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POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI TOM 7. NR 2, 1980 (53-08)

EWOLUCJA POJĘCIA NEUROSEKRECJI

EVOLUTION OF THE NEUROSECRETORY CONCEPT

Andrzej JASIŃSKI

Zakład Anatomii Porównawczej, Instytut Zoologii Uniwersytetu Jagiellońskiego, 
Kraków

Streszczenie. W artykule przedstawiono zarys historii badań komórek neurosekre
cyjnych, sięgających swymi początkami drugiej dekady bieżącego stulecia. Część 
wstępna tekstu zawiera informacje ogólne na temat systemów neurosekrecyjnych, 
zbudowanych z omawianych komórek, u najlepiej zbadanych pod tym względem 
zwierząt, a więc owadów, skorupiaków i kręgowców. Druga część artykułu jest przy
pomnieniem szeregu odkryć szczegółowych, często związanych z postępami w sferze 
stosowanej metodyki badan. Ten wątek historyczny posłużył do równoczesnego prze
śledzenia ewolucji poglądów dotyczących zjawiska neurosekrccji, która znalazła swe 
odbicie w kolejnych próbach definiowania komórek i procesów neurosekrecyjnych. 
W zakończeniu opracowania przytoczono klasyfikację czynnościowych związków 
ośrodkowego układu nerwowego z narządami efektorowymi.

Summary. This presentation outlines the history of investigations on neuroseeretory 
cells and phenomena, which begun in the 2nd decade of out century. The intro- 
ductoiy part contains generał Information s concerr.ing the neuroseeretory systems, 
composed of the described cells, occurring in animals most extensively studied with 
this respect: insects, crustaceans and vertebrates. The second part of the review 
recalls a number of discoveries, often related to a progress in the applied scientific 
methods. The latter historical considerations have been also used to present the 
evolution of the opinions concerning neuroseeretory phenomena, which has been 
reflected in successive attempts to define neuroseeretion and neuroseeretory cells
The finał part contains the classification of functional connections between the 
central nervous system and the efector organs.

WSTĘP

Komórki neurosekrecyjne oraz tworzone przez nie systemy, mniej 
lub bardziej złożone, występują powszechnie u zwierząt tkankowych [17]. 
Do najwcześniej i równocześnie najpełniej poznanych systemów neuro-

http://rcin.org.pl

http://rcin.org.pl


54 A. J A S I Ń S K I

sekrecyjnych bezkręgowców należy, występujący u owadów, zespół na
rządów złożony z protocerebrum-corpora cardiaca-corpora allata [86, 97, 
98, 100, 101]. Niemal równie dobrze poznane, tak od strony morfologicz
nej, jak i czynnościowej, są systemy neurosekrecyjne słupków ocznych 
oraz ośrodkowego układu nerwowego skrupiaków, a mianowicie: zwojo
wy narząd X-gruczoł zatokowy-czuciowy narząd X, zwój mózgowy-na- 
rząd zaspoidłowy i zwój podprzełykowy-narząd osierdziowy [30, 129].

Natomiast u kręgowców przyciągają od lat szczególną uwagę składni
ki (A) peptydergicznego systemu neurosekrecyjnego podwzgórza, zróżni
cowanego na (1) wielkokomórkowy system podwzgórzowo-przysadkowy, 
czyli neurosekrecji klasycznej, zwanej także CAH- i AF-pozytywną (skró
ty  urobione od nazw barwników w pisowni angielskiej: chrome—alum— 
haematoxylin i aldehyde-fuchsin) [3-7, 75, 107, 111, 112], oraz na (2) drob- 
nokomórkowy system guzowo-lejkowy, czyli neurosekrecji przysadkotro- 
powej, w żargonie laboratoryjnym zwanej często CAH- i AF-negatywną
[64, 75, 83, 87, 117].

Pierwszy z nich jest źródłem oktapeptydowych neurohormonów, na
tomiast w komórkach drugiego z tych systemów powstają hormony przy- 
sadkotropowe, będące również peptydami, dla których w różnych okre
sach i fazach badań stosowano nazwy czynników regulujących (regulato
ry  factors — RF), czynników uwalniających lub hamujących (releasing 
factors — RF lub inhibitory factors — IF) oraz hormonów uwalniających 
lub hamujących odpowiednie hormony tropowe przysadki (jak TSH-RH 
lub GH-IH itp.). Dla zwięzłego określania poszczególnych hormonów przy- 
sadkotropowych są również stosowane nazwy jednowyrazowe, jak np. ty -  
reoliberyna, gonadoliberyna, somatostatyna, somatoliberyna itd.

W tym kontekście morfofizjologia (B) rdzeniowego systemu neuro
sekrecyjnego jest — na dobrą sprawę — zagadnieniem marginesowym, 
albowiem system ów występuje tylko u ryb spodoustych i kostnoszkiele- 
towych, natomiast brak go u pozostałych kręgowców.

Już to, co powiedziano, świadczy, że w świecie zwierząt występuje 
wiele systemów neurosekrecyjnych, różniących się liczbą i rozmieszcze
niem tworzących je komórek, a przede wszystkim spełnianą przez nie rolą. 
Mając to na uwadze ograniczamy zasadniczy temat niniejszego opraco
wania do klasycznych komórek neurosekrecyjnych, tworzących w pod
wzgórzu bezowodniowców jądro przedwzrokowe (n. preopticus — NPO), 
a w podwzgórzu kręgowców owodniowych — jądra nadwzrokowe i przy- 
komorowe (n. supraopticus — NSO i n. paraventricularis — NPV) oraz 
podwzgórzowo-przysadkowe drogi neurosekrecyjne. Istotną cechą kla
sycznych komórek neurosekrecyjnych, ostro wyróżniającą je spośród in
nych hormonogennych neuronów podwzgórza, jest wytwarzanie neuro
hormonów przeciwdiuretycznych i oksytocynopodobnych.
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W komórkach neurosekrecyjnych splotły się dwa kierunki specjali
zacji, z których jeden reprezentują cechy neuronalne, drugi zaś cechy 
gruczołowe. Dwojaki charakter komórek neurosekrecyjnych wyraża się 
nie tylko w tym, że funkcjonują one zarówno jak komórki nerwowe 
i gruczołowe, łącząc również w sobie ich cechy morfologiczne, lecz także 
i w tym, że są one wrażliwe na dwa rodzaje bodźców: nerwowe i hormo
nalne [122], Wprawdzie w przeciwieństwie do zwykłych albo konwencjo
nalnych neuronów podstawową funkcją komórek neurosekrecyjnych nie 
jest przewodzenie impulsów i przekazywanie ich na inne neurony, to jed
nak zdolność ta może mieć istotne znaczenie czynnościowe [18].

Dopełniając wstępnej i z konieczności pobieżnej charakterystyki ko
mórek neurosekrecyjnych, należy odnotować ich zazwyczaj większe roz
m iary w porównaniu z sąsiadującymi neuronami konwencjonalnymi. Ce
chą bardziej istotną jest to, że aksony neuronów wydzielniczych z regu
ły nie tworzą zakończeń synaptycznych, natomiast uwalniane przez nie 
hormony docierają do narządów efektorowych poprzez ogólne krążenie 
krwi lub hemolimfy.

Porównując komórki nerwowe i neurosekrecyjne zwrócono również 
uwagę, że zasadnicze różnice między tworzonymi przez nie systemami 
mają charakter przestrzenny i czasowy. Komórki nerwowe oddziałują na 
elementy efektorowe z małej odległości, równej rozmiarom szczeliny sy
naptycznej, przez okres mierzony zaledwie w milisekundach. Natomiast 
komórki neurosekrecyjne uwalniają neurohormony do naczyń w dużym 
oddaleniu od narządów efektorowych, przy czym działanie tych substancji 
trwa niewspółmiernie dłużej. W tym samym duchu wypowiedziała się 
Scharrer [104], kiedy zwróciła uwagę, że jedną z cech odróżniających ko
mórki neurosekrecyjne od konwencjonalnych neuronów jest tworzenie 
długotrwałych sygnałów za pośrednictwem uwalnianych do krwi neuro- 
chemicznych przenośników, a zatem przeciwnie niż ma to miejsce w przy
padku przekaźnictwa synaptycznego.

Piśmiennictwo naukowe dotyczące komórek neurosekrecyjnych 
i związanego z nimi zjawiska neurosekrecji jest obecnie, po kilkudziesię
ciu latach usilnych i wielostronnych badań, nadzwyczaj obfite. Większość 
publikacji ukazała się w licznych periodykach naukowych, natomiast 
znacznie skromniejsza część trafiła do wydawnictw zwartych. Spośród 
tych ostatnich szczególnie ważne są tomy będące pokłosiem kolejnych 
siedmiu (jak dotąd) międzynarodowych sympozjów nt. neurosekrecji, 
z których pierwsze odbyło się w 1953 r. w Neapolu [2], a kolejne — w kil
kuletnich odstępach — w Lund [8], Bristolu [57], Strasburgu [121], Kilonii 
[13], Londynie [75] i w Leningradzie [12]. Oprócz przynoszenia wielu no- 
tvych faktów z zakresu morfologii i funkcjonowania neuronów wydzielni
czych, kolejne spotkania badaczy skupionych wokół problemu neurosek-
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recji, a szerzej wokół mechanizmów regulacji nerwowo-dokrewnej, przy
nosiły stopniowe krystalizowanie się poglądów na istotę zjawiska neuro-
sekrecji.

K SZTA ŁTO W A N IE SIĘ  POGLĄDÓW
«

Sięgając do początków badań nad komórkami i zjawiskiem neuro- 
sekrecji należy cofnąć się do 1914 r., w którym Gaskell [49] wysunął przy
puszczenie, iż pewne komórki chromochłonne z pnia nerwowego pierście
nic mogą spełniać równocześnie funkcje nerwowe i dokrewne. Dowodu 
na to, że mózg owadów jest również gruczołem dokrewnym, wydzielają
cym hormon przepoczwarzania, dostarczył polski biolog Stefan Kopeć. Ten 
błyskotliwy eksperymentator przeprowadził w latach 1917-1922 cykl do
świadczeń na gąsienicach brudnicy nieparki, Lymantia dispar [76, 77]. Po
legały one na usuwaniu gąsienicom mózgu po upływie różnej liczby dni 
od ostatniej linki, bądź też na zakładaniu gąsienicom tego motyla ligatury 
w połowie ich długości, przez co zamknięciu ulegały w tej okolicy ciała 
naczynia krwionośne. Doświadczenia Kopcia dowiodły, że do siódmego 
dnia od ostatniej linki obecność mózgu jest niezbędna, aby gąsienica mo
gła przeistoczyć się w poczwarkę, natomiast po przekroczeniu tego term i
nu usunięcie mózgu nie zapobiega przepoczwarzaniu. Wreszcie doświad
czenia polegające na przewiązywaniu ciała gąsienic pokazały, że przeobra
żeniu ulega tylko przednia część ciała, natomiast odcinek leżący do tyłu 
od przewiązki zachowuje budowę larwalną. Wyniki przypomnianych 
eksperymentów Kopcia wskazywały niedwuznacznie, że mózg wpływa 
na morfogenezę tkanek za pośrednictwem substancji rozprowadzanej po 
organizmie przez krew, a zatem będącej neurogennym hormonem. Ilość 
tego hormonu w organizmie osiąga w siódmym dniu od ostatniej linki 
t ki poziom, który nawet wobec usunięcia mózgu zapewnia normalny
przebieg metamorfozy.

Bez wątpienia, osiągnięcia Kopcia były na owe czasy dużej miary
rewelacjami. Jednak przez wiele lat nie potrafiono właściwie docenić ich 
znaczenia. I chociaż bez popadania w egzaltację możemy uznać Kopcia za 
promotora neuroendokrynologii bezkręgowców, jednakże jego odkrycia 
nie wywarły większego bezpośredniego wpływu na rozwój tej dyscypliny, 
przyćmione publikacjami z czwartej i piątej dekady bieżącego stulecia 
[67, 95, 96, 123, 131-133]. Podobny los spotkał publikację Speidela z 1919 r.
[118], w której autor ten opisał w rdzeniu ryb spodoustych komórki ner
wowe o funkcji dokrewnej. (

W 1928 r. Scharrer [105] wskazał na wydzielniczy charakter neuro
nów jądra przedwzrokowego w podwzgórzu ryb kostnoszkieletowych. Do
ceniając wagę swych spostrzeżeń, rozszerzył on obserwacje na przedsta
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wicieli innych grup kręgowców, aby następnie sformułować hipotezę mó
wiącą o hormonogennej roli niektórych jąder podwzgórza [106-110]. 
W owych pionierskich latach kontentowano się, zresztą z konieczności, 
prostą definicją, wedle której komórkami neurosekrecyjnymi są neurony 
zawierające inkluzje przypominające w mikroskopie świetlnym ziarna 
wydzieliny [110]. Podkreślano również powinowactwo tych komórek do 
określonych barwników histologicznych.

Idea neurosekrecji i hormonotwórczej roli podwzgórza, w ujęciu 
lansowanym przez E. i B. Scharrerów, napotykała początkowo na chłód, 
a nawet nieufność wielu badaczy. W tym kontekście na przypomnienie 
zasługuje historycznie pierwsza sugestia o pośredniczeniu między ośrod
kowym układem nerwowym i przednim płatem przysadki czynnika hor
monalnego, wpływającego według Hinsey i Markee [63] na aktywność 
sekrecyjną tego gruczołu. Również Roussy i Mosinger [94] wyrazili przy
puszczenie, że neurony wydzielnicze podwzgórza mają prawdopodobnie 
zdolność wpływania na funkcję przedniego płata przysadki. Równocześ
nie z wykazaniem przez Wisłockiego i Kinga w 1936 r. [134] zstępującego 
przepływu krwi w żyłach wrotnych przysadki, Friedgood sformułował 
hipotezę, iż naczynia te służą za kanał humoralny (patrz [26]). Ważnym 
wydarzeniem naukowym, przynależnym do tego samego okresu, było 
ogłoszenie przez Greena i Harrisa w 1947 r. [51] wyraźnie sformułowanej 
teorii czynników uwalniających, według której podwzgórze wpływa na 
czynność przysadki mózgowej (pars distalis) za pośrednictwem przysad- 
kotropowych hormonów, przenoszonych z wyniosłości przyśrodkowej do 
przysadki via żyły wrotne tego gruczołu (zob. też [54-56]).

Aż po sam koniec lat 40 nie znano zadowalających metod barwienia 
substancji neurosekrecyjnej oraz morfologicznych składników podwzgó- 
rzowego systemu neurosekrecyjnego. Stosując kwas fosforowowolframo- 
wy i fiolet krezylowy, Popjók [91] wykazał po raz pierwszy obecność 
koloidu w całym systemie podwzgórzowo-przysadkowym, lecz sugerował 
błędnie wstępujący kierunek wędrówki wybarwionych substancji. Nato
miast Palay [89], k tóry otrzymał podobne efekty barwiąc koloid kwaśną 
fuksyną, opowiedział się za zstępującym kierunkiem przesuwania się w y
dzieliny. Dopiero spostrzeżenia Bargmanna [3], które wykazały, że opra
cowane przez Gomoriego metody barwienia wysepek trzustkowych hema- 
toksyliną chromowo-glinową (CAH) i fuksyną aldehydową (AF) wybar- 
wiają stosunkowo wybiórczo substancję neurosekrecyjną w perykario- 
nach i wypustkach neurocytów wydzielniczych podwzgórza ssaków, na
dały wielkiego rozmachu badaniom nad neurosekrecją kręgowców. Wią
żąc dotychczasowe informacje, W. Bargmann i liczne grono jego współ
pracowników wykazali morfologiczny i czynnościowy związek między 
wielkokomórkowymi jądrami neurosekrecyjnymi podwzgórza (NPO, NSO,
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NPV) i płatem nerwowym przysadki [4, 5, 14, 59, 88]. Szybko też w ykryto  
związek między substancją neurosekrecyjną (CAH- i AF-pozytywną) 
i antydiuretyną płata nerwowego [60, 61] oraz wytłumaczono gromadze
nie się nacieku tej substancji w proksymalnym .odcinku przeciętej łodygi 
przysadki przesuwaniem się neurosekretu w kierunku zstępującym. Licz
ne grono badaczy wkrótce uwiarygodniło te ustalenia w odniesieniu do 
przedstawicieli wszystkich gromad kręgowców. Równocześnie powstała 
możliwość badania dynamiki procesu neurosekrecji w warunkach nor
malnych oraz zmienionych doświadczalnie (stres osmotyczny, hiperter- 
mia itp.).

W świetle omówionych wyników zgoła nowej wartości nabrały 
wcześniejsze odkrycia wskazujące na przeciwdiuretyczną funkcję płata 
nerwowego przysadki [29, 38, 126] oraz hipoteza, która głosiła, że wy
stępujące w tym płacie hormony są uwalniane przez zakończenia włó
kien nerwowych [92]. Wprawdzie termin „neurosekrecja” nie został wy
powiedziany expressis verbis, ale istota tego zjawiska była już zawarta 
w hipotezie Rasmussena [92], W kontekście zagadnień poruszonych w tym 
akapicie należy również przytoczyć badania, których autorzy [31] — po
sługując się techniką stereotaksji — wykazali, że zniszczenie proksymal- 
nej części łodygi przysadki lub obustronnych jąder nadwzrokowych w y
wołuje atrofię płata nerwowego przysadki oraz moczówkę prostą. Waż
nego odkrycia dokonał również Green [50] spostrzegając, że w płacie ner
wowym żaby włókna nerwowe są rozmieszczone promieniście wokół na
czyń krwionośnych. Na tej podstawie wyprowadził wniosek, że tak zbu
dowany płat nerwowy sugeruje neurosekrecję w znaczeniu nadanym 
przez Rasmussena [92].

Na podstawie badań układu neurosekrecyjnego skorupiaków, Carlisle 
i Knowles [21] ukuli w 1953 r. pojęcie „narządu neurohemalnego” dla 
określenia skupień końcowych odcinków aksonów komórek neurosekre- 
cyjnych, przetkanych siecią naczyń krwionośnych i ewentualnie komór
kami nabłonkowymi. Według takiego określenia, narządami neurohemal- 
nymi są: gruczoł zatokowy, narząd zaspoidłowy i narząd osierdziowy sko
rupiaków, corpora cardiaca owadów, przysadka nerwowa kręgowców oraz 
przysadka rdzeniowa (urofyza) ryb. W publikacjach z lat 50 podkreślano, 
że pod względem cytologicznym komórki neurosekrecyjne łączą w sobie 
cechy neuronów i komórek gruczołowych, przy czym ich zakończenia nie 
tworzą połączeń synaptycznych z narządami efektorowymi, lecz uwal
niają produkt sekrecji do naczyń krwionośnych na obszarze narządów 
neurohemalnych [72, 111]. Z tak  sformułowanej definicji wynika, że akso
ny kończące się na kapilarach podwzgórzowo-przysadkowego systemu 
wrotnego są siłą rzeczy neurosekrecyjne [18]. Przytoczona definicja prze
mawiała zatem za włączeniem do systemów neurosekrecyjnych szeregu 
drobnokomórkowych jąder podwzgórza. Równocześnie jedną z okolicz
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ności komplikujących uzgodnienie wyczerpującej definicji komórek neuro- 
sekrecyjnych było wielokrotnie stwierdzane występowanie włókien i dróg 
neurosekrecyjnych zmierzających do różnych obszarów mózgu leżących 
poza podwzgórzem (tzw. zewnątrzprzysadkowe drogi neurosekrecyjne),
tworzących przeto synapsy międzyneuronowe [15, 52. 53, 79, 80, 81].

Zastosowanie mikroskopu elektronowego otworzyło przed badaniami 
dotyczącymi neurosekrecji zgoła nowe perspektywy. Jednym z ważniej
szych osiągnięć owego okresu było wykrycie w komórkach i aksonach 
neurosekrecyjnych charakterystycznie zbudowanych ziarenek neurose- 
k re tu  o średnicy w granicach 0,1-0,3 um [9, 10]. Wkrótce też odkryto, że 
■owe ziarenka zawierają neurohormony, a mianowicie oksytocynę i wazo- 
presynę [58], oraz że miejscem ich formowania się są aparaty Golgiego 
leżące w cytoplazmie okołojądrowej komórek [19, 20], W ziarenkach tych 
widziano początkowo dobrą cechę diagnostyczną zjawisk neurosekrecji, 
ale nadzieje te rozwiały się wraz ze stwierdzeniem, że morfologicznie ta 
kie same ziarenka mogą występować w komórkach nerwowych mimo oczy
wistego braku neurosekrecji. W mózgu np. pierścienic większość neuronów 
konwencjonalnych, nie wykazujących aktywności dokrewnej, zawiera 
w  cytoplazmie obłonione ziarnistości o silnie osmofilnej części rdzennej.

Obecność w cytoplazmie neurocytów obłonionych ziarenek jest 
wprawdzie poszlaką, lecz trudno ją uznać za kryterium  neurosekrecji, 
zwłaszcza że w zakończeniach aksonów może występować kilka typów 
pęcherzyków i ziarnistości oraz szereg form pośrednich, różniących się 
rozmiarami, przenikliwością dla elektronów oraz szerokością jasnej strefy 
leżącej wprost pod błoną osłaniającą ziarenka itp. DeRobertis [23, 24] 
sklasyfikował ongiś te s truk tury  na (i) jasne mikropęcherzyki o rozmia
rach typowych dla cholinergicznych pęcherzyków synaptycznych, (ii) 
ziarenka adrenergiczne zawierające aminy katecholowe oraz (iii) typowe
ziarenka neurosekrecyjne.

Badając u ltrastrukturę  narządu osierdziowego skorupiaków, Know
les [68] odkrył dwa typy włókien różniących się morfologią ziarenek neu- 
rosekretu. Oba typy włókien uwalniają wydzielinę do krwiobiegu, jednak 
różnią się budową chemiczną aktywnych czynników, które w jednych 
włóknach są peptydami, a w drugich — aminami. Autor cytowanych ba
dań wprowadził terminy włókien A i włókien B albo odpowiednio — pep- 
tydergicznych i aminergicznych. W piśmiennictwie tego okresu pojawiły 
się również określenia neurosekrecji peptydergicznej i aminergicznej.

Równocześnie analogiczne spostrzeżenia poczynili Stahl i Leray [119] 
w przysadce ryb kostnoszkieletowych, gdzie również wykryli dwa typy 
włókien neurosekrecyjnych, z których jedne (CAH- i AF-pozytywne) po
chodzą z jądra przedwzrokowego, natomiast drugie (CAH- i AF-negatyw- 
ne) wybiegają z neurocytów jądra bocznego guza i są skorelowane pod
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względem aktywności ze stopniem dojrzałości płciowej badanych ryb. 
Dalszy krok w tym samym kierunku znowu uczynił Knowles [70], k tó ry  
opublikował wyniki badań nad u ltrastrukturą  części pośredniej przysadki 
rekinka (Scyliorhinus caniculus), stwierdzając istnienie „unerwienia’* 
komórek tej części gruczołu dwoma typami włókien neurosekrecyjnych. 
Jedne z nich (włókna A albo peptydergiczne) tworzą zakończenia w stycz
ności z powierzchnią biegunów syntetyzujących (szczytowych), natomiast 
drugie (włókna B albo aminergiczne) kończą się na biegunach wydzielni- 
czych (podstawnych) komórek gruczołowych. W ten sposób wykazano po 
raz pierwszy istnienie neurosekrecyjnego systemu podwzgórzowo-przy- 
sadkowego bez narządu neurohemalnego oraz tworzenie przez włókna 
neurosekrecyjne i komórki gruczołowe kontaktów (synaps) sekreto-moto- 
rycznych. Inny autor [84] wkrótce wykazał, że u rekinka włókna A w y
biegają z komórek jądra przedwzrokowego, a włókna B — z komórek 
jądra bocznego guza. Z kolei Bargmann i wsp. [11] odkryli występowa
nie na powierzchni komórek pars intermedia przysadki kota kolbkowa- 
tych zakończeń włókien neurosekrecyjnych. W tym samym czasie podob
ne rezultaty otrzymywali autorzy prowadzący badania u ltras truk tury
przysadki nabłonkowej ryb kostnoszkieletowych [32, 33, 36, 37, 69, 73, 74]. 
Co więcej, wykryto również, że u owadów komórkami efektorowymi dla 
elementów neurosekrecyjnych mogą być włókna mięśniowe [65, 123, 130].

Opracowana przez Falcka i Hillrapa [27, 28] metoda specyficznego 
histochemicznego demonstrowania amin katecholowych przy zastosowa
niu mikroskopu fluorescencyjnego umożliwiła uwidocznianie systemu gu- 
zowo-lejkowego, którego aksony kończą się na ścianach naczyń zewnętrz
nej warstwy wyniosłości przyśrodkowej oraz aminergicznego unerwienia 
hormonotwórczych jąder podwzgórza. Metodę tę szybko opanowali bada
cze z licznych ośrodków naukowych, choć od samego początku była i po
została domeną autorów szwedzkich i fińskich [39-48, 62], Posługując się 
tą techniką Fuxe i Hókfelt [44] wykazali, że zmienna zawartość amin 
katecholowych w wyniosłości przyśrodkowej ma związek z aktywnością 
wydzielniczą hormonotwórczej części przysadki. Autorzy ci sformułowali 
przypuszczenie, że zakończenia włókien aminergicznych drogi guzowo-lej- 
kowej uwalniają do naczyń układu wrotnego przysadki dopaminę. Jed
nakże nie utożsamiali dopimany z którymś z hormonów przysadkotropo- 
wych. Przeciwnie, ich interpretacja sugerowała, że hormony te są praw
dopodobnie magazynowa w innych typach zakończeń na obszarze wy
niosłości przyśrodkowej. Koncepcję tę potwierdzili Schneider i McCann 
[113, 114] przez wykazanie, że same monoaminy nie mogą być identyfiko
wane z czynnikami regulującymi.

W 1964 r. Scharrer [109] wystąpił z płodną koncepcją, według któ
rej istota neurosekrecji polega na tym, że neurony hormonotwórcze two-
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*

Rye. 2. J ą d ro  przed w zrokow e (NPO) w podw zgórzu k a rp ia ,  C ypr inus  carpio  L.
P r z e k r o j e  p o p r z e c z n e  (a) X 136 (A) X 270, c z ę ś ć  l e w o s t r o n n a  j ą d r a ,  s t y c z e ń ;  (t>) X  136, 
(B) X 270. c z ę ś ć  p r a w o s t r o n n a  j ą d r a ,  k w i e c i e ń ;  (c) X 136, (C) X  270, c z ę ś ć  p r a w o s t r o n n a  
j ą d r a .  N e u r o s e k r e t  w y b a r w i o n y  f u k s y n ą  a l d e h y d o w ą  w e d ł u g  m e t o d y  G o m o r i e g o .  Z e s p ó ł  
p r z e d s t a w i o n y c h  m i k r o f o t o g r a f i i  w y k a z u j e  i s t n i e n i e  c y k l u  s e z o n o w e g o  w  a k t y w n o ś c i  
k o m ó r e k  n e u r o s e k r e c y j n y c h  N P O  k a r p i a ,  c h a r a k t e r y z u j ą c e g o  s ię  i n n ą  r y t m i k ą  w  p o 
r ó w n a n i u  z j ą d r e m  p r z e d w z r o k o w y m  l i n a .  U d e r z a j ą c y m  r y s e m  k o m ó r e k  n e u r o s e k r e 
c y j n y c h  k a r p i a  są  m a ł e  r o z m i a r y  j ą d e r  k o m ó r k o w y c h  i s i l n a  w a k u o l i z a c j a  c y t o p l a z m y  
w  s t y c z n i u  (2A), s z c z e l n e  w y p e ł n i e n i e  n e u r o s e k r e t e m  c y t o p l a z m y  k o m ó r e k  w  k w i e t n i u  
(2B) o r a z  z w i ę k z o n e  r o z m i a r y  j ą d e r  k o m ó r e k  n e u r o s e k r e c y j n y c h  p r z y  z m n i e j s z o n e j  
i l o ś c i  i i n n y m  r o z m i e s z c z e n i u  n e u r o s e k r e t u  w  l i s t o p a d z i e  (2C). N a j w y ż s z a  a k t y w n o ś ć

N P O  k a r p i a  p r z y p a d a  n a  m i e s i ą c e  l i p i e c  i s i e r p i e ń  (o ry g . ) .
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N E U R O S E K R E C J A 6 1

rzą wspólną drogę końcową (final common pathway), łączącą systemy ner
wowy z dokrewnym, a jak określa się obecnie: końcową drogę nerwowo- 
dokrewną (final neuroendocrine pathway) [71]. Ujęcie to wpłynęło na 
definicję komórek neurosekrecyjnych, określanych odtąd jako neurony 
uczestniczące pośrednio lub bezpośrednio w regulacji dokrewnej oraz 
tworzące całość lub część narządu dokrewnego. Wypowiadając się na ten 
sam temat Picard [90] użył nieco innego sformułowania pisząc, że ko
mórka neurosekrecyjna jest neuronem, który uzyskał funkcję dokrewną, 
będąc w takim razie komórką o dwojakiej specjalizacji. Ponieważ obie 
funkcje są nierozłączne, przeto komórka neurosekrecyjna jest zintegro
waną jednostką nerwowo-gruczołową, co można uznać za jej cechę spe
cyficzną. Powołując się na sformułowania Picarda przypomnijmy również 
wypowiedź Scharrer [102], zalecającą odnoszenie terminu „neurosekrecja” 
tylko do takich elementów nerwowych, dla których cechą dominującą 
jest produkcja chemicznych mediatorów (hormonów). Wreszcie przypom
nienia wymaga również stwierdzenie [116], że długotrwałe działanie neu
rohormonów jest taką cechą diagnostyczną, która wyklucza substancje 
przekaźnikowe spośród neurosekretów.

Uznając, że oba hormonotwórcze systemy podwzgórzowe kręgowców,, 
tj. podwzgórzowo-przysadkowy i guzowo-lejkowy, spełniają kryteria neu- 
rosekrecji, Bern i Knowles [18] skonstatowali, że tylko takie neurony 
możemy uznać za neurosekrecyjne, które albo same uwalniają hormony 
do krwi, albo regulują syntezę lub uwalnianie hormonów przez gruczoły 
dokrewne. Autorzy ci dali również wyraz stanowisku, według którego 
podstawowymi kryteriami komórek neurosekrecyjnych nie są ani cechy 
morfologiczne (tj. ich charakter nerwowo-gruczołowy), ani biochemiczne 
(synteza określonych substancji), lecz tworzenie ostatniego ogniwa łączą
cego układy nerwowy z dokrewnym — wspólną drogę końcową, przeno
szącą informacje nerwowe do systemu dokrewnego. Wychodząc z podob
nych przesłanek, zwłaszcza uwzględniając podobieństwa między klasyczną 
neurosekrecją peptydergiczną i zjawiskami, które legły u podstaw teorii 
czynników regulujących, Knowles [71] wysunął propozycję, aby za ko
mórki neurosekrecyjne uznać neurony peptydergiczne, łączące systemy 
nerwowy z dokrewnym i spełniające prawdziwie dokrewną funkcję.

K O N T A K T Y  N ER W O W O -EFEK TO R O W E

Dopełnieniem przedstawionych informacji jest klasyfikacja powiązań 
czynnościowych ośrodkowego układu nerwowego z narządami efektoro- 
wymi, głównie gruczołami, przeprowadzona przez Scharrer [104]. Ponie
waż wnosi ład i klarowność do wspomnianego zagadnienia, przeto zasłu
guje na przypomnienie.
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«2 A. J A S I Ń S K I

I. Konwencjonalne połączenia nerwowo-efektorowe: (A) ciągłe, (1) 
neurohumoralne, (a) stwierdzone w takich narządach efektorowych, jak 
komórki części pośredniej przysadki [11, 34, 35, 85], komórki trzustki wy- 
sepkowej [25, 66, 82, 115, 128], kora nadnerczy [1, 124], komórki ciałek 
pozaskrzelowych i komórki parafollikularne tarczycy ssaków [93, 120, 
135], komórki śródmiąższowe jąder i jajników [16, 22, 125] oraz corpora 
allata owadów [103], (b) gruczoły wydzielania zewnętrznego i włókna 
mięśniowe.

II. Niekonwencjonalne mechanizmy regulacji oparte na sygnalizacji 
neurochemicznej, docierającej do komórek efektorowych przez kanał na
czyniowy obwodowy (neurohormony) lub wrotny (czynniki regulujące): 
(A) nieciągłe, (1) neurohormonalne, (a) oddziałujące na efektory gruczo
łowe, jak komórki pars distalis przesadki wyższych kręgowców i gruczoły 
protorakalne owadów, oraz na b) efektory nie będące gruczołami, a mia
nowicie: na komórki kanalików nefronów i mięśnie macicy, (2) neuro
humoralne, (a) odnoszące się do pars distalis przysadki niektórych ryb 
[127] i gruczołów dokrewnych owadów oraz (b) mięśni gładkich i nie
których mięśni prążkowanych i w końcu (B) ciągłe, których przykładem 
są komórki części pośredniej przysadki [11] oraz komórki corpora cardia
ca [99] unerwiane sekreto-motorycznie przez aksony komórek neurose
krecyjnych.

L IT E R A T U R A

[1] ALVAREZ F. G., E stud io  u l t r a e s t ru c tu ra l  sobre la ine rvac ion  de la corteza 
su p ra ren a l ,  An. Anat., 19: 267-279, 1970.

[2] A nonim ow a red ak c ja ,  I. In te rn a t io n a l  Sym posium  on N eurosecre tion , Pubbl. 
Staz. Zool. N apoli 24, Suppl. 1-98, 1954.

[3] BARGM ANN W., U ber die n eu ro sek re to r isch e  V erkn tip fung  von H y p o th a lam u s  
und  N eurohypophyse , Z. Zellforsch., 34: 610-634, 1949.

[4] — Z w isch en h irn  und  N eurohypophyse ; e ine neue V orste llung  u b e r  die fu n k t io -  
nelle B edeu tung  des H in te r lap p en s ,  Med. Mschr. S tu t tg a r t ,  5: 466-470, 1951.

15] — Das Z w isch en h irn -H y p o p h y sen  system , Springer, Berlin  1954.
[6] — T he n eu ro sec re to ry  system  of th e  d iencephalon , E ndeavour, 19: 125-133,

1960.
[7] — N eurosecre tion , In t. Rev. Cytol., 19: 183-201, 1966.
[8] BARGM ANN W., H A N STRO M  B., SC H A R R E R  E. (eds.), II In te rn a t io n a l  S y m 

posium  on N eurosecre tion , Berlin , G ottingen, H eidelberg , S p r in g e r  1958.
[9] BARGM ANN W., K N O O P A., E lek tronm ik roskop ische  B eobach tungen  an  der 

N eurohypophyse , Z. Zellforsch., 45: 242-251, 1957.
110] BARGM ANN W., K N O O P A., T H IE L  A., E lek tro n en m ik ro sk o p isch e  S tud ie  an  

der  N eurohypophyse  von Trop idono tus  n a t r i x  (mit B eriicksichtigung d e r  P ars  
in te rm ed ia) ,  Z. Zellforsch., 47: 114-126, 1957.

111] BARGM ANN W., L IN D N ER  E., ANDRES K. H., U ber S y n ap sen  endokrinen . 
E pite lze llen  un d  die D efin ition  sek re to r isch e r  N eurone. U n te rsu ch u n g en  am 
Z w ischen lappen  d e r  K atzenhypophyse , Z. Zellforsch., 77: 282-298, 1967.

http://rcin.org.pl



N E U R O S E K R E C J A 63

:J12] BARGM ANN W., O K SCH E A., POLENOV A., SC H A R R ER  B. (eds.), N euro -  
sec re tion  and  N euroendocrine  A ctiv ity , Evolution , S t ru c tu re  and  Function . 
V II In te rn a t io n a l  S ym posium  on N eurosecre tion , S p r in g er ,  Berlin , H eidelberg
1978.

113] BARGM ANN W., SC H A R R ER  B. (eds.), A spects  of N euroendocrinology. V I n 
te rn a t io n a l  S ym posium  on N eurosecre tion , Berlin , H eidelberg , New York,
S p r in g e r  1970.

[14] BA RG M A N N  W., SC H A R R ER  E., The site of orig in  of the  horm ones of th e
p o s te r io r  p i tu i ta ry ,  Am. Sci., 39: 255-259, 1951.

T15] BA RRY  J., Les voies e x tra -h y p o p h y sa ire s  de la neu ro sec re tio n  d iencephali-
que, Bull. Assoc. Anat., 89: 464-476, 1956.

[16] B A U M G A R TEN  H. G., H O LST EIN  A. F., A d ren erg e  In n e rv a t io n  im H oden und
N eb en h o d en  vom  S ch w an  (C ygnus  olor), Z. Zellforsch., 91: 402-410, 1968.

[17] BERN H. A., H A G A D O RN  I. R., N eurosecre tion , [w] S t ru c tu re  and  F unc tion  
in  th e  N ervous  S ys tem  of In v e r te b ra te s ,  F reem an , S an  F ranc isco  1965, 353-429.

[18] BERN H. A., KNOW LES F., N eurosecre tion , [w] N euroendocrino logy  (M art i 
n i L., G anong W. F., eds.), I: 139-186, A cadem ic  Press, N ew  York, L ondon  1966.

[19] BERN H. A., N IS H IO K A  R. S., H A G A D O RN  I. R., A ssociation  of e lem e n ta ry  
n eu ro sec re to ry  g ranu les  w ith  the  Golgi com plex, J .  U ltra s tru c .  Res., 5: 311-320,
1961.

[20] — N eu ro sec re to ry  g ran u le s  and  the  organelles  of n eu ro sec re to ry  cells, [w] 
N eu rosecre tion  (H eller H., C la rk  R. B., eds.), A cadem ic Press, N ew  York 1962, 
21-34.

[21] C A R L IS L E  D. B., K N O W LES F., N eu ro h aem a l o rgans  in  c rus taceans , N a tu re ,  
172: 304, 1953.

122] D A H L E., S tud ies  of th e  fine  s t ru c tu re  of o v a r ian  in te rs t i t ia l  tissue. III. The 
in n e rv a t io n  of th e  th eca l  g land  of th e  dom estic  fowl, Z. Zellforsch., 109: 
212-226, 1970.

[23] D eR O B ER TIS E., A genera li  in te rp re ta t io n  of n eu ro sec re to ry  m icrovesicles [w] 
P erspec tives  in  Biology (Corti C. et al., eds.), E lsevier, A m ste rd am  1963, 409-423.

[24] — H istophysio logy of synapses  and  neu rosecre tion , O xford , P e rg am o n  Press, 
1964.

[25] E ST E R H U IZ E N  A. C., S P R IG G S  T. L. B., LEVER J. D., N a tu re  of islet-cell 
in n e rv a t io n  in  the  cat pancreas ,  D iabetes, 17: 33-36, 1968.

[26] EV ER ETT J. W., T he m a m m a lia n  h y p o th a lam o -h y p o p h y s ia l  system , [w] The 
E ndocrine  H y p o th a lam u s  (Jeffcoate  S. L., H u tch in so n  J. S. M., eds.), A cadem ic 
Press, London, N ew  York, S an  F ranc isco  1978, 1-33.

127] F A L C K  B., C e llu la r  localization  of m anoam ines , P rogress  B ra in  Res., 8: 28-44, 
E lsevier, A m ste rd am  1964.

[28] F A L C K  B., H IL L A R P  N.-A., TH IEM E G., T H O R P A., F luorescence  of c a te 
cho lam ines  a n d  re la ted  com pounds condensed w ith  fo rm aldehyde , J . H istochem . 
Cytochem ., 10: 348-354, 1962.

[29] F A R M I F., U eber  D iabetes  ins ip idus  un d  H ypophys is the rap ie ,  W ien klin. 
W schr., 26: 1867, 1913.

[30] F IN G E R M A N  M., P erspec tives  in c ru s tacean  endocrinology, Scientia , 55: 1-23, 
1970.

[31] F IS H E R  C., IN G R A M  W. R., RANSON S. W., D iabetes ins ip idus  and  the  
n e u ro h o rm o n a l  con tro l of w a te r  balance: A co n tr ib u tio n  to th e  s t ru c tu re  and  
fu n c tio n  of th e  h y p o th a lam ico -h y p o p h y sea l  system , E d w ard s  Bros, A nn A rbor 
1938-

http://rcin.org.pl



64 A. J A S I Ń S K I

[32] FO L LEN IU S E., Bases s t ru c tu ra le s  et u l t ra s t ru c tu ra le s  des co rre la t ions  d ien - 
cepha lo -hypophysa ires  chez les selaciens et les te leosteens, Arch. A nat. m icr. 
M orph, exp., 54: 195-216, 1965.

[33] — Cytologie des system es n eu ro sec re teu rs  h y p o th a lam o -h y p o p h y sa ire s  des 
poissons teleosteens, [w] N eurosecre tion  (S tu tin sk y  F., ed.) S p r in g e r  1967, 42-55.

[34] — In n e rv a t io n  ad ren e rg iq u e  de la m etaadenohypophyse  de l ’E pinoche  (G aste - 
rosteus aculeatus  L.). Mise en ev idence p a r  au to rad io g rap h ie  a u  m icroscope 
e lec tron ique , C. R. Acad. Sci. (Paris), 267D: 1208-1211, 1968.

[35] — Mise en  evidence, au  m icroscope e lec tron ique , de l ’in n e rv a t io n  de l ’hypo- 
physe de Gasterosteus aculeatus  L. p a r  la techn ique  de M aille t C ham py , C. R. 
Acad Sci. (Paris), 271D: 1034-1037, 1970.

[36] FO L L EN IU S E., PO R TE A., E tude  des d iffe ren ts  lobes de l ’hypophyse  de la 
P erche  (Perca f luv ia t i l is  L.) au  m icroscope e lec tron ique , C. R. Soc. Biol., 155: 
128-131, 1961.

[37] — A ppearance , u l t r a s t ru c tu re  and  d is tr ib u tio n  of the  n e u ro sec re to ry  m a te r ia l  
in  th e  p i tu i ta ry  g land of tw o teleost fishes, Lebis tes  re t icu la tus  an d  Perca f l u 
viatilis,  (w) [57]: 51-69, 1962.

[38] FR A N K  E., U ber B eziehungen  der  H opophyse zum  D iabetes  insip idus , B er l i
n e r  klin. W schr., 49: 393-397, 1912.

[39] FU X E  K., C ellu la r  localiza tion  of m onoam ines  in th e  m ed ian  em inence  and  
in fu n d ib u la r  s tem  of some m am m als ,  A cta  Physiol. Scand., 58: 383-384, 1963.

[40] — C ellu la r  localization  of m onoam ines  in th e  m ed ian  em inence  an d  th e  in 
fu n d ib u la r  s tem  of some m am m als , Z. Zellforsch., 61: 710-724, 1964.

[41] — Evidence fo r  th e  ex is tence  of cen tra l  m onoam ine  neurons, M. D. Thesis, 
S tockholm  1965.

[42] — Evidence fo r  the  ex is tence  of m onoam ine  neu rons  in  the  c e n tra l  n e rv o u s  
system. III. T he m onoam ine  n e rv e  te rm in a ls ,  Z. Zellforsch., 65: 573-596, 1965.

[43] FU X E K., H O K FE L T  T., F u r th e r  ev idence  fo r  th e  ex is tence  of tubero-iin- 
fu n d ib u la r  dopam ine , Acta Physiol. Scand., 66: 245-246, 1966.

[44] — The in fluence  of cen tra l  ca techo lam ine  n eu ro n s  on th e  h o rm o n e  secre tion
from  the  a n te r io r  and  pos te r io r  p i tu i ta ry ,  (w) [121]: 165-177, S p r in g e r  1967.

[45] — P a r t ic ip a t io n  of cen tra l  m onoam ine  n eu ro n s  in  the  reg u la t io n  of a n te r io r  
p i tu i ta ry  fu n c tio n  w ith  special reg a rd  to the  neu ro en d o crin e  role of tu b e ro - in -  
fu n d ib u la r  dopam ine  neurons , (w) [13]: 192-205, 1970.

[46] F U X E  K., H O K FE L T  T., N ILSSO N  O., A fluorescence  and  e lec tron  m icroscopic  
s tu d y  on ce r ta in  b ra in  reg ions r ich  in m onoam ine  te rm in a ls ,  Am. J . Anat., 117: 
33-45, 1965.

[47] — A ctiv ity  changes in  th e  tu b e ro - in fu n d ib u la r  dopam ine  n eu ro n s  of the  r a t  
d u r in g  v a r io u s  stages of the  rep ro d u c tiv e  cycle, Life Sci., 6: 2057-2061, 1967.

[48] FU X E  K., H O K F E L T  T., JO N SSO N  G., LO FSTR O M  A., A m inerg ic  m ech an ism s  
in neu roen d o crin e  control, (w) [75]: 269-275, 1974.

[49] G A SK ELL J . F., T he  ch rom aff ine  system  of anne lid s  and  th e  re la t io n  of th is  
system  to th e  con trac ti le  v ascu la r  system  in  the  leech, Phil. T rans.,  205B:
153-211, 1914.

[50] GREEN J . D., Vessels an d  n e rves  of a m p h ib ia n  hypophysis . A s tu d y  of th e  
liv ing  c ircu la tion  and  of the  histology of the  hypophysia l  vessels and  nerves, 
Anat. Rec., 99: 21-53, 1947.

[51] GREEN J. D., H A R R IS  G. W., The n eu ro v a sc u la r  link  be tw een  th e  n e u ro 
hypophysis  an d  adenohypophysis ,  J . Endocr., 5: 136-146, 1947.

[52] GRIGNON G., Mise en ev idence  d ’une ac tiv ite  a n t id iu re t iq u e  d ’e x t ra i t s  de

http://rcin.org.pl



N E U R O S E K R E C J A G5

quelques  reg ions de l ’encepha le  chez la T o rtu e  te r re s t re  (T. m auritan ica  Du- 
mer.), C. R. Soc. Biol., 155: 1523-1526, 1961.

[53] G R IG N O N  G., LA M A R C H E M., E tude  de  l ’aotiv ite  ocytocique d ’e x tra i ts  de 
d iffe ren tes  p a r t ie s  du  ce rv eau  chez la T o rtu e  te r re s t re  (Testudo  mauritanica),  
C. R. Soc. Biol., 153: 2030-2032, 1959.

[54] H A R R IS  G. W., O estrus  rh y th m , p seu d o p reg n an cy  an d  th e  p i tu i ta ry  s ta lk  in 
th e  ra t ,  J .  Physiol. Lond., Ill: 347-360, 1950.

[55] — N e u ra l  C ontro l of th e  P i tu i ta ry  G land , A rnold , L ondon  1955.
[56] — U nsolved  p rob lem s in  th e  p o r ta l  v e sse l-ch em o tran sm it te r  hypothesis , [w] 

H ypophysio trop ic  H orm ones  of the  H y p o th a lam u s  (M eites J., ed.), W illiam s 
an d  W ilk ins, B altim ore  1970, 1-10.

[57] H ELLER  H., C LA R K  R. B. (eds.), N eurosecre tion , I I I  In te rn a t io n a l  Sym posium  
on N eurosecre tion , Mem. Soc. Endocrinol., 12, A cadem ic Press, London, New 
York 1962.

[58] H ELLER  H., LED ER IS  K., C h arac te r is t ic s  of iso lated  n eu ro sec re to ry  vesicles 
f rom  m a m m a l ia n  n e u ra l  lobes, (w) [57]: 35-46, 1962.

[59] H IL D  W., E xperim en te ll-m orpho log ische  U n te rsu ch u n g en  iiber das V erh a lten  
d e r  “N eu ro sek re to r isch en  B a h n ” nach  H y p o p h y sen s t ie ld u rch tren n u n g en , E in- 
g r if fen  in  den  W asse rh a u sh a l t  und  B elastung  der  O sm oregulation , V irchow s 
Arch. pa th .  Anat., 319: 526-546, 1951.

[60] H IL D  W., ZETLER  G., U ber die F u n k t io n  des N eu ro sek re ts  im  Z w isch en h irn -  
N eu ro h y p o p h y sen  system  als  T rag e rsu b s ta n z  fiir V asopressin , A d iu re t in  und  
Ocytocin, Z. exper. Med., 120: 236-243, 1953.

[61] — E x p e r im e n te l le r  Beweis fiir die E n ts teh u n g  der sog. H y p o p h y sen h in te r lap -  
p en w irk s to ffe  im  H y p o th a lam u s , Pflug. Arch. ges. Physiol. 257: 169-201, 1953.

[62] H IL L A R P  N. A., F U X E  K., D A H LSTR O M  A., C en tra l  m onoam ine  neurons , [w] 
M echan ism s of R elease  of Biogenic A m ines  (E uler W. S. von, Rosell S., U vnas 
B., eds.), P e rg am o n  Press , O xford  1966, 31-57.

[63] H IN SEY  J . C., M A RK EE J . E., P reg n an cy  following b i la te ra l  section of the 
cerv ica l sy m p a th e t ic  t ru n k s  in  th e  rab b it ,  Proc. Soc. exp. Biol. Med., 31: 
270-271, 1933.

[64] JE F F C O A T E  S. L., H U TC H IN SO N  J. S. M. (eds.), T he  E ndocrine  H y p o th a la 
m us, A cadem ic  Press , London, N ew  York, S an  F ranc isco  1978.

£65] JO H N S O N  B., BOW ERS B., T ra n sp o r t  of n eu ro h o rm o n es  from  the  corpora  
ca rd iaca  in  insects, Science, 141: 264r-266, 1963.

[66] K ERN  H. F., H O FM A N N  H. V., KERN D., L ich t und e lek tronenm ik roskop ische  
U n te rsu ch u n g  d e r  L an g e rh an ssch en  In se ln  von N u tr ia  (Myocastor coypus)  m it  
b e so n d e re r  B eriicksich tigung  d e r  n e u ro in su la re n  K om plexe, Z. Zellforsch., 113: 
216-229, 1971.

£67] K L E IN H O L Z  L. H., C ru s tacean  eyes ta lk  ho rm ones  and  re t in a l  p igm en t m ig ra t 
ion, Biol. Bull., W oods Hole, 70: 159-184, 1936.

[68] K N O W LES F., The u l t r a s t ru c tu re  of a c ru s tacean  n e u ro h a e m a l  organ , (w) [57]: 
71-88, 1962.

[69] — N eu ro en d o cr in e  co rre la tions  a t th e  level of u l t ra s t ru c tu re ,  Arch. A nat. micr. 
M orph, exp., 54: 343-358, 1965.

[70] — E v idence  fo r  a d u a l  control, by neurosecre tions , of horm one syn thesis  and  
h o rm o n e  re lease  in  th e  p i tu i ta ry  of th e  dogfish, Scy l iorh inus  stellaris,  Phil. 
T rans.,  B249: 435-456, 1965.

[71] — T w e n ty  y e a rs  of neu rosecre tion , (w) [75]: 3-11, 1974.

http://rcin.org.pl



6 6 A. J A S I Ń S K I

[72] KNOW LES F., C A R LISL E D. B., E ndocrine  contro l in  th e  Crustacea, Biol. Rev.,. 
31: 396-473, 1956.

[73] KNOW LES F., V O LLR A TH  L., N eu ro sec re to ry  in n e rv a t io n  of the  p i tu i ta ry  of 
th e  eels Anguil la  a n d  Conger.  I. T he s tru c tu re  a n d  u l t r a s t ru c tu re  of th e  n e u ro -  
- in te rm e d ia te  lobe u n d e r  n o rm a l  and  e x p e r im en ta l  conditions, Phil. T rans .,  
B250: 311-327, 1966.

[74] — N eurosecre to ry  in n e rv a t io n  of the  p i tu i ta ry  of the  eels Anguil la  a n d  Conger.  
II. The s t ru c tu re  an d  in n e rv a t io n  of th e  p a rs  d is ta lis  a t  d if fe re n t  stages of th e  
life cycle, Phil. T rans., B250: 329-431, 1966.

[75] — (eds.), N eurosecre tion  — T he  F in a l  N euroendocrine  P a th w a y ,  VI I n te r n a t 
ional Sym posium  on N eurosecre tion , S p ringer ,  Berlin , H eidelberg , New York
1974.

[76] K O PEĆ St., E x p e r im e n ts  on m etam o rp h o s is  of insects, Bull. Acad. Sci. C ra -  
covie, B: 57-60, 1917.

[77] — S tud ies  on th e  necessity  of the  b ra in  fo r  th e  incep tion  of insect m e ta m o rp 
hosis, Biol. Bull., Woods Hole, 42: 323-324, 1922.

[78] LED ERIS K., U l t ra s t ru c tu re  of th e  h y p o th a lam o -n eu ro h y p o p h y s ia l  system  in  
te leost f ishes  and  iso la tion  of h o rm e-co n ta in in g  g ran u le s  f ro m  th e  n e u ro 
hypophysis  of th e  cod (Gadus morrhua),  Z. Zellforsch., 58: 192-213, 1962.

[79] L E G A IT  H., L E G A IT  E., Mise en  ev idence  de voies n eu ro sec re to ires  chez que l-  
ques B a trac iens  e t Reptiles, C. R. Soc. Biol., 150: 1429-1431, 1956.

[80] — Les voies e x tra -h y p o p h y sa ire s  des n o y au x  neu ro sec re to ires  h y p o th a la m i-  
ques chez les B a trac iens  e t les Reptiles, A cta  A nat. 30: 429-433, 1957.

[81] — P resence  d ’une  voie neu rosec re to ire  h y p o th a la m o -h a b e n u la ire  e t m ise e n  
ev idence  d ’une  ac tiv ite  a n t id iu re t iq u e  au  n iv e a u  des ganglions de l ’h a b e n u la  
chez la Poule, C. R. Soc. Biol., 152: 828-830, 1958.

[82] LEG G  P. G., The  fine s t ru c tu re  and  in n e rv a t io n  of th e  be ta  and  de lta  cells in 
the  islet of L an g e rh an s  of th e  cat, Z. Zellforsch., 80: 307-321, 1967.

[83] M A RTIN EZ P. M., T he  s t ru c tu re  of th e  p i tu i ta ry  s ta lk  and  th e  in n e rv a t io n  o f  
th e  neu ro h y p o p h y s is  in  th e  cat. Thesis, L e iden  1960.

[84] M EU RLIN G  P., T he v ascu la r iza tio n  of th e  p i tu i ta ry  in  e lasm obranchs , S a r s ia r
28: 1-104, 1967.

[85] M EU R LIN G  P., B JO R K L U N D  A., T he a r ra n g e m e n t  of n eu ro sec re to ry  and' 
ca techo lam ine  f ib res  in  re la t io n  to the  p i tu i ta ry  in te rm ed ia  cells of th e  skate,.
Raja radiata,  Z. Zellforsch., 108: 81-92, 1970.

[86] NOVAK J. A., Insect H orm ones. T he  Physiology, M orphology and  P hy logeny
of th e  Insect Endocrines , M ethuen , L ondon  1966.

[87] N O W A K O W SK I H., In fu n d ib u lu m  un d  T u b e r  c in e reu m  d e r  K atze, D ent. 
Z. N ervenheilk , 165: 201-339, 1951.

[88] ORTM ANN R., U ber ex p er im en te l le  V e ra n d e ru n g e n  d e r  M orphologie des  
H y p o p h y sen -Z w isch en h irn sy s tem  u n d  die Beziehung d e r  sog. „G om ori-subs-  
ta n z ” zum  A d iu re t in ”, Z. Zellforsch., 36: 92-149, 1951.

[89] PA L A Y  S. L., N eurosecre tion . VII. T he  p reop tico -hypophys ia l  p a th w a y  in  
fishes, J. comp. Neurol., 82: 129-143, 1945.

[90] PIC A R D  D., T he  n eu ro sec re to ry  cell of v e r teb ra te s ,  J . Neuro-Visc. Rel., S upp l.,  
9: 23-62, 1969.

[91] P O P JA K  G., The  p a th w a y  of p i tu i ta ry  colloid th ro u g h  th e  h y p o th a lam u s ,  
J. Pa th . Bact., 51: 83-89, 1940.

[92] RASM U SSEN  A. T., In n e rv a t io n  of th e  hypophisis , Endocrinology, 23: 263-278,
1938.

[93] RO BERTSON D. R., The u l t im o b ran ch ia l  body in  Rana pipiens.  III. S y m p a t -

http://rcin.org.pl



N E U R C S E K R E C J A 07

hetic  in n e rv a t io n  of th e  sec re to ry  p a ren ch y m a , Z. Zellforsch., 78: 328-340, 1967.
[94] RO U SSY  G., M O SIN G ER  M., E tu d e  an a to m iq u e  et physio logique de l ’hypo t-  

ha lam u s , Rev. neura l. ,  41: 848-888, 1934.
[95] SC H A R R ER  B., N eurosecre tion . IV. Localization  of n eu ro sec re to ry  cells in th e  

cen tra l  n e rv o u s  system  o f L im ulus ,  Biol. Bull., W oods Hole, 81: 96-104, 1941.
[96] — N eurosecre tion . XI. T he  effects of n e rv e  section on th e  in te rc e reb ra l is -ca r -  

d ia c u m -a l la tu m  system  of the  insect Leucophaea  m aderae ,  Biol. Bull., W oods 
Hole, 102: 261-272, 1952.

[97] — The f ine  s t ru c tu re  of th e  n eu ro sec re to ry  system  of th e  insect Leucophaea  
maderae,  Mem. Soc. Endocrin ., 12: 89-97, 1962.

[98] — N eurosecre tion . X III. The u l t r a s t ru c tu re  of th e  corpus ca rd iacu m  of t h e  
insect Leucophaea  m aderae ,  Z. Zellforsch., 60: 761-796, 1963.

[99] — H istophysiological s tud ies  on th e  corpus a l la tu m  of Leucophaea maderae.  
IV. U l t ra s t ru c tu re  d u r in g  n o rm a l ac t iv i ty  cycle, Z. Zellforsch., 62: 125-148, 1964.

[100] — The s tro m al e lem en t in  endocrine  organs of insects, Proc. V III  Int. Congr.
Anat., S tu t tg a r t ,  T hiem e, 1965, 107.

[101] — N eurosecre tion . XIV. U l t r a s t ru c tu ra l  s tu d y  of sites of re lease  of neu rosec 
re to ry  m a te r ia l  in  b la t ta r ia n  insects, Z. Zellforsch., 89: 1-16, 1968.

[102] — N eu ro h u m o rs  and  neu roho rm ones :  defin itions  and  term inology , J. N euro-
-Visc. Rel., Suppl., 9: 1-20, 1969.

[103] — G en era l  p r inc ip les  of neu roen d o crin e  com m unica tion , [w] T he N eu rosc ien 
ces: Second s tu d y  p ro g ram  (S chm itt  F. O., ed.), T he  R ockefeller U n iv e rs i ty  
P ress , N ew  Y ork 1970, 519-529.

[104] — N euroendocrine  com m unica tion  (N eurohorm onal,  n eu ro h u m o ra l ,  and  in te r 
m ediate), [w] Topics in  N euroendocrino logy  (A riens  K ap p ers  J., Schade J. P.,. 
eds.), E lsevier, A m ste rd am , London, N ew  Y ork  1972, 7-18.

[105] SC H A R R E R  E., Die L ich tem p fin d lich k e it  b l in d e r  E lr i tzen  (U n te rsuchungen
iiber das Z w isch en h irn  d e r  F ische  I), Z. vergl. Physiol., 7: 1-38, 1928.

[106] — The g en e ra l  significance of th e  n eu ro sec re to ry  cell, Scien tia , 46: 177-183,.
1952.

[107] — N eurosecre tion  in  the  v e r teb ra te s :  a su rvey , (w) [2]: 8-10, 1954.
[108] — G en era l  an d  phy logenetic  in te rp re ta t io n s  of n eu ro en d o cr in e  in terre la tions,.

[w] C o m p ara t iv e  Endocrinology (G orbm an  A., ed.), J o h n  Wiley, N ew  Y ork 1959, 
233-249.

[109] — The f in a l  com m om  p a th  lin -neuroendocrine in teg ra tion , Arch. A nat. micr..
M orph, exp., 54: 359-370, 1965.

[110] — SC H A R R ER  E., SC H A R R E R  B., S ec re to ry  cells w i th in  th e  hypo tha lam us,
Res. Publ. Assoc. N erv. m ent. dis., 20: 170-194, 1940.

[111] — N eurosek re tion , [w] V. M ollendorf H andb . d. m ikr. Anat., VI/5, Springer,
B erlin  1954.

[112] — N euroendocrino logy , C olum bia  U n iv e rs i ty  P ress , N ew  Y ork 1963.
[113] SC H N EID ER  H. P., McCANN S. M., Passib le  role of dopam ine  as transmiit-

te r  to p rom ote  d ischarge  of L H -re leas ing  fac tor, Endocrinology, 85: 121-132,. 
1969.

[114] — D opam inerg ic  p a th w ay s  and  gonado trop in  re leas ing  factors, (w) [13];.
177-191, 1970.

[115] — SH O R R  S. S., BLOOM F. E., F ine  s t ru c tu re  of islet cell in n e rv a t io n  in  th e
p an creas  of n o rm a l and  a lloxan , t r e a te d  ra ts ,  Z. Zellforsch., 103: 12-25, 1970.

[116] S IM PSO N  L., BERN H. A., N IS H IO K A  R. S., S u rv ey  of ev idence fo r  n e u r o -
secre tion  in  gastropod  molluscs, Am. Zool., 6: 123-138, 1966.

http://rcin.org.pl



68 A. J A S I Ń S K I

[117] SPA T Z H., N eues iiber die V erkn iip fung  von H ypophyse  und  H y p o th a lam u s ,
Acta N euroveget. (Vienna), 3: 1-49, 1951.

{118] SPE ID E L  C. S., G land-cells  of in te rn a l  secre tion  in  th e  sp ina l cord of the
skates, C arnegie  Inst. W ash. Publ., 13: 1-31, 1919.

[119] ST A H L  A., LER A Y  C., The re la t io n sh ip  be tw een  d iencepha lis  n eu ro sec re t io n
and  th e  adenohypophysis  in  th e  te leost fishes, (w) [57]: 149-163, 1962.

[120] STO EC K EL M. E., PO R TE A., S u r  l ’u l t r a s t ru c tu re  des corps u l t im o b ra n c h ia u x
du  Poussin, C. R. Acad. Sci., D265: 2051-2053, 1967.

{121] ST U T IN SK Y  F. (ed.), N eurosecre tion , IV In te rn a t io n a l  S ym posium  on N e u ro 
secretion, S pringer ,  Berlin , H eidelberg , N ew  York 1967.

[122] SW AAB D. F., The  h y p o th a lam o -n eu ro h y p o p h y s ia l  system  an d  rep roduc tion ,
[w] Topics in  N euroendocrino logy  (A riens K ap p e rs  J., Schade  J. P., eds.), E l 
sevier, A m ste rd am , London, N ew  Y ork 1972, 225-244.

[123] THOM SEN E., S tud ies  on the  t ra n sp o r t  of n eu ro sec re to ry  m a te r ia l  in Callipho-
ra ery throcephala  by  m ean s  of l iga tu r ing  ex p er im en ts ,  J. Exp. Biol., 31: 
332-330, 1954.

[124] U N SICK ER K., Z ur In n e rv a t io n  der  N ebenniierenrlnde von G o ldham ste r .  Eine
fluoreszenz u nd  e lek tronenm ik roskop ische  S tudie , Z. Zellforsch., 95: 608-619, 
1969.

[125] — Z ur In n e rv a t io n  der  in te rs t i t ie l len  D ruse  im  O var d e r  M aus (M us m u s c u 
lus  L.). E ine f luorenszenz- u nd  e lek tronm ik roskop ische  S tudie , Z. Zellforsch., 
109; 46-54, 1970.

[126] VAN den  VELDEN R., Die n ie re n w irk u n g  von  H y p o p h y se n e x tra k te n  beim
M enschen, B erl iner  klin. W schr., 50: 2083-2086, 1913.

[127] V O LLRA TH  L., U ber die n eu ro sek re to r isch e  In n e rv a t io n  der  A denohypophyse
von Teleostiern , insbesondere  von  H ippocam pus  cauda  und  Tinca  tinca,  Z. Zell
forsch., 78: 234-260, 1967.

[128] W A TA RI N., F ine  s t ru c tu re  of ne rv o u s  e lem ents  in  the  p an c reas  of some v e r 
teb ra tes ,  Z. Zellforsch., 85: 291-314, 1968.

[129] W ELSH  J. H., N eu ro h u m o rs  and  neurosecre tion , [w] The Physio logy of C rus
tacea, vol. II: 281-311, A cadrm ic  Press, N ew  York, L ondon  1961.

[130] W H ITTEN  J. M., C onnective  t issue  m em b ra n es  and  th e i r  a p p a re n t  role in
tran sp o r t in g  n eu ro sec re to ry  and  th e  sec re to ry  p roduc ts  in  insects, Gen. comp. 
Endocrinol., 4: 176-192, 1964.

[131] W IG G LESW O R TH  V. B., The d e te rm in a t io n  of ch a ra c te rs  et m e tam orphos is
in  R hod inus  pro l ixus  (H e m ip te ra ), J . Exp. Biol., 17: 201-222, 1940.

[132] — The physiology of insect m etam orphosis ,  C am bridge  U n iv e rs i ty  P ress  1954.
[133] W ILLIA M S C. M., Physiology of insect d iapause : the  role of th e  b ra in  in the

p roduc tion  and  te rm in a t io n  of p u p a l  d o rm an cy  in  th e  g ian t  s i lkw orm  Platysa-  
m ia  cecropia, Biol. Bull., Woods Hole, 90: 234-243, 1946.

[134] W ISŁO C K I G. B., K IN G  L. S., T he  p e rm eab il i ty  of th e  hypophysis  and  h y p o t
h a lam u s  to v ita l  dyes, w ith  a s tu d y  of the  hypophysea l v ascu la r  supply , Am. 
J. Anat., 58: 421-472, 1936.

[135] YOUNG B. A., H A R RISO N  R. J., U l t ra s t ru c tu re  of light cells in  th e  do lph in
thyro id , Z. Zellforsch., 96: 222-228, 1969.

O trzym a n o :  1 grudnia  1979.
Przy ję to:  15 grudnia  1979.

-Adres autora: ul. Karasia  6, 30-050 K raków .

http://rcin.org.pl



P O S T Ę P Y  B I O L O G I I  K O M Ó R K I T O M  7, N R  2, 1980 (69-86)

BIOGENEZA I DEGRADACJA GLIKOPROTEIDÓW BŁON
PLAZMATYCZNYCH EUKARIOTÓW

B IO G E N E SIS  AND D EG RA D A TIO N  OF PLA SM A  M EM BRANE G LY C O PR O TEIN S
OF E U K A R IO TES

D an u ta  K ILC ZEW SK A  i R yszard  FA R B ISZ E W SK I 

In s ty tu t  C hem ii i Biofizyki A kadem ii M edycznej w  B ia łym stoku

S treszczen ie .  P rzeds taw iono  współczesne poglądy  na  biosyntezę i d eg rad ac ję  gliko- 
p ro te idów  in teg ra ln ie  zw iązanych  z b łoną kom órkow ą. W iększość au to ró w  w y raża  
pogląd , że są  one syn te tyzow ane  przez rybosom y zw iązane z b łonam i i s tanow ią  
sp ec ja ln ą  k la są  b ia łek  wydzielniczych. Ich g likozylacja  odbyw a się w e w n ą trz  k a n a 
lików  siateczki ś ródp lazm atyczne j oraz w ap a rac ie  Golgiego p rzy  udziale  p o ś re d n i
k ó w  lip idow ych  lub  specyficznych t ra n s fe ra z  glikozylowych. W ym iana  g likopro te i-  
d ó w  błon k o m órkow ych  odbyw a się w  drodze pinocytozy, p rzy  udziale  enzym ów  li- 
zosom alnych  lub  też za pom ocą egzogennych proteaz. Poglądy  odnośnie do ca łk o w i
te j  ich d eg rad ac j i  są kon trow ersy jne .

S u m m a r y .  M odern  view s on the  biogenesis and  d eg rad a tio n  of p lasm a m em b ran e  
g lycopro te ins  have  been p resen ted . Most a u th o rs  have  suggested th a t  these  glyco
p ro te in s  a re  syn thesized  on bound ribosom es and  a re  a special class of secre to ry  
p ro te ins . G lycosy la tion  of p ro te in  takes  place inside  the  endoplasm ic  re t icu lu m  and  
Golgi a p p a ra tu s ,  w ith  co n tr ibu tion  of lipid in te rm ed ia te s  or g lycosy ltransferases . 
P inocytosis  is involved  in the  exchange  of p lasm a  m em b ran e  glycoproteins. P ino- 
cytic vesicles become fused  w ith  lysosomes, n ex t  g lycopro te ins a re  deg raded  by 
lysosom al enzym es. D eg rada tion  m ay  tak e  p lace  by exopeptidases.

T he  v iew s dealing  w ith  to ta l  d eg rad a tio n  of g lycoprote ins a re  controversia l.

Wykaz stosowanych skrótów

SDS — siarczan dodecylu sodu
UDP-galaktoza — urydynodwufosfogalaktoza
UDP-N-acetyloglukozamina — urydynodwufosfo-N-acetyloglukozamina

Błony komórek eukariotów są zbudowane z dwumolekularnej w arst
wy lipidowej, w której częściowo lub całkowicie zagłębione są resztami 
hydrofobowymi białka. Klasę białek trwale wbudowanych w błony naz-

2 — P o s t ę p y  B io l .  K o m .  2/80
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wano białkami integralnymi. Białka przyłączone do powierzchni wiąza
niami niekowalencyjnymi określono terminem białek powierzchniowych. 
Węglowodany połączone z białkami lub lipidami występują w warstwie
zewnętrznej błon [58, 74-76].

Glikoproteidom błon komórkowych przypisuje się ważną rolę w wie
lu procesach biologicznych: we wzajemnym rozpoznawaniu i łączeniu 
komórek [26, 31, 69, 70], w wiązaniu do nich różnych substratów [18, 39, 
80], w procesie transportu przez błony [16, 17, 32, 64, 67], w kontroli 
wzrostu [26] oraz transformacji nowotworowej [14, 15, 28, 29, 46].

Poznanie metabolizmu glikoproteidów błon plazmatycznych może 
mieć istotne znaczenie dla zrozumienia i wyjaśnienia szeregu ich funkcji.

W artykule zostały omówione zagadnienia dotyczące biogenezy i de
gradacji glikoproteidów integralnie związanych z błoną komórkową. Brak 
danych w ostatnich latach na ten temat w literaturze polskiej skłonił nas 
do dokonania przeglądu osiągnięć w tej dziedzinie.

I. B IO G EN EZA  G L IK O PR O T E ID Ó W  BŁON PLA ZM A TY C ZN Y C H

Chociaż glikoproteidy, jako składniki błon komórkowych, są dość 
dobrze poznane, to ich biogeneza nie jest w pełni wyjaśniona. Poglądy 
na ten temat nie są jednoznaczne. Niektórzy autorzy [12, 13] uważają, że
integralne białka błon plazmatycznych są syntetyzowane przez rybosomy 
wolne i jako cząsteczki rozpuszczalne wnikają resztami hydrofobowymi 
w dwumolekularną warstwę lipidową. Reszty cukrowe natomiast są do
łączane do białka od strony środowiska błony przez swoiste transferazy 
glikozylowe. Za tą hipotezą przemawiają np. spostrzeżenia dotyczące prze
noszenia monosacharydów przy udziale transferaz glikozylowych z nu- 
kleotydowych pochodnych monosacharydów do glikoproteidów błon plaz
matycznych komórek nabłonka jelita cienkiego szczurów. Wskazuje na to 
obecność glikoproteidów o niecałkowicie zsyntetyzowanym łańcuchu oli-
gosacharydowym w błonie komórkowej [87].

Również specyficzna struktura  glikoproteidu u oraz glikoforyny, w y
stępujących w błonie erytrocytów, przemawia za tą hipotezą. Cząsteczki
obu glikoproteidów mają charakter hydrofilowo-hydrofobowo-hydrofilo-
wy [11, 72]. N-końcowe fragmenty łańcuchów peptydowych, zbudowane 
w większości z aminokwasów obojętnych, umieszczone są w zewnętrznej 
warstwie błony, C-końcowe fragmenty łańcuchów o charakterze hydrofi- 
lowym występują w warstwie cytoplazmatycznej [10, 37, 55, 62, 72]. 
W taki sposób zbudowane łańcuchy peptydowe (bez węglowodanów) 
prawdopodobnie przenikają przez błonę i następnie ulegają glikozylacji 
[12], Łańcuchy oligosacharydowe dobudowane od strony zewnątrzkomór- 
kowej „umocowują” glikoproteidy w warstwie lipidowej błony [13] i tak
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zbudowane glikoproteidy wykazują charakter hydrofilowo-hydrofobowo- 
-hydrofilowy. Hipoteza ta nie wyjaśnia złożonej sekwencji monosachary- 
dów występujących w glikoproteidach, których różnice w komórkach doj
rzałych uzależnione są od mechanizmów regulujących translację. Oligo- 
sacharydy zbudowane z tego samego monosacharydu mogłyby służyć do 
„umocowania” białka w błonie.

Większość autorów uważa, że glikoproteidy błon plazmatycznych są 
syntetyzowane przez rybosomy związane z błonami siateczki śródplazma- 
tycznej ziarnistej i stanowią specjalną klasę białek wydzielniczych. Gli- 
kozylacja białek, prowadząca do wytworzenia wiązania O-glikozydowego, 
zachodzi poprzez przeniesienia pojedynczej reszty glikozydowej z odpo
wiedniego nukleotydofosfocukru na akceptor białkowy, a następnie ko
lejne przyłączanie reszt cukrowych. Reakcja jest katalizowana przez gli- 
kozylotransferazy specyficzne zarówno w stosunku do substratu, jak i do 
akceptora. Glikozylacja rozpoczyna się, kiedy akceptor białkowy jest 
wciąż jeszcze połączony z rybosomami [30, 66]. Po przyłączeniu pierwsze
go cukru białko uwalnia się od rybosomu do światła kanalika siateczki 
śródplazmatycznej ziarnistej. Powstanie wiązania N-glikozydowego jest 
procesem bardziej złożonym i przebiega z udziałem fosforanów polipre- 
noli, które pełnią funkcję przenośników reszt cukrowych w transglikozy- 
lacji. Dotyczy to jedynie syntezy części rdzeniowej oligosacharydów. Tak 
zsyntetyzowane, częściowo glikozylowane glikoproteidy uwolnione od ry 
bosomów są następnie transportowane do aparatu  Golgiego. W nim nastę
puje dołączenie reszt glikozylowych stanowiących część korową łańcucha 
oligosacharydowego. Proces ten zachodzi na drodze przeniesienia reszt 
cukrowych z nukleotydowych pochodnych monosacharydów w  obecności 
transferaz glikozylowych bez udziału pośredników lipidowych [66]. P ę
cherzyki wydzielnicze aparatu Golgiego, zawierające mieszaninę różnych 
glikoproteidów, przemieszczają się w kierunku powierzchni komórki i ule
gają fuzji z błonami komórkowymi. Prowadzi to do wbudowania nowych 
s truk tur glikoproteidowych w błony komórkowe [24, 34, 50, 65, 78, 79, 90].

Za takim modelem biosyntezy glikoproteidów błon plazmatycznych 
przemawiają badania autoradiograficzne przeprowadzone przez wielu au 
torów [6, 24, 34]. Po podaniu zwierzętom doświadczalnym L-[3H]-fukozy, 
monosacharydu występującego w części korowej łańcucha oligosacharydo
wego wielu glikoproteidów błonowych, stwierdzono jej obecność w apa
racie Golgiego już po 2-10 minutach w ponad 50 typach różnych komó- 
rek [6] (tabela). Stanowi to dowód, że fukoza wbudowuje się do glikopro
teidów w cysternach aparatu Golgiego, gdzie następuje całkowita synteza 
tych związków. W późniejszym okresie po podaniu L-[3H]-fukozy stw ier
dzono również wysoką radioaktywność w aparacie Golgiego oraz pojawie
nie się jej w innych przedziałach komórki, w tym w błonach plazmatycz-
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T A B E L A

Komórki, w których [3H]-fukoza jest przemieszczana z aparatu Golgiego na ich powierzchnię [6]

Autoradiograficzna lokalizacja [3H]-fukozy w czasie
2 - 10 min 2 0 - 30 min 4 godz.

aparat powierzchnia aparat powierzchnia aparat powierzchnia
Golgiego komórki Golgiego komórki Golgiego komórki

Komórki walcowate +  +  + -----
' +  +  + +  +  +  A +  + +  +  +  A

kosmków dwu +  +  B +  +  L
nastnicy

Komórki walcowate +  + ----- +  + +  +  +  A — +  +  A
krypt błony ślu- +  L
zowej dwunastnicy

Komórki walcowate +  + ----- +  + +  +  +  A + +  +  +  A
kosmków jelita +  +  L +  L
czczego

Komórki walcowate +  + ----- +  + +  +  A — +  + +  A
krypt jelita
czczego

Hepatocyty +  +  + ----- +  + +  +  A ----- +  +  A 
+  L

Komórki kanalika I+ ----- + +  A ----- +  +  +  A
nerkowego krętego +  Bi

Komórki kanalika +  + +  +  + +  +  +  A ----- +  +  4- A
nerkowego pętli +  B
nefronu

Limfocyty ■ f1 + + -----
|

A — l o k a l i z a c j a  n a  s z c z y c i e  k o m ó r k i ,  B  — l o k a l i z a c j a  w z d ł u ż  p o w i e r z c h n i  p o d s t a w y  
k o m ó r k i ,  L  — l o k a l i z a c j a  w z d ł u ż  p o w i e r z c h n i  b o c z n e j  k o m ó r k i .

-f — r e a k c j a  s ł a b o  d o d a t n i a ,  + - f  — r e a k c j a  d o d a t n i a ,  + + +  — r e a k c j a  w y r a ź n i e  d o 
d a t n i a ,   r e a k c j a  u j e m n a .

nych (rye. 1, tabela). Na tej podstawie sądzi się, że nowo zsyntetyzowane 
glikoproteidy po wbudowaniu fukozy w aparacie Golgiego przemieszczają 
się w kierunku powierzchni komórki, gdzie są następnie włączane do błon 
plazmatycznych. Podobne wyniki uzyskano in vivo po podaniu L-[3H]-fu
kozy szczurom lub myszom dla komórek nabłonka kanalików nerkowych 
[34].

Zgodnie z tą koncepcją aparat Golgiego oprócz błon ziarnistej i gład
kiej siateczki śródplazmatycznej jest organellą komórkową odgrywającą 
ważną rolę w procesie glikozylacji białek, determinacji sekwencji mono- 
sacharydów w łańcuchach glikoproteidów oraz ich przekazywaniu do błon 
komórkowych [65, 78, 79, 90] (ryc. 2).
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Rye. 1. Rozmieszczenie [3H ]-fukozy 
w  kom órkach  w alcow atych  błony 
ś luzow ej d w u n as tn icy  szczurów w 

różnych  odstępach  czasu [6]
—  a p a r a t  G o l g i e g o ,  —  b o c z n a  p o 
w i e r z c h n i a  b ł o n y  k o m ó r k o w e j , ---------------
s z c z y t o w a  p o w i e r z c h n i a  b ł o n y  k o m ó r 

k o w e j

W świetle tych obserwacji 
można sądzić, że determinanty 
cukrowe glikoproteidów błon 
erytrocytów, znajdujące się pod 
kontrolą genetyczną, jednocześ
nie zależą od zdolności aparatu 
Golgiego do przyłączania odpo
wiednich monosacharydów do łańcuchów oligosacharydowych glikopro
teidów [90]. Zatem aparat Golgiego odgrywa bardzo ważną rolę w proce

sach anabolicznych komórki. Uczest
niczy w biosyntezie glikoproteidów 
i glikolipoproteidów oraz bierze u- 
dział w tworzeniu lizosomów i trans - 
formacji błon zarówno wewnętrznych 
jak i błony komórkowej [35,47], 

Wielu autorów zwraca uwagę na 
znaczne podobieństwo między błona
mi aparatu Golgiego a błonami plaz- 
matycznymi. Za pomocą elektrofo
rezy w żelu poliakrylamidowym
z SDS-em wykazano analogię w ruch
liwości elektroforetycznej białek błon 
plazmatycznych i białek błon apara
tu Golgiego komórek wątrobowych 
szczura [36] oraz hodowlanych ko
mórek wątrobiaka [24]. Varga i wsp. 
[82] stwierdzili także podobieństwo 

między glikoproteidem receptorowym melanotropiny błon plazmatycznych 
oraz błon aparatu Golgiego w komórkach czerniaka myszy. Zaobserwo
wano, że aktywność niektórych enzymów (ATP-azy K+ i Na+ zależnej, 
transferaz glikozylowych oraz cyklazy adenylowej) jest tego samego rzę
du w błonach plazmatycznych i błonach aparatu Golgiego komórek na
błonkowych kosmków jelitowych szczura [88].

Ryc. 2. W ew n ą trzk o m ó rk o w y  t ra n sp o r t  
g l ikop ro te idów  błon p lazm atycznych

[78]
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Buck i wsp. [14], przeprowadzając doświadczenia na prawidłowych
i transformowanych fibroblastach chomika inkubowanych z radioaktyw
ną glukozaminą i fukozą, stwierdzili we wszystkich podkomórkowych bło
nowych frakcjach oraz błonach plazmatycznych (po strawieniu ich pro-
nazą i rozdzieleniu na kolumnach z Sephadex G-50) obecność takich sa
mych lub podobnych glikopeptydów. Glikopeptydy te wykazywały ponad
to podobną wrażliwość na trawienie neuraminidazą. Na tej podstawie 
autorzy wnoszą, że we wszystkich błonowych frakcjach występują bar
dzo podobne glikoproteidy. Wyniki badań Keshgegian i Glicka [46] rów
nież świadczą o dużym podobieństwie glikoproteidów błon plazmatycz
nych do glikoproteidów błon jądrowych zarówno fibroblastów chomika 
prawidłowych, jak i transformowanych.

Przy użyciu [14C]-fukozy stwierdzono obecność glikoproteidów zna
kowanych tym  cukrem zarówno w błonach plazmatycznych, jak i w bło
nach siateczki śródplazmatycznej hodowlanych komórek wątrobiaka [24], 
Jednocześnie wykazano, że skład, wielkość cząsteczki oraz sposób wiązania 
z błoną glikoproteidów błon komórkowych są bardzo podobne do glikopro
teidów wewnętrznych błon śródkomórkowych. Można zatem przypuszczać, 
zgodnie z poglądami innych autorów [14, 15, 24, 46, 91], że część glikopro
teidów błon siateczki śródplazmatycznej jest bezpośrednim prekursorem 
glikoproteidów błon plazmatycznych. Doyle i wsp. [24] uważają ponadto, 
że istniejąca w wewnętrznych przedziałach komórki pula jednostek gli- 
koproteidowych uczestniczy w kontroli biogenezy glikoproteidów błon 
plazmatycznych. Może być ona wykorzystana w przypadku konieczności 
wymiany jednostek glikoproteidowych w błonie. Jednostki te mogą ule
gać przemieszczeniu wewnątrzbłonowemu, zachodzącemu w procesie tzw. 
tworzenia „czapeczek” („capping mechanism”) [26], lub wówczas, kiedy 
stężenie białka jest modulowane przez hormon, np. receptory insuliny 
w błonie są modulowane przez insulinę. Zdaniem autorów wymiana biał
ka w błonie może zachodzić trzema drogami:

1. poprzez wbudowanie całkowicie zsyntetyzowanego białka z wew
nętrznych przedziałów błonowych do błony plazmatycznej,

2. przez tworzenie nowych jednostek błonowych z niecałkowicie 
zsyntetyzowanych białkowych podjednostek, które następnie wbudowują 
się do błony,

3. przez przekształcenie białek w wewnętrznych jednostkach błono
wych i ich zagęszczenie przed wbudowaniem do błony.

Doyle i wsp. [24] na podstawie wyników własnych badań jak i spo
strzeżeń innych autorów [3, 81] uważają, że biogeneza glikoproteidów błon 
plazmatycznych przebiega w podobny sposób jak biogeneza glikoproteidów 
wydzielniczych. Związki te różnią się tylko powinowactwem wobec lipi
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dów błonowych. Za taką hipotezą przemawia również obserwacja, że do 
uwolnienia glikoproteidów związanych z błoną stosuje się większe stęże
nie dezoksycholanu sodu (51, 52].

Wykazano, że prolaktyna — glikoproteid wydzielniczy współzawodni
czy o miejsce w błonie z powstającymi glikoproteidami wirusa opryszcz- 
kowego zapalenia jamy ustnej. Właściwości takich nie wykazywała glo
bulina królicza [54]. Dane te potwierdzają przypuszczenie, że początkowo 
droga biosyntezy białek wydzielniczych i niektórych białek integralnych 
błon komórkowych jest wspólna.

Badania przeprowadzone przez Dallnera i wsp. [4, 5, 20, 21, 27] nad
biogenezą glikoproteidów błon siateczki śródplazmatycznej wątroby szczu
ra z zastosowaniem radioaktywnej D-N-acetyloglukozaminy i L-leucyny 
również wskazują, że ich synteza odbywa się na rybosomach związanych 
z błonami siateczki śródplazmatycznej ziarnistej. Dotychczas przyjmowa
no, że całkowicie zsyntetyzowane glikoproteidy z aparatu Golgiego dosta
ją się do cytosolu, a następnie są przenoszone do błon siateczki śródplaz
matycznej gładkiej i ziarnistej. Badania przeprowadzone z zastosowaniem 
UDP-N-acetyloglukozaminy i UDP-galaktozy wskazują na obecność dwóch 
różnych typów fosforanów poliprenoli w błonach siateczki śródplazma
tycznej, uczestniczących w przenoszeniu reszt glikozylowych na endogen
ny akceptor białkowy [2, 7], Wyniki tych badań wskazują na obecność 
pośredników lipidowych na powierzchni cytoplazmatycznej błon siateczki 
śródplazmatycznej i aparatu Golgiego. Autorzy sugerują, że nowo zsynte
tyzowane białka błonowe, po uwolnieniu od rybosomów związanych z bło
nami, przemieszczają się wzdłuż powierzchni cytoplazmatycznej błon sia
teczki śródplazmatycznej do aparatu Golgiego, ulegając glikozylacji przy 
udziale pośredników lipidowych znajdujących się na ich powierzchni. Roz
puszczalne lipoglikoproteidowe kompleksy są uwalniane do cytostolu i na
stępnie „wbudowane” od strony powierzchni cytoplazmatycznej do błon 
siateczki śródplazmatycznej. Białka typowo wydzielnicze są natomiast 
glikozylowane wewnątrz kanalików siateczki śródplazmatycznej. Być mo
że w podobny sposób mogą wbudowywać się pojedyncze glikoproteidowe 
jednostki do błon plazmatycznych, lecz jak dotychczas nie zostało to w y
jaśnione.

Blobel i Dobberstein [8, 9] uważają, że synteza wszystkich białek 
w komórce rozpoczyna się na wolnych rybosomach. Białka przemieszcza
ne przez błony różnią się od białek cytoplazmatycznych tzw. „sekwencją 
sygnałową”. Wyłaniający się podczas procesu translacji z dużej jednostki 
rybosomowej łańcuch peptydowy zawierający „sekwencję sygnałową” zo
staje rozpoznany przez białka błonowe. Dochodzi do luźnej asocjacji biał
kowych receptorów i utworzenia „tunelu” w błonie, przez który może 
wniknąć łańcuch peptydowy do światła kanalika ziarnistej siateczki śród-
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plazmatycznej. Utworzony „tunel” jest stabilizowany przez białka rybo- 
somowe i nie stanowi trwałej s truktury  w błonie. Po zakończeniu procesu 
translacji część łańcucha peptydowego zawierającego „sygnałową sekwen
cję” zostaje odszczepiona od strony N-końca, rybosom oddysocjowuje od 
błony, a „tunel” ulega eliminacji. W ten sposób odbywa się synteza bia
łek wydzielniczych oraz białek przemieszczanych przez błony.

Von Heijne i Blomberg [84] krytykują hipotezę o powstawaniu „tu
nelu” w błonie ziarnistej siateczki śródplazmatycznej podczas procesu 
translacji białek wydzielniczych i błonowych. Uważają, że tworzenie „ tu
nelu” jest nieuzasadnione z punktu widzenia fizykochemicznego i ewolu
cyjnego. Komórki na niższym poziomie rozwoju nie mogłyby wówczas 
produkować białek wydzielniczych. Autorzy zgodni są natomiast co do 
istnienia części łańcucha peptydowego w białkach wydzielniczych i błono
wych spełniającej rolę prekursorową. Ta hydrofobowa część łańcucha 
o strukturze a-helikalnej wiąże się z błoną, w następstwie czego dochodzi 
do połączenia dużej jednostki rybosomowej z błoną ziarnistej siateczki 
śródplazmatycznej. Następnie dokonuje się biosynteza łańcucha peptydo
wego o charakterze silnie hydrofilowym. Początkowa hydrofobowa część 
łańcucha wnikająca do kanalika siateczki śródplazmatycznej służy do 
przemieszczania przez błonę pozostałej części łańcucha i pozwala na zwią
zanie nawet silnie hydrofilowej reszty z lipofilowymi składnikami błony. 
Białka cytoplazmatyczne nie posiadają prekursorowej części łańcucha 
peptydowego i dlatego są syntetyzowane przez rybosomy nie związane 
z błonami.

Potwierdzeniem hipotezy o istnieniu prekursorowej części łańcucha 
peptydowego są badania Lingappa i wsp. [54] oraz Irvinga i wsp. [43]. 
Specyficzny glikoproteid wirusa wywołującego opryszczkowate zapalenie 
jamy ustnej, przemieszczany przez błony komórkowe, zawiera „sygnało
wą sekwencję” od strony N-końca. W skład części łańcucha odpowiedzial
nego za „sygnałową sekwencję” wchodzi 16 aminokwasów. Są one od- 
szczepiane w czasie przenikania łańcucha peptydowego przez błony sia
teczki śródplazmatycznej przed całkowitym zakończeniem jego syntezy. 
Proces glikozylacji zachodzi w świetle kanalików siateczki śródplazma
tycznej. Być może, że „sygnałową sekwencję” zawierają również glikopro- 
teidy błon plazmatycznych, lecz jak dotychczas brak jest na ten  tem at 
doniesień.

II. W YM IANA G L IK O PR O T E ID Ó W  BŁON PLA ZM A TY CZN Y CH
I ICH  D EG RA D A CJA

Glikoproteidy błon plazmatycznych, podobnie jak wszystkie gliko- 
proteidy i białka komórek eukariotów, ulegają ustawicznej degradacji
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i odnowie. Pogląd taki oparto na badaniach glikoproteidów błon komórek
wątrobowych [22, 23, 33, 53, 73]. Stwierdzono, że białka błon plazma
tycznych rozpuszczalne i nierozpuszczalne w wodzie różnią się okresem 
połowicznego zaniku. Białka frakcji rozpuszczalnej wykazują krótszy 
okres połowicznego zaniku [73], Podobne wyniki uzyskano w odniesieniu 
do glikoproteidów mózgu szczura [57],

Szybkość degradacji glikoproteidów błon plazmatycznych zależy, po
dobnie jak białek cytoplazmatycznych, od masy cząsteczkowej. Na ogół 
glikoproteidy o dużej masie cząsteczkowej ulegają szybszej degradacji niż 
glikoproteidy o małej masie cząsteczkowej [1, 22, 23, 53]. Podobne spo
strzeżenia poczynili inni autorzy w odniesieniu do glikoproteidów błon 
plazmatycznych komórek wątrobowych myszy [33], rąbka szczoteczkowe
go komórek kosmków jelitowych szczura [1], błon plazmatycznych komó
rek nerwiaka N2a [40, 59] oraz glikoproteidów błon plazmatycznych ko
mórek nabłonka kanalików nerkowych małpy Rhesus (komórki MK2) [45]. 
Istnieją jednak w komórce glikoproteidy o dużej masie cząsteczkowej, 
których proces degradacji zachodzi wolniej od glikoproteidów o małej 
masie cząsteczkowej. I tak, integralnie związany z błoną plazmatyczną 
glikoproteid — epiglikanina — komórek gruczolakoraka TA3-Ha myszy 
o dużej masie cząsteczkowej ma znacznie dłuższy okres połowicznego za
niku w porównaniu z inńymi glikoproteidami tych komórek o mniejszej 
masie cząsteczkowej [60].

Zaobserwowano ponadto, że istnieje korelacja między okresem poło
wicznego zaniku glikoproteidów błon plazmatycznych a fazą wzrostu oraz 
zróżnicowaniem komórek [44, 45, 63, 86]. Stwierdzono znaczną hetero- 
genność okresu połowicznego zaniku glikoproteidów błon komórek na
błonka kanalików nerki małpy Rhesus (komórki MK2) w fazie wykładni
czego wzrostu. Komórki w fazie stacjonarnej, wykazujące właściwości ha
mowania kontaktowego, posiadają glikoproteidy błon o znacznie mniej
szych różnicach okresu połowicznego zaniku [45].

W badaniach na fibroblastach myszy stwierdzono znacznie dłuższy 
okres połowicznego zaniku glikoproteidów błon plazmatycznych w fazie 
logarytmicznego wzrostu niż w fazie spoczynkowej. Natomiast nie wy
kazano istotnych różnic w szybkości wbudowywania się radioaktywnych 
prekursorów ([14C]-leucyny i [14C]-glukozaminy) do glikoproteidów błon 
plazmatycznych tych komórek w obu fazach wzrostu. Na tej podstawie 
autorzy wnoszą, że komórki będące zarówno w fazie wzrostu, jak i w fa
zie spoczynkowej syntetyzują z taką samą szybkością glikoproteidy,. 
a związki te różnią się jedynie okresem połowicznego zaniku [85].

W regenerujących się komórkach wątrobowych szczura (po częścio
wej hepatektomii) stwierdzono tylko nieznaczne przedłużenie okresu poło
wicznego zaniku glikoproteidów błon plazmatycznych znakowanych fu -

77

http://rcin.org.pl



78 D. K I L C Z E W S K A  I R .  F A R B I S Z E W S K I

kozą. Wskazuje to, że rozpad cząsteczek znakowanych fukozą zmienia się 
tylko nieznacznie w czasie regeneracji komórek wątroby [77].

Różnice w okresie połowicznego zaniku glikoproteidów błon plazma
tycznych mogą zależeć od funkcji, jaką spełniają one na powierzchni błon 
komórkowych. Na przykład niektóre glikoproteidy receptorowe hormo
nów [25] i wirusów [71] mają krótszy okres połowicznego zaniku.

Stwierdzono ponadto, że degradacja glikoproteidów błon komórko
wych in vitro przy użyciu enzymów hydrolitycznych powoduje przyspie
szenie ich odnowy, po usunięciu enzymów ze środowiska [41, 42, 48, 49, 
56, 61].

Proces degradacji niektórych glikoproteidów odbywa się na drodze 
pinocytozy [24, 61, 78, 79]. Stwierdzono, że błony plazmatyczne mogą 
wpuklać się do komórki i tworzyć pęcherzyki pinocytarne zawierające gli
koproteidy błon. Za pomocą technik cytochemicznych (oksydoreduktaza 
jodek : nadtlenek wodoru [EC 1.11.1.8] oraz dwumetylobenzydyny) stwier
dzono, że w fibroblastach oraz makrofagach myszy pojawiają się pęche
rzyki pinocytarne, które zlewają się z lizosomami tworząc wtórne lizo- 
somy. W nich są degradowane również glikoproteidy błon komórkowych 
początkowo przy udziale egzoglikozydaz, a następnie proteaz [19]. Obję
tość wtórnych lizosomów zmniejsza się w miarę procesu trawienia i prze
nikania płynnych składników do komórki. Część pęcherzyków pinocytar- 
nych ulega recyklizacji, a glikoproteidy w nich zawarte mogą ponownie 
wracać na powierzchnię komórki [79, 91]. Podczas recyklizacji reszta oli- 
gosacharydowa może być degradowana lub dołączana do innych glikopro
teidów, co prowadzi do znacznej heterogenności glikoproteidów na po
wierzchni błony komórkowej [78]. Doyle i wsp. [24] znakując powierzch
nię hodowlanych komórek wątrobiaka 125I i 131I w obecności oksydore
duktaza jodek : nadtlenek wodoru stwierdzili, że po pewnym czasie nie
wielka ilość znakowanych jodem glikoproteidów znajduje się we frakcji 
błon siateczki śródplazmatycznej. Na tej podstawie autorzy wnoszą, że 
część glikoproteidów błon plazmatycznych komórek wątrobiaka ulega de
gradacji w procesie pinocytozy, przy czym ilość glikoproteidów ulegają
cych w ten sposób przemianom jest stosunkowo mała. Należy przypusz
czać, że na uzyskane przez autorów wyniki miały wpływ inne czynniki, 
jak proces proteolizy glikoproteidów błon plazmatycznych znakowanych 
jodem. Wiadomo jest, że komórki nowotworowe wydzielają glikoproteidy 
z ich powierzchni do przestrzeni pozakomórkowej i środowiska hodowla
nego, zmniejszając ilość znakowanych związków na ich powierzchni.

Miller i wsp. [60, 61] również uważają, że glikoproteidy błon plazma
tycznych ulegają degradacji w drodze pinocytozy. Badania przeprowadzo
ne na komórkach gruczolakoraka myszy TA3-Ha wykazały, że epiglika- 
nina — integralnie związany z błoną glikoproteid — jest uwalniana
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w znacznie mniejszej ilości do środowiska w porównaniu z jej syntezą. 
Stanowi to dowód, że degradacja tego glikoproteidu odbywa się w prze
ważającej części w wyniku wpuklania się błon plazmatycznych do wnę
trza komórki i tworzenia się pęcherzyków pinocytarnych, w których jest 
trawiony glikoproteid przez endogenne proteazy. Przemawia za tym m. in. 
fakt, że dodanie surowicy do środowiska hodowlanego nie hamuje uwal
niania tego glikoproteidu. Czynniki zawarte w surowicy mogłyby hamo
wać proces proteolizy zachodzący pod wpływem egzogennych proteaz, na
tomiast nie mogą posiadać wpływu na degradację zachodzącą przy udziale 
endogennych proteaz.

Wzmożona biosynteza glikoproteidów błon plazmatycznych w porów
naniu z ich powolnym uwalnianiem się do środowiska nie jest charaktery
styczna jedynie dla komórek TA3-Ha. Podobne wyniki uzyskano dla nie
których glikoproteidów błon plazmatycznych komórek HeLa [91] oraz 
glikoproteidów błon limfocytów [83, 89].

Na podstawie dotychczasowych badań przyjmuje się, że synteza i de
gradacja części oligosacharydowej i polipeptydowej glikoproteidów błon 
komórkowych są ściśle ze sobą związane i przebiegają równolegle [53, 68, 
85], Kinetyka wbudowania się in vivo prekursorów białkowych, np. 
[3H]-lizyny, i prekursorów oligosacharydowych, np. [14C]-glukozaminy, do 
glikoproteidów komórek nabłonka kanalików nerkowych królika oraz za
nik radioaktywności przebiegają w sposób bardzo podobny (ryc. 3).

Ryc. 3. W b u d o w y w an ie  się ra d io a k ty w n y c h  p re k u rso ró w  do g likopro te idów  błony
p lazm atyczne j kom órek  nab łonkow ych  k an a l ik ó w  n e rk o w y ch  k ró lika  [68]

•  [14C ] - g l u k o z a m i n a ,  ■ [8H ] - l i z y n a

Maksymalne znakowanie glikoproteidów rąbka szczoteczkowego tych ko
mórek osiągano po 15-20 godz. Radioaktywność znakowanych glikopro-
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teidów utrzymywała się na stałym poziomie do 120 godz., następnie po
woli zmniejszała się [68].

Poglądy odnośnie do degradacji glikoproteidów błon plazmatycznych. 
do aminokwasów i monosacharydów w komórkach są kontrowersyjne. 
Jedni autorzy uważają, że białka błon plazmatycznych ulegają tylko czę
ściowej degradacji [40], drudzy — że są degradowane do wolnych amino
kwasów [38], inni zaś, że glikoproteidy błonowe są wbudowywane i usu
wane z błon jako duże strukturalne jednostki [81].

Przedstawione wyniki badań upoważniają do przyjęcia schematu bio- 
genezy i degradacji glikoproteidów błon plazmatycznych, zaproponowa
nego przez Doyla i wsp. [24] dla glikoproteidów błon plazmatycznych ko
mórek wątrobiaka (ryc. 4). Zdaniem autorów, biogeneza glikoproteidów

Ryc. 4. S chem at biogenezy, w y m ian y  i d eg rad ac ji  g likopro te idów  błon p lazm aty cz 
nych  hodow lanych  kom órek  w ą tro b ia k a  (HTC) [24]

B i o s y n t e z a  g l i k o p r o t e i d ó w  b ł o n o w y c h  o d b y w a  s ię  n a  r y b o s o m a c h  z w i ą z a n y c h  z b ło n a m i*  
G l ik o z y la c j a  z a c h o d z i  w  ś w i e t l e  k a n a l i k ó w  s ia t e c z k i  ś r ó d p la z m a t y c z n e j  o r a z  w  a p a r a c i e  
G o l g i e g o .  P ę c h e r z y k i  w y d z i e l n i c z e  a p a r a tu  G o lg ie g o  p r z e m ie s z c z a j ą  s ię  w  k i e r u n k u  p o 
w i e r z c h n i  k o m ó r k i  i  u l e g a j ą  f u z j i  z b ło n ą  k o m ó r k o w ą .  P r o c e s  t e n  p r o w a d z i  d o  w b u d o w a n i a  
s t r u k tu r  g l i k o p r o t e i d o w y c h  d o  b ł o n y  p la z m a t y c z n e j .  D e g r a d a c j a  g l i k o p r o t e i d ó w  b ł o n y  p la z -  
m a t y c z n e j  o d b y w a  s ię  n a  d r o d z e  p in o c y t o z y .  B ł o n a  k o m ó r k o w a  w p u k l a  s i ę  d o  k o m ó r k i  
i t w o r z y  p ę c h e r z y k i  p in o c y t a r n e ,  k t ó r e  ł ą c z ą c  s i ę  z l i z o s o m a m i  t w o r z ą  w t ó r n e  l i z o s o m y ,  
g d z ie  g l i k o p r o t e id y  u l e g a j ą  s t r a w i e n iu .  M o ż l iw y  j e s t  p r o c e s  r e c y k l i z a c j i  g l i k o p r o t e i d ó w  b ło n ,  
tj .  p o n o w n e  w b u d o w a n i e  g l i k o p r o t e i d ó w  z p ę c h e r z y k ó w  p i n o c y t a r n y c h  lu b  w t ó r n y c h  l i z o -

s o m ó w  d o  b ł o n y  p la z m a t y c z n e j

błon plazmatycznych przebiega w sposób podobny do biosyntezy gliko
proteidów wydzielniczych. Związki te różnią się jedynie powinowactwem 
wobec lipidów błonowych. Ich biosynteza rozpoczyna się na rybosomach
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związanych z błonami, a nowo zsyntetyzowane białko jest glikozylowane 
w ew nątrz kanalików siateczki śródplazmatycznej oraz w aparacie Gol
giego. Wbudowanie się glikoproteidów do błon komórkowych następuje 
poprzez pęcherzyki aparatu Golgiego powstające w procesie wydzielni- 
■czym. Pęcherzyki zawierają kompleks różnych glikoproteidów oraz białek 
i lipidów, zmieszanych ze sobą w różnych stosunkach molarnych. Ulega
jąc fuzji z błoną komórkową, stają się źródłem glikoproteidów błon 
plazmatycznych. Błony plazmatyczne wpuklając się do wnętrza komórki 
tworzą pęcherzyki pinocytarne. Pęcherzyki te ulegają ponownie recykli- 
zacji i wracają na powierzchnię błony plazmatycznej lub zlewają się z li- 
^osomami, tworząc wtórne lizosomy, zawarte zaś w nich glikoproteidy ule
gają degradacji do aminokwasów i monosacharydów. Należy mieć na uwa
dze, że możliwa jest również degradacja glikoproteidów błon plazmatycz
nych bez udziału procesu pinocytozy.
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WPŁYW HIPERTERMII NA CZYNNOŚĆ I METABOLIZM KOMÓREK
PRAWIDŁOWYCH I NOWOTWOROWYCH *

E F F E C T  OF H Y PE R T H E R M IA  ON TH E FU N C TIO N  AND M ETA BO LISM
OF NORM AL AND N EO PLA STIC  CELLS

M arek  JA N IA K  i S tan is ław  SZ M IG IE L SK I

O środek  O chrony  Radiologicznej i Radiobiologii 
W ojskowego In s ty tu tu  H ig ieny  i Epidemiologii, W arszaw a

Streszczen ie .  K om órk i now otw orow e w y k azu ją  w iększą w rażliw ość na p rzegrze
w an ie  do te m p e ra tu r  42-44°C i g iną szybciej iniż kom órk i p raw id ło w e  pochodzące 
z tych  sam ych  tkanek . S tanow i to podstaw ę  dla p rób  p rak tycznego  w ykorzys tan ia  
h ip e r te rm ii  w  te rap i i  chorób  now otw orow ych  u ludzi. M echanizm  w ybiórczej w ra ż l i 
w ości kom órek  now otw orow ych  na p rzegrzew an ie  nie został jed n ak  w y jaśn iony . 
W n in ie jsze j p racy  dokonano  przeg lądu  b ad ań  ek sp e ry m en ta ln y ch  nad  w pływ em  
h ip e r te rm ii  w  zakresie  42-44°C na czynność i m etabo lizm  kom órek  p raw id łow ych  
i now otw orow ych  p rzegrzew anych  in  v itro  i in vivo. Rów nocześnie p rzeds taw iono  
w spółczesne h ipo tezy  p ró b u jące  tłum aczyć  m echan izm  cytostatycznego i cytobójczeg > 
dz ia łan ia  te m p e ra tu ry  w  zakresie  42-44°C, ze szczególnym uw zględn ien iem  roli 
uszkodzen ia  b łony kom órkow ej w  tych  procesach. Opisano też p rzypuszczaln ie  m e 
ch an izm y  n a p ra w y  uszkodzeń te rm icznych  oraz in d u k c j i  te rm oopornośc i w  p rze 
g rzew an y ch  kom órkach .

S u m m a r y .  T u m o u r  cells a re  m ore  sens it ive  to e leva ted  te m p e ra tu re s  (42-44°C) a s  
com p ared  to n o rm a l  cells of th e  sam e origin. T h is  p rov ides  a basis fo r  a t te m p ts  
of p rac t ica l  ap p lica tio n  of h y p e r th e rm ia  in the  t re a tm e n t  of h u m a n  cancer. Ho 
w ever, the  m ach an ism s  of th is  selective th e rm o sen s i t iv i ty  of tu m o u r  cells a re  still 
poorly  understood . The a u th o rs  of th is  p a p e r  rev iew ed  the  resu lts  of ex p e r im en ta l  
w o rk  on the  effects of h y p e r th e rm ia  42-44°C upon fu n c tio n  and  m etabo lism  of 
n o rm a l and  n eo p las t ic  cells hea ted  in  v itro  and  in  vivo. R ecent hypo theses  a im ed  a t  
e lu c id a tio n  of the  m echanism (s) of th e rm a l  ce ll-dea th  a re  also p resen ted , w ith  the  
special em p h as is  on th e  role of th e  dam age of ce llu la r  m e m b ra n e  in  th is  process. 
A dditionally , s tud ies  a re  cited on the  re p a ir  m echan ism s an d  ind u c tio n  of th e rm o 
to le ran ce  in  p re h e a te d  cells.

* P ra c a  n in ie jsza  została  w y k o n an a  w  ra m a c h  rea lizac ji  T em a tu  PR-6-210-02 
P ro g ra m u  Rządow ego „Z w alczanie  chorób n o w o tw o ro w y ch ”.
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I. W PRO W A D ZEN IE

Poddanie komórek ssaków działaniu tem peratury wyższej od fizjolo
gicznej (hipertermii) prowadzi do pobudzenia ich metabolizmu i prolife
racji (hipertermia umiarkowana w zakresie 39-41°C) lub do zahamowania 
czynności i śmierci komórek (hipertermia intensywna w zakresie 42-44°C). 
Szczególnie podatne na działanie hipertermii 42-44°C są komórki nowo
tworowe, które w tym zakresie tem peratur giną szybciej niż komórki pra
widłowe pochodzące z tych samych tkanek [5, 45, 63, 68, 72, 78, 88, 115].
Ta wysoka wrażliwość komórek nowotworowych na przegrzewanie zwró
ciła uwagę na możliwość wykorzystania intensywnej hipertermii w lecze
niu nowotworów złośliwych. Badania prowadzone w ostatnich latach wy
kazały, że najbardziej skuteczne z terapeutycznego punktu widzenia jest 
miejscowe przegrzewanie tkanki nowotworowej do tem peratury  42-44°C, 
kojarzone zwykle z radio- i/lub chemioterapią [48, 49, 71], Takie postępo
wanie umożliwia wybiórcze zniszczenie większości komórek guza bez nad
miernego uszkodzenia otaczających tkanek zdrowych. Znacznie mniej 
efektywne wydaje się być przegrzewanie całego ciała chorych w łaźniach 
wodnych i parafinowych [104, 105].

II. W YBIORCZA W RA ŻLIW O ŚĆ K O M Ó REK  NOW OTW OROW YCH NA
H IPE R T E R M IĘ

Opisy kliniczne remisji guzów nowotworowych u chorych gorączku
jących do 40_41°C z powodu współistniejących zakażeń bakteryjnych, po
chodzące z końca XIX w. [13, 14, 20, 21], skłoniły niektórych lekarzy do
zastosowania hipertermii jako czynnika przeciwnowotworowego. W roku
1898 Westermark [145] wywoływał remisje raków szyjki macicy u kobiet 
stosując gorące kąpiele wodne (42—44°C) zmienionej nowotworowo tkanki. 
\7  latach 1903-1907 Jensen [62] i Loeb [77] obserwowali zahamowanie 
Tozwoju mięsaków u szczurów zanurzanych w łaźni wodnej o tempera
turze 45-47°C, bez jednoczesnego uszkodzenia otaczających tkanek zdro
wych. Te wczesne obserwacje dużej termowrażliwości komórek nowotwo
rowych wymagały jednak potwierdzenia w badaniach in vitro. Już w ro
ku 1912 Lambert [68], wykorzystując jeden z pierwszych modeli hodowli 
tkankowej, wykazał niezbicie, że komórki mięsaków mysich i szczurzych 
są bardziej wrażliwe na działanie tem peratury w zakresie 42-47°C od
prawidłowych komórek tkanki łącznej. Lambert określił również ,,dawkę” 
hipertermii, tj. czas ekspozycji w danej temperaturze, która działając za
bójczo na komórki nowotworowe nie zmniejszała wyraźnie przeżywalności 
komórek zdrowych (żywotność komórek oceniano według ich zdolności do 
.migracji poza fragmenty tkanki unieruchomionej w skrzepie surowiczym).

http://rcin.org.pl



H I P E R T E R M I A 89

Niestety, spostrzeżenia te nie zostały właściwie ocenione i przez długi czas 
badania nad tym problemem nie były kontynuowane.

Współczesne badania nad wpływem podwyższonych tem peratur na 
komórki wznowione zostały w latach sześćdziesiątych i są prowadzone 
w szerokim zakresie do chwili obecnej. W 1966 r. Bender i Schram [5] ba
dali wrażliwość na podwyższoną temperaturę komórek 46 różnych guzów 
ludzkich i zwierzęcych i porównywali ją z wrażliwością komórek prawi
dłowych — płodowych i dojrzałych. Stwierdzili oni, że komórki nowotwo
rowe ginęły w temperaturze o 1-2°C niższej niż odpowiednie komórki 
zdrowe. Schrek [115] wykazał, że ludzkie limfocyty białaczkowe są in vitro 
bardziej wrażliwe na przegrzewanie w zakresie od 43 do 50°C niż limfocy
ty  prawidłowe. Największa różnica w termowrażliwości między limfocy
tami białaczkowymi a prawidłowymi występowała w temperaturze 43°C, 
malejąc zarówno powyżej, jak i poniżej tego poziomu [114, 115]. Chen 
i Heidelberger [18] stwierdzili, że komórki mysie hodowane in vitro stają 
się bardziej termowrażliwe po ich transformacji nowotworowej pod wpły
wem węglowodorów policyklicznych. Również transformacja komórek 
chomika in vitro za pomocą wirusów onkogennych prowadzi do uczulenia 
tych komórek na działanie podwyższonej tem peratury [90]. Giovanella 
i wsp. [43-45, 122] w swych skrupulatnych badaniach metabolicznych nad 
termowrażliwością transformowanych chemicznie komórek mysich udo
wodnili, że zjawisko to jest związane z uwrażliwieniem komórek na prze
grzewanie. W badaniach tych 2-godzinne działanie tem peratury 43,5°C 
zabijało 92-95% komórek transformowanych i tylko 10-12% komórek 
prawidłowych. Podobne wyniki uzyskali inni autorzy [63], przegrzewając 
in vitro prawidłowe i transformowane wirusem fibroblasty ludzkie albo 
prawidłowe melanocyty ludzkie, bardziej odporne na działanie hipertermii 
43°C niż komórki czerniaka złośliwego [123]. Również komórki mnych gu
zów nowotworowych człowieka giną szybciej w temperaturze 43°C niż ko
mórki prawidłowe pochodzące z tych samych tkanek [46] (rye. 1). W cy
towanych badaniach wrażliwość komórek nowotworowych na przegrze
wanie nie była związana z różnicą w szybkości proliferacji komórek, jako 
że w większości przypadków czas podwajania populacji był taki sam 
w hodowlach prawidłowych i nowotworowych lub nawet był dłuższy 
w komórkach nowotworowych.

Zmiany histopatologiczne i u ltrastrukturalne w tkance nowotworowej 
przeszczepialnych guzów sutka u myszy, które przegrzewano miejscowo 
do tem peratury 42—45°C, pojawiały się stosunkowo szybko (pełny obraz 
widoczny był już po kilku godzinach od zakończenia przegrzewania) 
i obejmowały m. in. obrzęk tkanki, zmniejszenie się objętości cytoplazmy 
i jądra komórkowego, pyknozę jąder, wakuolizację i wzrost kwasochłon- 
ności cytoplazmy oraz zatrzymanie podziałów komórkowych [92, 98].
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Zmiany te dotyczyły prawie wyłącznie komórek nowotworowych, a p ra
widłowe komórki tkanki łącznej i śródbłonka naczyń krwionośnych nie 
były uszkodzone [92, 98]. Zniszczone były głównie słabo unaczynione ko
mórki centrum guza, co dawało obraz zupełnie różny od tego, jaki obser-

CZAS EKSPOZYCJI W 43° C
8
[GODZ.]

Rye. 1. P rzeżyw alność  kom órek  p raw id ło w y ch  i kom órek  n o w o tw o ro w y ch  tego 
samego pochodzenia  poddanych  dz ia łan iu  h ip e r te rm ii  43°C (wg G iovanella  i wsp.,

1976)

wuje się po napromieniowaniu nowotworu promieniami X lub gamma 
[95, 99], Podobne zmiany morfologiczne w przegrzewanych in vivo ko
mórkach nowotworowych opisywali inni [24, 97, 101]. Zmiany te prowa
dziły do zahamowania rozwoju guza, a nawet do rozpadu chorej tkanki 
i remisji nowotworu. Stwierdzono jednocześnie, że dawka hipertermii wy
wołująca te objawy była niewystarczająca dla powstania takich samych 
uszkodzeń w warunkach in vitro [33, 80, 91, 98, 99, 130]. Wynika to z ist
nienia odmiennych warunków w środowisku otaczającym komórki guza 
nowotworowego in vivo (obniżenie pH, niedotlenienie, niedobór składni
ków odżywczych, nasilona proliferacja) [91, 95] oraz z oddziaływania me
chanizmów obronnych gospodarza na ognisko pierwotne i przerzuty no
wotworowe [95]. Istotne znaczenie ma tu również nierównomierny rozkład 
tem peratury  w tkance nowotworowej spowodowany jej niejednorodnością, 
nierównomiernym unaczynieniem, a także różnymi sposobami podwyż
szania tem peratury [95], co stwarza możliwość nadmiernego przegrzewa
nia niektórych obszarów guza przy jednoczesnym „niedogrzaniu” innych. 
Niedostateczne przegrzanie komórek nowotworowych in vivo może spo
wodować przyspieszenie rozwoju ogniska pierwotnego oraz powstanie od
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ległych przerzutów [28], Dlatego konieczna jest w tych warunkach do
kładna kontrola ilości dostarczanego ciepła oraz precyzyjny pomiar tem
peratury  przegrzewanej tkanki.

Różnica wrażliwości komórek nowotworowych i prawidłowych na 
przegrzewanie in vitro i in vivo jest nie wyjaśniona. Nie wiadomo co jest 
bezpośrednią przyczyną śmierci komórek przegrzewanych do tem peratu
ry  43-44°C. Nie można więc stwierdzić, czy różnica ta ma jedynie cha
rak te r  ilościowy, czy też zależy od istnienia jakościowo różnych mecha
nizmów śmierci termicznej komórek.

III. P R O L IF E R A C JA  I M ETABOLIZM  K O M Ó REK  PRZEG RZEW A N Y CH
IN VITRO I IN VIVO

1. W P Ł Y W  H I P E R T E R M I I  N A  P R O L I F E R A C J Ę  K O M Ó R E K

Przeżywanie komórek prawidłowych, poddanych in vitro działaniu 
tem peratury  w zakresie 41-46°C, badano najczęściej w hodowlach komó
rek chomika chińskiego (komórki CHO) [41, 48, 112, 116, 135, 145]. Ży
wotność komórek w hodowli, oceniana w tych badaniach za pomocą tech
niki klonowania, jest funkcją czasu i temperatury. W temperaturze 45- 
48°C wiele komórek ginie, chociaż niektóre z nich wytrzymują tę tempe
ra tu rę  przez około 30 min. W niższych temperaturach (42-43°C) komórki 
tkanek prawidłowych przeżywają znacznie dłużej i wyraźny wzrost śmier
telności obserwuje się dopiero po 3-4 godzinach przegrzewania [61, 82, 84, 
85, 132],

Krzywa przeżycia komórek poddanych przegrzewaniu ma na wykre
sie półlogarytmicznym kształt sigmoidalny i przypomina krzywą przeży
cia po ekspozycji na promieniowanie jonizujące (ryc. 2). Param etry  tej 
krzywej służyć mogą do obliczeń energii aktywacji w procesie śmierci te r
micznej komórek. Przebieg krzywych przeżycia komórek CHO poddanych 
działaniu różnych tem peratur w różnych okresach czasu wskazuje, że po
wyżej 43°C wzrostowi ciepłoty o 1°C odpowiada skrócenie czasu prze
grzewania o połowę (energia aktywacji około 149 kcal/mol), podczas gdy 
poniżej 43°C podwojenie czasu przegrzewania jest równoważne obniżeniu 
tem peratury  tylko 0,5°C (energia aktywacji około 250 kcal/mol) [39, 135, 
145], Również nachylenie wykładniczego odcinka tych krzywych ulega 
wyraźnej zmianie w temperaturze 43°C [112, 145], Sugeruje to, że mecha
nizm uszkadzającego działania hipertermii na komórki jest różny powy
żej i poniżej 43°C albo, że komórki są zdolne do naprawy subletalnych 
uszkodzeń wywołanych działaniem tem peratur niższych od 43°C [39, 112],

W badaniach prowadzonych na hodowlach komórek nowotworowych 
człowieka [36, 102] i zwierząt laboratoryjnych [30, 36, 131] stwierdzono 
podobną kinetykę przeżywalności po działaniu tem peratur w zakresie
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41-46°C. Wydaje się więc, że letalny efekt przegrzewania jest w w aru n 
kach in vitro jakościowo podobny w komórkach prawidłowych i zmienio
nych nowotworowo.

Ryc. 2. P rzeżyw alność  kom órek  CHO w  hodow li n iezsynchron izow anej p o d d a n e j
dz ia łan iu  h ip e r te rm ii  42-45°C (wg S ap are to  i wsp., 1978)

W większości badań nad przeżywaniem komórek poddanych działaniu 
hipertermii in vitro stwierdzono, że mniej odporne na przegrzewanie są 
komórki aktywnie proliferujące w porównaniu z komórkami spoczynko
wymi [15, 27, 86, 135, 148], przy czym większą wrażliwość na hiperterm ię 
obserwowano zarówno w hodowlach intensywnie dzielących się komórek 
prawidłowych, jak i nowotworowych. Stwierdzono np., że transformo
wane fibroblasty ludzkie w fazie wzrostu logarytmicznego są bardziej 
wrażliwe na przegrzewanie niż spoczynkowa frakcja tych komórek [63, 
64]. Dane te zwróciły uwagę na różnicę w termowrażliwości komórek za
leżnie od fazy cyklu mitotycznego. Komórki HeLa i inne w fazie S cyklu 
komórkowego są kilkakrotnie bardziej wrażliwe na przegrzewanie niż 
w fazie Gi lub G2 [26, 102, 145]. Równie czułe na hipertermię są komórki 
w stadium mitozy, a szczególnie metafazy [120, 145]. Przegrzewanie in 
vitro prowadzi do synchronizacji populacji komórkowych, zarówno prawi
dłowych, jak i nowotworowych, hamując podziały w metafazie mitozy 
[15, 120, 145]. Hipertermia wstrzymuje również przejście komórek z fazy 
G2 w  mitozę oraz z fazy S w  G2 [63, 120], Zatrzymanie komórek CHO 
w fazie G2 po ich przegrzewaniu w  temperaturze 41,5°C trwa około 4 go
dziny, po czym komórki wchodzą w  metafazę i pokonują ją z szybkością 
trzykrotnie większą niż normalnie [112]. Te same komórki poddane w fa
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zie S lub G2 działaniu hipertermii 45,5°C przez 6 min przestają prolifero- 
wać na około 12 godzin, a podobne przegrzewanie w metafazie prowadzi 
do zahamowania podziału na około 15 godzin i dodatkowo do zaburzeń 
przebiegu kario- i cytokinezy, czego wynikiem jest pojawienie się komó
rek wielojądrzastych i/lub hiperploidalnych [26, 146]. Komórki poddawa
ne hipertermii w innych fazach cyklu mitotycznego nie wykazywały ta 
kich zaburzeń, jedynie przegrzewanie ich w późnej fazie S prowadziło 
niekiedy do pojawienia się aberracji chromosomowych oraz delecji i pęk
nięć pojedynczych łańcuchów DNA [23, 26], Przegrzewanie komórek we 
wszystkich fazach, z wyjątkiem anafazy, prowadzi do wydłużenia tych 
faz oraz opóźnionego przejścia do interfazy; również w tym  przypadku 
najbardziej wrażliwa okazała się metafaza [120]. Największą oporność na 
hipertermię wykazywały komórki znajdujące się w fazie Gi [26, 112, 146].

Wysoka wrażliwość komórek w metafazie na działanie podwyższo
nych tem peratur zwróciła uwagę na możliwość uszkodzenia przez hiper
termię struktury  i/lub funkcji wrzeciona podziałowego w dzielących się 
aktywnie komórkach [26, 146]. Sugerują to również badania, w których 
wykazano, że temperatura rzędu 41-44°C hamuje polimeryzację mikrotu- 
bul wrzeciona podziałowego i prowadzi do ich rozpadu [57, 124]. Na pod
stawie wyników obliczeń energii aktywacji w procesie śmierci termicz
nej komórek wysunięto hipotezę [146], według której uszkadzające dzia
łanie hipertermii na proliferujące komórki polegać ma na depolimeryza- 
cji białek wrzeciona podziałowego i/lub białek chromosomowych, szczegól
nie wrażliwych w metafazie mitozy. Poparciem dla tej hipotezy mogą być 
badania, w których wykazano zniszczenie s truk tury  centrosomów w ko
mórkach CHO poddanych działaniu tem peratury 45,5°C przez 15 min lub 
42°C przez 1 godzinę [4] oraz zmiany stosunku białko : DNA w komórkach 
HeLa i CHO przegrzewanych w 45°C przez 15-30 min [109, 137], Okazało 
się jednak, że hamujące działanie hipertermii na komórki w metafazie 
ma charakter odwracalny, nawet po stosunkowo długim okresie przegrze
wania w temperaturze 42-43°C [91, 146]. Ponadto nie stwierdzono wyraź
nej różnicy w termowrażliwości komórek prawidłowych i nowotworowych 
znajdujących się w stadium mitozy [9], co świadczy przeciw pierwotnemu 
uszkodzeniu białek wrzeciona podziałowego i genomu komórek poddanych 
działaniu hipertermii.

2. W P Ł Y W  O B N I Ż O N E G O  p H  N A  W R A Ż L I W O Ś Ć  T E R M I C Z N Ą

Wielokrotnie stwierdzana in vitro większa termowrażliwość aktywnie 
dzielących się komórek nie zawsze znajduje potwierdzenie w badaniach 
in vivo. Okazało się bowiem, że przegrzewanie guzów nowotworowych 
u zwierząt doświadczalnych szczególnie silnie uszkadza nie proliferujące 
komórki położone w centrum chorej tkanki [2, 27, 48, 91, 95]. Zwróciło to.
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uwagę na modyfikację działania hipertermii in vivo przez zmienione w a
runki środowiska guza, zwłaszcza niedotlenienie, obniżone pH i niedobór 
składników odżywczych. Wpływ tych czynników potwierdzony został 
w doświadczeniach, w których stwierdzono znacznie szybsze pojawianie 
się nieodwracalnych uszkodzeń w przegrzewanych okolicach ciała zwie
rząt, jeśli ograniczono uprzednio dopływ krwi do tych okolic [3, 24, 87, 
128], Również in vitro wykazano, że niedotlenienie oraz obniżenie pH po
żywki zwiększają wrażliwość komórek na działanie hipertermii [29, 39, 41, 
42, 51, 65, 94, 96, 116], Ostatnio stwierdzono, że bezpośrednim czynnikiem 
odpowiedzialnym za wzrost wrażliwości komórek na przegrzewanie jest 
spadek pH środowiska, który może być wynikiem zarówno deficytu tleno
wego, jak i niedoboru składników odżywczych [35, 39, 91, 95]. Obniżenie 
pH pożywki w hodowli komórek CHO z 7,4 do 6,7 obniżyło przeżywanie 
tych komórek (w wyniku działania tem peratury 42°C przez 4 godz.) z 10
do 0,01% [39] (ryc. 3). Zagęszczenie hodowli, prowadzące do zakwaszenia

Ryc. 3. W pływ  obniżonego pH  na przeżyw alność  kom órek  CHO p oddanych  dz ia łan iu
te m p e ra tu ry  41 i 42°C wg G erw ecka, 1977)

pożywki, również zwiększało termowrażliwość komórek, podczas gdy nie
dotlenienie, jeśli nie trwało zbyt długo i nie powodowało spadku pH, nie 
wywierało tego efektu [39],

3. E F E K T Y  M E T A B O L I C Z N E  D Z I A Ł A N I A  H I P E R T E R M I I  W  K O M Ó R K A C H
P R A W I D Ł O W Y C H  I  N O W O T W O R O W Y C H

a. Synteza kwasów nukleinowych i białka. Wysoka wrażliwość ko
mórek na przegrzewanie w fazie S cyklu pozwala sądzić, że zasadnicze 
znaczenie w mechanizmie działania hipertermii może mieć zaburzenie
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s tru k tu ry  i metabolizmu kwasów nukleinowych i/lub białka. Badania nad 
metabolizmem przegrzewanych in vitro komórek nowotworowych wyka
zały, że już po krótkotrwałym działaniu wyraźnie zahamowane jest w bu
dowywanie urydyny do tych komórek, czemu towarzyszy zablokowanie 
syntezy RNA, przede wszystkim jego frakcji rybosomowej [30, 53, 72, 85, 
125, 127, 143], Zaburzenie syntezy RNA polega głównie na zahamowaniu 
dojrzewania RNA jąderkowego i przekształcaniu go w RNA rybosomowy. 
Po krótkiej inkubacji komórek guza wysiękowego Ehrlicha w tem peratu
rze 44°C wbudowywanie urydyny do cząsteczki prekursorowego RNA 45 S 
było gwałtownie i nieodwracalnie zahamowane, podobnie jak i przemiana
45 S pre-RNA w dojrzałe formy 28 S i 18 S RNA [125], Również w ko
mórkach prawidłowych poddanych in vitro działaniu hipertermii 43-44°C 
zahamowanie syntezy RNA było zjawiskiem wczesnym, choć słabiej wy
rażonym, niż w komórkach nowotworowych [78, 85, 119, 149]. Zmiany te 
znalazły odzwierciedlenie w zaburzeniach morfologicznych obserwowa
nych głównie na terenie jąderka i to zarówno w komórkach prawidło
wych, jak i nowotworowych. Pod wpływem przegrzewania komórek in
vitro w temperaturze 45°C przez 15-60 min włókniste składniki jąderka
ulegały rozproszeniu, a składniki ziarniste (cząsteczki rybonukleopro-
teidów) przechodziły do cytoplazmy [78, 85, 119, 120].

Zaburzenie syntezy i dojrzewania rybosomowej frakcji RNA w prze
grzewanych komórkach [30, 144] może być tłumaczone kilkoma mechaniz
mami:

1. powstaniem w jąderku zmienionego prerybosomowego RNA, który 
nie ulega prawidłowemu dojrzewaniu;

2. uszkodzeniem termowrażliwego enzymu niezbędnego dla prawi
dłowego przebiegu procesu dojrzewania RNA w jąderku;

3. zablokowaniem niektórych etapów procesu metylacji preryboso
mowego RNA.

Bezpośrednia denaturacja cząsteczek kwasu rybonukleinowego w ko
mórkach ssaków poddanych działaniu hipertermii 41-44°C jest mało 
prawdopodobna, choć opisywana była w organizmach jednokomórkowych 
[108], Wydaje się, że blokada dojrzewania i syntezy RNA, zwłaszcza pro
cesów transmetylacji, może częściowo tłumaczyć hamujący wpływ pod
wyższonych tem peratur na proliferację komórek. Wykazano też, że czyn
niki zaburzające prawidłowy przebieg syntezy RNA w komórce, np. akty- 
nomycyna D, nasilają cytostatyczny wpływ hipertermii [22], Z drugiej 
strony wiadomo, że zahamowanie syntezy RNA wywołane umiarkowaną 
hipertermią ma charakter przejściowy i po zakończeniu przegrzewania 
cofa się w ciągu 1-2 dni [10, 53, 78, 119, 143]. Ponadto sztuczne obniżenie 
syntezy RNA w komórce do 50°/o wartości prawidłowej nie hamuje pow
stania termooporności w komórkach poddanych frakcjonowanej ekspo
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zycji na hipertermię [70]. Fakty te przeczą pierwotnej roli zaburzeń m e
tabolizmu RNA w zabijającym komórki działaniu tem peratur w zakresie
42-44°C.

Zaburzenie syntezy i s truk tury  kwasu dezoksyrybonukleinowego 
i białka w przegrzewanych komórkach ma charakter wtórny i jest słabiej
wyrażone niż zaburzenie syntezy RNA [30, 31, 34, 72, 85, 102, 149]. Możli
wość uszkadzającego wpływu hipertermii na genom komórki wynika z do
niesień o aberracjach chromosomowych i/lub mutacjach wywołanych 
przegrzewaniem in vitro [23, 113, 148]. Jednak bezpośrednie uszkodzenie 
cząsteczki DNA o typie denaturacji, depurynacji lub destrukcji wiązań 
estrowych obserwowane jest dopiero w temperaturze powyżej 50°C [73, 
133], W zakresie 42-44°C bardziej prawdopodobna jest denaturacja bia
łek wchodzących w skład kompleksu dezoksyrybonukleoproteinowego
i ich agregacja z cząsteczką DNA [26, 109]. Powstawanie kompleksów 
zdenaturowanego białka z DNA mogłoby tłumaczyć występowanie m u
tacji i nieprawidłowej ekspresji genów w przegrzewanych komórkach 
[127]. Tego typu zaburzenia w obrębie genomu sugerują pośrednio obser
wacje mikroskopowe, w których wykazano zagęszczenie heterochromaty- 
ny oraz zmniejszenie wymiarów jądra w komórkach przegrzewanych in 
vitro oraz in vivo [95, 97].

Zaburzenia metabolizmu DNA wywołane działaniem hipertermii po
legają przede wszystkim na zahamowaniu aktywności enzymów — kinazy 
tymidynowej i polimerazy [6, 7], Polimeraza DNA zostaje przejściowo 
unieczynniona w temperaturze do 42°C, a powyżej tego poziomu ulega 
nieodwracalnemu uszkodzeniu [6], Obserwowano również zahamowanie 
fosforylacji monofosforanu tymidyny i tworzenie dwufosforanu oraz blo
kadę procesów metylacji. Upośledzone wbudowywanie 3H-tymidyny do 
cząsteczki DNA było wyraźniejsze w komórkach aktywnie proliferują- 
cych, co wykazano in vitro w komórkach wątroby prawidłowej, płodowej 
i regenerującej [149] (ryc. 4). Zaburzenia enzymatyczne w obrębie geno
mu komórkowego polegać też mogą na blokowaniu przez hipertermię en
zymów biorących udział w naprawie uszkodzonej cząsteczki DNA. Oka
zało się, że przegrzewanie nasila letalny i subletalny wpływ czynników 
uszkadzających wybiórczo cząsteczkę DNA — promieniowania jonizują
cego i związków cytostatycznych [6, 7, 12, 24, 25, 35, 50, 95, 117, 135]. 
Stwierdzono również, że hipertermia 42-44°C hamuje naprawę subletal- 
nych uszkodzeń w komórkach, wywoływanych działaniem promieniowa
nia jonizującego, a więc modyfikuje funkcje enzymów biorących udział 
w tej naprawie [7, 12, 95, 135],

Upośledzenie metabolizmu DNA i RNA w przegrzewanych komór
kach prowadzić musi do zachwiania syntezy białek cytoplazmatycznych, 
zarówno enzymatycznych, jak i strukturalnych. Hipertermia może rów
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nież bezpośrednio uszkadzać cząsteczki białka komórkowego, prowadząc 
do nasilenia już istniejących zaburzeń czynnościowych [25, 107, 142], Po
datność białek na uszkodzenia termiczne warunkuje możliwość adaptacji 
komórek do życia w określonym przedziale temperatur. Wykazano np., 
że białka organizmów termofilowych są bardziej odporne na denaturację

Ryc. 4. W budow yw an ie  
3H -T d R  do k o m ó rek  w ą 
t ro b y  płodow ej, do jrza łe j  i 
reg en e ru jące j  poddanych  
d z ia łan iu  te m p e ra tu r  37, 39 
i 41°C (wg W iista i wsp.,

1973)

■cieplną niż białka komórek ssaków [79, 150]. Wydaje się jednak, że zabu
rzenie metabolizmu i s truktury  białek w przegrzewanych komórkach 
organizmów wyższych jest zjawiskiem późnym i ma charakter wtórny 
w stosunku do obserwowanych zmian syntezy RNA [82], Z drugiej stro
ny, wyniki niektórych badań sugerują, że hipertermia w zakresie 41-45°C 
może stymulować syntezę nowych cząstek białkowych, które działają 
uszkadzająco na s truk tury  komórkowe [22, 103] lub są związane z powsta
waniem termotolerancji w komórkach poddanych frakcjonowanemu prze
grzewaniu in vitro [54].

b. Oddychanie i glikoliza. Upośledzenie oddychania i w mniejszym 
stopniu glikolizy w komórkach nowotworowych przegrzewanych in vitro
jest zjawiskiem znanym od dawna. Już w 1927 r. Westermark [144] 
stwierdził gwałtowne zahamowanie metabolizmu tlenowego i glikolizy 
w skrawkach hodowlanych komórek nowotworów szczurzych (rak Flex- 
ner-Jobling i mięsak Jensena) poddanych działaniu tem peratury 45°C 
przez 90 min. Prawidłowe komórki wątroby i śledziony nie wykazywały 
zaburzeń w tych warunkach. Nowsze badania [1, 15, 84], przeprowadzone 
na hodowlach różnego rodzaju komórek nowotworowych pobranych od 
myszy i szczurów (wątrobiaki Novikoffa i Morrisa, rak  wysiękowy Ehrli- 
cha, mięsak wysiękowy Yoshida), a także od człowieka (czerniak złośli
wy, mięsak kości), potwierdziły wyniki Westermarka, chociaż zahamowa
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nie glikolizy było tu zjawiskiem późnym i słabiej zaznaczonym niż zabu
rzenie metabolizmu tlenowego. Stwierdzono również wyraźny spadek w y
korzystania tlenu przez hodowle komórek nowotworowych (będący miarą 
oddychania komórkowego) przy jednocześnie niewielkim upośledzeniu 
produkcji C 0 2 (miara nasilenia glikolizy) [28, 30, 31, 88, 89], Upośledzenie
oddychania komórkowego jest zjawiskiem ogólnym, towarzyszącym prze
grzewaniu komórek nowotworowych do tem peratury  42-44°C [84], W y
jątkiem od tej reguły wydają się być niektóre nowotwory ludzkie, któ
rych glikoliza często jest zahamowana, ale oddychanie nie zmienia się wy
raźnie pod wpływem przegrzewania in vitro [32]. Niektórzy autorzy uw a
żają, że w temperaturze 42°C metabolizm komórek nowotworowych prze
stawia się na tory glikolizy beztlenowej, która początkowo przebiega p ra 
widłowo, ale poczynając od 44°C ulega zahamowaniu [15, 84], Inni [106] 
twierdzą, że w temperaturze 42-43°C dochodzi do pierwotnego zahamowa
nia glikolizy na wcześniejszych etapach metabolizmu energetycznego niż. 
łańcuch transportu elektronów, a obniżenie zużycia tlenu przez komórki 
jest efektem wtórnym.

Obserwowane zaburzenia metabolizmu tlenowego pod wpływem 
przegrzewania in vitro są charakterystyczne dla komórek nowotworowych 
i znacznie rzadziej występują w komórkach prawidłowych. I tak np. 2-go- 
dzinne działanie tem peraturą 42°C hamowało nieodwracalnie oddychanie 
w komórkach wątrobiaka Novikoffa, podczas gdy komórki wątroby p ra 
widłowej i regenerującej wykorzystywały tlen w normalnym zakresie 
[82, 84], Okazało się jednak, że w niektórych komórkach nowotworowych 
zahamowanie oddychania jest słabo zaznaczone i występuje dopiero po 
kilku godzinach działania tem peratury 42-44°C [82]. Badając wiele róż
nych rodzajów komórek nowotworowych Dickson stwierdził, że nieod
wracalne zahamowanie oddychania po działaniu tem peraturą 42°C powią
zane jest z nieodwracalnym zaburzeniem proliferacji komórek in vitro 
[30] oraz z utratą zdolności tych komórek do wzrostu nowotworowego in 
vivo [30, 31, 88]. Podobne wyniki uzyskał już W estermark [144] w swych 
pionierskich badaniach w 1927 r. Na tej podstawie Dickson [27] doszedł
do wniosku, że stopień wykorzystania tlenu i produkcji dwutlenku węgla 
w komórkach nowotworowych in vitro może być dobrym wskaźnikiem 
wrażliwości tych komórek na działanie hipertermii in vivo.

Podsumowując wyniki badań nad wpływem podwyższonych tem pera
tur na metabolizm komórkowy wydaje się, że wyraźne zahamowanie od
dychania w komórkach nowotworowych może tłumaczyć ich większą 
wrażliwość na przegrzewanie w porównaniu z komórkami prawidłowymi. 
Wiadomo jednak, że zaburzenie metabolizmu tlenowego i glikolizy wystę
puje w przegrzewanych komórkach stosunkowo późno i jest raczej wyni
kiem, a nie przyczyną nieodwracalnych uszkodzeń struktury  i funkcji ko
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mórki. Stwierdzenie takich zaburzeń in vitro może być natomiast przy
datne w ocenie termowrażliwości komórek guzów nowotworowych in situ 
(ryc. 5).

Ryc. 5. Z abu rzen ia  m orfologiczne i m etaboliczne  w kom órkach  p raw id ło w y ch  i n o 
w otw orow ych  poddanych  dz ia łan iu  h ip e r te rm ii  43°C — schem at (wg Ja n ia k a ,  1978)'

IV. U SZK O D ZEN IE BŁON BIO LO G ICZN Y CH  W YW OŁANE D ZIA ŁA N IEM
H IP E R T E R M II

1. B Ł O N A  K O M Ó R K O W A

Uszkodzenie błony komórkowej pod wpływem czynników zewnętrz
nych może w istotny sposób modyfikować procesy metaboliczne odpowie
dzialne za utrzymanie prawidłowego stanu czynnościowego i s truktural
nego komórki [110, 141]. Zarówno obniżenie, jak i podniesienie tempera
tury  środowiska może prowadzić do zaburzeń stanu fizykochemicznego 
błon biologicznych, wynikających z tzw. zmian fazowych fosfolipidów 
[142], Wykazano, że zmiany tem peratury w granicach 38-44°C prowadzą 
do przemian fazowych fosfolipidów i związanych z tym zaburzeń płyn
ności (fluidity) błony komórkowej [16, 142]. Cholesterol „buforuje” zmia
ny fazowe fosfolipidów błonowych, co sprawia, że gwałtowne przejścia 
fazowe w błonach komórek organizmów wyższych są zjawiskiem rzadkim
przy działaniu tem peraturą 38-44°C [58, 142], Istnieje jednak możliwość 
wybiórczego uszkadzania przez hipertermię niektórych obszarów błony
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pozbawionych cholesterolu (tzw. termotropowa segregacja fazowa) [142]. 
Znaczny wpływ na zmiany fazowe lipidów w błonach poddawanych dzia
łaniu niefizjologicznych tem peratur mają wzajemne oddziaływania skład
ników białkowych i lipidowych błony [142]. Cząsteczki białkowe w bło
nach komórkowych mogą ulegać zmianom strukturalnym  pod wpływem 
przegrzewania (zmiany struktury  3- i 4-rzędowej), choć zaburzenia te w y
stępują głównie przy równoczesnym działaniu innych czynników, przede 
wszystkim obniżonego pH środowiska [59, 142]. Badania przy użyciu 
spektroskopii laserowej wykazały, że białka błonowe komórek prawidło
wych (limfocyty B chomika) ulegają termotropowym zmianom struktu
ralnym  w temperaturze wyższej od 39°C, podczas gdy w błonie tych sa
mych komórek transformowanych wirusem SV40 zmiany takie obserwo
wano poniżej 39°C [140].

Modyfikacje strukturalne białek i lipidów błonowych prowadzą do 
zmian struktury  powierzchni komórek poddanych działaniu hipertermii. 
Obserwacje w mikroskopie skaningowym wykazały, że przegrzewanie 
prawidłowych limfocytów bydlęcych in vitro do tem peratury 45°C prowa
dzi do pofałdowania błony komórkowej, która stawała się jakby „wybru
kowana kocimi łbami”, czemu towarzyszył zanik większości mikrokosm- 
ków i tworzenie „czapeczki” na jednym z biegunów komórki [76]. Komór
ki CHO po 30 min inkubacji w temperaturze 43°C traciły przyczepność do 
podłoża, ale przepuszczalność ich błony komórkowej dla błękitu trypanu 
(a więc dużej cząsteczki) nie ulegała zmianie [75], Stwierdzono też, że 
umiarkowana hipertermia modyfikuje powierzchnię komórek nowotworo
wych prowadząc do wzrostu ich własności immunogennych [17, 83] oraz 
zwiększając podatność tych komórek na immunolizę w reakcji z komplek
sem przeciwciało-dopełniacz [126]. Zmiany te również nie były związane 
ze wzrostem przepuszczalności błony komórkowej dla związków wielko
cząsteczkowych.

Szereg danych wskazuje, że zmiany w obrębie błony komórkowej są 
szczególnie nasilone w komórkach nowotworowych i że mają one charak
ter pierwotny w stosunku do większości zmian metabolicznych w obrębie 
cytoplazmy i jądra. Zwiększenie tem peratury pożywki w hodowli komó
rek wątrobiaka Novikoffa z 38 do 42°C, a nawet do 40°C, hamowało nie
odwracalnie transport glutaminianu przez błonę komórkową, podczas gdy 
w komórkach wątroby prawidłowej efektu tego nie obserwowano [128]. 
Inkubacja komórek wątrobiaka Novikoffa w temperaturze 47°C przez 
5 min prowadziła do nieodwracalnej u tra ty  przez komórki zdolności do 
pobierania z pożywki 2-dezoksyglukozy, tymidyny oraz rybonukleotydów 
[126], Zjawisko to związane było z inaktywacją cząstek nośnika w błonie 
komórkowej (obniżenie Vmax) i korelowało z zaburzeniem syntezy kwa- 
,sów nukleinowych w komórkach. Przegrzewanie przez 2 godziny w tem-
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peraturze 43°C powodowało zahamowanie transportu kwasu aminoizoma- 
słowego (AIB) do wnętrza komórek białaczkowych człowieka pochodzą
cych z limfocytów T [67]. Takie samo przegrzewanie prawidłowych tymo- 
cytów ludzkich prowadziło początkowo do pobudzenia transportu AIB do 
wnętrza komórek, a następnie jego spadku do 10% wartości kontrolnej 
[67]. W obu przypadkach zahamowanie transportu AIB związane było ze 
zmniejszeniem się liczby cząstek nośnika w błonie, prawdopodobnie 
w wyniku zmiany struktury  3- i 4-rzędowej białek biorących udział 
w  tym transporcie.

Niektóre leki i związki chemiczne reagujące wybiórczo z lipidami bło
nowymi, a zwłaszcza antybiotyki polieniczne [49, 50, 84], etanol [84, 85] 
oraz dwumetylosulfotlenek [114], wykazują synergizm w skojarzonym 
działaniu z hipertermią. Substancje te zwiększają podatność komórek na 
przegrzewanie i/lub wywierają większy efekt cytostatyczny w podwyż
szonej temperaturze [1, 49, 85]. Chociaż działanie synergistyczne nie ozna
cza per se wspólnego punktu uchwytu, to jednak wydaje się, że bezpo
średni wpływ hipertermii na struktury błonowe jest w świetle tych da
nych bardzo prawdopodobny. Komórki nowotworowe są bardziej podatne 
na skojarzone stosowanie tych substancji z hipertermią. Etanol nasilał za
burzenie syntezy kwasów nukleinowych i białka oraz blokadę oddychania 
w przegrzewanych komórkach wątrobiaka Novikoffa, podczas gdy w pra
widłowych hepatocytach nie obserwowano takiego efektu [84, 85]. Wraż
liwość komórek nowotworowych na uszkadzające działanie antybiotyków 
polienicznych (amfoterrycyna B, adriamycyna, bleomycyna) wzrasta gwał
townie powyżej 42°C, a więc po przekroczeniu dolnej granicy wybiórczej 
termowrażliwości tych komórek [49, 50]. Ma to wynikać ze zmian fazo
wych lipidów błony komórkowej prowadzących do lepszej dostępności re
ceptorów powierzchniowych i/lub wzrostu przepuszczalności błony dla 
badanych antybiotyków [49],

W badaniach własnych nad termowrażliwością komórek prawidło
wych i transformowanych wirusem onkogennym posłużono się zestawem 
testów radioizotopowych, pozwalających ocenić stan czynnościowy (czyn
ny transport jonu potasowego przy udziale Na+-K+-ATPazy) oraz zmiany 
przepuszczalności błony komórkowej in vitro [60, 66, 134]. Do doświad
czeń użyto hodowli prawidłowych komórek nerki królika (RK 13) oraz fi- 
broblastów mysich prawidłowych (3T3) i transformowanych wirusem SV40 
(3T3-SV40). Komórki przegrzewano w łaźni wodnej o temperaturze 43°C 
przez 15-180 min. Dla oceny aktywnego transportu potasu posłużono się 
niefizjologicznym równoważnikiem tego jonu — rubidem 86 [60, 111]. 
Aktywność Na+-K+-ATPazy badano również bezpośrednio, mierząc sto
pień wiązania przez komórki swoistego inhibitora pompy sodowo-potaso
wej — ouabainy. Zmiany przepuszczalności błony oceniano według ilości
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uwolnionych z uprzednio wyznakowanych komórek jonów 86Rb"f oraz 
związków o wzrastającym ciężarze cząsteczkowym: kwasu aminoizomasło- 
wego (14C-AIB, c.c.: 103) urydyny (3H-UdR, c.c.: około 1000) oraz białek 
cytoplazmatycznych wyznakowanych chromem 51 (c.c.: ponad 100 000).

Najwcześniej obserwowaną zmianą w przegrzewanych komórkach 
był spadek wychwytu 86Rb+ oraz zahamowanie wiązania ouabainy, zarów
no w hodowlach prawidłowych, jak i transformowanych. Jednakże w ko
mórkach prawidłowych upośledzenie aktywnego transportu rubidu obser
wowano po 15-30 min inkubacji w 43°C, podczas gdy w komórkach trans
formowanych zaburzenie to występowało wcześniej i było maksymalnie 
wyrażone już po 15 min przegrzewania (ryc. 6). Również uwalnianie jonu

Ryc. 6. W nikan ie  86R b do f ib ro b las tó w  m ysich  p raw id ło w y ch  (3T3) oraz s t ra n s fo r -  
m ow anych  w iru sem  onkogennym  SV 40 (SV40-3T3) poddanych  in  v itro  dz ia łan iu  te m 

p e ra tu ry  43°C (wg J a n ia k a ,  1978)

86Rb+ było bardziej nasilone w komórkach transformowanych, ale w ystę
powało nieco później niż upośledzenie aktywnego transportu rubidu do 
wnętrza tych komórek (ryc. 7). Według obecnych poglądów badania 
aktywności pompy sodowo-potasowej oraz biernego uwalniania jonów 
z komórek należą do najbardziej czułych metod oceny zaburzeń czynnoś
ci i przepuszczalności błony komórkowej [11, 111]. Wykazano również, że 
procesy transportu jonowego warunkują wzrost i proliferację komórek 
i poprzedzają zmiany metaboliczne zachodzące w obrębie cytoplazmy 
i jądra [118, 121], Z drugiej strony, procesy te są bardzo wrażliwe na 
zmiany warunków środowiska, w tym również na zmiany tem peratury  
[60, 147], Badania własne wykazały wyraźnie większą termowrażliwość
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Na+-K+-ATPazy w błonie komórek transformowanych w porównaniu 
z komórkami prawidłowymi. Jest prawdopodobne, że proces transformacji 
nowotworowej, zmieniając własności błony komórkowej, może prowadzić 
do zwiększenia podatności jej układów enzymatycznych na działanie pod
wyższonych tem peratur [81]. Wydaje się więc, że zaburzenia czynności 
enzymów biorących udział w aktywnym transporcie jonów przez błonę 
komórkową mogą stanowić istotną przyczynę dużej wrażliwości komórek 
nowotworowych na działanie hipertermii 42-44°C.

Ryc. 7. U w a ln ian ie  86Rb z f ib rob las tów  m ysich  p raw id ło w y ch  (3T3) i s tran sfo rm o -  
w anych  w iru se m  onkogennym  SV40 ( S V 40- 3T 3 ) pod w pływ em  p rzeg rzew an ia  w  te m 
p e ra tu rze  43°C. Ilość uw olnionego ru b id u  w y rażo n a  jest w  p ro cen tach  ca łkow ite j

ilości w budow anego  do kom órek  znaczn ika  (wg J a n ia k a ,  1978)

ł  * * . .  .  •

Wzrost przepuszczalności błony przegrzewanych komórek dla związ
ków o różnej wielkości cząsteczki, opisywany przez wielu autorów [49, 
50, 126, 128], potwierdzony został również w badaniach własnych, przy 
czym zaburzenie to występowało wcześniej i było silniej wyrażone w ko
mórkach transformowanych (ryc. 8). Stwierdzono ponadto, że wyraźny 
wzrost uwalniania 14C-AIB z komórek, zwłaszcza transformowanych, 
znacznie wyprzedza pojawienie się zmian morfologicznych, a także zabu
rzeń aktywności niektórych enzymów wewnątrzkomórkowych i wzrostu 
śmiertelności komórek poddanych działaniu tem peratury 43°C [60].

Wyniki badań własnych wskazują, że proces uszkodzenia błony ko
mórek prawidłowych i transformowanych nowotworowo jest jakościowo 
podobny, ale w komórkach transformowanych uszkodzenie to występuje 
wcześniej i jest silniej wyrażone [60, 61]. Potwierdza to spostrzeżenia in-
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Ryc. 8. U w aln ian ie  k w asu  am inoizom asłow ego znakow anego  14C (14C-A IB) oraz b ia 
łek cy top lazm atycznych  znakow anych  51Cr z f ib rob las tów  m ysich  p raw id ło w y ch  
(3T3) i s t ran s fo rm o w an y ch  w iru sem  cnkogennym  SV 40 (SV40-3T3) pod w p ły w em  
przegrzew an ia  w  te m p e ra tu rz e  43°C. I lo ś t  uw olnionego 14C -A IB  oraz 51Cr w yrażono  
w  p rocen tach  ca łkow ite j ilości w budo w an y ch  do kom órek  znaczn ików  (wg J a n ia k a ,

1978)

nych autorów i sugeruje, że pierwotnym punktem uchwytu działania 
hipertermii na komórki jest błona komórkowa, z natury najbardziej na
rażona na uszkadzający wpływ czynników zewnętrznych. Dla poparcia tej 
hipotezy konieczne jest jednak przeprowadzenie bardziej kompleksowych 
badań biochemicznych, biofizycznych i ultrastrukturalnych błon komór
kowych poddanych działaniu podwyższonych tem peratur in vitro i in vivo.

2. L IZ O S G M Y , M IT O C H O N D R IA  I I N N E  S T R U K T U R Y  K O M Ó R K O W E

Badania ultrastrukturalne i histochemiczne guzów nowotworowych 
przegrzewanych in vivo zwróciły uwagę na wzrost aktywności enzymów 
lizosomalnych i liczby lizosomów w komórkach tych guzów [91, 95, 98, 
99]. Według niektórych autorów stymulacja aktywności lizosomów jest 
zaburzeniem pierwotnym, potęgowanym dodatkowo przez zahamowanie 
metabolizmu tlenowego i związany z tym spadek pH wnętrza komórek 
[8, 91, 100]. Von Ardenne [1, 2] twierdzi, że zakwaszenie środowiska ko
mórek nowotworowych labilizuje błony lizosomalne i w ten sposób 
zmniejsza ich odporność na uszkadzające działanie hipertermii. Dla znisz
czenia komórek nowotworowych in vivo trzeba więc, poza wybiórczym 
ich przegrzewaniem, stale utrzymywać odpowiednie zakwaszenie komó
rek, np. poprzez ciągły wlew glukozy, stanowiącej substrat wyjściowy
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w procesie glikolizy. Te założenia stanowią podstawę opracowanej przez 
von Ardenne i wsp. [2] metody wielostopniowej terapii nowotworów 
(Krebs-Mehrschritt-Therapie), w której skojarzono działanie hiperterrmi, 
niedotlenienia i hiperglikemii.

Pierwotna rola uszkodzenia lizosomów w mechanizmie termowrażii- 
wości komórek nowotworowych jest jednak kwestionowana. Gerweck [3J, 
39] np. twierdzi, że obniżenie stężenia jonów wodorowych we wnętrzu 
komórki prowadzi początkowo do uszkodzenia struktur jądrowych, 
a wzrost aktywności enzymów lizosomalnych ma charakter wtórny. Fo- 
nadto badania nad kinetyką procesów patologicznych na poziomie komór
kowym wskazują, że uszkodzenie lizosomów jest zjawiskiem stosunkowo 
późnym i stanowi raczej wynik, a nie przyczynę zaburzeń na terenie cy
toplazmy i jądra [138]. Wykazano również, że uszkadzające działanie hi- 
pertermii jest w komórkach nowotworowych skierowane pierwotnie na 
ich błonę komórkową, a labilizacja błon lizosomalnych jest zjawiskiem
późniejszym [139].

Obserwowane wielokrotnie zaburzenia metabolizmu oddechowego 
w przegrzewanych komórkach mogą być tłumaczone uszkadzającym wpły
wem hipertermii na czynność i s trukturę mitochondriów. Overgaard [93] 
obserwował wyraźną redukcję aktywności oksydazy cytochromowej w ko
mórkach guza przeszczepialnego myszy C3H, przegrzewanych przez 60 min 
w temperaturze 42,5°C. Mitochondria komórek nowotworowych nie zmie
niają jednak swej s truk tury  po ekspozycji na hipertermię [53, 72], a w do
datku wykorzystanie tlenu przez komórki obniża się wyraźnie dopiero po 
długotrwałym przegrzewaniu. Wykazano również, że mitochondria w y
izolowane z komórek wątrobiaka Novikoffa nie są szczególnie wrażliwe na 
działanie hipertermii oraz że metabolizm tlenowy komórek prawidłowych 
i nowotworowych nie ulegał zaburzeniu po przeniesieniu hodowli z tem 
peratury  38 do 43°C [84].

Brak jest też danych wskazujących, że uszkodzenie innych s truk tur 
komórkowych może odgrywać istotną rolę w mechanizmie cytobójczego 
działania hipertermii. Nie wykazano zmian w obrębie aparatu Golgiego 
ani retikulum  endoplazmatycznego w komórkach poddanych działaniu 
podwyższonych tem peratur in vivo i in vitro, podczas gdy metabolizm tle
nowy oraz synteza kwasów nukleinowych w tych komórkach były wy
raźnie zaburzone [19, 53, 72],

V. N A PR A W A  USZK O D ZEŃ  TERM IC ZN Y CH  I TER M O TO LER A N C JA

Większość omawianych dotychczas zaburzeń czynnościowych i s truk
turalnych wywołanych działaniem hipertermii ma charakter odwracalny 
i komórki (po kilkunastu godzinach) powracają do stanu prawidłowego.*
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W tym czasie dochodzi do pełnej reorganizacji s truk tur komórkowych, 
prawdopodobnie w wyniku wzmożonej aktywności enzymów napraw 
czych [119]. O tym, że komórki zdolne są do naprawy subletalnych uszko
dzeń wywołanych działaniem hipertermii świadczy m. in. przebieg krzy
wych przeżycia komórek przegrzewanych in vitro, w których część w y
kładnicza poprzedzona jest ramieniem (shoulder) o różnej szerokości, za
leżnie od tem peratury i czasu ekspozycji.

Badania kinetyki naprawy uszkodzeń termicznych prowadzono sto
sując frakcjonowane dawki hipertermii in vitro (split-dose survival expe
riments), tzn. badając przeżywalność komórek poddanych dwukrotnemu 
przegrzewaniu i porównując ją z przeżywalnością po jednorazowej ekspo
zycji na hipertermię. Komórki CHO zsynchronizowane w fazie S podda
wano „szokowi termicznemu” (45,5°C) w dawce jednorazowej (15 min) lub 
dwóch dawkach (7 min i 9,5 min) oddzielonych różnej długości okresami 
inkubacji w 37°C [40]. Naprawę uszkodzeń i wzrost przeżywalności komó
rek obserwowano już w ciągu pierwszej godziny od zastosowania „szoku 
termicznego”, przy czym okazało się, że żywotność hodowli jest większa 
po dwukrotnym niż po jednorazowym przegrzewaniu. Naprawa uszko
dzeń termicznych w komórkach CHO rozpoczyna się już po kilkunastu 
minutach od zakończenia przegrzewania (45°C, 35 min) i trwa około 12 
godzin [69]. Przeżywalność komórek poddanych dwukrotnemu przegrze
waniu (2 razy po 17,5 min), z kilkugodzinną przerwą między ekspozycja
mi, była większa niż po jednorazowym zastosowaniu całej dawki h iper
termii (45°C, 35 min). Wzrost ten związany był z jednej strony z naprawą 
uszkodzeń subletalnych (głównie w ciągu pierwszych 4 godzin od zakoń
czenia ekspozycji), a z drugiej — z nabyciem przez komórki odporności 
na hipertermię pod wpływem pierwszej ekspozycji na podwyższoną tem 
peraturę.

Już w 1957 r. Selawry i wsp. [117] donosili, że komórki nowotworowe 
guzów ludzkich in vitro stają się mniej wrażliwe na hipertermię pod wpły
wem ich wielokrotnego przegrzewania. W innych badaniach pojedyncza 
2-godzinna dawka hipertermii zmniejszała przeżywalność komórek HeLa 
o 46%. Dwukrotne przegrzewanie (2 razy po 1 godz.) z przerwą 6-godzin- 
ną (inkubacja w 37°C) było mniej szkodliwe i aż 70% komórek przeży
wało w tych warunkach, co tłumaczy się naprawą subletalnych uszkodzeń
w przegrzewanych komórkach [102]. Przeżywalność komórek CHO pod
danych działaniu dwóch dawek hipertermii (2 razy po 17,5 min w 45°C) 
oddzielonych 12-godzinną przerwą (inkubacja w 37°C) wynosiła 7% w ar
tości kontrolnej, gdy tymczasem po równoważnej ekspozycji jednorazo
wej (35 min w 45°C) przeżywało tylko 0,02% tych komórek [56]. Dane te 
nie rozstrzygały jednak, czy u podłoża wymienionych zjawisk leżą me
chanizmy naprawcze, czy też powstanie tolerancji w przegrzewanych ko
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morkach. Obecnie uważa się, że hipertermia w zakresie 41-46°C prowa
dzić może w pewnych warunkach do wzrostu odporności komórek na 
przegrzewanie. Okazało się, że termotolerancja, definiowana jako wzrost 
D0 krzywej przeżycia *, może być wywołana zarówno przez krótkotrwałe 
przegrzewanie w temperaturze powyżej 43°C, z następującym po tym 
okresem inkubacji w warunkach fizjologicznych (acute conditioning) [37, 
52, 55, 56], jak i w drodze przewlekłego przegrzewania w zakresie 
41,5-42,5°C (chronic conditioning) [25, 39]. Nie stwierdzono jednakże, czy 
mechanizm termotolerancji jest w obu przypadkach jednakowy.

1. M ETODA UDERZENIOW A:
D aw ka  w a ru n k u ją c a :  43°C; 5-15 m in

i
t

O kres w yw oław czy: 37-38°C; 5-20 godz.

T e r m o o p o r n o ś ć
2. METODA PR ZEW LEK ŁA

•I

D aw ka w a ru n k u ją c a :  41,5-42,5°C; 2-8 godz.

(B rak  ok resu  wywoławczego)

1
T e r m o o p o r n o ś ć

Schem at. M etody in d u k o w an ia  te rm oopornośc i w kom ó rk ach  in  v itro

Powstanie termotolerancji komórek zależy głównie od dawki hiper
termii, która ją wywołuje (tzw. „dawka warunkująca”) [54, 55]. Po prze
grzaniu np. komórek CHO w 45°C przez 10 min największa odporność na 
hipertermię występowała po około 18 godzinach inkubacji w 37°C, pod
czas gdy skrócenie ekspozycji do 5 min prowadziło do znacznie szybszego 
powstania termotolerancji — maksymalny wzrost D0 obserwowano w tym 
przypadku już po 2 godzinach inkubacji w 37°C [54]. Istotne znaczenie 
mają również warunki inkubacji, czyli tzw. „okresu wywoławczego” 
(developing period), przy czym optymalne jest utrzymywanie tem peratu
ry  tego okresu w zakresie zbliżonym do fizjologicznego (36-38°C dla ko
mórek ssaków) [54], Inkubacja w temperaturze rzędu 39-41°C nie hamo
wała wprawdzie powstawania termotolerancji, ale znacznie redukowała 
przeżywalność komórek [54]. Sugeruje się, że jest to związane z u trw ala
niem subletalnych uszkodzeń w podwyższonych temperaturach „okresu
wywoławczego” [55].

* D0 — czas t rw a n ia  ekspozycji  w  dane j tem p era tu rze ,  po k tó re j  przeżycie 
k o m ó rek  obniża  się o l /e  na  w ykładn icze j części k rzyw ej przeżycia  (e — podstaw a  
lo g a ry tm u  na tu ra lnego).
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Nabyta odporność komórek na hipertermię ma charakter przejściowy, 
ale czas jej trwania jest trudny do określenia ze względu na niewielką 
ilość badań w tym zakresie. Wstępne dane wskazują, że komórki CHO 
tracą odporność na przegrzewanie w okresie 48-72 godzin od zastosowa
nia „dawki warunkującej” [56]. Jednakże zarówno powstanie, jak i u tra ta  
termotolerancji mogą być zahamowane przez przetrzymywanie komórek 
w temperaturze zbliżonej do 0°C [54],

Mechanizm powstawania tolerancji na przegrzewanie jest nie w yjaś
niony. Stwierdzono jednak, że istnieje korelacja między czasem pojawia
nia się maksymalnej odporności na hipertermię a okresem niezbędnym 
dla odnowy syntezy białka, zaburzonej działaniem podwyższonych tem 
peratur [54, 70]. Ponadto przegrzewanie w znacznie mniejszym stopniu 
upośledzało metabolizm białek w komórkach o zmniejszonej wrażliwości 
na hipertermię w porównaniu z komórkami kontrolnymi [54]. Istnieją 
przypuszczenia, że powstanie termotolerancji związane jest z syntezą no
wej cząsteczki krótkożyjącego RNA i/lub białka, która wpływa stabili
zująco na polisomy komórkowe, a zwłaszcza na termowrażliwą fazę trans
lacji [47, 54]. Niektórzy autorzy postulują również udział błony komór
kowej w tym mechanizmie. Reeves [107] stwierdził, że np. błona odpor
nych na hipertermię komórek nerki świni jest mniej przepuszczalna dla 
3H-urydyny niż błona komórek wrażliwych na przegrzewanie. Hahn i wsp. 
[49] wykazali również, że cofanie się odporności komórek na hipertermię 
przebiega równolegle z odnową ich podatności na działanie adriamycyny. 
Li i Hahn [74] stwierdzili ostatnio, że inkubacja komórek HA-1 w pożyw
ce z etanolem prowadzi do powstania w tych komórkach odporności na 
przegrzewanie oraz do zmniejszenia ich wrażliwości na toksyczne działa
nie alkoholu etylowego. Wydaje się więc, że zmiany stanu fizykochemicz
nego błony komórkowej, zwłaszcza jej składników lipidowych, mogą de
cydować zarówno o podatności, jak i odporności komórek na działanie 
podwyższonych temperatur.

Szczególnie istotne znaczenie z terapeutycznego punktu widzenia ma
ją badania nad powstawaniem termotolerancji w komórkach przegrzewa
nych in vivo. W 1963 r. Crile [24] wykazał, że przegrzewanie guzów no
wotworowych umiejscowionych w obrębie łap myszy (hipertermia miej
scowa w łaźni wodnej o temperaturze 44°C przez 90 min) prowadzi do 
martwicy kończyn u 95% zwierząt. Jeżeli jednak zabieg ten poprzedzono 
dodatkową ekspozycją na hipertermię (44°C, 30 min), to destrukcja koń
czyn występowała tylko u 13% myszy. Podobnie, regresja mięsaka my
siego S 180, obserwowana po przegrzewaniu miejscowym (44°C, 30 min) 
w 80% przypadków, zmniejszała się do 20%, jeżeli guzy przegrzewano 
dzień wcześniej w temperaturze 44°C przez 15 min [24]. W obu przypad
kach stwierdzona odporność na hipertermię zanikała po około 2 dniach

http://rcin.org.pl



H I P E R T E R M I Ą 109-

od zastosowania „dawki warunkującej”. Komórki tkanek prawidłowych 
także stają się mniej wrażliwe na podwyższone tem peratury pod wpły
wem wielokrotnego przegrzewania in vivo. Suit [129] wykazał, że całko
wita amputacja zdrowej kończyny u myszy wywołana jej miejscowym 
przegrzewaniem w temperaturze 43,5°C występowała po 173 min, jeśli 
hipertermię stosowano jednorazowo, i po 530 oraz 915 min, jeśli przegrze
wanie stosowano odpowiednio 5 i 10 razy, z przerwami 24-godzinnymi. 
Z drugiej strony, Overgaard i Suit [101] obserwowali tylko niewielki 
wzrost czasu trwania efektywnej hipertermii miejscowej, prowadzącej, 
do regresji mięsaka przeszczepialnego FSa u myszy, jeśli przegrzewanie 
stosowano w dawkach frakcjonowanych. W badaniach tych autorów przy 
dwukrotnej ekspozycji guza na tem peraturę 42,5 lub 44,5°C (z 24-godzinną 
przerwą) wskaźnik TCD50* wzrastał tylko 1,2 oraz 1,4 razy w porównaniu 
z przegrzewaniem jednorazowym. Podobnie, wielokrotne przegrzewanie 
komórek raka sutka myszy nie prowadziło do powstania u nich termotole- 
rancji [136].

Wykorzystanie hipertermii jako metody wspomagającej w terapii no
wotworów u ludzi zależy w dużej mierze od tego, czy frakcjonowanie 
dawek nie spowoduje powstania odporności na przegrzewanie w tkance 
nowotworowej i nie doprowadzi do konieczności ryzykownego podnosze
nia tem peratury  ekspozycji. W świetle obecnych badań wydaje się, że 
indukcja termotolerancji w komórkach nowotworowych in vivo jest spra
wą kontrowersyjną i wymaga dalszych badań, z uwzględnieniem różnych 
czynników mających wpływ na kinetykę tego procesu (wielkość „dawki 
warunkującej”, czas trwania „okresu wywoławczego”, itp.) oraz specyficz
nych warunków panujących w środowisku guza nowotworowego in situ 
(obniżenie pH, niedotlenienie, niedobór składników odżywczych). Ostatnie 
badania Gerwecka [39], wskazujące, że obniżenie pH pożywki hamuje roz
wój termotolerancji w komórkach przegrzewanych in vitro, sugerują, że 
frakcjonowana hipertermią mogłaby efektywnie niszczyć komórki nowo
tworowe in vivo, powodując jednocześnie mniejsze uszkodzenie otaczają
cych tkanek prawidłowych.
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KATEPSYNA D

C A T H E PSIN  D

K rzysztof W O RO W SK I i H a lina  O STRO W SK A

Z akład  C hem ii A nalitycznej In s ty tu tu  B iochem ii i A n a li ty k i  M edycznej
A kadem ii  M edycznej w  B ia łym stoku

Streszczen ie .  K a tep sy n a  D jest p ro teazą  w y s tęp u jącą  w  lizosom ach w ie lu  tk a n e k  
i narządów . E nzym  ten  jest g likopro te idem  o m asie  cząsteczkow ej 42 000 daltonów , 
p o s iad a  jako am in o k w as  N -końcow y glicynę i c h a ra k te ry z u je  się znaczną h e te ro -  
gennośc ią  m o leku la rną . K a tep sy n a  D t r a w i  b ia łka  i p ep ty d y  o co n a jm n ie j  p ięc iu  
re sz tach  am inokw asow ych  w  cząsteczce. Rozszczepia ona w iązan ia  pep tydow e u tw o 
rzone  przez g ru p y  karboksy low e, głównie am inokw asów  hydrofobow ych. K a te p sy 
n a  D jest p ro teazą  o k a rb o k sy lo w y m  m ie jscu  ka ta li tycznym . O p tim um  dz ia łan ia  
k a te p s y n y  D p rzy p ad a  na  pH  2,8-5,5, w  zależności od pochodzenia ga tunkow ego  
i na rządow ego  tego enzym u i użytego su b s tra tu .  In h ib i to rem  k a tep sy n y  D jest e s te r  
m e ty lo w y  dw uazoace ty low o-D ,L -norleucyny  i pepsta tyna .

S u m m a r y .  C a th ep s in  D is a p ro tease  occu rring  in the  lysosomes of m an y  tissues  
an d  organs. T h is  enzym e is a g lycopro te in  of the  m olecu la r  w eigh t 42 000, con ta ins  
g lyc ine  as th e  N - te rm in a l  am ino  acid and  revea ls  a considerab le  m olecu la r  h e te 
rogeneity . C a th ep s in  D digests p ro te in  and  pep tides  con ta in ing  a t  leas t  f ive  am ino  
ac id  res idues  in  the  molecule. I t  hydro lyses  pep tide  bonds fo rm ed  m a in ly  by  th e  
ca rb o x y l  g roups  of hydrophob ic  am ino  acids. C a th ep s in  D is a p ro tease  w ith  a 
ca rb o x y l  ca ta ly tic  site. T he  op tim al ac tion  of ca th ep s in  D occurs a t  pH  2.8-5.5 
d ep en d in g  on th e  origin of th e  enzym e from  various  species an d  organs and  th e  
su b s t ra te  used. D iazoace ty l-D ,L -norleuc ine  m e th y l  e s te r  and  p ep s ta t in e  in h ib i t  
c a th e p s in  D activ ity .

W ST Ę P

Aktywność proteolityczną tkanek zwierzęcych wykrył w 1904 r. He- 
din [79]. W 1937 r. Anson [2] wyizolował ze śledziony wołu proteazę, któ
ra rozkłada hemoglobinę. W początkach lat sześćdziesiątych Press i wsp. 
[160] udoskonalili izolowanie i oczyszczanie tej proteazy i nazwali ją ka- 
tepsyną D. Katepsyna D różni się od innych proteaz lizosomalnych m. in.
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specyficznością substratową. Enzym ten nie działa na syntetyczne sub- 
straty katepsyny A, B i C [39, 89, 160, 207], a substraty rozkładane także 
przez katepsyną E degraduje w innym optimum pH [17, 120, 122].

Obecnie katepsynę D (EC-3.4.4.23) definiuje się jako lizosomalną hy- 
drolazę peptydylopeptydów (endopeptydazę) rozszczepiającą w peptydach 
i białkach wiązania peptydowe utworzone przez grupy karboksylowe ami
nokwasów hydrofobowych. Według podziału enzymów proteolitycznych, 
opartego na różnicach w strukturze miejsca katalitycznego, katepsynę D 
zalicza się do proteaz karboksylowych [75].

R O ZM IESZC ZEN IE W T K A N K A C H  I F R A K C JA C H  PO D K O M Ó RK O W Y CH
ORAZ IZO LO W A N IE I OCZYSZCZANIE K A T E PSY N Y  D

Przegląd tkanek i narządów, z których została wyizolowana katepsy- 
na D, znajduje się w tabeli 1. Do tkanek i narządów, w których występuje 
aktywność katepsyny D, ale z których ten enzym nie był dotychczas wy
izolowany, należy błona śluzowa żołądka [33], chrząstka stawowa i błona 
maziowa wołu [29], komórki zębinotwórcze [128], żyły [69], płytki krwi 
[21, 152], tkanki nowotworowe [62] i tkanki zwierząt niższych [208]. Nie
wielkie ilości katepsyny D występują także w płynach ustrojowych, ta
kich jak osocze krwi [74, 151], mocz [112], płyn mózgowo-rdzeniowy [37], 
płyn owodniowy [145], płyn stawowy [29], sok żołądkowy [195] oraz pły
ny pojawiające się w jamach ciała w stanach patologicznych [59, 100].

Katepsyna D jest syntetyzowana w rybosomach komórkowych, z któ
rych transportowana jest przez kanały siateczki śródplazmatycznej do pę
cherzyków aparatu  Golgiego. Z pęcherzyków tych tworzą się lizosomy 
pierwotne, które zawierają katepsynę D i inne enzymy hydrolityczne 
o optimum działania w kwaśnym przedziale pH. Do przestrzeni pozako- 
mórkowych i płynów ustrojowych enzym ten przedostaje się drogą egzo- 
cytozy oraz na skutek rozpadu fizjologicznie zużytych komórek [123, 159, 
192]. Z krwi katepsyna D jest eliminowana przez komórki układu siatecz- 
kowo-śródbłonkowego [91, 130, 141].

Poszczególne tkanki i narządy różnią się aktywnością katepsyny D. 
W tabeli 2 przedstawiono aktywność tego enzymu w różnych narządach 
szczura. Aktywność katepsyny D wykazuje również znaczne różnice w róż
nych komórkach tego samego narządu. Spośród komórek budujących wą
trobę najwyższą aktywność katepsyny D wykazują komórki Browicza-
Kupffera i komórki śródbłonkowe (tabela 3).

Z powodu heterogenności lizosomów część tych struktur podczas róż
nicowego wirowania osadza się z innymi organellami komórkowymi. Z po
wodu zanieczyszczenia lizosomami aktywność katepsyny D występuje 
nie tylko w lizosomach, ale także w innych frakcjach podkomórkowych
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T A B E L A  1

Przegląd narządów i tkanek, z których wyizolowano katepsynę D

K A T E P S Y N A  D  1 2 1

Gatunek zwierzęcia Narząd lub tkanka Literatura

Człowiek i  erytrocyty [164]
leukocyty [90]
tarczyca [133]
wątroba [13, 16]
wysięk otrzewnowy [59]

Dorsz mięśnie [182]
śledziona [181]

Koń śledziona [55]
Królik chrząstka stawowa [223]

płuca [168]
1 śledziona [120, 121, 122]

wątroba [12]
Kura mięsień piersiowy [89]

śledziona [64]
wątroba [93]

Małpa płuca [150]
Morszczuk

-------------- . ------------------------

mięśnie [67]
Mysz guz wysiękowy Ehrlicha 1 [100]
Świnia mózg [27]

nerki [118]
śledziona [38]
tarczyca [116, 183]

Szczur guz nowotworowy [95]
jelito [114]
mózg [139]
skóra [80]

! tkanka limfatyczna [235]
wątroba [93, 142, 212]
ziarniniak [189]

Wół aorta [163]
grasica [72, 184]
gruczoły ślinowe [58]
macica [174]
mózg [27, 137, 157, 211]
miazga zębowa [177]
nabłonek barwnikowy siatkówki [76]
nadnercza [52, 196]
płuca ! [168]
przysadka mózgowa [166]
śledziona [4, 72, 93, 98, 160, 184]
tarczyca [U]
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T A B E L A  2

Aktywność katepsyny D różnych narządów szczura [60]

Narząd
Białko
mg/ml

Aktywność katepsyny D
p.g Tyr/godz/ml (jtg Tyr/godz/mg białka

Śledziona 7,13±0,21 4812,75 675±39
Szpik kostny 7,34 ±  0,62 3614,28 492±  110
Nerka 6,48±0,36 1078,82 167 ± 1 8
Płuco 9,80±0,78 607,70 62±5,9
Jelito 2,58±0,39 480,52 194±24
W ątroba 7,69 ±0,27 476,78 62±4,7
Serce 4,64±0,48 385,12 83±8,7
Skóra 1,67±0,29 210,42 126±22
Mięsień 3,85±0,36 111,65 29±3,3

T A B E L A  3

Aktywność katepsyny D  różnych komórek wątroby szczura [108]

(tabela 4). Znaczna trwałość błon lizosomowych powoduje, że jeszcze po 
48 godzinach przechowywania lizosomów w 0,7 M sacharozie w tempera
turze 0°C ujawnia się zaledwie 5-10% aktywności katepsyny D w środo
wisku otaczającym. Całkowitą aktywność katepsyny D w homogenatach 
tkankowych lub w wyizolowanej frakcji lizosomalnej daje się zmierzyć 
dopiero po rozerwaniu błony lizosomalnej. W tym celu stosuje się kilka-

T A B E L A  4

Rozmieszczenie katepsyny D we frakcjach pod komórkowych

W ątroba szczura [44] Płuco !świnki morskiej [66]

Frakcja Białko
'

Aktywność Specyficzna Białko Aktywność Specyficzna
1

[%] względna
[%]

aktywność
względna*

[%] względna
[%]

aktywność
względna*

Jądrowa 13,3 ±  2,6 4 ,0±2 ,0 0,30 21,3 ±  12,5 17,5 ±4,8 0,82
Mitochondriów 16,3±4,2 35,0±11,0 2,14 13 ,2±  3,3 20,5 ±5,8 1,47
Lizosomowa 7,4±3,1 42,9±9,3 5,70 9,9±4,0 20,8±5,7 2,10
Mikrosomowa 24,4±3,3 7,5±3,8 0,31 U ,5± 4 ,5 7,6±2,8 0,66
Cytoplazmatyczna 37,5±5,2 17,1 ± 8 ,3 0,47 42,2±7,2 33,6±4,4 0,76

* O t r z y m a n a  p r z e z  p o d z i e l e n i e  a k t y w n o ś c i  w z g l ę d n e j  p r z e z  p r o c e n t o w ą  z a w a r t o ś ć  b i a ł k a .

Komórki ■
Aktywność 1katepsyny D

nmole Trp/min/mg białka nmole Trp/min/106 komórek

Wątrobowe 0,52±0,03 0,66±0,04
Zatokowe 8,44±0,84 0,51 ±0 ,07
Śródbłonkowe 6,12 ±  1,22 0,25±0,05
Browicza-Kupffera 17,97±2,87 2,11 ±0,26
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krotne zamrażanie i odmrażanie, wodę destylowaną lub detergenty, ta 
kie jak Triton X-100, Triton WR-1339 i digitonina [31, 88],

Materiałem wyjściowym do izolowania i oczyszczania katepsyny D 
jest homogenat tkankowy lub frakcja lizosomalna. Z materiału tego en
zym ekstrahuje się wodą destylowaną lub rozcieńczonymi roztworami soli 
z dodatkiem Tritonu X-100. We wstępnych etapach preparatyki katep
syny D stosuje się metody używane powszechnie do izolowania i oczysz
czania białek, takie jak wytrącanie białek balastowych w punkcie izoelek- 
trycznym, frakcjonowanie siarczanem amonu lub rozpuszczalnikami or
ganicznymi, sączenie molekularne w żelach molekularnych Sephadex oraz 
chromatografia jonowymienna. Końcowe etapy oczyszczania stanowi n a j
częściej ogniskowanie izoelektryczne [13, 38, 174, 184, 212] lub chroma
tografia powinowactwa [27, 72, 93, 115, 184, 211]. Różnice w składzie che
micznym tkanek i narządów, wymagające indywidualnych rozwiązań pre- 
paratywnych, oraz dążność do zwiększenia wydajności i stopnia oczysz
czania enzymu izolowanego z tego samego narządu są przyczyną stałego 
rozwoju tych metod.

ST R U K T U R A  CH EM IC ZN A  I W ŁA ŚCIW O ŚCI FIZY K O C H EM IC ZN E

Katepsyna D jest glikoproteidem, którego cząsteczkę stanowi jeden 
łańcuch polipeptydowy [14, 55, 183, 212]. Skład aminokwasowy katepsy
ny D izolowanej z różnych narządów jest bardzo podobny (tabela 5). 
Zwraca w nim uwagę znaczna ilość glicyny, około dwukrotnie większa 
zawartość aminokwasów kwaśnych i ich amidów niż aminokwasów za
sadowych oraz występowanie od 7 do 9 reszt cysteiny. Dzięki resztom 
cysteiny katepsyna D posiada mostki dwusiarczkowe [55]. Zarówno skład
nik cukrowy, jak i mostki dwusiarczkowe pojawiają się dopiero w wyniku 
porybosomalnej modyfikacji cząsteczki tego enzymu. N-końcowym amino
kwasem katepsyny D jest glicyna [55, 98, 160]. Łańcuch polipeptydowy 
katepsyny D zawiera 26°/o /^-struktury, 5% struktury  rz-helisy, a pozo
stała część struk tury  jest nie uporządkowana [198]. Miejsce katalityczne 
katepsyny D stanowi kwas asparaginowy. Sekwencja aminokwasów wo
kół kwasu asparaginowego miejsca katalitycznego jest następująca: Ile-
-Val-Asp*-(Thr, Gly, Thr, Ser) [103].

Masa cząsteczkowa katepsyny D wyizolowanej z różnych narządów 
różnych zwierząt, wyznaczona różnymi metodami, waha się w granicach
28 000-60 000 daltonów [12-14, 38, 116, 160, 199]. Większość dotychczas
otrzymanych preparatów katepsyny D posiada masę cząsteczkową około 
42 000 daltonów [17, 55], Uzyskano także preparaty katepsyny D o m a
sach cząsteczkowych niższych oraz wyższych od podanego zakresu. Czą
steczki o niskich masach są prawdopodobnie produktami częściowej degra-
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dacji [198, 224]. Tkanka limfatyczna szczura [235] oraz komórki leuke- 
niczne myszy [32] zawierają katepsynę D o masie cząsteczkowej 95 000 
daltonów. Po redukcji (3-merkaptoetanolem następuje rozpad cząsteczek 
tego enzymu na aktywne formy o masie cząsteczkowej 45 000 daltonów.

Katepsyna D charakteryzuje się znaczną heterogennością molekular
ną. W macicy bydlęcej występuje 12 izoenzymów [174], a w śledzionie 
tego zwierzęcia — 10 izoenzymów [160] katepsyny D. Występowanie wie
lu form molekularnych katepsyny D stwierdzono także w miazdze zęba 
wołu [177], mózgu wołu [157], wątrobie kury [13] oraz mózgu, nerce 
i wątrobie szczura [212]. Różne formy molekularne katepsyny D wyizolo
wane z określonego narządu różnią się między sobą ruchliwością elektro- 
foretyczną, właściwościami chromatograficznymi i wartością punktów 
izoelektrycznych [174]. Punkty  izoelektryczne różnych form molekular
nych katepsyny D wyizolowanych z różnych narządów leżą w zakresie
pH od 4,0 do 6,5 [13, 14, 80, 174]. Izoenzymy pochodzące z tego samego 
gatunku zwierzęcia nie wykazują różnic immunologicznych [14, 168, 197].

Katepsyna D jest oporna na autolizę [17] i działanie wysokich stę
żeń mocznika [232], co zwiąazne jest zapewne z występowaniem znacznej 
liczby mostków dwusiarczkowych w cząsteczce tego enzymu. Obecność 
substratu zwiększa stabilność katepsyny D [116, 139]. Katepsyna D ulega 
szybkiej inaktywacji w pH poniżej 3,0 [56, 160] oraz w temperaturze po
wyżej 45°C [56, 67, 160].

SPEC Y FIC ZN O ŚĆ  I M ECHANIZM  D ZIA ŁA N IA

Specyficzność enzymów proteolitycznych zależy od struktury  miejsca 
wiążącego substrat. Proces rozszczepiania wiązania peptydowego doko
nany jest natomiast przez aminokwasy tworzące miejsce katalityczne.

Wymogi strukturalne działania katepsyny D poznano w badaniach 
przeprowadzonych na syntetycznych i naturalnych peptydach o znanej
strukturze pierwszorzędowej [65, 95, 173, 178, 198, 224], Na działanie 
katepsyny D podatne są jedynie peptydy zawierające co najmniej pięć 
reszt aminokwasowych w cząsteczce. W heptapeptydzie o sekwencji 
Glyi-Phe 2 -Phe 3 -Tyr4-Thr5-Pro6-Lys 7  katepsyna D rozszczepia dwa wiąza
nia peptydowe zlokalizowane między Phe2-Phe3 i Phe3-Tyr4. Natomiast 
w heksapeptydzie Glyi-Phe2-Leu3-Gly4-Phe5-Leu6 enzym ten rozszczepia 
tylko wiązanie Phe2-Leu3. Analogi tego heksapeptydu posłużyły do ba
dania wpływu efektów sterycznych na degradację enzymatyczną. Hydro
liza heksapeptydów o analogicznej strukturze, lecz zawierających D-ami- 
nokwasy jest znacznie utrudniona, a ponadto hamują one rozkład heksa
peptydu zbudowanego wyłącznie z L-aminokwasów. Podatność na hydro
lizę i stopień inhibicji katepsyny D przez te analogi zależy od rozmiesz
czenia D-aminokwasów w cząsteczce (tabela 6). Największą podatność na
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T A B E L A  6

Rozkład przez katepsynę D heksapeptydu Glyi-Phe2 -Leu3 -GIy4-Phes-Leu6 i jego 
analogów zawierających D-aminokwasy oraz hamowanie rozkładu tego heksa

peptydu w obecności analogów [97]

Heksapeptyd
Stopień rozkładu

[%]
Stopień hamowania

[%/]

G ly-Phe-Leu-G ly-Phe-Leu 100 ---------

G ly-Phe-Leu-G ly-Phe- D-Leu i 6 89,2
Gly-Phe-Leu-GIy-D-Phe-Leu 3 73,4
Gly-D-Phe-Leu-Gly-Phe-Leu 0 63,1
GIy-D-Phe-Leu-Gly-D-Phe-Leu 0 0

]"GIy-Phe-Leu-Gly-Phe-Leu-| 0 0

działanie katepsyny D wykazują analogi posiadające w cząsteczce tylko 
jeden D-aminokwas, który jest maksymalnie oddalony od miejsca wrażli
wego na działanie tego enzymu. Znaczne podobieństwo s truk tury  do hek- 
sapeptydu zbudowanego wyłącznie z L-aminokwasów umożliwia silne 
wiązanie takich analogów z enzymem, a różnice strukturalne utrudniają 
jego rozkład, co jest tym samym powodem zablokowania enzymu. Nato
miast analogi zawierające dwa D-aminokwasy, z których jeden występuje 
w obrębie wiązania peptydowego Phe2-Leu3, oraz heksapeptyd cykliczny, 
ze względu na znaczne różnice struktury, nie są w ogóle wiązane z enzy
mem i tym samym nie są hydrolizowane i nie przejawiają działania inhi- 
bicyjnego. Wyniki badań specyficzności substratowej katepsyny D wyizo
lowanej z różnych narządów, przeprowadzonych na utlenionym łańcuchu 
B insuliny wołu, podano na rye. 1. Region działania katepsyny D zawarty 
jest między 13 a 17 oraz między 24 a 26 resztą aminokwasową łańcucha 
B insuliny. W zależności od pochodzenia tkankowego występują pewne 
niewielkie różnice w specyficzności działania tego enzymu. Syntetyczne 
peptydy o sekwencji odpowiadającej 13-17 [220] oraz 23-29 [98, 99] resz
cie aminokwasowej łańcucha B insuliny są również degradowane przez 
katepsynę D. Z badań przeprowadzonych na syntetycznych peptydach 
i łańcuchu B insuliny wynika, że katepsyna D rozszczepia wiązania pep- 
tydowe głównie za resztami aminokwasów hydrofobowych. Na tej pod
stawie można wnosić, że miejsce wiążące katepsyny D stanowią również 
aminokwasy hydrofobowe, łączące enzym z substratem za pomocą nie- 
kowalencyjnych wiązań hydrofobowych. Występowanie takich wiązań po
twierdza brak wpływu na aktywność enzymu wysokich stężeń mocznika
[232] oraz wyniki badań nad mechanizmem działania inhibitorów tego 
enzymu [113].

Niektórzy autorzy wysuwają przypuszczenie, że miejsce katalityczne 
katepsyny D stanowią dwie grupy karboksylowe aminokwasów kwaśnych, 
z których jedna występuje prawdopodobnie w formie zdysocjowanej [17,

120
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103]. Istnieją dane eksperymentalne wskazujące na udział reszt histydyny 
w  reakcjach katalizowanych przez katepsynę D [94]. Na podstawie po
glądu głoszącego znaczne podobieństwa mechanizmu działania proteaz 
o podobnej strukturze miejsca katalitycznego i wiadomości o mechaniz
mie działania pepsyny i innych proteaz o karboksylowym miejscu katali-

Phe-*l -Asn-Gln-Mis-Leu-C^5-GKj-Scr-Mis-Lcu-Viil -Glu-Ala -Leu-T^r •

i
• -Cus-Gltj-Glu-Arg-Gly-Phc-Phe-ty'-l
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Ryc. 1. Specyficzność su b s tra to w a  k a tep sy n y  D w yizolow anej z różnych  narządów
b a d a n a  na  u t len io n y m  łań cu ch u  B in su liny  w ołu

K a t e p s y n a  D : 1 — c h r z ą s t k i  k r ó l i k a  [223], 2 — m a c i c y  b y d l ę c e j  [225], 3 — m i a z g i  z ę b a  [178], 
4 — m i ę ś n i a  d o r s z a  [182], 5 — m i ę ś n i a  k r ó l i k a  [8], 6 — m ó z g u  w o ł u  [129], 7 — n a d n e r c z a
w o ł u  [52], 8 — p ł u c a  w o ł u  [39], 9 — p r z y s a d k i  w o ł u  [36], 10 — ś l e d z i o n y  d o r s z a  [181], 11 —
ś l e d z i o n y  k r ó l i k a  [162], 12 — ś l e d z i o n y  w o ł u  i[160], 13 — ś l e d z i o n y  ś w i n i  [38], 14 — t a r c z y c y  
ś w i n i  [116], 15 —  t a r c z y c y  ś w i n i  [53], 16 — t ę t n i c y  w o ł u  [163], 17 — g r u c z o l a k o r a k a  ż o ł ą d k a  
1A [61], 18 — g r u c z o l a k o r a k u  ż o ł ą d k a  I B  [61], 19 — g u z a  E h r l i c h a  I [101], 20 — g u z a  E h r -

l i c h a  I I  [101]. t  — d z i a ł a n i e  s z y b k i e ,  f  — d z i a ł a n i e  p o w o l n e .

tycznym [109, 154, 194, 206, 229], przedstawiono na ryc. 2 hipotetyczny 
model rozszczepiania wiązań peptydowych przez katepsynę D. Po wytwo
rzeniu kompleksu katepsyny D z substratem dochodzi do oddziaływania 
miejsca katalitycznego na atakowane wiązanie peptydowe. Powoduje to 
przegrupowanie elektronów w obrębie tego wiązania, a następnie roz
szczepienie go. Powstaje acylo-amino-enzym, z którego uwalniany jest 
najpierw produkt reakcji z wolną grupą karboksylową. W następnej ko
lejności odszczepiany jest produkt reakcji z wolną grupą aminową. Enzym
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przechodzi natomiast w formę bezwodnikową, która ulega gwałtownej 
hydrolizie, przez co odtwarza się sytuacja wyjściowa. Ponieważ proces 
katalityczny zależy od dysocjujących grup karboksylowych, na jego szyb
kość wpływa w istotny sposób pH środowiska.

Ryc. 2. P raw d o p o d o b n y  m echan izm  hydro lizy  w iązań  p ep ty d o w y ch  przez  k a te p 
synę D

1 — e n z y m ,  2 — su b s tr a t ,  3 — k o m p l e k s  e n z y m - s u b s t r a t ,  4 — a c y l o - a m i n o - e n z y m ,  5 —  p i e r w 
s z y  p r o d u k t  r e a k c j i  z w o ln ą  g r u p ą  k a r b o k s y l o w ą ,  6 — a m i n o - e n z y m ,  7 — d r u g i  p r o d u k t  
r e a k c j i  z w o ln ą  g r u p ą  a m i n o w ą ,  8 — b e z w o d n i k o w a  f o r m a  e n z y m u ,  m i e j s c a  w i ą ż ą c e :  R ,

R 1 — s u b s t r a tu ,  R ' ,  R j '  — e n z y m u

IN H IB IT O R Y  K A T E PSY N Y  D

Syntetycznymi inhibitorami katepsyny D jest ester metylowy dwu- 
azoacetylo-D-L-norleucyny [51, 183], ester metylowy dwuazoacetylo-L-fe- 
nyloalaniny [14], ester etylowy dwuazoacetylo-glicyny [14], dwuazoacety- 
lo-2,4-dwunitrofenylo-etylenodwuamina [188] i inne związki dwuazowe 
[113]. Związki te blokują grupy karboksylowe miejsca katalitycznego en
zymu, przy czym warunkiem tej reakcji jest obecność jonów miedziowych 
[96, 113]. Reakcje katepsyny D z estrem metylowym dwuazoacetylo-D,
L-norleucyny i innymi związkami dwuazowymi zachodzi najszybciej
w pH — 4,5 [113]. Związanie wymienionego inhibitora znakowanego wę-

0 H
A A /V H C -C -N -C H ^ A A

A i

AĄ^HC-C-e—  N-CH^\a a
9 ’ V OH i
CO 0=Ć

/W^HC-C N-CH—W \

N-CHAMH2N-CHAW A/WHC—C
®-|
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glem 14C z katepsyną D pozwoliło na wyizolowanie fragmentu enzymu 
zawierającego ten znacznik, identyfikację aminokwasu stanowiącego 
miejsce katalityczne i ustalenie sekwencji aminokwasowej jego najbliższej 
okolicy [103]. Aktywność katepsyny D hamuje również dwutiofosgen 
i 2,2-dwuchloro-l,3-dwutiocyklobutanon [161]. Katepsyna D jest niewra
żliwa na syntetyczne inhibitory proteaz sulfhydrylowych, serynowych
i metaloproteaz [12, 14, 116, 160, 220].

Naturalne inhibitory katepsyny D są wytwarzane przez niektóre 
drobnoustroje, rośliny i zwierzęta. Inhibitorami katepsyny D wytwarza
nymi przez różne gatunki bakterii rodzaju Streptomyces  są pepstatyny 
[5, 19, 49, 107, 138, 221]. Pepstatyny są pentapeptydami zawierającymi 
w swej strukturze nietypowe aminokwasy i składniki nieaminokwasowe. 
Zbudowane są one kolejno z 1 reszty kwasu karboksylowego blokującej 
N-końcową grupę aminową cząsteczki, 2 reszt waliny, 1 reszty kwasu 
3S,4S-4-amino-3-hydroksy-6-metyloheptanowego (AHMHA), 1 reszty ala
niny i reszty AHMHA [147, 202]. W zależności od struk tury  reszty kwasu 
karboksylowego wyróżnia się: acetylo-pepstatynę, propionylo-pepstatynę, 
butyrylo-pepstatynę, izowalerylo-pepstatynę, heksanoilo-pepstatynę, an- 
tyizoheptanoilo-pepstatynę i oktanoilo-pepstatynę. Pochodnymi pepstatyn 
o zachowanej aktywności inhibitorowej jest pepstanon i hydroksypepsta- 
tyna. W pepstanonie w miejscu C-końcowego AHMHA znajduje się 3S- 
-3amino-5-metyloheksanon-2 (AMHN) [146]. Hydroksypepstatyna w miej
scu alaniny zawiera serynę [203]. Zarówno pepstanon, jak i hydroksypep
statyna zawiera najczęściej resztę kwasu izowalerianowego. Strukturę 
chemiczną pepstatyn przedstawiono na ryc. 3. Siła działania inhibicyjne- 
go pepstatyn na katepsynę D nie zależy od długości łańcucha węglowego 
rodnika kwasowego [6, 7, 202], Działanie inhibicyjne hydroksypepstatyny 
jest również tego samego rzędu co pepstatyn. Natomiast siła działania 
inhibicyjnego pepstanonu, w związku z wystąpieniem grupy ketonowej 
w C-końcowym fragmencie struktury, jest mniejsza. Wskazuje to na zna
czenie występowania grup hydroksylowych w C-końcowym fragmencie 
s truk tu ry  dla działania inhibicyjnego tych inhibitorów [6, 117, 201]. Pep
statyny działają inhibicyjnie najprawdopodobniej na skutek s truk tural
nego podobieństwa do tetraedrycznego produktu pośredniego, pojawia
jącego się w czasie rozszczepiania wiązań peptydowych przez proteazy po
siadające karboksylowe miejsca katalityczne [134, 135]. Inhibitory te 
znalazły zastosowanie w badaniach s truk tury  centrum aktywnego i me
chanizmu działania proteaz karboksylowych [167, 190, 193]. Użycie pep
statyn pozwoliło wyjaśnić znaczenie katepsyny D, występującej w mie
szaninie z innymi proteazami komórkowymi, w degradacji białek [42, 46, 
85]. Pepstatyny stosowane były także w stanach chorobowych, w których 
dochodzi do wzrostu aktywności katepsyny D, takich jak zapalenia, opa-
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rżenia, wrzody i inne schorzenia [87, 127, 136, 191, 204]. Zaletą tych inhi
bitorów jako ewentualnych środków leczniczych jest mała toksyczność

umożliwiający
komórek

RCO—L—Val—L—Val—AHMHA—L—Ala—AHMHA

NHo OH
H3C

AHMHA =  bCH—CH,—C—C—CH2—COOH
h 3c /  a

H H

R =  CH3(CH2)n~  n =  0-20; (CH3)2CH<CH2)„-, n =  1-17 \

P e p s ta ty n y

RCO—L—Val—L—Val—AHMHA—L—Ala—AMHN

NH2 O
H,C

AMHN =  \  CH— CH2—C—C—CH
h 3c /  a

H

R -  CH3(CH2)n~ , n =  0-20; (CH3)2CH(CH2)n- ,  n =  1-17

P ep s tan o n y

R C O—L—Va 1—L—Va 1—A H M H A—L—S er—AHMHA 
R =  CH3(CH2)„-  n =  0-20; (CH3)2CH(CH2)„- n =  1-17

H y d ro k sy p ep s ta ty n y  

Ryc. 3. S t r u k tu r a  p ep s ta ty n , p ep s tan o n ó w  i h y d ro k sy p e p s ta ty n  [202]

Spośród wielu roślin zawierających inhibitory różnych enzymów pro
teolitycznych, jedynie bulwy ziemniaka zawierają inhibitor katepsyny D 
[104, 105, 231]. Opisano metody izolowania i oczyszczania ziemniaczanego 
inhibitora katepsyny D oraz poznano jego właściwości fizykochemiczne 
i ustalono skład aminokwasowy [171]. Ziemniaczany inhibitor katepsyny 
D posiada masę cząsteczkową 22 000 daltonów [106, 230], Cząsteczka tego- 
inhibitora zbudowana jest ze 199 reszt aminokwasowych i zawiera sześć 
reszt cysteiny, które tworzą trzy mostki dwusiarczkowe [106]. Sekwencja 
siedemnastu N-końcowych aminokwasów tego inhibitora jest następu
jąca: Glu-Ser-Pr o-Leu-Pr o-Lys-Pr o-Wal-Leu-Asp-X-Asn-Gly-Lys-Glu-
-Leu-Gln [171].
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Do inhibitorów katepsyny D wytwarzanych w organizmach zwierzę
cych należą glikozaminoglikany [9], specyficzne przeciwciała skierowane 
przeciwko katepsynie D [209] i a2-makroglobulina [20]. Stopień zahamowa
nia aktywności katepsyny D przez glikozaminoglikany zależy od pH [9]. 
Największe zahamowanie aktywności stwierdzono w pH =  4,0-4,5. Wraz. 
ze wzrostem pH działanie inhibicyjne tych związków zmniejsza się. Efekt 
inhibicyjny glikozaminoglikanów znoszą białka zasadowe. Najbardziej 
specyficznymi inhibitorami katepsyny D są przeciwciała skierowane prze
ciwko temu enzymowi [209], Przeciwciała skierowane przeciwko katepsy
nie D wyizolowanej z określonego narządu hamują również aktywność 
tego enzymu wyizolowanego z innych narządów tego samego gatunku 
zwierzęcia, ale nie reagują z katepsyną D innych gatunków zwierząt [125,. 
166, 185]. Tworzenie kompleksów katepsyny D z przeciwciałami zależy od 
pH środowiska. Zachodzi ono najintensywniej w pH =  5,0-6,0. W miarę 
obniżania się pH ilość powstających kompleksów zmniejsza się, a w pH 
poniżej 3,0 nie powstają one w ogóle i enzym wykazuje pełną aktywność. 
Antykatepsynowych przeciwciał użyto do badań nad rolą katepsyny D' 
w degradacji białek makrofagów [50] i proteoglikanów chrząstki [47, 48, 
210]. Związanie tych przeciwciał z fluoresceiną pozwoliło na zastosowanie 
ich w ustaleniu lokalizacji katepsyny D w obrębie komórek i tkanek [43, 
50, 158, 159],

M ETO D Y  O Z N A C Z A N IA  A K T Y W N O ŚC I K A T E P S Y N Y  D

Aktywność katepsyny D oznacza się na substratach białkowych i przy 
użyciu sentetycznych peptydów [227]. Podatność różnych białek na działa
nie katepsyny D przedstawia tabela 7. Do oznaczania aktywności katep
syny D używana jest najczęściej hemoglobina zdenaturowana mocznikiem 
[2, 3] lub kwasem solnym [12, 88, 142] oraz kazeina zdenaturowana mocz
nikiem [232], Wrażliwość na działanie katepsyny D hemoglobiny zdenatu- 
rowanej obydwoma wymienionymi sposobami jest prawie jednakowa. 
Hemoglobina zdenaturowana mocznikiem jest jednak lepiej rozpuszczalna 
w pH odpowiadającemu punktowi izoelektrycznemu tego białka. Zdenatu
rowana mocznikiem kazeina przewyższa zdenaturowaną hemoglobinę za
równo pod względem wrażliwości na działanie katepsyny D, jak i pod 
względem rozpuszczalności [232], Kwasorozpuszezalne produkty degra
dacji hemoglobiny lub kazeiny oznacza się ilościowo przez bezpośredni 
pomiar absorpcji przy 280 nm lub przez pomiar absorpcji przy odpowied
niej długości fali po dodaniu odczynnika wybarwiającego. Przy pracy na 
nie oczyszczonym materiale bezpośredni pomiar absorpcji przy 280 nm 
jest często obciążony błędem. Zawarte w tym  materiale kwasy nukleino
we są degradowane przez nukleazy, a uwolnione nukleotydy podwyższają
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T A B E L A  7

Porównanie podatności różnych białek na działanie katepsyny D wyizolo
wanej ze śledziony wołu [126]

Substrat

Hemoglobina wołu 
Kazeina
Albumina surowicy ludzkiej
Albumina surowicy wołu
a-globulina wołu
(3-gIobulina wołu
y-globulina wołu
Fibrynogen
Fibryna
Elastyna
Kolagen
Albumina jaja

pH pomiaru

3.5
2.5 
3,2
3.0
3.5
3.0
3.5
3.0
3.0
5.5
3.0
2.5

Stopień rozkładu
[%]
Tóo 
10
2 

12 
20 
17 
2 

13 
7
3
3
4

wynik pomiaru [11, 140]. W przypadkach takich niekorzystne jest rów
nież stosowanie metody ninhydrynowej, ze względu na dużą zawartość 
niskocząsteczkowych związków ninhydrynododatnich. Od związków ta 
kich można uwolnić próby wykonując przed inkubacją dializę. Wymie
nione trudności można wyeliminować bez stosowania dodatkowych zabie
gów, używając hemoglobinę znakowaną fluoresceiną [132, 175] lub radio- 
pierwiastkami [14, 81, 170, 215]. Hemoglobina znakowana radiopierwiast- 
kami, w porównaniu z hemoglobiną nie znakowaną, zapewnia liniowe 
przyrosty produktów reakcji zarówno przy dłuższych czasach inkubacji, 
jak i wyższych stężeniach enzymu [215]. Ponadto użycie hemoglobiny zna
kowanej wymaga znacznie mniejszych ilości enzymu niż w przypadku 
użycia hemoglobiny nie znakowanej (tabela 8).

T A B E L A  8

Porównanie ilości katepsyny D niezbędnych do wykonania 
pomiaru aktywności tego enzymu różnymi metodami przy

użyciu substratu hemoglobinowego [15, 17]

Metoda pomiaru
Niezbędna ilość katepsyny D

[j x 10-3]*

na próbę na pomiar**

Ł sonm 60 120
Lowry, E670nm 30 60
Radiochemiczna ! 2 2

* 1 j e d n o s t k a  o d p o w i a d a  o k o ł o  1,2 m- g k a t e p s y n y  D . 
** M e t o d y  c h e m i c z n e  w y m a g a j ą  w y k o n a n i a  n i e  

i n k u b o w a n y c h  p r ó b  k o n t r o l n y c h .
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Syntetyczne substraty używane do oznaczania aktywności katepsyny 
D posiadają zablokowaną N-końcową grupę aminową. Najczęściej uży
w any jest pentapeptyd o sekwencji aminokwasów: N-acetylo-Glyi-Phe2- 
-Leu3-Gly4-Phe5 [97]. Katepsyna D rozszczepia w tym substracie wiąza
nie między Phe2-Leu3, a uwolnione grupy aminowe oznacza się metodą 
ninhydrynową. Rzadziej stosowany jest oktapeptyd o sekwencji: karbo-
benzoksy-Pro1-Phe2-His3-Leu4-Leu5-Val6-Tyr7-Ser8-^-naftyloamid [166],
W związku tym katepsyna D rozszczepia wiązania między Phe2-His3 
i Leu4-Leu5. Pojawienie się wolnej grupy aminowej w częściowo zdegra
dowanym przez katepsynę D peptydzie umożliwia działanie aminopepty- 
dazy M, która odszczepiając kolejno aminokwasy N-końcowe uwalnia 
P-naftyloaminę. Ilość uwolnionej (I-naftyloaminy mierzy się fluoryme-

T A B E L A  9

Przegląd metod oznaczania aktywności katepsyny D

trycznie. Przy założeniu, że działanie aminopeptydazy jest wyczerpujące, 
ilość uwolnionej (3-naftyloaminy zależy od aktywności katepsyny D. Do 
wykrywania aktywności katepsyny D w elektroforogramach stosuje się 
metodę Uriela [205]. Przegląd metod oznaczania aktywności katepsyny D 
znajduje się w tabeli 9.

6 — P o s t ę p y  B io l .  K o m .  2/80

pH Odczynnik Pomiar produktu
Substrat pomiaru wybarwiający reakcj i Literatura

Hemoglobina zdenatu-
1

3,5
*

E28onm [156]
rowana kwasem solnym

Hemoglobina zdenatu- 4,0 {Biuretowy Esssnm [121]
rowana mocznikiem j Ninhydrynowy E57onm [139]

Kazeina zdenaturowana 4,0 1 Folina-Ciocalteau Eósonm [3, 232]
mocznikiem j Lovry Eó7onm [15, 17]

Hemoglobina znakowana 4,0 --------- Fluorescencja, [175]
fluorescein ą 475 nm

Hemoglobina znakowana 4,0 Pomiar promienio [170, 215]
3H, ł4C, 125J wania

N-Ac-Gly-Phe-Leu-Gly- 4,3 Ninhydrynowy E57onm [97]
-Phe

Z-Pro-Phe-His-Leu-Leu- 3,8 --------- Fluorescencja, [166]
- Val -Tyr-Ser- (3-Na A 410 nm

Białka zasadowe 3,5 Sakaguchi Esoonm [40]
Proteoglikany 5,0 ---------

■ "  ■ ........................ ■ ■■

Pomiar lepkości
i

[173]
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ZN A CZEN IE BIO LO G ICZN E K A T E PSY N Y  D

Katepsyna D spełnia istotną rolę w metabolizmie białek komórko
wych i białek pozakomórkowych wnikających do komórki w drodze pino-
cytozy i fagocytozy [10, 45, 144]. Katepsyna D degraduje białka cytoplaz- 
my [41, 42, 118], organelli komórkowych [68], białka zasadowe [25, 26, 118, 
173], albuminę surowicy krwi [12, 64], u-, (3- i j'-globuliny surowicy krwi 
[56], antygeny [187], immunoglobulmy [63, 64, 131], fibrynogen i fibrynę 
[56, 111], hemoglobinę [118], globmę [116], proteoglikany [1, 44, 149, 172, 
218], tyreoglobulinę [11, 143], myozynę [28, 89, 179], rybonukleazę [64, 177], 
kolagen [180, 216], żelatynę [12], elastynę [217], kazeinę [56] i inne białka 
[30, 35, 56, 64, 78, 153, 176] oraz hormony peptydowe [22-24, 34, 70] i bio
logicznie czynne peptydy [54, 71, 73, 148].

Optimum działania katepsyny D leży w zakresie pH =  2,8-5,0, a jego 
wartość zależy od pochodzenia gatunkowego i narządowego enzymu i od 
użytego substratu. Hemoglobinę zdenaturowaną kwasem enzym wyizolo
wany z tkanek zwierzęcych degraduje najszybciej w pH =  3,0-3,5 [12, 
160, 225], w działaniu na hemoglobinę zdenaturowaną mocznikiem w y
kazuje on najwyższą aktywność w pH =  3,8-4,0 [77, 172, 225], natomiast 
albuminę, globulinę i chondromukoproteidy najszybciej degraduje w pH 
=  4,0-5,0 [14, 160, 173, 219, 222]. Optimum pH katepsyny D wyizolowa
nej z mięśnia i wątroby kury jest niższe i wynosi przy pomiarach wyko
nanych na hemoglobinie zdenaturowanej kwasem 2,8 [15], a optimum pH 
katepsyny D mięśnia morszczuka wyznaczone na tym  substracie wynosi 
4,5 [67]. Katepsyna D przejawia znaczną aktywność również w pH wyż
szym od optymalnego, natomiast w pH niższym enzym ten wykazuje je
dynie śladową aktywność. Przesunięcie optimów pH degradacji niektó
rych białek w kierunku pH obojętnego oraz fakt hydrolizowania substra
tów przez katepsynę D w szerokim zakresie powyżej optymalnego pH ma 
istotne znaczenie fizjologiczne. Optimum pH katepsyny D wyznaczone in 
vitro nie musi odpowiadać wartości in vivo. Nie jest wykluczone, że w wa
runkach naturalnych enzym ten związany jest strukturowo z lizosomami, 
co może podwyższać optimum pH jego działania. Za przypuszczeniem tym 
przemawia fakt przesunięcia w kierunku zasadowym optimum pH katep
syny D związanej ze stałym nośnikiem [92], Inną możliwością dostosowa
nia się do zmieniających się ciągle warunków środowiska jest występowa
nie izoenzymów katepsyny D, różniących się szeregiem właściwości waż
nych w katalizie, takich jak powinowactwo do substaratów, optima pH
i inne [150, 174].

Katepsyna D jako endopeptydaza zapoczątkowuje hydrolizę białek. 
Powstające w wyniku jej działania peptydy są substratami innych katep-
syn [1, 84, 89].
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Na zawartość katepsyny D wywierają wpływ niektóre hormony [119, 
165]. Warunkiem sprawnego przebiegu degradacji białek przez katepsynę 
D i inne proteazy komórkowe jest integralność strukturalna i funkcjonal
na lizosomów, w których ten proces zachodzi [228]. Możliwość regulacji 
proteolizy komórkowej sprowadza się do modulowania przepuszczalności 
błon lizosomalnych [57, 86, 110] oraz stosowania inhibitorów tego enzymu 
[226]. Jest to uzasadnione w przypadkach uszkodzenia błon lizosomalnych 
i uwalniania z nich enzymów, co ma miejsce w ogniskach zapalnych [124], 
uszkodzeniach termicznych, chorobie reumatycznej [159] i innych stanach
patologicznych [18, 43, 82, 159, 169, 186, 200, 213, 214, 233, 234], Ponie
waż w niektórych schorzeniach katepsyna D przechodzi do krwi, moczu 
i płynu mózgowo-rdzeniowego, oznaczanie aktywności tego enzymu ma 
znaczenie diagnostyczne [74, 83, 151].
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IN FO R M A C JE  DLA AUTORÓW

PO STĘPY  B IO LO G II K O M Ó RK I d ru k u ją  a r ty k u ły  p rzeg lądow e, om aw ia jące  
na jnow sze  osiągnięcia w  dziedzin ie  biologii kom órk i, n ie  p u b lik o w an e  do tąd  w  in 
nych  w ydaw nic tw ach . A u to rzy  odp o w iad a ją  za ścisłość p o d aw an y ch  in fo rm acji .  
O bow iązuje  term ino log ia  zgodna z po lsk im  m ian o w n ic tw em  histologicznym , a n a to 
m icznym  i  embriologiicznym.

A rty k u ły  d ru k o w an e  w PO ST Ę PA C H  BIO LO G II K O M Ó RK I nie m ogą  być bez 
zgody R edakc ji  p u b lik o w an e  w  innych  periodykach .

P race  należy  przesy łać  w  d w u  egzem plarzach  — zarów no tekst,  ja k  i za łącz
niki. Objętość tek s tu  (bez ry su n k ó w  w raz  z ob jaśn ien iam i)  nie p ow inna  p r z e k r a 
czać 20 s tron  m aszynopisu . M aszynopis pow in ien  być p isan y  jednostronn ie , z p o d 
w ó jn ą  in te r l in ią ,  m arg in esem  około 4 cm po lewej s tron ie  oraz  p o n u m ero w an y . 
W tekście  nie n a leży  robić  żadnych  podkreś leń  na  m aszyn ie  an i  a t ra m e n te m .

Na p ierw szej stronie , p rzed  teks tem , n a leży  podać ty tu ł  p racy  w  języku  po l
sk im  i angielskim , pod n im  im iona (w pe łnym  brzm ien iu )  i  nazw iska  a u to ró w  oraz 
nazw ę zak ładu  naukow ego, w  k tó ry m  au to rzy  p racu ją ,  nas tęp n ie  k ró tk ie  s t re sz 
czenie (ok. 1/2 s trony) — ró w n ież  w  języku  po lsk im  i  angielsk im . Za s treszczeniem , 
z pozostaw ien iem  około 5 crn odstępu, n a s tę p u je  tek s t  główny. W tekście  nie n a 
leży zamieszczać żadnych  tabel, ry sunków , fo tog ra f ii  an i  schem atów . Dla u s ta len ia  
ich lokalizacji należy  pozostawić w olny  w iersz  w  żądanym  m iejscu  i odpow iednio  
zaznaczyć ołów kiem  n a  m arg inesie :  tab. 1, ryc . 1 itp.

T ekst podzielony n a  rozdzia ły  jest bardz ie j  p rze jrzysty . Po ty tu ła ch  w ydz ie lo 
n y ch  n ie  na leży  s taw iać  k ropek . Za tek s tem  na leży  dołączyć spis l i te ra tu ry .  P o 
w in n a  być ona ułożona w  p o rz ą d k u  a lfabe tycznym . P ow oływ an ie  się  na cy to w an ą  
l i te ra tu rę  n as tęp u je  przez w ym ien ien ie  liczby po rządkow ej w  n aw iasach  p ro s to 
k ą tn y c h ,  np . [5].

P rzy k ład y  cy tow an ia  l i te ra tu ry :
[1] S ach sen m aje r  W., R em y U., P la t tn e r  R., In i ta t io n  of synchronous m itosis  in

P h y sa ru m  po lycepha lum ,  Exptl. Cell Res., 73: 41-48, 1972.
[2] Hniilica L. S., M cC lure  M. E., Speltzberg  T. C., H istone b iosynthesis  an d  the

cel cycyle, [w] H istone and  Nucleohistomes, red. D. M. P. Philips, P len u m  Press,
London, N ew  Y ork 1977, 60-64.
Tabele  na leży  dołączyć n a  oddzielnych k a r tk a c h  — każda  pow inna  być p o d 

p isana . R ysunki, sch em aty , fo tografie  należy  dołączyć w  postaci n a d a ją c e j  się do 
rep ro d u k c j i  lu b  p rzerysow an ia . Fo tografie  p o w in n y  być na  błyszczącym  pap ierze , 
k on tras tow e . Podpisy  pod ry c in y  p o w in n y  być dołączone n a  oddzielnej k a r tce .  P rzy  
za łączn ikach  pow inno  być podane  ich pochodzenie.

R edakc ja  zastrzega sobie p raw o  d o konyw an ia  skrótów.
A uto r  na  życzenie R edakc ji  obow iązany  jes t  dokonać k o rek ty  au to rsk ie j ,  k tó rą  

p o w in ien  zw rócić  w  ciągu 3 dni. K oszty  spow odow ane zm ian am i tek s tu  w  korekcie , 
poza p o p raw k am i błędów  d ru k a rsk ich ,  ponosi Autor.

A r ty k u ły  honorow ane  są w edług  usta lonych  s taw ek, au to rzy  o trzy m u ją  25 n a d 
b itek  bezpłatnie.
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