A W A N IA  PR Ą ŻK Ó W
•V

Charakterystyczną cechą metod uzyskiwania wzorów prążków Q jest 
ich wybarwianie bez jakiejkolwiek obróbki wstępnej, która jest niezbęd
nym warunkiem indukcji wszystkich innych rodzajów prążków. Łatwość 
wiązania się fluorochromów z chromatyną świadczy o dużym powino
wactwie tych związków do dezoksynukleoproteidów. Szczególne powino
wactwo odnosi się do chromatyny tworzącej jaskrawe prążki Q, bowiem 
ciałka Y oraz ciałka pochodzenia autosomowego, fluoryzujące w komór
kach interfazowych, są widoczne bardzo wyraźnie również w preparatach
utrwalonych innymi niż płyn Camoy utrwalaczami, jak np. płynem Zen-

%
kera, alkoholem metylowym lub etylowym. W przeciwieństwie do tego,

http://rcin.org.pl



348 H. H U B N E R  I A. K. K O N O N O W IC Z

heterochromatyna konstytutywna, zlokalizowana w przewężeniach pier
wotnych i wtórnych, nie wybarwia się zupełnie lub prawie zupełnie tymi 
samymi fluorochromami [24, 25, 27, 28].

Obecnie do wybarwiania prążków Q używane są 2 grupy fluoro- 
chromów:

1. Fluorochromy posiadające zdolność do jonowego wiązania się 
z DNA, a także do interkalacji pomiędzy płaszczyzny jego zasad. Do tej 
grupy należy oranż akrydyny (OA) mający zdolność łączenia się z ze
wnętrznymi resztami fosforanowymi oraz do częściowej interkalacji w po
jedynczy łańcuch DNA (interkalacja typu 1).

2. Związki interkalujące do podwójnego łańcucha DNA (interkalacja 
typu II) oraz posiadające powinowactwo do pewnych zasad. Należy tu 
atebryna (Q) i jej pochodna — iperyt akrychinowy (QM) [9, 22, 23, 31, 
34. 89, 90, 137].

W pierwszym okresie omawianych badań Caspersson i wsp. [22, 24] 
sugerowali, że QM wykazuje szczególne powinowactwo do guaniny ze 
względu na jego właściwości alkilujące. Sądzono, że prążki Q ujawniają 
odcinki DNA bogate w pary G—C. Ta hipoteza nie mogła się utrzymać, 
ponieważ okazało się, że prążki Q powstają również po wybarwieniu chro
mosomów metafazowych fluorochromami nie zawierającymi grup alkilu
jących [142],

Dla wyjaśnienia łączenia się pochodnych akrydyny z DNA ważne 
są prace przeprowadzone na syntetycznych polimerach jedno- i dwułań- 
cuchowych kwasów nukleinowych. Weisblum i de Haseth [148] wykazali, 
że pojedyncze łańcuchy poli rC nie wpływają na fluorescencję atebry- 
nową, natomiast jej wygaszanie powodują łańcuchy poli rG oraz poli 
rG • poli rC. Niewielki wzrost fluorescencji zaobserwowano po związaniu 
się atebryny z łańcuchem poli dA lub poli dT, natomiast jej intensywny 
wzrost zaobserwowali po wybarwieniu podwójnych łańcuchów poli 
dA • poli dT. Wykazano jednocześnie, że wygaszanie fluorescencji przez
łańcuchy zawierające pary G—C jest proporcjonalne do ich odsetkowej 
zawartości. Na intensywność fluorescencji nie wpływa stan natywny lub 
zdenaturowany DNA.

Badania nad fluorescencją syntetycznych polimerów ATCG oraz DNA 
wybarwionych QM zostały przeprowadzone przez Selander i de la Cha- 
pelle [137]. Udowodnili oni, że mieszanina jednoniciowych łańcuchów 
poli • (ATCG) wykazuje silniejszą fluorescencję niż mieszanina łańcuchów
dwuniciowych. Natomiast wygaszanie fluorescencji przez DNA myszy jest 
większe w przypadku cząsteczek jednoniciowych niż dwuniciowych.

Rezultaty tych badań sugerują, że intensywność fluorescencji chromo
somów (chromatyny) jest w jakimś stopniu uzależniona od budowy DNA.
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Za tezą tą przemawia szereg dalszych prac, wśród których na podkreślenie
zasługują badnia Schrecka i wsp. [131], Comingsa i wsp. [34], Nastasi 
i wsp. [109] oraz inne [30, 63, 65, 113]. Schreck i wsp. [131] badali fluore-
scencję chromosomów metafazowych za pomocą przeciwciał znakowanych 
fluorochromami. Stosując przeciwciała antyguaninowe i antycytydynowe 
wykazali oni, że obecność par A—T odgrywa rolę w powstawaniu wzoru 
prążkowego. Z szeregu prac Comingsa i wsp. nad mechanizmami wybar- 
wiania się wzorów prążkowych chromosomów metafazowych szczególnie 
ważne są badania przeprowadzone na DNA, nukleotydach i histonach 
grasicy cielęcia, na polinukleotydach, t-RNA i frakcjach DNA myszy [34], 
Wyniki tych eksperymentów wskazują, że wygaszanie fluorescencji ate- 
brynowej przez pary G—C lub jej wzbudzanie przez pary A—T jest 
zjawiskiem odnoszącym się zarówno do izolowanego DNA, jak i do DNA 
chromosomów metafazowych. Wzbudzanie lub wygaszanie fluorescencji 
jest ściśle związane z interkalacyjnym wiązaniem się Q do DNA, inter- 
kalacja bowiem jest głównym sposobem wiązania wymienionego barwnika 
do tego kwasu nukleinowego. Kompleks Q—DNA wykazuje większą ter- 
mostabilność i lepkość. Badania nad zależnościami pomiędzy konformacją 
DNA a zdolnością interkalacji Q wykazały, że ten typ wiązania może być 
hamowany na drodze hydratacji DNA przez niektóre związki, jak chlorek 
sodu oraz etylen glikolowy. Inhibicja interkalacji Q do DNA jest również 
wynikiem działania niektórych białek, jak np. sperminy, która wiąże się 
w małym rowku DNA i indukuje zmiany jego konformacji. Podobną 
wybitną zdolność hamowania interkalacji Q posiada poli-1- lizyna oraz 
poli-l-arginina również wiążące się w wąskim rowku DNA. Fakty te, 
zdaniem Comingsa i wsp. [34], wskazują na prawdopodobny mechanizm 
hamowania przez makrocząsteczki zdolności do interkalacji fluorochromu
z DNA.

W konkluzji swojej pracy Comings i wsp. [34] przyłączają się do 
postulatu wysuniętego przez de la Chapelle i wsp. [41], że skład zasad 
DNA odgrywa główną rolę w powstawaniu zjawiska fluorescencji chromo
somów metafazowych, podkreślając, że odnosi się to szczególnie do ja
skrawych prążków Q, które zawierają krańcowo bogaty w pary A—T 
powtarzalny DNA. Regiony chromosomów o słabej fluorescencji mają 
zdaniem Comingsa i wsp. [34], wskazują na prawdopodobny mechanizm 
powtarzalny DNA bogaty w pary G—C, co nie jest oryginalną tezą tych 
badaczy, bowiem do podobnych wniosków doszło wielu innych autorów 
na podstawie badań fluorescencyjnych bądź autoradiograficznych [9, 30,
40, 73, 109, 129, 137].

Ogólne stwierdzenie, że obecność par A—T odgrywa rolę we wzbu
dzaniu fluorescencji chromosomów metafazowych jest, jak się wydaje, 
słuszne jedynie w odniesieniu do chromatyny prążków Q, a nie można
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tego zjawiska rozciągać na wszystkie segmenty chromosomów, w których 
znajdują się powyższe zasady. Okazało się, że okolica centromerów chro
mosomów myszy jest szczególnie bogata w pary A—T, lecz nie fluoryzuje 
[115, 142], Podobnie stwierdzono autoradiograficznie, że niefluoryzujące 
przewężenia wtórne chromosomów człowieka inkorporują również dość 
znaczne ilości trytowanej tymidyny [73], Obserwacje te są bezpośrednim 
dowodem, że sama budowa podwójnej spirali DNA (nagromadzenie par 
A—T) stanowi tylko jeden z czynników składających się na powstawanie 
prążków Q. Z innych czynników wpływających na indukcję prążków Q 
istotne znaczenie zdają się posiadać białka chromatynowe oraz stopień 
kondensacji i konformacja chromatyny. Postulowana rola białek chroma- 
tynowych i związana z nimi konformacja DNA zostanie omówiona.

5. PO STU LO W A N E M ECHANIZM Y PO W STA W A N IA  PR Ą ŻK Ó W  G

Wiele danych i sugestii dotyczących mechanizmu indukcji prążków Q 
odnosi się również do prążków G. Jedna z podstawowych różnic spro
wadza się do konieczności stosowania odpowiednich procesów obróbki 
wstępnej, samo bowiem utrwalanie w płynie Carnoy i zabarwienie chro
mosomów roztworem Giemsy nie wystarcza do uzyskania poprzecznych 
prążków. Obserwacje poczynione w mikroskopie fazowo-kontrastowym, 
w mikroskopie elektronowym skaningowym i transmisyjnym dowodzą, że 
w wyniku obróbki wstępnej następuje w obrębie prążków G kondensacja 
dezoksynukleoproteidu [33, 101, 103, 104, 124, 149], W związku z tym 
uważa się, że jednym z głównych mechanizmów indukcji prążków G są 
zmiany konformacji kompleksu DNA-białko. Następujący z kolei proces 
barwienia powoduje jedynie utrwalenie powstałych zmian konformacji 
dezoksynukleoproteidu w wyniku łączenia się składników barwnika Giem
sy z chromatyną. Zmiany w obrębie kompleksu dezoksynukleoproteidu 
uważa się za odwracalne. Komples DNA-białko zmienia się podobnie 
jak zmienia się samo DNA w procesie denaturacji i renaturacji. Chaud- 
huri i wsp. [32] wykazali, że zdolność wybarwiania prążków G lub C jest 
uzależniona od temperatury i czasu inkubacji preparatu w buforze Sóren- 
sena. Jeżeli działa się na chromosomy roztworem NaOH wg Schnedla 
[130], to nie wybarwiają się one w prążki G. Zdolność do przyłączania 
się barwników zostaje przywrócona w wyniku inkubacji w buforze Soren- 
sena. Równowaga różnego stopnia może być osiągnięta w stosunku do 
poszczególnych regionów chromosomów; zaburzenia równowagi kompleksu 
DNA-białko mogą być wynikiem działania roztworów chlorku sodu, cy
trynianu sodu, mocznika, fenolu, zasadowego pH, detergentów, siarczanu
dodecylu sodu (SDS) itd. [10, 18, 79, 80, 82, 100. 102, 128, 136],

Comings [35] na podstawie przeprowadzonych badań nad udziałem 
poszczególnych składników barwnika Giemsy w powstawaniu wzoru prąż
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ków G stwierdził,'że błękit metylenowy (także każdy z barwników ażuro
wych pojedynczo) daje dobre prążkowanie. Nie posiadająca grup m ety
lowych tionina nie wybarwia dobrze prążków. Eozyna, która nie wiąże 
się z DNA, jest składnikiem barwnika Giemsy nie wywierającym wpływu 
na powstawanie prążków G. W tych samych badaniach wykazano także. 
że sposób wiązania się błękitu metylenowego z DNA jest uzależniony od 
stosunku molarnego obu tych substancji. Jeżeli stosunek molarny barwni
ka do DNA wynosi 0,05, to ma miejsce interkalacja według I typu, na
tomiast przy wzroście stężenia do 0,2 barwnik wiąże się według typu II.

Ze względu na złożony skład barwnika Giemsy, przebadano również 
zależności między jego poszczególnymi składnikami w procesie łączenia 
się z chromatyną. Zdaniem Vogla i wsp. [149], zmiana kompleksu DNA- 
-białko, zachodząca w trakcie obróbki wstępnej chromosomów, ogranicza 
na obszarze międzyprążków współdziałanie barwników tiazynowych 
i eozyny w ich przyłączaniu się do chromatyny. Autorzy ci badali wpływ 
różnych stężeń barwników eozynowych (eozyna B i Y) oraz ażuru B na 
wybarwianie się prążków G, wykazując, że wynik barwienia jest uzależ
niony od stężenia eozyny. Przy niskim stężeniu eozyny obserwuje się 
intensywne przyłączanie do chromatyny barwników zasadowych, nato
miast przy wysokim stężeniu eozyny proces ten ulega zahamowaniu. Zda
niem Vogla i wsp. [149], eozyna posiada szczególną łatwość reagowania 
z chromatyną, jednakże w niskich stężeniach współdziała ona z barw ni
kami tiazynowymi i ułatwia wiązanie się ażuru B. W warunkach wyso
kich stężeń eozyny nasyca ona dezoksynukleoproteid tak gęsto, iż blokuje 
przyłączanie cząsteczek tiazynowych.

Hsu i wsp. [72] wykazali, że dodanie ażuru B do hodowli w fazie G2 
cyklu komórkowego ujawnia typowy wzór prążkowy po wybarwieniu 
roztworem Giemsy bez poddania preparatów procedurze obróbki wstępnej. 
Podobne badania przeprowadził również Shafer [138], który wykazał, że 
dodanie w fazie G2 aktynomycyny D (AMD) również indukuje powstanie 
prążków G o doskonałej jakości. Wiadomo, że AMD wiąże się wybiórczo 
z guaniną [62], a ponadto konkuruje z białkami o miejsca przyczepu
do DNA.

Muller [108] wykazał, że azur B posiada duże powinowactwo do par 
A—T. Vogel i wsp. [149] uważają jednak, że mało prawdopdobne jest, 
aby różne barwniki używane do wybarwiania prążków G łączyły się 
z DNA w sposób różnicowy jedynie na podstawie odmiennego składu 
zasad. Sugerują oni, że istnieje ścisła zależność pomiędzy efektem w ybar
wiania a jakościowo różnymi białkami niehistonowymi. De la Chapelle 
i wsp. [41] wysunęli hipotezę, że wzór prążkowy w sposób pierwotny 
lub wtórny (w wyniku zróżnicowanego powinowactwa białek) odzwier
ciedla skład zasad DNA, za wyjątkiem prążków C. Tę hipotezę popierają
liczne już obecnie prace [33, 72, 102—104, 108, 131, 138, 149]. Uważa się,
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że obecność w utrwalonych chromosomach pozostałości białek histonowych 
i niehistonowych może warunkować przyłączanie barwników, a ponadto 
wpływać na konformację DNA.

Matsui i Sasaki [99] przeprowadzili badania porównawcze na izolo
wanych chromosomach chomika chińskiego oraz na ekstrakcie uzyskanym 
z nich w trakcie obróbki wstępnej preparatów. Stwierdzili, że w trakcie 
przygotowania chromosomów do barwienia prążkowego są z nich usuwane 
makrocząsteczki, w tym DNA i białko (szczególnie niehistonowe), o dużych 
cząsteczkach. Pozostałe w chromosomach białka niehistonowe stanowią 
małe cząsteczki zawierające dużą liczbę wiązań S—S i, jak się wydaje, 
są istotnym elementem mechanizmu wybarwiania się prążków G. Badania 
tych autorów wykazały także, że chromatyna znajdująca się w obrębie 
prążków G wykazuje w porównaniu z chromatyną, która uległa ekstrakcji, 
wyższą temperaturę topnienia oraz zdolność do nadbarwliwości. Matsui 
i Sasaki [99] wykazali ponadto, że usunięcie RNA, a z białek — jedynie 
histonów, nie prowadzi do powstania prążków G. Zdaniem tych autorów 
prążki G odpowiadają chromatynie o stosunkowo dużej termostabilności 
i zawierającej niewielkie cząsteczki białek niehistonowych.

Na znaczenie wiązań dwusiarczkowych w powstawaniu prążków G 
zwrócił uwagę Sumner [144], którego zdaniem heterochromatyna jest 
względnie bogata w grupy S—S, a euchromatyna — w S—H.

Brown i wsp. [17] przeprowadzili badania nad udziałem poszczegól
nych frakcji histonów w mechanizmie powstawania prążków G chromo
somów metafazowych chomika chińskiego oraz myszy kaktusowej (Per o- 
myscus eremicus). Wykazali oni, że frakcje FI i F2 mają istotne znaczenie 
w procesie wybarwiania się prążków G. Frakcja FI powoduje prawdo
podobnie całkowite zablokowanie mechanizmu powstawania prążków G. 
Usunięcie obu frakcji utrwalaczem Carnoy lub 0,2 N HCł jest konieczne 
dla indukcji prążkowania typu G. Zdaniem wymienionych autorów frakcje 
F2b i F3 nie wywierają wpływu na wybarwianie prążków G.

Istniejące współzależności między prążkami G i Q a białkami chroma- 
tyny były również badane przez Sivaka i Wolman [140], którzy zajmo
wali się w szczególności wybarwianiem prążków po utrwalaniu chromo
somów metafazowych utrwalaczami formalino wy mi. Wyniki ich badań 
wskazują, że wybarwianie prążków Q lub G jest niezależne od obecności 
lub nieobecności zasadowych białek histonowych.

6. PO STU LO W A N E M ECHANIZM Y PO W STA W A N IA  PR Ą ŻK Ó W  C

Wybarwianie centromerowych prążków C wymaga, zdaniem nie
których autorów, usunięcia z chromosomów metafazowych dużych ilości 
DNA, co osiąga się poprzez działanie DN-azy [1, 2, 33] bądź roztworami
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zasad [33, 60, 61, 84, 105, 118]. Należy jednak podkreślić, że prążki C
wybarwiają się również po dłuższym trawieniu chromosomów metafazo-

0

wych enzymami proteolitycznymi [3, 82, 97, 134, 135]. Jeżeli zatem 
ekstrakcja DNA istotnie leży u podłoża mechanizmu wybarwiania prąż
ków C, to należy przyjąć, że jest on usuwany nie z regionów centrome- 
rowej lub przycentromerowej chromatyny, lecz z pozostałych części ramion 
krótkich i długich. Dezoksynukleoproteid, pozostający po takiej obróbce 
wstępnej w chromosomach, przyłącza następnie barwnik Giemsy i uwi
dacznia się pod postacią wzoru prążków C. Usunięcie większości DNA 
z regionów prążków G i R jest stosunkowo łatwe, jak bowiem wykazały 
badania Comingsa i wsp. [33], silne działanie ekstrakcyjne mają nawet 
słabe roztwory zasad. Wydaje się jednak, że mechanizmy powstawania 
prążków C należy rozważyć po dokonaniu choćby najprostszego ich po
działu na prążki C centromerowe i niecentromerowe.

Mechanizm wybarwiania się centromerowych prążków C zdaje się 
nie polegać wyłącznie na usunięciu z chromatyd odpowiedniej ilości DNA, 
ten bowiem rodzaj prążków ujawnia się często po okresie krótkiego dzia
łania enzymów lub zasad. Comings i wsp. [33], reasumując wyniki swoich 
badań, dochodzą do wniosku, że również w tym przypadku istotne zna
czenie ma interakcja pomiędzy DNA a białkiem. Zdaniem tych autorów 
zmiany w konformacji dezoksynukleoproteidu zachodzą w obrębie centro
merowych prążków C trudniej aniżeli w prążkach G i wymagają dłuższego 
czasu działania czynników przekształcających chromatynę.

Centromerowych prążków C nie można jednak traktować jako jedno
rodnej struktury. Jeżeli wybarwić chromosomy metodą opracowaną przez 
Eiberga [53], to w miejscach, które zdaniem tego autora odpowiadają 
centromerowi, ujawniają się małe kropki noszące nazwę prążków Cd 
(centromeric dots). Kropki centromerowe wydają się mieć jednakowe 
wymiary we wszystkich chromosomach człowieka, są one intensywnie 
wybarwione, ostro odgraniczone i zajmują tylko część obszaru centrome
rowych prążków C. W chromosomach prometafazowych widoczne są 
pojedyncze wąskie, prążki, natomiast w metafazie — dwie kropki. Eiberg 
sugeruje, że dwa oddzielne prążki Cd odpowiadają podzielonemu centro
merowi.

U człowieka niecentromerowe prążki C zlokalizowane są przede 
wszystkim w obszarze przewężeń wtórnych autosomów, u innych zaś ga
tunków występują one również w telomerach. Cechą charakteryzującą 
niecentromerowe prążki C człowieka jest obecność w nich poszczególnych 
rodzajów powtarzalnego DNA. Ten rodzaj prążków wybarwia się techni
kami, które nie ujawniają centromerowych prążków C, co wskazuje, że 
u człowieka i szeregu innych gatunków heterochromatyną przewężeń pier
wotnych i wtórnych może w sposób istotny różnić się składem dezoksy-
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nukleoproteidu. Wskazują na to również odmienne wyniki barwienia się 
centromerowych i niecentromerowych prążków C człowieka według me
tody opracowanej przez Schweizera [132, 133]. Jeżeli chromosomy meta- 
fazowe inkubowane w środowisku zawierającym bromodezoksyurydynę 
(BrdU) potraktować po utrwaleniu AMD, to po wybarwieniu preparatów 
4-6-dwuamidyno-2-fenylindolem (DAPI) uzyskuje się intensywne świece
nie przewężeń wtórnych autosomów nr 1, 9 i 16 oraz jaskrawych prąż
ków Q, natomiast centromery nie fluoryzują. Podobny efekt uzyskuje się, 
jeżeli użyć do barwienia fluorochromu Hoechst 33 258 [67, 86, 88].

Zdolność wiązania przez rutynowo utrwalone chromosomy człowieka 
3H-AMD nie odnosi się tylko do niecentromerowych prążków C, bowiem, 
jak wykazały badania [73], antybiotyk ten jest również wiązany przez 
DNA centromerów. Istnieją zatem jeszcze pewne inne mechanizmy, które 
powodują, że występuje zróżnicowana fluorescencja poszczególnych ro
dzajów prążków C. Jest możliwe, że różnice te polegają na stwierdzonych 
różnicach zdolności inkorporacji 3H-Thd [49, 50, 51, 73], której obecność 
warunkuje inkorporację BrdU.

Niezależnie od tych, niezupełnie jeszcze poznanych mechanizmów 
wybarwiania się prążków C, można stwierdzić, że DNA w nich zlokalizo
wany cechuje się dużą podatnością na alkaliczną i termiczną denaturację 
[33, 60, 61]. Jeżeli jednak działanie czynnika denaturującego ustaje, to 
DNA prążków C renaturuje niemal natychmiast, natomiast później — 
DNA pozostałych odcinków chromosomów, a więc DNA jest w stanie 
natywnym w chwili wybarwiania prążków C roztworem Giemsy. Na na- 
tywność DNA wskazuje również fakt, że możliwe jest ujawnianie prąż
ków C metodą fluorescencyjną, która nie wymaga denaturacji.

7. PO STU LO W A N E M ECH A N IZM Y  PO W STA W A N IA  INNYCH R O D ZA JÓ W
PR Ą ŻK Ó W

P R Ą Ż K I R

Caspersson i wsp. [23] w trakcie swoich doświadczeń nad prążkami O 
wykazali, że niefluoryzujące, ciemne międzyprążki można wybarwić chlor
kiem etydylu. Metoda wybarwiania prążków R roztworem Giemsy została 
opracowana w 1971 r. przez Dutrillaux i Lejeune’a [44]. Wzór prążków R 
stanowi odwrotność wzoru prążków G, a jeżeli chodzi o porównanie 
z prążkąmi Q, to segmenty chromosomów o silnej fluorescencji są naj
bledszymi prążkami R. Mechanizm wybarwiania się prążków R nie był 
dotychczas przedmiotem systematycznych badań, toteż można jedynie 
wskazać na niektóre specyficzne cechy tej metody. Rutynowo stosowany 
w preparatyce chromosomowej, celem wywołania szoku hipotonicznego, 
0,075 M KC1 został zastąpiony roztworem składającym się z rozcieńczonej
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surowicy, MgCl2 oraz hyaluronidazy. Można sądzić, że elektrolity zawarte 
w tym płynie oraz enzym wpływają na zmianę kompleksu DNA-białko, 
prawdopodobnie głównie w obrębie heterochromatyny. Utrwalanie ko
mórek przebiega w 2 etapach, z których pierwszy polega na działaniu 
mieszaniny składającej się z absolutnego etanolu, kwasu octowego lodo
watego i chloroformu w stosunkach objętościowych 6 : 1 : 3 ,  a drugi — 
na działaniu płynu Carnoy o klasycznym składzie (absolutny etanol 
i kwas octowy lodowaty w stosunku objętościowym 3 : 1). Pierwszy etap 
utrwalania trwa 35 min, natomiast drugi — 15 min. Biorąc pod uwagę 
skład utrwalaczy wydaje §ię, że procesy usuwania białek chromatyny 
przebiegają odmiennie niż to opisano w odniesieniu do prawdopodobnych 
mechanizmów powstawania prążków G i C. Dalsze zmiany kompleksu 
DNA-białko mogą zachodzić w trakcie inkubacji preparatów w buforze 
fosforanowym o temperaturze 87°C, a zostają one utrwalone po wybar- 
wieniu chromosomów roztworem Giemsy. Jest cechą charakterystyczną 
dla tej metody, że wiązanie się barwnika Giemsy z euchromatyną jest 
niezbyt intensywne, co powoduje, że chromosomy muszą być analizowane 
w mikroskopie kontrastowo-fazowym.

Jest interesujące, że różnicowe wybarwienie chromosomów podziało
wych o wzorze odpowiadającym prążkom R uzyskał w 1970 r. Shiraishi 
[127], który ludzkie limfocyty przez ostatnią dobę krótkoterminowej ho
dowli oziębiał do temperatury 0—3°C zgodnie z metodą Darlingtona i La 
Coura [39]. W tych warunkach odcinki euchromatynowe można wybarwić 
metodą srebrowo-sześciometylotetraminową.

P R Ą Ż K I  T

Dutrillaux [45] opisał w 1973 r. nową metodę wybarwiania końco
wych odcinków chromosomów człowieka — wzór telomerowych prążków 
T. Prążki T można uzyskać dwoma sposobami, z których pierwszy polega 
na inkubacji preparatów w buforze fosforanowym o pH 6,7 podgrzanym 
do temperatury 87 °C. W trakcie tej obróbki wstępnej zachodzi równo
cześnie proces barwienia chromosomów barwnikiem Giemsy, który jest 
dodawany do kąpieli. Składniki mieszaniny Giemsy odgrywają prawdo
podobnie rolę stabilizatora zmian zachodzących w trakcie obróbki kom
pleksu dezoksynukleoproteidu, bowiem po oziębieniu szkiełek odbarwia
się chromosomy na drodze przeprowadzania preparatów przez szereg alko
holowy. Właściwe ujawnienie prążków T polega na powtórnym barwieniu 
chromosomów, tym razem w OA, i ich ocenie w mikroskopie fluorescen
cyjnym.

Drugi sposób wybarwiania wzoru prążków T wymaga obróbki wstęp
nej w płynie Earle’a lub w buforze fosforanowym o pH 5,1 w tempera
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turze 87°C. Tak przygotowane preparaty mogą być wybarwione roztwo
rem Giemsy lub OA.

Omawiając mechanizmy wybarwiania się prążków T, Dutrillaux i Co- 
vic [48] zasadnicze znaczenie przypisują inkubacji termicznej, w tym stę
żeniu jonowemu, temperaturze i czasowi trwania obróbki wstępnej.

P R Ą Ż K I N

Matsui i Sasaki [98] opublikowali w 1973 r. metodę wybarwiania 
prążków N, które mają ich zdaniem odpowiadać regionom organizatorów 
jąderkowych (NOR). Uważają oni, że mechanizmy powstawania prąż
ków N sprowadzają się do usunięcia z preparatów chromosomów obu 
kwasów nukleinowych oraz histonów, z pozostawieniem białek kwaśnych. 
Te ostatnie, a raczej ich część specyficzna dla genów rybosomalnych (re
prezentująca strukturalny element chromatyny i pełniąca ważną funkcję 
w ekspresji tych genów) miałaby stanowić podłoże wybarwiania się oma
wianego wzoru. Na znaczenie białek niehistonowych wskazują, zdaniem 
powyższych autorów, przeprowadzone testy histochemiczne. Stwierdzili 
oni bowiem niemożliwość wybarwienia prążków N po uprzednim trakto
waniu chromosomów 0,1 N NaOH, 0,5°/o SDS, 8 M mocznikiem czy feno
lem. Na zmianę w wybarwianiu się prążków N nie wywiera wpływu 
ich traktowanie 0,2 N HC1, 0,2 N H2S 0 4, 0,15 M NaCl, 0,015 M cytrynia
nem sodu czy mieszaniną chloroformu i eteru w stosunku 3 : 1 .

Prążki N stanowią jednak ciągle dyskusyjny problem, tak ze względu 
na nie wyjaśnione do końca mechanizmy ich wybarwiania, jak również 
ze względu na brak zgodności co do ich lokalizacji. Nie ustalono dotych
czas, czy odpowiadają one nitkom satelitonośnym [111], samym sateli
tom [52], czy też specjalnemu rodzajowi heterochromatyny zlokalizowanej
obok NOR [57],

P R Ą Ż K I D

Badania nad mechanizmami powstawania w chromosomach wzorów 
prążkowych skłoniły Lin i van de Sande [96] do zastosowania jako fluoro- 
chromów antybiotyków antracyklinowych: daunomycyny, adriamycyny 
i nogalomycyny. Wiążą się one z DNA, podobnie jak Q i QM, na drodze 
interkalacji typu II [62], Okazało się, że pierwsze dwa związki indukują 
powstanie charakterystycznego wzoru prążkowego (prążki D) odpowiada
jącego prążkom Q. Traktowanie chromosomów nogalomycyną nie powo
duje wybarwienia się fluoryzujących, poprzecznych prążków, lecz jedno
litą, stosunkowo ciemną fluorscencję na całej długości chromosomu. Auto
rzy przypuszczają, że przyczyną tego zjawiska jest brak w cząsteczce no
galomycyny grupy aminocukrowej. Brak tej grupy, poprzez zmianę w in
terakcji DNA-antybiotyk, znajdowałby swe odzwierciedlenie w braku
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fluorescencji o różnicowanym charakterze. Jednocześnie Lin i van de 
Sande [96] sugerują, że wzór prążkowy uzyskany przy zastosowaniu dau- 
nomycyny może być efektem wygaszania fluorescencji przez regiony 
DNA o specyficznej sekwencji zasad.

8. W ZORY PRĄ ŻK O W E A CZAS R E P L IK A C JI  DNA

Zróżnicowanie genomu pod względem czasu syntezy DNA stanowiło 
przedmiot badań [92, 95, 146] podjętych już na około 10 lat przed opra
cowaniem pierwszych metod prążkowego wy barwi ania chromosomów 
metafazowych. Autorem pierwszych doniesień o asynchronii replikacji 
DNA w hetero- i euchromatynie był Lima-de-Faria [91, 92, 94], który 
wykazał, że u konika polnego (Melanoplus differentialis) i żyta (Secale 
cereale) heterochromatyna syntetyzuje swój DNA później niż euchroma- 
tyna. Od tego czasu asynchronia replikacji DNA była analizowana na 
wielu obiektach i generalnie potwierdzono, że synteza heterochromatyny 
przebiega w późnej fazie S.

Złożony wzór replikacji chromosomów człowieka został po raz pierw
szy przeanalizowany przez Lima-de-Faria i wsp. [93], którzy stwierdzili, 
że nie wszystkie chromosomy replikują swój DNA w tym samym czasie 
oraz że różnice czasowe występują zarówno między odcinkami w obrębie 
jednego chromosomu, jak i między homologami. Następne badania po
twierdziły te obserwacje, a ponadto pozwoliły na dalsze ustalenia, wśród 
których do najważniejszych należą:

Wykazano, że jeden z chromosmów X kobiety (uogólnienie odnosi się 
do wszystkich samic ssaków) replikuje później niż jego homolog oraz 
autosomy. Ta właściwość odnosi się również do nadliczbowych chromo
somów X u osobników płci żeńskiej lub męskiej.

Ustalono wzory replikacji dla wszystkich chromosomów człowieka, 
co umożliwiło identyfikację homologicznych par.

Stwierdzono, że w obrębie każdego chromosomu występuje regionalne 
zróżnicowanie czasu syntezy DNA, ta właściwość została stwierdzona 
u wszystkich badanych gatunków.

Wykazano, że późno replikujące segmenty mogą być różnej wielkości 
w poszczególnych chromosomach.

Nie zdołano ustalić metodą autoradiograficzną sekwencji syntez we
wnątrz chromosomu. Nie dowiedziono, by centromery lub telomery deter
minowały sekwencję replikacji.

Z chwilą poznania prążkowej struktury chromosomów metafazowych
przeanalizowano czas replikacji DNA poszcególnych prążków typu Q (G), 
C i R. Wykazano istnienie korelacji między replikacją heterochromatyny
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w późnej fazie S a rozmieszczeniem prążków Q (G) u człowieka [30, 46, 
51, 63], zwierząt [139] i roślin [19, 22, 23, 150], Pogląd o istnieniu pełnej 
korelacji został podważony przez Bostocka i Christie’a [12, 13] w bada
niach przeprowadzonych na różnych gatunkach szczura kangurzego (Dipo- 
domys ordii, Dipodomys merriami). Wymienieni autorzy wykazali, że 
u tych gatunków wcześnie replikujące odcinki chromosomów posiadają 
prążki Q (G) w tym samym stopniu, co późno replikujące. Stwierdzili oni 
ponadto, że Q-pozytywne regiony chromosomów pokrywają się z regio
nami wcześnie syntetyzującymi DNA. U D. merriami [12] późno repliku
jące segmenty DNA są identyczne z niecentromerowymi prążkami C, 
a centromerowe prążki C nie wydają się zawierać DNA późno replikują-, 
cego. Dalsze badania przeprowadzone na Dipodomys panamentinus wyka
zały, że w tym przypadku również nie występuje prosta zależność między 
typem prążków a czasem replikacji DNA. Prążki Q i centromerowe 
prążki C w jednych chromosomach odpowiadają regionom o wczesnej, 
w innych natomiast o późnej replikacji. Telomerowe prążki C tego gatun
ku są replikowane w późnej fazie S, co nie jest jednak regułą dla wszyst
kich niecentromerowych prążków C, część bowiem z nich syntetyzuje DNA 
we wczesnej fazie S. Prążki C mogą więc w pewnych przypadkach rozpo
czynać i kończyć replikację przed wieloma innymi regionami chromo
somów [12—14, 40, 70, 139]. Podobnie DNA prążków G (Q) może rozpo
czynać i kończyć replikację przed tymi segmentami, które są G- lub 
Q-negatywne [11—14, 40, 70, 117]. Należy jednak podkreślić, że wyniki
tych badań uzyskano w oparciu o analizę autoradiograficzną, której zdol
ność rozdzielcza jest zbyt niska dla analizy tak małych struktur, jak 
prążki chromosomów metafazowych. Moore i Uren [107] wykazali, że 
identyfikowane metodą autoradiograficzną w metafazie regiony późno 
replikujące, analizowane w tym samym chromosomie w profazie, ujaw
niają liczne mniejsze jednostki replikacyjne. Obserwacje te były jedną 
z przyczyn poszukiwania nowych metod badania regionów chromosomów 
różniących się czasem syntezy DNA.

Obecnie szeroko stosowaną metodą analizy czasu replikacji DNA w po
szczególnych prążkach chromosomów metafazowych jest inkorporacja 
BrdU (analog tyminy) podawanej do płynu hodowlanego w różnych okre
sach fazy S. Miejsce wbudowania BrdU można ustalić po wy barwieniu 
preparatów fluorochromem [47, 50, 67, 86—88] lub roztworem Giemsy 
[38, 67, 74, 81, 83, 121, 154], niektórzy badacze stosują również metody 
immunologiczne [66], Po wybarwieniu chromosomów metafazowych jed
nym z omówionych sposobów ujawnia się poprzeczne prążkowanie będące 
odzwierciedleniem wbudowywania BrdU przez poszczególne odcinki. 
W trakcie analizy należy uwzględnić fakt, że w przechodzeniu przez 
fazę S poszczególnych komórek istnieje asynchronia (naturalna lub indu
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kowana przez BrdU), która powoduje występowanie pewnych różnic we 
wzorze tego samego chromosomu z różnych płytek metafazowych. BrdU 
podawana do hodowli pod koniec fazy S ostatniego cyklu podziałowego 
komórek (na 4—7 godz. przed utrwalaniem) hamuje po inkorporacji do 
chromosomów ich kondensację i jednocześnie indukuje ich segmentację 
[6, 46, 47, 49, 50, 51, 114, 147, 153— 156], Wbudowywanie się BrdU bez
względu na czas podawania powoduje poprzeczne zróżnicowanie chromo
somów możliwe do ujawnienia po wy barwieniu fluorochromami [47, 
86—88] lub roztworem Giemsy [74, 83, 121, 154],

Zakharow i Egolina [154] oraz Tupitsina i wsp. [147] wykorzystali 
w swoich pracach opisane zjawisko zróżnicowanej kondensacji chromo
somów i wykazali u chomika chińskiego, że DNA prążków C jest repli
kowany późno, a prążków G jedynie nieco wcześniej. Inni autorzy [46, 47, 
54, 67, 86, 156] na podstawie zmian wybarwiania się stwierdzili późną 
replikację DNA w obrębie prążków G, C oraz jaskrawych Q i wczesną 
prążków R chromosomów człowieka. W dalszych badaniach Zakharov 
i Egolina [156] wykazali, że większe, wcześnie replikujące regiony auto
somów człowieka są w przybliżeniu interstycjalnymi odcinkami ramion 
długich chromosomów n r 1, 5, 11, 12, 14, 15 i 17, ramion krótkich chro
mosomów nr 6 i okołocentromerowymi regionami n r  2. Duże segmenty
późno syntetyzujące DNA obejmują odcinki przycentromerowe autosomów 
par 1, 3, 9, 16 i 21 oraz kilka niecentromerowych prążków w chromoso
mach nr 4, 5, 7, 8, 11 i 13. Potwierdzono ponadto późną replikację nie
aktywnego heterochromosomu X i wykazano, że pierwszymi w tym chro
mosomie replikonami są odcinki okołocentromerowe i kilka wąskich prąż
ków obu ramion. Synteza DNA pozostałych prążków odbywa się później 
i jest rozłożona w czasie, również później replikuje dystalna część ramion 
długich heterochromosomu Y.

Zakharov i Egolina [156] analizowali również problem asynchronii 
syntezy DNA w odpowiadających sobie prążkach autosomowych homolo- 
gów. Ich wyniki zdają się wskazywać, że asynchronia replikacji ujawniana 
metodami autoradiograficznymi nie istnieje za wyjątkiem przycentrome- 
rowych bloków heterochromatyny homologów nr 1, 9 i 16. Autorzy suge
rują, że ta asynchronia może być spowodowana między osobniczymi różni
cami w zawartości heterochromatyny lub długością stosowanego przez 
nich pulsowego podawania BrdU (od 1,5 do 2,0 godz.).

Grzeschik i wsp. [67], posługując się techniką inkorporacji BrdU 
i Thd, a następnie barwienia preparatów fluorochromem 33258 Hoechst. 
lub barwienia złożonego (odczynnik Hoechst — inkubacja w 2 SSC — 
roztwór Giemsy), ustalili wzór późno replikujących odcinków chromoso
mów człowieka, identyfikując je jako obszary prążków G. Ich opracowa
nie wykazuje dużą zgodność z wcześniej ustalonymi wzorami replikacji,
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a także ze szczegółowo omawianym wzorem replikacji chromosomów 
człowieka przedstawionym przez Dutrillaux i wsp. [51]. Na podkreślenie 
zasługują poczynione przez Grzeschika i wsp. [67] obserwacje dotyczące 
asynchronii replikacji chromosomów homologicznych, szczególnie hetero- 
chromosomów X kobiety i polimorficznych heterochromatynowych prąż
ków niektórych autosomów. Główne różnice pomiędzy heterochromosoma- 
mi X obecnymi w komórce dotyczą prążków q21, q23 i q27. Homologiczne 
autosomy nr 2, 3 i 4 przeważnie nie kończą replikacji dokładnie w tym 
samym czasie, a ponadto występują różnice w intensywności w ybar
wiania się obszarów heterochromatynowych występujących w chromaty- 
dach autosomów nr 1, 16 i jednej pary z grupy F. Rozważając przyczyny 
wpływające na asynchronię replikacji wymienionych autosomów Grze- 
schik i wsp. [67] przypuszczają, że przyczyn tego zjawiska należy dopa
trywać się w niejednoczesnym rozpoczynaniu i zróżnicowanej szybkości 
replikacji ich DNA. Intensywność wybarwiania się homologicznych seg
mentów może po inkorporacji BrdU, zdaniem autorów, odzwierciedlać 
zróżnicowane rozmieszczenie w DNA par A—T.

Na szczególną uwagę zasługuje praca Dutrillaux i wsp. [51], których 
wyniki pozwoliły na ustalenie chronologii replikacji poszczególnych prąż
ków chromosomów człowieka. Te badania, jak również omówione donie
sienia innych autorów [63, 67, 86, 88, 95, 139, 153, 156], wyjaśniają sze-
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Rys. 3. S chem at i lu s tru jący  u k ła d  eksp ery m en ta ln y , k tó rego  zastosow anie pozwo
liło D u tr i l lau x  i wsp. [51] usta lić  chronologię rep likac ji  DNA poszczególnych p rąż 

ków  chrom osom ów  człowieka
A — in k u b a c j a  k o m ó r e k  w  ś r o d o w is k u  z a w i e r a j ą c y m  B r d U  w a r u n k u j ą c e  o t r z y m a n ie  „ p r ą ż k o 
w a n i e  p o ś r e d n ie  t y p u  I ” ; B  — s e r ia  1 - g o d z in n y c h  in k u b a c j i  k o m ó r e k  w  ś r o d o w is k u  z a w ie r a 
j ą c y m  B r d U ;  C — s c h e m a t  p o s t ę p o w a n i a  p o z w a l a j ą c e g o  u z y s k a ć  „ p r ą ż k o w a n ie  p o ś r e d n ie  t y 

p u  I I ” ; D  — se r ia  „ c i ą g ł y c h ” in k u b a c j i  k o m ó r e k  w  ś r o d o w is k u  z a w i e r a j ą c y m  B rd U
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reg problemów wiążących się z mechanizmami powstawania wzorów prąż
kowych chromosomów metafazowych.

Dutrillaux [46] oraz Dutrillaux i wsp. [51], stosując pulsowe poda
wanie BrdU w środkowej fazie S (rys. 3), uzyskali tzw. „prążkowanie 
pośrednie typu I” (the intermediary type I banding), w których zmody
fikowanych jest tylko kilka prążków R i Q. Ci sami autorzy wyróżnili 
ponadto „prążkowanie pośrednie typu II” (the intermediary type II 
banding), które można uzyskać podając pulsowo BrdU między 15 i lOgodz. 
oraz ponownie na ostatnie 5 godz. przed zakończeniem hodowli. Wzór 
prążkowy typu II jest przeciwny do wzoru typu I. Oprócz wymienionych 
sposobów podawania BrdU autorzy tych prac stosowali szereg 1-godzin
nych inkubacji w czasie od 17 do 3 godz. przed utrwalaniem oraz szereg 
inkubacji „ciągłych” . Preparaty były barwione OA, który po przyłączeniu 
się do DNA natywnego daje fluorescencję zieloną, natomiast w połączeniu 
z DNA zdenaturowanym lub z RNA fluoryzuje czerwono. Chromosomy, 
nie zawierające BrdU, wykazują generalnie jednolitą zieloną fluorescencję, 
natomiast po jego inkorporacji, odcinki chromosomów zmodyfikowane 
wbudowaniem tego związku do DNA fluoryzują pomarańczowo. Szczegó
łowa analiza uzyskanych w ten sposób wzorów prążkowych pozwoliła 
Dutrillaux i wsp. [51] na ustalenie chronologii replikacji DNA autosomów 
człowieka. Uszeregowali oni prążki w XVIII grup o zbliżonych czasach 
replikacji, przy czym I odpowiada segmentom syntetyzującym DNA naj
wcześniej, a XVIII — najpóźniej (rys. 2).

Wyniki uzyskane przez Dutrillaux i wsp. [51] w sposób jednoznaczny 
wskazują na późną replikację DNA regionów prążków Q (G) oraz jego 
wczesną replikację w obrębie prążków R.

U W A G I KOŃCOW E

Niektóre podstawowe zjawiska, zachodzące podczas wybarwiania prąż
ków chromosomów metafazowych, można uważać za wyjaśnione, chociaż 
jeszcze nie wszyscy autorzy akceptują wnioski wypływające z licznych
eksperymentów.

1. Jeżeli preparaty chromosomowe są utrwalane płynem Carnoy, to 
chromatyna chromosomów metafazowych składa się z DNA i białek nie- 
histonowych.

2. Białka niehistonowe są zaangażowane w powstawanie niektórych 
rodzajów prążków, w tym przede wszystkim G.

3. Skład zasad nukleotydów wzdłuż chromosomów nie jest stały. 
Zmienne rozmieszczenie powtarzalnych sekwencji bogatych w pary A—T 
lub w pary G—C odzwierciedla się we wzorze prążkowym.
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4. Niektóre wzory prążkowe wydają się odzwierciedlać regionalne 
różnice stopnia kondensacji chromatyny chromosomów metafazowych.

5. Spośród dotychczas opracowanych wzorów prążkowych większość 
powstaje na podłożu dwuniciowej, natywnej struktury DNA.

6. W obrębie prążków Q (G) jest zlokalizowany późno, natomiast 
w obrębie prążków R wcześnie replikujący DNA.

7. Czas replikacji DNA, występującego w obrębie niektórych prąż
ków C, nie zamyka się w określonym wycinku fazy S.

8. Wśród centromerowych i niecentromerowych prążków C obserwuje 
się duże zróżnicowanie pod względem ich wybarwienia się poszczególnymi 
technikami.

Pomimo nadal odczuwalnych niejasności w mechanizmach powstawa
nia wzorów prążkowych, opracowanie różnych technik ich ujawniania 
oraz wyniki analiz porównawczych z innymi metodami badań chromoso
mów i chromatyny, dostarczyły one szeregu informacji o złożoności struk
tury chromosomów Eukaryota.

A utorzy  dz ięku ją  P ro feso r  d r  hab. M arii J. O lszewskiej za k ry tyczną  ocenę 
rękopisu  niniejszego a r ty k u łu .
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STRUKTURA CHROMOSOMÓW METAFAZOWYCH

Jad w ig a  M IC H A LSK A

Z akład  Biologii N ow otw orów , In s ty tu t  Onkologii, G liwice

/
Streszczenie. O m ów iono s t ru k tu rę  ch rom atyny  i o rgan izację  chrom osom ów  m e ta 
fazowych. C h ro m aty n a  zbudow ana  je s t z jednej cząsteczki DNA połączonej z b ia ł
kami. W łókienko dezoksyrybonuk leopro te idow e (DNP) chrom osom ów  m a s t ru k 
tu rę  pod jed n ostk o w ą  ta k ą  sam ą ja k  ch ro m aty n a  in terfazow a, jednakże  w  ch rom o
som ach w łókienko  to jes t silniej skondensow ane. B arw ien ie  różnicowe chrom oso
m ów w ykazało , że odcinki w łók ienka  D N P o odm iennych  w łaściw ościach zg rupo
w ane są w  określonych  segm entach  ch rom atydy . Omówiono rów nież m odele u ło 
żenia w łók ienka  D N P w  chrom atydzie .

O R G A N IZ A C JA  CH ROM A TY N Y  W JĄ D R Z E IN TERFA ZO W Y M

Jądrowy DNA komórek Eukaryota  występuje zawsze w połączeniu 
z histonami i białkami niehistonowymi. Te trzy składniki tworzą włókien
ko dezoksyrybonukleoproteidowe — podstawową jednostkę strukturalną 
zarówno jądra interfazowego, jak i chromosomów metafazowych. Połącze
nie DNA z białkami ma wpływ na wiele właściwości DNA, m. in. modeluje 
zmiany konformacyjne, które wpływają na aktywność matrycową DNA. 
Badania mające na celu wyjaśnienie budowy włókienka dezoksyrybonu- 
kleoproteidowego wykazały, że chromatyna jąder interfazo wy ch składa 
się z paciorkowatych, globularnych struktur połączonych na podobieństwo 
sznura korali cienkimi włókienkami. Globułarne struktury  zwane cząst
kami v [92, 93] lub nukleosomami [94] mają średnicę około 100 A, a łą
czące je włókienka około 15 A. Odległości między nukleosomami wynoszą 
mniej niż 20 A [45]. W skład nukleosomu wchodzą histony H2A, H2B, 
H3 i H4 oraz odcinek DNA zawierający około 200 par zasad. Histony H3 
i H4 występują w nukleosomach w postaci tetrameru (H3 H4)2 [68, 69]. 
Zaproponowano model budowy nukleosomu, w którym cztery histony 
tworzą rdzeń, na który nawinięty jest dwupasmowy DNA. W modelu 
tym  histon HI może łączyć nuklosomy w tym samym włókienku chroma-
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Rys. 1. M odel s t r u k tu r y  pod jednost-
k i ch rom atyny

R d z e ń  b i a ł k o w y  j e s t  z ł o ż o n y  z c z t e r e c h  
h i s t o n ó w .  G r u p y  z a s a d o w e  h i s t o n ó w  są  
p o ł ą c z o n e  z o d c i n k i e m  D N A  o d łu g o ś c i  
o k o ł o  200 p a r  za sa d ,  o w i n i ę t y m  d o o k o ła  
r d z e n ia  b i a ł k o w e g o .  C a ły  k o m p l e k s  t w o 
r z y  g lo b u l a r n ą  s t r u k t u r ę  z w a n ą  n u k l e o -
s o m e m .  H is to n  HI m o ż e  s p in a ć  p o d j e d -
n o s t k i  t e g o  _ s a m e g o  w ł ó k i e n k a  c h r o m a -  
t y n o w e g o  lu b  p o d j e d n o s t k i  s ą s i e d n ic h

w ł ó k i e n e k .  W e d łu g  [4]

w tych samych chromosomach. Sugeruje to, że układ włókienek chroma-
tynowych, jaki obserwuje się w jądrze interfazowym, jest tylko pozornie
nieuporządkowany. Określone sekwencje DNA powinny zajmować okre
ślone położenie, aby w procesie kondensacji mogły być upakowane w od
powiednie chromosomy. Spostrzeżenia Du Praw [34] wykazują, że włó
kienka chromatynowe w komórkach pszczoły są przyczepione do pier
ścieni otaczających pory jądrowe. Comings [18, 24] opierając się na tym 
spostrzeżeniu oraz na danych cytologicznych, takich jak ułożenie chromo
somów w płytkach metafazowych, opracował model uporządkowania 
włókienek chromatynowych w jądrze interfazowym, (rys. 2). Według tego 
modelu uporządkowanie to jest utrzymywane przez przymocowanie włó
kien chromatynowych do pierścieni otoczki jądrowej w komórkach pta- 
obrazów z mikroskopu elektronowego potwierdzono przymocowanie włó
kienek chrmatynowych do pierścieni otoczki jądrowej w komórkach pta
ków i ssaków [24, 54]. W preparatach chromosomów metafazowych 
stwierdzono obecność fragmentów błony jądrowej, przyczepionych do 
chromosomów. Miejsca przyczepu były rozmieszczone przypadkowo wzdłuż 
ramion chromatyd. Fragmenty te były morfologicznie identyczne z pre
paratami wyizolowanych i oczyszczonych błon jądrowych [25]. Vogel 
i Schroeder [120] analizując aberracje chromosomowe dochodzą do wnio
sku, że w jądrze interfazowym włókienka chromatynowe wchodzące 
w skład homologicznych chromosomów są ułożone obok siebie (sparowa-

tyny lub też podjednostki sąsiednich włókienek (rys. 1). Nukleosomy w y
stępują w chromatynie nieaktywnej. W chromatynie ulegającej trans
krypcji nie stwierdzono obecności nukleosomów [47],

Z badań genetyki klasycznej wiadomo, że określone sekwencje DNA 
tworzące geny strukturalne są przekazywane z pokolenia na pokolenie
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nie somatyczne). Sparowanie somatyczne nie zachodzi wzdłuż całej dłu
gości chromosomów, lecz ogranicza się tylko do pewnych jego części.

Comings [19] sugerował, że miejsca przyczepu mogą być jednocześnie 
miejscami inicjacji replikacji DNA. Jednakże dane z badań autoradiogra- 
ficznych po pulsowym znakowaniu [3H] tymidyną synchronizowanych

Rys. 2. O rgan izac ja  ch ro m aty n y  w  jąd rze  in terfazow ym . W łókienka 
ch rom atynow e u trzy m y w an e  są w  określonej kon figu rac ji przez 
p rzym ocow anie  do p ierścien i po r jąd ro w y ch  (a). O brazy  po zniszcze
n iu  błony jąd row ej, spow odow anym  rozpraszan iem  p re p a ra tó w  na

pow ierzchni w ody (b i c). W edług  [24]

i niesynchronizowanych komórek zwierząt są sprzeczne i problem ten nie 
jest dotąd jednoznacznie rozwiązany [20, 60], Na materiale roślinnym, 
stosując metody biochemiczne, wykazano, że nowo replikowany DNA 
jest związany z błoną jądrową [18, 62]. Wyniki prac wykonanych tech
niką autoradiografii nie są tak jednoznaczne. Stwierdzono, że DNA repli
kuje blisko otoczki jądrowej tylko w późnej fazie S [111]. Natomiast
z badań Kuroiwy [71] wynika, że miejsca replikacji DNA są rozmieszczo
ne w okolicach chromatyny rozproszonej, występujących na terenie ca
łego jądra. Taką lokalizację miejsc replikacji obserwowano zarówno we 
wczesnej, jak i późnej fazie S.
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STR U K TU R A  W ŁÓ K IEN K A  D EZO K SY RY BO N U K LEID O W EG O
W CHROM OSOM ACH M ETAFAZOW YCH

Obecnie przyjmuje się, że jedną chromatydę tworzy tylko jedna 
cząsteczka DNA (uninemiczny model struktury chromosomu). Za taką 
koncepcją przemawiają dane genetyczne dotyczące mutacji i rekombinacji. 
Również spostrzeżenia biochemiczne popierają taki model struktury chro
mosomu. Stwierdzono bowiem, że z wyjątkiem sekwencji powtarzających 
się, reszta DNA jest obecna w genomie haploidalnym w postaci pojedyn
czych kopii [72]. Ponadto Kavenoff i Zimm [67] na podstawie badań 
ciężaru cząsteczkowego DNA komórek Drosophila dochodzą do wniosku, 
że jedną chromatydę tworzy tylko jedna cząsteczka DNA bez względu 
na to czy chromosom jest metacentryczny, czy też submetacentryczny.

Niektórzy autorzy wysuwają koncepcję, że w cząsteczkach DNA wy
stępują „wstawki” substancji innych niż DNA. Postulowano, że łączniki 
te mogą mieć naturę białkową [2, 33] lub są zmodyfikowanymi nukleoty- 
dami, lub też RNA połączonym z białkiem [57]. Jednakże obecność wsta
wek wykluczają doświadczenia, w których chromosomy szczoteczkowe 
płazów [10, 48] i metafazowe chromosomy ludzkie [1] trawiono proteaza- 
mi, RNazą i DNazą. Tylko trawienie DNazą powoduje fragmentację 
włókienek chromosomalnych, co wskazuje, że za ciągłość struktury chro
mosomu odpowiedzialny jest tylko DNA.

Struktura podstawowego włókienka dezoksyrybonukleoproteidowego 
jest identyczna zarówno w jądrze interfazo wy m, jak i w chromosomach 
metafazowych. W preparatach chromosomów ssaków rozpraszanych de
tergentem i mocznikiem spostrzega się nukleosomy o średnicy około 
100 A [99]. Nupleosomy te są takie same, jak nukleosomy obserwowane 
przez Olinsów [92, 93] w chromatynie interfazowej.

W chromosomach badanych w mikroskopie elektronowym znajduje 
się nie tylko włókienka o średnicy oo 100 A, ale również włókienka 
o średnicy 230—300 A. Różnice te zależą od metody przygotowania prepa
ratów. W preparatach nieskrawanych spostrzega się włókienka 100 A, 
jeżeli w czasie preparatyki stosuje się formalinę [124] lub wersenian 
sodu [109], Natomiast w nieobecności związków chelatujących w prepa
ratach chromosomów występują na ogół włókienka o średnicy 230—300 A 
[1, 35, 36, 50, 74], chociaż Du Praw znajdował także włókienka o śred
nicy cv 50 A, a nawet o grubości 500 A. Powstaje pytanie, które z tych 
włókienek jest formą natywną występującą w chromosomach? Wolfe 
[124. 127] uważa, że natywną formą jest włókienko 100 A, a włókienka 
250 A powstają przez kontaminację białkami komórkowymi. Podobnie 
Solari [109, 110] sądzi, że -włókienka 250 A są artefaktami powstającymi 
w wyniku agregacji włókienek o mniejszej średnicy. Agregację tę powo-
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dują jony dwuwartościowe, etanol i białka. Inną interpretację podaje Ris 
[100— 102], W chromatynie nieaktywnej występują włókienka 250 A, ale 
do zachowania ich struktury potrzebne są jony metali dwuwartościowych. 
Włókienka 250 A mogą składać się z dwu włókienek 100 A lub też po
wstawać przez sfałdowanie lub spiralizację włókienka 100 A.

Podobne stanowisko zajmuje Du Praw [36, 37]. Według jego modelu 
struktury chromosomu, cząsteczka DNA połączona z białkiem ulega 
spiralizacji w tzw. włókienko typu A ( 0  60—110 A). We włókienku ty
pu A stosunek długości DNA do długości włókienka wynosi około 6 : 1 .  
Włókienko to ulega dalszej superspiralizacji, zmniejszając swą długość 
od 5 do 10 razy, w której wyniku powstaje włókienko typu B o średni
cy cv> 250 A.

Białka związane z DNA można podzielić na trzy klasy [38]: 1. białka 
wspólne dla obydwu typów włókienek, niektóre z tych białek mogą indu
kować pierwszorzędową spiralizację typową dla włókienek A; 2. białka 
specyficzne dla włókienek typu B, niektóre z nich stabilizują drugorzę- 
dową spiralizację włókienek A prowadzącą do powstania włókienek ty 
pu B; 3. białka enzymatyczne, takie jak np. polimeraza RNA, które mogą 
funkcjonować we włókienku A, ale nie są czynne we włókienku B, gdzie 
DNA jest bardzo silnie upakowany.

liniowe; b i cRys. 3. U łożenie nuk leosom ów  w  s t ru k tu ry  wyższego rzędu : a — liniowe; b i c —
s tru k tu ry  pow sta jące  przez sp ira lizac ję  nukleosom ów  ułożonych liniowo

5 __ u ło ż e n i e ,  w  k t ó r y m  k a ż d y  n u k l e o s o m  j e s t  w  k o n t a k c i e  z 4 s ą s i e d n i m i  i n a  k a ż d y  o b ró t  
h e l i s y  p r z y p a d a j ą  4 n u k l e o s o m y ,  c  — b a r d z o  ś c i ś l e  u p a k o w a n a  s t r u k t u r a ,  w  k tó r e j  k a ż d y

n u k l e o s o m  p r z y l e g a  d o  6 n u k l e o s o m ó w  s ą s i e d n ic h .  W e d łu g  [11]

W tym czasie, gdy Du Praw opracował swój model, nie znana była 
jeszcze pod jednostkowa struktura chromatyny. Carlson i Olins [11] opie
rając się na danych uzyskanych techniką rozpraszania promieni X przed
stawiają hipotetyczne modele ułożenia nukleosomów w struktury wyż-
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szego rzędu (rys. 3). Krzywe rozpraszania promieni X wyliczone dla tych 
modeli są zgodne z danymi doświadczalnymi. Liniowe ułożenie nukleoso- 
mów (rys. 3a) przypomina włókienko typu A w modelu Du Praw. Nato
miast struktury powstające przez spiralizację nukleosomów ułożonych li
niowo mają właściwości podobne jak włókienko typu B. Tak więc można 
przyjąć, że chromosom metafazowy charakteryzuje się strukturą podjed- 
nostkową taką samą jak chromatyna interfazowa, ale w chromosomie de- 
zoksyrybonukleoproteid ulega silnej kondensacji. Dla zachowania zwartej 
struktury wyższego rzędu potrzebne są określone warunki środowiska, 
np. odpowiednie stężenie jonów metali dwuwartościowych. Badania Fincha 
i Kluga [46] popierają taki model struktury włókienka dezoksyrybonuklei- 
dowego. Wykazali oni bowiem, że w preparatach chromatyny interfazowej, 
w obecności jonów magnezu, nukleosomy ulegają spiralizacji.

BA RW IENIE RÓŻNICOW E CHROM OSOM ÓW 1

Wprowadzenie metod barwienia różnicowego [13] pozwoliło stwier
dzić, że włókno chromosomowe nie tworzy w chromatydzie nieregularnej 
sieci, lecz pewne odcinki tego włókna, które mają odmienne właściwości 
od pozostałych, zgrupowane są w bloki poprzeczne. Prace nad barwieniem 
różnicowym chromosomów zostały zapoczątkowane w pracowni Caspers- 
sona [12—15]. Stwierdzono, że w chromosomach metafazowych, zarówno 
roślin jak i zwierząt, po wybarwieniu pochodnymi akry dyny pewne seg
menty fluoryzują silniej, a inne słabiej (rys. 4). Regiony silnie fluory
zujące tworzą charakterystyczny dla każdego chromosomu układ po
przecznych prążków, który jest identyczny w chromosomach homologicz
nych. Intensywność fluorescencji można mierzyć densytometrycznie. 
Otrzymuje się wówczas powtarzalne wykresy charakterystyczne dla każ
dego chromosomu. Umożliwia to identyfikację chromosomów, które przy 
zastosowaniu metod dotąd znanych były trudne do zidentyfikowania, jak 
np. chromosomy 21 i 22 w kariotypie ludzkim [16]. Prążki uzyskane po 
wybarwieniu fluorochromami noszą nazwę prążków Q.

Prace te zapoczątkowały bardzo burzliwy rozwój metod barwienia 
różnicowego. Stwierdzono, że prążki uzyskuje się nie tylko po wybar
wieniu chromosomów fluorochromami, ale również po wybarwieniu barw
nikiem Giemsy. W tym przypadku preparaty chromosomów poddaje się 
przed barwieniem odpowiedniej obróbce. W zależności od metody trakto
wania preparatów zabarwiają się ciemno różne regiony chromosomów,

1 Szczegółowe naśw ie tlen ie  tego  zagadnien ia  z uw zględn ien iem  najnow szej l i te 
ra tu ry  p rzedstaw ione  je s t w  a r ty k u le  H. H u b n e ra  i A. K. K ononow icza zamieszczo
nym  w ty m  sam ym  num erze .
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Ryc. 4. S ch em at p rzed s taw ia jący  w zór p rążk o w a
n ia  Q w  k a rio ty p ie  m ysim  ■ ■  — regiony silnie 
fluo ryzu jące , ////// — regiony o s łabej fluorescencji, 

□  — regiony n iefluoryzujące. W edług [87]

czyli uzyskuje się różny typ prążkowania. W prążkowaniu typu C ciemno 
wybarwiona jest heterochromatyna okołocentromerowa, a także niektóre 
regiony niecentromerowe. Indukowanie tego typu barwienia polega m. in. 
na denaturacji DNA w utrwalonych preparatach chromosomów i nastę
powej inkubacji w roztworach soli, np. w 0,3 M NaCl +  0,03 M cytrynian 
sodu [3, 63]. Modyfikacją prążkowania C jest prążkowanie typu Cd [42], 
w którym ciemno wybarwiają się dwa regiony w centromerze (jeden
w każdej chrornatydzie).

W prążkowaniu typu G ciemno wybarwiają się pasma w ramionach
chromosomów. Wzór prążkowania w kariotypie ludzkim jest identyczny 
jak prążkowania Q z wyjątkiem heterochromatyny okołocentromerowej 
w chromosomach 1 i 16, która w prążkowaniu G wybarwia się ciemno, 
oraz chromosomu Y. Metody indukowania prążków G są bardzo różno
rodne. Można je uzyskać po trawieniu utrwalonych preparatów chromo
somów enzymami proteolitycznymi [40, 122]. Pojawiają się również po
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inkubacji preparatów w roztworach soli [84, 115, 119] lub po traktow a
niu 0,25% SDS (sól sodowa siarczanu dodecylu) [77], Prążki tego typu
można również uzyskać hodując komórki w obecności aktynomycyny D 
lub ażuru B [59].

Prążki R są odwrotnością prążkowania typu G, tzn. rejony chromo
somów wybarwione na ciemno w prążkowaniu G pozostają jasne i od
wrotnie. Prążki te uzyskuje się inkubując preparaty chromosomów w bu
forze fosforanowym pH 6,5 lub 5,1 w temperaturze 68—87°C [39, 41].

W prążkowaniu typu N, po usunięciu z preparatów chromosomów 
DNA, RNA i histonów, wybarwiają się organizatory jąderkowe. W chro
mosomach ludzkich wybarwiają się tą metodą regiony organizatorów 
jąderkowych wszystkich chromosomów akrocentrycznych, a w jądrach 
interfazowych wybarwiają się jąderka [79].

W różnych tkankach ludzkich, takich jak szpik kostny, skóra, jądra 
i owodnia, wzór prążków Q jest jednakowy [17]. Stwierdzono również, 
że w toku rozwoju embrionalnego myszy wzór prążkowania nie zmienia 
się [9, 90],

Mechanizm prążkowania chromosomów nie jest dotąd w pełni w y
jaśniony. Jones [63] sugerował, że tworzenie się prążków typu C spowo
dowane jest obecnością powtarzających się sekwencji DNA, które w cza
sie inkubacji w roztworach soli renaturują. Barwnik wiąże się z DNA 
dwupasmowym i te.^regiony chromosomów, w których występuje DNA 
zrenaturowany, barwią się silniej. Z hipotezą tą sprzeczne są następujące 
spostrzeżenia: a) nie wykazano korelacji między ilością satelitarnego DNA 
a obszarem ciemno zabarwionej heterochromatyny okołocentrometro- 
wej [23], b) z prac nad izolowanym DNA wynika, że barwnik Giemsy 
wiąże się wprawdzie z DNA, ale wiązanie to nie zależy od tego czy DNA 
jest natywny, czy zdenaturowany, zależy natomiast od stężenia DNA [116]. 
Nie wiadomo też, czy w preparatach chromosomów po denaturacji i re- 
naturacji występuje DNA jednopasmowy, czy dwupasmowy. Wyniki 
uzyskane po barwieniu preparatów oranżem akrydyny wskazują, że 
w chromosomach następuje bardzo szybka renaturacja DNA [28], Ana
lizy DNA izolowanego z jąder i chromosomów poddanych denaturacji 
i renaturacji wykazywały natomiast, że około 70% DNA w preparatach 
denaturowanych jest jednopasmowy, a ilość ta nie zmienia się po rena
turacji preparatów [70], Stwierdzono również, że w metodach indukowa
nia prążków C, w których stosuje się denaturację alkaliczną, duża część 
DNA zostaje wyekstrahowana, a pozostały DNA zlokalizowany jest głów
nie w heterochromatynie okołocentrometrowej [28, 97].

W chwili obecnej zgromadzono szereg danych sugerujących, że DNA 
zlokalizowany w regionach prążków Q i G ma cechy odmienne od DNA 
zlokalizowanego w pozostałych regionach chromosomów.
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Metodą autoradiografii wykazano, że w chromosomach ludzkich DNA 
w prążkach Q i G jest replikowany w późnej fazie S [30, 51, 56, 75, 126]. 
W komórkach Muntiacus m untjak  kolejność syntezy DNA jest następu
jąca: jasne prążki — prążki C — prążki G [105], U Carolia perspicillata 
kolejność syntezy jest nieznacznie zmieniona: po wyznakowaniu jasnych 
prążków najpierw znakują się prążki G, a następnie C [98], W komór
kach myszy po inkorporacji 5-bromodezoksyurydyny w różnych okresach 
replikacji DNA i wybarwieniu preparatów fluorochromem 32 258 Hoechst 
stwierdzono, że w późnej fazie S replikuje heterochromatyna okołocen- 
tromerowa i niektóre prążki Q [78].

Szereg spostrzeżeń sugeruje, że DNA w regionach prążków Q jest 
bogaty w pary A-T. Z badań in vitro wynika, że fluorescencja pochod
nych akrydyny zwiększa się w obecności dwupasmowych polinukleoty- 
dów, takich jak poli(dA) • poli(dT) i poli(rA) • poli(rU). Natomiast gasze
nie fluorescencji spostrzegano w obecności poli(dG) lub poli(rG) oraz 
w obecności DNA z wysoką zawartością G-C [108, 123], Potrzebne są 
przynajmniej 4 sąsiednie pary AT, aby wzmocnić fluorescencję [95], Re
giony zawierające bogaty w pary A-T satelitarny DNA w chromosomach 
olbrzymich Samoaia leonensis silnie fluoryzują po wybarwieniu pochodną
akrydyny [43]. Ponadto przeciwciała antyadenozynowe reagują z regio-

6

nami chromosomów, które odpowiadają prążkom Q i G [31], a przeciw
ciała antycytozynowe z regionami odpowiadającymi prążkom R [107].

Znane są jednak regiony .chromosomów, które mają wysoki procent 
AT, a pomimo tego fluoryzują słabo, np. heterochromatyna okołocentro- 
merowa myszy, zawierająca bogaty w AT satelitarny DNA [96], fluory
zuje słabo [103]. Podobnie słabo fluoryzuje heterochromatyna okołocen- 
tromerowa chromosomów ludzkich 1 i 16, gdzie metodą hybrydyzacji 
in situ zlokalizowano II satelitarny DNA o gęstości niższej od gęstości 
głównego pasma DNA [64], Należy jednak zaznaczyć, że regiony centro- 
merów chromosomów 1 i 16, pomimo słabej fluorescencji, są G dodatnie.

Wydaje się, że w mechanizmie barwienia różnicowego dużą rolę od
grywają białka. Sugerowano, że białkami tymi mogą być histony, które 
są silniej związane w regionach ciemnych prążków G [82, 83, 85]. Suge
stie te nie były jednakże poparte żadnymi dowodami. Natomiast więcej 
danych przemawia za tym, że obecność histonów uniemożliwia uzyska
nie wzorów prążkowych. Preparaty inkubowane w 0,2 M HC1 barwią się 
jednolicie ciemno jak preparaty kontrolne [28, 86], Ponadto w prepara
tach chromosomów, w których elektroforetycznie nie stwierdzono obec
ności histonów po 4 godzinnej inkubacji w HC1, można indukować prąż
kowanie typu G i C [22]. Przeprowadzono natomiast szereg doświadczeń, 
które udawadniają, że białka niehistonowe są odpowiedzialne za barwie
nie różnicowe chromosomów. Analiza komponentów usuwanych z chro
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mosomów i porównanie z komponentami pozostającymi w chromosomach 
po indukowaniu prążkowania G wykazała, że w prążkowanych chromo
somach pozostają niskocząsteczkowe białka niehistonowe z dużą liczbą 
wiązań S-S. Usuwane są natomiast wysokocząsteczkowe białka niehisto
nowe [80], Do podobnych wniosków dochodzi Sumner [114]. Uważa on, 
że prążkowanie chromosomów jest konsekwencją zmieniających się stę
żeń białek, zawierających grupy siarkowodorowe i dwusiarczkowe, wzdłuż 
ramion chromosomów. Regiony ciemnych prążków wydają się być ^bo
gate w mostki dwusiarczkowe, a prążki blade — w białka zawierające 
grupy siarkowodorowe. Należy podkreślić, że w chromosomach metafazo
wych występuje więcej białek z wiązaniami S-S niż w jądrach in ter
fazo wy ch, co może odgrywać rolę w kondensacji chromosomów [104].

Nowych wskazówek dla wyjaśnienia mechanizmu prążkowania do
starczyły obrazy uzyskane w mikroskopie elektronowym. Po indukowa
niu prążków w nieutrwalonych preparatach chromosomów myszy [28] 
i w utrwalonych preparatach chromosomów chomika chińskiego [7] w y
kazano, że regiony o silnie skondensowanej chromatynie odpowiadają 
prążkom G. Podobne obrazy spostrzegano w preparatach chromosomów 
chomika chińskiego, w których prążki indukowano aktynomycyną D. 
Prążki te odpowiadają chromomerom chromosomów w stadium pachy-
tenu [27].

Ponieważ barwnik Giemsy i pochodne akry dyny wiążą się z DNA 
[21, 29, 116], wydaje się więc, że prążkowanie chromosomów wynika 
z mniejszego wiązania się barwnika w tych regionach, gdzie DNA jest 
wystarczająco rozproszony. W regionach ciemnych prążków, DNA skom- 
pleksowany z białkami niehistonowymi zawierającymi wiązania S-S po
zostaje silniej skondensowany.

BUDOW A R E G IO N U  CENTROM ERU

Region centromeru wykazuje dwie cechy: 1. stanowi miejsce przy
czepu włókienek wrzeciona kariokinetycznego z chromatydami, 2. w miej
scu tym obydwie siostrzane chromatydy są połączone aż do stadium 
metafazy. Te dwie cechy związane są z dwoma niezależnymi struktura
mi morfologicznymi. Włókienka wrzecionka przymocowują się do dysko- 
watych struktur, zwanych kinetochorami. Chromosom metafazowy ma 
dwa centromery i umieszczone są one symetrycznie po zewnętrznej stro
nie każdej chromatydy [5]. Skład chemiczny kinetochorów nie jest
znany.

Natomiast połączenie między chromatydami utrzymywane jest przez 
włókienka chromosomowe. W chromosomie metafazowym włókienka
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krzyżują się w dwóch miejscach otaczając przestrzeń elektronowo pustą 
[1] (rys. 5).

Metodą hybrydyzacji in situ zlokalizowano przy centrometrach chro
mosomów myszy satelitarny DNA [63, 96]. Tę samą technikę zastosowano 
do badania chromosomów ludzkich. Wykazano, że komplementarny RN A 
(cRNA) transkrybowany na matrycy każdej z trzech frakcji satelitarnego 
DNA hybrydyzuje głównie w rejonach centromerów. Satelitarny DNA I 
oprócz regionów centromerów zlokalizowany jest również w dystalnej 
części chromosomu Y [64—66].

Powtarzającym się sekwencjom DNA przypisuje się udział w utrzy
maniu struktury i parowaniu chromosomów [121]. Kontrolują one wzory 
sfałdowania chromosomów, a umiejscowienie ich w centromerze impli
kuje udział w kondensacji chromosomów. Według Suttona [117], krótkie 
powtarzające się sekwencje powodują lokalne różnice w konformacji po
dwójnej helisy i w  efekcie w konformacji dezoksyrybonukleoproteidu. 
Powtarzające się sekwencje byłyby ośrodkami „krystalizacji” zapoczątko
wującymi kondensację chromosomów.

Heterochromatyną okołocentromerowa chromosomów chomiczych 
i mysich jest bardziej oporna na trawienie enzymami proteolitycznymi 
niż ramiona chromatyd [28, 86]. W centromerach chromosomów mysich 
zlokalizowano białka, które nie ekstrahują się 0,2 M HC1 [81]. Przypusz
cza się, że są to specyficzne białka niehistonowe, nie występujące w ra
mionach chromatyd. Nie można jednak wykluczyć możliwości, że białka
te nie ulegają wymyciu z powodu silnej kondensacji włókienek w rejo-

•  ____

nie centromeru. Taka silna kondensacja może utrudniać penetrację HC1 
i enzymów proteolitycznych.

U ŁO ŻEN IE W ŁÓ K IEN K A  D N P W CHROM  AT YDZIE

W preparatach skrawanych obraz włókienka chromosomowego moż
na śledzić tylko na krótkim odcinku przekroju, zależnym od grubości 
skrawka. Wprowadzenie przez Galla [49] techniki oglądania w mikrosko
pie elektronowym preparatów' nieskrawanych umożliwiło śledzenie struk
tury chromosomu jako całości. Włókienko chromosomowe w obrębie 
chromatydy jest jednak tak ciasno upakowane, że w preparatach widocz
na jest tylko pozornie bezładna „sieć” włókienek. Po delikatnym trawie
niu chromosomów proteazami, powodującym rozproszenie struktury, ob
serwuje się podłużny układ odcinków włókienka [1]. Odcinki te nie są 
jednak ułożone ściśle równolegle jak w chromosomach politenicznych 
i ilość odcinków włókienka w poszczególnych segmentach całej chroma
tydy nie jest jednakowa. Metodą pomiaru suchej masy dowolnego od
cinka chromosomu na podstawie elektronogramów stwierdzono, że ilość
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odpowiedników włókienek badana w czternastu segmentach chromatydy 
waha się od 116 do 38. Rejon centromeru zawiera 6 odpowiedników włó
kienek [38].

Rys. 5. S chem at p rzed s taw ia 
jący  ułożenie w łókien  ch ro 
m osom ow ych w  regionie cen

tro m eru
— w ł ó k i e n k a  b i e g n ą 

c e  t y l k o  w  j e d n e j  c h r o m a t y d z i e ,  
mm mm «  — w ł ó k i e n k a  p r z e c h o 
d z ą c e  z j e d n e j  c h r o m a t y d y  do  
d r u g ie j  i z m i e n i a j ą c e  k i e r u n e k  
u ło ż e n i a ,  — n i e l i c z n e  w ł ó 
k i e n k a  p r z e c h o d z ą c e  z j e d n e j  
c h r o m a t y d y  do  d r u g ie j  b ez  z m i a 
n y  k i e r u n k u  u ło ż e n ia .  W łó k ie n k a  
w  r e j o n i e  c e n t r o m e r u  k r z y ż u ją  
s ię  w  d w u  g r u p a c h  (g) o t a c z a j ą c  
p u s t ą  p r z e s t r z e ń  (h). W e d łu g  [1]

Rys. 6. M odel u ło 
żenia w łókienka 
DNP w  ch ro m a
tydzie. W łókienko 
s fa łdow ane  po
przecznie. W e

dług [26]

Rys. 7. M odel u ło 
żenia w łókienka 
DNA w  ch ro m a ty 
dzie. W łókienko 
je s t sfa łdow ane 
poprzecznie lub 
podłużnie, może 
też w ystępow ać
m ieszany typ  sfał- 
dow ania  (a). S fa ł
dow ane w łókienko 
ulega su p ersp ira -  
lizacji tw orząc 
ch rom atydę  (b).

W edług [35]

Dlatego też przy proponowaniu modeli ułożenia włókienka w obrę
bie chromatydy nie można opierać się tylko na obrazach morfologicznych 
Comings i Okada [26], biorąc pod uwagę wyniki barwienia różnicowego 
postulują, że włókno w obrębie chromatydy może być sfałdowane tylkc 
poprzecznie (rys. 6). Odcinki włókienka o odmiennych właściwościach po
winny być zblokowane w określonych regionach, których liczba w dane, 
chromatydzie równałaby się liczbie prążków G lub Q. Po sfałdowaniu po
przecznym i utworzeniu chromatydy regiony te stworzyłyby układ ciem
nych prążków.

<
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Natomiast w modelu zaproponowanym przez Du Praw [35], włókien- 
ko chromosomowe może być sfałdowane poprzecznie lub podłużnie. Po 
sfałdowaniu włókienko ulega superspiralizacji tworząc chromatydę 
(rys. 7). W przypadku takiego modelu struktury chromatydy należy za
łożyć, że odcinki włókienka wchodzące w prążki Q lub G byłyby krótkie, 
iecz liczne (liczba ich byłaby wielokrotnością prążków występujących 
w danej chromatydzie). Po superspiralizacji układałyby się w chromaty- 
dzie równolegle.

Model, który zakłada, że w chromatydzie występuje nie tylko sfałdo- 
wanie, ale również superspiralizacja, znajduje potwierdzenie w obrazach 
z mikroskopu świetlnego, gdzie po traktowaniu chromosomów KCN spo
strzega się ich spiralną strukturę [91].

Zupełnie infiy model struktury chromosomu zaproponowali Stubble
field i Wray [112, 113, 125]. Według tych autorów, chromosomy izolowane 
w glikolu heksylenowym i oglądane w mikroskopie elektronowym wyka
zują obecność wewnętrznego rdzenia. Rdzeń ten składa się z dwu „wstą
żek” o grubości 50 A  i szerokości 4 000 A, które utworzone są z wielu
równoległych nici dezoksyrybonukleoproteidowych. Do rdzenia przycze
pione są spętlone włókienka DNP o średnicy 250 A. Pętle te nazwano 
epichromatyną. W epichromatynie zawarta jest 75°/n DNA chromosomu 
i DNA ten można wyekstrahować 2,0 M NaCl lub 5 M mocznikiem. 
W innych pracowniach nie spostrzegano obrazów przemawiających za 
taką strukturą chromosomu.

W ŁÓ K IE N K A  M IĘDZYCHROM ATYDOW E I M IĘDZYCHROM OSOM OW E

W mikroskopie elektronowym spostrzegano włókienka łączące dwie 
chromatydy (włókienka międzychromatydowe), jak również włókienka 
łączące chromosomy (włókienka międzychromosomowe) [34, 44, 52, 73]. Wy
stępowanie takich włókienek nie jest spowodowane stosowaniem kolchi- 
cyny, albowiem wykazano ich obecność w preparatach nie traktowanych 
kolchicyną [53]. Włókienka międzychromosomowe obserwuje się również 
w mikroskopie świetlnym, i to zarówno w preparatach utrwalonych i tra 
wionych pronazą [55], jak i w neutrwalonych preparatach komórek mi- 
totycznych i mejotycznych [6, 11]. Obrazy z mikroskopu świetlnego jak 
i elektronowego sugerują, że połączenia te występują bardzo często mię
dzy końcami chromosomów [6, 61]. Włókienka międzychromatydowe i mię
dzychromosomowe są identycznie zbudowane jak włókienka tworzące 
chromatydę. Ich średnica i masa na jednostkę długości są takie same jak 
włókienek chromatydowych [73], a DNaza trawi identycznie włókienka
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między chroma ty dowe i międzychromosomowe jak włókienka chromaty- 
dowe [53, 54]. Obecność DNA we włókienkach międzychromosomowych 
w komórkach ludzkich stwierdzono stosując technikę autoradiografii [89]. 
DNA włókienek międzychromosomowych może być matrycą dla trans
krypcji RNA [106]. [3H] urydyna wbudowuje się w około 30% włókienek 
międzychromosomowych. Jak można sądzić na podstawie czasu znako
wania, RNA znajdowany we włókienkach międzychromosomowych jest 
informacyjnym RNA. Moore i Abuelo [88] uważają, że włókienka mię- 
dzychromatydowe zawierają powtarzające się sekwencje DNA, ale nie 
przedstawiają przekonywających dowodów popierających tę hipotezę,

Występowanie włókienek międzychromosomowych było jedną z prze
słanek, na podstawie której Du Praw [37] wysunął hipotezę, że cały 
haploidalny garnitur chromosomów stanowi jedna kolista cząsteczka DNA 
(rys. 8). Włókienka międzychromosomowe, słabiej zespiralizowane niż włó-

Rys. 8. S chem at i lu s tru jący  hipotezę 
p rzew idu jącą , że cały hap lo ida lny  g a r 
n itu r  chrom osom ów  stanow i jedna  czą
steczka DNA. K ro p k am i oznaczono 
m iejsca in icjacji syntezy  DNA. W e

dług [44]

kienka chromatydy, wraz z włókienkami chromatynowymi przyczepio
nymi do pierścieni por otoczki jądrowej, utrzymywałyby chromosomy 
w określonej konfiguracji w stadium interfazy. We włókienkach między
chromosomowych zgrupowane byłyby powtarzające się sekwencje DNA. 
Sekwencje te nie występują u bakterii mających tylko jeden chromosom. 
Z hipotezą tą zgodne są doświadczenia Hoskinsa [58], Hoskins stosując 
technikę mikromanipulacji wykazał, że w komórkach ludzkich cały gar
nitur chromosomów połączony jest włókienkami wrażliwymi na DNazę. 
Również Diacumakos i wsp. [32] na podstawie podobnych doświadczeń 
dochodzą do wniosku, że między parami chromosomów istnieją połącze
nia innego typu niż połączenia między chromosomami i włóknami wrze
ciona kariokinetycznego.
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Oznaczenia ciężaru cząsteczkowego DNA sugerują, że jądro Saccha- 
r omy ces cerevisiae może zawierać dwie liniowe lub też tylko jedną ko
listą cząsteczkę DNA [76].

Z hipotezą Du Praw polemizują Comings i Okada [26], Twierdzą oni, 
że włókienka międzychromosomowe są artefaktami i nie spostrzega się 
ich w dobrze rozproszonych preparatach. W słabo rozproszonych prepa
ratach spostrzega się natomiast nie tylko włókienka międzychromosomo
we, ale również włókienka, które łączą chromosomy z występującymi 
w preparacie jądrami interf azowy mi [8].

Obecnie przyjmuje się powszechnie, że chromosom zbudowany jest 
z jednej cząsteczki DNA skompleksowanej z białkami. Kontrowersje do
tyczą natomiast średnicy podstawowego włókienka chromosomowego oraz 
jego upakowania w obrębie chromatydy. Najbardziej ciekawą i dysku
syjną jak dotąd jest hipoteza, że cały haploidalny garnitur chromosomów 
stanowi jedna cząsteczka DNA.
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P O S T Ę P Y  B IO L O G II  K O M Ó R K I TOM  4, N R  4, 1977 (393-404)

HOMEOSTAZA NASKÓRKA

Jo an n a  K O PEĆ 

Z ak ład  F izjopato logii In s ty tu tu  H em atologii w  W arszaw ie

Streszczenie .  H om eostaza w  n ask ó rk u  rogow acie jącym  ssaków  w yraża  się w  s ta 
łym  uzupełn ian iu  ko m ó rek  u lega jących  złuszczeniu i op iera  się na  zasadzie n eg a 
tyw nego sprzężenia  zw rotnego. S u b s tan c ją  k luczow ą w  ty m  zam kn ię tym  system ie 
są p raw dopodobnie  p rzekaźn ik i chem iczne — chalony. P ro life rac ja  kom órek  n a 
skórka  je s t  zależna nie ty lko  od chalonów , a le  podlega także  w pływ ow i n ask ó rk o 
wego czynnika w zrostu  (EGF), cyklicznym  nuk leo tydom  i czynnikom  fizycznym. 
K om órki n a sk ó rk a  tw o rzą  nie ty lko  u k ład  w arstw ow y, ale są jednocześnie zorga
nizow ane w  system y k o lu m n o w e o określonym  położeniu i losach poszczególnych 
kom órek, odpow iednio  w raż liw ych  na  działanie chalonów.

W ST Ę P
X

Homeostaza, czyli stan równowagi naskórka, charakteryzuje się 
ustalonym tempem podziałów komórkowych oraz różnicowania przy 
niskim poziomie glikogenu. Naskórek jest tkanką, w której komórki
układają się w uporządkowane systemy tworzące jednostki strukturalne

0

o własnym mechanizmie regulacyjnym.
W naskórku ssaków występują trzy zasadnicze typy komórek: kera-

tynocyty, melanocyty i komórki Langerhansa. Keratynocyty ulegają
%

w procesie różnicowania rogowaceniu i stopniowo przemieszczają się ku 
powierzchni, melanocyty decydują o pigmentacji. Komórkom Langer
hansa przypisuje się wielorakie funkcje: ostatnio uważa się je za elemen
ty układu obronnego naskórka [36, 37] bądź za czynnik regulujący po
działy komórkowe [2]. Od keratynocytów różnią się m.in. jasną cyto- 
plazmą i nieregularnym kształtem jądra komórkowego [43].

Keratynocyty stanowią 95°/o komórek naskórka i one decydują 
o strukturze naskórka, która charakteryzuje się układem warstwowym. 
Niektórzy badacze uważają, że naskórek ssaków można traktować tak, 
jak gdyby był zbudowany z jednego rodzaju komórek — keratynocy
tów — w różnych stadiach różnicowania [33].
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Proporcje grubości poszczególnych warstw naskórka są w stanie 
fizjologicznym zachowane w sposób stały, lecz normalne tempo podziałów 
mitotycznych i procesów różnicowania zostaje zmienione wskutek zmian 
patologicznych bądź podczas regeneracji. Na tempo proliferacji ma wpływ 
wiele czynników o charakterze chemicznym i fizycznym. v

P R O L IF E R A C JA  K OM ÓREK  N A SK Ó RK A

Podziały komórkowe zachodzą w normalnym naskórku jedynie w ko
mórkach podstawnych. Aktywność mitotyczna tych komórek jest zwykle 
wyrażana w postaci wskaźnika mitotycznego, obliczanego w promille, 
czyli liczbą mitoz na 1000 komórek podstawnych.

Wartość tego wskaźnika, np. u myszy nagiej (mutanta) wynosi około 
12%o [3], u szczura białego dorosłego — około 15%o [21], Aktywność mito
tyczna zależna jest m.in. od pory dnia, występuje bowiem znane zja
wisko rytmu dobowego, w którym nasilenie maksymalne podziałów ko
mórkowych występuje dwukrotnie, podobnie jak i minimalne obniżenie. 
U myszy maksimum mitoz przypada o godzinie 8 i 20, natomiast mini
mum — o 6 i 14 [17].

Aktywność mitotyczna bywa także wyrażana jako tempo mitoz, czyli 
ilość podziałów komórkowych w określonej jednostce czasu [18], często 
zamiast obliczania wskaźnika mitotycznego stosuje się określenie liczby 
komórek syntetyzujących DNA zą pomocą znakowanych prekursorów 
DNA, najczęściej tymidyny. Dla niektórych gatunków obliczono wskaź
nik według znakowania tymidyną u szczura wynosi on około 5°/o po 1 
godzinie od podania prekursora natomiast u dorosłego człowieka wynosi 
przeciętnie 2,5%, u myszy nagiej (mutanta) — 6,75% [9, 26, 32], War
tości tego wskaźnika są zwykle wyższe aniżeli wskaźnika mitotycznego, 
m.in. ze względu na dłuższy okres trwania syntezy DNA niż mitozy 
w komórce.

Czas potrzebny komórce do przemieszczenia się z warstwy podstaw- 
nej do zrogowaciałej określa się mianem „czasu przejścia” komórki 
(transit time) [30], U myszy wynosi on 11 dni, co przy obecności np.
9 warstw komórek w naskórku czyni dzienne tempo przejścia 1,1 war
stwy. Czas przejścia komórki zależy nie tylko od liczby warstw w naskór
ku, ale i od tempa proliferacji komórek podstawnych. Czas trwania cyklu 
życiowego komórki naskórka wynosi u szczura około 400 godzin [27], 
Tempo proliferacji komórek w warstwie podstawnej jest równoważone 
utratą tych komórek, które migrują na zewnątrz i ulegają rogowaceniu. 
Doświadczenia nad komórkami naskórka myszy pokazały, że in vitro 
komórki rosną synchronicznie: można wyróżnić wyraźne punkty maksy
malnego nasilenia syntezy DNA oraz podziałów mitotycznych [14], Auto-
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rzy tłumaczą ten fakt m.in. zmianą koncentracji substancji regulujących 
wzrost. W ostatnich latach rolę regulacyjną proliferacji komórek również 
w naskórku przypisuje się nukleotydom cyklicznym, jak c-AMP. c-GMP, 
czynnikowi wzrostowemu naskórka (EGF) (epidermal growth factor) oraz 
chalonom. '

Według różnych autorów [19] stan równowagi tkankowej w naskórku 
jest kontrolowany przez mechanizm negatywnego sprzężenia zwrotnego 
w ten sposób, że ubytek komórek złuszczających się z powierzchni na
skórka powoduje zwiększenie proliferacji komórek w warstwie podstaw- 
nej. Wobec tego powinny istnieć substancje, które spełnią rolę przekaź
nika informacji o stanie komórek. Taka substancja sygnalizacyjna, tkan
kowo specyficzna, może być inhibitorem proliferacji komórkowej. W ten 
sposób tkanka jest systemem regulującym stan równowagi pomiędzy 
utratą  a namnażaniem komórek [25]. Ostatnio uważa się, że substancjami 
sygnalizacyjnymi w naskórku są chalony naskórkowe.

CHALONY N A SK Ó RK O W E

Chalony zostały określone i opisane przez Bullougha [6], Bullough 
oznaczył kolejne warstwy naskórka jako komórki generatywne, niedoj
rzałe, dojrzałe i starzejące się, co odpowiada komórkom podstawnym 
kolczystym, ziarnistym i rogowaciejącym. Według tego badacza chalony 
działają głównie na warstwę komórek podstawnych, hamując ich zdol
ność do podziałów [7]. Baden [4] uważał, że chalony hamują prolifera
cję komórek w sposób odwracalny, są specyficzne dla tkanek, a nie dla 
gatunków. Badania nad naturą i działaniem chalonów rozwinęły się 
w ostatnich latach.

Chalony są to tkankowo specyficzne inhibitory proliferacji komór
kowej. W naskórku wyróżnia się dwa rodzaje czynników o charakterze 
chalonu: chalon G, — zatrzymujący rozpoczęcie przez komórkę syntezy 
DNA, oraz chalon G2 — hamujący wejście komórki w mitozę [25]. Oba 
chalony mają naturę glikoprotein o ciężarze około 25 000. W przeciwień
stwie do chalonu G, — chalon G2 jest oporny na ciepło i enzymy proteo
lityczne i jest produkowany prawdopodobnie w komórkach rogowacieją- 
cych, chalon G2 natomiast występuje w komórkach podstawnych [5].

Oczyszczony chalon G: w dawce 0,05—0,01 ąg podany dootrzewnowo 
dojrzałej myszy jest w stanie obniżyć syntezę DNA w naskórku o około 
50°/o. Mechanizm działania chalonu Gi nie zostaje naruszony, gdy naskó
rek zostanie poddany działaniu stymulatora nie powodującego większego 
urazu, np. masaż, chemiczna depilacja [25]. Natomiast przy zranieniu, 
podaniu mitogenów lub środków rakotwórczych następuje przejściowa 
utrata wrażliwości naskórka na chalon Gj i wówczas rozwija się hi per-
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plazja (zwiększenie liczby komórek), która przypomina tkankę zarodko
wą [42]. Natomiast jednocześnie wiadomo, że jeśli działają chalony 
i powodują obniżenie liczby komórek syntetyzujących DNA, to spadek 
ten następuje szybciej w naskórku regenerującym (po 6 godzinach) aniżeli 
w normalnym (12 godzin) [42], Tkanka zarodkowa jest wrażliwa tylko 
na chalony G2; chalon Gx występuje tylko w naskórku zrogowacia- 
łym [29].

Aktywność chalonu G2 jest związana z określonym poziomem c-AMP 
w naskórku, chociaż chalon ten nie działa prawdopodobnie na powierzch
nię komórki. Związek chalonu G2 z cyklazą adenilową może wskazywać, 
że chalon ten jest zaangażowany w proces różnicowania komórek, a za
trzymywanie komórek w fazie G2 (ściślej — w środkowej części tej fazy) 
jest zjawiskiem wtórnym [13].

Zdaniem współczesnych badaczy [25], chalony w prosty sposób w y
jaśniają stan równowagi tkankowej w naskórku, są międzykomórkowymi 
przekaźnikami informacji w sprzężeniu zwrotnym pomiędzy dojrzałymi 
komórkami naskórka a proliferatywną populacją komórek tej tkanki. 
Nie znany bliżej jest jednak dotąd sposób przenoszenia się tych sub
stancji pomiędzy komórkami różnych warstw naskórka ssaków.

IN N E C ZY N N IK I R EG U LU JĄ C E STA N RÓW NO W AGI

Dużą rolę w regulacji homeostazy odgrywają prostaglandyny oraz 
cykliczne nukleotydy, a także tzw. czynnik wzrostowy naskórka EGF 
(epidermal growth factor). Substancje te są wytwarzane przez naskórek, 
choć nie są specyficzne tylko dla tej tkanki.

C Y K L I C Z N E  N U K L E O T Y D Y

Z badań nad komórkami in vitro wynika, że istnieje odwrotna za
leżność pomiędzy poziomem c-AMP i c-GMP w komórce. Podczas fazy 
logarytmicznego wzrostu hodowli zachodzi podwyższenie poziomu c-GMP 
przy niskim poziomie c-AMP. Natomiast w stanie stacjonarnym, poziom 
c-AMP w komórkach hodowli jest najwyższy przy jednoczesnym mini
malnym poziomie c-GMP. Zatem można przypuszczać, że punkt regu
lacji proliferacji komórkowej znajduje się w wartości krytycznej sto
sunku ilości c-AMP do c-GMP [41].

Poziom nukleotydów cyklicznych jest regulowany przez aktywność 
enzymów, które są konieczne dla ich syntezy i rozkładu. W naskórku 
świni domowej stwierdzono występowanie kilku rodzajów enzymów spe
cyficznych dla c-AMP i c-GMP, zarówno we frakcji rozpuszczalnej, jak 
i strukturalnej komórki. Enzymy typu fosfodwuesteraz (rozkładające nu
kleotydy) frakcji strukturalnej charakteryzuje wysokie powinowactwo
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i specyficzność względem substratu, frakcji ropuszczalnej zaś — nieduże 
powinowactwo do cyklicznych nukleotydów [1]. W komórkach naskórka 
stwierdzono również cyklazę adenilową i cyklazę guanylową potrzebną 
do syntezy tych związków [41].

W naskórku stan homeostezy jest utrzymywany przy niskim pozio
mie c-AMP i podwyższonym poziomie c-GMP. Praca Delescluse [12] wy
kazała, że w naskórku świnki morskiej in vitro jest zachowana wrażli
wość na zmiany poziomu c-AMP w fazie G2 lub Gx komórki; podniesienie 
poziomu c-AMP hamuje proliferację. Działanie to nie jest efektywne 
w fazie S cyklu komórkowego.

Zatrzymanie podziału mitotycznego odbywa się prawdopodobnie po
przez aktywację cyklazy adenilowej lub inhibicję fosfodwuesterazy.

P R O S T A G L A N D Y N Y

Fulgham [15] opisał zjawisko przyspieszenia proliferacji i keratyni- 
zacji naskórka in vitro pod wpływem działania prostaglandyn E i B. 
Prawdopodobnie również niektóre prostaglandyny, np. PGEj, mają ha
mujące działanie na powstawanie c-AMP, być może poprzez cyklazę
adenilową.

Z innych badań wynika, że np. prostaglandyna PE2 hamuje prolife
rację i przyspiesza dojrzewanie komórek naskórka, natomiast prostaglan
dyna P F 2 daje wynik przeciwny. Prostaglandyny i cykliczne nukleotydy 
są syntetyzowane w naskórku, ale nie są tkankowo specyficzne. Są to 
więc przekaźniki drugorzędowe [25].

C Z Y N N I K  W Z R O S T O W Y  N A S K Ó R K A

W naskórku ssaków wykryto także tzw. „czynnik wzrostowy na
skórka” (epidermal growth factor — EGF). Jest to łańcuch polipeptydo- 
wy. w którym stwierdzono częste występowanie lizyny, alaniny i fenylo- 
alaniny, sekwencja aminokwasów jest już znana. Czynnik ten wyizolo
wany został przez Cohena po raz pierwszy ze ślinianki podszczękowej 
myszy, stymuluje wzrost komórek naskórka in vivo i in vitro [10, 11]. 
Czas życia hodowli komórek naskórka wzrasta z 50 do 150 pokoleń przez 
dodanie EGF do środowiska [33].

Badania Carpentera [8] wykazały, że EGF nie jest specyficzny ga
tunkowo, gdyż komórki pochodzące od człowieka, myszy, szczura i kury 
mają receptory, które reagują na EGF pochodzący od myszy. W komórce, 
na którą działał EGF, obserwowano po 48 godzinach wzrost ilości RNA, 
aktywniejszą syntezę białka, wzmożenie układania się rybosomów w więk
sze zespoły — polisomy. W komórce kontrolnej stwierdzono np. 30% 
rybosomów w postaci polisomów, a po działania EGF — 60%.
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EGF ślinianek myszy działa również na komórki glejowe człowieka 
in vitro, których zagęszczenie w hodowli jest odpowiedzią na działanie 
tego wzrostowego czynnika [40].

Ciężar cząsteczkowy EGF wynosi 6045 [33] po obliczeniu ze składu 
aminokwasowego, natomiast w aktywnych homogenatach występują 
cząstki o ciężarze około 74 000. EGF tworzy zatem kompleks ze związ
kiem wielkocząsteczkowym, jak się okazało, białkiem. Tym białkiem wią
żącym jest esteraza argininowa, która może stanowić etap pośredni w pro
cesie uwalniania EGF z prekursorowego białka przez enzym esterazę argi- 
ninową. Podobny proces zachodzi przy aktywowaniu bradykininy i in
suliny.

Ta kompleksowa cząsteczka może być rozłożona na dwie drobiny 
białka o ciężarze około 30 000 oraz EGF o masie cząsteczkowej około 
6045. EGF występuje w surowicy krwi; u myszy jego poziom wynosi 
1 ng/ml [11].

Jarre t [20] uważa, że działanie opisanych substancji regulujących 
proliferację i różnicowanie komórek naskórka podlega dalszej kontroli 
pewnych nadrzędnych czynników. Autor ten przypuszcza, że zasadniczym 
mechanizmem zmian w nabłonku jest bądź czynnik genetyczny, bądź 
humoralny, działający od strony skóry właściwej. Nie wyklucza również 
wpływu substancji toksycznych pochodzących z destrukcji komórek ro~ 
gowaciejących.

Czynnik genetyczny może decydować w momencie podziału komórki 
w  warstwie podstawnej i „znakować” komórkę przeznaczoną do procesu 
różnicowania i rogowacenia. Czynnik „skórny” to według Jarre ta  wpływ 
komórek Langerhansa, o których sądzi on, iż nie są to komórki na
skórka; wpływ zaś substancji toksycznych, powstałych podczas cytolizy, 
prowadzi do obumarcia komórek warstwy zrogowaciałej.

Poza czynnikami wewnętrznymi o charakterze chemicznym, na tempo 
proliferacji w naskórku mogą wpływać czynniki zewnętrzne, np. tempe
ratura. Podniesienie temperatury pokojowej do 30°C powoduje prawie 
czterokrotny wzrost liczby mitoz komórek naskórka ucha myszy. Wysoka 
tem peratura ma największy wpływ w fazie G2 cyklu komórkowego, przy
spieszając inicjację podziału mitotycznego, natomiast nie działa prawdo
podobnie na fazę S [16],

Wszystkie opisane czynniki prowadzą do utrzymania stanu dyna
micznej homeostazy w naskórku, którą charakteryzuje m.in. ustalona 
dla gatunku i miejsca występowania ilość warstw’ komórek żywych 
i obumarłych, a także czas życia poszczególnych komórek i wędrówki 
każdej z nich od momentu powstania wskutek podziału mitotycznego 
w warstwie podstawnej aż do chwili całkowitego zrogowacenia i następ
nie złuszczenia z powierzchni naskórka.
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I tak, np. u myszy przeciętnie występują 4 warstwy komórek ży
wych (z jądrami komórkowymi) i 5 warstw komórek zrogowaciałych, 
u człowieka zaś odpowiednio 5 i 10 warstw [31].

RÓW NOW AGA STR U K TU R A L N A  N A SK Ó R K A

Jak  wiadomo w naskórku ssaków wyróżnia się 4 zasadnicze warstwy: 
podstawną, kolczystą, ziarnistą i zrogowaciałą. Według Jarreta [20] ko
mórki są ułożone w  ten sposób, że na 5 komórek podstawnych przypada 
po 2 komórki kolczyste w dwu wyższych warstwach i nad nimi 1 komórka 
ziarnista. Taki układ powstaje dzięki temu, że podczas różnicowania 
i migracji komórek w kierunku powierzchni zmieniają się w nich pro
porcje objętościowe jądra i cytoplazmy [35].

Allen i Potten [1, 31] na podstawie badań nad naskórkiem myszy 
wprowadzili koncepcję jednostki wynikającej z aktywności proliferacyj- 
nej naskórka — epidermal proliferative unit (EPU). Jednostka taka two
rzy dynamiczny system, w którym można określić los każdej komórki 
od chwili jej powstania w mitozie aż do momentu zakończenia rogo
wacenia.

EPU składa się z 10— 11 komórek podstawnych, 1 komórki Langer- 
hansa i 2—3 dojrzewających komórek w okresie postmitotycznym. Oprócz 
tego na „krańcach” EPU mogą występować melanocyty [2]. Jedna z ko
mórek podstawnych położona centralnie jest komórką klonalną, dającą 
początek wszystkim innym komórkom w jednostce. Do warstwy ponad- 
podstawnej migruje zwykle komórka z części peryferyjnej EPU (rys. 1).

Rys. 1. M odel jednostk i p ro life racy jn e j n a sk ó rk a  ssa 
ka  (w edług P o tte n a  [31]). K ażda  jed nostka  zaw iera  
kom órkę  k lo n a ln ą  (1), k tó ra  dzieli się. N a jbardz ie j 
p e ry fe ryczna  z k o m ó rek  po tom nych  (9) m ig ru je  do

w a rs tw y  p o n ad p o d s taw n e j i różn icu je  się.

W ten sposób w systemie klonalnym komórka podstawna dzieląc się 
daje 1 klonalną i 1 nieklonalną komórkę. Ta ostatnia jest zdolna jeszcze 
do kilku podziałów i następnie ulega różnicowaniu (rys. 2). Na jeden

http://rcin.org.pl



400 J. K O P E C

milimetr naskórka u myszy przypada około 1,2 jednostki proliferacyjnej, 
podobnie jak u człowieka — 1,1 jednostki [31]. Autorzy przedstawionej 
struktury naskórka poszukują czynników regulacji proliferacji naskórka 
w komórkach Langerhansa, które być może wytwarzają inhibitor po
działów mitotycznych. Z kolei synteza tego inhibitora może zależeć od 
stopnia zagęszczenia komórek podstawnych w jednostce proliferacyjnej.

Rys. 2. S chem at p ro life rac ji kom órek  
w  n ask ó rk u  (według P o tten a , [31]). 
K lona lna  kom órka  B dzieli się na 1 
k lon a ln ą  i 1 n iek lonalną , k tó ra  po 
k ilk ak ro tn y ch  podziałach  (C) ulega

różnicow aniu  (D)

Istnieje również hipoteza, że naskórek posiada niejednorodną popu
lację komórek klonalnych i tylko komórki klonalne dojrzałe są zdolne do 
reakcji na chalon Gl5 inne komórki zaś reagują jedynie na chalon G, [25].

Według Mentona [28], regularność budowie naskórka nadaje głów
nie kolumnowa struktura warstwy zrogowaciałej. Jądra komórek pod
stawnych układają się względem kolumn bezładnie, natomiast jądra 
komórek górnej części warstwy kolczystej i ziarnistej leżą w centrum 
każdej kolumny komórek zrogowaciałych (rys. 3).

Rys. 3. S chem at u k ład u  jąd e r  kom órek  
różnych w a rs tw  n ask ó rk a  na  tle  zarysu  
kom órek  w ars tw y  zrogow aciałej (według

M entona  [28])
1 — k o m ó r k i  p o d s t a w n e ,  A  i B  — k o m ó r k i

r o g o w a c i e j ą c e

Mackenzie [23—24] zajmował się z kolei zagadnieniem lokalizacji 
podziałów komórek podstawnych w stosunku do kolumny. Z badań 
tych wynika, że mitoza zachodzi zwykle w strefie brzeżnej kolumny, 
około 4,4 (im od jej brzegu, przy szerokości całej kolumny (mysz, cho
mik) około 30 urn (rys. 4).

/
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Oddzielne zagadnienie stanowi położenie komórek Langerhansa a re 
gulacja układu kolumnowego naskórka. O ile u myszy są one rozmiesz
czone w sposób określony względem kolumn, to u innych ssaków, np. 
u świnki morskiej czy małp, położenie to nie jest stałe. Prawdopodobnie 
zatem regularność taka u myszy jest nietypowa i nie ma zasadniczego 
znaczenia dla układu kolumnowego [23, 24].

Rys. 4. S chem at położenia kom órk i podstaw nej 
w  m etafaz ie  w  s to su n ku  do „k o lu m n y ” kom ó
rek  w a rs tw y  zrogow aciałej (według M ackenzie-

go [22])
a  — o k o ł o  4,5 ( im ,  b — o k o ło  30 ptm ( s z e r o k o ś ć  k o 

l u m n y )

Jednostkowa struktura naskórka, czy też inaczej budowa kolumno
wa, dowodzi istnienia równowagi między tempem powstawania komórek 
(czyli aktywnością mitotyczną) a ich dojrzewaniem i różnicowaniem; 
tempo podziałów mitotycznych w naskórku wyrażone na jednostkę proli- 
ieracyjną wynosi u myszy 1,3, a u człowieka — 2,6 komórki dzien
nie [31].

ZAKOŃCZENIE

Jak już wspomniano na początku, stan równowagi naskórka utrzy
muje się przy bardzo niskim poziomie glikogenu w komórkach. W ńa- 
skórku glikogen jest węglowodanem występującym jedynie podczas okre
su wzrostu i różnicowania komórek naskórka.

Podczas rozwoju zarodkowego u myszy stwierdzono w 17 dniu 
w warstwie podstawnej i kolczystej liczne ziarna glikogenu. Około 20 
dnia ilość glikogenu zaczyna spadać, choć występuje przez cały czas 
rozwoju naskórka. Obecność glikogenu jest charakterystyczną cechą roz
wijającego się naskórka ssaków. Ubytek glikogenu zaznacza się najpierw 
w komórkach podstawnych, następnie w ziarnistych, a w komórkach kol
czystych glikogen pozostaje najdłużej [39].

Z niektórych badań ostatnich lat wynika, że inicjację gromadzenia 
glikogenu w komórkach naskórka determinuje odpowiednio niski poziom 
c-AMP; związek ten byłby zatem regulatorem procesu syntezy glikogenu. 
Ponieważ glikogen odkłada się jedynie podczas rozmnażania oraz wzro
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stu komórek, jednocześnie c-AMP znajduje się w centrum regulacji rów 
nowagi między proliferacją a różnicowaniem komórek naskórka [41],

System utrzymujący homeostazę metaboliczną i strukturalną ulega 
naruszeniu przy pobudzeniu naskórka do regeneracji reparatywnej. Wów
czas dominującym procesem jest migracja i proliferacja, co pociąga za 
sobą zmiany struktury warstw i ultrastruktury komórek naskórka. Za
gadnienia związane z tymi przemianami stanowią odrębny problem i w y 
magają osobnego opracowania.

W stanie równowagi naskórek jest tkanką o stałym ubytku komórek 
wskutek złuszczania warstwy zrogowaciałej, zatem konieczne jest wów
czas działanie mechanizmu umożliwiającego precyzyjne powstawanie no
wych komórek. W systemie tym wiele momentów jest jeszcze nie w y
jaśnionych; licznie prowadzone badania prawdopodobnie wkrótce uzupeł
nią obecny obraz poglądów na procesy regulujące poziom równowagi 
dynamicznej naskórka.

Zdaniem Rothberga i wsp. [34] możliwe jest, iż zewnętrzne błony 
komórkowe odgrywają rolę w kontroli wzrostu i uczestniczą w cyklicznej 
łączności między błoną komórkową a jądrem komórki. Być może dzieje 
się to przez zmianę systemu cyklazy adenilowej błon. Jak  te zmiany 
zachodzą i jak wpływają na zjawiska w komórkach podstawnych w róż
nych stadiach cyklu komórkowego — jest na razie trudne do w yjaś
nienia.

Na podstawie dotychczasowych badań można jednak wnioskować 
o istnieniu czynnościowych związków między substancjami regulacyjnymi 
homeostazy naskórka, np. między cyklicznymi nukleotydami a chalona- 
mi, które z kolei działają wybiórczo na komórki naskórka ssaków.
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KINETYKA I MECHANIZMY ZMIAN W POPULACJI KOMÓRKOWEJ
NOWOTWORÓW O ZATRZYMANYM WZROŚCIE 

LUB ZANIKAJĄCYCH W NASTĘPSTWIE ODCZYNÓW
IMMUNOLOGICZNYCH ORGANIZMU

P rzem y sław  JA N IK

Z ak ład  Biologii N ow otw orów , In s ty tu t  Onkologii im. M. Skłodow skie j-C urie ,
W arszaw a

Streszczen ie .  T em atem  a r ty k u łu  są  b ad an ia  m echan izm ów  zan iku  w zględnie  za 
trz y m a n ia  w zrostu  now otw orów , ja k  rów nież p o w staw an ia  p rzerzu tów  w  w a ru n 
k ach  zm ienionej odpowiedzi im m unologicznej.

S tw ierdzono , że podczas reg res ji  now otw orów  czas cyklów  m itotycznych, ja k/
rów nież  podokresy  cyk lu  nie zm ien ia ją  się w  p o ró w n an iu  z ty m i sam ym i now o
tw o ram i ro snącym i p rogresyw nie . Is to tn e  zm iany  w y stąp iły  w e w spółczynniku  
u t r a ty  kom órkow ej, k tó ry  w zrósł do 100°/#. Oznacza to, że w  czasie ostrego od rzu 
can ia  przeszczepu now otw orow ego p rzew aża ją  odczyny o ch a rak te rze  cytotoksycz- 
nym . Podczas za trzy m an ia  w zrostu  guza p rzew aża ją  odczyny o c h a ra k te rze  cy to
s ta tycznym .

W yłączan ie  ko m ó rek  z fu n k c ji  p ro life racy jne j podczas im m unologicznej r e 
g res ji  now otw orów  n ie  m a c h a ra k te ru  losowego; w y p ad an iu  pod legają  głównie 
k o m ó rk i w  okresie  G 2. Zachodzący w  ty m  okresie  b lok  je s t częściowo odw racalny . 
K o m ó rk i zab lokow ane  w  okresie  G 2 c h a ra k te ry z u ją  się podw yższoną w rażliw ością 
na  u szk ad za jące  działan ie  przeciwciał.

K ilka  dośw iadczeń poświęcono przeszczepialnem u now otw orow i płuc, k tó ry  
w s trz y k iw a n y  w  zaw iesin ie  dożylnej pow odu je  rozw ój pojedynczych guzków  now o
tw o row y ch  w  płucach. D ośw iadczenia o tej zasadzie m ogą być rozw ażane  jako  
m odel do b ad an ia  p rzerzu tów . Zaw iesiny  tak ie  w strzyk iw ano  dożylnie myszom 
n o rm aln y m , m yszom  z obniżoną odpornością przez naprom ien ian ie  całego ciała 
oraz m yszom  obciążonym  rosnącym  now otw orem  podskórnym .

S tw ierdzono , że zachodzi p ros ta  zależność m iędzy liczbą w strzykn ię tych  ko 
m ó rek  a liczbą guzków. B ezw zględne liczby guzków  w  p łucach  zm ieniały  się 
w  zależności od s ta n u  uodporn ien ia  biorcy, zależały rów nież od fazy w zrostu  pod
skórnego  guza.

W ST Ę P

Immunogenność nowotworów — uwarunkowana istnieniem na po
wierzchni ich komórek różnego rodzaju determinat antygenowych (np. 
uzależnionych od obecności wirusów, od zróżnicowania narządowego oraz 
antygenów transplantacyjnych) — jest warunkiem wzbudzania odpowie
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dzi immunologicznej typu humoralnego, zależnego, a więc zależnej od 
obecności limfocytów B, lub komórkowego, zależnego od obecności limfo
cytów T. Przyjmuje się, że mechanizmy te działają przeciwstawnie [32, 
50, 80J, przy czym mechanizmy humoralne mogą ułatwiać wzrost komó
rek nowotworowych [1, 4, 32] osłaniając ich powierzchnię przed cyto- 
toksycznym działaniem limfocytów T. Jest to efekt blokujący, a przeciw
ciała — blokujące [32],

Limfocytom grasiczozależnym przypisuje się wielorakie funkcje (kil
ler, supressor, helper, zabójcza, osłabiająca, wspomagająca), przy czym — 
ze zrozumiałych względów — w problematyce onkologicznej największe 
zaciekawienie budzi zdolność zabijania komórek nowotworowych przez 
swoiście uczulone limfocyty T. Rozmaite efekty działania odczynów im
munologicznych na komórki nowotworowe są wypadkową działania czyn
ników humoralnych i komórkowych. Z tych względów trudno jest prze
widzieć ilościowy, jak i jakościowy efekt jakiejkolwiek ingerencji do
świadczalnej w stan układu immunologicznego, co stanowi słabą stronę 
dotychczasowych prób immunoterapii. Trudność tę powiększa fakt, że 
rodzaj zmobilizowanych mechanizmów immunologicznych, jak również 
efekt ich odpowiedzi na nowotwór zależy w decydującym stopniu od 
różnic antygenowych między nowotworem a gospodarzem, jeżeli różnice 
te są wielkie, jak np. w przeszczepach ksenogennych lub allogennych, 
to odpowiedź immunologiczna jest rychła i niezwykle skuteczna, tzn. 
w 100°/o prowadzi do całkowitego zniszczenia wszczepionego nowotworu. 
Przy słabych różnicach w antygenowości nowotworu i gospodarza, jakie 
istnieją w przypadku nowotworów samoistnych, jak również w przeszcze
pach syngenicznych, nowotwór wzrasta progresywnie, tak jakby układ 
immunologiczny w ogóle nie reagował albo też jakby przeciwstawne 
mechanizmy znosiły się wzajemnie. Na tę ostatnią możliwość wskazują 
doświadczenia, w których sztucznie zachwianie równowagi immunologicz
nej powoduje przyśpieszenie albo zahamowanie wzrostu nowotworu.

Niektóre ze sposobów ingerencji w mechanizmy immunologiczne 
wzbudziły szczególne zainteresowanie i stały się niejako metodą, mode
lem czy układem doświadczalnym użytecznym w immunoterapii ekspery
mentalnej zarówno nowotworów zwierzęcych, jak i w klinice. Metody 
te można podzielić na dwie wielkie g rupy :

1. Metody w których obniża się efekt działania limfocytów T; wyli
czyć tu można immunosupresję przy użyciu różnych leków chemicznych, 
stosowanie surowicy antylimfocytarnej, postnatalne wycinanie grasicy, 
napromienianie letalne z restytucją ograniczoną wyłącznie do limfocy
tów B.

2. Techniki, które pobudzają limfocyty T do mobilizacji przez zwięk
szenie ich liczby i aktywności względnie przez ich swoiste uczulenie.
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Przyjmuje się, że nieswoiste uaktywnienie limfocytów T można osiągnąć 
przez wstrzykiwanie adiuvantow względnie BCG, Corynbacterium parvum  
i innych antygenów wzbudzających odpowiedź typu późnego.

Stosowane metody — prowadzące do osłabienia, jak i wzmocnienia 
odpowiedzi immunologicznej organizmu — miały rozmaity wpływ na 
różne przeszczepialne nowotwory, co zależało od stopnia zgodności tkan
kowej (antygenowej) poszczególnych nowotworów z organizmami ich no
sicieli.

Rozmaite efekty doświadczalnej ingerencji w stan odpornościowy 
gospodarza będą w obecnej pracy rozważane z punktu widzenia biologii 
nowotworów, a w szczególności ich wzrostu, a nie z punktu widzenia 
istniejących koncepcji immunologicznych.

Podstawowym zagadnieniem jest pytanie, jakim zmianom podlega 
czas trwania cyklu mitotycznego i jego faz w komórkach nowotworu 
ulegającego regresji pod wpływem odpowiedzi immunologicznej orga
nizmu. Zmniejszanie się wymiarów nowotworu podczas takiej regresji 
może być rozważane jako proces depopulacji komórkowej, analogicznie 
do tego, co obserwowano w następstwie stosowania różnych metod lecz
niczych w klinice onkologicznej. Mechanizmy depopulacji po napromie
niowaniu [48, 61, 82], chemioterapii [62] czy hormonoterapii [30, 44] są 
znane i wiadomo, że są one związane z głębokimi zmianami zarówno 
w zakresie trwania cyklu mitotycznego, jak i jego faz. Wiadomo również, 
że podczas tego procesu wchodzą w grę różne mechanizmy zależne od 
rodzaju leku, biochemizmu jego działania względnie istnienia dla niego 
swoistych receptorów [30]. Największą wrażliwość na leki chemiczne 
i na promieniowanie wykazują na ogół komórki proliferujące. Powstaje 
więc pytanie, czy podobnie dzieje się w nowotworach ulegających regresji 
w  następstwie działania odpowiedzi immunologicznej. Informacje na ten 
temat są w piśmiennictwie bardzo skąpe i dotyczą z reguły komórek 
nowotworowych hodowanych poza ustrojem. Wnioski z takich doświad
czeń nie mogą mieć zastosowania wprost do nowotworów ulegających re
gresji w  organizmie.

Drugim problemem jest rozstrzygnięcie, czy zanik nowotworu w w y
niku odpowiedzi immunologicznej jest następstwem działania mechaniz
mów cytotoksycznych czy cytostatycznych. W pierwszym przypadku n a 
leży przewidywać zabijanie komórek przez limfocyty T w każdym okre
sie życia komórki. W przypadku efektu cytostatycznego można przewidy
wać powstrzymanie względnie blok w aktywności proliferacyjnej.

Niekiedy komórki nowotworowe przeżywają długie okresy czasu 
mimo przejawów mocnej odpowiedzi organizmu [25, 27]. Przeciwciała 
blokujące lub kompleksy antygen—przeciwciało osłaniają komórki nowo
tworowe przed działaniem limfocytów [43, 70, 75], a efektem tego jest

http://rcin.org.pl



408 P. J A N I K

wymykanie się komórek antygenowo obcych spod kontroli mechanizmów 
spełniających funkcję nadzoru immunologicznego [14, 78], Dzięki temu 
liczba rozwiniętych i rozpoznawanych nowotworów u człowieka jest 
znacznie mniejsza niż liczba transformacji nowotworowych przewidywa
nych przez teorię mutacyjną.

Oprócz opisanych mechanizmów wymykania się komórek spod kon
troli układu immunologicznego znane są fakty, które wskazują, że w no
wotworze zachodzą procesy przystosowania się (adaptacji) do warunków 
stworzonych przez odpowiedź immunologiczną gospodarza [45, 73, 84]. 
W warunkach takich zachodzi selekcja, a więc wybiórcze nagromadzenie 
komórek o słabszej antygenowości błon komórkowych względnie o więk
szej zdolności do naprawy uszkodzeń spowodowanych przez odczyny im
munologiczne. Tego rodzaju mechanizmy mogłyby wyjaśnić niektóre zja
wiska progresji oraz podjęcia wzrostu po dłuższym okresie jego za
trzymania.

W obrębie populacji komórek nowotworowych ekspresja antygenów 
powierzchniowych, jak również ich podatność na uszkodzenia przez efek- 
tory układu immunologicznego są zmienne. Tego rodzaju zmienność jest
przedmiotem żywej dyskusji w piśmiennictwie od czasu podstawowych 
badań Cikesa [16, 17] i zasługuje na bardziej szczegółowe omówienie.

Cikes [16, 17] stwierdził, że w populacji komórek białaczki limfa- 
tycznej indukowanej u myszy wirusem Moloney (YCAB) rosnącej w ho
dowli in vitro nasilenie ekspresji antygenowej pozostaje w odwrotnej 
zależności od tempa wzrostu i objętości komórek. Antygeny zgodności 
tkankowej oraz swoiste antygeny zależne od wirusa białaczkowego Mo
loney są najsilniej wyrażone we wczesnej interfazie, przypuszczalnie w Gj. 
Gdy faza Gj ulega wydłużeniu, w miarę zwalniania się tempa prolife
racji komórek, następuje zwiększenie się ekspresji obu antygenowych 
właściwości, co wykazano metodą immunofluorescencji oraz testem cyto- 
toksycznym. Na takim samym — co w pracach Cikesa — materiale ko
mórkowym (YCAB), jednakże przy użyciu dodatkowych metod (np. 
uwalniania 51Cr), Lerner i wsp. [51] wykazali, że efekt cytotoksyczny jest 
wprawdzie ograniczony do fazy Gj, jednakże we wszystkich okresach 
cyklu mitotycznego antygeny powierzchniowe komórek zależne od wi
rusa Moloney są dostępne dla swoistych przeciwciał i dopełniacza. Na 
środek okresu Gj przypada również maksymalna ekspresja antygenów 
powierzchniowych (SATA) w ludzkich komórkach neuroblastoma w ho
dowli in vitro [13]. Antygeny te wiążą przeciwciała obecne w surowicach 
osób chorych na neuroblastoma, natomiast takie reakcje nie występowały
z surowicami pochodzącymi od zdrowych osób.

Według Lenevej i Svet-Mołdawskiego [50] fibroblasty L z ustalonej 
linii in vitro ulegają cytoksycznemu działaniu uczulonych limfocytów
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wyłącznie na początku fazy Gj. Badacze ci uważają, że w komórce w po
czątkowym okresie fazy G1? tzw. G la, istnieje szczególny stan fizjo
logicznej podatności na działanie czynników morfogenetycznych, jak rów 
nież cytotoksycznych.

Największa ekspresja antygenów komórek nowotworowych i ich 
podatność na uszkadzające działanie mechanizmów obronnych nie zawsze 
jednak przypada na okres Gj. Tak na przykład Schwenk i Schwenk [68] — 
na materiale ludzkich komórek białaczkowych hodowanych in vitro — 
wykazali, że ekspresja antygenu charakterystycznego dla limfocytów T 
jest najsłabiej wyrażona w okresie G1? wzmaga się natomiast w później
szych okresach cyklu mitotycznego. Z badań nad komórkami nerki szczu
ra zakażonymi wirusami Raushera lub Kirsteina wynika, że antygeny 
powierzchniowe zależne od wirusa są najmocniej wyrażone w końcu 
okresu S oraz w okresie G2 [56].

Pelegrino i wsp. [58], badając ekspresję antygenów HL-A na po
wierzchni komórek wyprowadzonych z ludzkich limfocytów, znajdują, 
że komórki z okresu G x są mało podatne na immunocytolizę. Z drugiej 
strony gęstość powierzchniowych antygenów, jak i ich ilość nie zmienia 
się w cyklu mitotycznym. Na podstawie tych obserwacji autorzy dochodzą 
do wniosku, że stosunkowo mała podatność komórek z okresu G! jest 
wynikiem dużej zdolności do naprawy uszkodzeń wywołanych przez 
przeciwciała w obecności dopełniacza. W doświadczeniach Shipley’a [69] 
najwyższą oporność wykazywały komórki znajdujące się w środkowym 
okresie syntezy DNA. Materiał w tych doświadczeniach stanowiły ko
mórki z ustalonej linii pochodzącej od chomika złocistego, a metoda 
polegała na zahamowaniu wzrostu kolonii in vitro. Również Hanke i Ra- 
jewski [31] znaleźli, że komórki z okresu syntezy DNA (w przeciwień
stwie do komórek z okresu Gt i G:) są mało podatne na immunocytolizę
wywołaną przez uczulone limfocyty.

Thomas [77] na materiale komórek mastocytoma (P816Y) oraz mysich 
limfocytów stymulowanych PHA badał ekspresję dwóch różnych anty
genów grupowych H oraz B metodą pośredniej immunofluorescencji; 
stwierdził on, że w różnych okresach po założeniu hodowli względnie 
po zwolnieniu bloku tymidynowego oba antygeny ujawniają się naprze
miennie.

Z tego krótkiego przeglądu wynika, że podatność komórek hodowa
nych in vitro na uszkadzające działanie mechanizmów immunologicznych 
nie pozostaje w prostej zależności od pozycji zajmowanej przez komórkę 
w cyklu mitotycznym, a odgrywa tu  rolę szereg innych czynników, jak 
rodzaj komórek, rodzaj antygenu powierzchniowego oraz stan zaawanso
wania wzrostu komórek.

Badania in vitro mają szereg zalet, przede wszystkim ułatwiają syn-
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chronizację populacji komórkowej, a tym samym uzyskanie względnie 
czystych frakcji. Wyniki tych badań jednak nie dostarczają bezpośrednich 
informacji o warunkach i mechanizmach podatności komórek nowotwo
rowych rosnących w organizmach, gdzie odpowiedź immunologiczna na 
proces nowotworowy jest bardzo złożona.

Pierwszym doniesieniem o zmiennej wrażliwości komórek nowotwo
rowych na odczyny immunologiczne w warunkach in vivo jest praca 
De Cossy i Gelfanta [20] nad komórkami raka Ehrlicha. Komórki te za
trzymane w okresie G2 cyklu mitotycznego przez odczyny immunologicz
ne mogą wchodzić na nowo w okres mitozy, jeżeli odporność gospodarza 
obniży się wstrzykiwaniem surowicy antylimfocytarnej.

Również w naszych wcześniejszych pracach [38, 46] stwierdzaliśmy, 
że w raku Ehrlicha wkrótce po przeszczepieniu na nowych biorców w zra
sta znacznie odsetek komórek w fazie mitozy, co obecnie tłumaczymy 
uwalnianiem się komórek z bloku w okresie G.,.

Odmienną interpretację badań nad rakiem Ehrlicha, jak również 
nad nowotworem wysiękowym JB-I, w zaawansowanych okresach ich 
wzrostu przedstawili Bichel i Dombernowski [7, 8]. Według tych bada
czy zatrzymanie komórek w okresach G! i G2 jest wynikiem działania 
chalonów. Chalonami nazywa się w piśmiennictwie swoiste inhibitory 
okresów Gj i G2 cyklu mitotycznego komórki, które zostały wykryte 
w tkankach normalnych [12, 28, 57]. Ich rola w regulacji wzrostu nowo
tworów jest dyskusyjna. Z badań Iversena i wsp. [37] wynika, że w chło- 
niaku Burkitta istnieje dysproporcja między ilością komórek wchodzą
cych w okres syntezy DNA a ilością komórek wchodzących w okres 
mitozy, co wskazuje na blok w okresie G2 cyklu mitotycznego; może

a

on być wywołany albo przez chalony, albo przez odczyny immunolo
giczne.

Wrażliwość komórek nowotworowych na czynniki immunologiczne 
została przebadana dość wszechstronnie w doświadczeniach in vitro, nato
miast zmienność taka w organizmie żywym przedstawia szereg zagadnień 
wymagających wyjaśnienia. Próbę ich rozwiązania podjęto przez wpro
wadzenie szeregu nowych metod. Głównym problemem była istota i me
chanizm bloku G2, c o  badano na materiale kilku przeszczepialnych nowo
tworów przy użyciu tak rozmaitych metod, jak ciągła iniekcja znakowa
nej tymidyny, technika podwójnego znakowania, wirowanie na fikolu 
oraz testy cytotoksyczne.

Wielu badaczy od dawna wskazywało, że stan odpornościowy ustroju 
ma znaczenie dla powstawania przerzutów [2, 60, 83], Mogliśmy podjąć 
badania nad oddzielnymi wpływami mechanizmów humoralnych oraz 
komórkowych na powstawanie przerzutów. Podjęliśmy również badania 
nad modyfikacją stanu immunologicznego organizmu przez rosnący nowo-
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twór i wpływem takiej modyfikacji na przerzuty. Zjawiska powstawania 
przerzutów badaliśmy w sposób ilościowy, posługując się metodą Hilla 
i Busha [34]; polega ona na dożylnym wstrzykiwaniu znanej liczby ko
mórek w zawiesinie i zliczaniu guzków nowotworowych w płucach w 2— 
1 tygodni później. Korzystając z metod immunologicznych oraz ilościo
wego badania przerzutów można też było podjąć dyskusję nad pojęciem 
„klonogenności” rozpatrywanej z jednej strony jako cechy nowotworu, 
z drugiej zaś jako wyraz wpływu środowiska na przejaw tej cechy.

Zainteresowania zróżnicowaną podatnością komórek nowotworowych 
na odczyny immunologiczne wynikają z przesłanek teoretycznych, jak 
i praktycznych. Dla teorii znajomość skutków działania mechanizmów 
obronnych na terenie komórek w warunkach in vivo przybliża zrozu
mienie ich ewentualnego znaczenia w kontroli wzrostu nowotworów.

Praktyczny natomiast aspekt zagadnienia wynika z coraz powszech
niej podejmowanych prób immunologicznego leczenia chorób nowotwo
rowych. Poprzez analogie do leczenia energią promienistą, hormonami 
czy też związkami chemicznymi nasuwa się pytanie, jak odczyny immuno
logiczne oddziaływają na populację komórek nowotworowych oraz jakie 
składowe tej populacji mogą być najbardziej podatne na siły obronne 
ustroju obciążonego nowotworem.

PA R A M E T R Y  CYKLU M ITO TY CZN EG O  K O M Ó REK
PO D CZA S R E G R E S JI NOW OTW ORÓW

Param etry cyklu mitotycznego komórek podczas zatrzymania względ
nie regresji nowotworów pod wpływem odczynów odpornościowych gos
podarza były przedmiotem serii prac opublikowanych w latach 1971— 1978 
i wykonanych w Zakładzie Biologii Nowotworów i w Zakładzie Radio
biologii Instytutu Onkologii w  Warszawie oraz w Zakładzie Biofizyki 
Institute of Cancer Research w Sutton, Surrey w Anglii. Celem tych prac 
było określenie czasu trwania cyklu mitotycznego i jego faz oraz obli
czenie wartości frakcji wzrostowej i stopnia utraty  komórkowej.

1. P R Z E S Z C Z E P I A N I E  R A K A  E H R L IC H A  W  U K Ł A D Z I E  H E T E R O L O G IC Z N Y M
(D O Ś W I A D C Z E N I E  1)

Pierwsze badania [39] przeprowadzone zostały w układzie heterolo- 
gicznym, tzn. komórki nowotworowe (rak Ehrlicha) mysiego pochodzenia 
wszczepiano dootrzewnowo szczurom. Nowotwór ten po przeszczepieniu 
w odpowiednio wysokich dawkach rośnie u szczurów przez 5 dni wy
twarzając obfity wysięk. Po takim okresie wzrostu następuje okres re
gresji; mianowicie liczba komórek nowotworowych w wysięku zmniejsza
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się na skutek odczynów immunologicznych [46]. Czas cyklów mitotycz- 
nych określano metodą fali znakowanych mitoz [35, 63], wielokrotnie 
stosowanej do badań nad rakiem Ehrlicha [48, 49], Wykazano, że pod
czas regresji raka Ehrlicha, która zachodzi w okresie 120-170 godz. po 
wszczepieniu, nie zmienia się czas cyklu mitotycznego komórek ani jego 
faz w porównaniu z rakiem Ehrlicha, rosnącym u myszy i badanym 
w takim samym czasie. Spostrzeżeniem godnym uwagi był fakt, zaobser
wowany podczas regresji raka Ehrlicha u szczurów, że ramię wstępujące 
pierwszej fali znakowanych mitoz było nachylone mniej stromo niż 
w analogicznych wykresach uzyskanych z materiału takich samych ko
mórek rosnących u myszy. Z różnic tych wyprowadziłem wniosek, że 
maksymalny okres G2 ulega wydłużeniu [39]. Zestawienie tego faktu 
z wynikami pomiarów odsetka komórek w okresie mitozy sugerowało, 
że immunologiczne mechanizmy efektorowe działają głównie na komórki 
w fazie G2. W okresie regresji nowotworu wielkość frakcji wzrostowej 
populacji komórkowej obliczona metodą Pucka i Steffena [61] oraz me
todą Steela [74] ulegała nieznacznemu obniżeniu, zwiększał się natomiast 
współczynnik utraty  komórkowej, obliczony metodą Steela [71, 74]. 
Stwierdzono ponadto, że podczas regresji nowotworu odsetek interfaza! - 
nych komórek piętnowanych trytowaną tymidyną ; nie ulegał wyraźnej 
zmianie w porównaniu z okresem wzrostu raka Ehrlicha (rys. 1). Przed
stawione wyniki badań doprowadziły do wniosku, że w następstwie dzia-

Rys. 1. P ro cen ty  w yznakow anych  ko m ó rek  ra k a  E hrlicha  podczas (A) w zro s tu
u  m yszy oraz  (B) reg res ji  u  szczurów
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łania mechanizmów odpornościowych u szczurów zachodzi w przeszcze
pionym nowotworze utrata zarówno komórek proliferujących, jak i spo
czynkowych.

2. P R Z E S Z C Z E P I A N I E  B I A Ł A C Z K I  5178Y (D O Ś W I A D C Z E N I E  2)

Powstało zagadnienie czy w innych przeszczepialnych nowotworach 
zwierzęcych rosnących i ulegających regresji u gospodarzy syngenicznych 
występują podobne zmiany w populacji komórek, jakie opisywaliśmy 
w heterologicznych przeszczepach raka Ehrlicha.

Szczególnie cennym materiałem okazała się białaczka 5178Y prze
szczepiana u myszy DBA/2. W białaczce tej obecność swoistych anty
genów transplantacyjnych wynika z faktu, że po preimmunizacji nie 
dochodzi do wzrostu podskórnego przeszczepu nowotworu, a immunizacja 
wykonana podczas wzrostu podskórnego przeszczepu tej białaczki powo
duje jej regresję [47]. Do doświadczeń nad białaczką 5178Y użyto linii 
komórkowej wyprowadzonej przez Courney [21]. Komórki tej linii cha
rakteryzują się wysoką antygenowością, tak że jednorazowa preimmuni- 
zacja zabitymi komórkami nowotworowymi zapobiega wzrostowi komórek 
wszczepionych podskórnie w dawce 106. Zdarzały się też często regresje 
samoistne tej białaczki. We własnych eksperymentach [47] regresję no
wotworu wywoływano dwukrotnym dootrzewnym wstrzykiwaniem ko
mórek zabitych napromieniowaniem (dawką 5000 R promieniowania X) 
wykonanym w 6 i 11 dniu po wszczepieniu podskórnym trzech milionów 
żywych komórek. U zwierząt w ten sposób immunizowanych guz lity 
rósł podskórnie do 14 dnia, a następnie ulegał regresji. Badania cyklów 
mitotycznych przeprowadzano 15 dnia po implantacji, a więc w okresie 
regresji. W tym okresie czas cyklów mitotycznych, jak i jego faz wyka
zywał wartości takie same jak w okresie postępującego wzrostu nowo
tworu u nie immunizowanych gospodarzy. U tych ostatnich nowotwór 
rósł w tempie, które wyrażało się czasem podwojenia wynoszącym około 
18 godz. Jedyne różnice zaznaczyły się w wielkości współczynnika utraty 
komórkowej. Współczynnik ten [71, 72] określa proporcję między tempem 
utraty  komórek (przez zamieranie lub emigrację z guza), a tempem pro
dukcji nowych komórek. Może on być wyrażony w procentach albo jako 
frakcja całości. W omawianych eksperymentach współczynnik utraty  ko
mórkowej wzrósł do 100% przy równoczesnym nieznacznym spadku 
frakcji wzrostowej, która mówi o tym, jaka część populacji znajduje się 
w cyklu mitotycznym [53].

Na podstawie tych wyników można stwierdzić, że podczas regresji 
tej białaczki, podobnie jak w raku Ehrlicha, nie zachodzą zmiany w cza
sie cyklu mitotycznego komórek oraz że immunologiczne mechanizmy 
efektorowe niszczą zarówno komórki proliferujące, jak i spoczynkowe.

%
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3. P R Z E S Z C Z E P I A N I E  B I A Ł A C Z K I  L B N /B -3  (D O Ś W I A D C Z E N I E  3)

Następnym układem doświadczalnym była przeszczepialna białaczka, 
rosnąca w postaci wysiękowej i ulegająca samorzutnej regresji u synge- 
nicznego gospodarza. Białaczka ta jest podlinią komórkową oznaczoną 
symbolem LBN/b-3, która została wyodrębniona w trakcie pasażowania 
białaczki wywołanej u myszy BN/b surowicą antylimfocytarną [76J. 
W obecnych doświadczeniach komórki białaczkowe w liczbie 4 X 106 
wstrzykiwano dootrzewnowo myszom, które odrzuciły poprzedni prze- 

s szczep tego samego nowotworu, a więc biorcom aktywnie immunizowa- 
nym. Po takiej implantacji nowotwór nie wzrastał, lecz od początku ule
gał powolnemu zanikowi. W okresie regresji badano cykle mitotyczne 
oraz ich fazy i porównywano je z cyklami mitotycznymi komórek bia- 
łaczkowych badanych w analogicznym czasie po wszczepieniu nie immu- 
nizowanym biorcom. Stwierdzono [41], że między tymi doświadczeniami 
nie zachodzą wyraźne różnice pod względem parametrów cyklów mito- 
tycznych komórek oraz że regresja białaczki wiąże się z u tratą  komór
kową, czego wyrazem jest podwyższenie współczynnika utraty  komór
kowej do 100%.

4. G R U C Z O L A K O R A K  S U T K A  U  S Z C Z U R Ó W  Z P O B U D Z O N Ą  O D P O R N O Ś C I Ą
(D O Ś W I A D C Z E N I E  4)

Interesujący układ doświadczalny stanowi gruczolakorak sutka indu
kowany dwumethylobenzantracenem (DMBA) (dr G. C. Steel) u szczu
rów ze szczepu August, a następnie przeszczepiany podskórnie synge- 
nicznym biorcom. (Z materiału tego mogłem korzystać podczas pobytu 
w 1970 r. w Zakładzie Biofizyki Instytutu do Badań nad Rakiem, Sutton, 
Surrey, Anglia.)

Badania wspólne [47] wykonano na guzach z 5 i 6 pasażu nowo
tworu. Wstępne eksperymenty wykazały, że podanie adjuvantu Freunda 
na pierwszy lub drugi dzień po wszczepieniu nowotworu zatrzymuje jego 
wzrost. Podanie adjuvantu Freunda na 6, 12 i 16 dzień po wszczepieniu 
nowotworu powodowało czasowe zatrzymanie wzrostu guza na okres 
około 6 dni, po czym następował ponowny szybki wzrost nowotworu.

W okresie zatrzymania wzrostu guzów badano czas trwania cyklu 
mitotycznego komórek i jego faz. Otrzymane wyniki porównywano z wy
nikami równoległych badań wykonanych u zwierząt kontrolnych, gdzie 
nowotwór rósł niepowstrzymanie. Okazało się, że czas cyklu mitotycz
nego komórek nowotworowych w okresie zatrzymania wzrostu był taki 
sam jak u kontrolnych zwierząt, natomiast w czasach poszczególnych 
podokresów cyklu wystąpiły znaczne różnice; przejawiały się one wy
dłużeniem okresu syntezy DNA kosztem okresu Gj. W omawianym tu 
gruczolakoraku współczynnik u traty  komórkowej podczas zatrzymania 
wzrostu wzrastał prawie do 100%, jednakże — wobec wysokich wartości

http://rcin.org.pl



P O P U L A C J A  K O M O R K O W A  N O W O T W O R Ó W 415

tego współczynnika (72%) w guzach kontrolnych — przyrost ten nie 
wydaje się odgrywać istotnej roli w zatrzymaniu wzrostu guza; tłumaczy 
się ono raczej znamiennym zmniejszeniem się frakcji wzrostowej. Warto 
tu zwrócić uwagę, że we wszystkich poprzednio opisanych nowotworach 
zmiana współczynnika u traty  komórkowej była wystarczająco wysoka 
do wytłumaczenia zatrzymania wzrostu lub regresji guza.

Zgodnie z założeniami przedstawionymi na wstępie pracy, w dyskusji 
nad kinetyką i mechanizmami regresji nowotworów ograniczymy się do 
procesów zachodzących w komórkach nowotworowych, pozostawiając na 
uboczu wszelkie swoiste i nieswoiste odczyny immunologiczne orga
nizmu.

Wykonane badania nad różnego rodzaju nowotworami w okresie ich 
zanikania bądź zatrzymania wzrostu zarówno w układach syngenicznych, 
jak i w układzie heterologicznym wskazują, że nasilenie odczynu immu
nologicznego nie wpływa na czas trwania cyklu mitotycznego. Również 
podokresy cyklu nie ulegają wyraźnej zmianie. Wyjątek stanowił tu 
gruczolakorak sutka szczurów August, który wykazywał wydłużenie okre
su syntezy kosztem okresu Gj. Obserwacje nad rakiem Ehrlicha po 
przeszczepieniu szczurom [38], dokonane w okresie poprzedzającym re
gresję, jak również badania nad przebiegiem regresji białaczki LBN/b-3
po wszczepieniu immunizowanym biorcom nie ujawniły zmian w dłu
gości cyklu mitotycznego. Wyniki te dodatkowo potwierdzają, że czas 
cyklu mitotycznego nie zmienia się pod wpływem naporu odpowiedzi 
immunologicznej, a zjawisko nie jest wynikiem selekcji, a więc uprzed
niej eliminacji komórek z wydłużonym cyklem. Do podobnych wniosków 
dochodzą też Cohen i Steel [19] na podstawie badań nad guzem Stickera 
u psów. Autorzy ci znajdują, że w pewnych rejonach tego guza tempo 
proliferacji spada bez skrócenia czasu cyklu mitotycznego. Przypuszczają 
oni, że w rejonach tych komórki nowotworowe są szczególnie podatne na 
wpływy immunologiczne.

Fakt, że nowotwór ulega regresji mimo nie zmienionych parametrów 
cyklu mitotycznego może tłumaczyć się albo zmniejszeniem produkcji 
komórek nowotworowych (efekt cytostatyczny), albo wzrostem odsetka 
komórek ginących (efekt cytotoksyczny). Ginięcie komórek nowotworo
wych, a nie ich obniżona produkcja, stanowi podstawowy czynnik pro
wadzący do regresji nowotworów, natomiast w przypadku zatrzymania 
wzrostu obniżenie produkcji komórek nowotworowych dominuje nad ich 
zabijaniem.

Z przedstawionych danych — dotyczących badań cyklów mitotycz
nych komórek nowotworowych — wynika, że część komórek podczas 
regresji nowotworu n ie  ulega uszkodzeniu przez mechanizmy immuno
logiczne i przechodzi przez cykl mitotyczny w zwykły sposób.

http://rcin.org.pl



416 P . J A N I K

Scharakteryzowanie zmian w populacji komórek guza nowotworo
wego, zanikającego w następstwie odczynów immunologicznych, w yjaś
nia cały szereg cech (parametrów) komórek nowotworowych oraz mecha
nizmów ich zanikania.

Wyniki badań przedstawione w obecnej pracy wskazują, że podczas 
regresji charakter zmian w  kinetyce populacji jest inny niż po stoso
waniu takich metod leczenia jak hormonoterapia, chemioterapia czy 
radioterapia. Tak na przykład stwierdziliśmy [44] u myszy GR w hor
monalnie uwarunkowanych nowotworach, że podczas regresji wywołanej 
brakiem hormonu występują wybitne zmiany w cyklu mitotycznym ko
mórek; wyrażają się one wydłużeniem całego cyklu, jak i okresu Gj. 
Jeżeli chodzi o leki chemiczne, stosowane w onkologii, to z reguły dzia
łają one na komórki proliferująco, interferując — zależnie od swego 
charakteru chemicznego — z różnymi okresami cyklu mitotycznego [55, 
62]. Szczególnie wrażliwy na promieniowanie jonizujące — zarówno 
w warunkach in vitro [61], jak i in vivo [48] — jest okres G2 cyklu 
mitotycznego.

TABELA 1. Parametry wzrostu badanych nowotworów

Nowotwory t d Tc Tg , TS

i

Tg 2 G.F.
Utrata

komórkowa
[%]

L I .

Rak Ehrlicha 
wzrost 50

I

34

I

5,6 24,3 5,3 0,76 60 45
regresja --------- : 35 i 7,7 20,9 6,9 0,58 100 38

L 5178Y
wzrost 18 10 2,7 6,5 1,1 0,9 40 48
regresja --------- 11 2,5 6,8 2,0 0,68 100 38

LBN/b-3
wzrost 18 11,9 0,5 9,6 1,7 0,88 30 63
regresja --------- 10,8 0,6 8,7 0,8 0,5 100 57

Adenocarcinoma
wzrost 90 21 9,4 OO vo

1

2,4 0,87 72 28
regresja 23 6,4 14,9 2 7 0,67 100 31

T d  — czas podwojenia populacji, Tc — czas cyklu mitotycznego, T g  i , T s ,  T q  2 — czasy faz cyklu mitotycz
nego, G. F. — frakcja wzrostowa, L. i .  — procent znakowanych komórek.

W regresji immunologicznej guzów przeszczepialnych giną w nowo
tworze komórki zarówno proliferujące, jak i wyłączone z cyklu mito
tycznego. W doświadczeniach naszych odsetki komórek znakowanych 
nie ulegały istotnym zmianom, a czas cykli mitotycznych miał wartości 
niemal identyczne jak w nowotworach rosnących progresywnie. Istotną
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zmianą była zwyżka współczynnika utraty komórkowej, osiągająca nie
mal 100%, co oznacza, że ginęły niemal wszystkie nowo powstałe ko
mórki. W znacznie mniejszym stopniu malała w nowotworze frakcja wzro
stowa; oznacza to, że mimo regresji nowotworu nadal namnażały się jego 
komórki. Stwierdziliśmy ponadto, że nie występują istotne zmiany w cza
sie trwania poszczególnych faz cyklu mitotycznego w komórkach prze
żywających regresję guza. Wynika stąd, że wypadanie komórek z frakcji 
proliferującej odbywa się na zasadzie wszystko albo nic, bez tolerowania 
form przejściowych pod względem trwania cyklu mitotycznego.

Warto tu wspomnieć, że brak zmian w parametrach cyklu mitotycz
nego komórek i we wskaźnikach frakcji wzrostowej nowotworów prze- 
szczepialnych stwierdzono również w stanach immunosupresji wywoła
nej u nosicieli guzów, np. napromieniowaniem całego .ciała promienia
mi X [47] bądź wstrzykiwaniem surowicy antylimfocytarnej [64],

W doświadczeniach, gdzie zachodziło szybkie (ostre) odrzucenie prze
szczepu (np. w układach ksenogennych) zmniejszanie się frakcji wzro
stowej podczas regresji było niewielkie w porównaniu z wielkością tej 
frakcji podczas wzrostu postępującego. W przypadkach więc ostrego od
rzucania przeszczepu przeważają efekty cytotoksyczne nad cytostatycz
nymi. Z drugiej strony, w doświadczeniach, gdzie występowały małe 
różnice pod względem antygenowości między nowotworem a gospoda
rzem, odpowiedź immunologiczna przybierała dla obserwatora postać pro
cesu łagodnego (przeważały efekty cytostatyczne). Może wtedy nie do
chodzić do odrzucenia przeszczepu nowotworu, lecz do spowolnienia tem
pa jego wzrostu albo do jego zatrzymania. Niekiedy jedyny dowód, że 
takie spowolnienie wzrostu jest wynikiem odczynów immunologicznych 
polega na wykazaniu, że immunosupresja przyśpiesza wzrost guza [47, 65]. 
Przyjmujemy więc, że we wzroście stacjonarnym nowotworu przeważają 
efekty cytostatyczne nad swoistymi efektami cytotoksycznymi.

Można domyślać się, że między tak skrajnymi przykładami efektów 
immunologicznych, jakie z jednej strony stanowi ostre odrzucenie prze
szczepu nowotworowego, a wzrost stacjonarny z drugiej strony, istnieje 
szereg form pośrednich, przy czym w historii życia poszczególnego nowo
tworu można wyodrębnić okresy zwolnienia i przyśpieszenia wzrostu, 
w  zależności od modulacji układu odpornościowego ustroju przez czynniki 
bądź pobudzające, bądź immunosupresyjne.

Wydaje się, że różne nowotwory zanikające w następstwie odpowiedzi 
immunologicznej mogą być modelem dla badań nad kinetyką podostrego 
i ostrego odrzucania przeszczepów tkankowych i narządowych. Sądzę też, 
że dyskusja i wnioski z obecnej pracy mogą wzbudzać zainteresowanie 
w klinice onkologicznej jako model mechanizmów, dzięki którym wzrost 
nowotworów ulega okresowo przyspieszeniu lub zwolnieniu w zależności
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od stanu ogólnego ustroju. W każdej nie dość radykalnej metodzie lecze
nia nowotworów złośliwych pozostają przy życiu komórki, które w jednej 
z faz swego cyklu mitotycznego mogą ulec zablokowaniu przez swoiste 
i nieswoiste mechanizmy immunologiczne.

BLOK W O K R ESIE G 2 C Y K LU  M ITOTYCZNEGO K O M Ó REK
NOW OTW OROW YCH

W poprzednim rozdziale wykazano, że regresja nowotworów jest prze
de wszystkim wynikiem zwiększonej utraty komórkowej i podlegają jej 
zarówno komórki proliferujące, jak i spoczynkowe. Powstało zatem py
tanie, czy komórki wypadają z cyklu reprodukcyjnego w sposób losowy, 
czy też są one w jakiejś fazie cyklu szczególnie wrażliwe na działania sił 
odpornościowych gospodarza. Fazą taką może być okres G2, na co wska
zują niektóre prace z piśmiennictwa [20, 59] oraz własne badania nad 
rakiem Ehrlicha [39],

1. B L O K  W  G 2 i JE G O  O D W R A C A L N O Ś Ć  (D O Ś W I A D C Z E N I E  5)

Celem doświadczenia było sprawdzenie, czy podczas regresji raka 
Ehrlicha u szczurów komórki mogą być zatrzymane w  okresie G2 cyklu 
mitotycznego i czy blok ten jest odwracalny.

Materiał doświadczalny stanowiły komórki wspomnianego — my
siego — nowotworu przeszczepione szczurom i badane w okresie jego 
odrzucania [40]. Metoda polegała na wielokrotnym podawaniu znakowanej 
tymidyny. W sumie wykonano 5 wstrzyknięć w odstępach 4-godzinnych. 
W wyniku tego postępowania 94% komórek interfazalnych oraz prawie 
100% komórek mitotycznych nosiło piętno izotopowe. Po ostatnim 
wstrzyknięciu szczury podzielono na dwie grupy. Grupa pierwsza służyła 
jako kontrola. Szczurom z drugiej grupy pobrano drogą aspiracji od 1/2 
do 3/4 objętości płynu wysiękowego, z którego komórki odwirowane 
i zawieszone w soli fizjologicznej wstrzykiwano dootrzewnowo trzeciej 
grupie szczurów. Każdy szczur z tej grupy otrzymał w przybliżeniu 
200 milionów komórek piętnowanych trytowaną tymidyną. Następnie, co 
jedną lub dwie godziny, zabijano po dwa szczury z każdej grupy. W celu 
zatrzymania mitoz podawano kolcemid (0,01 mg na szczura) na godzinę 
przed sekcją. Podczas sekcji pobierano płyn wysiękowy, z którego spo
rządzano preparaty autoradiograficzne, na których zliczano procenty zna
kowanych mitoz oraz procent komórek podziałowych.

Rezultaty ze zliczeń odsetka komórek metafazalnych wskazują, że 
u zwierząt z nietkniętym płynem wysiękowym, jak i tych, którym zmniej
szono objętość płynu wysiękowego przez aspirację, procent mitoz utrzy
muje się na stałym poziomie, podczas gdy po przeszczepieniu wyraźnie
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komórek
nowemu biorcy procent znakowanych mitoz
u dawców materiału komórkowego oraz u szczurów z nietkniętym płynem 
wysiękowym utrzymuje się na wysokości ponad 98% (rys. 3). Wyniki te

Rys. 2. Z m iany  w  indeksach  m ito tycznych  ko m ó rek  r a k a  E hrlicha; •  — u  szczurów  
kon tro lnych , X — u szczurów  z częściowo u su n ię ty m  p ły n em  w ysiękow ym , O  — po

przeszczepieniu  now ym  biorcom

Rys. 3. Z m iany  odsetka  znakow anych  mitoz kom órek  ra k a  E hrlicha  po w ie lok ro tnym  
podan iu  znakow ane j tym idyny ; •  — u szczurów  kon tro lnych , X — u  szczurów  
z częściowo u su n ię ty m  p ły nem  w ysiękow ym , O — po przeszczepieniu  now ym  biorcom

wskazują, że istnieje pewna frakcja komórek zatrzymanych w okresie 
posyntetycznym; zatrzymanie to trw a przez czas dłuższy niż czas poda
wania izotopu. Blok taki jest odwracalny po przeszczepieniu nowotworu 
nowemu gospodarzowi. Usunięcie natomiast znacznej ilości płynu wysię
kowego nie wywołuje tego efektu.

7 — P o s t ę p y  B io l .  K o m .  4/77
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2. W Y Ł Ą C Z A N I E  SIĘ  K O M Ó R E K  W  F A Z I E  G ,  Z P R O L I F E R A C Y J N E J  F R A K C J I  N O W O T W O R U
( D O Ś W I A D C Z E N I E  6)

Celem tego doświadczenia było sprawdzenie czy utrata komórkowa 
podczas regresji nowotworu przebiega w sposób losowy, czy też istnieje 
selektywne ich wyłączanie z jakiejś fazy cyklu mitotycznego. Ekspery
menty przeprowadzono na komórkach białaczkowych LBN/b-3 [76] 
wszczepionych immunizowanym myszom oraz na raku Ehrlicha w okre
sie regresji nowotworu [41]. Metoda, którą użyto w tych eksperymentach, 
jest kombinacją znanego sposobu określania czasu syntezy DNA [9] 
z krótkotrwałym blokiem w okresie mitozy.

W okresie regresji raka Ehrlicha u szczurów wstrzykiwano do- 
otrzewnowo trytowaną tymidynę w dawce 100 uCi, a po 30 min aspiro
wano około 0,3 ml płynu wysiękowego. Z pobranej próbki sporządzano 
rozmazy, które pokrywano emulsją autoradiograficzną. Natychmiast po 
pobraniu szczurom takiej próbki płynu wysiękowego, wstrzykiwano tymi
dynę. Po następnych 30 min zwierzęta uśmiercano i sporządzano prepa- 
raty autoradiograficzne z płynu wysiękowego.

Na preparatach zliczano procent znakowanych komórek. W prepa
ratach pobranych po drugiej iniekcji zliczano również odsetek komórek 
zatrzymanych w metafazie. Z różnicy między odsetkiem znakowanych ko
mórek w preparatach wykonanych po drugiej iniekcji a odsetkiem komó
rek znakowanych po pierwszym wprowadzeniu trytowanej tymidyny okre
ślono procent komórek wchodzących w okres syntezy.

W przypadku białaczki LBN/b-3 myszom immunizowanym oraz 
z grupy kontrolnej wstrzykiwano dootrzewnowo po 40 X 106 komórek 
białaczkowych, a 24 godz. później podawano trytowaną tymidynę. Po 
upływie 30 min. połowę zwierząt z każdej grupy zabijano, a z komórek 
wysiękowych sporządzano preparaty autoradiograficzne. Pozostałej poło
wie zwierząt z każdej grupy podawano trytowaną tymidynę, w 30 min. 
później kolcemid, a po następnych 30 min. wstrzykiwano po raz drugi 
trytowaną tymidynę. Po upływie następnych 30 min. wykonywano sekcje 
i sporządzano preparaty, które następnie pokrywano emulsją autoradio
graficzną. Tak samo jak w poprzednich eksperymentach, na autoradio- 
gramach zliczano odsetek znakowanych komórek oraz procent metafaz. 
Procent komórek wchodzących w okres syntezy DNA określano z różnicy 
między średnią wartością odsetka znakowanych komórek otrzymanych po 
drugiej iniekcji znakowanego prekursora a odsetkiem znalezionym po 
pierwszej iniekcji trytowanej tymidyny. Procent komórek wchodzących 
w mitozę jest określony procentem komórek zatrzymanych w metafazie. 
W ten sposób określano na drodze eksperymentalnej procent komórek 
wchodzących w okres syntezy DNA, jak i mitozy.

Wypada tu wyjaśnić, że w czasie wzrostu nowotworu nie wszystkie

http://rcin.org.pl



P O P U L A C J A  K O M Ó R K O W A  N O W O T W O R Ó W 42 .1.

komórki po podziale mitotycznym docierają do następnej mitozy. Wy
padanie ich z cyklu mitotycznego może być losowe bądź też selektywne 
w którejś z faz cyklu mitotycznego. Chcąc porównać wyniki eksperymen
talne otrzymane w dwóch skrajnych sytuacjach, tzn. podczas wzrostu oraz 
podczas regresji nowotworu, należy wstępnie poznać teoretycznie obliczo
ne wartości tych parametrów. W obecnej pracy przeprowadzono obliczenia 
dla teoretycznego założenia, że utrata  komórkowa zachodzi na terenie 
cyklu mitotycznego w sposób losowy. Warunkom tym odpowiada kompu
terowy model SAB 2 wprowadzony przez Steela [72, 74]. Dla otrzymania 
teoretycznych wartości odsetków komórek wchodzących losowo w okres 
syntezy DNA i mitozy niezbędna jest znajomość następujących parame
trów: czas cyklów mitotycznych oraz jego faz, frakcja wzrostowa, współ
czynnik utraty komórkowej oraz czas podwojenia populacji. Na podstawie 
tych parametrów dr J. Blinowski z Katedry Fizyki Teoretycznej UW 
opracował program, stanowiący podstawę do wykonania obliczeń.

Eksperymenty przeprowadzono na komórkach raka Ehrlicha oraz ko
mórkach białaczkowych w okresie ich regresji. Wyniki porównywano 
z otrzymanymi podczas progresywnego wzrostu tych samych nowotworów 
w analogicznych okresach czasu po wszczepieniu komórek (tabela 2).

TABELA 2. Odsetki komórek wchodzących w okres syntezy DNA i mitozę podczas progresywnego 
wzrostu oraz podczas regresji nowotworów. W tabeli podano dane otrzymane na podstawie

obliczeń teoretycznych oraz eksperymentalnych

Rodzaj
nowotworu

Nosiciel
nowotworu

(liczba
zwierząt)

Procent komórek wchodzących 
w okres syntezy DNA

Procent komórek wchodzących
w mitozę

progresja regresja progresja regresja
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Rak Ehrlicha
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(8)

s#

O 10,1
±2 ,0

1 |

4,4 5,0
±0,9

i

szczur
(8) !

I 6,2 10,
±1,3

1

{

t

1

3,6 ! 2,0 ±  
0,6

mysz
(20)

8,9 ! 9,0 4,2

1

4,0

LBN/b-3 mysz | 1

! immuniz. 9,3 10,0 | 3,9 1,5
(20) l 1 1

Stwierdzono, że procent komórek wchodzących w okres syntezy DNA 
w nowotworach ulegających regresji był bardzo zbliżony do procentów 
iakich w nowotworach rosnących progresywnie oraz zbliżony do wartości
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przewidywanych na drodze teoretycznych obliczeń. Inaczej przedstawia 
się sprawa wchodzenia komórek w podziały mitotyczne. Znalezione na 
drodze eksperymentalnej procenty komórek w metafazie są znacznie niż
sze w nowotworach ulegających regresji niż rosnących progresywnie; są 
one również niższe od przewidywanych teoretycznie.

Przedstawione doświadczenie obaliło hipotezę o losowym wypadaniu 
komórek z cyklu mitotycznego podczas immunologicznej regresji nowo
tworu. Zwiększa to prawdopodobieństwo hipotezy drugiej, że wypadanie 
takie dotyczy głównie komórek w fazie G2.

Podsumowując: w okresie zanikania raka Ehrlicha u szczurów za
chodzi w komórkach blok w fazie G2 oraz wyłączanie z cyklu mitotycz
nego; procesy te nie mają cech losowych.

3. W R A Ż L I W O Ś Ć  K O M Ó R E K  N O W O T W O R O W Y C H  N A  IM M U N O C Y T O L IZ Ę
(D O Ś W I A D C Z E N I E  7)

Celem doświadczeń było sprawdzenie czy wrażliwość komórek bia- 
łaczkowych wobec uszkadzającego działania przeciwciał zmienia się w za
leżności od okresu wzrostu nowotworu oraz od okresów cyklu mitotycz
nego. Istota doświadczeń polegała na rozdziale komórek białaczkowych na 
skokowym gradiencie fikolu z następową ekspozycją rozdzielonych ko
mórek na przeciwciała cytotoksyczne w obecności dopełniacza.

Materiał doświadczalny stanowiła białaczka wywołana w Instytucie 
Fibigera przez dra U. Key’a u myszy DBA2 przez dożylne wstrzyknięcie 
zawiesiny metylocholantrenu. Nowotwór ten początkowo przeszczepiany 
był przez dożylne wstrzyknięcia zawiesiny komórek śledzionowych, a na
stępnie przez dootrzewnowe wstrzyknięcia płynu wysiękowego. W w a
runkach hodowlanych poza ustrojem komórki te rosną w postaci zawie
siny w płynie Eagla wzbogaconym surowicą cielęcą oraz glutaminą. Dzięki 
uprzejmości dra U. Key’a białaczka ta została nam udostępniona i prze
niesiona do naszego Zakładu w roku 1974.

W badaniach własnych stwierdzono, że w teście cytotoksycznym 
według Schlesingera [67] na powierzchni komórek białaczkowych nie 
występuje antygen theta. Ponadto okazało się w badaniach wykonanych 
metodą immunofluorescencji przy użyciu króliczej surowicy przeciw m y
sim gamma globulinom, że komórki tej białaczki nie mają na swej po
wierzchni gammaglobulin.

Nowotwór ten po dootrzewnowym wszczepieniu myszom DBA2 roś
nie w postaci wysięku, jednakże część komórek wysiewa się do obwo
dowych węzłów chłonnych oraz do śledziony, prowadząc do splenome- 
galii. Średni czas przeżycia myszy po wszczepieniu komórek w dawce 
106 wynosił 8 dni. Przeprowadzone badania cyklu mitotycznego wykona
ne na piąty dzień po dootrzewnowej implantacji nowotworu wykazały,
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że czas cyklu mitotycznego wynosił 13,5 godz., natomiast brak było okre
su Gj, czas okresu syntezy wynosił 12 godz., czas okresu G2 — 1,5 godz. 
W populacji komórek białaczkowych oprócz komórek dzielących się wy
stępowało około 30°/o komórek spoczynkowych — G0.

W doświadczeniach nad rozdziałem komórek w gradiencie fikolu wy
sięk białaczkowy pobierano na 3, 4 oraz na 5 dzień po dootrzewnowym 
wszczepieniu nowotworu. Pobrane komórki przepłukiwano 0,037 M roz
tworem EDTA, a następnie płukano w chlorku amonu (0,93°/o) w celu 
usunięcia krwinek czerwonych. Po ostatnim wirowaniu osad komórkowy 
zawieszano w 5-procentowym roztworze fikolu w płynie Parkera.

Skokowy gradient fikolu uzyskiwano przez nawarstwianie w probów
ce wirówkowej kolejnych rozcieńczeń fikolu w płynie Parkera. Idąc od 
dołu probówki poszczególne warstwy roztworów fikolu o objętości 2 ml 
każda miały następujące stężenia: 27, 25, 22, 19 i 15%.

Komórki białaczko we zawieszone w 5-procentowym roztworze fikolu 
nakładano na gradient. Następnie probówki z nawarstwionymi komórkami
wirowano z szybkością 1500 obr./min na wirówce MSE przez 30 min 
w temperaturze pokojowej. W wyniku tego postępowania zawiesina ko
mórek białaczkowych rozdzielała się na 4 frakcje: pierwsza frakcja leżała 
na pograniczu rozcieńczeń 5/15, druga — 15/19, trzecia — 19/22, czwar
ta — 19/25. Komórki z poszczególnych warstw  delikatnie zbierano pi
petą i oczyszczano z fikolu przez wielokrotne wirowanie w płynie Par
kera. Następnie poszczególne próbki przenoszono do płynu Parkera z do
datkiem 10% surowicy cielęcej oraz vinblastyny. Po 2-godzinnej inku
bacji w naczyniach hodowlanych w temperaturze 37°C sporządzano 
preparaty. Przeglądając 1000 komórek, zliczano komórki metafazalne. 
Stwierdzono, że najwyższe procenty mitoz występują w hodowlach z w ar
stwy trzeciej i czwartej, a najniższe z warstwy pierwszej.

Rozmieszczenie komórek będących w fazie syntezy DNA badano me
todą autoradiografii w następujący sposób. W piątym dniu po wszczepie
niu myszom DBA2 białaczki wstrzykiwano trytowaną tymidynę w dawce 
25 uCi na mysz, a w godzinę później pobierano płyn wysiękowy. Komórki 
białaczkowe rozdzielano na gradiencie fikolu (jak w opisanych już do
świadczeniach). Z poszczególnych warstw sporządzano preparaty auto- 
radiograficzne. Zliczanie komórek wykazało, że w warstwie pierwsze] 
zaledwie 12% komórek ma piętno izotopowe, w warstwie drugiej i trze
ciej — 85%, a w warstwie czwartej — 62%.

Testy cytotoksyczne według metody Schlesingera [67] z użyciem błę
kitu trypanu wykonywano w następujący sposób. Próbki komórek z kolej
nych warstw gradientu zawieszano w płynie Parkera, tak aby w 1 ml 
było 106 komórek, z czego pobierano do testu 50 ul. Surowicę odpornościo
wą otrzymano przez 3-krotną immunizację dootrzewnową szczurów ko
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morkami białaczkowymi. Surowice te przed użyciem absorbowano normal
nymi limfocytami myszy DBA2, a do testu używano jej w rozcieńczeniu 
1/64. Jako dopełniacza używano liofilizowaną surowicę świnki morskiej. 
Przed przystąpieniem do testu sprawdzano żywotność badanych komórek; 
nie wykonywano testu, gdy procent martwych komórek przekraczał 10.

Testy cytotoksyczne wykonane na komórkach z poszczególnych 
warstw wykazały, że 3 i 4 dnia po przeszczepieniu, a więc w okresie 
logarytmicznego wzrostu białaczki, frakcje rozdzielone na gradiencie fi- 
kolu nie różnią się pod względem odsetka komórek martwych. Inny był 
wynik podobnych badań wykonanych na komórkach pobranych na 5 
dzień po przeszczepieniu białaczki, a więc w stacjonarnej fazie jej wzro
stu. Wtedy w warstwie trzeciej i czwartej stwierdzano najwyższe od
setki komórek martwych.

Przedstawione wyniki można interpretować następująco: Komórki 
z płynu wysiękowego rozdzielają się na skokowym gradiencie fikolu we
dług wielkości poszczególnych elementów [31]. Można więc przewidywać, 
że do warstwy najniższej — o największym stężeniu fikolu — przechodzą 
komórki największe, a więc po dokonanej syntezie DNA. W najwyższej 
warstwie powinny zatrzymać się komórki najmniejsze, jakimi są elementy 
tuż po podziale mitotycznym.

Zgodnie z tymi przewidywaniami (tabela 2) w warstwie pierwszej 
znaleziono niewielki odsetek komórek wyznakowanych i figur mitotycz- 
nych, można więc przypuszczać, że są to komórki spoczynkowe z fazy G0 
oraz niewielki odsetek z późnych okresów cyklu mitotycznego. Można 
przypuszczać, że w tej frakcji rozdziału zatrzymała się również pewna 
liczba limfocytów normalnych jaka towarzyszy białaczce. W warstwie 
drugiej i trzeciej stwierdzono najwyższy odsetek komórek w fazie S oraz 
wzrastającą liczbę komórek metafazalnych. W warstwie czwartej komórki 
wyznakowane należy uznać za komórki w końcowej fazie syntezy DNA, 
nie wyznakowane zaś za komórki z okresu G2, na co jednak brak bez
pośrednich dowodów. Zmienność taka natomiast nie zależy od pozycji 
w cyklu mitotycznym komórki proliferującej.

Okazało się, że w okresie progresywnego wzrostu białaczki odsetek 
komórek ulegających cytotoksycznemu działaniu surowicy w obecności 
dopełniacza jest podobny we wszystkich frakcjach. W fazie stacjonarnej 
wzrostu we wszystkich frakcjach zwiększa się odsetek komórek martwych
w porównaniu z okresami progresywnego wzrostu. Zaznacza się ponadto 
zwyżka tego odsetka we frakcjach trzeciej i czwartej, co uwidacznia 
ostatnia kolumna w tabeli 2. Ponieważ w tym  okresie wzrostu znaczna 
liczba komórek ulega zablokowaniu w okresie G2, można przyjąć, że są 
to właśnie te elementy, których uszkodzenie odpowiada za podwyższenie 
wyników w tekście cytotoksycznym z frakcji trzeciej i czwartej. Można
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więc sądzić, że komórki zablokowane w fazie G2 odznaczają się szczegól
ną wrażliwością na cytotoksyczne działanie przeciwciał.

W przeglądzie piśmiennictwa na stronicach 408 i 409 cytowaliśmy 
szereg eksperymentów dotyczących zróżnicowanej wrażliwości komórek 
z różnych okresów cyklu mitotycznego na uszkadzające działanie prze
ciwciał bądź też uczulonych limfocytów. Doświadczenia te wykonane 
były na komórkach hodowanych i synchronizowanych in vitro. Trudności 
wynikające z badań nad wzrostem nowotworów w organizmie, a w szcze
gólności synchronizacji wzrostu, zostały pokonane w obecnej pracy przez 
rozdział populacji komórek nowotworowych na gradiencie fikolu. Dzięki 
temu kolejne frakcje o coraz to większym ciężarze właściwym komórek 
były wzbogacane o składniki z poszczególnych faz cyklu mitotycznego.

Wyniki otrzymane z doświadczeń na materiale pobranym na 3 i 4 
dzień po implantacji nowotworu wskazują, że w żadnej z faz cyklu mito
tycznego nie ujawnia się selektywna wrażliwość komórek. Dopiero ko
mórki pobrane na 5 dzień wykazują podwyższoną podatność na immuno
cytolizę we wszystkich frakcjach, a szczególnie we frakcji 3 i 4.

Rozdział w gradiencie fikolu prowadzi do wzbogacenia frakcji ko
mórek w elementy z poszczególnych okresów cyklu mitotycznego, co jed
nak nie jest jednoznaczne z synchronizacją. Mimo to w eksperymentach 
tych rysuje się duża powtarzalność wyników w poszczególnych grupach. 
Można więc sądzić, że we wszystkich badanych terminach po przeszcze
pieniu rozdział populacji komórkowej w gradiencie fikolu jest podobny. 
Tym samym zwiększona podatność na immunocytolizę komórek nowo
tworowych w późniejszym terminie po przeszczepieniu wydaje się być 
związana z jakąś nową cechą pojawiającą się w populacji komórkowej 
w zaawansowanej fazie wzrostu badanej białaczki.

Zmienna podatność na cytotoksyczne działanie przeciwciał w zależ
ności od okresu wzrostu nowotworu zależy najprawdopodobniej od róż
nego nasilenia ekspresji antygenów na powierzchni.

Doświadczenia nasze pozwalają na włączenie się do istniejącej w pi
śmiennictwie dyskusji nad pytaniem, czy zatrzymanie komórek w okresie 
G2 cyklu mitotycznego jest wynikiem działania swoistych inhibitorów 
zwanych chalonami, czy też jest wyrazem działania sił odpornościowych 
gospodarza. Warto tu przypomnieć, że zatrzymywanie komórek w okresie 
Go stwierdzano w tkankach normalnych [28, 57], a inhibitory tego okresu 
zostały zaliczone przez Boulogha i Laurence [12] do chalonów. Jeżeli 
chodzi o komórki nowotworowe, to można tu  przytoczyć badania Bichela 
i Dombernowskiego [7, 8] nad rakiem Ehrlicha oraz nowotworem JB-1 
wT zaawansowanych okresach ich wzrostu. Według tych badaczy zatrzy
manie komórek w okresie G2 jest wynikiem działania specyficznych inhi
bitorów okresu G, — mianowicie chalonów.
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Z drugiej strony opisano doświadczenia, które przemawiają za udzia
łem mechanizmów immunologicznych w zatrzymywaniu komórek w okre
sie G2 cyklu mitotycznego. De Cosse i Gelfant [20] wykazali, że komórki 
raka Ehrlicha mogły ponownie wchodzić w okres mitozy po stłumieniu 
naporu odczynów immunologicznych przez wstrzyknięcie surowicy anty- 
limfocytarnej. W badaniach nad mięsakami szczurzymi wywołanymi me- 
tylocholantrenem Post i Hoffman [59] znajdowali komórki zatrzymane 
w okresie G2 cyklu; blok ten tłumaczyli działaniem sił odpornościowych.

Własne doświadczenia zdają się przemawiać raczej za rolą mechaniz
mów immunologicznych niż chalonów w blokadzie fazy G2. W badaniach 
nad białaczką mechanizm immunologiczny tego bloku zależy niewątpliwie 
od wcześniejszego uodpornienia biorcy nie zaś od chalonów, gdyż ich 
obecność — jak to wynika z piśmiennictwa — można wykazać było 
wyłącznie w zaawansowanym okresie wzrostu. W doświadczeniach nad 
rakiem Ehrlicha odrzucanym przez obcogatunkowego gospodarza udało 
się wykazać, że komórki w okresie G2 są wyłączane z proliferacyjnej 
frakcji nowotworu. W analogicznym czasie po wszczepieniu nowotworu 
myszom — a więc gatunkowo zgodnym gospodarzom — nie obserwowano 
tego zjawiska. Przemawia to również za hipotezą o immunologicznych 
mechanizmach wyłączania komórek w okresie G2. Zawiska blokowania 
komórek w okresie G2 nie obserwowano u zwierząt, którym częściowo 
usunięto płyn wysiękowy, co świadczy, że blok w okresie G2 (częściowo 
odwracalny) nie zależy od stopnia stłoczenia komórek w jamie otrzewnej 
(inhibicja kontaktowa), a więc od dużej liczby komórek, zależy natomiast 
od natężenia odczynów immunologicznych. W przedstawionych doświad
czeniach wykazano, że komórki raka Ehrlicha mogły być zatrzymane 
w okresie G2 na czas wynoszący co najmniej 20 godz. i że blok ten 
jest odwracalny.

Ponadto — w dalszym etapie badań — stosując technikę podwój
nego znakowania, skojarzoną z krótkotrwałym blokiem w okresie mitozy, 
mogliśmy wykazać, że wypadaniu komórek z cyklu mitotycznego pod
legają głównie komórki z okresu G2 i że proces ten nie ma charakteru 
losowego. Warto dodać, że inaczej wygląda kinetyka wypadania komórek 
z cyklu reprodukcyjnego podczas postępującego wzrostu nowotworu. Wy
padanie to odbywa się w każdej fazie cyklu mitotycznego i jest zgodne 
z teoretycznym modelem utraty komórkowej — losowej — opisanym przez
Steela [72, 74].

Dotychczasowa dyskusja — prowadząca do stwierdzenia, że podczas 
regresji nie zmienia się ani długość cyklu mitotycznego, ani jego faz — 
nie wyjaśnia bynajmniej mechanizmów, jakie prowadzą do depopulacji 
komórek nowotworowych, a więc zmniejszania się masy guza. Hipotezy 
na temat zaniku nowotworów w następstwie odpowiedzi immunologicz-
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nej są w piśmiennictwie najczęściej oparte na spekulacjach nad zmianami 
w ekspresji antygenów powierzchniowych w hodowli in vitro. Cikes [16, 
17] w swoich rozważaniach nad podatnością komórek na immunocytolizę 
doszedł do wniosku, że może to być związane z ilością komponent an ty
genowych na powierzchni komórki. Lerner i wsp. [51] uważają, że stan 
zmienionej podatności może być wynikiem przegrupowania komponent 
antygenowych na powierzchni komórki. Swet-Mołdawski i wsp. [50] 
przypuszczają, że zwiększona podatność komórek w pewnym momencie 
okresu Gj (Glu) jest wynikiem zmienionej wrażliwości na induktory mor- 
fogenetyczne. Pellegrino i wsp. [58] uważają, że nie ma korelacji między 
ilością komponent antygenowych na powierzchni komórki a jej podatnością 
na immunocytolizę. Brak wrażliwości w okresie G, tłumaczą oni możli
wością naprawy uszkodzeń litycznych, która jest utrudniona w innych 
okresach cyklu mitotycznego.

Z nielicznych publikacji dotyczących nowotworów rosnących w orga
nizmie wynika, że w populacji komórkowej podlegającej silnemu naporowi 
immunologicznemu znaczna część komórek ulega zablokowaniu w okresie 
G2 swego cyklu mitotycznego [20, 39, 59]. Spostrzeżenia te potwierdzają 
wyniki otrzymane w obecnej pracy. Istnienie frakcji komórek nowotwo
rowych zatrzymanych w pewnych okresach cyklu mitotycznego, a zwła
szcza podczas immunologicznej regresji guza, może rzucać pewne światło 
na mechanizmy prowadzące do zmniejszania się jego rozmiarów. Również 
można przypuszczać, że istnienie takich bloków w warunkach normalnych 
jest częściowo spowodowane przez odczyny immunologiczne organizmu 
nosiciela nowotworu.

W mechanizmach eliminacji komórek z populacji komórkowej guza 
podczas regresji immunologicznej możemy wyróżnić dwa efekty przeja
wiające się na poziomie komórek docelowych: (a) cytotoksyczny oraz 
(b) cytostatyczny.

Pierwszy z nich — zgodnie z poglądami współczesnej immunologii — 
ma charakter swoisty i jest wynikiem działania zabójczych limfocytów 
(killer cells) na odpowiednią komórkę docelową.

Efekt cytostatyczny odczynu immunologicznego znany z niektórych 
testów i doświadczeń in vitro [81] nie został dotychczas — jak się wy
daje — zdefiniowany w piśmiennictwie w odniesieniu do nowotworów 
rosnących w organizmie. Próbę zdefiniowania immunologicznego efektu 
cytostatycznego rozpocznę tutaj od interpretacji własnych badań nad blo
kiem w fazie G2 komórek raka Ehrlicha w czasie jego regresji u hetero- 
logicznego gospodarza oraz białaczki LBN/b-3.u immunizowanych biorców.

W bloku fazy G2 można wyróżnić dwa podokresy:
1. fazę odwracalną — w której komórki uwolnione spod działania 

efektorów odpowiedzi immunologicznej mogą wejść w nowy cykl prolife-
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racyjny. Takie zwolnienie bloku może nastąpić albo przez przeszczepienie 
zanikającego nowotworu nowemu nieuodpornionemu biorcy, albo przez 
immunosupresję nosiciela, którego reakcja doprowadziła do bloku G2 [201;

2. fazę nieodwracalną — w której komórki po zabiegach zwalniają
cych blok, nie przejawiają zdolności do proliferacji.

Nieodwracalna faza bloku G2 odpowiada pojęciowo efektowi cytosta
tycznemu. „Efekt cytostatyczny” nie oznacza jeszcze śmierci komórki, 
mówi natomiast o tym, że

1. komórka jest niezdolna do podziałów i wyłączona z cyklu mito
tycznego;

2. jej działalność życiowa jest nastawiona na syntezę różnych białek, 
np. antygenów powierzchniowych, rogowacenia w przypadkach raków 
pochwy (obserwacje Duxa — nie publikowane) kolagenu itp.;

3. odznacza się szczególną wrażliwością na przeciwciała w obecności 
komplementu w teście cytotoksycznym z błękitem trypanu. Mogliśmy to 
wykazać w doświadczeniu 7 dotyczącym rozdziału komórek białaczkowych 
w gradiencie stężeń fikolu;

4. podlega procesowi zwyrodnienia z nagromadzeniem się wodniczek 
lisosomalnych (autoliza, karioliza). Taka wyrodniejąca komórka może 
łatwo ulegać zniszczeniu na drodze nieswoistych mechanizmów (działanie 
makrofagów, granulocytów);

5. komórka ma mniejsze zdolności reparacyjne.
Podsumowując — komórki niezdolne do odmładzania przez podziały 

mitotyczne mają mniejszą żywotność, ulegają zwyrodnieniu, starzeją się, 
po czym następuje śmierć przez mechanizmy swoiste lub nieswoiste, np. 
z udziałem makrofagów.

Efekt cytostatyczny — stosunkowo łatwy do opisania na poziomie 
komórkowym i sprawdzalny przy użyciu testów in vitro — jest trudny 
do oceny na poziomie populacji komórkowej in vivo. W obecnej pracy 
przyjęliśmy, że efekt cytostatyczny odpowiedzi immunologicznej przejawia 
się w nowotworze obniżeniem się frakcji komórek proliferujących, czyli 
frakcji wzrostowej.

Konfrontacja przedstawionych rozważań z aktualną wiedzą o immu
nologicznych mechanizmach odrzucania względnie tolerancji niezgodnych 
przeszczepów, jak również wnioski z niektórych własnych doświadczeń 
(np. doświadczenie 8) wskazują, że swoisty efekt cytotoksyczny jest w y
razem działania swoiście uczulonych limfocytów T, natomiast w efekcie 
cytostatycznym biorą udział mechanizmy humoralne. Zamierające komórki 
po okresie cytostazy są najprawdopodobniej niszczone przez makrofagi 
oraz granulocyty.

Nie dysponujemy doświadczeniami, które by w bezpośredni sposób 
informowały, jaki jest immunologiczny mechanizm bloku G2 i cytostazy.
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Ponieważ blok zachodzi jako efekt odpowiedzi immunologicznej bez 
uśmiercania komórki, możemy wyłączyć funkcję zabójczą limfocytów T; 
najprawdopodobniej dochodzi do opłaszczania komórek przez swoiste 
przeciwciała, które wiążą się z powierzchniowymi determinantami an ty 
genowymi. Opłaszczanie takie daje dwa efekty. Pierwszy z nich polega 
na osłonięciu determinant antygenowych na powierzchni komórki przed 
uczulonymi limfocytami [18, 32]. Drugą konsekwencję przedstawiamy jako 
teoretyczny postulat, że z powierzchni komórki opłaszczonej przez swoiste 
przeciwciała została przekazana w jakiś sposób informacja (sygnał) do 
wnętrza komórki, której odczytanie powoduje zatrzymanie cyklów po
działowych.

Efekt cytostatyczny odpowiedzi immunologicznej nie zawsze polega 
na bloku w fazie G2; podobne bloki obserwowaliśmy w fazie G: w gru-
czolakoraku sutka (porównaj doświadczenie 4).

Myślę również, że opisany przez nas efekt cytostatyczny może być 
analogią do działania niektórych leków onkostatycznych oraz substancji 
blokujących proliferację komórkową, które nie zabijają komórki wprost, 
lecz zatrzymują je w funkcjach podziałowych, np. blok w metafazie (kol- 
chicyna), blok w fazie S (nadmiar tymidyny, hydroksymocznik). Również 
leki stosowane w hormonoterapii działają na nowotwór przez efekt cyto
statyczny, nie zaś cytotoksycznie [44, 30].

Efekt cytostatyczny odpowiedzi immunologicznej może stanowić mo
del dla mechanizmów regulacji tkanek prawidłowych, jeżeli uwzględni 
się podobieństwo między opisanymi przeze mnie blokami a fizjologicznym 
wyłączaniem komórek z cyklu mitotycznego i przejściem ich w tzw. 
fazę G0. Rozważania nad efektem cytostatycznym można by uogólniać na 
inne jeszcze tereny fizjologii wzrostu i różnicowania, choć łatwiej byłoby 
tu  o spekulacje niż o dowody doświadczalne.

ZA G N IEŻD ŻA N IE SIĘ  I W ZRO ST K O M Ó REK  NOW OTW OROW YCH 
W PŁU C A C H  W ZALEŻNOŚCI OD STA N U  IM M U N O LO G ICZN EG O  U ST R O JU

W poprzednio opisanych doświadczeniach materiałem były nowo
twory wszczepiane podskórnie albo dootrzewnowo. Przyjęcie się i wzrost 
takich przeszczepów wymagają wprowadzenia do organizmu dostatecznie 
wielkiej liczby komórek; przy dawce zbyt małej nie dochodzi do wzrostu 
guza albo wzrost jest nieregularny i rozpoczyna się u niektórych tylko 
osobników. Szczególnie interesujący materiał badawczy stanowią nowo
twory, które po dożylnym wprowadzeniu rozproszonej zawiesiny komór
kowej mogą zagnieżdżać się w płucach i rosnąć w postaci mnogich 
guzków. Istnieją dowody, że każdy z tych guzków jest rozrośniętym kio-

i

nem, wywodzącym się z jednej komórki; stąd liczba guzków pozwala
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określić odsetek komórek z zawiesiny wprowadzonej dożylnie zatrzymu
jących się w naczyniach włosowatych płuc ze zdolnością do zagnieżdżania 
się i wzrostu. Komórki takie zostały nazwane przez Lamertona [49] klono- 
gennymi.

Opisana metoda wszczepiania nowotworu wydała się szczególnie cen
na w badaniach zmierzających do poznania mechanizmów immunologicz
nych ustroju, które sprzyjają zagnieżdżaniu się i wzrostowi krwiopochod
nych komórek nowotworowych w płucach względnie utrudniają ten pro
ces. Z badań takich wyłaniają się również wnioski, które naświetlają 
problemy przerzutów nowotworowych.

Do doświadczeń użyto przeszczepialnego nowotworu płuc myszy 
BALB/c (sarcoma — mięsak, L-l). Guz ten znaleziono podczas sekcji 
myszy BALB/c, a następnie przeszczepiano podskórnie myszom tego sa
mego szczepu. W obecnej pracy używano materiału nowotworowego 
z 6—10 podskórnego pasażu guza.

Sporządzanie zawiesiny komórkowej. Zawiesiny otrzymywano przez 
dokładne pocięcie uprzednio wyłuskanego guza. Następnie rozdrobnione 
fragmenty po oczyszczeniu z tkanek martwiczych poddawano działaniu
0.04% trypsyny i 0,04% kolagenazy w płynie Parkera, do którego doda
wano nieznaczne ilości DNA-azy. Trawienie enzymatyczne odbywało się 
w temperaturze pokojowej i na mieszadle magnetycznym przez jedną 
godzinę. Produkt trawienia przepuszczano przez gazę, na której zatrzy
mywały się większe fragmenty. Przesączoną zawiesinę przemywano kilka
krotnie płynem Parkera i wreszcie sporządzano podstawową zawiesinę, 
której 0,2 ml zawierało 5 X 103 żywych komórek.

W strzyknięcia podskórne. Po implantacji podskórnej 0,5 X 106 ko
mórek przeżycie zwierząt waha się w granicach 60—70 dni. Podczas sekcji 
przeprowadzonej w okresie 60—70 dni po implantacji nowotworu znajduje 
się pojedyncze przerzuty w płucach. Tylko sporadycznie spotyka się 
przerzuty w wątrobie, sercu oraz w opłucnej. Często dochodzi do spleno- 
megalii. Do zapoczątkowania wzrostu podskórnego wystarczy 3500 komó
rek. Przy obniżeniu dawki wstrzykniętych komórek do 1700 nie obser
wuje się wzrostu.

Wstrzyknięcia dożylne. Zawiesiny komórkowe wprowadzano do żyły 
ogonowej myszy podczas lekkiej narkozy eterowej. W czasie autopsji — 
wykonywanej w okresie 2—4 tygodni po wprowadzeniu dożylnym — ba
dano liczbę guzków nowotworowych na terenie płuc metodą Hilla i Busha 
[34]. Metoda ta polega na wypełnieniu płuc przez tchawicę mieszaniną 
utrwalacza z tuszem chińskim. Po takim utrwaleniu na tle czarnej po
wierzchni płuc uwidaczniają się białe pojedyncze i łatwe do zliczenia
guzki nowotworowe.
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1. W P Ł Y W  N A P R O M I E N I O W A N I A  M Y S Z Y  N A  L I C Z B Ę  G U Z K Ó W  N O W O T W O R O W Y C H
W P Ł U C A C H  P O  D O Ż Y L N Y M  W S T R Z Y K N I Ę C I U  K O M Ó R E K  M I Ę S A K O W Y C H

(D O Ś W I A D C Z E N I E  8)
W

W piśmiennictwie znane są doświadczenia, z których wynika, że po 
dożylnym wstrzyknięciu komórek nowotworowych zwierzętom napromie
nianym na całe ciało promieniami X liczba guzków nowotworowych jest 
wyższa niż u zwierząt kontrolnych. Niektórzy autorzy tłumaczyli taki 
wynik obniżeniem odporności przez promieniowanie [54, 83], Thompson 
[79] natomiast uważa, że uszkodzenie popromienne naczyń włosowatych 
ułatwia zagnieżdżanie się komórek nowotworowych.

Aby wyjaśnić rolę układu immunologicznego w omawianym zjawisku, 
wykonano doświadczenia, których zasadą było wstrzykiwanie dożylne ko
mórek nowotworowych biorcom z różnymi defektami w mechanizmach 
odpowiedzi immunologicznej. W szczególności chodziło tu o wybiórcze 
wyłączenie limfocytów T, którym przypisuje się główną rolę w nadzorze 
immunolpgicznym [14].

Utworzono następujące grupy myszy:
1. myszy normalne — nietknięte — stanowiące materiał kontrolny;
2. myszy napromieniane dawką letalną promieniowania X (900 R) 

na całe ciało, a następnie rekonstytuowane komórkami szpiku kostnego, 
wstrzykniętymi dożylnie w dawce 20 X 106 komórek. Myszy te stanowiły 
grupę bez komórek T;

3. myszy napromieniane letalnie i rekonstytuowane mieszaniną ko
mórek ze szpiku kostnego (20 X 106) i komórek grasicy (50 X 106). Była 
to grupa myszy napromienianych z pełną rekonstrukcją;

4. oddzielne grupy stanowiły myszy, którym usunięto grasicę w ciągu 
24 godz. po urodzeniu;

5. myszy nietknięte, będące w tym samym wieku, co myszy po 
tymektomii — stanowiły one grupę kontrolną.

Myszom z grupy 2 i 3 w dwa tygodnie po napromieniowaniu i rekon- 
stytucji, jak również myszom kontrolnym wstrzykiwano dożylnie zawie
sinę komórek mięsakowych. W taki sam sposób wstrzykiwano komórki 
mięsakowe myszom z grupy 4 i 5 w wieku 2 miesięcy, stosując dwojakiego 
rodzaju dawki.

Z tabeli 4 wynika, że liczba guzków w płucach zwiększyła się w spo
sób istotny w porównaniu z grupą kontrolną (grupa I) jedynie w grupie 
myszy, które były napromieniane letalnie i rekonstytuowane komórkami 
ze szpiku (grupa 2). U myszy napromienianych letalnie z następową pełną 
rekonstytucją komórkami szpiku i grasicy (grupa 3) liczba guzków w płu
cach nie różniła się znamiennie od grupy kontrolnej. Stwierdzono rów
nież, że u myszy po tymektomii liczba guzków w płucach była niemal 
taka sama jak u myszy kontrolnych, zarówno po dawce standardowej 
(grupa 4a i 5a), jak i podwojonej (grupa 4b i 5b).
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TABELA 4. Wpływ wyłączenia limfocytów T na liczbę guzków w płucach myszy BALB/c po
dożylnym wstrzyknięciu komórek mięsakowych (układ zgodności antygenowej)

Grupa doświadczalna Liczba
zwierząt

Liczba guzków 
w płucach 

x ± S Dnr rodzaj zabiegu
; dawka komórek 

nowotworowych

ł Nietknięte (kontrola) 105 7 7,3±0,5
2 Napromienianie X +  rekonstytucja

komórkami szpiku 105 7 14,3±2,2
3 Napromienianie X +  rekonstrukcja

komórkami szpiku i grasicy 105 6 6,4± 1,1
4a Tymektomia 105 7 6,5±2,2
5a Nietknięte (kontrola) 105 7 8,7±1,6
4b Tymektomia 2 x l 0 5 8 16,4±3,2
5b Nietknięte (kontrola) 2 x 1 0 s 10 17,2±4,0

W celu sprawdzenia skuteczności stosowanych sposobów rekonstytucji 
u myszy napromienianych letalnie, a w szczególności roli komórek po
chodzenia grasiczego, wykonano dodatkową serię doświadczeń, w których 
założono silne różnice w antygenach zgodności tkankowej między komór
kami mięsaka a ustrojem gospodarza. W doświadczeniach tych komórki 
mięsakowe pochodzące z myszy BALB/c (H-2d) wstrzyknięto myszom BN/b 
(H-2bp) napromienianym letalnie i rekonstytuowanym w sposób podobny
jak w grupach 2 i 3 z tabeli 4.

Z tabeli 5 wynika, że guzki nowotworowe wystąpiły wyłącznie u my
szy rekonstytuowanych komórkami szpiku, przy czym liczba ich była

TABELA 5. Wpływ wyłączenia limfocytów T na liczbę guzków w płucach w układzie niezgodności 
antygenowej. Komórki mięsakowe (H-2d) wstrzykiwano dożylnie myszom BN/b (H-2bp)

Grupa doświadczalna Liczba Liczba guzków
«  «

nr rodzaj zabiegu
dawka komórek 
nowotworowych

zwierząt w płucach
x  ± S D

1 Napromienianie X +  rekonsty- 
tucja komórkami szpiku 105 6 12,5 ±2,2

2 i Napromienianie X +  rekonsty
tucja komórkami szpiku i gra
sicy 105 6 0

zbliżona do liczby guzków otrzymanych u myszy BALB/c. U zwierząt 
rekonstytuowanych komórkami szpiku kostnego i grasicy nie znaleziono 
guzków nowotworowych. Świadczy to o szczególnej roli limfocytów T 
w ich powstawaniu.

Wyniki doświadczeń zestawione w tabelach 4 i 5 dowodzą, że liczba 
guzków mięsakowych, jaka powstaje w płucach po dożylnym wstrzyknię
ciu zawiesiny komórek mięsakowych, zależy od trzech czynników:
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1. od różnic w antygenach zgodności tkankowej między nowotworem 
a gospodarzem,

2. od rodzaju stopnia uszkodzenia układu immunologicznego,
3. od liczby wstrzykniętych komórek.
Identyczność wyników między grupą 1 i 3 (tabela 4) przemawia

przeciw hipotezie Thompsona [79], według której przyczyną zwiększania
się liczby guzków u zwierząt napromienianych jest uszkodzenie anato
miczne płuc.

2. W P Ł Y W  O B C I Ą Ż E N I A  N O W O T W O R E M  U S T R O J U  G O S P O D A R Z A  N A  L I C Z B Ę  G U Z K Ó W
W  P Ł U C A C H  P O  D O Ż Y L N Y M  W P R O W A D Z E N I U  K O M O R E K  M I Ę S A K O W Y C H

(D O Ś W I A D C Z E N I E  9)

Tworzenie się i wzrost guzków w płucach — zapoczątkowanych przez 
osiedlenie się krążących we krwi komórek mięsaka — stwarzają możli
wości ilościowej obserwacji zjawiska i jego doświadczalnej modulacji. 
Wyłoniło się więc pytanie, jaką rolę ma zaawansowany proces nowotwo
rowy _w zagnieżdżaniu się w płucach komórek przerzutowych.

Doświadczenie polegało na wprowadzeniu dożylnym zawiesiny komó
rek mięsakowych myszom z podskórnymi przeszczepami tego samego mię
saka, rosnącymi progresywnie przez różne okresy czasu. W 9, 16 i 28 dniu 
po wszczepieniu nowotworu wstrzykiwano dożylnie myszom z wszystkich 
grup tę samą zawiesinę komórek nowotworowych.

Wyniki doświadczeń zostały przedstawione w tabeli 6. Najwyższe 
liczby guzków nowotworowych znajdowano u myszy noszących najbar-

TABELA 6. Wpływ obciążenia nowotworem na liczbę guzków nowotworowych 
w płucach po dożylnym wstrzyknięciu 0,5 x 106 komórek mięsakowych. Wstrzyknięcia 
dożylne wykonano jednoczasowo myszom w różnych okresach po podskórnym wszcze

pieniu nowotworu

Kontrola 
bez obciążenia

Wielkość guza —-—  
podskórnego

Dni po wszczepieniu

0,05 g

^  9

| 0,47 g
. 16

2,9 g .. •
^  28

.y+ S D
i

n ^ i  SD n * ± S D n x + SD n
41 +  1,89 8 47±14,7 9 28 +  1,7 10 57+4,1 9

n — liczba myszy.

dziej zaawansowane nowotwory (po 28 dniach wzrostu), a najniższe 
w średnio zaawansowanych nowotworach (16-dniowe). U myszy z nowo
tworami o najkrótszym okresie wzrostu liczba guzków nowotworowych 
była podobna jak u zwierząt kontrolnych.
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Wyniki otrzymane z tych eksperymentów wskazują, że proces nowo
tworowy jest czynnikiem ułatwiającym zagnieżdżanie się i wzrost w płu
cach krwiopochodnych komórek nowotworowych.

Sądzę, że opisany charakter zmian w liczbie przerzutów w płucach 
nie jest zależny bezpośrednio od wielkości podskórnego nowotworu i że 
powinien być raczej interpretowany jako efekt pośredni; czynnikiem bez
pośrednio tu działającym jakościowo czy ilościowo jest odpowiedź immu
nologiczna gospodarza zmieniona przez proces nowotworowy. We wczes
nym okresie wzrostu guza podskórnego układ obronny gospodarza nie 
jest na tyle pobudzony, aby jego efektorowe mechanizmy mogły znisz
czyć wprowadzone dożylnie komórki nowotworowe. W miarę wzrostu na
stępuje pobudzenie układu obronnego, które wprawdzie nie wystarcza 
do zniszczenia guza rosnącego podskórnie, może natomiast niszczyć do
żylnie wszczepione komórki czy też wstrzymywać ich wzrost. W zaawan
sowanym okresie wzrostu guza podskórnego zwiększanie się liczby guz
ków w płucach rozwiniętych po wprowadzeniu dożylnym komórek nowo
tworowych można tłumaczyć, zgodnie z hipotezami z piśmiennictwa, jako 
wynik swoistej immunosupresji wywołanej przez proces nowotworowy 
[36, 52, 60, 80].

3. Z A L E Ż N O Ś Ć  L IC Z B Y  G U Z K Ó W  N O W O T W O R O W Y C H  W  P Ł U C A C H  M Y S Z Y  B A L B /c  OD
D A W K I  W S T R Z Y K N I Ę T Y C H  K O M Ó R E K  M I Ę S A K O W Y C H  (D O Ś W I A D C Z E N I E  10)

W dotychczas opisanych doświadczeniach (doświadczenie 8 i 9) ujaw
niła się zależność między liczbą guzków w płucach a liczbą komórek 
nowotworowych wstrzykniętych dożylnie myszom.

W celu bliższego zbadania takiej zależności wstrzykiwano dożylnie 
myszom BALB/c zawiesiny komórek nowotworowych w różnych stęże
niach, a w cztery tygodnie później wykonywano autopsję. Zwierzęta po
dzielono na trzy grupy: (1) myszy normalne, (2) napromieniane na całe 
ciało promieniami X w dawce 300 R, (3) myszy z podskórnymi prze
szczepami tego samego nowotworu dokonanymi na jeden miesiąc przed 
wstrzyknięciem dożylnym. Kontrolę dla grupy 3 stanowiły zwierzęta 
z jednomiesięcznym guzem podskórnym, którym nie wykonano wstrzyk
nięcia dożylnego; u tych myszy liczba guzków nowotworowych w płu
cach, badana po upływie następnego miesiąca, była miarą samoistnych 
przerzutów pochodzących z guzów rosnących podskórnie.

Wyniki doświadczeń zestawiono w tabeli 7. Najwyższe liczby guzków 
znaleziono u myszy napromienianych, a najniższe u normalnych. Zwie
rzęta obciążone nowotworem wykazywały wartości pośrednie. Na liczbę 
guzków u tych myszy nie miały wpływu przerzuty spontaniczne, ponie
waż liczba ich u myszy w grupie z podskórnymi guzami bez dożylnego 
wstrzyknięcia była bardzo mała. We wszystkich grupach myszy zarówno

8 — P o s t ę p y  B io l .  K o m .  4/77
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TABELA 7. Liczba guzków nowotworowych w płucach myszy napromienianych promieniami X 
w dawce 300 R, względnie obciążonych nowotworem wszczepionym podskórnie w zależności

od dawki wstrzykniętych dożylnie komórek mięsakowych

Ilość komórek 
mięsakowych 

wstrzykniętych

Rodzaj obciążenia myszy

kontrola napromieniowanie* w 1 miesiąc po wszcze
pieniu**

dożylnie SD zakres SD zakres SD zakres
(X106) X

( + - )
n

zmiany
X

( + - )
n

zmiany
X

( + - )
i i

zmiany

0,125 2,8 2,1 6 1 - 6 16 5,9 6 8 - 2 3 12 5,0 5 8 - 2 0
0,25 7,2 4,2 5 3 - 1 2 34 16 6 19-59 18 45 5 1 1 -2 3
0,5 17,6 3,8 1 6 14-24] 50 10,6 6 3 4 -6 0 34 10,9 6 2 3 -4 8

Współczynnik •

korelacji 0,99 0,97 0,96

* Wstrzyknięcia dożylne komórek nowotworowych wykonywano 24 godz. po napromienieniu.
** U  myszy kontrolnych z podskórnie rosnącym guzem, którym nie wstrzyknięto dożylnie komórek now o

tworowych liczba guzków w płucach badanych w tym samym czasie co w grupie doświadczalnej wynosiła średnio 0,7  
na mysz w grupie 20 zwierząt.

kontrolnych, jak i w  rozmaity sposób obciążonych ujawniła się prosta 
zależność między liczbą komórek wstrzykniętych dożylnie a liczbą guz
ków znalezionych w płucach [42]. Zależność ta miała charakter prosto
liniowy o wysokim współczynniku korelacji zbliżonym we wszystkich 
grupach doświadczalnych.

Wyniki te dowodzą, że zagnieżdżanie się i wzrost komórek przerzu
towych jest ułatwione przez naświetlanie całego ciała, jak i miejscowy 
proces nowotworowy oraz że liczba guzków przerzutowych zależy od 
liczby krążących (nowo wprowadzonych) komórek w krwioobiegu.

Ostatni etap pracy, jak i dyskusji dotyczy mechanizmów zagnieżdża
nia się w płucach komórek nowotworowych przenoszonych z krwią. Pro
cesy te mogliśmy obserwować w doświadczeniach, gdzie wzrost guzka 
nowotworowego zapoczątkowany był przez pojedynczą komórkę nowo
tworową, co może stanowić model ogniska przerzutowego. Przedstawione 
zostały dowody, że w zagnieżdżaniu się i wzroście w płucach takich 
komórek przenoszonych z krwią odgrywa istotną rolę układ immunolo
giczny, a szczególnie limfocyty pochodzenia grasiczego.

Doświadczalna eliminacja tych komórek z organizmu przez napro
mienianie zwierząt letalną dawką promieni X z następową rekonstytucją 
wyłącznie komórkami szpiku sprzyja zagnieżdżaniu i wzrostowi komórek 
nowotworowych zarówno allogenicznych, jak i syngenicznych.

Przedstawionym wnioskom zdają się zaprzeczać doświadczenia, pole
gające na dożylnym wstrzykiwaniu komórek nowotworowych myszom, 
którym usunięto grasicę w ciągu 24 godz. po urodzeniu. Liczba guzków
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w płucach u takich myszy nie różniła się od liczby guzków u myszy 
kontrolnych z zachowaną grasicą zarówno w dawkach standardowych, 
jak i po wprowadzeniu podwojonej ilości komórek nowotworowych. Roz
bieżności między wynikami tych i poprzednich doświadczeń mogą zależeć 
od czeregu nie określonych bliżej różnic między skutecznością pierwszego 
i drugiego sposobu eliminowania limfocytów T. W pracy [23] wykazaliśmy 
na przykład, że u szczurów pozbawionych grasicy tuż po urodzeniu prze
dłużał się okres wzrostu raka Ehrlicha wszczepionego dootrzewnowo, a je
go regresja i samowyleczenie były opóźnione. Postulowaliśmy wówczas, 
że w nieobecności grasicy, dzięki wykształconym nowym mechanizmom 
zastępczym, może rozwinąć się skuteczna odpowiedź immunologiczna 
przeciw przeszczepowi nowotworu (obcogatunkowego).

Dla wyjaśnienia omawianych rozbieżności pragnę również przed
stawić hipotezę, że przeszkodę w zagnieżdżaniu się komórek nowotworo
wych przenoszonych z krwią mogą stanowić szczególne — bliżej nie zde
finiowane — komórki efektorowe. Takie hipotetyczne komórki (nie będące 
ani limfocytami T, ani B [33] są wrażliwe na promieniowanie, a dla swej 
funkcji wymagają obecności (kooperacji) limfocytów T. Zgodnie z tym  
rola limfocytów T w utrudnianiu zagnieżdżania się i wzroście komórek 
nowotworowych w płucach sprowadzałaby się raczej do funkcji wspoma
gającej (helper) niż zabójczej (killer).

Stwierdzając wpływ różnych mechanizmów immunologicznych na 
liczbę krwiopochodnych guzków w płucach nie dysponowaliśmy układami 
doświadczalnymi, które by pozwalały rozstrzygnąć czy utrudnienie w za
gnieżdżaniu i wzroście komórek przerzutowych jest efektem cytotoksycz- 
nym, czy cytostatycznym. Prawdopodobnie oba mechanizmy mogą wcho
dzić w grę w zależności od tego czy komórka przerzutowa zatrzymuje się 
w płucach, w czasie gdy organizm osiągnął jakiś stan immunizacji, czy 
też osiedla się rychło, a więc w okresie, gdy nie doszło jeszcze do swoi
stego uczulenia. Za takim przypuszczeniem przemawiają niektóre infor
macje zaczerpnięte z piśmiennictwa. Tak więc podanie surowicy anty- 
limfocytarnej zwiększa liczbę guzków nowotworowych w płucach [11, 29]. 
Immunosupresja uzyskana u zwierząt napromienianych na całe ciało 
ułatwia przyjmowanie się przeszczepów nowotworowych, jak również 
szybszy ich wzrost [65]. Ponadto promieniowanie jonizujące może pro
wadzić do uszkodzenia antomicznego płuc, a tym samym ułatwić za
gnieżdżanie się i wzrost wprowadzonych dożylnie komórek nowotworo
wych [10, 79]. Z drugiej strony wzmacnianie odporności przez nieswoiste 
pobudzenie układu obronnego zmniejsza liczbę przerzutów zarówno 
w przebiegu wzrostu nowotworów, jak i po podaniu dożylnym komórek 
nowotworowych [2, 3, 6].
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Modelem doświadczalnym — bardziej zbliżonym do naturalnych w a
runków rozwoju przerzutów w samoistnych nowotworach — są ekspery
menty (doświadczenie 9) polegające na dożylnym wstrzykiwaniu zawiesiny 
komórkowej myszom, u których rozwija się ten sam nowotwór wszcze
piony wcześniej pod skórę. Wyniki doświadczalne doprowadziły nas do 
wniosku, że nieproste zależności między liczbą guzków przerzutowych 
w płucach a okresem wzrostu i rozmiarami guza podskórnego tłumaczą 
się pośrednim udziałem mechanizmów immunologicznych. Komórki guza 
miejscowego (podskórnego) mogą dzięki swym antygenom powierzchnio
wym z jednej strony immunizować organizm, w innej znów fazie absor
bować na swej powierzchni swoiste przeciwciała i w  ten sposób obniżać 
ich miano w krwi krążącej. Obniżka taka może udostępniać limfocytom 
pojedyncze komórki zagnieżdżające się na terenie płuc. Tak więc w róż
nych okresach po wszczepieniu tkanki nowotworowej istnieje „gra” 
przeciwstawnych mechanizmów immunologicznych. W okresie zaawanso
wanego wzrostu guza — być może — składowa humoralna osiąga prze
wagę nad składową komórkową i poprzez swoje osłaniające działanie 
umożliwia większej liczbie komórek zagnieżdżenie się i wzrost w płucach. 
Czynnikami osłaniającymi komórki nowotworowe mogą być przeciwciała 
krążące, kompleks przeciwciało-antygen lub nadmiar antygenu.

Sądzę, że — analogicznie jak w tym doświadczeniu — również 
w naturalnym rozwoju samoistnych nowotworów złośliwych wielkość 
zmiany pierwotnej stanowi ważny czynnik w powstawaniu ognisk nowo
tworowych, oddziałując za pośrednictwem mechanizmów obronnych. W ten 
sposób wielkość nowotworu może wpływać na liczbę przerzutów nie 
tylko przez ilości uwolnionych komórek, czy też poprzez zmiany w aktyw
ności fibrynolitycznej.

W dyskusji nad powstawaniem przerzutów szczególną uwagę pragnę 
zwrócić na nasze spostrzeżenia, że istnieje liniowa zależność między liczbą 
krążących w krwiobiegu komórek nowotworowych a ilością przerzutów 
w płucach. Wysoki współczynnik takiej korelacji ujawnił się we wszyst
kich doświadczeniach, w których zmieniano stan odporności. Wynika stąd, 
że liczba krążących komórek we krwi stanowi niezależny od innych me
chanizmów współczynnik (parametr) wpływający na powstawanie prze
rzutów. Niektórzy klinicyści przypisywali temu czynnikowi znaczenie 
w powstawaniu przerzutów w nowotworach złośliwych u ludzi i w związ
ku z tym wielkie zainteresowanie wzbudzała technika wykrywania i okre
ślania ilościowego komórek nowotworowych w krwi krążącej [15, 66]. 
Brak korelacji między liczbą takich komórek w krwi obwodowej a ogni
skami przerzutowymi, jak stwierdzali niektórzy badacze na materiale 
klinicznym, można by tłumaczyć dwojako: albo liczby komórek krążących 
były mniejsze niż wartość progowa, albo wystąpiła interferencja mecha
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nizmów immunologicznych, które — jak wykazaliśmy — niogą wybitnie 
zmieniać szanse powstania przerzutu.

Z doświadczeń nad dożylnym wstrzykiwaniem komórek nowotworo
wych wyłania się problem klonogenności, czyli tzw. frakcji komórek klo- 
nogennych w populacji komórek nowotworowych. W pierwotnym rozu
mieniu autorów wielkość frakcji takich komórek miała być cechą inhe- 
rentną danego guza nowotworowego. Test pozwalający wykazać tę cechę 
polega na wstrzykiwaniu dożylnym zawiesiny komórek odpowiedniemu 
biorcy i zliczaniu guzków przerzutowych w płucach.

W świetle naszych badań (doświadczenia 8—10) test na klonogenność 
nowotworów powinien uwzględniać warunki zarówno miejscowego wzro
stu guza nowotworowego, jak i stanu immunologicznego zarówno dawcy, 
jak i biorcy. Takie wymagania dla testu wynikają z faktu, że w obrębie 
populacji nowotworu stopień żywotności nowotworu jest zmienny (efekty 
cytostatyczne) oraz że stan odpornościowy biorcy wpływa na liczbę guz
ków w płucach.

Wykazanie prostoliniowej zależności między liczbą wstrzykniętych 
komórek a liczbą guzków w płucach z równoczesną zmiennością bez
względnych liczb guzków w płucach — zależne od stanu immunologicz
nego biorcy — nasuwa myśl, że metodą wstrzykiwań dożylnych komórek 
nowotworowych można oceniać albo żywotność guza, albo stan odporno
ściowy biorcy, w zależności od ustalenia wstępnych warunków modelu 
doświadczalnego.

Na podstawie przedstawionych w artykule informacji można wyciąg
nąć następujące wnioski:

1. Regresja nowotworu pod wpływem odpowiedzi immunologicznej 
gospodarza przebiega bez zmian w długości cyklu mitotycznego i jego 
faz.

2. Zanik nowotworu względnie zatrzymanie jego wzrostu może mieć 
cechy efektu cytotoksycznego względnie cytostatycznego.

3. Pod wpływem presji immunologicznej zachodzi odwracalny blok 
w fazie G2 cyklu komórek.

4. Wyłączanie komórek z cyklu mitotycznego odbywa się w okresie 
G2, nie zaś w sposób losowy.

5. Komórki zatrzymane w okresie G2 cyklu są najbardziej podatne 
na cytotoksyczne działanie przeciwciał.

6. W warunkach immunosupresji wywołanej promieniowaniem joni
zującym zagnieżdżanie się komórek nowotworowych w płucach jest uła
twione.

7. Proces nowotworowy zmieniając charakter odczynów immunolo
gicznych jest czynnikiem warunkującym (ułatwiającym lub utrudniają
cym) powstawanie odległych zmian przerzutowych.
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8. Między liczbą przerzutów w płucach a liczbą krążących w krwio
obiegu komórek nowotworowych istnieje liniowa zależność.

P a n u  prof. K. D uxow i serdecznie  dziękuję  za żyw ą i k ry ty czn ą  dyskusję.
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MOŻLIWOŚCI ZASTOSOWAŃ MIKROSKOPII AKUSTYCZNEJ
W BADANIACH BIOLOGICZNYCH *

*

M ichał O PA S

Z ak ład  Biologii K om órki, In s ty tu t  Biologii D ośw iadczalnej im. M. Nenckiego,
W arszaw a

Streszczenie .  W  a r ty k u le  ty m  p rzeds taw iłem  pokró tce  rozw ój m ikroskopii ak u s ty cz 
nej. Na p rzyk ładzie  w yn ików  uzyskanych  przy  użyciu dw óch p racu jący ch  obecnie
m ikroskopów  akustycznych  om ów iłem  n iek tó re  z możliwości zastosow ania  techn ik i

$

m ikroskopii akustycznej do badań  biologicznych.

W PRO W A D ZEN IE

Rozwój nauk biologicznych, a zwłaszcza histologii i cytologii, związany 
jest z postępem technicznym w dziedzinie mikroskopii. I tak mikroskopia 
fazowo-kontrastowa stworzyła nowe perspektywy dla badań obiektów 
przeźroczystych; opracowanie metod mikroskopii interferencyjnej dało 
możność głębszego poznania własności mikroobiektów (patrz przegląd [32J). 
Następnym przełomem było opracowanie technik mikroskopii holograficz
nej, dającej możliwość pełniejszego zapisu obrazu mikroskopowego, i co 
za tym idzie — uzyskania pełniejszej informacji o badanym obiekcie 
(patrz przegląd [31]). Równolegle z rozwojem nowoczesnej mikroskopii 
optycznej dokonywał się postęp w technikach mikroskopii elektronowej, 
otwierając drogę do badań ultrastrukturalnych.

Mikroskopia akustyczna stanowi nowe podejście do problemu uzyski
wania informacji o mikroobiektach. Technika ta — w odróżnieniu od mi

* D ziękuję zespołowi Sonoscan Inc. (Bensenville, Illinois) za s tw orzen ie  mi m o
żliwości p racy  n a  SO N O M ICRO SCO PE 100, ja k  rów nież  drow i L aw ren ce  W. K essle- 
row i za podzielenie się ze m n ą  in fo rm ac jam i o p lanow anych  udoskonalen iach  m ik ro 
skopu. M ożliwość zapoznan ia  się z teo re tycznym i i p rak ty czn y m i aspek tam i m ik ro 
skopii ak u styczne j zaw dzięczam  in ic ja tyw ie  i pom ocy d ra  R o b erta  R inaldiego (NIH, 
B ethesda) za co m u  serdecznie dziękuję.
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kroskopii optycznej — daje wgląd w mechaniczne własności struktur. 
Mikroskopia akustyczna jest, podobnie jak i optyczna, techniką otrzymy
wania powiększonych obrazów o dużej zdolności rozdzielczej, z tym, że 
źródłem informacji jest tu deformacja wiązki (fali) akustycznej, a nie elek
tromagnetycznej .

Metody akustycznego uwidoczniania obiektów są już od dłuższego 
czasu stosowane w diagnostyce medycznej [12], jednak zastosowanie w y
sokich częstotliwości wymaganych dla otrzymania obrazów o dużej zdol
ności rozdzielczej jest nowością w tej dziedzinie. W diagnostyce medycz
nej zastosowanie ultradźwięków o niewielkich częstotliwościach (rzędu 
kilku MHz) opiera się na ich zdolności przenikania ciał nieprzeźroczystych 
i uwidoczniania makrostruktury (tkanek o różnej gęstości i elastyczności 
oraz granic między tkankami miękkimi) bez szkodliwych efektów związa
nych z użyciem promieniowania jonizującego. W mikroskopii akustycznej 
celem jest otrzymanie obrazów struktur o rozmiarach kilkunastu, kilku 
lub nawet ułamków mikrometrów. Dla osiągnięcia tego celu niezbędna jest 
ekspozycja obiektu wiązką ultradźwięków o częstotliwości rzędu setek 
megaherców, a nawet gigaherców, ponieważ długość fali użytego dźwięku 
musi być tego samego rzędu wielkości co obiekt. Stwarza to szereg pro
blemów niespotykanych przy stosowaniu wizualizacji akustycznej w me
dycynie.

Dotychczasowe zastosowania mikroskopii akustycznej pozwoliły na 
wykazanie, że można za pomocą tej techniki badać żywe tkanki i komórki 
oraz uwidoczniać strukturę obiektów nieprzeźroczystych. W wielu przy
padkach obrazy akustyczne okazały się bardziej kontrastowe niż obrazy 
optyczne tych samych obiektów.

Trudno jest przewidzieć jak wielkim przełomem będzie szerokie zasto
sowanie mikroskopii akustycznej do badań biologicznych (zależy to także 
od stopnia spopularyzowania tej techniki wśród biologów); opierając się 
na obecnym stanie wiedzy można jedynie powiedzieć, że mikroskop aku
styczny otworzy bardzo szerokie możliwości badania gęstości, lepkości, 
elastyczności — jednym słowem mechanicznych własności mikrostruktur.

D RO G I PO SZU K IW A Ń

Pierwsze dane dotyczące struktury komórki widzianej w mikroskopie 
akustycznym opublikowane zostały w latach siedemdziesiątych [23]. Sama 
jednak idea zastąpienia wiązki świetlnej wiązką ultradźwięków zrodziła 
się już w latach trzydziestych tego stulecia [34], Sokołow [35] postulował 
użycie ultradźwięków o częstotliwości rzędu 3 GHz, jednakże przedsta
wiony przez niego mikroskop (rys. 1) pracował na częstotliwości kilku 
MHz. Zasada działania tego mikroskopu (znanego obecnie pod nazwą ka
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s o c z e w k a  w ią z k a
a k u s t y c z n a  e lek tronow a

obiek t ano d a

/  T / do rejestracji
prze t  w  or ni ki  

p tezo e lek  tryczne

Rys. 1. K a m e ra  u ltrad źw ięk o w a  ([35] zmienione)

mery ultradźwiękowej) sprowadzała się do odczytu zlokalizowanych ładun
ków elektrycznych wytwarzanych przez wiązkę akustyczną na przetwor
niku piezoelektrycznym. Inne rozwiązanie zaproponowali Dunn i Fry [4j. 
W ich mikroskopie (rys. 2) efektywność zamiany energii ultradźwięków

na ciepło w trakcie ich absorpcji przez obiekt była wykrywana przez 
termoparę o średnicy 12 ąm. Obraz całego obiektu uzyskiwano na drodze 
mechanicznego skanowania „stolikiem” mikroskopu. Zdolność rozdzielcza 
tego mikroskopu wynosiła około 75 ąm przy częstotliwości 12 MHz.

Rys. 2. M ikroskop  ak u styczny  w ed ług  D unn  i F ry  ([4], zmienione)

Oprócz prób konstrukcji mikroskopów, szereg laboratoriów prowadziło 
badania nad absorpcją dźwięku w tkankach i innych materiałach biolo
gicznych. Prace te prowadzone były przeważnie przy częstotliwościach 
bliskich 1 MHz, tj. zupełnie niewystarczających dla mikroskopii akustycz
nej. Dopiero w latach siedemdziesiątych Kessler [13] wykazał, że absorpcja 
dźwięku przez tkanki miękkie zależy w sposób liniowy od częstotliwości
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w zakresie do około 100 MHz, natomiast przy wyższych częstotliwościach 
zależność absorpcji od częstotliwości przybiera formę funkcji kwadratowej. 
Na tej podstawie Kessler wysnuł niezbyt optymistyczny wniosek, że 
w zakresie częstotliwości 100-200 MHz struktury o rozmiarach poniżej 
25 |im nie będą dawać znaczącej absorpcji. Zdolność rozdzielczą, porów
nywalną z mikroskopem optycznym, mikroskop akustyczny uzyska przy 
ekspozycji tkanek wiązką ultradźwięków o częstotliwości rzędu 2 GHz, 
tj. gdy X dźwięku w wodzie «  X światła. Przy tej częstotliwości s truk tu ry  
biologiczne o rozmiarach rzędu ląm  powinny dawać absorpcję co na j
mniej 4 dB.

W latach sześćdziesiątych nastąpił zastój w dziedzinie konstrukcji 
mikroskopów akustycznych, spowodowany brakiem odpowiednio rozw;- 
niętej technologii wytwarzania fal akustycznych o wysokich częstotliwo
ściach. Niezbędne było wyprodukowanie przetworników, które mogły w y
starczająco efektywnie przetwarzać energię elektromagnetyczną w aku
styczną.

Z początkiem 1973 r. postęp w dziedzinie mikroskopii akustycznej 
osiągnął punkt, w  którym możliwe było rejestrowanie obrazów ze zdol
nością rozdzielczą rzędu 10-20 ąm. Osiągnięcia z tego okresu zostały szcze
gółowo przedstawione w pracy przeglądowej Kesslera [15].

Chciałbym teraz przedstawić dwie konstrukcje, które wydają się być 
najbardziej użyteczne dla badań biologicznych. Są to skanujący mikroskop 
akustyczny i SONOMICROSCOPE 100; dokładniejszy przegląd innych 
ostatnio skonstruowanych mikroskopów akustycznych daje Korpel [22].

SK A N U JĄ C Y  M IK R O SK O P A K U STY CZN Y

Mikroskop ten skonstruowany przez grupę naukowców z Uniwersy
tetu Stanforda w Palo Alto pod kierunkiem prof. Calvin’a F. Quate przed
stawiony jest schematycznie na rys. 3. Rys. 3a ilustruje zasadniczą część 
mikroskopu, a mianowicie układ soczewek akustycznych. Soczewka aku
styczna składa się z pojedynczej powierzchni sferycznej oddzielającej dwa 
środowiska o różnych szybkościach rozchodzenia się fali akustycznej — 
w tym przypadku są nimi szafir i woda. Duża różnica w szybkości roz
chodzenia się fali akustycznej w szafirze i wodzie minimalizuje aberrację
sferyczną. Fala akustyczna o częstoliwości 500-1000 MHz, generowana 
przez przetwornik piezoelektryczny umieszczony na krysztale transmitu
jącym,» jest ogniskowana na błonce podtrzymującej badany obiekt. Czę
ściowo jest ona odbijana lub rozpraszana pr^ez obiekt umieszczony na 
błonce, część jest przez obiekt absorbowana, a część transmitowana jest 
dalej. Po przejściu przez obiekt tworząca się fala sferyczna trafia na
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Rys. 3. (a) uk ład  
soczew ek sk a n u 
jącego m ik ro sk o 
pu ak u s ty cz 
nego, (b) w idok 
m echanicznego ze
społu m ik ro sk o 
pu akustycznego: 
A — k ry sz ta ł  
tran sm itu jący , B — 
k ry sz ta ł  odb io r
czy, C —  m ech a 
niczny zespół sk 
anow an ia , *  -
p ie rśc ień  z błon- 
ką p o d trzy m u jącą

[27]

soczewkę zbierającą i poprzez kryształ odbierający dociera do drugiego
•  \ T  m •  «  •  •  • *  •  •  •  •  •

przetwornika piezoelektrycznego. Sygnał generowany przez ten prze
twornik, po wzmocnieniu i oczyszczeniu, służy do modulowania jasności 
wyświetlania na monitorze. Aby otrzymać dwuwymiarowy obraz, obiekt 
wraz z błonką podtrzymującą przesuwany jest w płaszczyźnie prosto
padłej do osi soczewek za pomocą mechanicznego systemu skanującego 
(rys. 3b), przy czym odchylanie wiązki elektronowej monitora zsynchro-
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nizowane jest z mechanicznym ruchem obiektu. W ten sposób stopień 
absorpcji dźwięku przez każdy punkt obiektu uwidoczniany jest przez 
stopień jasności odpowiedniego punktu na ekranie monitora. Przy używa
nych częstotliwościach tłumienie dźwięku w wodzie otaczającej obiekt 
jest tak duże, że rozproszone promieniowanie akustyczne nie powoduje 
spadku jakości obrazu. Ponadto fakt, że obie soczewki akustyczne mają 
wspólne ognisko (w którym umieszczony jest obiekt) powoduje ograni
czenie transmisji do fali wychodzącej z ogniska.

Na rys. 3b przedstawiony jest mikroskop skanujący. Dla uwidocznie
nia pierścienia z błonką podtrzymującą obiekt (Mylar o grubości 2 ąm) 
soczewki akustyczne są w położeniu pozwalającym na zmianę obiektu 
(rozsunięte). Do obserwacji przesuwane są one w stronę centralnego pier
ścienia za pomocą śruby mikrometrycznej. Czas skanowania maksymal- 
nego pola widzenia wynosi około 1 s. Zdolność rozdzielcza przy pracy 
na częstotliwości około 1 MHz wynosi około 1 ąm [27].

SO N O M ICRO SCO PE 100

Zasada działania tego mikroskopu oparta jest na technice wizualizacji 
powierzchniowych fal akustycznych [1], Mikroskop został przedstawiony 
na początku lat siedemdziesiątych przez grupę pracowników Zenith Radio 
Co. w Chicago [23, 24], a obecnie dalsze prace nad ulepszeniem tej kon
strukcji prowadzone są w Sonoscan Inc. (Bensenville) pod kierownictwem 
dra Lawrence W. Kesslera. Najistotniejszą częścią tego mikroskopu jest 
zespół przedmiotowy [17, 18], przedstawiony schematycznie na rys. 4.

Rys. 4. Zespół p rzedm io tow y (kom órka dźwiękowa) SO N O M ICRO SCO PE 100 [18]

Obiekt umieszczany jest na stoliku kwarcowym i przykrywany czę
ściowo posrebrzonym, plastycznym szkiełkiem nakrywkowym. Fala aku
styczna wytwarzana przez przetwornik piezoelektryczny dociera przez blok 
kwarcowy do obiektu i następnie, niosąc już informację o nim, uderza
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w plastyczne szkiełko nakrywkowe. Energia akustyczna transmitowana 
poprzez obiekt wytwarza mechaniczne zakłócenia na powierzchni szkieł
ka — proporcjonalne do amplitudy akustycznej. Tworzący się w ten spo
sób dynamiczny wzór na powierzchni szkiełka wykrywany jest przez 
wiązkę laserową. W nieobecności zniekształceń spowodowanych przez 
falę dźwiękową wiązka ta odbija się od powierzchni pod stałym kątem. 
W przypadku zmiany geometrii powierzchni szkiełka przez lokalne róż
nice ciśnienia wywołane przez falę dźwiękową, kąt pod jakim odbija się 
wiązka zależy od wzoru istniejącego na powierzchni szkiełka. W ten 
sposób informacja o obiekcie niesiona przez falę dźwiękową zostaje zapi
sana jako zmiana kąta odbicia skanującej wiązki laserowej od danego 
punktu powierzchni szkiełka nakrywkowego.

Ta część światła, która została przepuszczona przez lustro półprze- 
puszczalne na powierzchni szkiełka nakrywkowego, jest zbierana przez 
fotodiodę, której sygnał wyjściowy jest po wzmocnieniu wyświetlany na 
monitorze, dając w ten sposób obraz optyczny.

Odbite od powierzchni szkiełka nakrywkowego, modulowane kątowo 
światło kierowane jest na ostrze noża, na którym modulacja kątowa za
mieniana jest na modulację intensywności. Mianowicie, nóż umieszczony 
jest tak. że — przy nieobecności repliki obiektu na powierzchni szkiełka 
nakrywkowego — krawędź jego ostrza zasłania połowę odbitej wiązki, 
a ponieważ na krawędź tę rzutowany jest obraz źrenicy deflektora, poło
żenie wiązki względem ostrza noża nie zależy od kąta skanowania, a jedy
nie od kąta odbicia od lustra na powierzchni szkiełka. Światło z ostrza 
noża zbierane jest przez fotodiodę, tak że sygnał przekazywany dalej do 
wzmacniacza jest proporcjonalny do kątowego przemieszczenia wiązki, 
a zatem i do lokalnej amplitudy akustycznej. W ten sposób wiązka lase
rowa działa jako mikrofon o dużej zdolności rozdzielczej.

Po wzmocnieniu i dalszej obróbce sygnał elektryczny przekazywany 
jest na monitor. Aby umożliwić pracę w czasie rzeczywistym, wiązka la
serowa skanuje pole widzenia synchronicznie z wiązką elektronową moni
tora, w  związku z czym czas skanowania pola widzenia wynosi 1/30 s. 
Schemat blokowy całego urządzenia przedstawiony jest na rys. 5.

W celu uzyskania ostrego obrazu obiektu musi być on umieszczony 
względnie blisko szkiełka nakrywkowego. Jednakże nie zawsze jest to 
możliwe. W przypadku badania większych obiektów — duża ich część 
znajduje się poza ostrością. W takich sytuacjach możliwe jest zastosowa
nie holograficznej techniki rejestracji przez notowanie fazy sygnału za 
pomocą symulowanej elektronicznie wiązki odniesienia [18]. W zależności 
od charakteru badanego obiektu, żądaną gęstość prążków otrzymuje się 
przez zmianę kąta padania elektronicznie symulowanej wiązki odniesie
nia w stosunku do normalnej [19]. Zdolność rozdzielcza przedstawionego

9 —- P o s t ę p y  B io l .  K o m .  4/77
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Rys. 5. S ch em a t b lokow y SO N O M ICRO SCO PE 100 ([18], zmienione)

mikroskopu wynosi około 20 (im przy częstotliwości 100 MHz, około 
10 um przy 220 MHz, a po przystosowaniu do pracy na częstotliwości 
1 GHz prawdopodobnie wynosić będzie około 1,5 [im [24].

ZA STO SO W A N IA  M IK R O S K O P II A K U ST Y C Z N E J W BA D A N IA CH
BIO LO G ICZN Y CH

A. Badania makr o obiekt ów. Mikroskop akustyczny wydaje się być 
doskonałym narzędziem do badania nieprzeźroczystych makroobiektów 
[14]. Przykładem jest tu  zastosowanie SONOMICROSCOPE 100 do badań 
anatomii larwy Drosophila melanogaster [15, 17, 18]. Anatomia D. melano- 
gaster jest dość dobrze poznana, jednakże w czasie wzrostu larwy w za
sadzie nie można otrzymać wyraźnych obrazów jej wnętrza. Za pomocą 
mikroskopu akustycznego udało się jednak takie obrazy uzyskać i z otrzy
manych hologramów Obliczyć prędkość dźwięku w poszczególnych orga
nach, co pozwala na określenie ich własności mechanicznych [15], Mikro
skop akustyczny pozwala uwidocznić mikroanatomię całych, niebarwio- 
nych zarodków mysich [30] i kurzych [2], Wizualizacja przemian zacho
dzących w  zarodkach w czasie ich rozwoju stanowić będzie z pewnością 
przedmiot zainteresowania embriologów, tym bardziej, że wstępne próby 
wypadły nadspodziewanie pomyślnie. Warto wspomnieć o fakcie, że po
wiodły się próby utrzymania narządów in vitro „na stoliku” mikroskopu 
akustycznego. Przykładem tego jest praca Eggletona i Kesslera [5] na izo
lowanym sercu zarodka myszy (rys. 6). Równoczesna optyczna i akustyczna

http://rcin.org.pl



M IK R O S K O P IA  A K U S T Y C Z N A 453

Rys. 6. O ptyczny  (a) i akustyczny  (b) obraz serca zarodka  m yszy u trz y 
m yw anego  w  hodow li narządow ej. O braz  akustyczny  za re jes tro w an y  
przy częstotliw ości 100 MHz ze zdolnością rozdzielczą około 20 ,um. O d

ległość m iędzy k rzyżykam i oznacza 1 m m  [5]

obserwacja pracy tego narządu pozwala na analizę zachodzących w nim 
zjawisk skurczowych.

B. Sonohistologia. Sonohistologią można nazwać próby rozróżniania 
i charakterystyki tkanek na poziomie mikroskopowym z punktu widzenia 
ich własności akustycznych. Jednym z pierwszych opisów sonohistolo- 
gicznych był opis skrawka zęba ludzkiego (w przekroju podłużnym, gru
bość skrawka około 200 ąm) [15]. Otrzymany obraz akustyczny wskazuje 
m. in. na niejednorodność (z mechanicznego punktu widzenia) szkliwa 
w odróżnieniu od jednorodnej dentyny. W tym samym czasie ukazał się 
także opis skrawków nerki mysiej widzianych w mikroskopie akustycz
nym [20].

W 1975 r. Lemons i Quate przedstawili akustyczne obrazy różnych 
tkanek otrzymane za pomocą skanującego mikroskopu akustycznego. Część 
obrazów uzyskana była przy częstotliwości 900 MHz, co daje zdolność 
rozdzielczą około 1 um. Był to duży krok naprzód w kierunku osiągnięcia 
parametrów zadowalających biologów posługujących się mikroskopią. 
Otrzymane obrazy charakteryzują się dużą kontrastowością mimo braku 
jakiegokolwiek barwienia. S truktury odznaczające się wysokim tłumie
niem dźwięku, jak np. ściany naczyń krwionośnych (rys. 7), dają charak
terystyczne, bardzo ciemne obrazy. Autorzy dokonali także bardzo cieka
wego porównania między optycznym a akustycznym obrazem tkanki 
rakowatej. Po zarejestrowaniu obrazu akustycznego ten sam preparat za
barwiony został hematoksyliną-eozyną. Centralna część obrazu akustycz-
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Rys. 7. Skośny  p rzek ró j przez m ałe  naczynie  w  tk an ce  śledziony. 
W ew n ą trz  naczynia  w idoczne są gęsto u p ak o w an e  e ry tro cy ty ; dosko
na le  w idoczna budow a śc iank i naczynia. Częstotliw ość 600 MHz;

zdolność rozdzielcza około 2 nm  [25]

Rys. 8. P o ró w n an ie  akustycznego  (a) i optycznego (b) obrazu  tk a n k i  ra k o 
w ate j. D okładniejszy  opis w  tekście. Częstotliw ość 600 M Hz; zdolność

rozdzielcza około 2 nm  [25]
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nego (rys. 8a) wykazuje wysokie tłumienie dźwięku w tkance, prawdopo
dobnie dzięki dużej zawartości kolagenu, podczas gdy rejon ten na obrazie 
optycznym (rys. 8b) jest o wiele trudniejszy do zlokalizowania.

C. Sonocytologia. Skonstruowane do tej pory mikroskopy akustyczne 
nie mogą pod względem zdolności rozdzielczej konkurować z mikrosko
pami optycznymi — należy jednak żywić nadzieję, że szybki postęp tech
niczny w tej dziedzinie umożliwi rejestrację obrazów ze zdolnością roz
dzielczą taką samą, a być może nawet większą niż w mikroskopii optycz
nej.

Optyczny i akustyczny obraz elementów upostaciowanych krwi — 
akustyczny otrzymany przy częstotliwości 900 MHz, ze zdolnością roz
dzielczą zbliżoną do 1 um — przedstawiony jest na rys. 9. Zdecydowane

Rys. 9. P o ró w n an ie  akustycznego  (a) i optycznego (b) obrazu  e lem entów  
m orfo tycznych  krw i. Częstotliw ość 900 MHz; zdolność rozdzielcza około

1 g,m [25]

zaczernienie erytrocytów na obrazach akustycznych jest wynikiem silnej 
absorpcji dźwięku przez hemoglobinę. Daje się zauważyć wyraźna różnica 
między granulocytami (nieco większe i dużo jaśniejsze niż otaczające je 
erytrocyty) a erytrocytami. Akustyczne kontrastowanie dzięki obecności 
hemoglobiny to przykład możności badań cytologicznych na podstawie 
różnic we własnościach mechanicznych na poziomie molekularnym [25J.

Wydaje się, że mikroskopia akustyczna stworzy nowe możliwości 
badania komórek. Problemy związane z reologicznymi własnościami ko
mórek stanowią przedmiot zainteresowania biologów od szeregu lat ([7],

4 oo
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patrz także dyskusja dotycząca ciśnienia wewnątrzkomórkowego i elastycz
ności składników komórki — Mela [28], Hiramoto [9]; Doerner [3], Hira- 
moto [10], Mela [29]). Poznanie takich parametrów jak lepkość czy ela
styczność poszczególnych części komórki i prześledzenie ich zmian w cyklu 
komórkowym będzie niezmiernie istotne dla badań podziału, różnicowania 
czy ruchu komórki. Szereg zagadek związanych z ruchem ameboidalnym 
czy płynięciem cytoplazmy da się z pewnością rozwiązać przy znajomości 
mechanicznych własności cytoplazmy. O randze i złożoności tych proble
mów świadczy fakt, że — mimo licznych prób określenia reologicznych 
własności cytoplazmy [6, 8, 11] — ani mechaniczne własności powierzchni 
komórek, ani mechaniczne własności cytoplazmy, ani też mechanizmy 
ruchu komórkowego nie zostały wyjaśnione [21, 36],

Ciekawą próbę określenia mechanicznych własności cytoplazmy 
Amoeba proteus podjęli Lemons i Quate [26], Żywe ameby, umieszczone 
w komorze utworzonej przez dwie błonki podtrzymujące, obserwowane 
były w skanującym mikroskopie akustycznym pracującym na częstotli
wości 496 MHz (zdolność rozdzielcza około 2 um). Aczkolwiek autorzy 
ci zaobserwowali obszary silnie absorbujące dźwięk, które poruszały się 
wraz z prądem cytoplazmatycznym, nie byli zdolni do ilościowego inter
pretowania obrazu ze względu na brak kontroli geometrii obiektu.

PE R SPE K T Y W Y

Można przypuszczać, że mimo iż mikroskopia akustyczna jest na 
bardzo wczesnym etapie rozwoju, rysują się przed nią szerokie perspek
tyw y zastosowań biologicznych. Porównanie opisanych mikroskopów, 
skonstruowanego w Palo Alto i skonstruowanego w Chicago, nie daje 
podstaw do jednoznacznego stwierdzenia wyższości jednego aparatu nad 
drugim. Mikroskop skanujący daje obrazy o większej zdolności rozdziel
czej, jednakże technika montowania preparatów na błonce podtrzymują
cej jest kłopotliwa i mocno ograniczająca stosowanie tego mikroskopu 
do badań żywych obiektów o niewielkiej adhezywności. Jedynym ratun
kiem jest w tej sytuacji umieszczanie ich między dwiema błonkami — cc 
jeszcze bardziej utrudnia preparatykę, zmianę obiektu itd. Poważnym 
ograniczeniem jest tu także system skanowania mechanicznego, który 
uniemożliwia pracę w czasie rzeczywistym. Problemów tych nie stwarza 
SONOMICROSCOPE 100, który z kolei (w wersji handlowej) umożliwia 
rejestrację z maksymalną zdolnością rozdzielczą wynoszącą jedynie około 
20 um.

I

Należy jednak wierzyć oświadczeniom konstruktorów [16, 33], którzy
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twierdzą, że można oczekiwać szybkiego ulepszenia obu mikroskopów, 
gdyż stanowią one jedynie początek generacji mikroskopów akustycznych. 
Nie ulega natomiast wątpliwości, że sama technika mikroskopii akustycz
nej pozwoli na nowe spojrzenie na niektóre problemy biologiczne.
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