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POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI TOM 8. NR 1, 1931 (1-29)

POLIMER AZY DNA KOMÓREK EUKARIOTYCZNYCH 
I REWERTAZY ONKOWIRUSÓW

EUKARYOTIC DNA POLYMERASES AND ONCORNA VIRUSES POLYMERASES

Wiesława BARTNIKÓW A

Zakład Analityki i Biochemii Klinicznej Instytut Onkologii Oddział w Gliwicach

Streszczenie. Na podstawie danych z piśmiennictwa zestawiono właściwości wiru
sowych rewertaz (RNA zależnych polimeraz DNA) i polimeraz DNA wydzielonych 
z komórek eukariotycznych. Omówiono wartość kryteriów stosowanych dla stwier
dzenia obecności wirusowej rewertazy w materiale komórkowym. Wskazano na 
trudności rozdziału wirusowej rewertazy od komórkowych polimeraz DNA w przy
padku badań prowadzonych na materiale komórkowym pochodzącym od zwierząt, 
będących naturalnymi gospodarzami onkowirusów.

Summary. The characteristics of viral reverse transeriptases (RNA-dependent DNA 
polymerases) and those of DNA polymerases isolated from eukaryotic cells have 
been compared on the basis of published reports. Some problems concerning the 
specifity of criterias applied to include eukaryotic-cellular enzymes into the group 
of viral reverse transeriptases have been discussed. Attention has been focused upon 
isolation procedures aiming at separatiori of viral reverse transcriptase from other 
cellular DNA polymerases. This task appears especially difficult in such experi
menta 1 animals which are natural hosts of endogeneous oncorna viruses.

W 1970 r. Baltimore [1} oraz Temin i Mizutani [113] stwierdzili w no
wotworowych wirusach zawierających RNA (onkowirusy należące do 
rodziny retrowirusów) obecność polimerazy DNA katalizującej reakcje 
transkrypcji RNA w komplementarny DNA (tzw. cDNA). Enzym na
zwano odwrotną transkryptazą, rewertazą Lub też RNA zależną poli- 
merazą DNA.

Przez pewien 
danym materiale 
onkowirusem. W

okres wydawało się, że aktywność rewertazy w ba- 
komórkowym wskazuje na zakażenie tego materiału 

wyniku badań stwierdzono bowiem obecność rewerta
zy nie tylko w zakażonych onkowirusami hodowlach komórek [18, 19, 
58] i w tkankach, w których zmiany nowotworowe powstały wskutek
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zakażenia onkowirusem [45, 98, 99], lecz również w tkance nowo
tworowej o nie udowodnionej wirusowej etiologii [8, 9, 23, 25, 26, 36, 
39, 96, 110, 125, 131]. Rola rewertazy w mechanizmie zakażenia nowo
tworowymi wirusami RN A polega na umożliwieniu przepisania informa
cji zawartej w wirusowym RNA na „prowirusowy” DNA, który może 
integrować wr odpowiednich warunkach z genomem komórki. Obecność 
rewertazy w komórkach, zarówno w trakcie zakażania wirusem, jak 
i w okresie tworzenia cząstek wirusa, była zgodna z oczekiwaniami.
Szybko jednak uzyskano dane wskazujące na obecność rewertazy w nie- 
nowotworowych wirusach RNA [67, 84], w hodowlach komórek normal
nych [19, 56, 89, 112], w normalnych tkankach [25, 27, 78-80, 85, 87, 93, 
99] i w limfocytach stymulowanych fitohemaglutyniną [85]. Nasuwało 
się przypuszczenie, że kataliza reakcji odwrotnej transkrypcji, tj. prze
pisanie informacji zapisanej w RNA na cDNA, nie jest wyłączną właś
ciwością rewertaz wirusowych. Badania aktywności polimerazy DNA
I z -E. coli, prowadzone przez Travaglini i Loeb [115], potwierdziły
w pewnym sensie te przypuszczenia, gdyż stwierdzono, że enzym ten 
katalizuje reakcję transkrypcji RNA hemoglobiny królika na komple
mentarny DNA. Powstało zatem pytanie, czy możliwość katalizowania 
reakcji odwrotnej transkrypcji może również być cechą charaktery
styczną eukariotycznych polimeraz DNA [94] oraz czy istnieje związek 
między wirusową rewertazą i komórkowymi polimerazami DNA, jak 
postulował Temin [73, 114].

POLIMERAZY DNA KOMÓREK EUKARIOTYCZNYCH

Z komórek eukariotycznych wydzielono cztery polimerazy DNA na
zywane o, p, y i mitochondrialna [126], Można je odróżnić za pomocą
właściwości chromatograficznych, ciężaru cząsteczkowego i zdolności
do. katalizowania reakcji transkrypcji różnych matryc.

a polimeraza DNA —- do niedawna nazywana „cytoplazmatyczną”,
dużą polimerazą — mieści się w jądrze komórkowym. W roztworach 
wodnych wydzielana jest wTe frakcji cytoplazmatycznej. Wydaje się 
jednak, iż podobnie jak w przypadku |3 polimerazy DNA obecność a
polimerazy DNA w cytoplazmie jest artefaktem wynikającym ze sto
sowania roztworów wodnych do rozdziału jądra od cytoplazmy. Herrick
i wsp. [50] wywołując enukleację za pomocą cytochalazyny stwierdzili
obecność 85% aktywności polimeraz DNA w izolowanych jądrach. Sie-
bert i wsp. [102] uzyskali podobne rezultaty, używając rozpuszczalników 
organicznych do izolacji jąder, a Foster i Gurney i[33], preparując jądra 
komórkowe z użyciem glicerolu, stwierdzili jedynie 10% całkowitej 
aktywności komórkowych polimeraz DNA w cytoplazmie. a polimeraza 
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DNA jest pierwszą poznaną polimerazą DNA ssaków [11], Jej obecność 
stwierdzono w grasicy cielęcej [133], w komórkach ludzi (32, 101] myszy 
[70], królika [22], w tkankach ptasich [12], w jajach jeżowców [68] 
i w drożdżach [131].

Ciężar cząsteczkowy a polimeraz DNA jest różny i waha się od 
70 000 do 1 000 000 daltonów w zależności od materiału biologicznego, 
z którego je izolowano, i od stosowanych warunków oznaczeń [101, 106, 
129], Jak dotąd nie uzyskano enzymu w postaci czystej. Heterogenność 
uzyskiwanych preparatów a polimerazy DNA wyda je się mieć związek 
z proteolitycznym rozkładem białka enzymatycznego w trakcie procesu 
oczyszczania. Powoduje to wydzielanie zwiększonej ilości aktywnych 
enzymatycznie białek o mniejszym ciężarze cząsteczkowym [70, 71]. Ten 
fakt stał się punktem wyjściowym dla spekulacji dotyczących związków 
strukturalnych między a i 3 polimerazą DNA. Aktywność a polimerazy 
DNA gwałtownie rośnie wraz z pobudzeniem proliferacji komórkowej 
[3, 17], co sugeruje, iż głównie ten enzym bierze udział w replikacji 
DNA [3, 15, 21, 106]. a polimerazą DNA jest bardzo aktywna wobec 
matrycy „aktywowanego” DNA (dwuniciowy DNA poddany działaniu 
DNazy I), a produktem reakcji jest dwuniciowy DNA o strukturze „szpil
ki do włosów” (hairpin - like) [120]. Najwyższą aktywność wykazuje 
enzym wobec syntetycznych matryc * dezoksyrybonukleotydowych, choć 
katalizuje również reakcję transkrypcji matryc będących łańcuchem 
polirybonukleotydowym, np. poli (A).

* Termin „matryca” użyty jest dla określenia polinukleotydu kopiowanego 
przez polimerazę DNA. Z matrycą związany jest wiązaniami wodorowymi krótki 
łańcuch „primera”, tzn. łańcuch komplementarnego polinukleotydu lub oligonu- 
kleotydu zawierający końcową grupę 3'-OH, do której zostają kowalentnie dolą- 
czone dezoksyrybonukleotydy syntetyzowanej niej.

3 polimerazą DNA — nazywana jest „małą, jądrową” polimerazą 
DNA. W komórkach znajduje się najprawdopodobniej w jądrze, cho
ciaż — jak już wspomniano — w roztworach wodnych wydzielana jest 
z frakcji cytoplazmatycznej. Enzym znaleziono najpierw w komórkach 
HeLa, a później w jądrach komórek wątroby szczura [2]. W formie 
jednorodnej uzyskano enzym wydzielony z grasicy cielęcej [13] i z ludz
kich komórek KB [121]. Oczyszczony enzym posiada ciężar cząstecz
kowy około 45 000 daltonów. Aktywność enzymu pozostaje nie zmie
niona niezależnie od stopnia proliferacji komórkowej [3, 16]. Brak kore
lacji aktywności enzymatycznej z aktywnością replikacyjną sugeruje, 
że enzym może pełnić funkcje naprawcze. Potwierdza to inkorporacja 
nawet pojedynczych dezoksyrybonukleotydów w obecności matrycy 
będącej „aktywowanym" DNA (DNA zawierające wiele końcowych grup 
3'—OH) [14]. W obecności odpowiednich primerów * dezoksyrybonukleo-
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tydowych enzym katalizuje reakcje transkrypcji informacji zawartej 
w łańcuchu polirybonukleotydowym. Wydajność reakcji transkrypcji 
matrycy polidezoksyrybonukleotydowej jest wyższa niż reakcji przebie
gającej wobec matrycy polirybonukleotydowej: poli (dA) i poli (dC) >
>  poli (A) lub poli (C) [14].

Y polimeraza DNA, nazywana również R - DNA polimerazą, została
wydzielona z komórek HeLa [34], a także z komórek myszy [89] i ludzi 
[66, 107]. Jak dotąd nie uzyskano jednorodnego preparatu y polimerazy 
DNA. Ciężar cząsteczkowy oznaczony dla heterogennych preparatów 
waha się od 100 000 do 300 000 daltonów. y polimeraza DNA katalizuje
zarówno reakcje transkrypcji matryc będących naturalnymi i syntetycz
nymi polidezoksyrybonukleotydami, jak również matryc będących .poli- 
rybonukleotydami (np. poli (A) i poli (C)). Stwierdzono 5 - 10 - krotnie 
wyższą wydajność reakcji transkrypcji matrycy poli (A) niż poli (dA) 
[128].

Mitochondrialna polimeraza DNA została wydzielona z mitochon- 
driów pochodzących z komórek wątroby szczura (Kalf i Ch’ih [54] oraz 
Meyer i Simpson [72]) i różni się od polimeraz a, 3, i y tym, że wyższe 
stężenie soli nie hamuje, lecz pobudza jej aktywność [72]. Dyskutowana 
jest możliwość, że y polimeraza DNA i mitochondrialna polimeraza 
DNA są tym samym enzymem. Wskazują na to również wyniki pracy 
Bolena i wsp. [10].

ZW IĄ ZK I ST R U K T U R A L N E M IĘDZY PO L IM ER A Z A M I DNA
K O M Ó REK  EU K A RIO TY CZN Y CH

4

Zmienne właściwości a polimerazy DNA zależne od stężenia soli 
[16, 22, 49, 63] i od kolejności etapów oczyszczania [121], jak również 
niejednorodność uzyskiwanych preparatów enzymatycznych wskazują na 
pewną niestabilność strukturalną tego białka [22, 51, 70]. Zmienne właś
ciwości enzymu nasunęły przypuszczenie, że cząsteczka a polimerazy 
DNA składa się z podjednostek będących 3 polimerazą DNA [49, 63]. , 
Hecht [48] podaje, że przeprowadzenie enzymu o stałej sedymentacji 
6 - 8  S (a polimeraza DNA) w enzym o stałej sedymentacji 3, 5 S nadaje 
temu białku cechy właściwe dla enzymu „jądrowego”, tzn. 3 polimerazy 
DNA. a polimeraza DNA, jak sugerują Hecht i Davidson [49], stanowi 
agregat 3,5 monomeru, a zmiana formy a w 3 zależy od stanu fizjolo
gicznego komórki. Również de Recondo i Abadiedebat [88] stwierdziły 
w jądrze i w cytoplazmie komórek z regenerującej wątroby szczura obec
ność polimerazy DNA, która zmienia swe właściwości w zależności od 
stężenia soli. W roztworze o niskim stężeniu soli enzym posiada właści
wości a polimerazy DNA, a w roztworze o wysokim stężeniu soli — 3
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polimerazy DNA. Inne prace nie potwierdzają możliwości zmiany enzy
mu a w P [101, 106]; nie stwierdzono także powinowactwa antygenowego 
między obu enzymami, tj. między a i P polimerazą DNA [104, 106].

R EW ER TA ZY  O N KOW IRUSÓW  PT A K Ó W  I SSAKÓW

Onkowirusy, których genom zawiera RNA, posiadają informację dla 
szczególnej polimerazy DNA, która katalizuje reakcję transkrypcji RNA 
w komplementarny DNA [119]. Enzym ten, nazywany rewertazą, obecny 
jest w aktywnej formie w wirionie [1, 113]. Wirowanie wirusa trakto
wanego niejonowymi detergentami (Triton X - 100, Nonidet P - 40) w gra
diencie sacharozy pozwala na stwierdzenie aktywności enzymu w tych 
samych pasmach gęstości, w których sedymentuje wirusowy RNA [1, 
40, 46, 109].

W Ł A Ś C I W O Ś C I  S T R U K T U R A L N E  W I R U S O W Y C H  R E W E R T A Z

Rewertazy z onkowirusów różnią się między sobą znacznie pod wzglę
dem właściwości strukturalnych. Rewertazy z wirusów ssaków są po
jedynczym polipeptydem o ciężarze cząsteczkowym około 70 000 dal- 
tonów [43, 75, 77], natomiast rewertazy z ptasich onkowirusów posiadają 
ciężar cząsteczkowy około 150 000 daltonów i składają się z dwóch pod- 
jednostek polipeptydowych [28, 43]. Stwierdzono, że rewertaza z wirusa 
ptasiej mieloblastozy (AMV) składa się z podjednostki a o ciężarze czą
steczkowym 68 000 daltonów i z podjednostki P o ciężarze cząsteczko
wym 105 000 daltonów [41, 53]. Główna część enzymu izolowanego z wi
rusem AMV stanowi kompleks podjednostek a i P w stosunku 1 : 1. Nie
wielka ilość katalitycznie czynnej podjednostki a jest wymywana z fo- 
sfocelulozy w trakcie chromatograficznego oczyszczania przy niższej 
sile jonowej niż kompleks ap. Moelling [77] sugeruje, że podjednostka a 
powstaje przez proteolityczny rozkład podjednostki p. Wspólną cechą 
wszystkich poznanych dotąd wirusowych rewertaz jest obecność rybo- 
nukleazy H !(RNazy H). Obecność tego enzymu, katalizującego reakcję 
hydrolizy RNA obecnego w kompleksie RNA - DNA, stwierdzano nawet 
w preparatach rewertaz oczyszczanych chromatograficznie [38, 43, 64, 
76, 77, 118, 124]. Obecność RNazy H stwierdzono oprócz aktywności 
rewertazy w podjednostce a [44, 117], co pozwala przypuszczać, iż aktyw
ność RNazy obecna jest w tym samym polipeptydzie co aktywność re
wertazy [117].

W Ł A Ś C I W O Ś C I  C H R O M A T O G R A F I C Z N E  W I R U S O W Y C H  R E W E R T A Z

Rewertazy z onkowirusów różnią się właściwościami chromatogra
ficznymi. Rewertaza z wirusa mięsaka małp wymywana jest z DEAE
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6 W . B A R T N I K O W A

celulozy 0,05 M KC1, podobnie jak komórkowa |3 polimeraza DNA [66], 
podczas gdy rewertaza z AMV wymywana jest z DEAE celulozy wyż
szym od 0,05 M stężeniem KC1, podobnie jak komórkowa a polimeraza 
DNA [53].

W Ł A Ś C I W O Ś C I  I M M U N O L O G I C Z N E

Istnieją dane poszlakowe, iż rewertazy wirusowe różnią się między 
sobą właściwościami immunologicznymi. Można o tym sądzić na pod
stawie kilku prac, w których do wytworzenia przeciwciał stosowano 
oczyszczone białko enzymatyczne [83, 100]). Wyniki badań, w których 
stosowano do wytworzenia przeciwciał lizaty wirusów lub nie oczysz
czone preparaty enzymatyczne, budzą wątpliwości [95].

W Ł A Ś C I W O Ś C I  K A T A L I T Y C Z N E

Podobnie do wszystkich znanych polimeraz DNA, rewertaza wirusowa 
do rozpoczęcia swej działalności katalitycznej wymaga obecności m a
trycy i primera [105]. In vivo rolę primera spełnia obecny w genomie 
retrowirusów fragment 4S RNA, będący komórkowym tRNA ,[4, 47, 97, 
122]. Stwierdzono, że primerem dla rewertazy z wirusów ptasich jest 
tRNA tryptofanu [4, 24, 29, 47], a dla rewertaz z onkowirusów myszy — 
tRNA proliny [86, 90, 122].

Dla wykazania aktywności enzymu wobec naturalnych matryc ko
nieczna jest obecność wszystkich czterech dezoksyrybonukleotydów i jo
nów magnezu. Wydajność reakcji transkrypcji naturalnych matryc typu 
RNA jest in vitro niewielka [59, 108, 118, 123]. Najwyższą wydajność 
tej reakcji stwierdza się w reakcjach katalizowanych przez rewertazy 
z ptasich onkowirusów [59, 108, 118], natomiast reakcje z udziałem re
wertaz ssaków osiągają najwyżej 50% tej wydajności [38], a nieraz 
tylko 25% [118] lub nawet 5% [74]. Moelling [77] podaje, iż w przy
padku enzymów wydzielonych z wirusów mysich białaczek, transkrypcja 
heterogennych RNA możliwa jest jedynie wtedy, gdy wydzielony enzym 
nie uległ degradacji w trakcie procesów oczyszczania. W przypadku 
rewertazy z wirusa białaczki mysiej Friend, do spontanicznej degrada
cji białka enzymatycznego może dojść nawet jeszcze przed wydziele
niem białka z wirionu [77].

Wydajność reakcji katalizowanych przez rewertazy można znacznie 
zwiększyć stosując matryce syntetyczne. Szczególnie efektywny jako 
matryca okazał się kompleks poli (A) • poli (dT) i poli (A) • oligo (dT). 
Katalizowanie reakcji transkrypcji matrycy poli (A) uważano pierwot
nie za cechę przesądzającą o zaliczeniu enzymu do grupy wirusowych 
rewertaz. Nieco później matryca poli (C) • oligo (dG) była tą, której prze
pisanie przesądzało o wirusowym pochodzeniu enzymu [96, 108]. Rewer-
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P O L I M E R  A Z Y  D N A 7

tazy z różnych onkowirusów różnią się jednak znacznie pod względem 
wykazywanej specyficzności matrycowej [59, 60, 108, 118, 123] nawet 
wobec takich matryc, jak poli (A) • poli (dT), a matrycę poli (C) • oligo 
(dG) preferują tylko rewertazy z ptasich onkowirusów [75, 95]. Wyniki 
pracy Kontora i Kruegera wskazują ponadto, iż enzymy towarzyszące 
tym samym onkogennym wirusom RNA, namnażanym w różnych ho
dowlach komórkowych, różnią się pod względem wykazywanej specy
ficzności matrycowej [60].

P O JA W IE N IE  SIĘ NOWYCH PO LIM ER A Z DNA 
W K O M Ó R K A C H  EU K A RIOTYCZN YCH 

W W A RU N K A CH  ZA K A ŻEN IA  W IRU SA M I DNA LUB RNA

Zakażenie wirusem może spowodować pojawienie się w komórce do
datkowej polimerazy DNA i istnieją tu dla wirusów DNA dwie ewen
tualności:

1. Wirusy posługują się systemem replikacji komórki gospodarza; 
dzieje się tak w przypadku małych wirusów nie posiadających informa
cji dla własnej polimerazy DNA, jak np. wirusy należące do grupy 
,,papova” (rodzina Papillomaviridae) [58].

2. Wirusy posługują się własnym systemem replikacji, np. wirusy 
należące do rodziny wirusów opryszczki (Herpesviridae); replikacja tych 
wirusów odbywa się niezależnie od cyklu życiowego komórki [20]. W tych 
przypadkach po zakażeniu pojawia się nowa polimeraza DNA, jak np. 
wydzielona z zakażonych komórek HeLa, która posiada ciężar cząstecz
kowy 180 000 daltonów. W przeciwieństwie do komórkowych polimeraz 
DNA enzym ten wykazuje dużą aktywność nawet w środowisku o dużym 
stężeniu soli [127].

Po zakażeniu wirusami RNA, czyli retrowirusami, w komórce poja
wia się nowa polimeraza DNA, czyli rewertaza [66]. Retrowirusy posia
dają w swym genomie informację dla własnej polimerazy DNA [12], 
która w formie aktywnej obecna jest w wirionie [1, 113]. Różnice we 
właściwościach rewertaz pochodzących z różnych onkowirusów utrud
niają właściwą ocenę danych z piśmiennictwa, donoszących o obecności 
rewertazy wirusowej zarówno w tkankach nowotworowych, jak i w pra
widłowych. Wydaje się, że zbieżność pewnych właściwości eukariotycz
nych polimeraz DNA i wirusowych rewertaz spowodowała, że wydzie
lony z komórek enzym zaliczano nieraz pochopnie do grupy rewertaz. 
Ostatnio uważa się, że wśród eukariotycznych polimeraz DNA najbar
dziej zbliżone właściwości do rewertaz wirusowych posiada y polimeraza 
DNA [95]. Jako kryterium podobieństwa enzymów uważa się katalizo
wanie reakcji transkrypcji matryc poli (A) • oligo (dT) i poli (C) • oligo
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(dG), co w świetle przytoczonych danych, dotyczących właściwości wi
rusowych rewertaz i komórkowych polimeraz DNA, budzi poważne 
zastrzeżenia.

Wydaje się zatem konieczne omówienie metod stosowanych dla wy
różnienia rewertaz spośród komórkowych polimeraz DNA i przedsta
wienie krytycznej oceny, wartości tych metod.

METODY STOSOW ANE DLA W Y R Ó ŻN IEN IA  REW ERTA Z W IR U SO W Y C H
SPO ŚRÓ D  K O M Ó RK O W Y CH  PO LIM ER A Z DNA

W pierwszych latach po odkryciu rewertazy dowodem na obecność 
tego enzymu w materiale komórkowym było:

1. stwierdzenie w badanym materiale komórkowym obecności RNazo- 
wrażliwej frakcji enzymatycznej sedymentującej w gradiencie sacharozy 
w paśmie gęstości właściwym dla retrowirusów lub

2. stwierdzenie obecności hybrydu RNA - DNA w produkcie krótko- 
trwającej reakcji przebiegającej wobec endogennej matrycy zawartej 
w badanym materiale komórkowym.

Na podstawie tych kryteriów stwierdzono obecność rewertazy wi
rusowej w mleku kobiet [25, 31, 93, 99], w leukocytach ludzi chorych na 
białaczkę [8, 35, 36], w tkance guza sutka myszy [45, 98], w komórkach 
embrionalnych zdrowych kurcząt [55, 57], w hodowlach komórek pocho
dzących z grasicy zdrowych szczurów [112], w komórkach guza Burkitta 
[62, 110], w hodowli komórek pochodzących od pacjenta z czerwienicą
prawdziwą [125].

Uważne prześledzenie wyników uzyskanych w 1971 r. przez Coffina 
i Temina [19] nasuwa poważne wątpliwości co do pierwszej metody iden
tyfikacji rewertazy w materiale komórkowym. Okazuje się, że produkt 
RNazo - wrażliwej reakcji transkrypcji endogennej matrycy sedymen
tującej w gradiencie sacharozy wraz z polimerazą DNA wykazuje po
dobieństwo do komórkowego RNA niezależnie od tego czy badany ma
teriał pochodził z komórek zdrowych, czy też zakażonych onkowirusem. 
Wyniki uzyskane w układzie doświadczalnym, w którym stosowano ma
teriał pochodzący z komórek, które posiadały wbudowaną w DNA 
5 - bromo - dezoksyurydynę (BUDR) [61], wyjaśniają do końca powstałe 
wątpliwości. Okazało się, iż matrycą w RNazo - wrażliwej reakcji, kata
lizowanej przez enzym obecny we frakcji mikrosomowej, jest komór
kowy DNA, a nie RNA.

Wartość drugiej metody identyfikacji rewertazy w materiale ko
mórkowym można również zakwestionować. Wiadomo bowiem, że RNA 
jest naturalnym primerem dla syntezy DNA. Obecność kowalentnie
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związanego RN A - DNA w produkcie krótkotrwającej reakcji transkryp
cji endogennej matrycy może wskazywać na to, iż wydzielają się tzw. 
„fragmenty Okazaki”, tj. cząsteczki nowo powstałego DNA, syntetyzo
wanego na matrycy DNA związanego kowalentnie z primerem, którym 
jest RNA [111].

Tak więc stwierdzenie obecności wirusowej rewertazy na podstawie 
obu podanych metod nie może być przekonywające.

Jako kryterium zaliczania enzymu wydzielonego z komórek do grupy 
wirusowych rewertaz stosuje się również właściwości katalityczne prze
jawiane przez enzym w reakcjach przebiegających wobec syntetycznych 
polirybonukleotydów, takich jak poli (A) lub poli (C) [26, 79, 85, 87, 89, 103, 
125, 130]. Trudno nie ustosunkować się krytycznie i do tego sposobu 
wnioskowania skoro wiadomo, że eukariotyczne polimerazy DNA rów
nież katalizują reakcje transkrypcji informacji zawartej w poliryboho- 
mopolimerach. Podobnie krytycznie należy się ustosunkować do stwier
dzenia obecności wirusowej rewertazy w „surowym” ekstrakcie komór
kowym na podstawie transkrypcji matrycy poli (C) • oligo (dG) [27, 78, 
80]. Wiadomo bowiem, że matrycę poli (C) • oligo (dG) — bardzo wraż
liwą na działanie hydrolaz — można stosować dopiero w materiale wy
dzielonym poprzez chromatografię na fosfocelulozie [37] i że matrycę tę 
preferują jedynie rewertazy z ptasich onkowirusów [95].

W nadziei znalezienia matrycy specyficznej wyłącznie dla wirusowej 
rewertazy, czyniono próby zastosowania polirybonukleotydów zmody
fikowanych przez podstawniki. W wyniku takich prób Gerard i wsp. 
[37, 39] postulowali, że matryca poli (Cm) • oligo (dG) (poli (Cm) =  poli 
(2’0-metylo-cytydyna)) jest specyficzna dla rewertazy obecnej w tkan
kach nowotworowych. Na razie jedynie Ohno i wsp. [82] zastosowali tę 
matrycę dla określenia właściwości rewertazy enzymu wydzielonego 
z tkanki ludzkiego guza sutka.

Trudności w określeniu specyficzności matrycowej wirusowych re
wertaz skłoniły Sarngadharana i wsp. [95] do podjęcia prób różnicowa
nia ilościowego właściwości katalitycznych wirusowych rewertaz i euka
riotycznych polimeraz DNA. Autorzy na podstawie danych z własnego 
ośrodka postulują, iż stosunek aktywności polimeraz DNA wobec ma
tryc poli(dA) • oligo(dT)/poli (A) • oligo(dT) jest charakterystyczny dla 
różnych polimeraz. I tak, dla wirusowej rewertazy według Sarngadha
rana i wsp. stosunek ten jest mniejszy od 0,01 dla a polimerazy DNA — 
znacznie większy od 1, a dla P polimerazy — jedynie nieco większy od 1. 
Z danych z piśmiennictwa wynika jednak, że stosunek ten może dla 
rewertazy z AMV wynosić 0,11 [52] lub nawet od 0,2 do 0,8 [6], dla re
wertazy z wirusa Rauschera — 0,13 [52], a dla rewertazy z wirusa 
Grossa — od 0,94 do 2,12 w zależności od stosunku zasad w stosowanym
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kompleksie poli (A) • oligo (dT) [15]. Ponadto przy przechowywaniu re
wertazy wydzielonej z AMV stwierdza się różne straty aktywności wo
bec różnych syntetycznych matryc [6, 30], a w trakcie ogrzewania en
zymu stwierdza się niejednolity spadek aktywności w zależności od 
stosowanej matrycy [69]. Centra aktywne wobec matrycy poli (A) • oligo 
(dT) są najbardziej wrażliwe. Eksperymenty z inhibitorami potwier
dzają, że zmiany aktywności rewertaz w stosunku do różnych matryc 
nie przebiegają równolegle [65]. Tak więc proponowane przez Sarngad- 
harana i wsp. [95] kryterium rozróżnienie polimeraz DNA na podstawie 
stosunków ilościowych nie może być uważane jako kryterium pewne 
i rozstrzygające.

Najwłaściwszym kryterium zaliczenia enzymu wydzielonego z komó
rek eukariotycznych do klasy rewertaz wirusowych pozostałoby wobec 
tego katalizowanie reakcji transkrypcji naturalnych RNA. Należy być 
jednak świadomym tego, że rewertazy wirusowe in vitro znacznie róż
nią się w wydajności katalizowanej przez siebie reakcji transkrypcji na
turalnych RNA [60, 74] i że enzym może zostać pozbawiony możliwości 
katalizowania reakcji transkrypcji naturalnego RNA przez procesy pro
teolityczne zachodzące w trakcie oczyszczania białka enzymatycznego 
lub nawet jeszcze wtedy, gdy znajduje się wewnątrz wirionu [77].

Metody immunologiczne odróżnienia rewertazy wirusowej od ko
mórkowych polimeraz DNA są trudne do zrealizowania, ponieważ re
wertazy z endogennych retrowirusów wykazują powinowactwo immuno
logiczne do komórkowych polimeraz DNA [73], a rewertazy wirusowe 
różnią się znacznie między sobą właściwościami immunologicznymi
[84, 96].

Wyróżnienie rewertazy spośród komórkowych polimeraz DNA jest 
zatem zadaniem trudnym. Kryteria fizykochemiczne, takie jak stałe 
sedymentacji i ciężar cząsteczkowy, nie mogą mieć znaczenia decy
dującego z uwagi na niejednorodność uzyskiwanych preparatów enzy
matycznych zarówno pochodzenia komórkowego, jak i wirusowego. 
Pewne wskazówki uzyskać można jedynie na podstawie powinowactwa 
do wymienników jonowych oraz z porównania kinetyki reakcji enzyma
tycznej. Należy przy tym mieeć na względzie fakt, iż np. rewertaza 
z wirusa AMV pod względem powinowactwa do wymienników jonowych 
przypomina a polimerazę DNA i z DEAE celulozy wymywane jest stę-

R yc. 1. Duże nag rom adzen ie  re tro w iru só w  w  m ieloblaście  ku rczęc ia  zakażonego
w iru sem  p tas ie j m ieloblastozy. Pow iększen ie  23 400 

Ryc. 2. F ra k c ja  m ikrosom ow a uzyskana  z m ie lob las tów  k u rc z ą t  zakażonych w i
ru sem  ptasie j m ieloblastozy  z licznym i cząs tk am i w iru sow y m i. Pow iększenie

23 400; cząstk i w iru sow e
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żeniem KC1 wyższym od 0,05 M [53], a np. rewertaza z wirusa mięsaka 
małp pod względem powinowactwa do wymienników jonowych przy
pomina (3 polimerazę DNA i z DEAE celulozy jest wymywana buforem 
zawierającym 0,05 M KC1 [66].

Z ogromnej ilości prac na temat obecności rewertazy wirusowej 
w materiale komórkowym dzisiejszy stan wiedzy pozwala zatem zacho
wać jedynie nieliczne prace, w których stwierdzono obecność enzymu 
zdolnego do katalizowania reakcji syntezy DNA na matrycy natural
nego RNA [9, 82, 96, 132] lub też prace stwierdzające obecność rewer
tazy poprzez chromatograficzne rozdzielenie jej od komórkowych poli
merów DNA i zestawienie właściwości wydzielonego z komórek enzymu 
z właściwościami enzymu wydzielonego z odpowiedniego wirusa [66].

R EW ER TA ZY  W IRUSOW E 
W K O M Ó R K A C H  N A TU RA LN Y CH  GO SPO D A RZY  O N KOW IRUSÓW

Podjęto próby wydzielenia rewertazy wirusowej spośród komórko
wych polimerów DNA u zwierząt będących naturalnymi gospodarzami 
retrowirusów. U kurcząt po zakażeniu wirusem AMV w trakcie ostrej 
mieloblastozy dochodzi do wytworzenia dużej liczby cząstek retrowi- 
rusa. Z frakcji mikrosomalnej chorych kurcząt wydzielono enzym ka
talizujący reakcję transkrypcji heterogennego RNA w komplementarny 
DNA. Enzym wykazuje tę samą specyficzność matrycową co enzym 
wydzielony z wirusa AMW [6]. We frakcji mikrosomalnej obecne są 
błony gładkie i cząstki wirusowe (rye. 1 i 2).

Jak wynika z danych z piśmiennictwa, błonom gładkim zwykle to
warzyszy w tych warunkach aktywność a polimerazy DNA [2, 49, 63, 
70], Stosowane warunki rozdziału chromatograficznego spełniają wa
runki niezbędne dla wydzielenia z badanego materiału biologicznego za
równo a polimerazy DNA, jak i rewertazy z wirusa ptasiej mielobla
stozy (AMV). Oba enzymy, tzn. a polimeraza DNA i rewertaza z AMV 
wymywane są z DEAE celulozy stężeniem KC1 wyższym od 0,05 M [53, 
66, 103]. Nasuwa się przypuszczenie, że albo w badanej frakcji komór
kowej komórek produkujących onkowirusy obecna jest w aktywnej for
mie tylko rewertaza potrzebna dla wyposażenia tworzonych cząstek wi
rusowych w aktywną formę tego białka, albo też obecna w tej frakcji

Ryc. 3. R e tro w iru sy  w  kom órce  śledziony zdrow ej m yszy A K R /J. Pow iększen ie
37 400

Ryc. 4. R e tro w iru sy  w  kom órce  śledziony m yszy A K R /J  z przeszczepialną os trą
b ia łaczką  lim fa tyczną . Pow iększenie  23 400
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rewertaza wirusowa i komórkowa a polimeraza DNA są pod względem 
pewnych właściwości tak podobne, że trudno je rozdzielić chromato
graficznie [6].

Do podobnych wniosków prowadzą próby wydzielenia rewertazy 
z komórek śledzion myszy AKR/J, u których endogenna informacja 
związana z wirusem białaczki Grossa powoduje, że w tkankach tych 
zwierząt stale znajduje się pewna ilość cząstek wirusowych [81, 92] 
(ryc. 3 i 4). Polimeraza DNA wydzielona ze śledzion zdrowych myszy 
AKR/J, myszy z przejściową splenomegalią wywołaną podaniem feny
lohydrazyny oraz myszy z ostrą przeszczepialną białaczką limfatyczną, 
która posiada właściwości 3 polimerazy DNA, wykazuje pod względem 
specyficzności matrycowej wrażliwości na zmiany pH, jak również pod 
względem kinetyki reakcji — podobieństwo do rewertazy obecnej w wi
rusie Grossa [7]. Ten stan rzeczy może wynikać z niedoskonałości sto
sowanych metod rozdziału chromatograficznego. Zastosowanie jednak 
różnych grup eksperymentalnych, zmieniające udział komórkowej poli
merazy DNA i wirusowej rewertazy w hipotetycznej mieszaninie obu 
enzymów, nie spowodowało żadnych zmian obserwowanych właściwości, 
potwierdzając tym samym, iż oba enzymy posiadają rzeczywiście szereg 
właściwości wspólnych lub być może są nawet identyczne. Sugestie 
w sprawie podobieństwa enzymu wirusowego i komórkowego zawie
rała już praca opublikowana w 1974 r. przez Mizutani i Temina [73], 
w której u ptaków stwierdzono serologiczne powinowactwo polimeraz 
DNA wydzielonych z onkowirusów i ze zdrowych komórek .

Pojawienie się w komórce dodatkowej polimerazy DNA zachodzi za
tem zapewne tylko po zakażeniu obcogatunkowym wirusem, jak to 
stwierdzili Lewis i wsp. [66] w przypadku ludzkich fibroblastów zaka
żonych wirusem mięsaka małp. W komórce nowotworowej można by 
oczekiwać obecności polimeraz DNA różne od polimeraz DNA komórki 
zdrowej jedynie wtedy, gdy zmiany nowotworowe zostały wywołane 
zakażeniem obcym, egzogennym wirusem.

Obecnie wygasa zainteresowanie rewertazą jako wyznacznikiem 
wskazującym na wirusowe pochodzenie choroby "nowotworowej lub też 
informującym o zmianach nowotworowych. Spadek zainteresowania 
aktywnością tego enzymu dla badań diagnostycznych tłumaczą przed
stawione trudności interpretacyjne uzyskanych wyników. Aktywność wi
rusowej rewertazy ma natomiast dużą wartość dla genetyki mole
kularnej w badaniach związanych z poznaniem struktury i funkcji ge
nomu. Do tego celu służy zsyntetyzowany in vitro za pomocą wirusowej 
rewertazy tzw. „cDNA”, tzn. DNA komplementarny do różnych typów 
mRNA [42, 90, 91, 116].
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ROLA USZKODZEŃ DNA I ICH REPERACJI 
W PROCESACH NOWOTWOROWYCH

T H E  PO SSIB LE ROLE OF DNA DAM AGE AND ITS R E P A IR
IN  CA RCIN O G EN ESIS

Elżbieta  A N U SZEW SK A  

Z ak ład  L eków  W itam in izow anych  In s ty tu tu  L eków  w  W arszaw ie

Streszczen ie .  Zw iązki chem iczne oddzia ływ ając  na  m a te r ia ł  genetyczny  k o m ó rk i 
m ogą pow odow ać uszkodzen ia  DNA, k tó re  czasem  są  przyczyną za in ic jow an ia  p ro 
cesów  rep e racy jn y ch . Mogą one rów nież  oddziaływ ać na  DNA przez zah am o w an ie  
rep e ra c ji  uszkodzeń w yw ołanych  przez inne czynniki. Z defin iow ano  trzy  g łów ne 
p rocesy  re p e ra c ji  w  k o m ó rk ach  p ro k a r io ta  i eu k ario ta :  rep e rac ję  fo toenzym atyczną , 
re p e ra c ję  przez w ycinan ie  i rep e rac ję  p os trep likacy jną . W ielkość re p e ra c j i  zacho
dzących przez w yc inan ie  po zadzia łan iu  zw iązkiem  chem icznym  w  ok reś lo n ych  
w a ru n k a c h  je s t odzw ierc ied len iem  ilości da jących  się reperow ać  uszkodzeń  i może 
być  pośredn im  w skaźn ik iem  po tencji m u tag en n y ch  i karcynogennych  zw iązku  che
m icznego. Is tn ie je  bow iem  k o re lac ja  m iędzy  uszkodzeniem  DNA i p rocesam i r e 
p e ra c j i  a m u tag en ezą  i p rocesam i now otw orow ym i.

S u m m a ry .  C hem icals can  in te ra c t  w ith  genetic  m a te r ia l  inducing DNA d am ag e  
a n d  som etim es its rep a ir .  T hey  can  be effective by inh ib iting  D N A  re p a i r  of 
d am ag e  caused by o th e r  agents. D am age can  be rep a ired  in th re e  d is t in c t  p ro 
cesses: p h o to reac tiva tion , excision re p a ir  and  postrep lica tion  repa ir .  T he  a m o u n t 
of excision re p a ir  th a t  occurs u n d e r  various  conditions of exposure  to chem ica l 
is a n  ind ica tion  of th e  am o u n t of re p a ira b le  dam age  and m ay  be an  in d irec t  
ind ica tion  of th e  m u tag en ic  and  carc inogen ic  p o ten tia l  of the  chem ical. T h e re  is 
a co rre la tio n  be tw een  DNA dam age, its re p a ir  and  m utagenesis  or carc inogenesis .

W latach trzydziestych, na długo przed poznaniem struktury ma
teriału genetycznego, budowy chemicznej czynników rakotwórczych 
oraz ich interakcji z komórkowym DNA, została sformułowana hipoteza, 
w myśl której nowotwory powstają w wyniku mutacji.- Hipoteza mutacji 
somatycznej opiera się na założeniu, że pewne typy mutacji są odpo
wiedzialne za przemianę komórek prawidłowych w nowotworowe. Hi

http://rcin.org.pl



22 E. A N U S Z E W S K A

poteza ta wyjaśniała niezliczoną różnorodność typów nowotworów i fakt, 
że po podziale komórki potomne utrzymują swoje cechy nowotworowe.

Wywołanie nowotworów u zwierząt doświadczalnych przy zastoso
waniu chemicznych czynników rakotwórczych dało początek nowym 
kierunkom badań. Od tej chwili jednym z celów onkologii doświadczal
nej było ustalenie powiązań i korelacji między procesami nowotworo
wymi a zmianami w materiale genetycznym. W miarę rozwoju badań 
stwierdzono, że nie tylko proces różnicowania komórki prowadzi do po
jawienia się nowej struktury i funkcji, lecz także fizyczne i chemiczne 
oddziaływanie na jej DNA. Są opinie, że poznanie mechanizmów dzia
łania czynników chemicznych i fizycznych na materiał genetyczny po
zwoliłoby na zrozumienie procesu mutagenezy i karcynogenezy.

Przypuszcza się, że dla rozwinięcia nowotworu potrzeba jest kilku 
kolejnych mutacji. Na przykład Kundson [22] sugeruje, że ludzka retino
blastoma powstaje w wyniku dwóch kolejnych mutacji. Jedna ma miejs
ce w komórkach rozrodczych i jest dziedziczona, a druga zachodzi w ko
mórkach somatycznych. Model systemu mutacyjnego dla badań nad 
karcynogenezą opiera się na założeniu, że związki chemiczne lub czyn
niki fizyczne oddziaływają na materiał genetyczny komórki, powodując 
w nim zmiany inicjujące przemianę nowotworową.

Interakcja czynników fizycznych i chemicznych z cząsteczką DNA 
może powodować zmianę w sekwencji i budowie łańcucha polinukleoty- 
dowego oraz w efekcie zmianę informacji genetycznej. Wszelkiego ro
dzaju modyfikacje i uszkodzenia pojawiające się w cząsteczce DNA, 
jeżeli dotyczą procesów istotnych dla życia komórki, mogą spowodować 
jej śmierć. W przypadku uszkodzeń mniej istotnych funkcji, uszkodze
nia mogą być tolerowane i pomijane w dalszym życiu komórki lub po- 
prawiane i eliminowane na drodze procesów reperacyjnych. Tak więc 
wszelkie uszkodzenia DNA balansują na pograniczu efektu toksycznego 
i śmierci komórki oraz zmiany fenotypu, które są ekspresją zmian w łań
cuchu DNA.

Hipoteza mutagenezy chemicznej zakłada, że mutacja powstaje jako 
bezpośredni błąd w dopasowaniu pary dla zasady zmodyfikowanej przez 
mutagen. Badania prowadzone w ostatnich latach wskazują, że muta- 
geneza chemiczna, podobnie jak mutageneza indukowana światłem UV, 
zachodzi z udziałem szeregu procesów komórkowych. Wydaje się, że 
istotną rolę wśród nich odgrywają procesy reperacji DNA, a modyfi
kacja zasady jest tylko uszkodzeniem przedmutacyjnym. Włączenie za
sady w miejscu odpowiadającym zmodyfikowanej zasadzie odbywa się 
prawdopodobnie przypadkowo, ponieważ w tym miejscu matryca nie za
wiera informacji dla włączenia zasady. Początkowo łączono fakt powsta
wania mutacji z obecnością dimerów. Dalsze badania wykazały, że di-
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mery mogą pozostawać w DNA przez kilka pokoleń, a mutacje obser
wuje się w pierwszym lub drugim pokoleniu.

Innym uszkodzeniem przedmutacyjnym może być miejsce pozba
wione zdolności przyłączania zasad na podstawie komplementarności na 
skutek modyfikacji zasady bądź depurynacji lub depirymidynacji. Miejsca 
pozbawione zasad mogą powstawać wtórnie na skutek usuwania alkilo- 
pochodnych puryn i pirymidyn w procesie reperacji przez wycinanie.

Większość karcynogenów daje ten sam typ mutacji, a mianowicie 
mutacje punktowe. Najczęściej są to tranzycje pary G - C  na A - T  [35]. 
Konsekwencją mutacji punktowych mogą być aberracje chromosomowe. 
Wiele uwagi poświęcono badaniu specyficzności zmian w chromoso
mach w nowotworach indukowanych przez czynniki chemiczne, fizycz
ne i wirusowe [46]. Ogromna liczba związków nieonkogennych powoduje

#

również aberracje chromosomowe, zatem wydaje się, że występowanie 
aberracji chromosomowej jest mało specyficznym znacznikiem chemicz
nej karcynogenezy w przeciwieństwie do zwiększonej częstotliwości re
kombinacji [46].

Każde uszkodzenie DNA, które nie zostanie zreperowane lub będzie 
naprawione błędnie, może stać się przyczyną mutacji. O tym, czy uszko
dzenie stanie się przyczyną mutacji, decyduje m.in. droga reperacji, 
która zależy od aktualnego stanu komórki, pewnych predyspozycji ge
netycznych, zakażeń wirusowych i czynników środowiskowych oraz wy
dajności procesu reperacyjnego i jego bezbłędności. Badania prowadzone 
na mutantach bakteryjnych wykazują, że szczepy posiadające defekt 
w procesie reperacji przez wycinanie cechują się zwiększoną częstotli
wością mutacji. Proces reperacji przez wycinanie, działając na zasadzie 
,,cut and putch”, znacznie ogranicza liczbę uszkodzeń przedmutacyjnych, 
usuwając pewną ich część.

Zgodnie z aktualnymi poglądami, trwała zmiana pierwotnej struk
tury  makrocząsteczki DNA podczas błędnego procesu reperacji może
prowadzić do zapoczątkowania procesu nowotworowego. Z licznych ba
dań wynika, że karcynogeneza jest procesem przynajmniej dwustopnio
wym, składającym się z fazy inicjującej, w trakcie której komórki pra
widłowe ulegają przekształceniu w komórki potencjalnie nowotworowe 
(przednowotworowe), i fazy promocji lub proliferacji tych komórek. Za
inicjowanie procesu nowotworowego przez czynniki karcynogenne za
leży od wielkości i rodzaju uszkodzeń cząsteczki DNA.

Ważnym zagadnieniem w dyskusji nad etiologią nowotworów jest 
interakcja między fizycznymi i chemicznymi karcynogenami, cząstecz
kami wirusowymi i procesami reperacji uszkodzeń [43]. Na przykład 
Fisher i wsp. [17] podają, że traktowanie hodowli komórkowych zaka
żonych wirusem SV40 lub adenowirusem i związkami karcynogennymi
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powoduje spotęgowanie transformacji indukowanej przez wirusy. Mecha
nizm tego synergizmu według Casto i wsp. [6] polega na dostarczeniu 
dodatkowych miejsc dla integracji wirusowego DNA, podczas procesu 
reperacji przez wycinanie, lub na inkorporacji wirusowego DNA do luk 
powstałych w komórkowym DNA, podczas postreplikacyjnego procesu 
reperacji.

Rola procesu reperacji w mutagenezie i karcynogenezie w przypadku 
eukariota jest skomplikowana przez szereg czynników genetycznych, jak 
gatunek, komórka, tkanka oraz stadium cyklu życiowego komórki, 
w którym zachodzi uszkodzenie i reperacja.

Chociaż wykryto szereg mechanizmów reperacyjnych w komórkach 
ssaków, to jednak poziom wiedzy jest daleko w tyle w porównaniu do 
układu mikrobiologicznego.

R O D Z A JE  USZKODZEŃ DNA

Uszkodzenia DNA powodowane przez fizyczne i chemiczne karcyno- 
geny można podzielić na cztery grupy [9, 11]:

1. uszkodzenia lub modyfikacje zasad bez rozerwania łańcucha po-
linukleotydowego;

2. rozerwanie wiązań fosfodwuestrowych z uszkodzeniem towarzy
szących zasad lub bez ich uszkodzenia;

3. utworzenie poprzecznych wiązań między łańcuchami DNA i biał
kami.

T A B E L A

Rodzaje uszkodzeń Czynnik rakotwórczy

Uszkodzenie zasad
dimery pirymidyny 
alkilacja

światło UV
P-propiolakton, alkilonitrozoaminy alkilonitro- 
zoamidy, dwumetylosulfonian

Kowalencyjne wiązania między zasadą i czyn
nikiem rakotwórczym

benz(a)antracen, aflatoksyny N-acetylofluoren

Depurynacja czynniki alkilujące
Rozerwanie łańcucha

rozerwanie z destrukcją cukru i ubytkiem
zasady

promienie X

Wiązania poprzeczne
między łańcuchami DNA 
między DNA i białkami

mitomycyna C
światło UV, cykloheksylonitrozomocznik

Zniekształcenie łańcucha

4

bromek 3,8-dwuamino-5-etylo-6-fenylofenantre- 
nu (ethidium bromide)
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4. zniekształcenie łańcucha DNA pod wpływem czynników wiążą
cych się elektrostatycznie między przyległymi zasadami.

Rodzaje uszkodzeń i przykładowe czynniki rakotwórcze zestawiono 
w tabeli według Cleavera i wsp. [11].

PRO CESY  R E P E R A C JI DNA

Reperacja każdego typu uszkodzenia jest związana z uruchomieniem 
właściwych procesów metabolicznych. Rodzaj uszkodzeń powstałych 
w DNA determinuje rodzaj uruchamianych mechanizmów enzymatycz
nych odpowiedzialnych za reperację. Stwierdzono szereg mechanizmów 
reperacyjnych, prowadząc badania na bakteriach, drożdżach, roślinach 
wyższych, owadach, gryzoniach, ptakach, rybach i komórkach ludzkich 
[9, 11, 12, 35, 52, 53]. Za pomocą badań biochemicznych zidentyfikowano 
trzy główne procesy reperacyjne: reperację fotoenzymatyczną, reperację 
przez wycinanie i reperację postreplikacyjną.

Reperacja fotoenzymatyczna jest dobrze poznaną formą reperacji ,,in 
situ”, specyficzną dla uszkodzeń powodowanych przez światło UV w za
kresie długości fali 220-300 nm. Absorpcja promieniowania w tym za
kresie przez cząsteczkę DNA powoduje powstanie fotoproduktu — naj
częściej dimerów pirymidyn. Enzymy — fotolazy biorące udział w mo- 
nomeryzacji dimerów — w ciemności istnieją w postaci trwałych kom
pleksów. Kompleksy te przechodzą w aktywne formy pod wpływem 
światła powyżej 330 nm. Fotolazy zostały wyizolowane i dobrze scha
rakteryzowane. Ten rodzaj reperacji jest szeroko rozpowszechniony 
w świecie roślinnym i zwierzęcym [53]. W większości przypadków, 
w badaniach in vitro prowadzonych na komórkach ssaków, nie stwier
dzono aktywności enzymów fotoreaktywnych. W 1974 r. Sutherland [49] 
donosi o wyodrębnieniu fotolaz z leukocytów ludzkich i określeniu ich 
właściwości in vitro, chociaż nie wykazano ich obecności in vivo. Stwier
dzenie istnienia enzymów reperacyjnych w ekstraktach komórkowych, 
których funkcji nie obserwuje się in vivo, może być wskaźnikiem ist
nienia mechanizmów kontrolnych, które mogą stymulować lub hamować 
aktywność enzymów biorących udział w procesach reperacji. Proces re
peracji fotoenzymatycznej jest uważany za wolny od błędów (error free), 
a zatem proces ten nie pozostawia zmian w zapisie genetycznym.

Reperacja przez wycinanie jest to proces reperujący uszkodzenia, 
które nie powodują bezpośrednio pęknięcia łańcucha DNA [35]. Mecha
nizm naprawy polega na wycięciu zmienionego miejsca w cząsteczce 
DNA i dobudowaniu odpowiednich nukleotydów przy wykorzystaniu 
informacji o komplementarnym przyłączaniu zasad. Mechanizm ten na
zywany potocznie „cut and putch”, jest wieloetapowy i wymaga całego
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kompleksu enzymów [5, 7, 35]. Badania nad identyfikacją kolejnych eta
pów enzymatycznych prowadzono in vivo przy użyciu mutantów bakte
ryjnych pozbawionych aktywności poszczególnych enzymów oraz na wy
izolowanym DNA [35].

Pierwszym etapem tego procesu jest rozpoznanie różnorodnych uszko
dzeń w strukturze cząsteczki DNA. Mechanizm działania rozpoznają
cego nie jest dokładnie znany; prawdopodobnie bierze w nim udział 
szereg enzymów w zależności od rodzaju uszkodzenia.

Następnym etapem jest nacięcie łańcucha w pobliżu miejsca uszko
dzonego. Nacięcia dokonują enzymy z grupy endonukleaz, specyficzne 
dla uszkodzonych zasad. Wycięcie uszkodzonego odcinka odbywa się 
z udziałem 5 -3 ’ egzonukleazy. Usunięty odcinek ulega degradacji. Dzia
łanie egzonukleazy jest prawdopodobnie związane z polimerazą repe- 
racyjną, odpowiadającą za resyntezę usuniętego odcinka DNA. Rola 
egzonukleazy polega na usuwaniu błędnie włączonych zasad podczas 
normalnej replikacji DNA, działa ona w kierunku przeciwnym do kie
runku wydłużania łańcucha, kontrolując wierność syntezy DNA. Ciąg
łość łańcucha DNA jest zapewniona poprzez działanie ligazy polinukleo- 
tydowej, która łączy końce 5’P i 3'OH. Jest to ostatni etap procesu re
peracji przez wycinanie.

Wielkość wyciętego odcinka zależy od natury uszkodzenia. W przy
padku uszkodzeń indukowanych światłem UV, wycięciu ulega od 
dziesięciu do stu zasad, a przy uszkodzeniach indukowanych promie
niami X — tylko kilka zasad.

Reperacja przez wycinanie jest związana ściśle z cyklem życiowym 
komórki. W badaniach prowadzonych na bakteriach wyodrębniono cały 
szereg enzymów biorących udział w procesie reperacji przez wycinanie. 
Indywidualna modyfikacja zasady w łańcuchu DNA wymaga indywi
dualnego rozpoznania poprzez endonukleazę lub odrębne białka w za
leżności czy uszkodzona jest jedna zasada, czy kilka jednocześnie (di- 
mery pirymidyn). Wiązania poprzeczne są reperowane przez wycięcie 
kolejnych zasad łącznie z wiązaniami.

Lindahl [28] bardzo obszernie omawiając poszczególne enzymy repe- 
racyjne sugeruje, że w przypadku E. coli funkcję egzonukleazy i poli
merazy spełnia jeden enzym — polimeraza I DNA. Jednak w komórkach 
ludzkich dla procesu reperacji wymagane jest odrębne zadziałanie egzo
nukleazy i polimerazy. U ludzi stwierdza się szereg schorzeń wykazują
cych się defektem w reperacji przez wycinanie. Wydaje się to być zna
miennie ważnym aspektem w hipotezie dziedziczenia predyspozycji do 
zapadalności na nowotwory.

Proces reperacji postreplikacyjnej jest ściśle związany z fazą syn
tezy DNA. Jest on w pewnym sensie modyfikacją normalnej syntezy
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DNA, spowodowaną obecnością uszkodzenia w macierzystym łańcuchu 
DNA. Bezpośrednio po ekspozycji na czynnik uszkadzający następuje 
przerwanie ciągłości w syntezie siostrzanych łańcuchów i tworzenie się 
luk obejmujących do tysiąca zasad [12]. Ciężar cząsteczkowy nowo zsyn- 
tetyzowanych łańcuchów DNA jest mniejszy niż w równolegle powsta
jących łańcuchach kontrolnych. Powstałe luki są powoli zabudowywane 
w przeciągu kilku godzin.

Reperację postreplikacyjną obserwował Lehman i wsp. [24] w ko
mórkach ludzkich fibroblastów traktowanych światłem UV oraz D’Am- 
brosio i wsp. [14] w zarodkowych komórkach chomików syryjskich po 
podaniu pochodnych antracenu.

Wydłużenie łańcucha DNA lub wypełnianie luk może być zahamo
wane przez nietoksyczne dawki kofeiny. Chociaż Trosko i Chu [52] po
dają, że komórki chomików syryjskich traktowane pochodnymi fluo- 
renu są zdolne do wydłużania łańcucha DNA mimo obecności kofeiny, 
lecz nie stwierdzili oni faktu zabudowywania luk. Harm [19] badając 
działanie kofeiny na procesy reperacyjne stwierdził, że hamuje ona mo- 
nomeryzację dimerów pirymidyn. Jednym z etapów mechanizmu dzia
łania jest prawdopodobnie przyłączanie się kofeiny w miejscu uszko
dzenia.

Niektóre wyniki badań sugerują istnienie odrębnych systemów repe
racji, nazywanych systemami „SOS” [18, 35, 52]. Istnienie ich wykryto 
u bakterii, lecz do tej pory nie wiadomo czy istnieją one również w ko
mórkach ssaków.

N IE R E PE R O W A N E  U SZK O D ZEN IA  DNA, PRZY CZY N Y  I ZNACZENIE

Ogólny poziom wiedzy o genetycznej i biologicznej roli procesów 
reperacji oraz o jego konsekwencjach jest jeszcze dość niski. Szereg 
prac wskazuje na pewne korelacje między uszkodzeniami DNA, repe
racją i jej błędem lub zahamowaniem a mutagenezą i procesami nowo
tworowymi. Błąd w materiale genetycznym powstaje podczas semikon- 
serwatywnej replikacji matrycy DNA zawierającej uszkodzenie, które 
jeszcze nie jest lub nie może być naprawione. Analiza procesów repe
racji fotoenzymatycznej i reperacji przez wycinanie pozwala sądzić, że 
są to procesy wolne od błędów. Dlatego głównie reperację postreplika
cyjną uważa się za odpowiedzialną za powstałe błędy, a co za tym 
idzie — za powstawanie mutacji. Powstałe w materiale genetycznym 
uszkodzenie może nie zostać naprawione z bardzo wielu przyczyn. Jedną 
z nich może być defekt w procesach reperacji wynikający ze schorzeń 
lub obecności związków działających hamująco na procesy reperacyjne.

Z szeregiem zespołów chorobowych jest związana zwiększona zapa
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dalność na nowotwory [11, 12, 31, 52]. Można tu zaliczyć xeroderma 
pigmentosum, anemię Fanconiego, ataksję naczyniową oraz zespoły 
Bloomsa, Chediak-Higashiego, Wernera i Cockayna. W schorzeniach 
tych występują zmiany w mechanizmach reperujących uszkodzenia DNA. 
W przypadku xeroderma pigmentosum, która charakteryzuje się nad
mierną wrażliwością na światło słoneczne i wysoką zapadalnością na róż
norodne nowotwory skóry, we wszystkich jej sześciu odmianach obser
wuje się defekt w reperacji wycinającej nukleotydy. Niektóre przypadki 
wykazują także defekt w reperacji wycinającej zasady, reperacji post- 
replikacyjnej i reperacji fotoenzymatycznej. Cleaver [7-9, 12] prowa
dząc badania na hodowlach ludzkich fibroblastów, zakładanych z wycin
ków skóry dawców zdrowych i chorych na xeroderma pigmentosum, 
stwierdził w nich brak zdolności do usuwania dimerów pirymidyn. Autor 
sugeruje, że wysoką częstość mutacji w hodowlach in vitro można po
równać ze znaczną zapadalnością na nowotwory pacjentów chorych na 
xeroderma pigmentosum. Również Burk i wsp. [5], badając naświetlane 
światłem UV limfocyty ludzi chorych na xeroderma pigmentosum, 
stwierdzili zmianę w zdolności do wycinania i usuwania dimerów tymi- 
nowych. Day i wsp. [15] przeprowadzili ciekawe doświadczenie na ho
dowlach ludzkich fibroblastów pochodzących od dawców zdrowych i cho
rych na xeroderma pigmentosum, zakażonych adenowirusem 5. Zaob
serwowali, że przeżywanie adenowirusa 5 poddanego działaniu benzo- 
pirenu jest dużo lepsze w normalnych fibroblastach niż w fibroblastach 
pochodzących od dawców chorych. Wynika stąd, że reperacja uszkodzo
nego wirusowego DNA przebiega bardziej sprawnie w fibroblastach po
siadających prawidłowy system reperacji. Te same wnioski podali Rab- 
son i wsp. [41], badając przeżywanie naświetlanego światłem UV wirusa 
opryszczki w hodowlach fibroblastów pochodzących od chorych na xero
derma pigmentosum.

Inne zespoły chorobowe nie są tak dobrze poznane jak xeroderma 
pigmentosum, wiadomo jednak, że ataksja naczyniowa charakteryzuje 
się defektem w reperacji wycinającej uszkodzenia powodowane przez 
promieniowanie X [12, 33], a anemia Fanconiego — brakiem zdolności 
do reperacji poprzecznych wiązań, co obserwuje się podczas wymian 
siostrzanych chromatyd [12, 48],

W niektórych przypadkach opinie są kontrowersyjne. Na przykład 
Cleaver [12] zalicza chroniczną białaczkę limfatyczną (CLL) do schorzeń 
obarczonych defektem w reperacji uszkodzeń, natomiast Ringborg i Lam
bert [40] nie stwierdzają różnic w odpowiedzi na naświetlanie świa
tłem UV limfocytów pochodzących od ludzi zdrowych i chorych na CLL.

Wiele związków chemicznych, które same w sobie nie są czynnikami 
rakotwórczymi, powoduje nasilenie karcynogenezy indukowanej przez

http://rcin.org.pl



R O L A  U S Z K O D Z E Ń  D N A 29

inne czynniki. Istnieje hipoteza, że te ,,promotory raka” działają poprzez 
hamowanie procesu reperacji [11]. Badania prowadzone nad hamowa
niem procesu replikacji semikonserwatywnej [10, 12, 25, 32, 38, 50, 61] 
i hamowaniem replikacji reperacyjnej ,[12, 19, 21, 24, 26, 36] wykazują, 
że nie ma związku, który by wybiórczo hamował wszystkie procesy re- 
peracyjne. Na przykład kofeina, hamująca reperację wycinającą u bak
terii, nie wydaje się hamować tego procesu w testowanych komórkach 
ssaków [52], natomiast wyraźnie wpływa na reperację postreplikacyjną 
[12, 24]. Badania prowadzone na hodowlach fibroblastów pochodzących 
od dawców chorych na xeroderma pigmentosum wykazały, że kofeina 
hamuje proces zabudowywania luk w łańcuchach potomnych, powsta
łych w czasie reperacji postreplikacyjnej, prawdopodobnie poprzez ha
mowanie enzymu — esterazy dwufosforanowej. Efekt jej działania obser
wuje się jako zwiększenie wrażliwości na światło w niektórych scho
rzeniach skóry.

Michael i Williams [30] badali wpływ na proces reperacji DNA po
wszechnie używanego w profilaktyce czynnika przeciwmalarycznego, ja
kim jest chlorochinina [CLQ]. Autorzy powodowali uszkodzenia DNA 
metanosulfonianem metylu (MMS) w komórkach wątrobowych szczurów 
i podczas procesu reperacyjnego dodawali chlorochininę. Stwierdzili, że 
CLQ hamuje reperację uszkodzonego DNA i zwiększa działanie tok
syczne MMS. Mechanizm działania nie jest znany, prawdopodobnie za
chodzi tu interakcja z DNA. Wprawdzie CLQ hamuje również syntezę 
białek, co wpływa zapewne na obniżenie procesu reperacji, lecz nie jest
główną przyczyną jego zahamowania. Potwierdza to fakt, że cyklohek- 
simid, który w równym stopniu jak CLQ hamuje syntezę białek, nie ma 
wpływu na obniżenie syntezy reperacyjnej DNA [26].

Innym ciekawym związkiem jest arabinozyd cytozyny (l-^-D-arabi- 
nofuranosylcytozyna, araC). Ten stosowany w lecznictwie czynnik prze- 
ciwbiałaczkowy wykazuje zdolność hamowania reperacji uszkodzeń po
wodowanych przez światło UV i niektóre związki chemiczne [1,21,26,36, 
59, 60], jak mitomycyna C i pochodne guanidyny. Działanie araC polega 
prawdopodobnie na zahamowaniu polimerazy DNA [21, 26] i zależy 
od fazy cyklu życiowego komórki. Maksimum czułości przypada na póź
ną fazę S i wczesną Gx [21].

•  •

M OŻLIW OŚCI ZA STO SO W A N IA  PO M IA R U  STO PN IA  R E P E R A C JI JA K O  
W SK A ŹN IK A  ZDOLNOŚCI M U TA G EN N Y CH  I KARCYNOGENNYCH

W badaniach właściwości mutagennych i karcynogennych związków 
chemicznych ważną sprawą jest uwzględnienie faktu, że niektóre czyn
niki w postaci pierwotnej są nieaktywne i wymagają konwersji do form
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ostatecznie rakotwórczych. Tego rodzaju przemiana może mieć miejsce 
również in vitro i polega na przekształceniu się w metabolity. W piśmien
nictwie przedstawiono kilka różnych możliwości uzyskania przemiany 
prokarcynogenów w warunkach doświadczalnych; można je podzielić na 
trzy zasadnicze grupy:

1. Zastosowanie mieszaniny aktywującej, która składa się z frakcji 
mikrosomalnej wątroby i NADPH. Układ ten wykorzystali w swojej 
pracy Laishes i Stich .[23], wykazując różnice w działaniu uszkadzają
cym DNA dwumetylonitrozoaminy przed i po aktywacji.

2. Zastosowanie komórek różnicujących się, zachowujących zdolność 
do aktywacji prokarcynogenów i specyficzną dla narządów, z których 
pochodzą, odpowiedź na działanie związku chemicznego. Tę atrakcyjną 
formę badań, pozwalającą na uniknięcie pracochłonnego przygotowania 
mieszaniny aktywującej, wykorzystał w swoich pracach Williams
[54-58].

3. Zastosowanie kombinowanej metody in vivo/in vitro. Związek 
chemiczny jest podawany zwierzętom różnymi drogami, a efekt jego 
działania uszkadzającego DNA w postaci syntezy reperacyjnej badany 
jest in vitro w hodowli tkanek lub narządów [2, 45-47], Trochę inne 
rozwiązanie zastosowali Cox i wsp. [13], podając dootrzewnowo szczu
rom metanosulfonian metylu i badając w odstępach czasowych w gra- 
diencie stężeń sacharozy zmiany DNA.

Pomysł skryningu, umożliwiającego wykazanie zdolności związków 
chemicznych do wywołania mutacji i zmian nowotworowych, opiera się 
na pomiarze wielkości reperacji przez wycinanie. Jej wielkość można 
mierzyć inkorporacją trytowanej tymidyny (lub innych prekursorów 
DNA), autoradiograficznie lub metodą scyntylacyjną (pomiar nie kontro
lowanej syntezy DNA podczas zablokowania replikacji semikonserwa- 
tywnej). Pomiary te są powszechnie przyjmowane jako odbicie zdolności 
komórki do usunięcia uszkodzonego miejsca w DNA.

Nasuwa się pytanie, czy pomiar nie kontrolowanej syntezy DNA 
można przyjąć jako rzetelny wskaźnik ilościowy i jakościowy potencji 
mutagennych i karcynogennych. Poważną trudnością w interpretacji 
tego zjawiska jest fakt, że nie kontrolowana synteza DNA jest średnią 
z uszkodzeń we wszystkich komórkach populacji, a mutacja zależy od 
liczby nie reperowanych uszkodzeń w małym odsetku komórek. Cleaver 
i wsp. [11] sugerują, że liczba uszkodzeń naprawianych jest taką samą 
częścią ogólnie wywołanych uszkodzeń, co pozwala na wnioskowanie 
przy zachowaniu jednakowych warunków doświadczenia.

Szeroki zakres prowadzonych badań [3, 4, 27, 29, 34, 39, 42, 44, 51, 
54, 57] wskazuje na zależności między zdolnością do wywołania nie kon
trolowanej syntezy DNA a procesem nowotworowym i możliwość zasto
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sowania tego pomiaru do wykrywania chemicznych związków rakotwór
czych. San i Stich [42] przebadali zdolność do wywołania syntezy repe- 
racyjnej 64 związków chemicznych w hodowlach ludzkich fibroblastów. 
Wielkość nie kontrolowanej syntezy DNA mierzyli na podstawie inkor
poracji trytowanej tymidyny. Wszystkie związki rakotwórcze działające 
bezpośrednio lub pośrednio powodowały uszkodzenia DNA w przeci
wieństwie do związków nierakotwórczych. Również Stich i wsp. [46] 
podają wykaz 87 związków chemicznych podzielonych na grupy w za
leżności od zdolności wywołania syntezy reperacyjnej w hodowlach 
ludzkich fibroblastów. Stwierdzili oni wyraźną zależność między po
tencją rakotwórczą a zdolnością do wywołania syntezy reperacyjnej. 
Poziom syntezy reperacyjnej zależy od stężenia, czasu działania i rodzaju 
czynnika rakotwórczego. Obserwuje się także różnice w zależności od 
gatunku komórek i wieku hodowli [16, 52].

Wielkość syntezy reperacyjnej nie zawsze jest ilościowym odpowied
nikiem potencji rakotwórczych; np. aby wywołać syntezę reperacyjną 
tej samej wielkości przez l-oxyd-4-nitrochinoliny (4NQO) i epoxyd-20- 
-metylocholantrenu (epoxyMCA), należy zastosować 1000 razy większą 
dawkę epoksydu MCA niż 4NQO, chociaż 4NQO nie jest tysiąckrotnie 
silniejszym karcynogenem [42].

Należy jeszcze zwrócić uwagę na fakt, że szereg karcynogenów wy
kazuje powinowactwo narządowe, np. azaseryna [27] jest karcynogenem 
dla trzustki, nerek i wątroby, a 4NQO [46] działa silniej na tkankę płuc
ną niż na nerki i wątrobę.

Należy również pamiętać, że każda cecha fenotypowa jest wynikiem 
interakcji czynników genetycznych i środowiskowych. Dlatego w ogól
nym aspekcie rozważań trzeba uwzględnić jeszcze wiek, płeć, rasę i po-

*

chodzenie geograficzne [20, 37].
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OKRĘŻNY STRUMIEŃ CYTOPLAZMATYCZNY
W KOMÓRCE PARAMECIUM

I. OGÓLNA C H A R A K TER Y STY K A  

R O TA TIO N A L CY TO PLA SM IC ST R E A M IN G  IN P A R A M E C IU M  CELL

I .  G E N E R A L  C H A R A C T E R

Je rz y  S IK O R A

Z akład  Biologii K om órki, In s ty tu t  Biologii D ośw iadczalnej
im. M. N enckiego w  W arszaw ie

Streszczen ie .  W ystępu jący  u  orzęsków  z ro d za ju  P ara m ec iu m  ok rężny  s tru m ień  
cy top lazm atyczny  jes t dogodnym  m odelem  do b a d a ń  d y n am ik i ru ch u  cytoplazm y 
i m ożliw ych  do zaobserw ow ania  efek tów  dz ia łan ia  sił w y tw orzonych  na  poziomie 
m o lek u la rn y m . W ysunię to  przypuszczenie, że w iększość dotychczas opisanych form  
ru ch u  cy toplazm y m a ten  sam  m ech an izm  m o leku la rny . P rze jaw y  dzia łan ia  tego 
m ech an izm u  są uzależnione od lokalizacji s t ru k tu r  napędzających  oraz  prędkości 
i ilości cy toplazm y bezpośrednio  zaangażow anej w  d an y m  ruchu . T ym  sam ym  
w nioski, w y n ika jące  z b a d a ń  nad  d y n am ik ą  s tru m ien ia  cy toplazm atycznego u P a
ram ec ium ,  m ogą być pom ocne w  poznan iu  ru ch ó w  cy top lazm atycznych  w y stę 
pu jących  w  innych  kom órkach .

S u m m a ry .  C iliates of genus P aram ecium  d e m o n s tra te s  ro ta tio n a l cy toplasm ic s t r e a 
m ing  w hich  m ay  serve  as a conven ien t m odel to s tu d y  dynam ics of cytoplasm ic 
m otility  and  transm iss ion  of the  force  from  m o lecu la r  in to  visible  level. P re su m ab ly  
m ost of the  cytoplasm ic m o tili ty  form s a re  d r iv en  by th e  sam e m o lecu la r  p ro 
pu lsive  m echanism , w hile  d ifferences b e tw een  th em  depends chiefly  on velocity, 
a m o u n t of cy top lasm  involved d irec tly  in a g iven  m otion  and  on localization of 
th e  p ropu ls ive  s tru c tu res . T here fo re  conclusions d ra w n  upon  studies of cy toplasm ic 
s tre a m in g  in P a ra m ec iu m , m igh t be h e lp fu l in u n d e rs tan d in g  of the  unreso lved  
questions of some m otile  even ts  in  o th e r  cells.

Jedną z form aktywności ruchowej niektórych komórek roślin i pier
wotniaków jest łatwo zauważalny pod mikroskopem szybki przepływ 
stosunkowo dużych mas cytoplazmy, nazwany obrazowo strumieniem 
cytoplazmatycznym [1, 2, 14-17, 20, 21, 25, 31, 34, 50]. Cytoplazma więk-
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szóści komórek Eukaryota nie wykazuje ruchów o takim charakterze. 
Regułą są ruchy powolne, które stwierdzić można jedynie za pomocą 
specjalnej aparatury filmowej przystosowanej do zdjęć poklatkowych. 
Ruchliwość wewnątrzkomórkowa pod postacią strumienia cytoplazma- 
tycznego nie wydaje się jednak zjawiskiem wyjątkowym, wymagającym 
poszukiwania odrębnęgo i specyficznego mechanizmu napędowego. Wy
różniane bowiem dotychczas formy ruchu cytoplazmy: saltacyjne (salt
ation*), przepływowe (circulation*) i różne odmiany strumienia cytopla- 
zmatycznego (cytoplasmic streaming*) [2, 16, 17] są w stanie przechodzić 
jedna w drugą [13, 17, 30, 34, 38]. Istnieją więc podstawy aby sądzić, że 
różnice między większością dotychczas wyróżnianych form ruchu cyto
plazmy wynikają w dużej mierze z różnic maksymalnych prędkości cy
toplazmy, jakie stwierdza się w różnych komórkach (tabela), z ilo-

TABELA

Maksymalne prędkości strumienia cytoplazmatycznego ([17] uzupełnione)

Obiekt Prędkość 
(p.m s-1)

Śluzowiec Physarum polyceplialum 1350
Strzępki Humana leucoloma 250
Komórki międzywięźla Chara braunii 60
Ameba Chaos chaos 30
Komórki chwytników Nitella 20
Otwornica Allogromia laticollaris 12
Komórki roślin Euphorbia i Nicotiana 6
Włośnik Ze a mays 6
Orzęsek Paramecium bursaria 5,4
Komórki pręcików Tradescantia virginica 5
Szybki przepływ aksoplazmy w neuronach 4,6
Komórki skórki Allium cepa 4
Orzęsek Paramecium caudatum 3,4.
A ce tabularia calyculus 3
Orzęsek Paramecium aurelia 2,5
Orzęsek Paramecium calkinsi 2,1
Wolny przepływ aksoplazmy w neuronach 0,4

ści cytoplazmy zaangażowanej bezpośrednio w tym ruchu i lokalizacji 
'struktur napędzających. W takim ujęciu strumień cytoplazmatyczny 
jest jedynie jedną z najbardziej dynamicznych form ruchu cytoplazmy. 
Natomiast te ruchy cytoplazmatyczne, których nie sposób dostrzec bez
pośrednio pod mikroskopem, gdyż mają bardzo małe prędkości, powinny 
zostać zaliczone do ruchów cytoplazmatycznych i włączone do klasyfi
kacji jako jedna z jej form.

* W edług term inolog ii anglosaskiej.
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Ważną implikacją takiego ujęcia ruchów cytoplazmatycznych jest su
gestia, że zapewne większość przemieszczeń organelli komórkowych i in
nych struk tur w czasie całego życia komórki, a zwłaszcza w okresie jej 
różnicowania się, może być spełniana przez sprawny transport wewnątrz
komórkowy, który swym charakterem niewiele odbiega od okrężnego 
strumienia cytoplazmatycznego u Paramecium [34].

U pierwotniaków strumień cytoplazmatyczny opisany został przede 
wszystkim u orzęsków z rodzaju Paramecium [34]. We wnętrzu tych 
komórek cytoplazma płynie stale w tym samym kierunku. Obieg two
rzy zamkniętą pętlę. Ruch cytoplazmy w tej formie odbywa się przez 
większość cyklu międzypodziałowego. Jedynie w okresie bezpośrednio 
poprzedzającym podział Paramecium oraz w pewnej fazie koniugacji 
zawsze następuje zatrzymanie strumienia cytoplazmatycznego. Zdarzają 
się również krótkotrwałe spontaniczne zatrzymania ruchu [34, 37-39]. 
W okresie odtwarzania strumienia cytoplazmatycznego cząstki zawie
szone w cytoplazmie wykonują większość wspomnianych uprzednio 
form ruchu cytoplazmy [22, 23, 33, 37-39]. Najpierw pojawiają się 
ruchy zbliżone swym charakterem do saltacyjnych, później przepły
wowe, aż ukształtuje się regularny strumień cytoplazmatyczny. Obser
wacja ta stanowi potwierdzenie sugestii o możliwości przechodzenia róż
nych form ruchu cytoplazmy jedna w drugą [2, 13, 17, 33, 37, 39].

W literaturze na temat mechanizmów napędzających strumień cyto
plazmatyczny największe kontrowersje wzbudzają zagadnienia doty
czące: sposobu wytwarzania siły napędowej, lokalizacji punktów napędu 
oraz transmisji sił na struktury dostrzegalne w komórce. Dla przykładu, 
następującym mechanizmom przypisuje się napędzanie strumienia cyto
plazmatycznego: aktywnemu poślizgowi na granicy ekto- i endoplazmy 
u Chara, Nitella i Paramecium [14-16, 18, 19], sinusoidalnemu falowaniu 
rozgałęzionych pgczków mikrofilamentów aktynowych wraz z poślizgiem 
na granicy ektoplazmatycznego żelu i upłynnionej endoplazmy u Ni
tella [2], rozproszonemu systemowi skurczowemu opartemu na inter
akcji mikrofilamentów aktynowych z miozyną w obrębie samego stru
mienia cytoplazmatycznego u Paramecium [35], skurczowi tylnej części 
ciała ameby wywołującego hydrostatyczne nadciśnienie przepychające 
cytoplazmę do przodu u Amoeba proteus ,[1, 20, 27, 42], żelifikacji ekto- 
plazmatycznej tuby wytwarzającej podciśnienie i zarazem siłę ciągnącą 
lepkoelastyczną cytoplazmę w kierunku wysuwającej się nibynóżki 
u Amoeba proteus i Chaos chaos [1] oraz skurczom ścian kanałów ślu- 
zowca Physarum polycephalum  [48]. Większość autorów wymienionych 
mechanizmów napędowych uważa, że interakcja mikrofilamentów akty
nowych z miozynami leży u pcdstaw molekularnych mechanizmów na
pędzających strumień cytoplazmatyczny. Istnieją liczne opracowania [7,
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13, 30, 47] sugerujące, że mikrotubule również biorą aktywny udział 
w wytwarzaniu siły napędzającej strumień cytoplazmatyczny, np. u nie
których orzęsków [11, 44-46], słonecznic [28, 32, 43] oraz aksoplazmy 
w neuronach [24, 26]. Równolegle pojawiają się liczne dowody na współ- 
występowanie mikrotubuli z aktyną lub nawet współdziałanie mikrotu- 
buli z mikrofilamentami aktynowymi w wytwarzaniu siły napędzającej 
ruchy cytoplazmy bądź organelli komórkowych [3, 5, 6, 8-12, 29, 49].

Wprawdzie brak jeszcze bezpośrednich dowodów, mimo to istnieje 
duże prawdopodobieństwo, że interakcja mikrofilamentów aktynowych 
z miozyną jest źródłem sił wektorowych napędzających strumień cyto
plazmatyczny u Paramecium [35]. Bezpośrednie stwierdzenie tego faktu
wymagałoby wyodrębnienia poruszającej się cytoplazmy (brak widocz
nych różnic w ultrastrukturze między cytoplazmą ruchomą i nierucho
mą [36]) i stwierdzenia obecności elementów przypuszczalnego systemu 
napędowego, co jest zadaniem technicznie bardzo trudnym. Wykrycie 
ruchów saltacyjnych wykonywanych przez cząstki w obrębie strumienia 
cytoplazmatycznego u Nitella [2] i u Paramecium [34, 40] oraz poza obrę
bem strumienia [4] daje podstawy do przypuszczenia, że strumień cyto
plazmatyczny u Paramecium, a być może również u innych organizmów,
jest zbiorem jednostkowych oddziaływań mechanizmu napędowego. Jest 
to zapewne zbiór ruchów saltacyjnych [34]. Badania te mogą stanowić 
podstawę do opisu sposobów i mechanizmów przekazywania napędu 
z poziomu molekularnego na dostrzegalny.

Dla wyodrębnienia składowych elementów ruchu wytwarzanego 
przez mechanizm napędowy, najwygodniejszą z punktu widzenia eks
perymentatora jest taka sytuacja, gdy efektor położony jest możliwie 
najbliżej podstawowych struktur biorących udział w przetwarzaniu ener
gii chemicznej w mechaniczną oraz gdy funkcje systemu ruchowego są
nieliczne i proste. Warunki te spełnia komórka mięśniowa jak również 
strumień cytoplazmatyczny u Paramecium. Punkty napędu są bowiem
równomiernie rozproszone w całej strefie strumienia [41], ruch odbywa 
się w stałym kierunku [21], a funkcje ograniczone do transportu skład
ników cytoplazmy i organelli [34]. Bardzo istotnym faktem jest to, że 
strumień cytoplazmatyczny u Paramecium nie jest bezpośrednio zwią
zany z lokomocją całej komórki. Tym samym wpływ otaczającego śro
dowiska na mechanizm napędowy jest znacznie ograniczony [35].

Szczegóły dotyczące właściwości dynamicznych strumienia, przypusz
czalnego mechanizmu napędowego oraz kontroli są przedstawione w dwu 
kolejnych artykułach [34, 35].

S kładam  serdeczne podziękow anie prof, d r  Leszkow i K u źn ick iem u  za dyskusję  
i cenne uw agi w  czasie op racow yw an ia  tego a r ty k u łu .
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OKRĘŻNY STRUMIEŃ CYTOPLAZMATYCZNY 
W KOMÓRCE PARAMECIUM
II. W ŁA ŚCIW O ŚCI DYNAM ICZNE 

R O TA TIO N A L C Y TO PLA SM IC  STREA M IN G  IN P A R A M E C IU M  CELL
I I .  D Y N A M I C  P R O P E R T I E S

Je rz y  SIK O RA

Z ak ład  Biologii K om órki, In s ty tu t  Biologii D ośw iadczalnej
im. M. N enckiego w  W arszaw ie

Streszczen ie .  U orzęsków  rodza ju  P aram ec ium  w ys tęp u je  okrężny s tru m ień  cyto- 
p lazm aty czn y  ob iegający  ko m ó rk ę  po określonym  torze, a unoszone cząstk i (k ry 
szta ły , m itochondria , n ie  osadzone trichocysty) w  p rzew aża jące j liczbie zachow ują  
s ta ły  k ie ru n ek . S to su jąc  now e m etody  im m obilizacji kom órk i, obserw acji i r e je 
s t ra c j i  ru c h u  cy top lazm y usta lone  zostały  dynam iczne  w łaściw ości cząstek unoszo
nych  przez cy toplazm ę. S tw ierdzono, że: rozk ład  prędkości w spółosiow ych w a rs tw  
cy top lazm y jes t zbliżony do parabo li, p rzec ię tna  w ydajność  p rzep ływ u w  różnych 
odcinkach  s tru m ien ia  je s t  s ta ła , e lem e n ta rn y  e fek t napędow y  p rze jaw ia  się jako  
ru c h  sa ltacy jny , m ie jsca  n ap ęd u  rozproszone są w  całej m asie  cytoplazm y, n a to 
m ia s t  n ieznany  je s t m echan izm  pow odujący , że cy top lazm a p łyn ie  w  s ta ły m  k ie 
ru n k u .

S u m m a r y .  P aram ecium ,  am ong ciliates d em o n stra te s  ro ta tio n a l cy toplasm ic  s t r e a 
m ing , w h e re  m ost of partic les  (crystals, m ito ch on d ria  and  u n in se r ted  trichocysts) 
flow  along p e rm a n e n t  route , in constan t d irection . By m eans of novel m ethods of 
im m obilization , obse rva tion  and  reco rd ing  of cy toplasm ic s tream ing , som e dynam ic 
p ro p e rtie s  of pa rtic les  being tra n sp o r te d  by cy top lasm  have  been  s ta ted : velocity  
d is tr ib u tio n  of coax ia l layers  of cy toplasm ic s tre am in g  has p a rab o id a l shape, the  
m e a n  flow  efficiency of cy top lasm  a t  d if fe ren t exam ined  regions of s tream in g  
is constan t, the  sa lta tio ns  of pa rtic les  a re  p ro b ab ly  th e  re su lt  of random ly  d is t r i 
b u te d  p r im a ry  p ropu ls ion  effect in cytoplasm . The p o la r i ty  gu idance  system  of 
ro ta t io n a l  cy top lasm ic  s tream in g  rem ain s  uknow n.

W PR O W A D ZEN IE

Jedną z form wewnątrzkomórkowej aktywności ruchowej niektórych 
komórek jest okrężny strumień cytoplazmatyczny, znany pod nazwą
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cyklozy u roślin. Odkrywcą tego typu ruchu cytoplazmy w komórkach 
roślinnych był Corti [19]. Od ponad dwóch wieków widok strumienia 
cytoplazmatycznego fascynuje wielu badaczy, niemniej jego mechaniz
my, a nawet funkcje nie są dotychczas w pełni wyjaśnione. W klasycz
nym wśród pierwotniaków obiekcie eksperymentalnym, jakim jest Pa
ramecium, zjawisko zwane początkowo cyklozą zaobserwowali Gruithau- 
sen [28] i Ehrenberg [20], natomiast bardziej dokładny opis okrężnego 
strumienia cytoplazmy pochodzi z prac Wallengrena [97], Nirensteina 
[65] i Billsa [11]. Hipotezy tłumaczące mechanizm napędu okrężnego 
strumienia cytoplozmatycznego [44] pochodziły głównie od badaczy zaj
mujących się komórkami roślinnymi chwytników i międzywęźli Chara 
i Nitella■ [2, 12, 33, 74]. Badania Koenumy [49] nad okrężnym strumie
niem cytoplazmatycznym u Paramecium caudatum sugerowały wystę
powanie sigmoidalnego rozkładu prędkości ruchu cytoplazmy, analogicz
nego do stwierdzonego u Nitella. Tego typu rozkład sugerował, że me
chanizm napędowy cytoplazmy u Paramecium oparty jest na aktywnym 
poślizgu na granicy ekto- i endoplazmy [45, 85]. Koncepcja ta na długie 
lata weszła do literatury naukowej, powtarzana w licznych opracowa
niach przeglądowych i monograficznych [38, 39, 40, 41].

Dalsze prace służące wyjaśnieniu mechanizmów napędu cytoplazmy
uzależnione były w dużym stopniu od rozwoju metod badawczych.
Wprowadzając nowe techniki immobilizacji, rejestracji fotograficZn'ej
i filmowej Kuźnicki i Sikora [53—55, 57, 75—87, 98] znacznie rozszerzyli
dotychczasową wiedzę o ruchu cytoplazmy u orzęsków. Stworzyło to
podstawę do uogólnień i wysunięcia hipotezy o siłach napędzających cy-
toplazmę w układzie zamkniętej pętli, jaką jest okrężny strumień obie
gający komórkę Paramecium.

R O ZW Ó J METOD O B SER W A CJI I R E JE S T R A C JI ST R U M IE N IA
CY TOPLAZM ATYCZNEGO U P A R A M E C IU M

Bardzo dogodnym modelem dla badania własności dynamicznych 
strumienia cytoplazmatycznego są komórki orzęsków z rodzaju Parame
cium. U osobników immobilizowanych można łatwo zaobserwować pod 
mikroskopem optycznym ruch cytoplazmy w postaci obiegającego ko
mórkę strumienia w kształcie pętli (rye. 1). Orzęski praktycznie przez 
cały czas swego życia pływają. Jedynie czasami, podczas intensywnego 
żerowania nieruchomieją, przywierając rzęskami do podłoża (tigmotak- 
sja). Ten czas bezruchu jest jednak na tyle krótki, że nie ma możliwości 
wykonania dokładnych obserwacji lub dłużej trwających pomiarów. 
W celu zwolnienia prędkości pływania orzęsków stosowano zazwyczaj 
środowiska o zwiększonej lepkości, takie jak 1 - 5% roztwory metylo
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celulozy [13, 60, 103-107]. Stwierdzono jednak, że roztwory o wyższych
stężeniach metylocelulozy i związków pochodnych są toksyczne [101]. 
W roztworach o niższych stężeniach 1 - l,2°/o powodują utratę rzęsek, 
o ile orzęski przebywały w tym środowisku przez dłuższy czas [52]. 
Stosowany przez Lubocką i Dębowskiego [59] dla uzyskania lepkiego 
środowiska śluz z wiśni nie był wprawdzie toksyczny, ale zaburzał obieg 
wodniczek pokarmowych [54].

Szereg związków chemicznych, zależnie od stosowanego stężenia, po
woduje unieruchomienie rzęsek w mniejszym lub większym stopniu [29,

I

Rye. 1. Schem atyczna  re k o n s tru k c ja  to ru  s tru m ie n ia  cy toplazm atycznego w  kom órce
Paramecium

P o  l e w e j ,  w i d o k  k o m ó r k i  c z ę ś c io w o  o d  s t r o n y  p r a w e j  k r a w ę d z i  i c z ę ś c io w o  o d  b r z u s z n e j  
s t r o n y  c i a ł a .  M a  — m a k r o n u k l e u s ,  M i — m i k r o n u k l e u s ,  C y t  — c y t o s t o m ,  W t  — w o d n i c z k a  
t ę t n i ą c a .  S t r z a ł k a m i  o z n a c z o n o  k i e r u n e k  r u c h u  c y t o p l a z m y .  P o  p r a w e j ,  p r z e k r o j e  p o p r z e c z n e  
k o m ó r k i  n a  r ó ż n y c h  p o z i o m a c h ,  z z a r y s e m  „ k a n a ł u ” , p r z e z  k t ó r y  p ł y n i e  s t r u m i e ń  c y t o 
p l a z m a t y c z n y .  K i e r u n e k  r u c h u :  k r o p k i  — s k i e r o w a n y  w  s t r o n ę  p a t r z ą c e g o ,  k r z y ż y k i  —

o d d d a l a j ą c y  s ią  o d  p a t r z ą c e g o
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51, 69, 84, 90, 100]. Dla unieruchomiania pierwotniaków praktyczne za
stosowanie znalazły jedynie alkohole propylowy i izopropylowy [11, 36, 
48, 49], alkohol etylowy [90] oraz roztwory soli nikławych [5—7, 25-27]. 
Przestrzegając skrupulatnie procedurę immobilizacji jonami Ni2+, można 
uzyskać wysoki procent osobników wykazujących nie zaburzony ruch 
cytoplazmy przy całkowitym bezruchu komórki [84, 86, 87].

Bardzo skuteczną metodą unieruchamiania Paramecium jest wyko
rzystanie homologicznej surowicy odpornościowej względem antygenów 
powierzchniowych komórki [53-57, 77, 80-83]. Surowica w dużym roz
cieńczeniu (1:400-1:2000) powoduje sklejanie się rzęsek i unieruchomie
nie komórki. Zastrzeżenia Henshaw [32], dotyczące stosowania surowicy 
odpornościowej, wynikły z obserwacji uszkodzeń niektórych ultrastruk- 
tu r  u Tetrahymena pyrijormis pod wpływem wysokich stężeń surowicy
odpornościowej (1:1-1:40). Uszkodzenia te spowodowane były najpraw
dopodobniej niekompletną inaktywacją komplementu, który wywołuje 
bardzo rozległe i szybkie zmiany w komórce [18]. Mimo wielu zalet su
rowicy odpornościowej dla immobilizacji orzęsków, stosowanie jej stwa
rza jednak pewne niedogodności. Zlepione rzęski adsorbują z otaczają
cego roztworu zawiesinę, co stanowi duże utrudnienie w obserwacji i re
jestracji fotograficznej strumienia cytoplazmatycznego.

Aby wykluczyć ewentualne synergistyczne oddziaływanie czynników 
immobilizujących na rzęski i system napędowy cytoplazmy, stosowane 
są mechaniczne metody unieruchamiania za pomocą np. rotokompre- 
sora [99]. Technika ta jest jednak mało przydatna dla badań, gdyż wy
starczający dla unieruchomienia ucisk komórki deformuje ją na tyle, 
że następują zaburzenia strumienia cytoplazmatycznego aż do jego cał
kowitego zaniku. Znacznie dogodniejszą metodą jest zakotwiczenie orzę
sków karmionych cząstkami żelaza w stałym polu magnetycznym o ni
skim natężeniu (5,5-8,5 mT) [75]. Pozostawione w środowisku cząstki 
żelaza, łącząc się na skutek wzajemnego przyciągania, ustawiają się 
wzdłuż linii sił pola magnetycznego. Przepływające w pobliżu orzęski 
z wodniczkami pokarmowymi wypełnionymi cząstkami żelaza przywie- 
rają do zespołu połączonych cząstek żelaza i zostają unieruchomione.

Odrzęsianie za pomocą wodzianu chloralu [50] oraz za pomocą dibu- 
kainy [72, 96] prowadzi do unieruchomienia strumienia cytoplazma
tycznego, prawdopodobnie na skutek uszkodzenia komórek [47].

Wprawdzie każda z dotychczas opracowanych metod służących do
unieruchamiania orzęsków wpływa w mniejszym lub większym stopniu
zakłócająco na jego fizjologię, to jednak wybór kilku metod pozwala
z dużym prawdopodobieństwem ocenić zakres oddziaływania immobi
lizacji na strumień cytoplazmatyczny.

Strumień cytoplazmatyczny można obserwować lub rejestrować za
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pomocą wskaźników ruchu cytoplazmy, jakimi są: mitochondria, nie 
osadzone trichocysty, kryształy oraz w pewnych wypadkach Wodniczki 
pokarmowe. Najprostszą i przez wielu badaczy stosowaną metodą jest 
bezpośrednia obserwacja pod mikroskopem świetlnym (w powiększe
niach od około 100 razy) ruchu kryształów zawieszonych w cytoplazmie 
i unoszonych przez nią. Prędkość poruszania się kryształów może być 
dość łatwo, choć mało precyzyjnie, mierzona poprzez pomiar czasu po
trzebnego na przemieszczenie się określonego kryształu między punkta
mi na skali umieszczonej w okularze mikroskopu o znanej długości [48, 
49, 53, 55, 103-106]. Dalszym udoskonaleniem rejestracji ruchu krysz
tałów było zastosowanie mikroskopu polaryzacyjnego [53, 56, 57, 77, BO
SS]. Wykorzystano w tej metodzie silną dwójłomność światła spolaryzo
wanego przez kryształy naturalnie występujące w komórce Paramecium. 
Przy skrzyżowanych, polaryzatorze i analizatorze mikroskopu polaryza
cyjnego, są one łatwo widoczne, jako świecące punkty na czarnym tle. 
Fotografowanie poruszających się kryształów przy wydłużonym czasie 
ekspozycji do kilkunastu sekund daje na zdjęciu obraz dróg poruszają
cych się kryształów. Z długości śladu można wnosić o prędkości ruchu 
cytoplazmy unoszącej kryształ. Ponadto, położenie śladów i nierucho
mych kryształów pozwala na lokalizację poruszających się kryształów 
w stosunku do nieruchomych. Porównując położenie dróg na zdjęciu 
wykonanym w świetle spolaryzowanym, a następnie — w świetle bia
łym, można z dużą dokładnością prześledzić przebieg strumienia w ko
mórce. Ta metoda rejestracji może jednak dać fałszywy obraz śladu 
pojedynczych kryształów. Dwójłomność związana jest bowiem z okre
ślonymi osiami kryształtu, który płynąc i obracając się może być przez 
pewien moment niewidoczny, znacząc ślad krótszy od rzeczywistej drogi. 
Ponadto, nie wszystkie kryształy są dobrymi wyznacznikami ruchu, 
gdyż część z nich stanowi stosunkowo duże struktury 3-5 jim długości.

Wykorzystanie mikroskopu interferencyjnego, a zwłaszcza systemu 
Nomarskiego, pozwala na śledzenie ruchu małych elementów jako 
wskaźników ruchu cytoplazmy, np. mitochondriów i nie osadzonych tri- 
chocyst [85-87]. Zdecydowanie najlepszym narzędziem rejestracyjnym 
jest kamera filmowa. Pomiar prędkości ruchu cząstek zarejestrowanych 
na filmie jest znacznym udoskonaleniem metod rejestracji ruchu cyto
plazmy. Służy temu zestaw zastosowany przez Kamiyę [43] dla pomiaru 
prędkości strumienia cytoplazmatycznego u śluzowców. Udoskonalony 
zestaw służący do pomiaru prędkości ruchu cytoplazmy w różnych war
stwach strumienia składa się z: projektora filmowego, urządzenia do 
obracania obrazu, ekranu z odpowiednią podłużną szczeliną zaopatrzona 
w matówkę oraz z kamery fotograficznej o ciągłym i regulowanym prze
suwie błony negatywowej (ryc. 2). Obrazy cząstek płynących wraz ze

4 — P o s t ę p y  B io lo g i i  K o m ó r k i  1/81
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strumieniem cytoplazmatycznym na tle szczeliny w ekranie zostają utrwa
lone na przesuwającym się ze stałą prędkością negatywie kamery o ciąg
łym przesuwie błony. Ponieważ błona negatywowa w kamerze o przesu
wie ciągłym porusza się pod kątem prostym względem położenia szczeli
ny w ekranie, to obrazy cząstek poruszających się wzdłuż tej szczeliny 
na błonie negatywowej są widoczne jako mniej lub bardziej ukośnie prze-

Ryc. 2. S chem at zestaw u d la  re je s tra c j i  p rędkośc i ru ch u  cząstek w  różnych m ie js 
cach s tru m ien ia  cy top lazm atycznego  P aram ecium

P R  — p r o j e k t o r  f i l m o w y  z a o p a t r z o n y  w  o b i e k t y w  z w b u d o w a n y m  u r z ą d z e n i e m  d o  o b r a c a 
n i a  o b r a z u ,  E — e k r a n  z p ó ł p r z e z r o c z y s t ą  s z c z e l in ą ,  K  — k a m e r a  f o t o g r a f i c z n a  o  c i ą g ł y m ,

r e g u l o w a n y m  p r z e s u w i e  r i e g a t y w u

biegające ślady względem podstawy. Prędkość poruszania się cząstek V 
łatwo można wyliczyć ze wzoru: V = k tga, gdzie k jest współczynni
kiem proporcjonalności wyrażającym wartość pomiaru w (im s-1, kąt o. 
jest kątem zawartym między śladem poruszającej się cząstki a krawę
dzią błony negatywowej kamery o przesuwie ciągłym {86, 87]. Prędkość 
ruchu cytoplazmy zarejestrowana na filmie daje więc nieocenioną moż
liwość przeprowadzenia, równoległej w sensie czasowym, analizy wła
ściwości dynamicznych strumienia w różnych jego miejscach i różnych
rejonach komórki.

Stosując odpowiednie z wymienionych metod, można było ustalić 
geometrię „kanału”, którym cytoplazma przepływa w komórce, wyzna
czyć prędkość przepływu w różnych miejscach obiegu i we współosio
wych warstwach, poznać wydajność przepływu [86, 87] oraz wartość 
siły potrzebnej dla napędu. Obserwacje zaburzeń w ruchu cząstek uno
szonych przez strumień cytoplazmatyczny stały się podstawą dla przy
puszczenia, że strumień cytoplazmatyczny jako całość jest wynikiem 
•elementarnych ruchów saltacyjnych skierowanych zgodnie z polaryzacją
strumienia [85].
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ST R U K T U R A  I DYNAM IKA ST R U M IE N IA  CYTOPLA ZM A TY CZN EG O

U L T R A S T R U K T U R A  C Y T O P L A Z M Y  W  O B R Ę B I E  S T R U M I E N I A

Dotychczas nie udało się ujawnić zróżnicowania morfologicznego 
między tymi rejonami w komórce Paramecium, w których obserwuje 
się ruch w postaci strumienia, a tymi, gdzie cytoplazma nie płynie. Re
jon, w którym płynie strumień cytoplazmatyczny, nazwano umownie 
„kanałem”, gdyż jego przybliżone granice mogły być ustalone jedynie 
na podstawie filmowej analizy ruchu cząstek unoszonych przez cyto- 
plazmę [86, 87]. Przestrzeń, w której notuje się ruch cytoplazmy, ogra
niczona jest od strony zewnętrznej wewnętrzną powierzchnią pellikuli 
i strukturami do niej przyległymi, a od strony wewnętrznej — zżelifi- 
kowaną cytoplazmą z osadzonymi w niej makronukleusem i mikronu- 
kleusami, przedsionkiem, gardzielą i cytostomem (rye. 1). Warstwa zżeli- 
fikowana cytoplazmy o grubości do około 10 (im może znajdować się 
pod pellikulą.

Cytoplazma Paramecium, zdolna do ruchu w postaci okrężnego stru
mienia cytoplazmatycznego, nie była obiektem zbyt licznych badań, 
gdyż nie wyróżnia się swą budową w sposób istotny od innych komórek 
eukariotycznych. Zawiera ona: tubularne mitochondria, trichocysty, en- 
doplazmatyczne retikulum, rybosomy, granule glikogenu, krople tłusz
czu, symbiontyczne zoochlorelle (Paramecium bursaria), „parasymbion- 
tyczne” cząstki, obłonione kryształy, Wodniczki pokarmowe, nieliczne 
mikrotubule i ortotubule [22, 42, 101, 108]. Na granicy rozdzielczości 
mikroskopu elektronowego Jurand i Selman [42] wyróżniają między in
nymi ultrastrukturam i nieregularne włókniste elementy. Większe sku
pienia mitochondriów spotyka się pod pellikulą w bezpośredniej blisko
ści fibrylarnych struktur oraz trichocyst, natomiast w pozostałej prze
strzeni cytoplazmy brak widocznych skupień mitochondriów [42]. Endo- 
plazmatyczne retikulum w postaci pojedynczych spłaszczonych pęche
rzyków skupione jest również w strefie subpellikularnej. Według Som- 
mervilla i Sindena [89] około 70°/o rybosomów występuje w stanie wol
nym nie związanym z retikulum endoplazmatycznym. Aparat Golgiego 
w słabo rozwiniętej postaci został opisany jako zbiór nielicznych diktio- 
somów [66]. Granule glikogenu o średnicy około 40 nm wypełniają obfi
cie cytoplazmę [22, 42, 101]. Krople tłuszczu o nieregularnym kształcie 
[4, 73] mają średnicę około 0,5 |xm [42]. W różnych szczepach Parame
cium  z grupy, „aurelia” [91] występuje cała grupa parasymbiontów [88]. 
W odróżnieniu od symbiontycznych zoochlorelli u Paramecium bursaria 
[35], są to w większości bakterie lub baktei'iopodobne „komensale” [88]. 
W pobliżu kanałów nefrydialnych wodniczek tętniących występują re-
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gularnie ułożone pęczki tubuli o średnicy około 500 nm i długości około
1,3 nm. Ehret i de Haller [21] nazwali je systemem ortotubularnym. 
Występowanie ortotubuli stwierdzono ponadto w rejonie przewężenia 
podziałowego komórki Paramecium. Kryształy o niezidentyfikowanej 
budowie chemicznej występują u wszystkich gatunków i szczepów Pa
ramecium z wyjątkiem mutantów o zredukowanej liczbie kryształów. 
Na ogół mają one kształt nieregularny, choć w niektórych wypadkach 
można wyróżnić cechy charakterystyczne dla określonego gatunku. Są 
one otoczone błoną, mniej lub bardziej ściśle przylegającą do konturu 
samego kryształtu. Charakteryzują się różnymi wielkościami, choć
zwykle nie przekraczają 5 um długości. Silnie załamują światło spola
ryzowane [53].

W przestrzeni upłynnionej cytoplazmy występują Wodniczki pokar
mowe o różnej średnicy, zależnej m. in. od fazy w cyklu trawiennym  
i od rodzaju pokarmu [15-17, 61]. Pojawiają się również małe, o śred
nicy 0,2 ąm, wtórne Wodniczki trawienne [22, 42].

W całej cytoplazmie spotyka się nieliczne mikrotubule o przeciętnej 
średnicy 25 nm [68], natomiast ich skupiska tworzą ultrastrukturalne 
elementy subpellikularne [1, 22, 23, 42, 67]. Filamenty o średnicach od 
8,5 do 45 nm stwierdza się jedynie w strefie subpellikularnej [37]. Moż
na natomiast sądzić, że sieć włókien podrzęskowych rozciąga się głębiej 
w komórce, choć brak na to dotychczas dowodu, poza obserwacją J u 
randa i Selmana [42] włóknistych elementów na granicy rozdzielczości 
mikroskopu elektronowego.

Podsumowując, w strefie występowania strumienia cytoplazmatycz
nego występować mogą różne organelle: mitochondria, trichocysty, reti- 
kulum endoplazmatyczne, rybosomy, nieliczne mikrotubule oraz praw
dopodobnie mikrofilamenty. Przynajmniej niektóre z tych struktur bio
rą udział aktywny lub bierny w generacji ruchu. Muszą więc ulegać 
ciągłej przebudowie i dlatego charakter struktury może być niezwykle 
labilny [10, 62]. Uchwycenie różnic morfologicznych między cytoplazmą 
w stanie ruchu i nieruchomą jest zatem bardzo trudne, a być może nie
możliwe za pomocą obecnie dostępnych metod.

W Z O R Z E C  O B I E G U  C Y T O P L A Z M Y  W  K O M O R C E  P A R A M E C I U M

Znamienną cechą okrężnego strumienia cytoplazmatycznego u orzę-
f c  •

sków rodzaju Paramecium (Paramecium aurelia — różnych szczepów, 
P. caudatum, P. bursaria, P. multimicronucleatum  i P. calkinsi) jest to, 
że zasadniczy tor ruchu cytoplazmy jak i jej kierunek (rye. 1) pozo
stają w okresie międzypodziałowym stałe. Odchylenia od tego wzorca 
polegają na zwolnieniu lub zatrzymaniu ruchu [57, 77] i występują bądź 
spontanicznie, bądź też podczas podziału lub koniugacji [77, 80, 82, 83].
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Ponowne pojawienie się ruchu następuje w stałym kierunku i według 
stałego wzorca [53, 56, 77, 80-83]. Innym rodzajem odstępstwa od wzorca 
są zbliżone w swych przejawach do ruchów Browna oscylacyjne ruchy 
cząstek w cytoplazmie. Pojawiają się one po zatrzymaniu strumienia na 
skutek przekroczenia górnej granicy temperatury [55] oraz w czasie bez
pośrednio poprzedzającym pojawienie się ukierunkowanego ruchu po 
zatrzymaniu spontanicznym [57, 77]. Zatrzymaniu strumienia na skutek 
obniżenia temperatury [55], działania cytochalazyną B, kolchicyną i lumi- 
kolchicyną [98] oraz chlorowodorkiem papaweryny [79] nie towarzyszą 
wspomniane ruchy oscylacyjne cząstek zawieszonych w cytoplazmie.

S T R U M I E Ń  C Y T O P L A Z M A T Y C Z N Y  
W  I Z O L O W A N Y C H  F R A G M E N T A C H  K O M Ó R K I  P A R A M E C I U M

Przebieg strumienia cytoplazmatycznego można zmienić przez uszko
dzenie różnych rejonów komórki Paramecium. Na przykład, naświetla
jąc wiązką ultrafioletu wywołuje się lokalne zatrzymanie cytoplazmy 
w rejonie naświetlonym. Wówczas strumień cytoplazmatyczny opłynie 
„bardziej lepki” rejon [95]. W mikrochirurgicznie otrzymanych frag
mentach Paramecium caudatum stwierdzono występowanie strumienia 
cytoplazmatycznego płynącego w kierunku zgodnym z wzorcem nie 
uszkodzonej komórki [36]. Podobny efekt obserwuje się w komórkach 
Paramecium aurelia (tetraurelia), P. bursaria i P. multimicronucleatum, 
jeżeli rozdzieli się strumień cytoplazmatyczny przez mechaniczny ucisk 
komórki. Z reguły tworzą się dwa odrębne obiegi, w dwu nierozłączo- 
nych fragmentach komórki, przy czym kierunek ruchu pozostaje iden
tyczny jak w nie uszkodzonej komórce. Prędkość strumienia cytoplaz
matycznego przepływającego wzdłuż mikrochirurgicznych przecięć nie 
różni się od prędkości w sąsiadujących nienaruszonych rejonach stru
mienia [36]. Przedstawione wyniki potwierdzają sugestię Hosoi [36], że 
napęd cytoplazmy jest najprawdopodobniej równomiernie rozmieszczony 
w obrębie samego strumienia i nie jest bezpośrednio uzależniony od 
warstwy subpellikularnej. ,

P R O F I L  R O Z K Ł A D U  P R Ę D K O Ś C I  W  S T R U M I E N I U  C Y T O P L A Z M A T Y C Z N Y M

Przeciętna prędkość strumienia cytoplazmatycznego u Paramecium 
według Yamady [103] wynosi: przy temperaturze 25-27°C u P. bursa
ria — 5,4 pm s~:1, P. caudatum — 3,4 pm sT1, P. aurelia — 2,5 pm s—1, 
P. calkinsi — 2,1 [im s—1. Wartości te mogą zmieniać się w zależności 
od wielkości kryształów, które posłużyły jako wyznaczniki ruchu. Ya- 
mada [103] podaje, że u P. caudatum  prędkość może różnić się od 3,5 do 
2,7 pm sr-1, a u P. bursaria — od 5,5 do 3,6 pm s—*, jeżeli wykonano 
pomiary prędkości za pomocą kryształów o długościach około 1 i powyżej
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5 ąm. Prędkość strumienia cytoplazmatycznego nie zależy od wielkości 
komórki danego gatunku Paramecium [48, 103], natomiast zależy od 
temperatury otoczenia [48, 55], stężenia i rodzaju jonów w środowisku 
[48, 103] oraz innych czynników oddziaływających na napęd lub kon
systencję cytoplazmy [78, 79, 98].

Jak zostało to już wspomniane w części dotyczącej metod badania 
strumienia cytoplazmatycznego, większość pomiarów prędkości s tru 
mienia wykonywana była jako pomiar czasu potrzebnego na pokonanie 
przez określoną cząstkę odcinka drogi o długości około 10-20 [tm [48, 
55, 103]. Przy rygorystycznym przestrzeganiu zarówno warunków śro
dowiskowych, jak i miejsca pomiaru w komórce, można uznać tak 
prowadzone pomiary za porównywalne. Metoda ta pozwala wykonać 
pomiary jedynie na dłuższych prostych odcinkach strumienia. Bardziej 
precyzyjne pomiary wykonane na podstawie analizy filmowej wykazały, 
że prędkość strumienia cytoplazmatycznego nawet w stosunkowo bli
skich rejonach komórki może być różna [86, 87] (tabela). Ponadto, trzeba 
dodać, że prędkość ruchu cząstek unoszonych przez okrężny strumień 
cytoplazmatyczny różni się w zależności od tego, w jakim miejscu prze
kroju poprzecznego znajduje się analizowana cząstka.

Przeprowadzona przez Koenumę [49] analiza rozkładu prędkości 
cząstek w strumieniu cytoplazmatycznym u Paramecium doprowadziła 
go do wniosku, że profil rozkładu prędkości ma postać sigmoidalną,

Ryc. 3. R ozkład  prędkości ru ch u  k ry sz 
ta łów  w  s tru m ien iu  cy top lazm atycz
nym  P a ra m ec iu m  cauda tum ,  w edług  
K oenum y [49], p rzy taczany  jak o  do 
wód ak tyw nego  poślizgu na  g ran icy

ekto- i endop lazm y
O ś r z ę d n y c h  — p r ę d k o ś ć  s t r u m i e n i a ,  oś  
o d c i ę t y c h  — o d le g ło ś ć  o d  j e d n e j  z k r a 

w ę d z i  c i a ł a  k o m ó r k i

Ryc. 4. P a ra b o id a ln y  rozk ład  p rę d k o 
ści ru ch u  cytoplazm y w  „k an a le” u

P aram ecium  bursaria  [87]
O ś r z ę d n y c h  — p r ę d k o ś ć  s t r u m i e n i a ,  oś 
o d c i ę t y c h  — o d le g ło ś ć  o d  z e w n ę t r z n e j  k r a 

w ę d z i  c i a ł a  k o m ó r k i
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podobną do profilu opisanego u Nitella [45]. Według Koenumy [49] pręd
kość strumienia cytoplazmatycznego w bezpośredniej bliskości wewnętrz
nej powierzchni komórki jest największa, a oddalając się w głąb ciała 
stopniowo spada, aż do wartości zerowej, np. w przedniej części ko
mórki (ryc. 3).

Wprowadzenie nowych technik rejestracji ruchu cytoplazmy w świe
tle spolaryzowanym [53, 56, 57] dostarczyło szeregu nowych danych 
podważających koncepcję Koenumy [49]. Rejestracja ruchu kryształów 
w świetle spolaryzowanym nie mogła być jednak użyta dla ilościowej 
oceny prędkości przepływu warstw cytoplazmy w obrębie strumienia. 
Dopiero za pomocą analizy filmu udało się dosyć dokładnie ustalić 
u Paramecium bursaria i P. aurelia (tetraurelia) szczep 51, parametry 
ruchu cząstek unoszonych przez strumień w różnych rejonach komórki 
(tabela). Ponadto stwierdzono, że graficzny obraz rozkładu prędkości 
współosiowych warstw cytoplazmy w „kanale” przypomina spłaszczoną 
parabolę (ryc. 4) [86, 87].

W Ł A Ś C I W O Ś C I  R E O L O G I C Z N E  S T R U M I E N I A  C Y T O P L A Z M A T Y C Z N E G O

Lepkość, elastyczność oraz tarcie płynącej cytoplazmy o zżelifiko- 
wane krawędzie „kanału”, którym płynie strumień, powodują, że kształt 
profilu rozkładu prędkości współosiowych warstw cytoplazmy może być 
sinusoidą, parabolą prostą lub odwróconą. Kształt ten uzależniony jest 
od miejsc przyłożenia sił napędzających cytoplazmę.

Profil rozkładu prędkości ruchu cytoplazmy w kanałach Physarum  
polycephalum  [43, 44, 64] jak również w przedniej połowie poruszającej
się ameby [3] ma postać spłaszczonej paraboli. Ten kształt jest charak-

. •  1 .

terystyczny dla cieczy nienewtonowskich [92], gdy system napędowy 
wytwarza różnicę ciśnień. Rozkład prędkości cząstek zawieszonych we 
współosiowych warstwach w „przekroju optycznym”, przez który płynie 
cytoplazma u Paramecium, jest zbliżony do spłaszczonej paraboli [86, 
87]. Fakt ten może być punktem wyjścia dla charakterystyki właściwości 
Teologicznych strumienia cytoplazmatycznego u Paramecium. W środo
wisku lepkim, jakim jest cytoplazma Paramecium, mitochondria, nie osa
dzone trichocysty i małe kryształy poruszają się z prędkościami bardzo 
zbliżonymi do prędkości ośrodka. Ich gęstość jest prawdopodobnie zbli
żona do gęstości cytoplazmy, nie obserwuje się bowiem gromadzenia 
ich w określonych rejonach komórki w czasie immobilizacji na skutek 
działania siły grawitacyjnej.

Przestrzenną geometrię „kanału” Paramecium, przez który płynie 
cytoplazma, wyliczono na podstawie pomiarów dwu osi a i b (ryc. 5) 
Wodniczki pokarmowej nie wypełnionej zawiesiną [87]. Wodniczka ta 
w czasie swego obiegu okrężnego w komórce przechodziła przez różne
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odcinki „kanału”, które na skutek ucisku powodowały jej deformację 
i zmianę kształtu kolistego w elipsoidalny. W jednym z odcinków ka
nału wodniczka przyjmowała kształt niezwykle zbliżony do kolistego, 
a wartości średnic a i b były identyczne i zarazem najmniejsze spośród 
wykonanych w czasie obiegu Wodniczki pomiarów. Ta obserwacja po
zwoliła założyć, z dużym prawdopodobieństwem, że w tym rejonie „ka
nału” wszystkie trzy osie elipsoidy obrotowej a, b, c są sobie równe, 
a wodniczka pokarmowa przybrała kształt bardzo zbliżony do kuli. Na 
tej podstawie znając promień można było wyznaczyć objętość Wodniczki 
pokarmowej. Wobec krótkiego czasu, w którym nastąpiły kolejne trzy 
obiegi Wodniczki, ewentualne zmiany jej objętości związane z procesami 
trawiennymi [61] można było pominąć. Zakładając stałą objętość Wod
niczki pokarmowej w czasie wykonywania pomiarów oraz znając war-

Ryc. 5. Schem atyczna  rek o n s tru k c ja  geom etrii „ k a n a łu ” [87], k tó ry m  p łyn ie  okrężny 
s tru m ień  cy top lazm atyczny  (linia k resk o w an a)  w  różnych re jo n ach  k o m ó rk i Para

m e c iu m  bursaria
L i n i ą  c i ą g ł ą  o z n a c z o n o  k o l e j n e  p o ł o ż e n i a  k r a w ę d z i  W o d n ic z k i  t r a w i e n n e j ,  k t ó r a  p r z e m i e s z 
c z a ła  s ię  w  , ,k a n a l e ” . W e w n ą t r z  W o d n ic z k i  o z n a c z o n o  t r z y  os ie  e l i p s o i d y  o b r o t o w e j .  B r y ł a  
t a  n a j l e p i e j  o d d a j e  r z e c z y w i s t y  k s z t a ł t  W o d n ic z k i  t r a w i e n n e j .  K o m ó r k a  u ł o ż o n a  s t r o n ą  
g r z b i e t o w ą  do  p a t r z ą c e g o .  P o  p r a w e j ,  z m i a n y  ś r e d n i c  W o d n ic z k i  p o k a r m o w e j  o r a z  m a k s y 
m a l n e g o  z a s i ę g u  s t r u m i e n i a  c y t o p l a z m a t y c z n e g o .  O b r a z u j ą  o n e  z m i a n y  p r z e k r o j u  p o p r z e c z 

n e g o  „ k a n a ł u ”  w  r ó ż n y c h  m i e j s c a c h  k o m ó r k i  P a r a m e c i u m
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tości średnic a i b,  bez trudu wyliczono wartość średnicy c elipsoidy 
obrotowej, gdyż do takiej bryły najbardziej zbliżony był kształt Wod
niczki. Zarysy kolejnych położeń Wodniczki pokarmowej w „kanale” nie 
we wszystkich rejonach pokrywały się z zarysem granicy poruszających 
sią cząstek. Stąd, maksymalny zasięg strumienia cytoplazmatycznego 
został przyjęty jako średnica „kanału” bmax i stanowił czynnik dla dal
szych wyliczeń pola przekroju poprzecznego „kanału” i wydajności prze
pływu (tabela).

T A B E L A

Parametry „kanału” różnych rejonów okrężnego strumienia cytoplazmatycznego Paramecium 
bursaria, gdzie: ómax — maksymalny zasięg strumienia w płaszczyźnie ryc. 5, c — średnica „kanału”

w płaszczyźnie pionowej ryc. 5. Według [87]

Średnica „kanału”
Pole powierzchni 

przekroju poprzecz Średnie prędkości Wydajność prze

Rejon
nego „kanału” strumienia pływu strumienia 

Q = Sv 102
Ćmax

(nm)

„  ćmaxc?r
O —

V
c

(nm)
4

(nm2)
(lim s” 1) (p.m3 s-1)

I 16,60 11,49 149,8 ±8 ,8 2,77±0,44 4,1 ±0 ,6
II 15,13 11,77 139,9±8,8 3,30±0,44 4,6±0,7
III 11,67 12,84 117,9±8,8 3,20±0,24 3,8±0,4
IV 10,33 14,39 116,8±8,8 3,96±0,28 4,6±0,5
V 14,57 12,25 140,2 ±8 ,8 3,08 ±0,66 4,3±1,0
VI 17,33 10,86 147,8±8,8 2,86±0,66 4,2 ±1,0
VII 16,00 10,26 128,8±8,8 2,20±0,41 2,8±0,5
VIII 11,87 13,73 128,0±8,8 i 3,64±0,44 4,7 ±0,6

Pomiary prędkości ruchu cytoplazmy w różnych rejonach „kanału” 
wykazały, że rozkład prędkości na poziomie „przekroju optycznego” ma 
kształt paraboidalny. Odpowiada to laminarnemu przepływowi cieczy 
nienewtonowskiej w rurze o przekroju kołowym, pod wpływem różnicy 
ciśnień. Chociaż najbardziej prawdopodobny kształt przekroju poprzecz
nego „kanału” odbiega od przekroju kołowego (ryc. 1), niemniej przy
jęcie tego założenia nie ujmuje wiele wynikom, które należy traktować 
jako wartości przybliżone. Przy takich założeniach wartość siły napę
dowej F można wyliczyć na podstawie równania Poiseuilla:

F =  8ji?7 lv,
gdzie y — wartość lepkości dynamicznej (3-11 cP), l — długość „kana- . 
łu”, przez który przepływa okrężnie cytoplazma w komórce Paramecium 
(247,5 ^m), v — średnia prędkość (3,126 [im s—b- W zależności od przy
jętej wartości lepkości, siła napędzająca strumień wynosi od 5,8 do
21,3 X 10—11 N.
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Różnicę ciśnień P, jako wartość wypadkową działania siły napędza
jącej strumień cytoplazmatyczny, można wyliczyć ze wzoru Poiseuilla
[63]:

APR*
Q 8 tjl

gdzie Q jest wartością średnią wydajności przepływu, rj — wartością 
lepkości dynamicznej (3-11 cP), l — długością „kanału”, R — średnią 
wartością promienia „kanału”. Wartość różnicy ciśnienia wywołanego 
siłą napędową wynosi od 1,36 do 4,99 Nm2.

Z uwagi na przedstawione zastrzeżenia jak i na możliwość artefak
tów przy pomiarach lepkości [63], ocena tej wartości jest niezwykle 
trudna i wzbudza wiele wątpliwości [92]. Pomiary lepkości cytoplazmy 
u Paramecium [13, 24] jak i w innych komórkach [8, 30, 34, 46, 102] 
wskazały, że wartości lepkości dynamicznej zawarte są między 3 a 11 cP. 
Niemniej wahania tych wartości zależą od stanu funkcjonalnego okre
ślonego rejonu cytoplazmy i całej komórki [31, 34] i mogą być duże, co 
może znaleźć odzwierciedlenie w dynamice zjawisk ruchowych. Umiej
scowienie napędu w samej masie okrężnego strumienia cytoplazmatycz- 
nego u Paramecium [78, 86, 87] jak i w modelach ameb [31, 93] pod
kreśla jej funkcjonalną autonomiczność. Dlatego też różnica ciśnień wy
wołana siłą napędową powinna być traktowana jako przejaw stanu 
kinetycznego bardzo wielu punktów napędu [87] cytoplazmy. Ponieważ 
obieg cytoplazmy jest zamkniętym pierścieniem, należy więc sądzić, że 
gradient ciśnienia jest wartością energii, której uwolnienie manifestuje 
się jednokierunkowym ruchem rozproszonych elementarnych jednostek 
strukturalnych cytoplazmy wzdłuż hipotetycznej sieci kierującej [85], 
a analogie z przepływem hydraulicznym są raczej pozorne.

R U C H Y  S A L T A C Y J N E

Saltacyjne ruchy [70, 71] organelli komórkowych, mitochondriów 
i nie osadzonych trichocyst u Paramecium aurelia, wykazane w strefie 
subkortykalnej [9], zostały również stwierdzone w głębszych warstwach 
komórki, gdzie cytoplazma płynie w postaci strumienia [85]. Zaobserwo
wanie tych ruchów w strefie subpellikularnej jest możliwe na tle wielu 
nieruchomych struktur. Natomiast w strefie płynącej cytoplazmy można 
zauważyć to zjawisko jedynie wtedy, gdy kierunek ruchu cząstki jest 
niezgodny z kierunkiem większości cząstek poruszających się równo
legle do podłużnej osi „kanału”. Tak wyróżniające się cząstki można 
najłatwiej zaobserwować w strumieniu cytoplazmatycznym utrwalonym 
na filmie, gdyż jest to zjawisko stosunkowo rzadkie. Prędkość ruchu 
saltacyjnego mitochondrium wynosi według Aufterheide [9] około 
1 |im s—1.
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Natomiast ruchy saltacyjne cząstek o odmiennej polaryzacji niż więk
szość cząstek płynących w strumieniu mają prędkość około 3,5 (im s1-1 
[85]. Wartość ta jest więc nieco niższa, choć zbliżona do przeciętnej 
prędkości cząstek w strumieniu cytoplazmatycznym u Paramecium, 
aurelia. Można przypuszczać, że siły oddziaływające na cząstki porusza
jące się wzdłuż „kanału” o odmiennej polaryzacji w strumieniu oraz 
w strefie subpellikularnej są podobne, natomiast obserwowane prędkości 
zależą od oporów, na które natrafiają określone cząstki. W warstwie 
subpellikularnej będą one oczywiście większe.

Na podstawie tych obserwacji postawiona została robocza hipoteza 
[85] zakładająca, że strumień cytoplazmatyczny u Paramecium należy 
traktować jako zbiór elementarnych oddziaływań między systemem na
pędowym [78] a organellami czy innymi cząstkami zawieszonymi w cy- 
tosolu, z tym że czas i miejsce ich wzajemnego oddziaływania nie są 
zbliżone. Tym samym dostrzeżenie elementarnego oddziaływania między 
strukturą napędzającą a napędzaną, np. mitochondrium, możliwe jest 
jedynie w przypadku błędu w polaryzacji ruchu.
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OKRĘŻNY STRUMIEŃ CYTOPLAZMATYCZNY W KOMÓRCE
PARAMECIUM

III. W PŁYW  C ZY N N IK Ó W  M O D Y FIK U JĄ CY CH  

RO TA TIO N A L CY TO PLA SM IC STREA M IN G  IN P A R A M E C IU M  CELL

I I I .  E F F E C T  O F  M O D I F Y I N G  A G E N T S

Je rzy  SIK O R A

Z akład  Biologii K om órki, In s ty tu t  Biologii D ośw iadczalnej
im. M. N enckiego w  W arszaw ie

Streszczenie .  Działanie czynników  m odyfiku jących  fizjologię kom órk i Param ecium ,  
oceniane na  podstaw ie  zm ian  w dynam ice  s tru m ien ia  cytoplazm atycznego, w sk a 
zuje na to, że glikoliza jest podstaw ow ym  procesem  d o s ta rcza jący m  A TP dla n a 
pędu  cytoplazm y, na tom iast regu lac ja  tego ruchu  polega na jp raw dopodobn ie j na 
zm ianach  stężenia  w olnych jonów  w apn ia . W napędzie  okrężnego s tru m ien ia  cy to 
p lazm atycznego u P aram ecium  nie b iorą  udzia łu  procesy  zw iązane z po lim eryzacją  
i depo lim eryzac ją  m ik ro tubu li.  M echanizm  n apędu  cytoplazm y opiera się n a jp ra w 
dopodobniej na  in te rak c ji  ak ty n y  i m iozyny w  specyficznych w a ru n k a c h , jak ie  w y 
s tęp u ją  w  m ik ro re jo n ach  (dom enach) cytoplazm y. L okalna  zolifikacja  żelu i skurcz, 
zbliżając sąsiednie zżelifikow ane dom eny, może spow odow ać przem ieszczenia s ą 
s iad u jący ch  dom en. Poniew aż p u n k ty  n ap ęd u  są  rozproszone i dz ia ła ją  n iesynch ro 
nicznie, e fek t napędow y p rze jaw ia  się w  postaci s tru m ien ia  cytoplazm atycznego.

S u m m a ry .  E ffect of m odifying agents on  the  physiology of the  P aram ecium  cell, 
ev a lu a ted  by m eans of changes in dynam ics  of cytoplasm ic s tream ing , has show n 
th a t:  glycolysis is the  m ain  source of A T P necessary  for cytoplasm  propulsion, 
w h ile  con tro l of m otility  depends  p ro b ab ly  upo n  th e  level of f ree  calcium  ions. 
P o lym eriza tion  and  depo lym eriza tion  of m icro tubu les  seem  un lik ly  to  be involved 
d irec tly  in  propulsion  of cy toplasm ic s tream in g  in Param ecium .  P ro b ab ly  in te r 
action  of ac tin  and  m yosin tak in g  p lace  in specific conditions ap pearin g  in m ic ro 
co m p artm en ts  (dom ains) of cytoplasm , g en e ra te  local so la tion  and  contraction  
w hich p ropaga tes  on gelated n e ig hb o u r dom ains. P laces of e lem en ta ry  contractions 
a re  ran d o m ly  d is tr ib u ted  and  act unsynchronously , th e re fo re  m otile  effect appears  
as a cy top lasm ic  s tream ing .

5 — P o s t ę p y  B io lo g i i  K o m ó r k i  1/81
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W PRO W A D ZEN IE

Jedną z cech wyróżniających orzęski z rodzaju Paramecium jest 
występowanie u nich okrężnego strumienia cytoplazmatycznego. Pod
stawową funkcją tego strumienia jest transport wewnątrzkomórkowy. 
Strumień ten unosi Wodniczki pokarmowe [78], produkty podziału mi- 
kronukleusa w czasie poprzedzającym podział komórkowy [10, 117, 144], 
trichocysty [157] oraz fragmenty błon wbudowywanych w dno cytosto- 
mu w czasie wzrostu objętości kolejnej Wodniczki pokarmowej [1, 2]. 
Ponadto spełnia on zapewne istotną rolę w dystrybucji innych ultra- 
struktur oraz metabolitów, choć funkcje te nie zostały jeszcze poznane.

Metody badania zarówno mechanizmów napędzających cytoplazmę, 
jak i regulujących tę aktywność polegającą m.in. na obserwacji za
kłóceń spowodowanych przez czynniki modyfikujące aktywność stru
mienia, jak np. zmiany temperatury otoczenia, stężenie i skład jonowy 
środowiska, inhibitory metabolizmu bądź związki wiążące się z biał
kami systemów kurczliwych w sposób mniej lub bardziej specyficzny. 
Liczba jak i zakres działania tych czynników jest ograniczona zarówno 
barierą jaką stanowi błona komórkowa, jak i przeżywalnością komór
ki. Niemniej omówione badania dały pewne wskazówki dotyczące cha
rakteru mechanizmów napędzających strumień cytoplazmatyczny u Pa
ramecium. Biorąc pod uwagę właściwości dynamiczne cytoplazmy [155] 
należy przypuszczać, że są to białka typu aktyny i miozyny, które biorą 
udział w napędzie strumienia. Współdziałają one zapewne ze spolary
zowaną siecią [14], która stanowi system kierujący [119].

EFEK T ZM IANY TE M PER A TU R Y

Badania zależności między temperaturą otoczenia a prędkością ruchu 
cytoplazmy u Paramecium zostały zapoczątkowane przez Koenumę [64]. 
Stwierdził on istnienie nieliniowej zależności między temperaturą a śred
nią prędkością cytoplazmy u P. caudatum, którą opisał równaniem:

V = at + b,

gdzie V  — średnia prędkość strumienia cytoplazmy wyrażona w |xm s—b 
a — 0,1, b — 0,7, t — temperatura wyrażona w °C w zakresie od 5 do 
30°C (ryc.l).

Średnia prędkość cytoplazmy zależy ponadto, co wykazały później
sze badania [69], od szybkości zmian temperatury. Przy zmianach tem
peratury otoczenia w tempie 0,3-1 °C min-1, prędkości strumienia cyto
plazmatycznego u P. aurelia [69] (ryc. 1) prawie pokrywają się z danymi 
Koenumy [64] i nie zależą od temperatury poprzedzającej pomiar. Przy
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szybszych zmianach temperatury (10-15 C m in -1) następują zaburzenia 
powodujące zahamowanie ruchu cytoplazmy już w temperaturach 6- 
9°C, podczas gdy przy powolnych zmianach dolną granicą występowania 
strumienia cytoplazmatycznego jest temperatura 3°C [69]. Okrężny stru 
mień cytoplazmatyczny stwierdzono u P. caudatum nawet w tempera
turze 0°C, ale tylko u osobników, które były szczególnie długo adap
towane do niskich temperatur [94].

Ryc. 1. Ś redn ie  p rędkości s tru m ie n ia  cytoplazm atycznego u P aram ecium  ca u d a tu m  
(linia p rze ry w ana) [64] i u P. aurelia  (linia ciągła) [69] w zależności od te m p e ra tu ry

otoczenia
O ś r z ę d n y c h  — p r ę d k o ś ć  s t r u m i e n i a ,  oś o d c i ę t y c h  — t e m p e r a t u r a

Górną granicą temperatury, w której występuje jeszcze strumień cy
toplazmatyczny, niezależnie od tempa w jakim została ta temperatura 
osiągnięta, jest 36-38°C. Renormalizacja strumienia u P. aurelia nastę
puje dopiero po obniżeniu temperatury do 34-35°C i w tych temperatu
rach utrzymuje się bez zakłóceń. W wyższych temperaturach (36-37°C) 
następują po upływie 10-15 min nieodwracalne zmiany w komórkach 
szczepu 51 P. aurelia (tetraurelia). Po zatrzymaniu strumienia wystę
pują charakterystyczne zmiany w rodzaju ruchu cząstek. Zanika ruch 
ukierunkowany strumienia, natomiast pojawiają się gwałtowne ruchy 
oscylacyjne cząstek przypominające ruchy Browna [115]. Zakłócenia 
ruchu spowodowane wysoką temperaturą wydają się świadczyć, że punk
ty przyłożenia siły napędzającej cytoplazmę są rozmieszczone równo
miernie na całym obwodzie strumienia i działają, niesynchronicznie 
[115]. Po podniesieniu temperatury, w pierwszej fazie następuje naj
prawdopodobniej uszkodzenie systemu kierującego [119], wobec czego 
zanika polaryzacja ruchu, natomiast w drugiej — nieodwracalne uszko
dzenie systemu napędowego.
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Ryc. 2. W ykres w edług  A rrh en iu sa  [69] zależności średn ie j prędkości s tru m ien ia
cytoplazm atycznego u Paramecium aurelia od te m p e ra tu ry  otoczenia

O ś r z ę d n y c h  — p r ę d k o ś ć  s t r u m i e n i a  c y t o p l a z m a t y c z n e g o  w  s k a l i  l o g a r y t m i c z n e j ,  oś  o d c i ę 
t y c h  — t e m p e r a t u r a  w y r a ż o n a  w  o d w r o t n o ś c i a c h  s t o p n i  K e l v i n a

ności ATP - azy aktomiozynowej z mięśni szkieletowych królika od tem
peratury [47, 48]. Zbieżność ta jest być może zupełnie przypadkowa, 
trudno jednak wykluczyć możliwość, że jest ona przejawem funkcjo
nowania systemu .aktomiozynowego napędzającego strumień cytoplaz- 
matyczny u Paramecium aurelia.

w p ł y w  Śr o d o w i s k a  j o n o w e g o

Skład jonowy i stężenie składników środowiska w istotny sposób 
wpływają na błonę komórkową i za jej pośrednictwem mogą modyfiko
wać stan komórki oraz procesy przebiegające w jej wnętrzu. Jednym 
z procesów czułych na zmiany środowiska zewnętrznego jest okrężny 
strumień cytoplazmatyczny u Paramecium. Efekt oddziaływania ekspery-

Wykres (ryc. 2) według Arrheniusa zależności prędkości strumienia 
cytoplazmatycznego u Paramecium aurelia od temperatury otoczenia 
[69] jest prawie identyczny z wykresem obrazującym zależność aktyw-
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mentalnego składu środowiska można pośrednio ocenić badając zmiany 
prędkości ruchu cytoplazmy. Szeroko zakrojone badania porównawcze 
wykonane zostały przez Yamadę [152] na trzech gatunkach słodkowod
nych: Paramecium aurelia, P. caudatum i P. bursaria oraz na słona- 
wowodnym P. calkinsi. Zastosował on różne rozcieńczenia sztucznej 
wody morskiej (według Herbsta) jako środowiska doświadczalne. Stwier
dził, że prędkość strumienia cytoplazmatycznego u form słodkowodnych 
jest największa przy ciśnieniu osmotycznym zbliżonym do wartości n =  
=  0,1. Obniżenie lub podwyższenie ciśnienia osmotycznego środowiska 
powodowało zmniejszenie prędkości strumienia. U słonawowodnego P. 
calkinsi najwyższe prędkości notowane były przy jt =  3,8 o ile orzęski 
pochodziły z kultury, w której utrzymywano ciśnienie osmotyczne na 
tym samym poziomie co w doświadczeniu. Na podstawie badań wpływu 
adaptacji do środowisk o różnym ciśnieniu osmotycznym Yamada [152] 
stwierdził, że P. caudatum  i P. calkinsi są bardziej osmolabilne, tj. naj
wyższe prędkości strumienia cytoplazmatycznego notuje się w środo
wiskach o ciśnieniu osmotycznym zbliżonym do adaptacyjnego. Nato
miast P. bursaria jest orzęskiem osmostabilnym, u którego prędkość 
strumienia cytoplazmatycznego w małym stopniu zależała od ciśnienia 
osmotycznego środowiska adaptacyjnego.

Spośród przebadanych soli: NaCl, KC1, CaCl2, MgCl2, na uwagę za
sługuje jon K+, którego wzrost stężenia w środowisku przy jednocze
snym obniżeniu stężenia jonów Na+, Ca2+ lub Mg2+ powoduje u P. 
caudatum obniżenie prędkości strumienia aż do całkowitego jego za
trzymania [64]. Cytowane wyniki badań budzą jednak pewne wątpliwoś
ci ze względu na to, że Koenuma [64] wykonywał swoje obserwacje na 
orzęskach immobilizowanych alkoholem izopropylowym, a Yamada 
[152] — w środowisku 5% metylocelulozy, która w tym stężeniu nie 
jest obojętna dla Paramecium [115].

Niezależnie od tych zastrzeżeń można przyjąć, że środowisko jonowe 
w istotny sposób determinuje stan komórki i dynamikę strumienia 
cytoplazmatycznego. Zależność ruchu cytoplazmy u Paramecium od stę
żenia składników jonowych środowiska być może ma charakter dwu
stopniowy. W niższych stężeniach następuje oddziaływanie za pośred
nictwem systemu regulującego napęd strumienia, a w wyższych prze
łamanie bariery osmoregulacyjnej błony komórkowej, powodując w kon
sekwencji bądź zmianę konsystencji cytoplazmy, bądź uszkodzenie me
chanizmu napędowego. Efekt obserwowany — zwolnienie prędkości 
ruchu lub nawet całkowite zatrzymanie strumienia — jest w zasadzie 
identyczny niezależnie od tego czym został spowodowany. Charaktery
stycznym tego przykładem jest zjawisko plazmolizy Paramecium hamu
jącej strumień cytoplazmatyczny, która może być indukowana zarówno
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czynnikami działającymi osmotycznie, jak i nawet bardzo niskimi stę
żeniami soli metali ciężkich [70].

Immobilizujące działanie soli niklawyeh na aktywność rzęsek pier
wotniaków zostało poznane i wykorzystane w latach trzydziestych [42, 
132] naszego stulecia. Natomiast mechanizm działania jonów niklawyeh 
na procesy ruchowe nie doczekał się dotychczas zadowalającego wyjaś
nienia. Immobilizacja nienaruszonych komórek Paramecium zachodzi nie 
bezpośrednio po wprowadzeniu ich do środowiska zawierającego jony 
Ni2+, ale zawsze po upływie pewnego czasu. Nie jest więc to efekt 
natychmiastowy, dlatego należy przypuszczać, że jony Ni2+ najpierw 
muszą wniknąć do wnętrza komórki [9], a dopiero potem oddzia
ływają, w nieznany zresztą sposób, na system napędowy rzęsek lub 
system regulujący ich aktywność. Pływające modele Paramecium otrzy
mane ekstrakcją Tritonem X - 100 pod wpływem jonów Ni2+ również 
tracą ruchliwość rzęsek [84], choć czas potrzebny na ich immobilizację 
jest kilkaset razy dłuższy niż czas potrzebny dla immobilizacji komórek 
nienaruszonych [9]. Wydawałoby się, że perforacja błony prowadzaca
do otrzymania modeli komórek powinna ułatwić wnikanie jonów Ni2+ 
do miejsc wiązania, tymczasem jest odwrotnie [9]. Andrivon [5-9] tłu
maczy ten fakt obecnością u Paramecium specjalnego systemu enzyma
tycznego aktywnie transportującego jony Ni2+ przez błonę do miejsc 
wiązania. Mimo zahamowania aktywności ruchowej rzęsek, przy pewnej 
równowadze stężeń Ni2+ i Ca2+ można utrzymać w komórkach Para
mecium  niezakłócony strumień cytoplazmatyczny [118]. Zachwianie 
wspomnianej równowagi, różnej dla różnych gatunków Paramecium, 
prowadzi do zahamowania strumienia, nie powodując śmierci komórki. 
Dzieje się tak najprawdopodobniej na skutek przeniknięcia przez błonę 
komórkową takiej ilości jonów Ni2+, że stają się one konkurencyjnymi 
dla dwuwartościowych jonów znajdujących się w cytoplazmie [35] i wią
żąc się np. z aktyną [123, 124] mogą prowadzić do zahamowania s tru 
mienia cytoplazmatycznego u Paramecium.

Zakłócenia równowagi w stosunkach ilościowych Ni2+ do Ca2+ jak 
i innych jonów dwuwartościowych w środowisku eksperymentalnym 
[5-9] prowadzi do nieodwracalnej immobilizacji rzęskowej u P. cauda
tum  [45, 67]. Powoduje także zahamowanie pobierania wodniczek po
karmowych zarówno bezzawiesinowych, jak i zawierających zawiesinę 
[23] oraz zatrzymanie strumienia cytoplazmatycznego [118]. Należy więc 
podchodzić z dużą ostrożnością do interpretacji mechanizmu działania 
Ni2+, skoro wiemy jak szeroki wachlarz możliwości posiada ten jon 
w oddziaływaniu na procesy ruchowe u pierwotniaków [102]. Wynika 
to, jak sądzi wielu badaczy [31, 58, 66, 68], z powszechnego udziału 
jonów Ca2+ w systemach regulacyjnych zarówno komórek mięśniowych,
jak i niemięśniowych.
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W świetle przytoczonych faktów wydaje się uzasadnione przypusz
czenie, że mechanizm napędzający strumień cytoplazmatyczny może 
być związany z aktyną i regulowany stężeniem jonów wapniowych.

D ZIA ŁA N IE IN H IB ITO R Ó W  M ETA BO LIZM U

C Y J A N E K  P O T A S U

Ruch cytoplazmy w postaci strumienia cytoplazmatycznego, podob
nie jak inne rodzaje ruchów komórkowych, jest niewątpliwie procesem 
wymagającym dostarczenia energii z hydrolizy adenozynotrójfosforanu 
(ATP) [62]. Modelowe systemy kurczliwe, pochodzące z komórek wyka
zujących ruch cytoplazmy w postaci strumienia [3, 65, 126, 129], w pełni 
potwierdziły to stwierdzenie. Cyjanek potasu, a konkretnie jon CN—, 
specyficznie wiążąc się z jednym z cytochromów (aa3) prowadzi do 
zablokowania transportu elektronów i w konsekwencji do zahamowania 
syntezy ATP. Cyjanek potasu u Paramecium caudatum powoduje wy
raźne zahamowanie procesów oddechowych [16, 88], natomiast nie po
woduje zahamowania strumienia cytoplazmatycznego ani aktywności 
skurczowej wodniczek tętniących [154]. Komórka Paramecium dyspo
nuje zatem innym źródłem ATP. Humphrey i wsp. [41, 59] dostarczyli 
przekonywających dowodów na to, że u Paramecium caudatum zarówno 
glikoliza, jak i cykl kwasu cytrynowego mogą być źródłem ATP. Na
tomiast Yamada [154] sądzi, że glikoliza podobnie jak u roślin [62], 
jest u Paramecium głównym źródłem ATP.

2,4-D W U N I T R O F E N O L  (D N P)

Zaliczany jest on do substancji „rozprzęgających” oksydatywną fo- 
sforylację w błonie mitochondrialnej, wywołuje u Paramecium, podob
nie jak u wielu roślin [62], szybkie zahamowanie strumienia cytoplaz
matycznego [155]. Również aktywność kurczliwa wodniczek tętniących 
zostaje zahamowana. Procesy oddechowe nie tylko nie zostają zahamo
wane, ale w zakresie stężeń DNP od 5 X 10"4 do IO-"4 M są stymulo
wane. Działaniu DNP towarzyszą bardzo szybkie i daleko idące zabu
rzenia osmoregulacji komórki [15], które według Yamady [155] są 
zasadniczą przyczyną zablokowania strumienia cytoplazmatycznego oraz 
kurczliwości Wodniczki tętniącej. Wiadomo ponadto, że DNP w istotny 
sposób zmienia swą aktywność w stosunku do błony komórkowej w róż
nych warunkach środowiskowych [81, 120, 121]. Na podstawie efektów 
wywoływanych przez DNP nie można więc ocenić pochodzenia ATP 
wykorzystywanego w mechanizmie ruchowym strumienia cytoplazma-
tvczneeo Paramecium.
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P - C H L O R O R T Ę C I O B E N Z O E S A N  (P C M B )

Odczynnik stosowany dla blokowania grup sulfhydrylowych (—SH), 
jeżeli zostanie wprowadzony do środowiska w stężeniu 10~3 M, to w cią
gu paru minut wywołuje zahamowanie strumienia cytoplazmatycznego 
w komórkach międzywęźli Nitella oraz w komórkach innych roślin [62, 
109]. Renormalizację strumienia cytoplazmatycznego w komórkach uzy
skuje się jedynie po przemyciu komórek roztworem cysteiny o stężeniu
IO-2 M [153].

Z badań Yamady [153] wynika, że komórki Paramecium caudatum 
są znacznie bardziej wrażliwe na działanie PCMB niż roślinne. Już 
w stężeniu 10—1 M PCMB powoduje natychmiastowe zatrzymanie okręż
nego strumienia cytoplazmatycznego oraz zablokowanie aktywności skur
czowej wodniczek tętniących w fazie rozkurczu. Śmierć komórki nastę
puje po 15 minutach. Stężenie 10—5 M powoduje stopniowe zwolnienie 
prędkości strumienia, aż do całkowitego jego zatrzymania po upływie 
około 6 minut. Podobny efekt uzyskuje się stosując PCMB w stężeniu 
10—6 M, z tym że komórka jest w stanie w tych warunkach powrócić do 
normalnej aktywności samodzielnie po około 6 godzinach. Renormali
zację ruchu cytoplazmy i wodniczek tętniących po krótkotrwałej inku
bacji komórek w PCMB o stężeniach 10~4-10—5 M uzyskuje się jedynie 
po przemyciu ich w roztworze zawierającym cysteinę w odpowiednich 
stężeniach 10~3-10—4 M. PCMB wywołuje nie tylko zatrzymanie stru
mienia cytoplazmatycznego i aktywności skurczowej wodniczek tętnią
cych, ale powoduje także zmiany w błonie komórkowej. Dlatego też 
Yamada [153] wyraził przypuszczenie, że już sama tylko deformacja ko
mórki, spowodowana zakłóceniami w osmoregulacji błony komórkowej 
Paramecium, może wywołać zahamowanie ruchu cytoplazmy. Możliwość 
renormalizacji ruchu za pomocą cysteiny świadczy jednak, że oprócz 
niespecyficznych oddziaływań PCMB wiąże jednak grupy sulfhydrylowe 
białek biorących udział w mechanizmie napędu cytoplazmy.

Jest więc bardzo prawdopodobne, że PCMB wiążąc grupy sulfhy
drylowe białek kurczliwych blokuje działanie mechanizmu napędowego 
cytoplazmy, zwłaszcza wobec znanych możliwości interakcji PCMB 
z grupami sulfhydrylowymi aktyny [137].

Wspomnieć należy, że związki blokujące grupy sulfhydrylowe, 
PCMB w stężeniu 10~4-10~5M oraz N,N - dwumetyloamid w stężeniu 
10“ 3 M, powodują niezwykle gwałtowny rozpad mikrotubuli w akso- 
podiach Heliozoa [113]. Podobna wrażliwość Paramecium caudatum  na 
działanie PCMB mogłaby sugerować, że mikrotubule współdziałają 
w generacji napędu strumienia cytoplazmatycznego. Badania wrażli
wości strumienia cytoplazmatycznego na kolchicynę i lumikolchicynę 
wykluczyły jednak tę możliwość [142].
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U D Z IA Ł  M IK R O FIL A M E N T Ó W  I M IK R O TU B U LI 
W G EN ER A C JI STR U M IEN IA  CY TO PLA ZM A TY CZN EG O  U P A R A M E C IU M

C Y T O C H A L A Z Y N A  ]

Mikrofilamenty i mikrotubule są niezwykle rozpowszechnionymi ul- 
trastrukturami w komórkach eukariotycznych zwierząt i roślin. Niektóre 
z nich są ściśle związane ze zjawiskami ruchowymi, poczynając od 
powolnych — morfogenetycznych, aż po procesy skurczowe odbywające 
się w czasie liczonym w milisekundach.

W transporcie wewnątrzkomórkowym u pierwotniaków wyróżnia się 
co najmniej dwa systemy mechanizmów napędzających cytoplazmę. 
Wśród ameb funkcje lokomotoryczne są integralnie związane z cienkimi 
i grubymi mikrofilamentami [96, 129] zidentyfikowanymi jako agregaty 
aktyny i miozyny [3, 65, 129]. U szeregu gatunków Heliozoa [103, 111, 
112, 138] oraz u niektórych Ciliata dla napędu cytoplazmy wykorzy
stywane są systemy mikrotubuli [11-13, 61, 139-141]. Istnieją ponadto 
dane wskazujące na współudział obu systemów, tj. mikrofilamentów 
i mikrotubuli, w generacji siły napędzającej [26, 38, 46, 50-52, 104].

Cytochalazyna B powoduje zahamowanie strumienia cytoplazmatycz
nego u wielu roślin w stężeniach od 0,1 ąg ml-1 [57] do stężeń 20- 
50 ąg ml-1 [25]. U Paramecium cytochalazyna B w stężeniu 20 [ig mk-1 
powoduje również zatrzymanie okrężnego strumienia cytoplazmatycz
nego [142]. W ultrastrukturze Paramecium traktowanego cytochalazyną 
B nie następują wyraźne zmiany [114]. Sieć podrzęskowa, która być 
może jest siecią cienkich mikrofilamentów [115], podobnie jak w ko
mórkach roślinnych, nie ulega dezintegracji [19, 25, 145, 146]. Mimo 
powszechnego przekonania o nieswoistym oddziaływaniu cytochalazy- 
ny B na mikrofilamenty [29, 30, 32-34, 37, 60, 86, 98, 105-107, 110, 127, 
158], faktem jest, że w niektórych wypadkach oddziaływuje ona dezin- 
tegrująco na cienkie mikrofilamenty [22, 27, 95, 122, 143], hamuje po
limeryzację aktyny [20] bądź oddziaływuje na błonę komórkową [134— 
136]. Za różnorodność efektów przypisywanych oddziaływaniu cytocha- 
lazyny B w dużym stopniu odpowiedzialny jest zapewne dwumetylo- 
sulfotlenek (DMSO) — rozpuszczalnik cytochalazyny B. Zwiększa on 
niezwykle przepuszczalność błon komórkowych [125] indukując różno
rodne efekty [40, 44, 99, 114], natomiast niszczy błonę komórkową, gdy 
zostanie użyty w wyższym stężeniu [149]. DMSO działa hamująco na 
okrężny strumień cytoplazmatyczny u Paramecium. Słabiej jednak niż 
wówczas, gdy działa wspólnie z cytochalazyną B [142]. Istnieje więc 
prawdopodobieństwo, że cytochalazyna B może oddziaływać bezpośred
nio lub za pośrednictwem błony komórkowej na mechanizm napędowy 
strumienia cytoplazmatycznego Paramecium nic naruszając ultrastruk-
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tur dostrzegalnych w mikroskopie elektronowym, którym przypisuje 
się udział w generacji siły napędowej.

K O L C H I C Y N A  I L U M I K O L C H I C Y N A

Istnieje w literaturze naukowej duża liczba danych wskazujących 
na specyficzne wiązanie się kolchicyny z podjednostkami labilnej tu-
buliny [71, 77, 147]. To powszechne przekonanie przyczyniło się do 
zmniejszenia krytycyzmu w interpretacji doświadczeń z zastosowaniem 
kolchicyny dla oceny roli mikrotubuli w zjawiskach ruchowych.

O ile nie budzą wątpliwości obserwacje wskazujące na jednoczesne 
zahamowanie procesu polimeryzacji mikrotubuli i zjawisk ruchowych 
[17, 18, 56, 63, 72, 89, 147], o tyle zastanawia sporadyczne stosowanie
lumikolchicyny dla weryfikacji fizjologicznej specyficzności oddziały
wania kolchicyny [142, 148]. Kolchicyna szybko wnika do komórki [128] 
i już w stężeniu 10—7 M powoduje zakłócenia polimeryzacji wrzeciona 
kariokinetycznego. U pierwotniaków kolchicyna hamuje polimeryzację 
mikrotubuli w stężeniach od 1Q“ 3 do 10“ 2 M [85, 101, 133, 134, 136, 138], 
natomiast strumień cytoplazmatyczny u Paramecium  zostaje zatrzy
many przez nią w stężeniu około 5 X 10“ 3 M ,[142]. Tak wysokie stęże
nia kolchicyny wydają się świadczyć o jej niespecyficznym oddziały
waniu na komórkę [36, 150, 151]. Przekonywającym tego dowodem jest 
to, że lumikolchicyna, która nie ma zdolności hamowania polimeryzacji 
podjednostek tubuliny [148], wywołuje podobnie jak kolchicyna zaha
mowanie strumienia cytoplazmatycznego u Paramecium  [142]. Sugeruje 
to, że procesy napędowe okrężnego strumienia cytoplazmatycznego 
u Paramecium nie są bezpośrednio związane z polimeryzacją mikrotu
buli, a działanie kolchicyny i lumikolchicyny jest niespecyficzne. Wnio
sek taki zwiększa prawdopodobieństwo bezpośredniego udziału mikro- 
filamentów aktynowych w mechanizmie napędu strumienia cytoplaz
matycznego.

M OLEK U LA RN E PO D STA W Y  N A PĘD U  STR U M IEN IA  CY TO PLA ZM A TY CZN EG O
U P A R A M E C IU M

Dotychczas brak bezpośrednich danych wyjaśniających molekularne 
podłoże mechanizmu generacji siły napędzającej okrężny strumień cy
toplazmatyczny u Paramecium. Jedynie na podstawie danych pośrednich 
można przypuszczać, że system napędzający strumień cytoplazmatyczny 
opiera się na interakcji aktyny i miozyny z wykorzystaniem ATP po
chodzącym głównie z glikolizy. Regulacja aktywności tego procesu za
leży najprawdopodobniej od poziomu wolnych jonów wapnia.
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Ryc. 3. Schem atyczna i lu s trac ja  czterech  m ożliw ych s tanów  m ik rodom en  cytoplazm y
w edług  H ellew ell i T a y lo ra  [55] — zm odyfikow ane

P r o s t e  o d c i n k i  — m i k r o f i l a m e n t y  a k t y n o w e  ( s t r z a ł k i  o z n a c z a j ą  k i e r u n e k  r u c h u ) ,  s o c z e w k i  
m io z y n a ,  t r a p e z y  — c z y n n i k  ż e l u j ą c y  m i k r o f i l a m e n t y  a k t y n o w e ,  f r a g m e n t y  z a k r o p k o w a n e  
l i p o t e t y c z n a  s ieć  k i e r u j ą c a  r u c h e m  m i k r o f i l a m e n t ó w .  A t — M i k r o f i l a m e n t y  są  z w i ą z a n e  ze 
5o b ą  w z a j e m n i e  l u b  z s i e c i ą  k i e r u j ą c ą ,  za p o ś r e d n i c t w e m  c z y n n i k a  ż e lu j ą c e g o .  C a ł y  u k ł a d  
p o z o s t a j e  n i e r u c h o m y  (w s t a n i e  ż e lu ) ,  m i m o  o b e c n o ś c i  m i o z y n y .  A 2 — W o d p o w i e d n i c h  w a 
r u n k a c h  j o n o w y c h  n a s t ę p u j e  z o l i f i k a c j a  ż e lu ,  u w o l n i e n i e  m i k r o f i l a m e n t ó w  a k t y n o w y c h  i i c h  
i n t e r a k c j a  z m i o z y n ą  (c z ę s to  p r z y t w i e r d z o n ą  d o  s ie c i  k i e r u j ą c e j ) .  W e f e k c i e  l o k a l n y  r u c h  
c y t o p l a z m y  o d d z i a ł y w u j e  n a  s ą s i e d n i e  m i k r o d o m e n y  z i l u s t r o w a n e  n a  s c h e m a t a c h  A v  B t 
i B 2. B j  — M i k r o f i l a m e n t y  p o d o b n i e  j a k  w  s c h e m a c i e  A t p o z o s t a j ą  n i e r u c h o m e ,  p o n i e w a ż  
są z w i ą z a n e  c z y n n i k i e m  ż e l u j ą c y m .  B r a k  m i o z y n y .  S y t u a c j a  t a k a  j e s t  s t o s u n k o w o  c z ę s ta  
ze w z g l ę d u  n a  n i s k i  s t o s u n e k  m i o z y n y  d o  a k t y n y .  B 2 — O d p o w i e d n i e  w a r u n k i  j o n o w e  in i 
c j u j ą  z o l i f i k a c j ę  że lu ,  n a t o m i a s t  b r a k  a k t y w n e g o  r u c h u  w o b e c  l o k a l n e g o  b r a k u  m i o z y n y .  
P r z e d s t a w i o n y  s c h e m a t  m o ż e  i l u s t r o w a ć  w a r u n k i  g e n e r a c j i  s i ły  i w z a j e m n e j  r e l a c j i  m i ę d z y  
m i k r o d o m e n a m i  c y t o p l a z m y  w  ,,k a n a l e ” o k r ę ż n e g o  s t r u m i e n i a  c y t o p l a z m a t y c z n e g o  u  P a 

r a m e c i u m
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Dane fizjologiczne wskazują [115], że punkty napędu są rozmieszczo
ne równomiernie w całej masie cytoplazmy poruszającej się w postaci 
strumienia, a elementarne ruchy mają charakter saltacyjny. Ponadto 
strumień cytoplazmatyczny obiega komórkę wzdłuż zamkniętej pętli, 
zawsze w tym samym kierunku, determinowanym prawdopodobnie 
przez odrębny system kierujący [119].

Dla wyjaśnienia podstaw molekularnych ruchu cytoplazmy u Para
mecium  może być zaadaptowana hipoteza Hellewell i Taylor [55]. 
Wiąże ona zjawiska lokalnych upłynnień żelowych struktur z jedno
czesną interakcją mikrofilamentów aktynowych z miozyną. Wzajemne 
ślizganie się mikrofilamentów i miozyny powoduje skurcz i zbliżenie 
sąsiadujących zżelifikowanych obszarów (domen). Hipotetyczny model 
ruchu cytoplazmy zakłada, że elementami biorącymi aktywny udział 
w procesie skurczu są: mikrofilamenty aktynowe, miozyna, czynniki 
żelifikujące aktynę oraz określone stężenie jonów Ca2+ oraz pH [28, 
55, 129, 130]. Mikrofilamenty aktynowe w stanie żelu (w ekstrakcie 
Dictyostelium discoideum przy pH =  6,8 i Ca2+/EGTA =  0,05, tj. około 
3,0 X 10-8 M) nie łączą się z miozyną. Dopiero zmiana pH lub poziomu 
wolnych jonów wapnia (dla ekstraktu z D. discoideum pH =  6,8 - 7,0 lub 
Ca2+/EGTA =  0,9, tj. przy stężeniu powyżej 4,6 X 10"6 M) powodują 
lokalną zolifikację żelu, a uwolnione mikrofilamenty łączą się z miozyną 
i ślizgając względem siebie wywołują zbliżenie sąsiadujących obszarów 
(domen) zżelifikowanych, czyli skurcz. W analogicznych warunkach jo
nowych, przy braku miozyny następuje jedynie lokalna zolifikacja 
uwalniająca mikrofilamenty aktynowe (ryc. 3). Ze względu na niski 
stosunek miozyny do aktyny w komórkach niemięśniowych, procesy 
zolifikacji bez skurczu będą zachodziły odpowiednio częściej. Małe zmia
ny w stężeniach środowiska jonowego inicjują przejście żelu w zol i po
nowny powrót do stanu żelu. Procesy zolifikacji, skurczu, żelifikacji
mogą więc zachodzić w bliskim sąsiedztwie w całej objętości cyto
plazmy.

Tak więc, istotą hipotezy Hellewell i Taylora [55] jest przypuszcze
nie, że potencjalne możliwości interakcji mikrofilamentów aktynowych 
z miozyną nie we wszystkich mikrorejonach cytoplazmy mogą być wy
korzystane jednocześnie. Wynika to przede wszystkim z dwu powodów: 
z braku odpowiednio dużej ilości miozyny w bezpośredniej bliskości 
mikrofilamentów aktynowych lub z powodu żelifikacji mikrofilamen
tów. Aby mógł nastąpić skurcz, niezbędna jest miozyna oraz upłynnie
nie żelu. Umożliwia to swobodne przesuwanie się mikrofilamentów 
aktynowych względem struktur, do których przylegała miozyna, np. do 
sąsiadujących mikrofilamentów. Skurcz w obrębie mikrorejonu cyto
plazmy dopiero wówczas będzie efektywny, gdy sąsiadujące mikrorejony
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będą w stanie żelu i będą stanowiły punkty podparcia, a transmisja 
skurczu może propagować się na zasadzie dyslokacji. Oczywiście model 
takiego procesu napędowego musi być rozumiany jako dynamiczny 
system. Ten sam mikrorejon cytoplazmy, w miarę upływu czasu, może 
pełnić funkcje zarówno aktywne, jak i pasywne, tj. kurczyć się, stanowić 
sztywny element lub być płynnym środowiskiem zmniejszającym tarcie.

Autorzy hipotezy [55] zdają sobie sprawę, że kluczowym problemem 
pozostaje sposób kontroli ,,in vivo” w proponowanym mechanizmie 
napędowym. Sądzą, że decydującą rolę odgrywają wolne jony wapnia
[49, 53, 54, 76, 82, 87, 131, 156].

Strumień cytoplazmatyczny u Paramecium można zatrzymać wpro
wadzając orzęski do roztworu chlorowodorku papaweryny 200-400 ąg 
ml-1 , a następnie spowodować jego ponowne pojawienie się za pomocą 
jonów wapnia w obecności jonoforu A23187 [116]. Papaweryna powo
duje prawdopodobnie zmianę zawartości wapnia w błonie [83] lub jego 
przemieszczenia poprzez błonę [4, 21, 108]. Bezpośrednim źródłem wol
nych jonów wapnia mogą być struktury korteksu [79, 90-93] lub mi
tochondria [24, 75, 100]. Znaczna większość mitochondriów u Para
mecium  ułożona jest bezpośrednio pod pellikulą, toteż penetracja jonów 
wapnia do odległych o kilkanaście urn miejsc w cytoplazmie możliwa 
byłaby na zasadzie tzw. „fali wapniowej” rozprzestrzeniającej się z pręd
kością do 90 [im s—1 [43]. Istnieją więc podstawy dla przypuszczenia, 
że u Paramecium jony Ca2+ same kontrolują ruch cytoplazmy bądź 
stanowią element w ciągu czynników pośredniczących w przekazywaniu 
informacji [66, 74, 80].

Zasadnicze przesłanki hipotezy Hellewell i Taylora [55] najlepiej 
tłumaczą właściwości okrężnego strumienia cytoplazmatycznego u Pa
ramecium. Wyróżniającym bowiem założeniem tej hipotezy jest przy
jęcie, że procesy skurczowe zachodzące w samej cytoplazmie wystar
czają dla jej własnego napędu. Sąsiadujące blisko siebie domeny cyto
plazmy mogą znajdować się w danym momencie w trzech stanach 
determinujących ich aktualną funkcję: w stanie kurczenia się w śro
dowisku upłynnionym, powodując zbliżenie sąsiadujących zżelifikowa- 
nych domen, w stanie upłynnienia bez skurczu oraz w stanie żelu. Ta 
sama cytoplazma jako całość może więc stanowić mozaikę domen 
kurczących się, ułatwiających przemieszczanie się sąsiadującym dome-
nom, lub stanowić żelową podporę, np. w postaci sieci ,[14, 39]. Mani
festacją tych zjawisk może być strumień cytoplazmatyczny w postaci 
zamkniętej pętli, w którym rozkład prędkości współosiowych warstw 
cytoplazmy oraz zbliżona wydajność przepływu na całym obwodzie 
strumienia sugeruje funkcjonowanie rozproszonego systemu napędza
jącego, działającego niesynchronicznie [115].
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IN FO R M A C JE  DLA AUTORÓW

PO ST Ę PY  B IO LO G II K O M Ó R K I d ru k u ją  a r ty k u ły  przeg lądow e, om aw ia jące  
n a jn o w sze  osiągnięcia w  dziedzinie biologii kom órki, n ie  p u b lik o w an e  do tąd  w  in 
n y c h  w ydaw nic tw ach . A u to rzy  odpow iada ją  za ścisłość p o d aw an y ch  inform acji. 
O bow iązu je  term inologia  zgodna z po lsk im  m ianow nic tw em  histologicznym , a n a to 
m icznym  i em briologicznym .

A rty k u ły  d ru k o w an e  w  PO ST Ę PA C H  B IO LO G II K O M Ó R K I nie m ogą być bez 
zgody R edakcji pub likow ane  w  innych  periodykach .

P race  na leży  przesy łać  w  dw u egzem plarzach  — zarów no  tekst, ja k  i załącz
niki. Objętość tek s tu  (bez ry su n k ó w  w raz  z ob jaśn ien iam i) n ie pow inna  p rz e k ra 
czać 20 s tro n  m aszynopisu. M aszynopis pow in ien  być p isany  jednostronn ie , z p o d 
w ó jn ą  in terlin ią , m arg inesem  około 4 cm po lew ej s tron ie  oraz ponum erow any . 
W  tekście  n ie  należy  robić żadnych  pod k reś leń  na  m aszynie  an i a tram en tem .

Na p ierw szej stronie, p rzed  tekstem , należy  podać ty tu ł  p ra c y  w  języku  po l
sk im  i angielskim , pod  n im  im iona (w pe łn ym  brzm ieniu) i nazw iska  au to ró w  oraz 
n azw ę  zak ładu  naukow ego, w  k tó ry m  au to rzy  p racu ją ,  n as tęp n ie  k ró tk ie  s tresz 
czenie (ok. 1/2 strony) — rów nież  w  języku  po lsk im  i angielskim . Za streszczeniem , 
z pozostaw ieniem  około 5 cm  odstępu, n as tęp u je  te k s t  główny. W tekście  nie n a 
leży zamieszczać żadnych  tabel, ry sunków , fo tografii an i schem atów . Dla us ta len ia  
ich lokalizacji należy  pozostaw ić w olny w iersz  w  żądanym  m iejscu  i odpow iednio 
zaznaczyć ołów kiem  na m arg inesie : tab. 1, ryc. 1 itp.

T ekst podzielony na rozdziały  je s t  bardzie j p rze jrzysty . Po ty tu łach  w ydzielo
n y c h  nie należy  s taw iać  kropek. Za tek s tem  należy  dołączyć spis l i te ra tu ry . P o 
w in n a  być ona ułożona w  po rządku  a lfabetycznym . P ow oływ an ie  się na  cy tow aną  
l i te ra tu rę  n a s tęp u je  przez w ym ienien ie  liczby porządkow ej w  n aw iasach  p ro s to 
k ą tn y ch , np. [5],

P rzy k ład y  cy tow ania  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 ita 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] H nilica L. S., M cC lure M. E., S peltzberg  T. C., H istone b iosynthesis  a n d  the  

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

p isana . R ysunki, schem aty , fo tografie  należy  dołączyć w  postaci n a d a ją c e j  się do 
rep ro d u k c ji  lub p rzerysow an ia . Fo tografie  pow inny  być na  błyszczącym  papierze , 
k o n tras to w e . Podpisy  pod ryc iny  pow inny  być dołączone na  oddzielnej kartce . P rzy  
za łączn ikach  pow inno  być podane  ich pochodzenie. ■*

R ed ak c ja  zastrzega sobie p raw o  dokonyw an ia  skrótów .
A u to r  na  życzenie R edakcji obow iązany je s t dokonać k o re k ty  au to rsk ie j,  k tó rą  

p o w in ien  zwrócić w  ciągu 3 dni. K oszty spow odow ane zm ianam i tek s tu  w korekcie, 
poza p o p raw k am i b łędów  d ru k arsk ich , ponosi A utor.

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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