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POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI TOM 9, NR 3-4, 1982 (347-372)

STRUKTURA KOMÓREK MIĘSNI GŁADKICH

STRUCTURE OF SMOOTH MYOCYTES

Leszek KORDYLEWSKI

Zakład Anatomii Porównawczej, Instytut Zoologii Uniwersytetu Jagiellońskiego.
Kraków

Streszczenie. W artykule przedstawiono obecny stan wiedzy o strukturze miocytów 
gładkich uzyskany z badań mikroskopowo-elektronowych, histologicznych, cyto-, 
histo- i immunohistochcmicznych oraz biochemicznych. Omówiono poszczególne 
organelle komórkowe: jądro, sarkolemmę, kaweole, centriole, mikrotubule, mito
chondria, siateczkę sarkoplazmatyczną, a przede wszystkim aparat kurczliwy: 
taśmy i ciała gęste oraz system miofilamentów i jego funkcjonowanie na zasadzie 
mechanizmu ślizgowego. Zróżnicowane połączenia międzykomórkowe (pośrednie, 
szczelinowe, przyleganie, aparaty końcowe) odgrywają rolę w strukturalnej i funk
cjonalnej integracji mięśnia gładkiego. Udział materiału pozakomórkowego (błona 
podstawiła, kolagen, elastyna) w organizacji mięśnia został również przedstawiony. 
Podobieństwa strukturalne miocytów gładkich do komórek budujących pozostałe 
rodzaje mięśni: szkieletowy i sercowy zostały wyeksponowane ze względu na fakt, 
iż mięsień gładki stanowi najstarszy filogenetycznie typ tkanki mięśniowej.

Summary, The present knowiedge of the structure of smooth myocytes has been 
presented basing mainly on the electron-microscopic observations. Also histolo- 
gical, cyto-, histo- and immunohistochemical data have been used. The main 
organelles have been described: nucleus, sarcolemma, caveolae, centrioles, micro- 
tubules, mitochondria, sarcoplasmic reticulum, contractilc apparatus — dense bands 
and bodies and their relation to the system of myofilaments, which is relevant 
for the sliding rnechanism of contraction, The role of the extracellular materiał 
(basement membranę, colagcn and elastin) has been discussed. Also intercellular
connections (intermediate, simple appositions nexuses, tapering apparatus) have
been described in connection with their possible role in muscle integration. 
Structural similarities of the smooth muscle to the cardiac and skeletal muscles 
have been emphasized, sińce the smooth muscle is phylogcnetically the oldest 
muscle tissue that the othei' types of muscle might have originated from.
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348 L. K O K D Y L E W S K I

W STĘP

Wśród morfologów opisujących strukturę mięśni, mięsień gładki 
cieszy się daleko mniejszym zainteresowaniem aniżeli mięsień prążko
wany szkieletowy lub sercowy. Uchodzi bowiem za materiał o wiele 
mniej efektowny, bardzo odmienny, a w ,,obróbce” i interpretacji o wie
le trudniejszy niż pozostałe rodzaje mięśni. Stąd też istnieje wielka 
dysproporcja w ilości prac poświęconych morfologii mięśni gładkich 
w porównaniu do obfitości badań fizjologicznych i farmakologicznych 
prowadzonych na tym mięśniu. Ostatnie lata przyniosły jednak znaczny 
postęp w zrozumieniu struktury elementów budujących mięsień gładki 
dzięki zastosowaniu mikroskopii elektronowej, a w szczególności badań 
seryjnych ultraskrawków, zdjęć stereoskopowych z wysokonapięciowego 
mikroskopu elektronowego i zastosowaniu techniki przygotowywania 
preparatu nazywanej kriorytownictwem (freeze-fracture) [8,44,58].

W miarę poznawania szczegółów struktury miocytów gładkich mo
żliwe jest wysuwanie coraz to dalej idących analogii strukturalnych 
i funkcjonalnych pomiędzy miocytem z mięśnia gładkiego a elementami 
komórkowymi mięśnia szkieletowego i sercowego. Niektóre z cech wspól
nych i różnic zestawiono w tabeli 1. Dochodzimy do wniosku, że mię
sień gładki nie jest aż tak odmienny od pozostałych, jak wynikałoby

T A B E L A  1

Podobieństwa i różnice struktury mięśni kręgowców

Wyszczególnienie
sercowy

Rodzaj mięśnia 
szkieletowy

|

gładki

Miofilamenty układ uporząd
kowany

układ uporząd
kowany

układ nieregularny

cienkie obecne obecne obecne
grube obecne obecne ' obecne

Filamenty pośrednie obecne obecne obecne
Mechanizm ślizgowy skurczu występuje występuje występuje
Miofibryle obecne obecne brak, ale sarko- 

plazma podzielona 
na obszary o zróż
nicowanej zawar
tości filamentó v

S arko mery obecne obecne brak
Prążkowanie obecne obecne brak
Linia Z obecna obecna ciała gęste
T-system obecny obecny kaweole (?)
Wstawka v obecna brak taśmy gęste (?)
Siateczka kompartmentująca wapń obecna regularna obecna regularna obecna nieregularna
Połączenie szczelinowe — neksus obecny nie obserwo

wano
obecny
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to z pobieżnej oceny obrazów histologicznych. Na uwagę zasługuje fakt, 
iż mięsień gładki stanowi najstarszy filogenetycznie rodzaj tkanki mię
śniowej, z której wywodzić można pozostałe, doskonalsze: szkieletowy 
i sercowy. Wielka jednorodność morfologii elementów komórkowych 
mięśnia gładkiego — niezależnie od tego z jakiego narządu pochodzą: 
jelita, naczyń, macicy, nasieniowodu czy jajowodu — pozwala na opi
sanie zasadniczej struktury  typowej komórki mięśnia gładkiego. Wię
kszość danych w niniejszym opracowaniu pochodzi jednak z obserwacji
mięśniówki jelita [34-36, 45, 93].

K SZ T A Ł T  I ROZM IARY M IOCYTÓW  G ŁA D K ICH

Komórki mięśni gładkich (miocyty) są jednojądrowe, wrzecionowate 
(ryc. 1-4 i 16). W stanie spoczynku ich przeciętna długość w jelicie cien
kim świnki morskiej wynosi 500-700 am, ale w czasie skurczu zmniejszyć 
się może ponad czterokrotnie [36]. W rozwoju osobniczym objętość 
komórki powiększa się; u osobników1 dorosłych wartość objętości komó
rek mięśniowych pozostaje zasadniczo na poziomie nie zmienionym, 
z tym że komórki mięśnia gładkiego zachowują zdolność do hipertrofii 
jako odpowiedzi na zmienione warunki fizjologiczne lub podlegają jej 
w warunkach patologicznych [33]. Przeciętna objętość komórki mięśnio
wej wynosi 3500 pm3 [31, 63]. Rozmiary komórek mięśni gładkich nie 
dają się skorelować z rozmiarami ciała zwierzęcia. Nie ma też istotnych 
różnic w wielkościach komórek mięśniowych wśród różnych gatunków 
zwierząt [36]. Ze względu na swą małą objętość komórki mięśni gładkich 
wykazują wysoki stosunek powierzchni do masy. Powierzchnia przecięt
nej komórki mięśniowej (z wyłączeniem kaweoli) wynosi nieco ponad 
5000 pm2, co oznacza, że na 1 p3 objętości przypada około 1,5 urn2 
powierzchni komórki [36].

JĄ D RO

Jądro znajduje się w centrum najszerszej części komórki (ryc. 2-4).
Kształt jego jest wydłużony (ryc. 4, 6), długa oś pokrywa się z długą
osią komórki. Przeciętne rozmiary jądra: 15-25 pm długości i 1-3 pm
szerokości [33]. Kształt jądra zależy od stanu funkcjonalnego komórki.
W komórkach obkurczonych jądro staje się pofałdowane lub spiralnie
skręcone [9]. Na elektronogramach znajduje to wyraz w zafałdowaniach 
osłonki jądrowej (ryc. 6).

Ultrastruktura wnętrza jądra komórkowego miocytów gładkich nie 
wyróżnia się niczym szczególnym. Chromatyna jest rozmieszczona jedno
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350 L. K O R D Y L E W SK I

rodnie, zwykle występują wyraźne jąderka (ryc. 4, 5), szczególnie w ko
mórkach młodych [88]. Osłonka jądrowa ma wygląd typowy, jest wypo
sażona w pory [26, 93].

Godna uwagi jest zdolność zróżnicowanych, dojrzałych miocytów 
gładkich do podejmowania podziałów mitotycznych. Podziały te obser
wowano u młodych zwierząt w okresie wzrostu, np. w żołądku mięśnio
wym kurczęcia [14], w aorcie prosiąt [55] oraz w hodowli tkanek [13]. 
a także w warunkach eksperymentalnych w mięśniu hipertroficznym [33].

BŁONA KOM ÓRKOW A

W miocytach gładkich ilość błony komórkowej dostępnej do wy
miany substancji z przestrzenią pozakomórkową jest dość znaczna. Na 
jeden gram tkanki przypada bowiem ok. 1 m2 błony [36]. Wymiana 
jonowa poprzez błonę komórkową ma istotne znaczenie w regulacji proce
sów skurczu i rozkurczu komórki mięśniowej [3, 23, 93]. Błonę tę nazywa 
się też sarkolemmą (ryc. 4). Na powierzchni komórki występują liczne 
modyfikacje błony w postaci połączeń międzykomórkowych lub połączeń 
z elementami substancji pozakomórkowej. Osobne zagadnienie stanowią 
specjalistyczne połączenia nerwowo-mięśniowe, których opis wykracza 
poza ramy niniejszego opracowania.

BŁONA PO D STA W N A

Na prawie całej powierzchni komórki mięśniowej jej błona komór
kowa pokryta jest błoną podstawną. Wyposażenie w błonę podstawną 
jest z reguły obfite. Jej grubość w taśmie okrężnicy wynosi ok. 20 nm; 
w kapilarach jest 2-3 krotnie grubsza. Jedynie te części błony 
komórkowej, które wpuklają się budując kaweole oraz obszary bło
ny zajęte przez połączenia międzykomórkowe, określane jako neksusy, 
nie są pokryte błoną podstawną. Ze względu na stosunkowo małe 
rozmiary komórek mięśni gładkich i związany z tym wysoki stosu
nek powierzchni do masy, w tkance mięśnia gładkiego znajdują się 
duże ilości materiału błony podstawnej. Szacuje się, iż w taśmie okręż
nicy świnki morskiej każdy gram tkanki zawiera 10 000 cm2 błony ko
mórkowej pokrytej błoną podstawną [34]. Błona podstawna mocno przy
lega do powierzchni komórki; oddziela się od niej jedynie w pewnych 
stanach patologicznych. Pomiędzy błoną podstawną a błoną komórkową 
występuje zawsze jasna przestrzeń o szerokości ok. 10 nm (lamina 
lucida). Przestrzeń ta wypełniona jest zapewne mukopolisacharydami, 
które wnikają do samej błony podstawnej. Mukopolisacharydy niewąt-
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pliwie występują w substancji międzykomórkowej mięśni gładkich, ale 
ich lokalizacja nie jest jednoznaczna [34].

Błona podstawna wykazuje zagęszczenia nad obszarami cytoplazmy 
zajętej przez taśmy gęste. Odwrotnie, ponad rejonami kaweoli błona 
podstawna wykazuje mniej gęstą strukturę [34]. W przekrojach stycz
nych do powierzchni komórki w błonie podstawnej stwierdza się obe
cność delikatnej siatki zbudowanej z mikrowłókienek (mikrofibryli) 
o średnicy 5-10 nm [34, 39].

M A TERIA Ł PO ZA K O M O RK O W Y

Zawartość kolagenu w mięśniach gładkich jest znacznie wyższa 
niż w mięśniach szkieletowych. Gabella [32] podaje, że ilość kolagenu 
w taśmie okrężnicy (wyznaczona na podstawie określania ilości hydro- 
ksyproliny) jest ponad trzykrotnie większa niż w mięśniu krawieckim 
(m. sartorius). W hodowli tkanek wykazano, że kolagen może być wy
twarzany przez same miocyty gładkie [78]. Podobnie odkładanie kolagenu 
przez komórki mięśniowe gładkie obserwowano w rosnących naczyniach 
krwionośnych [79] i w mięśniu gładkim podlegającym hipertrofii [39]. 
Za syntezą kolagenu przez miocyty przemawia również kompletny brak 
fibroblastów wśród komórek mięśni gładkich, które mimo tego obficie 
otoczone są kolagenem.

Kolagen występuje głównie w postaci włókien, lecz jest on również 
składnikiem mikrowłókienek (mikrofibryli) i samej błony podstawnej. 
Fakt ten wykazano co prawda w innych tkankach, ale wydaje się że 
odnosi się to również do komórek mięśni gładkich [34]. Włókna kolageno
we rzadko zanurzone są w materiale błony podstawnej; zwykle leżą one 
w odległości kilkudziesięciu nanometrów od niej i wiążą się z jej ma
teriałem za pomocą mikrowłókienek (mikrofibryli) o średnicy 5-10 nm 
[34]. Włókna kolagenowe mięśni gładkich posiadają jednorodną średnicę 
ok. 30-35 nm [34], która jest znacznie mniejsza od średnicy włókien ko
lagenowych w tkance łącznej (ponad 50 nm). Włókna kolagenowe wy
kazują typową periodyzację struktury  o okresie 65 nm [36, 39].

Elastyna występuje w mięśniach gładkich w dwu formach: w po
staci lamelli oddzielających rzędy miocytów w ścianie aorty lub jako 
włókna biegnące poprzecznie do długiej osi komórek w mięśniach trzewi 
[34]. Jest ona również tworzona przez same miocyty gładkie [49, 79].

Stosunki ilościowe elementów pozakomórkowych w mięśniu gładkim 
są bardzo zmienne i zależą od rodzaju mięśnia i jego zadań. Nie ulega 
wątpliwości, że pełnią one istotną rolę przy przenoszeniu efektów pracy 
poszczególnych komórek mięśniowych na komórki sąsiednie i otaczające 
tkanki. Są ważnym elementem integrującym strukturalnie cały mięsień.
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KAW EOLE

Błona komórkowa tworzy bardzo liczne wpuklenia w kierunku cy- 
toplazmy miocytów, zwane kaweolami (caveolae intracellulares). Mają 
one charakterystyczny, bańkowaty kształt (ryc. 7). Ich długa oś jest 
zawsze skierowana prostopadle do powierzchni komórki. Wysokość ka- 
weoli wynosi ok. 120 nm, a szerokość — 70 nm. Występują na większej 
części powierzchni komórki. Błona tworząca kaweole nie jest pokryta 
błoną podstawną, która nie wpukla się do wnętrza kaweoli. Ich światło 
jest otwarte wąską szyjką na zewnątrz komórki. Przełomy poprzez 
szyjki widoczne są w postaci „kraterów” na preparatach uzyskanych 
techniką „freeze-fracture” (ryc. 8 i 15). Kaweole mogą występować po
jedynczo, choć zwykle ustawione są w szeregi o przebiegu równoległym 
do długiej osi komórki. Zespoły takich szeregów występują przemiennie 
z obszarami błony zajętymi przez taśmy gęste (ryc. 4) [64, 67, 71, 103,
109]. Widoczne jest to zarówno na elektronogramach przekrojów po
przecznych przez miocyt, jak i na preparatach uzyskiwanych na drodze
kriorytownictwa (ryc. 8) [21, 108],

Na 1 pm2 powierzchni komórki przypada 20-30 kaweoli, co tworzy 
średnią liczbę ok. 170 000 kaweoli w komórce. Ich obecność sprawia, 
że powierzchnia błony komórkowej jest faktycznie o 50-70% większa 
od tej, która wynikać by mogła z kształtu komórki [31]. Zarówno liczba 
kaweoli, jak i rozmiary ich szyjek nie podlegają zmianom w czasie pracy 
mięśnia [37]. Techniką kriorytownictwa ujawniono, że cząstki między- 
błonowe (intramembrane particles) grupują się w obszarach błony bez
pośrednio sąsiadujących z szyjkami kaweoli [37, 109], podczas gdy są 
bardzo rzadko spotykane w błonie budującej same kaweole [37, 70].

We wcześniejszej literaturze kaweole nazywano także pęcherzyka
mi pinocytotycznymi (pinocytotic vesicles) [9, 10, 71, 74], Fakt ten 
stanowi klasyczny przykład pochopnej funkcjonalnej interpretacji ob
serwowanej struktury. Szczególnie w przekrojach, których płaszczyzna 
nie trafia na szyjkę kaweoli bądź w przekrojach stycznych do powierz
chni komórki kaweole przedstawiają się jako pęcherzyki o kolistym 
obrysie (ryc. 5, 9, 10). Kaweole podlegają penetracji koloidalnym lan- 
tanem (ryc. 10), ferrytyną (ryc. 9) i peroksydazą, co dowodzi łączności 
ich światła z przestrzenią pozakomórkową [93]. W żadnym przypadku 
nie wykazują jednak aktywności mikropinocytotycznej [23], mimo że 
o tę funkcję podejrzewano je powszechnie, dzięki ich kształtowi i przy
powierzchniowej lokalizacji.

Niektórzy autorzy skłaniają się do opinii, że kaweole pełnią rolę 
T-systemu przenoszącego impuls z powierzchni komórki w jej głąb 
[29, 56]. Taką rolę błoniastego T-systemu przenikającego poprzecznie
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włókna mięśniowe przyjmuje się obecnie w mięśniu prążkowanym [57]. 
Za tą koncepcją roli kaweoli przemawia fakt szeregowego ich rozmiesz
czenia przy powierzchni komórki (ryc. 8), rzekomo zgodnie z elementami 
aparatu kurczliwego. Bez względu na treść poglądów na temat funkcji 
kaweoli w miocycie nie ulega wątpliwości, że są one typowymi organel
lami dla komórek mięśni gładkich i zawsze w nich występują. Podobne 
struktury stwierdza się co prawda w mięśniach szkieletowym i serco
wym. w komórkach endotelialnych i niektórych epitelialnych, ale z pe
wnością spełniają tam inne zadania [36]. Brak kompleksowych badań po
równawczych tych struktur sprawia, że wszelkie rozważania na temat 
ewentualnych cech wspólnych lub różnic w ich funkcjonowaniu mają 
charakter spekulatywny.

TAŚM Y GĘSTE

Na wewnętrznej stronie błony komórkowej nie zajętej przez kawe- 
ole spotyka się przylegające do niej nagromadzenia gęstego elektronowo, 
bezpostaciowego materiału (ryc. 6, 13). Zajmują one obszary o 0,2-0,4 ąm 
szerokości i rozciągają się na ponad 1-2 ąm wzdłuż długiej osi komórki. 
Ze względu na wydłużony kształt i silną tendencję do impregnowania się 
solami metali ciężkich nazwano je „taśmami gęstymi” (dense bands 
lub dense patches). W zależności od typu mięśnia zajmują one od 1/3 
do 1/4 powierzchni komórki [31]. Grubość taśm gęstych osiąga zwykle 
30-100 nm. Wydaje się, że ich gęstość i wyrazistość w preparacie zale
żeć może od procedury przygotowania tkanki do obserwacji w mikrosko
pie elektronowym (utrwalanie, zatapianie, barwienie). Materiał taśm 
gęstych barwi się z różną intensywnością nawet w różnych preparatach 
tego samego mięśnia [93]. Fakt wnikania miofilamentów cienkich i fila- 
mentów pośrednich w obszar taśm gęstych trudny był do jednoznaczne
go wykazania. Dzięki zastosowaniu stereoskopowych zdjęć z mikroskopu 
elektronowego wysokonapięciowego stwierdzono bezspornie, że filamen- 
ty  te sięgają wnętrza taśm gęstych [2, 15, 22, 31, 68], Niektórzy autorzy 
nazywali też taśmy gęste „płytkami mocującymi” (attachement plaques) 
[6, 30, 68]. W czasie skurczu dochodzi do przyciągania obszarów błony 
komórkowej wyposażonej w taśmy gęste w głąb komórki, co nadaje 
powierzchni komórki pofałdowany przebieg (ryc. 16 A) [93].

Immunohistochemicznie została w taśmach gęstych wykryta a-akty- 
nina [84], która jest białkiem charakterystycznym dla linii Z w mięśniu 
prążkowanym [85]. Linia Z stanowi tam miejsce przyczepu cienkich 
miofilamentów aktynowych [57], a także jest rejonem, w którym stwier
dza się filamenty pośrednie desminowe [60]. Wskazuje to więc na podo
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bieństwo funkcji taśm gęstych i linii Z [68]. Strukturalnie obie te orga
nelle wykazują również znaczne podobieństwo: amorficzność i wysoką 
gęstość budującego je materiału.

Taśmy gęste sąsiadują z elementami włóknistymi substancji poza- 
komórkowej po drugiej stronie błony komórkowej lub też występują 
na przeciwko taśm gęstych przyległej komórki. W ostatnim przypadku 
powstaje w ten sposób połączenie pośrednie (intermediate junction). 
Zwykle wtedy obszar taśmy gęstej występuje na wyniosłości błony 
komórkowej.

i

CIA ŁA  GĘSTE

Wydaje się, że ciała gęste (dense bodies) są takimi samymi nagro
madzeniami amorficznego materiału co taśmy gęste, z tą jednak różnicą, 
że nie przylegają do wewnętrznej strony błony, lecz są rozmieszczone 
swobodnie w cytoplazmie miocyta (ryc. 4, 13). Mimo iż żaden z autorów 
nie podaje rozmiarów ciał gęstych i ich kształtu, z analizy załączonych 
elektronogramów wynika iż nie są one tworami wydłużonymi, lecz są 
mniejsze i mają kształt bardziej zwarty niż taśmy. Przedstawiają się 
jako „węzły” w sieci miofilamentów przenikających cytoplazmę mio
cyta (ryc. 17) [16]. Poznanie ich roli polegającej na wiązaniu miofila
mentów przechodziło podobne koleje jak w przypadku taśm. Rola ciał 
gęstych w łączeniu miofilamentów cienkich (analogiczna do roli linii Z 
w mięśniu prążkowanym) była hipotetyczna [15] dopóki nie wykazano 
na ultraskrawkach krojonych seryjnie oraz na stereoskopowych zdjęciach 
skrawków półcienkich, że miofilamenty cienkie istotnie wnikają w obręb 
ciał gęstych [2, 97]. Obserwacje te znalazły również potwierdzenie 
w obrazach ciał gęstych uzyskanych techniką „freeze-fracture” [108]. 
W końcu Schollmeyer i wsp. [84] wykazali bezsprzecznie obecność 
a-aktyniny w obrębie ciał gęstych i taśm. Sądzę, iż analogia do linii Z 
jest słuszniejsza w przypadku ciał gęstych niż taśm. Te ostatnie z racji 
powiązań z błoną komórkową bardziej przyrównać można do rejonów 
wstawek mięśnia sercowego lub do gęstych ciał wiążących miofibryle 
na poziomie linii Z do błony komórkowej w komórkach mięśnia serco
wego [59].

SIA T E C Z K A  SRÓDPLAZM ATYCZNA

Ziarnista siateczka śródplazmatyczna występuje z reguły w zna
cznej obfitości w miocytach rozwijających się, podczas gdy w komórkach 
dojrzałych przeważa siateczka gładka [36], która nazywana jest także
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Ryc. 1. K om órka  m ięśn ia  gładkiego w id z ian a  w  skan ingow ym  m ikroskop ie  e lek tro 
nowym . 24-godzinna hodowla in  v itro  z żyły żółtkow o-krezkow ej 13-dniowego zarod 
ka kurczęcia . K sz ta łt  kom órk i w rzecionow aty , pow ierzchnia  gładka. Liczne w y p u s tk i  

sk ierow ane  do podłoża. X 3400, z M arw in  i wsp., Circul. Res., 45, 4, 528, 1979
Ryc. 2 i 3. K om órk i m ięśn ia  gładkiego z hodow li in  vitro  w ybarw ione  im m unofluo -  
rescencyjnie . X 770, z C ham ley  i wsp., Celi Tiss. Res., 177, 503, 1977. Ryc. 2. Miocyt 
z a o r ty  k ró lik a  w y b arw io n y  b a rw n ik ie m  fluo rescency jnym  (FITC) sprzężonym  
z p rzeciw cia łem  sk ie ro w an y m  przec iw  a k ty n ie  m ięśni gładkich. Ryc. 3. Miocyt 

z żyły człow ieka w y b arw io n y  analogicznie  p rzeciw  m iozynie m ięśni g ładk ich
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Rye. 5. F ra g m e n t  kom órk i m ięśn ia  gładkiego z żyły głównej żółw ia w idz iany  
w  t ra n sm isy jn y m  m ikroskop ie  e lek tronow ym . W jąd rze  obecne ją d e rk o  (nu), 
w  sąsiedztw ie ją d ra  cen trio le  (c) oraz m ik ro tu b u le  (mt). S trza łk am i oznaczono 
kaweole w  p rzypow ie rzchn iow ym  re jon ie  kom órki. X 38 000, z Somlyo i Somlyo [93]
Ryc. 6. P rzek ró j  pod łużny  przez m iocyt z je l i ta  cienkiego szczura. J ą d ro  w ydłużone  
w  osi kom órk i;  w idoczne za fa łdow an ia  osłonki jąd row ej. W sarkop lazm ie  obecne 
f i lam en ty  o p rzeb iegu  pod łużnym  oraz w olne  rybosom y (r). X 27 000, z Bois [6]
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Ryc. 7. P rzek ró j poprzeczny  przez miocyt g ładki z je li ta  cienkiego szczura na  
poziom ie ją d ra  kom órkow ego. W p raw y m  górnym  rogu  inny  m iocyt p rzekro jony  
poprzecznie  w  części końcow ej. S trza łkam i oznaczono ta śm y  gęste. P rzy  pow ierz 
chni kom órk i w idoczne kaw eole, a w  sąsiedztw ie ją d ra  — a p a ra t  Golgiego. X 25 000,

z Bois [6]
Ryc. 8. Obraz f ra g m e n tu  pow ierzchni m iocyta g ładkiego z ta śm y  okrężnicy św inki 
m orsk ie j  uzyskany  te ch n ik ą  „ freeze -f rac tu re” (s trona  P). W idoczne przełom y szyjek 
kaw eo li  us taw ionych  szeregowo w  pasm ach  na  p rzem ian  z obszaram i w olnym i od

kaw eoli. X 20 000, z W atan ab e  i Y am am oto  [108]
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Ryc. 9. P e ry fe ry czn y  f ra g m e n t  m iocyta  z żyły w ro tne j k ró lika . P rz e k ró j  styczny do 
pow ierzchni kom órki. T k a n k a  in k u b o w an a  w  obecności fe r ry ty n y ,  k tó re j  depozyty  
w y s tęp u ją  poza b łoną kom órkow ą (górna część zdjęcia) oraz w  p ro f i lach  p rz e k ro 
jów  kaw eoli, lecz nie są obecne w  cy s te rn ach  siateczki (strzałki). X 95 000 z Somlyo

i Somlyo [93]
Ryc. 10. P rzek ró j  przez m ięsień  gładki żyły w ro tne j k ró lik a  in k u b o w an y  w  czasie 
osm ow ania  w  ko lo ida lnym  lan tan ie . P rzes trzeń  m iędzykom órkow a w y b a rw io n a  
ciemno. W yznacznik  w n ik n ą ł  do kaw eoli. Szyjki n iek tó rych  z n ich  leżą poza 
płaszczyzną p rzek ro ju , s tąd  ich profile  p rzy jm u ją  w ygląd  o d e rw an y ch  od b łony

pęcherzyków  (strzałka). X 31 500, z Somlyo i Somlyo [93]
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Ryc. 11. Pow ierzchniow y f rag m e n t  kom órk i m ięśn ia  g ładkiego z żyły  w ro tn e j  
k ró lika . W idoczne zespolenie cys te rn  siateczki sa rkop lazm atyczne j (SR) z zew nę
t rz n ą  b łoną  kom órkow ą. Leżące m iędzy nim i e lek tronow o gęste z iarn is tośc i zazna
czono s trza łkam i. SV — przekró j przez kaweolę. X 228 000, z Som lyo i Som lyo  [93]
Ryc. 12. P rzekró j podłużny przez p rzedn i zw ieracz m uszli om ółka M y ti lu s  in kubo -  
w a n y  w  czasie osm ow ania  w  K[Sb(OH)6], C iem ne s tro n ty  w  n ie  w y b a rw io n y m  
s k ra w k u  w skazu ją  na  obecność w apn ia  w  p rzeb iegających  podłużnie  p od  p o w ie rz 
chn ią  kom órki p ro filach  siateczki (sr) oraz m itochondriach  (M). X 12 000, z A tsu -

mi [3]
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Ryc. 13. P rzek ró j  poprzeczny przez f rag m en t m iocyta  z w a rs tw y  okrężnej m ięś-  
n iów ki g ładkiej je lita  św ink i m orsk ie j;  a — cienkie f i lam en ty  (aktynowe), b — ciała 
gęste, d — taśm a gęsta po w ew n ę trzn e j  stronie  sarkolem m y, i — pośrednie  f i la 
m en ty , m — grube  f i lam en ty  (miozynowe). X 935 000, z Gabella, Celi Tiss. Res.,

201, 277, 1979
Ryc. 14. P rzek ró j  przez połączenie szczelinowe (neksus) m iędzy dw iem a k o m ó rk am i 
m ięśn ia  gładkiego uw idoczniony po b a rw ien iu  oc tanem  u ra n y lu  en bloc. W idoczna

s iedm iow ars tw ow a s t ru k tu ra  połączenia. X 224 000, z H enderson  [45]
Ryc. 15. O braz  połączenia szczelinowego w  m ięśn iu  g ładk im  je lita  św inki m orsk ie j  
u zy sk an y  tech n ik ą  , ,f reeze -frac tu re”. W idoczna pow ierzchnia  P  kom órk i m ięśniow ej. 
W re jo n ie  połączenia zagęszczenie z iarn  śródbłonow ych. Poniżej — prze łom y szy
je k  k aw eo li  widoczne w  postaci „ k ra te ró w ”. X 120 000, z G abella  i B lundell [38]
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siateczką sarkoplazmatyczną. Pomiędzy obu typami siateczki występują 
połączenia [93]. Ziarnista siateczka zaangażowana jest w procesy syntezy 
związane z tworzeniem błon, filamentów i substancji pozakomórkowych. 
Siateczka gładka stanowi główny przedział śródkomórkowy dla przecho
wywania jonów wapnia. Zawartość wapnia w obrębie siateczki wyka
zana została histochemicznie (ryc. 12) [3, 20, 47, 54, 69, 94, 111].

Siateczka sarkoplazmatyczna występuje w okolicy jądra i przenika 
komórkę w jej rejonach zajętych przez miofilamenty. W większości 
zlokalizowana jest jednak w okolicach podpowierzchniowych komórki 
(ryc. 12). Średnio zajmuje ona ok. 2°/o objętości komórki. Siateczka nie 
ma ciągłości z przestrzenią międzykomórkową, gdyż nie wypełnia się 
wyznacznikami przestrzeni pozakomórkowej takimi jak: ferrytyna (ryc. 
9), peroksydaza chrzanowa i koloidalny lantan [23, 93]. Cysterny sia
teczki mają zasadniczo przebieg podłużny. W częściach peryferyjnych 
komórki zaznacza się wyraźnie ich związek z kaweolami i błoną komór
kową, podczas gdy w częściach centralnych komórki cysterny siateczki 
wykazują tendencję sąsiadowania z mitochondriami [23, 24, 29, 91]. 
Cysterny siateczki przebiegają pomiędzy kaweolami; układają się rów
nolegle do błony komórkowej w jej bezpośrednim sąsiedztwie tak, że 
przestrzeń pomiędzy nimi może wynosić zaledwie 10 nm. W miejscach 
tak bliskiej apozycji błon stwierdzono pomiędzy nimi występowanie 
gęstych ziarn rozmieszczonych regularnie w odstępach 20-25 nm (ryc. 11) 
[3, 23, 93]. S truktury te przyrównuje się do opisanych w mięśniu serco
wym „zespoleń peryferycznych” (peripheral coupling) [101]. Sądzi się, 
że są one strukturalnym wyznacznikiem zachodzącej pomiędzy błonami 
wymiany jonowej, widocznym w transmisyjnym mikroskopie elektro
nowym przy dużych powiększeniach. Techniką „freeze-fracture” wyka
zano, że błony siateczki zawierają cząstki o średnicy 8-12 nm, które 
zapewne zaangażowane są w transport wapnia poprzez błony [19, 21]. 
Jak  wiadomo obieg wapnia w komórce mięśniowej ma istotne znaczenie 
dla regulacji procesów skurczu [7, 18].

M ITO CH O N D RIA

Mitochondria zajmują 5-9% objętości komórki miocyta [35]. Ilość 
ich zależy od rodzaju mięśnia [36]. Występują głównie przypowierz
chniowe lub w okolicy biegunów jądra (ryc. 4). Z reguły są wydłużone, 
a osie ich leżą równolegle do przebiegu miofilamentów. Zwykle są drob
ne, choć ich długość może dochodzić do 7 pm [93]. Macierz (matrix) jest 
gęsta, zawiera wyraźne, ciemne ziarna śródmitochondrialne, które uwa
żane są za depozyty niektórych jonów dwuwartościowych.
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Ścisły związek mitochondriów z elementami siateczki [31], a także 
z kaweolami został zaobserwowany przez licznych autorów [42, 62, 91, 
95]. Odstęp pomiędzy zewnętrzną błoną mitochondriów a błoną budu
jącą kaweole często wynosi zaledwie 4-5 nm [93]. Uważa się, że tak 
bliski kontakt może wskazywać na wymianę kationów pomiędzy tymi 
organellami [42, 90], Ze względu na ich zdolność do gromadzenia jonów 
dwuwartościowych, w tym wapnia [93, 100], uważa się, że mitochondria 
mogą odgrywać istotną rolę w gospodarce wapniowej komórki [24, 95, 
107]. Zasadniczą rolę w tym względzie przypisuje się jednak siateczce 
[72]. Współpraca siateczki z mitochondriami w gospodarowaniu wapniem 
jest również możliwa ze względu na bliskość tych organelli w komórce, 
szczególnie w rejonach przypowierzchniowych (ryc. 12) [21, 42, 90, 95,
110]. Innymi możliwymi miejscami przechowywania wapnia są: jądro ko
mórkowe, błona komórkowa, błona podstawna i przestrzenie między
komórkowe [93].

INNE ORGANELLE

Powszechnie występującym elementem strukturalnym cytoplazmy 
komórek mięśni gładkich są mikrotubule (ryc. 5) [76]. Trudno im jednak 
przypisać jakąkolwiek specyficzną rolę [93]. Ogólnie uważa się, że mi
krotubule stanowią element cytoszkieletu komórki. W miocycie mikro
tubule mają typową strukturę, która zachowuje się lepiej po utrwalaniu 
glutaraldehydem niż osmem. Ich średnica wynosi 25 nm. W przekro
jach poprzecznych w świetle mikrotubul sporadycznie spotyka się
ciemny rdzeń [93].

Centriole występują zwykle przy jądrze komórkowym z jego jednej 
strony (ryc. 5) [36]. Ich obecność jest zrozumiała ze względu na zdolność 
miocytów gładkich do podejmowania podziałów komórkowych. Przy obu 
biegunach jądra rozciągają się w kierunku biegunów komórki stożki 
cytoplazmy, która w zasadzie wolna jest od filamentów (ryc. 4). W re
jonie tym, oprócz licznych mitochondriów i siateczki, obecne są aparaty 
Golgiego (ryc. 7) i lizosomy [36]. W sarkoplazmie obecne są także wolne 
rybosomy (ryc. 6), oprócz tych które związane są z błonami ziarnistej 
siateczki i zewnętrzną błoną osłonki jądrowej (ryc. 4).

M IO FILA M EN TY  I F ILA M EN TY

Miofilamenty są najistotniejszym elementem aparatu kurczliwego 
komórki mięśniowej. Jego organizacja w miocycie gładkim jest o wiele 
mniej przejrzysta niż w mięśniu prążkowanym. Stąd też wyjaśnienie
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struktury i działania aparatu kurczliwego mięśni gładkich wymagało 
więcej czasu i do dziś nie pozostaje całkiem jednoznaczne. Rozróżnia się 
dwa typy miofilamentów: cienkie i grube, a ponadto filamenty pośred
nie. Wraz z wiążącymi je ciałami i taśmami gęstymi oraz elementami bło
niastymi magazynującymi wapń tworzą one aparat kurczliwy miocytów 
gładkich. Wzajemne ułożenie miofilamentów w komórce nie jest tak 
uporządkowane jak w mięśniu prążkowanym, nie tworzą zatem miofibryl 
ani sarkomerów. Stanowią trójwymiarową wielokierunkową sieć, której 
zasadniczy przebieg zgodny jest jednak z długą osią komórki (ryc. 17). 
Ciągłość tej sieci dotyczy przynajmniej miofilamentów cienkich i fila- 
mentów pośrednich. Miofilamenty grube nastręczały najwięcej kłopotów 
badaczom, część z nich wątpiła w ogóle w ich realne istnienie w mięśniu 
gładkim. Również chemizm miofilamentów był i jest nadal przedmio
tem dociekliwych badań. Ustalono jednak jednoznacznie, iż miofilamenty 
miocytów gładkich, podobnie jak w mięśniu prążkowanym, zawierają 
podstawowe białka kurczliwe: aktynę (ryc. 2) i miozynę (ryc. 3), co wyka
zano metodami biochemicznymi i immunohistochemicznymi [43, 65, 82].

Ryc. 17. S chem at m odelu  o rgan izac ji  a p a ra tu  kurczliw ego w  kom órce m ięśnia  g ład 
kiego; A  — p rzek ró j  poprzeczny, B  — p rzek ró j podłużny. Sieć f i lam en tó w  o za
sadniczym  pod łużnym  przeb iegu  łączy się w  ciałach  gęstych. Z Cooke i F ay  [16]

Miofilamenty cienkie (aktynowe) charakteryzują się średnicą prze
kroju ok. 7 nm. Po zastosowaniu utrwalania glutaraldehydem są zwykle 
dobrze zachowane. Na preparatach krojonych nie udaje się jednak 
określić ich maksymalnej długości. Często tworzą pęczki grupujące po 
ok. 20 sztuk, czasami zebrane są w rozety wokół miofilamentów gru
bych, ale nie jest to regułą [2, 92, 96, 971. Miofilamenty cienkie są 
o wiele liczniejsze niż grube. Stosunek liczby miofilamentów cienkich do 
grubych wynosi 12:1, lecz jest zmienny w zależności od badanego mię
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śnia [6, 66]. Dochodzić może także do wartości 15:1 [93]. Stosunek ten, 
obliczony z preparatów krojonych obserwowanych w mikroskopie elek
tronowym, znajduje potwierdzenie w badaniach biochemicznych [43, 65, 
86, 104]. Wykazano jednoznacznie, że miofilamenty cienkie wnikają 
w obręb taśm i ciał gęstych [22, 68, 92, 104], które stanowią miejsca ich 
zakotwiczenia.

Miofilamenty grube uznaje się za miozynowe [52]. W preparatach 
utrwalonych zachowują się o wiele trudniej. Ich ilość ocenia się na 160 
na 1 pm2 przekroju poprzecznego komórki mięśniowej. Zwykle mają 
nieregularny obrys przekroju poprzecznego, którego rozmiary wahają 
się w granicach 15-17 nm. W mięśniach naczyń długość miofilamentów 
grubych oceniono na 2,2 ąm [2], Długość izolowanych miofilamentów 
grubych nie przekraczała zwykle 3 |xm, choć niektóre dochodziły do 8 ąm 
[36]. Końce miofilamentów grubych wykazują charakterystyczne zao
strzenie. Podobnie jak w mięśniach szkieletowych na miofilamentach 
grubych miocytów gładkich stwierdzono obecność mostków poprzecznych 
(cross-bridges) [22, 92-94, 99]. Prawdopodobnie ułożone są one heliso- 
wato na powierzchni miofilamentu [92, 98, 99]. Mostki uważa się za 
głowy cząsteczek miozyny budujących miofilament gruby, choć sposób 
agregacji miozyny w miofilamencie nie jest ostatecznie poznany. Jest on 
najprawdopodobniej odmienny niż w mięśniu szkieletowym [89].

Obecność miofilamentów grubych w miocytach gładkich była przed
miotem licznych dyskusji [6]. Mimo dość wczesnego ujawnienia ich
w cytoplazmie miocytów [17, 22, 27, 40, 56, 76], ich autentyczność była 
kwestionowana przez niektórych badaczy [61], którzy uznawali je za 
artefakty. Sugerowano, iż miozyna w miocytach pozostaje w formie nie 
zorganizowanej strukturalnie [83], lecz na skutek utrwalania ujawnia 
się w preparatach w postaci miofilamentów lub taśm (ribbons). T rud
ności z uwidocznieniem grubych miofilamentów spowodowały również 
powstanie zarzuconej już dziś teorii głoszącej, że miozyna obecna w ko
mórce w postaci dimerów agreguje w miofilamenty jedynie w momencie 
skurczu [93]. Obecnie miofilamenty grube uważa się za niewątpliwy 
składnik żywych komórek mięśni gładkich, niezależny od ich stanu 
funkcjonalnego. Nadal jednak ich morfologia może przedstawiać się 
rozmaicie, głównie w zależności od zastosowanej techniki utrwalania. 
Szczególnie zastosowanie osmu jako wyłącznego utrwalacza destabili
zuje strukturę miofilamentów grubych [97].

Filamenty pośrednie zostały najbardziej jednoznacznie określone. 
Są one o wiele bardziej stabilne od miofilamentów, oporne na destrukcję 
w wyniku procedury utrwalania [93, 97], Filamenty pośrednie są stałym 
elementem strukturalnym komórki mięśnia gładkiego. Charakteryzują 
się bardzo jednorodną średnicą przekroju równą 10 nm. Ich przekrój
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poprzeczny ma obrys wyraźny, często w ich wnętrzu widoczny jest 
jaśniejszy rdzeń [76, 87, 93, 106]. Składają się z czterech podjednostek, 
każda o średnicy 3,5 nm [93]. Liczebność filamentów pośrednich może 
podlegać znacznym wahaniom, nawet w obrębie tej samej populacji 
komórek [36]. Występują w znacznej liczbie w rozwijającym się mięśniu 
in vitro i in vivo [12, 51, 106]. Nie stanowią jednak prekursorów miofi
lamentów; nigdy nie występują w ciągłości z nimi [97]. Nie jest też 
słuszny pogląd, iż stanowią one rusztowanie, na podłożu którego agregu
ją miofilamenty ani też nie stanowią produktu ich rozpadu [93]. Roz
mieszczenie filamentów pośrednich w komórce jest bardzo rozmaite. 
Mogą tworzyć pęczki w centralnym obszarze komórki [15] lub wystę
pować pojedynczo, albo w małych grupach wśród miofilamentów. Zwy
kle występują w sąsiedztwie ciał gęstych i taśm gęstych [2, 15, 75, 92] 
i wnikają do ich wnętrza [76, 93]. Ze względu na fakt, że filamenty po
średnie przebiegają pomiędzy ciałami gęstymi, łącząc je ze sobą i z taś
mami gęstymi przylegającymi do błon [2, 15], przypuszcza się, że tworzą 
one system szkieletowy komórki, podobny do opisanego w mięśniu sko
śnie prążkowanym bezkręgowców [77]. Ze względu na przypuszczalne 
funkcje szkieletowe filamentów pośrednich proponuje się by białko, 
które je buduje, nazywać „szkieletyną” (skeletin) [86].

Występowanie filamentów pośrednich nie ogranicza się jedynie do 
komórek mięśni gładkich [53]. Poza innymi rodzajami mięśni spotykane 
są one równie licznie w komórkach niemięśniowych [36, 60]: fibrobla- 
stach [51], komórkach endotelialnych [5], komórkach epitelialnych, gdzie 
nazywane są tonofilamentami [48], komórkach glejowych, gdzie określa 
się je jako gliofilamenty [80] oraz w neuronach, gdzie znane są pod nazwą 
neurofilamentów [80]. W komórkach mezenchymatycznych i ich pochod
nych nazywa się je filamentami vimentynowymi [60]. We włóknach 
mięśni prążkowanych ich obecność wykryto na obrzeżach dysków linii 
Z. Nazwano je filamentami desminowymi i stwierdzono, że ich rola 
polega na utrzymywaniu wzajemnie zliniowanej struktury  prążkowej 
sąsiadujących miofibryli [60]. Podobnie przypuszcza się, że filamenty po
średnie odpowiedzialne być mogą za mocowanie dysków linii Z do błony 
komórkowej w miocytach mięśnia sercowego [59]. Tak więc rola fila
mentów pośrednich jako mechanicznych integratorów elementów apa
ratu kurczliwego byłaby zbieżna we wszystkich typach mięśni.

Brak prążkowania poprzecznego w mięśniach gładkich jest jedną 
z bardziej istotnych cech odróżniających ten mięsień od pozostałych 
typów. Znajduje to wyraz w nazwie mięśnia. Brak prążkowania jest 
wynikiem nieperiodycznego rozmieszczenia miofilamentów cienkich i gru
bych, a co za tym idzie brakiem sarkomerów i miofibryli — tak charak
terystycznych elementów strukturalnych mięśni prążkowanych. Okazuje
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się jednak, że przy wnikliwej analizie elektronogramów licznych skraw
ków miocytów gładkich można dopatrzyć się analogii do miofibryl 
w organizacji sarkoplazmy miocyta gładkiego. W sarkoplazmie tej wy
stępują bowiem naprzemiennie obszary zawierające miofilamenty cienkie 
i grube i takie rejony, które ich nie zawierają, lecz wykazują obecność 
wyłącznie filamentów pośrednich. Na elektronogramach udaje się te 
obszary wyraźnie rozgraniczyć przez obwodzenie linią ciągłą. Obszary 
cytoplazmy zawierające miofilamenty cienkie i grube zachowują ciągłość 
na skrawkach seryjnych, można więc je uznać za słabo uorganizowane, 
trudne do dostrzeżenia analogi miofibryli (Gabella, w przygotowaniu). 
Ich struktura wewnętrzna wykazuje obecność tych samych lub analo
gicznych struk tur budujących sarkomery: miofilamentów i materiału 
linii Z. Można więc uznać, że w mięśniu gładkim mamy do czynienia ze 
słabo uorganizowanymi miofibrylami i sarkomerami ,,w rozproszeniu”.

M ECHANIZM  SKURCZU

Przyjmuje się, że w mięśniu gładkim skurcz realizowany jest we
dług podobnego modelu jak w mięśniu szkieletowym [57] — na zasadzie 
mechanizmu ślizgowego zachodzących na siebie miofilamentów komple
ksu miozynowo-aktynowego (ryc. 16) [18, 46]. Przemawia za tym wiele 
podobieństw strukturalnych aparatu kurczliwego mięśni gładkich do 
mięśni prążkowanych, których prześledzenie nie było jednak proste. 
Pozostaje nadal wiele wątpliwości i ewidentnych różnic, dzięki którym 
obraz zjawiska skurczu mięśnia gładkiego nie jest tak jasny jak w mię
śniu szkieletowym. O wiele większy zakres skurczu, niska zawartość 
miozyny, występowanie miofilamentów aktynowych w pęczkach, znaczna 
siła mięśnia gładkiego, niejasny sposób zakotwiczenia ciał gęstych 
w cytoplazmie, wielokierunkowość przebiegu miofilamentów, brak T-sy- 
stemu i hipotetyczna rola kaweoli w przenoszeniu bodźca z powierzchni 
do wnętrza komórki, wielość możliwości kompartmentalizacji wapnia 
i niejasności mechanizmu jego uwalniania to czynniki, które nie tylko 
zaciemniają nam obraz, lecz także niewątpliwie decydują o funkcjonal
nej i strukturalnej odrębności mięśnia gładkiego [34].

PO ŁĄ C ZEN IA  M IĘDZYKOM ÓRKOW E

Każda pojedyncza komórka mięśnia gładkiego otoczona jest w spo
sób kompletny własną błoną i stanowi niezależną jednostkę wykonującą 
skurcz. Mimo obfitego unerwienia mięśnia gładkiego nie wszystkie ko
mórki mięśniowe otrzymują jednak indywidualny akson z płytką moto-
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ryczną [34, 36, 45]. Nasuwają się więc pytania: w jaki sposób propago
wany jest bodziec z komórki na komórkę przy braku kompletnego uner
wienia? jaki czynnik mechaniczny utrzymuje zespoły komórek w całości 
i zapobiega rozrywaniu się mięśnia w trakcie jego pracy? Odpowiedzi 
na te pytania ściśle się ze sobą wiążą, gdyż dotyczą elektrycznego 
i mechanicznego zespolenia komórek mięśniowych, realizowanego przez 
wielorakie połączenia międzykomórkowe [45]. Zarzucone dawne koncep
cje, iż mięsień gładki stanowi syncytium komórkowe odzyskują poniekąd 
swe uzasadnienie, ponieważ — mimo jednokomórkowych składników — 
mięsień gładki traktować można jako funkcjonalne syncytium [26].

PO ŁĄ CZEN IA  PO ŚRED N IE

Połączenie pośrednie (intermediate junction) polega na apozycji dwu 
taśm gęstych w sąsiadujących ze sobą komórkach [45]. Ze względu na to, 
że struktury  takie często występują na skierowanych do siebie wy
niosłościach sąsiednich komórek nazywano je także mostkami (bridges) 
[50]. Przestrzeń dzieląca obie komórki w tym miejscu zawęża się do 
szczeliny o szerokości 30-40 nm. Jest ona wypełniona materiałem błony 
podstawnej obu komórek, który w tym obszarze wykazuje niewyraźną 
periodyzację s truktury  [36]. Wspólna blaszka zbudowana z materiału 
błony podstawnej najwyraźniej cementuje obie komórki w miejscu po
łączenia pośredniego. S truktury takie, podobnie jak nieparzyste taśmy 
gęste, osiągają długość 1-2 pm i leżą równolegle do długiej osi komórek. 
Błona komórkowa tych rejonów nie wykazuje specjalizacji struktury. 
W obrazach kriorytowniczych (freeze-fracture) stwierdza się obniżoną 
liczbę cząstek międzybłonowych (intramembrane particles) w obszarach 
połączeń pośrednich [34].

Jak się sądzi, połączenia pośrednie zapewniają mechaniczny kontakt 
pomiędzy komórkami mięśniowymi [36]. Dzięki powiązaniu taśmy gęstej 
z miofilamentami stanowią one miejsca przenoszenia siły skurczu z pęcz
ka miofilamentów jednej komórki na podobny pęczek w komórce sąsie
dniej. Połączenia te różnią się od desmosomów brakiem wielowarstwo
wego materiału w przestrzeni międzykomórkowej oraz niewystępowa
niem dużych cząsteczek śródbłonowych (intramembrane particles) [36]. 
Filamenty wnikające do taśm gęstych w rejonie połączenia z reguły 
układają się równolegle do płaszczyzny błony, a nie pod kątem, jak 
ma to miejsce w desmosomie [45]. Połączenie pośrednie mięśni gładkich 
porównać można do fragmentów wstawek (intercalated discs) w mięśniu 
sercowym [34]. Ich lokalizacja w mięśniu gładkim nie jest jednak ogra
niczona wyłącznie do końców komórki, lecz przeciwnie, są one rozpro
szone równomiernie po jej powierzchni.
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Nieco odmienny typ połączenia pośredniego występuje w mięśniach 
gładkich naczyń. Połączenia takie są mniejsze, nie są wydłużone, lecz 
zwykle mają kształt zaokrąglony. Przestrzeń międzykomórkowa w ich 
obrębie mierzy 15-20 nm szerokości, a materiał wchodzących w ich obręb 
taśm gęstych nie wykazuje związku z miofilamentami, lecz jest wy
łącznie zagęszczeniem cytoplazmy. Takie połączenia występują też czasem 
pomiędzy komórkami mięśni gładkich a zakończeniami nerwowymi. Ich 
funkcja nie jest jednak jasna [36].

INNE R O D ZA JE PO ŁĄ CZEŃ  M IĘDZYKOM ÓRKOW YCH

Błona komórkowa miocyta wykazuje rozmaite zafalowania, które 
mają swoje odpowiedniki w ukształtowaniu błony komórkowej sąsied
niej komórki. Nie związane są one z występowaniem żadnych specy
ficznych s truk tur w cytoplazmie, specjalizacji błon ani szczególnym 
nagromadzeniem substancji międzykomórkowych. Stąd też połączenia 
takie nazywa się prostym przyleganiem (simple apposition) [45]. Ze 
względu na kształt wypustek wpuklających cytoplazmę komórki sąsied
niej (ryc. 4, P) używane są też takie nazwy, jak: połączenie intruzyjne 
lub przegubowe. W literaturze zagranicznej stosowane są bardzo roz
maite nazwy: instrusions, socket joints [50], interdigitations [45], bulbous 
projections [30], Odległość pomiędzy błonami komórkowymi w takich

Ryc. 18
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rejonach może zostać zmniejszona do przestrzeni ok. 10 nm; następuje tam 
wtedy utrata błony podstawnej pomiędzy błonami komórkowymi sąsied
nich komórek biorących udział w tworzeniu połączenia [30, 45]. Wydaje 
się, że struktury  tego typu realizują zadania mechanicznego zespalania 
komórek mięśni gładkich, nie brak jednak opinii, iż mogą one być także 
odpowiedzialne za istnienie niskooporowych połączeń dla propagacji po
tencjałów elektrycznych z jednej komórki na drugą [45].

Na uwagę zasługuje także struktura samych końców wrzecionowatych 
miocytów. Mikroskop elektronowy ujawnia, że nie są one ostro wycią
gniętymi „szpicami”, lecz przedstawiają się jako rozbudowany system 
zafałdowań i wypustek, za pomocą których końce komórek leżących 
w tej samej osi kontaktują się ze sobą. Strukturę tych połączeń przeana
lizowano na poprzecznych seryjnych ultraskrawkach i przedstawiono 
graficznie (ryc. 18) [32]. Ze względu na złożoną strukturę rejony te 
określa się terminem „końcowe aparaty kotwiczące” (terminal anchoring 
apparatus). Przypominają one nieco strukturę końców włókien mięśni 
prążkowanych, na których tworzą się zakończenia mięśniowo-ścięgniste.

PO ŁĄ C ZEN IE SZCZELINOW E (NEKSUS)

Nazwą neksus określa się połączenie szczelinowe (gap junction) 
występujące w mięśniu gładkim [26, 28, 38]. Neksus stanowi zespolenie 
błon komórkowych tak bliskie, że przestrzeń pomiędzy nimi ograniczona 
jest jedynie do pozbawionej błony podstawnej szczeliny o szerokości 
2-3 nm. Są to rozmiary rzędu elementów składowych samej błony ko
mórkowej, stąd szczelinę trudno jest uwidocznić. Na przeciętnych ele- 
ktronogramach połączenia te przedstawiają się tak, jak gdyby dochodziło 
do kompletnej fuzji błon. Więcej szczegółów uwidaczniają jednak wy
sokiej jakości elektronogramy sporządzone przy zastosowaniu dużych 
powiększeń. W szczelinę połączeń mogą wnikać drobnocząsteczkowe 
wyznaczniki przestrzeni pozakomórkowej (np. koloidalny wodorotlenek
lantanu). Wykazać można, że jest ona wypełniona delikatnymi mostkami 
przebiegającymi od jednej błony do drugiej. Wygląd połączenia typu 
„gap junctions” w preparatach krojonych, a szczególnie ilość warstw 
uwidocznionych w strukturze połączenia, zależy w znacznym stopniu 
od zastosowanej procedury utrwalania tkanki [4, 45]. Przy rutynowym 
preparowaniu tkanki do mikroskopu elektronowego (aldehyd glutarowy 
i O s04 lub KM N04, podwójne barwienie skrawków cytrynianem ołowiu 
i octanem uranylu) ukazuje się pięciowarstwowa struktura połączenia 
[25]. Pochodzi to stąd, że szczelina pomiędzy błonami nie jest widoczna. 
Dlatego też zrodziło się przypuszczenie, że dochodzić tu może do zespa
lania się błon. Połączenie szczelne (tight junction) nie występuje jednak
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w mięśniu gładkim [45]. Barwienie en bloc octanem uranylu pozwala 
na uwidocznienie 2 nm szczeliny pomiędzy błonami [73], s truk tura  
połączenia zaś złożona jest z siedmiu warstw (ryc. 14) [105].

Połączenia szczelinowe przedstawiają się efektownie na preparatach 
przygotowywanych techniką kriorytownictwa (freeze-fracture). Widoczne 
są jako dyskowate obszary, które po stronie zewnętrznej przełomu błony 
(strona P) obsadzone są cząstkami międzybłonowymi (intramembrane 
particles) o średnicy 8-10 nm (ryc. 15), podczas gdy po stronie we
wnętrznej (strona E) występują ich odpowiedniki w postaci dołeczków. 
Struktura tego typu połączenia nie odbiega od opisywanej w innych 
tkankach [14], w szczególności w nerwowej i nabłonkowej [36]. Morfologia 
połączeń szczelinowych mięśni gładkich w dużym stopniu pokrywa się 
z morfologią tych połączeń występujących w obrębie wstawek w mięśniu 
sercowym [1, 102]. Uważa się, że połączenie typu „gap junction” umo
żliwia wzajemną wymianę jonów i związków drobnocząsteczkowych 
pomiędzy komórkami [41]. Obserwowane ziarnistości stanowią prawdo
podobnie rodzaj kanałów, poprzez które mogą przenikać substancje na 
wskroś błon z komórki do komórki [4]. W przypadku mięśnia gład
kiego połączenia te stanowią również miejsca elektrycznego sprzężenia
miocytów.

Połączenia szczelinowe często występują na wypustkach cytoplaz- 
matycznych lub wyniosłościach powierzchni komórki [45]. Zespolenie 
błon w połączeniu szczelinowym zwykle występuje na obszarze o średni
cy 0,5 pm, choć maksymalne rozmiary tego połączenia mogą dochodzić 
do 2-3 pm [45]. Ilość połączeń szczelinowych jest bardzo rozmaita. W je
licie świnki morskiej zajmują one ok. 0,2% powierzchni komórek, a ich 
ilość ocenia się na ok. 250 sztuk w każdej komórce [38]. Są jednakże 
inne mięśnie, w których prawie całkowicie nie stwierdza się obecności 
połączeń szczelinowych [28, 37]. Stąd też wniosek, że sprzężenie ele
ktryczne miocytów gładkich nie musi być realizowane wyłącznie za 
pośrednictwem tych połączeń [36].

O R G A N IZ A C JA  M IĘŚN IA  GŁAD KIEGO

Mięsień gładki zwykle zbudowany jest z zespołów miocytów, które 
układają się w warstwy tworząc tzw. błony, np. w mięśniówce prze
wodu pokarmowego. Niekiedy komórki mięśniowe występują też poje
dynczo, np. w ścianach cienkich naczyń lub kosmkach jelita [34]. W bło
nie mięśniowej jelita miocyty są ciasno upakowane. Na 1 mm3 tkanki 
przypada około 180 000 komórek [31]. Komórki dzieli wąska przestrzeń 
rzędu kilku nanometrów, wypełniona kolagenem. Nieliczne większe prze
strzenie zajęte są przez elementy tkanki nerwowej, kapilary, komórki
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interstycjalne i przegrody łącznotkankowe. Pojemność przestrzeni mię
dzykomórkowych mięśnia gładkiego została wyznaczona morfometrycz
nie na elektronogramach. Wynosi ona ok. 10-30% objętości mięśnia [34].

Mięsień gładki w zasadzie nie wykazuje powiązań ze ścięgnami. 
Wysoka zawartość kolagenu w tym mięśniu pozwala na stwierdzenie, 
że w przypadku mięśnia gładkiego mamy do czynienia ze „ścięgnem 
śródmięśniowym” (intermuscular tendon) [34]. Wszechobecne wśród mio
cytów włókna kolagenowe muszą odgrywać znaczną rolę w przeno
szeniu siły skurczu z jednych komórek na drugie. Grupy komórek two
rzą pęczki wyodrębnione przegrodami (septa). Przegrody nie otaczają 
pęczków w sposób kompletny, tak że zawsze każde grupy komórek 
są w kontakcie z wszystkimi innymi komórkami mięśniowymi danego 
mięśnia. W mięśniu gładkim jelita nie występuje omięsna (perimysium)
[36].

TNNE ELEM ENTY KOM ÓRKOW E M IĘŚNIA G ŁA D K IEG O

Miocyty stanowią zdecydowaną większość wśród populacji komórek 
mięśnia gładkiego. Nie brak tam także innych elementów komórkowych, 
które są jednak mało liczne. Obecne w mięśniu gładkim komórki inter
stycjalne opisane były przez Cajala [11] jako zmodyfikowane neurony. 
Impregnują się one srebrem i barwią błękitem metylenowym oraz wyka
zują pozytywną reakcję na niespecyficzne esterazy. Obserwacje mikro- 
skopowo-elektronowe wskazują jednak, że ich struktura jest bliższa mi- 
kroblastom, ale ich funkcja nadal pozostaje niejasna [36].

Inne komórki spotykane w mięśniu gładkim to makrofagi wykazu
jące intensywną aktywność fagocytarną, komórki tuczne i komórki nie- 
zróżnicowane o charakterze mioblastów [36]. Mięsień przeniknięty jest 
siecią kapilar i innych naczyń oraz elementów nerwowych.
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REAGOWANIE MIOZYNY Z AKTYNĄ W MIĘŚNIU GŁADKIM

M Y O SIN -A C TIN  IN T ER A C TIO N  IN  SM OOTH M USCLE

H a n n a  STR ZELEC K A -G O ŁA SZEW SK A

Z ak ład  Biochem ii U k ład u  N erw ow ego i Mięśni, In s ty tu t  Biologii D ośw iadczalnej
im. M. Nenckiego PA N  w  W arszaw ie

Streszczen ie .  F izjologiczny s tan  m ięśn ia  zależy od w ew nątrzkom órkow ego  stężenia 
jonów  C a2+, k tó re  oddzia łu ją  n a  b ia łka  kurcz liw e  za pośredn ic tw em  b ia łek  
regu lu jących . Is to tą  w cześniej poznanego m ech an izm u  kon tro li  skurczu  m ięśni 
szkiele tow ych jes t  h a m u ją c e  działanie  b ia łek  reg u lu jący ch  n a  reagow an ie  m iozyny 
z a k ty n ą  w  nieobecności jonów  Ca2+ ; a za tem  in  vitro,  w  nieobecności b ia łek  
regu lu jących , m iozyna z m ięśn i szkiele tow ych re a g u je  z a k ty n ą  niezależnie od s tę 
żenia jonów  C a2+. R eagow an ie  m iozyny z m ięśn i g ładkich  z a k ty n ą  w ym aga  n a to 
m ias t  udzia łu  doda tkow ych  b ia łek  i Ca2+, co w iąże się ściśle z odm iennym  m e 
chan izm em  reg u lac ji  sku rczu  m ięśni tego typu , po legającym  na ak ty w ac ji  a p a ra tu  
kurczliw ego w  obecności jonów  Ca2+. P rzeds taw iono  dw ie rów nolegle  rozw ijane  
teo rie  reg u lac j i  reag o w an ia  m iozyny z a k ty n ą  w  m ięśn iu  g ładkim . Z nakom ita  
większość obserw acji  p rzep row adzonych  in  v i tro  i in  v ivo  p rzem aw ia  na  korzyść 
teorii reg u lac ji  przez fosfo ry lac ję  lekk ich  łańcuchów  m iozyny dzia łan iem  zależnej 
od jonów  Ca2+  k inazy  lekk ich  łańcuchów  oraz defosfory lac ję  k a ta l izo w an ą  przez 
n ieza leżną  od Ca2+  fosfatazę. Omówiono możliwości m odu low an ia  s tanu  m ięśni 
g ładk ich  przez oddzia ływ anie  doda tkow ych  czynników  na  ak tyw ność  k inazy  lekk ich  
łańcuchów  miozyny. P rzed s taw io n o  bardzo  jeszcze ograniczone in fo rm ac je  o k in e 
tycznym  m echanizm ie  ak ty w ac ji  M gA TPazow ej ak tyw nośc i  m iozyny z mięśni 
g ładk ich  przez ak tynę.

S u m m a r y .  Physio logical s ta te  of m uscle is con tro lled  by  th e  in tra c e l lu la r  concen
t r a t io n  of Ca2+. The effect of Ca2+  on th e  con trac ti le  p ro te ins  is m ed ia ted  th ro u g h  
re g u la to ry  prote ins. T he  essen tia l f e a tu re  of th e  m echan ism  of reg u la t io n  of 
skele ta l m uscle  con trac tion  is inh ib ition  of ac t in -m y o sin  in te rac t io n  ex e r ted  by 
the  re g u la to ry  p ro te in s  in  th e  absence  of C a2+ ; in  vitro,  in th e  absence of the  
re g u la to ry  p ro te ins , m y o s in  and  ac tin  can  in te ra c t  irrespec tive  of Ca2+  co n cen tra 
tion. On th e  o the r  hand , in te rac t io n  of sm ooth  m usc le  m yosin  w ith  ac tin  req u ire s  
th e  p resence  of ad d it io n a l  p ro te in s  and  Ca2+. This d ifference  is connected  w ith  
a n  e n t ire ly  d if fe ren t  m ech an ism  of reg u la t io n  of sm ooth  m uscle  con trac tion , the  
essen tia l  f e a tu re  of w h ich  is ac tiva tion  of con trac ti le  p ro te ins  by the  reg u la to ry  
fac to r  in  th e  p resence  of Ca2+. In  th is  a r t ic le  tw o p a ra l le l ly  developed theories
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of regu la tion  of ac tin -m yosin  in te rac t io n  in  sm ooth  m uscle  a re  p re sen ted .  T h e  
m ajo rity  of the  in v itro  as w ell as in  v ivo  observations fav o u rs  th e  v ie w  th a t  th e  
regu la tion  is effected th ro u g h  phosphory la tion  of m yosin  light chains  by  a C a2+  — 
dependen t m yosin  light chain  k inase  and  dephosphory la tion  by  Ca2+  — in d e p e n 
d en t phosphatase . A possibility  of m odula tion  of the  physiological s ta te  of sm oo th  
m uscle by add itiona l fac to rs  a ffec ting  th e  ac tiv ity  of th e  m yosin  ligh t ch a in  
k inase  is discussed. T he still v e ry  lim ited  in fo rm ation  ab o u t th e  k inetic  m ech an ism  
of ac t in -ac t iv a tio n  of the  M gA TPase ac tiv ity  of sm ooth  m usc le  m yosin  is also 
presen ted .

Strukturalna organizacja białek kurczliwych w komórkach mięśni 
gładkich i mięśni szkieletowych kręgowców jest podobna. W obu przy
padkach miozyna i aktyna występują w formie filamentów ułożonych 
równolegle do dłuższej osi komórki, a jedynie rozmieszczenie tych s truk 
tur w komórce mięśnia gładkiego nie jest tak regularne, jak w mięśniu 
szkieletowym [58], Można zatem przypuszczać, że skurcz mięśni gładkich, 
podobnie jak szkieletowych, zachodzi wskutek cyklicznego reagowania 
„główek” cząsteczek miozyny, periodycznie rozmieszczonych na powierz
chni miozynowych miofilamentów, z miofilamentami aktynowymi. Mię- 
dzyfilamentowe połączenia za pośrednictwem główek miozyny są miej
scami generacji siły powodującej wytworzenie napięcia (skurcz izome- 
tryczny) lub przesuwanie się miofilamentów miozynowych i aktynowych 
wzdłuż siebie, co prowadzi do skrócenia mięśnia (skurcz izotoniczny). 
Nie ulega też wątpliwości, że źródłem energii dla tych procesów jest 
aktywowana przez aktynę enzymatyczna hydroliza ATP katalizowana 
przez miozynę, jakkolwiek sposób, w jaki energia chemiczna hydrolizy 
ATP przekształcona jest w energię mechaniczą pozostaje jeszcze w sferze 
przypuszczeń [47, 48].

Z badań przeprowadzonych na włóknach pozbawionych sarkolemmy 
(skinned fibers) wiadomo również, że stan mięśnia gładkiego, podobnie 
jak szkieletowego, jest uzależniony od wewnątrzkomórkowego stężenia 
jonów wapnia: przy wysokich stężeniach zjonizowanego wapnia, w za
kresie 5 • 10"7—5 • 10"5M, zachodzi skurcz, przy niższych następuje roz
kurcz [32, 84]. Natomiast molekularny mechanizm transmisji zmian 
stężenia zjonizowanego wapnia do aparatu kurczliwego w mięśniu gład
kim jest różny od mechanizmu regulacji skurczu mięśnia szkieletowego.

Jak pokazano na ryc. la, czysta miozyna i aktyna z mięśni szkiele
towych reagują ze sobą niezależnie od stężenia jonów Ca2+. Białka re
gulujące — tropomiozyna i troponina, które występują w tym typie 
mięśnia wraz z aktyną w cienkich miofilamentach, a in vitro również 
reagują wyłącznie z aktyną, hamują aktywację miozyny przez aktynę 
przy niskich stężeniach jonów Ca2+. Wzrost stężenia Ca2+ znosi to
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hamowanie, a zatem w tym układzie Ca2+ działa jako derepresor. Szcze
gółowemu omówieniu regulacji skurczu mięśni szkieletowych poświęcone 
są wcześniejsze artykuły w Postępach Biochemii [18a, 20].

( a )  M i ę s i e ń  szk ie le towy ( b) Mięs ień g ł a d k i

o
*o
NO

CL

<
O(/>
o
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>s

<

M + A -TM

Ryc. 1. S chem at i lu s tru ją cy  różnice w  reag o w an iu  m iozyny z m ięśni szkieletowych
(a) i g ładkich  (b) z a k ty n ą  oraz w  sposobie dz ia łan ia  b ia łek  reg u lu jący ch  w  tych

dwóch typach  m ięśn ia

Po odkryciu troponiny w mięśniu szkieletowym [28] próbowano 
znaleźć podobne białko w mięśniach gładkich i w kilku doniesieniach 
postulowano jego istnienie w żołądku kury [29, 41, 60], macicy [9, 41] 
i tętnicy szyjnej ssaków [41, 98]. Inni autorzy, zauważając obecność 
tropomiozyny, stwierdzili jednak brak troponiny w reagujących zmianą 
aktywności ATPazowej na zmiany stężenia jonów Ca2+ preparatach 
aktomiozyny z żołądka kury [27, 94], we włóknach mięśniowych okrężnicy 
świnki morskiej [7], jak również w cienkich miofilamentach wyizolowanych 
z żołądka kury [27, 94, 95]. Okazało się wkrótce, że białko przypomina
jące podjednostkę troponiny TN-C, wyizolowane z różnych mięśni gład
kich [41], jest w rzeczywistości calmoduliną [25, 26, 40]. Przeciwko 
regulacji skurczu mięśni gładkich przez troponinę lub białko o podo
bnym działaniu przemawiał również fakt, że w odróżnieniu od białek 
kurczliwych z mięśni szkieletowych, czysta miozyna z mięśni gładkich 
nie jest aktywowana przez aktynę [6, 27, 31, 68, 106]. Mechanizm regu
lacji skurczu mięśni tego typu musi zatem polegać na aktywacji aparatu 
kurczliwego w obecności jonów Ca2+ (ryc. Ib), podczas gdy rolą tropo
niny jest hamowanie aktywności ATPazowej aktomiozyny w nieobecno
ści jonów Ca2+.

Jakkolwiek istnieje obecnie całkowita zgodność co do tego, że rea
gowanie miozyny z mięśni gładkich z aktyną wymaga udziału dodatko
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wych białek, nie ma jednolitego poglądu na temat charakteru tych 
białek i mechanizmu ich działania. Badania w tej dziedzinie, mające 
dość krótką historię, bo zapoczątkowane dopiero w połowie lat siedem
dziesiątych, doprowadziły do sformułowania dwóch całkowicie różnych 
teorii.

TEORIA R E G U L A C JI SK U R CZU  M IĘSN I G ŁA D K ICH  PR Z E Z F O S F O R Y L A C JĘ
MIOZYNY

W odróżnieniu od aktomiozyny utworzonej przez połączenie czystej 
miozyny i aktyny, preparaty nie oczyszczonej aktomiozyny bezpośrednio 
wyizolowanej z mięśni gładkich wykazują aktywność MgATPazową (ak
tywność ATPazową stymulowaną przez jony Mg2+), typową dla miozyny 
aktywowanej przez aktynę. Aktywność ta jest zależna od stężenia jonów 
Ca2+ w środowisku i po skompleksowaniu tych jonów przez EGTA ulega 
obniżeniu do bardzo niskich wartości, charakterystycznych dla samej 
miozyny. Kolejne zastępowanie komponenty aktynowej i miozynowej 
takiego układu przez dodaną w nadmiarze czystą aktynę i czystą mio
zynę z mięśni szkieletowych, które jak już powiedziano nie są bezpo
średnim akceptorem jonów Ca2+ w procesie regulacji, pozwala stwier
dzić który ze składników aktomiozyny jest odpowiedzialny za jej reago
wanie na zmiany stężenia jonów Ca2+. Zastosowanie tego testu do 
aktomiozyny otrzymanej z mięśnia żołądka ptaków [8], jak rówmież 
z warstwy mięśniowej aorty świni [35] wykazało, że regulacja aktyw
ności tych układów zachodzi za pośrednictwem komponenty miozynowej.

Cząsteczka miozyny z mięśni gładkich zbudowana jest z trzech par 
łańcuchów polipeptydowych: dwóch łańcuchów „ciężkich”, o ciężarach 
podjednostkowych ok. 200 000 i dwóch par łańcuchów „lekkich”, o cię
żarach pod jednostkowych 20 000 i 17 000. Łańcuchy o ciężarze pod jedno
stkowym 20 000, podobnie jak homologiczne łańcuchy miozyny z in
nych typów mięśni kręgowców [34, 82], są fosforylowane przez endogenną 
kinazę (fosfotransferazę ATP — lekkie łańcuchy miozyny) wymagającą 
Ca2+ do swojej aktywności [33, 92]. Donorem reszty fosforanowej jest 
MgATP, a jej akceptorem reszta serynowa w pozycji 13 łańcucha 
(w przypadku lekkich łańcuchów miozyny z mięśnia żołądka kury) [51]. 
Hydroliza wytworzonego wiązania estrowego (defosforylacja lekkiego 
łańcucha) katalizowana jest przez endogenną fosfatazę (fosfohydrolazę 
ufosforylowanych lekkich łańcuchów miozyny), której aktywność nie 
zależy od stężenia jonów Ca2+ [33]. W 1975 r. Sobieszek [92] pierwszy 
zwrócił uwagę na jednakową zależność fosforylacji lekkich łańcuchów 
miozyny i aktywności MgATPazowej aktomiozyny z mięśnia żołądka 
kury od stężenia jonów Ca2+ (ryc. 2), a porównując przebieg obu reakcji
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Ryc. 2. Zależność fosforylacji lekk ich  łańcuchów  m iozyny (O) i ak tyw ności M gAT- 
Pazow ej ( • )  n a tu ra ln e j  ak tom iozyny  z m ięśn ia  żołądka k u ry  od stężenia jonów

Ca2+. W edług Sobieszka [93]

w czasie stwierdził, że fosforylacja nieco wyprzedza aktywację MgATPa- 
zy. Obserwacje te sugerowały, że zależna od Ca2+ fosforylacja miozyny 
przez kinazę jej lekkich łańcuchów i defosforylacja przez fosfatazę 
mogą reprezentować mechanizm regulacji reagowania miozyny z aktyną 
w mięśniu gładkim. Istniała jednak możliwość przypadkowej tylko zbież
ności procesów fosforylacji i aktywacji MgATPazowej aktywności mio
zyny. Równocześnie z fosforylacją zaobserwowano, że miozyna z mięśni 
gładkich wiąże Ca2+, w proporcji 2 moli na mol białka, w tym samym 
zakresie stężeń tego kationu jakie aktywują MgATPazową aktywność 
preparatów aktomiozyny [37, 92, 95]. Miejscem wiązania Ca2+ jest ten 
sam lekki łańcuch, który ulega fosforylacji [54]. Należało zatem roz
ważyć możliwość bezpośredniego działania Ca2+ na miozynę, analogicz
nego do opisanego wcześniej mechanizmu regulacji skurczu w niektórych 
mięśniach mięczaków, gdzie wiązanie Ca2+ przez jeden z dwóch rodzajów 
lekkich łańcuchów miozyny jest, jak się dotąd uważa, jedynym warun
kiem reagowania miozyny z aktyną [55]. Postęp w oczyszczaniu akto
miozyny i miozyny z mięśni gładkich od towarzyszącej im kinazy 
umożliwił wykluczenie istnienia tego typu regulacji skurczu w przy
padku mięśni gładkich kręgowców. Stwierdzono, że aktomiozyna pozba
wiona kinazy traci aktywność MgATPazową, której przywrócenie wy-
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Ryc. 3. Z m iany  s topn ia  fosfory lac ji  lekk ich  łańcuchów  m iozyny (#, O) i ak tyw nośc i 
M gA TPazow ej (■ ,□ ) oczyszczonej ak tom iozyny  z m ięśn ia  żołądka k u ry  pod  w p ły 
w em  frakc ji  b ia łkow ej zaw ie ra jące j  k inazę lekkich  łańcuchów  miozyny. Sym bolam i 
c im nym i i jasnym i zaznaczono w yn ik i uzyskane  odpowiednio w  obecności i n ie 

obecności jo n ó w  C a2+. W edług Sobieszka [93]

maga ponownego dodania kinazy [3, 93]. Rycina 3 pokazuje równoległy 
przebieg krzywych fosforylacji miozyny i wzrostu aktywności MgATPa
zowej oczyszczonej aktomiozyny w zależności od stężenia dodanej kina
zy. Maksymalna aktywność MgATPazowa osiągana jest przy pełnej 
fosforylacji, tj. inkorporacji 1 mola ortofosforanu na mol lekkiego łań
cucha. Te obserwacje, potwierdzone dalszymi badaniami prowadzonymi 
na aktomiozynie i miozynie z żołądka ptaków [36, 49, 50, 96] i szeregu 
innych mięśni gładkich: żołądka świni [91] i krowy [13], nasieniowodu 
świnki morskiej [12], aorty krowy [24] i świni [83], tętnicy szyjnej 
świni [71], macicy krowy [59] i łożyska ludzkiego [46], ugruntowały 
teorię regulacji skurczu mięśni gładkich przez fosforylację i defosfory- 
lację lekkich łańcuchów miozyny.

Kolejnym wnioskiem z doświadczeń in vitro było stwierdzenie, że 
regulacja aktywności kinazy lekkich łańcuchów miozyny jest jedyną 
funkcją jonów Ca2+ w regulacji skurczu mięśni gładkich. Jeżeli badany 
układ nie był zanieczyszczony fosfatazą, to usunięcie jonów Ca2+ po 
ufosforylowaniu miozyny nie hamowało aktywowanej przez aktynę 
hydrolizy ATP [13, 50, 59, 90, 91]. Najbardziej przekonywający dowód 
aktywacji ufosforylowanej miozyny przez aktynę niezależnie od stężenia
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jonów Ca2+ uzyskano stosując analog ATP, adenozyno-5'-0-(3-tiotrój- 
fosforan (ATPyS) do fosforylacji miozyny. Związek ten jest donorem
grupy tiofosforanowej dla kinazy lekkich łańcuchów miozyny, natomiast 
tiofosforylowana miozyna nie jest substratem dla fosfatazy. Aktywność 
MgATPazowa miozyny z mięśnia żołądka kurzego utrwalonej w ten 
sposób w formie ufosforylowanej była aktywowana przez aktynę nieza
leżnie od stężenia jonów Ca2+ [88]. Odosobnione obserwacje wskazujące 
na dodatkowy, bezpośredni wpływ Ca2+ na reagowanie z aktyną ufosfo
rylowanej miozyny z nasieniowodu świnki morskiej [12] i aorty świni 
[83] można przypisać niekompletnemu usunięciu fosfatazy i defosfory- 
lacji miozyny po usunięciu Ca2+. Postulowana przez autorów tych ob
serwacji możliwość specyficznych różnic właściwości aparatu kurczli
wego różnych mięśni gładkich wymaga jednak dokładniejszego spraw
dzenia.

W ślad za publikacjami wyników uzyskanych na izolowanych biał
kach pojawiły się doniesienia informujące o wynikach podobnych badań 
in vivo. W doświadczeniach przeprowadzonych na paskach warstwy 
mięśniowej tętnicy szyjnej świni [4, 5, 23], macicy szczura [52], tcha
wicy krowy [58] oraz pozbawionych sarkolemmy pęczkach komórek 
mięśnia żołądka kury [45] i jelita cienkiego królika [56] stwierdzono 
zwiększoną inkorporację radioaktywnego ortofosforanu do lekkiego łań
cucha miozyny o cięż. podj. 20 000 podczas skurczu zainicjowanego 
różnymi środkami farmakologicznymi oraz defosforylację miozyny pod
czas rozkurczu wywołanego środkami farmakologicznymi lub usunięciem 
Ca2+ przez wprowadzenie EGTA do środowiska inkubacyjnego. Chociaż 
w doświadczeniach in vivo nie uzyskuje się ani kompletnej fosforylacji 
miozyny w stanie skurczu, ani pełnej defosforylacji w stanie rozkurczu, 
dokładne pomiary wykazały korelację między wzrostem stopnia fosfory
lacji miozyny a napięciem wytworzonym w skurczu izometrycznym 
[45, 56, 58] lub szybkością skurczu pasków mięśniówki „zwolnionej” z ob
ciążenia w różnych stadiach wytwarzania napięcia [23]. Jak wiadomo, na
pięcie jest proporcjonalne do liczby międzyfilamentowych połączeń, szyb
kość skurczu zaś miarą szybkości cyklicznego tworzenia i rozrywania tych 
połączeń; jej odpowiednikiem in vitro jest aktywność MgATPazowa 
aktomiozyny, uważa się bowiem, że każdemu wytworzeniu i rozerwaniu
takiego miejscowego połączenia towarzyszy hydroliza jednej cząsteczki 
ATP [47].

Zaobserwowano również, że preinkubacja pozbawionych sarkolemmy 
pęczków komórek w roztworze ATPyS i Ca2+, powodując nieodwracal
ną fosforylację miozyny, znosi zależność aktywności skurczowej od 
stężenia jonów Ca2+ — wytworzone napięcie utrzymywało się po usu
nięciu Ca2+ [10, 45, 56, 98]. A zatem wytworzenie i utrzymanie napięcia
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mięśnia gładkiego, tak jak aktywność MgATPazowa preparatów akto- 
miozyny, nie wymaga bezpośredniego udziału Ca2+ i zależy wyłącznie 
od stopnia fosforylacji lekkich łańcuchów miozyny.

W badaniach fosforylacji miozyny in vitro początkowo stosowano 
surowe preparaty kinazy lekkich łańcuchów, izolowanej w postaci 
frakcji białkowej, której głównym składnikiem była tropomiozyna. Za
stosowanie preparatów kinazy oddzielonej od tropomiozyny przez wy
trącenie tropomiozyny w jej punkcie izoelektrycznym [38] lub oczyszczo
nej metodą chromatografii kolumnowej na Sepharose 4B [96], wględnie 
oddzielenie już ufosforylowanej miozyny od innych białek na kolumnie 
wypełnionej Sepharose 4B [12, 13], pozwoliło wykazać dodatkową sty
mulację aktywności MgATPazowej aktomiozyny, zawierającej miozynę 
w formie ufosforylowanej, przez tropomiozynę [12, 13, 38, 96], Maksy
malny efekt — dwu-trzykrotny wzrost aktywności obserwowano przy 
proporcji tropomiozyny do aktyny odpowiadającej stechiometrii wiąza
nia tych białek. Ciekawe jest, że w przypadku aktomiozyny z mięśni 
gładkich zarówno tropomiozyna z mięśni gładkich, jak i szkieletowych 
działa stymulująco, natomiast aktywność aktomiozyny z mięśni szkiele
towych jest stymulowana przez tropomiozynę z mięśni gładkich, podczas 
gdy w tych samych warunkach tropomiozyna z mięśni szkieletowych 
pozostaje w tym układzie bez wpływu lub wykazuje działanie hamujące 
[22, 97]. Ostatnio wykazano w badaniach kinetycznych, że efekt tropo
miozyny na aktomiozynę z mięśni gładkich polega na zwiększeniu po
winowactwa aktyny do miozyny [101]. Jednocześnie jednak zaobserwo
wano, że stymulujące działanie tropomiozyny zmniejsza się ze wzrostem 
siły jonowej i niemal zanika przy fizjologicznych stężeniach KC1, co 
stawia pod znakiem zapytania udział tropomiozyny w reagowaniu mio
zyny z aktyną w mięśniu gładkim. Nie jest wykluczone, że rola tropo
miozyny w mięśniu tego typu ogranicza się do stabilizacji cienkich
miofilamentów [101].

Zwrócenie uwagi na rolę fosforylacji w regulacji skurczu mięśni 
gładkich spowodowało wzrost zainteresowania kinazą lekkich łańcuchów 
miozyny. Wykazano, że kinaza otrzymana z mięśnia żołądka kury zbu
dowana jest z dwóch podjednostek, które rozdzielono i określono ich 
ciężary podjednostkowe na 105 000 i 17 000 [19]. Podjednostkę o niższym 
ciężarze zidentyfikowano nastąpnie jako calmodulinę [21], białko wią
żące Ca2+ z wysoką stałą wiązania, powszechnie występujące w różnych 
tkankach i biorące udział w regulacji bardzo wielu procesów enzyma
tycznych. Wyniki te potwierdzono w innych laboratoriach, uzyskując 
nieco wyższe wartości ciężaru cząsteczkowego cięższej podjednostki: 
130 000 dla enzymu z żołądka indyka [2, 104], 142 000 dla enzymu 
z aorty krowy [103] i 145 000 dla enzymu z żołądka kury [91]. Różnice
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mogą wynikać z podatności kinazy na działanie endogennych proteaz 
[2, 103, 104]. Żadna z dwóch podjednostek kinazy oddzielnie nie wyka
zuje aktywności fosfotransferazowej [19, 21]. Przypuszcza się, że Ca2+ 
aktywuje kinazę wiążąc się z calmoduliną, która dopiero w kompleksie 
z Ca2+ może łączyć się z większą podjednostką kinazy tworząc aktywny, 
trójskładnikowy kompleks. Obie podjednostki wiążą się w molowej pro
porcji 1:1 [2, 39], przy czym calmodulina z mięśnia gładkiego może być 
zastąpiona przez calmodulinę z innych tkanek [21].

Udział calmoduliny w regulacji skurczu mięśni gładkich potwierdzi
ły badania in vitro, w których stwierdzono, że trifluoperazyna i chlor- 
promazyna, będące selektywnymi inhibitorami calmoduliny [14, 42, 105], 
hamowały w obecności Ca2+ zarówno wytwarzanie napięcia, jak i fos- 
forylację lekkich łańcuchów miozyny w mięśniu tętnicy szyjnej świni 
[5], tętnicy płucnej i jelita cienkiego królika [11, 56], okrężnicy świnki 
morskiej [98]. Środki te nie miały działania rozkurczającego, jeżeli 
miozyna została uprzednio nieodwracalnie ufosforylowana przez inku
bację pozbawionych sarkolemmy włókien w roztworze ATPyS i Ca2+ 
[56]. Obserwacje te są istotne również z tego względu, że w dużym 
stopniu eliminują możliwość, że skurcz i fosforylacja lekkich łańcuchów 
miozyny są niezależnymi procesami zachodzącymi w tym samym zakre
sie stężeń Ca2+.

Wkrótce po określeniu budowy kinazy lekkich łańcuchów miozyny 
zarysowała się możliwość dodatkowego mechanizmu regulacji skurczu 
mięśni gładkich przez modulację aktywności tego enzymu. Okazało się, 
że większa podjednostką kinazy lekkich łańcuchów otrzymanej z mięśni 
gładkich (żołądka indyka, aorty krowy) ulega sama fosforylacji pod 
wpływem innej kinazy, która jest regulowana przez cAMP [1, 103, 104], 
co powoduje około dwukrotne zmniejszenie aktywności kinazy lekkich 
łańcuchów [1, 16]. Jak pokazano na ryc. 4, efekt fosforylacji polega na 
obniżeniu powinowactwa większej podjednostki kinazy lekkich łańcu
chów do kompleksu Ca2+-calmodulina: ufosforylowana kinaza wymaga 
do swej aktywności wyższego stężenia calmoduliny [16, 17, 103]. Wy
kazano następnie, że kinaza lekkich łańcuchów miozyny zawiera co 
najmniej dwa miejsca fosforylacji. Jeżeli fosforylacja przez kinazę 
zależną od cAMP przeprowadzona jest w obecności EGTA, kiedy brak 
Ca2+ uniemożliwia wiązanie calmoduliny przez większą podjednostkę 
kinazy lekkich łańcuchów, oba miejsca są fosforylowane, co powoduje 10- 
20-krotne obniżenie powinowactwa do calmoduliny w obecności Ca2+. 
W obecności związanej calmoduliny (w obecności Ca2+) zależna od cAMP 
kinaza fosforyluje tylko jedno z tych miejsc, co pozostaje bez wpływu 
na właściwości kinazy lekkich łańcuchów. W badaniach tych stosowano 
kinazę z żołądka indyka [17].
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Zmiana zdolności wiązania calmoduliny pod wpływem fosforylacji 
jest odwracalna: defosforylacja przez fosfatazę wyizolowaną z mięśnia 
żołądka indyka przywraca kinazie lekkich łańcuchów miozyny jej pier
wotne właściwości [17].

Ryc. 4. Zależność ak tyw nośc i u fosfo ry low anej ( • )  i n ieu fosfo ry low anej (O) k inazy  
lekkich  łańcuchów  m iozyny  od stężenia calm oduliny . A ktyw ność  enzym u badano  
m ierząc przeniesien ie  32P  z A T 32?  na  izolowany lekki łań cu ch  m iozyny w  obec
ności Ca2+  w  ciągu 5 m in  p rzy  stężeniu  k inazy  1(HM. W edług  Conti i A dels te ina

£161

Możliwość udziału zależnej od cAMP fosforylacji kinazy lekkich 
łańcuchów miozyny w regulacji skurczu mięśni gładkich potwierdzają 
doniesienia o spadku aktywności MgATPazowej [72, 89] i stopnia fos
forylacji lekkich łańcuchów miozyny [89] w surowych preparatach akto- 
miozyny z aorty krowy i tętnicy szyjnej świni pod wpływem cAMP 
i zależnej od niego kinazy w obecności Ca2+. Stwierdzono również 
rozkurczające działanie cAMP w obecności Ca2+ na pozbawione sarko- 
lemmy pęczki włókien okrężnicy świnki morskiej [72].

Najsłabiej scharakteryzowanym enzymem układu fosforylującego- 
-defosforylującego mięśni gładkich jest fosfataza. Jakkolwiek obserwo
wano jej aktywność w preparatach białek kurczliwych i ekstraktach 
z różnych mięśni gładkich [12, 33, 49, 77, 88], dopiero ostatnio doniesiono 
o izolacji i oczyszczeniu dwóch fosfataz z mięśnia żołądka indyka [79]. 
Dla obu substratem były ufosforylowane lekkie łańcuchy miozyny z mię
śni gładkich, natomiast tylko jedna z nich defosforylowała ponadto 
ufosforylowaną kinazę lekkich łańcuchów miozyny.
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W świetle przedstawionych wyników (ryc. 5) maksymalny skurcz 
mięśnia gładkiego wymaga odpowiednio wysokiego stężenia jonów Ca2+ 
i niskiego stężenia cAMP w cytoplazmie. Wzrost stężenia Ca2+ do war
tości rzędu 10_5M inicjuje skurcz poprzez cykl reakcji, na który skła
dają się: a) wiązanie Ca2+ przez calmodulinę; b) utworzenie aktywnego 
kompleksu kinazy lekkich łańcuchów miozyny i c) fosforylacja miozyny. 
Obniżenie stężenia Ca2+ inaktywuje kinazę lekkich łańcuchów miozyny 
uniemożliwiając w ten sposób dalszą fosforylację, ponieważ zaś fosfataza 
nie wymaga Ca2+ do swej aktywności, następuje defosforylacja miozyny 
i rozkurcz. Z kolei podwyższenie poziomu wewnątrzkomórkowego cAMP, 
na przykład przez stymulację cyklazy adenilowej — enzymu katalizu
jącego syntezę cAMP — w wyniku reagowania katecholamin ze specy
ficznymi receptorami na powierzchni błony komórkowej (receptorami 
(3-adrenergicznymi), uruchamia następujący cykl reakcji: a) aktywację 
zależnej od cAMP kinazy białkowej poprzez wiązanie się cAMP z regu
lującą podjednostką tej kinazy (R) i uwolnienie jej katalitycznej podje- 
dnostki (C); b) katalityczna podjednostką kinazy białkowej fosforyluje 
kinazę lekkich łańcuchów miozyny powodując tym obniżenie powino
wactwa tej ostatniej do calmoduliny i zmniejszając w ten sposób stę
żenie aktywnej formy kinazy lekkich łańcuchów miozyny; c) końcowym 
efektem jest obniżenie stopnia fosforylacji miozyny i rozkurcz.

Molekularny mechanizm regulacji reagowania miozyny mięśni gład
kich z aktyną przez fosforylację lekkich łańcuchów miozyny nie jest 
jeszcze dokładnie poznany. Pewnych sugestii na ten temat dostarczyły 
badania przeprowadzone na fragmentach cząsteczki miozyny uzyskanych 
działaniem enzymów proteolitycznych. Tak zwany subfragment S-l (cha
rakterystykę produktów proteolitycznej fragmentacji miozyny podano 
w artykule w Postępach Biochemii [100]), otrzymany przez trawienie 
miozyny z mięśni gładkich (żołądka kury, tętnicy szyjnej świni) papainą, 
jest pozbawiony fosforylowanego przez kinazę lekkiego łańcucha o cię
żarze podjednostkowym 20 000, ale zachowuje zdolność reagowania z ak
tyną. Jego MgATPazowa aktywność jest aktywowana przez aktynę nie
zależnie od stężenia jonów Ca2+ [53, 61, 69, 70, 85] podobnie jak akty
wność miozyny z mięśni szkieletowych lub ufosforylowanej rodzimej 
miozyny z mięśni gładkich. Wyniki te sugerują, że ufosforylowany lekki 
łańcuch o ciężarze podjednostkowym 20 000 działa hamująco na reago
wanie miozyny z aktyną i że hamowaniu można zapobiec bądź przez 
usunięcie tego łańcucha, bądź przez jego fosforylację [70, 71].

Pierwszą próbą uchwycenia i zlokalizowania zmian zachodzących 
w cząsteczce miozyny w następstwie fosforylacji jej lekkich łańcuchów 
są badania, w których porównywano produkty trawienia chymotrypsyną 
ufosforylowanej i nieufosforylowanej miozyny z mięśnia żołądka kury.
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Zauważono, że pod wpływem fosforylacji lekkich łańcuchów następuje 
zmiana miejsca fragmentacji ciężkich łańcuchów miozyny w ich N-koń- 
cowej części, przy czym obecność ATP podczas trawienia niweluje wpływ 
fosforylacji. Na tej podstawie wysunięto przypuszczenie, że fosforylacja 
lekkich łańcuchów powoduje zmianę konformacji ciężkich łańcuchów 
w pobliżu ich N-końca, gdzie znajduje się również miejsce wiązania 
lub biorące udział w wiązaniu ATP [74]. Porównanie właściwości produk
tów trawienia ufosforylowanej miozyny w obecności i nieobecności ATP 
potwierdziło możliwość udziału N-końcowej części ciężkiego łańcucha 
w katalitycznej aktywności miozyny, jest więc bardzo prawdopodobne, 
że właśnie ten fragment cząsteczki odgrywa kluczową rolę w odbieraniu 
oraz reagowaniu na sygnał, jakim jest fosforylacja lekkich łańcuchów
[75, 76].

TEORIA R E G U L A C JI SKURCZU M IĘŚNI G ŁA D K ICH  P R Z E Z  LEIO TO N IN Ę

Równolegle z teorią regulacji przez fosforylację lekkich łańcuchów 
miozyny rozwijana była odrębna koncepcja, reprezentowana przez Eba- 
shiego i współpracowników. Wyizolowali oni z mięśnia żołądka kury [68], 
a następnie z aorty krowy [43], białko o ciężarze cząsteczkowym 80 000, 
nazwane przez nich leiotoniną, które nie wykazując aktywności kinazy 
lekkich łańcuchów miozyny aktywowało układ aktomiozynowy z mię
śnia gładkiego (żołądka kury) w obecności jonów Ca2+ i tropomiozyny 
[68]. W dalszych badaniach Ebashi i współpracownicy doszli do wniosku, 
że aktywacja wymaga obecności jeszcze jednego białka, o ciężarze czą
steczkowym 18 000, które nazwali leiotoniną C, zaś wcześniej wyizolo
wanemu białku o ciężarze cząsteczkowym 80 000 nadali nazwę leiotoniną 
A [67], Leiotoninę C określili jako kwaśne białko, podobne do calmodu- 
liny m.in. w zdolności wiązania Ca2+ z wysoką stałą powinowactwa [44], 
ale różniące się od niej nieco ruchliwością elektroforetyczną w żelu 
poliakryloamidowym w obecności SDS, składem aminokwasowym i obra
zem map peptydowych oraz brakiem zdolności aktywowania fosfodwu- 
esterazy [67]. Zarówno leiotoniną C, jak i leiotoniną A wykazują po
winowactwo do aktyny i według japońskich autorów właśnie aktyna, 
nie zaś miozyna jest miejscem działania tych białek. Pełną regulację 
aktywności aktomiozyny uzyskiwano przy molowej proporcji obu leio- 
tonin do aktyny rzędu 1:100 [30, 65]. Autorzy nie zaproponowali dotąd 
molekularnego mechanizmu regulacji przez system leiotoninowy. Przy 
tak niskiej stechiometrii działania dość trudno wyobrazić sobie jaki
kolwiek mechanizm nie postulując enzymatycznej aktywności leiotoniny, 
której jednak dotąd nie zauważono. W dyskusjach ze zwolennikami 
teorii regulacji skurczu mięśni gładkich przez fosforylację lekkich łań
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cuchów miozyny Ebashi i współpracownicy niezmiennie podtrzymują 
pogląd, że fosforylacja, jakkolwiek obserwowana przez nich w pewnych 
warunkach, nie wykazuje korelacji z aktywacją ATPazowej aktywności 
aktomiozyny [43, 66].

Argumentem przemawiającym za występowaniem w mięśniu gład
kim systemu regulacji skurczu przez cienkie miofilamenty, jak propo
nuje Ebashi i współpracownicy, są wyniki doświadczeń z cienkimi mio- 
filamentami wyizolowanymi z mięśni gładkich i „utrwalonymi” w róż
nych stanach przez sieciowanie aldehydem glutarowym. Cienkie miofi
lamenty z żołądka kury, zawierające aktynę, tropomiozynę i — według 
grupy Ebashiego — również leiotoninę, usieciowane w nieobecności Ca2+, 
czyli w stanie „nieaktywnym”, nie aktywowały ATPazowej aktywności 
miozyny z mięśni gładkich; usieciowane w obecności Ca2+ aktywowały 
miozynową ATPazę tak w obecności, jak i w nieobecności Ca2+ [64].

A RGUM ENTY ZA I PR ZE C IW  IST N IE N IU  PO D W Ó JN EG O  SYSTEM U
R E G U L A C JI

Dotychczasowe próby ustalenia przyczyny rozbieżności wyników 
uzyskiwanych przez zwolenników teorii fosforylacji z jednej, a systemu 
leiotoninowego z drugiej strony, nie przyniosły rezultatu. Zwolennicy 
jednej i drugiej teorii pracowali na materiale białkowym z tych samych 
mięśni gładkich (żołądka kury, aorty krowy), co eliminuje możliwość 
przypisania obserwowanych różnic specyficzności tkankowej różnych 
mięśni gładkich.

Należy zaznaczyć, że nietrudno jest przeoczyć obecność w prepa
ratach białkowych dodatkowych składników, które przejawiają swoją 
aktywność w tak niskiej proporcji molowej do białek kurczliwych, jak 
to postulują Ebashi i współpracownicy. Ostatnio z pracowni D. J. Hart- 
shorne’a, mającej duże zasługi w sformułowaniu teorii regulacji przez 
fosforylację lekkich łańcuchów miozyny, wyszło krótkie doniesienie, 
w którym postuluje się konieczność dodatkowych czynników do pełnej 
aktywacji ATPazowej aktywności miozyny przez aktynę [81]. Autorzy 
stwierdzają, że w układzie utworzonym z czystej miozyny i aktyny 
z mięśnia żołądka kury, w obecności kinazy lekkich łańcuchów miozyny, 
aktywność MgATPazowa jest niska i wzrasta — przy tym samym sto
pniu fosforylacji miozyny — dopiero po dodaniu tropomiozyny. Zastrze
gają się przy tym, że dodatkowe oczyszczenie tropomiozyny zmniejsza 
jej aktywujące działanie, nie określają jednak charakteru ewentualnych 
dodatkowych czynników koniecznych do pełnej aktywacji. Z drugiej 
strony, w takim samym układzie białkowym inni autorzy [101] uzyskali 
znacznie wyższą aktywność MgATPazową bez konieczności dodawania

http://rcin.org.pl



R E A G O W A N IE  M IO Z Y N Y  Z A K T Y N Ą 387

tropomiozyny, a w obecności elektroforetycznie czystej tropomiozyny — 
dodatkową stymulację aktywności. Przytoczone tu wyniki Hartshorne’a 
i współpracowników [81] można, jak się wydaje, wyjaśnić stosunkowo 
niskim stopniem fosforylacji miozyny (do 50% jedynie) w ich doświad
czeniach. Ci sami autorzy dowodzą bowiem w kolejnej publikacji [80], 
że przy fosforylacji poniżej 50% miejsc w miozynie stopień aktywacji
miozyny przez aktynę jest bardzo nieznaczny, a wzrasta, proporcjonal
nie do stopnia fosforylacji, dopiero w miarę fosforylacji pozostałych 50%

Ryc. 6. Zależność ak ty w o w an e j  przez a k ty n ę  M gA TPazow ej ak tyw ności m iozyny 
z m ięśnia żołądka k u ry  od s topnia  fosfory lacji miozyny. L in ią  p rze ry w an ą  zazna
czono teo re tyczną  k rzy w ą  i lu s tru ją c ą  b a d a n ą  zależność p rzy  założeniu, że (a) 
a k ty w ac ja  przez a k ty n ę  w y m ag a  fosfory lac ji  obu lekk ich  łańcuchów  w  cząsteczce 
miozyny i (b) fosfo ry lac ja  obu lekk ich  łańcuchów  zachodzi w  sposób p rzypadkow y. 
Przebieg  p u n k tó w  dośw iadczalnych  zgodny jest z założeniem, że (a) fosfory lac ja  
pierw szego lekkiego łańcucha  w  cząsteczce zachodzi ła tw ie j n iż  drugiego  i (b) 
m iozyna zaw ie ra jąca  ty lko  jed en  lekki łańcuch  w  form ie  u fosfo ry low anej a k ty 
w ow ana  jes t  p rzez  ak ty n ę  w  n iew ie lk im  ty lko  s topniu  — w  około 10% w  s tosunku  

do m iozyny całkowicie u fosfory low anej. W edług  P ersech in i i H a r tsh o rn e  [80]
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lekkich łańcuchów (ryc. 6). Ta niewątpliwie ciekawa obserwacja posłu
żyła za podstawę dla przypuszczenia o kooperatywnym oddziaływaniu 
dwóch centrów aktywności enzymatycznej w cząsteczce miozyny [80], 
a dotyczy układu nie zawierającego tropomiozyny. Zbadanie wpływu 
tropomiozyny i ewentualnie innych czynników na kooperatywne zacho
wanie się miozyny pozostaje zadaniem na przyszłość.

Zastanawiano się ostatnio, czy rozbieżność poglądów na temat mecha
nizmu regulacji skurczu mięśni gładkich nie ma związku ze stosowaniem 
aktyny z mięśni szkieletowych w przeważającej większości dotychcza
sowych badań wskazujących na fosforylację jako wystarczający waru
nek reagowania miozyny z aktyną, podczas gdy grupa Ebashiego stoso
wała aktynę z mięśni gładkich. Dotychczas zakładano, że obie aktyny 
są równorzędne. Wątpliwość nasunęła się w związku ze wspomnianym 
już doniesieniem Hartshorne’a i współpracowników [81]. Autorzy ci 
bowiem dopiero wtedy uzyskali wyniki wskazujące na istnienie do
datkowego mechanizmu regulacji, który mógłby być zbliżony do mecha
nizmu postulowanego przez Ebashiego i współpracowników, kiedy po 
raz pierwszy w swych badaniach zastosowali czystą aktynę z mięśni 
gładkich [81]. Bezpośrednie porównanie aktywującego działania aktyny 
z mięśni szkieletowych i gładkich ze zwróceniem szczególnej uwagi na 
czystość stosowanych preparatów wykazało jednak, że zamienne użycie 
obu aktyn nie prowadzi do jakościowych różnic w zachowaniu się syste
mu aktomiozynowego [101].

Kolejne próby pogodzenia obu teorii regulacji jeszcze bardziej skom
plikowały dotychczasowy obraz. W jednej z niedawnych publikacji [63] 
powrócono do, jak się wydawało, dawno już zdyskwalifikowanego po
glądu o obecności białek regulujących typu kompleksu tropomiozyny 
z troponiną w cienkich miofilamentach wyizolowanych z mięśni gładkich.

Ostatnio zauważono różnice w zachowaniu się miozyny z mięśni 
gładkich wynikające z zastosowania różnych metod izolacji i oczyszcza
nia tego białka. Stwierdzono brak korelacji między zdolnością akty
wacji przez aktynę i stopniem fosforylacji miozyny otrzymanej przy 
użyciu różnych procedur i postulowano na tej podstawie udział innych 
czynników w zależnej od Ca2+ regulacji reagowania miozyny z akty
ną [15]. Wyjaśnienie przyczyn zaobserwowanych różnic wymaga jednak
dalszych szczegółowych badań ze zwróceniem uwagi zarówno na ewen
tualną obecność zanieczyszczeń dodatkowymi białkami, jak też na wpływ 
różnych procedur oczyszczania na integralność cząsteczki miozyny, 
a w szczególności jej lekkich łańcuchów ulegających fosforylacji. Juz 
wcześniej zauważono na przykład, że w trakcie przechowywania pre
paratów aktomiozyny z mięśniówki tętnicy, przy nieznacznej tylko 
zmianie poziomu ich aktywności MgATPazowej, zanika zależność aktyw
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ności od stężenia jonów Ca2+, a jednocześnie zanika zdolność fosfory
lacji lekkich łańcuchów miozyny w tych preparatach przez świeżo do
daną kinazę lekkich łańcuchów. Sugerowano, że w trakcie przechowy
wania zachodzi jakaś zmiana w konformacji lekkich łańcuchów miozyny, 
v/ wyniku której łańcuchy te tracą zdolność hamowania MgATPazo- 
wej aktywności aktomiozyny [71]. Nie wykluczone jest, że zmiana ta 
wywołana jest utlenieniem grup SH miozyny, stwierdzono bowiem, że 
utlenienie lub modyfikacja grup SH miozyny z żołądka kury przy uży
ciu imidu kwasu N-etylomaleinowego znosi zależność aktywacji miozyny 
przez aktynę od obecności Ca2+ i fosforylacji [86]. Inną przyczyną zmian 
właściwości miozyny może być częściowa proteoliza jej lekkich łańcu
chów ulegających fosforylacji. Jak już wspomniano w jednym z po
przednich rozdziałów, trawienie miozyny i aktomiozyny papainą lub 
trypsyną pozbawia je lekkich łańcuchów ulegających fosforylacji, elimi
nując jednocześnie konieczność dodatkowych białek (fosforylacji) i Ca2~ 
do aktywacji miozynowej ATPazy przez aktynę [54, 61, 71, 73, 83, 85, 
95]. Stwierdzono, że degradacja lekkich łańcuchów ulegających fosfo
rylacji znacznie wyprzedza fragmentację ciężkich łańcuchów miozyny
[54, 71, 73]. Zauważono też, że trawienie miozyny z żołądka kury trypsy
ną prowadzi najpierw do zaniku jej aktywacji przez aktynę, a dopiero 
w miarę dalszego trawienia zdolność reagowania z aktyną jest stopnio
wo przywracana z jednoczesnym zanikiem jej zależności od obecności
jonów Ca2+ i fosforylacji [73]. W początkowej fazie trawienia lekki 
łańcuch o ciężarze podjednostkowym 20 000 ulega degradacji do frag
mentu o ciężarze 17 000, który nie jest fosforylowany przez kinazę lek
kich łańcuchów miozyny [73]. Bardziej jeszcze skomplikowany jest efekt 
chymotrypsyny. Trawienie tym enzymem jest stosowane do otrzymywa
nia tzw. ciężkiej meromiozyny — dwugłówkowego fragmentu cząsteczki 
miozyny [100]. Łagodne trawienie chymotrypsyną prowadzi do otrzyma
nia ciężkiej meromiozyny z zachowanymi lekkimi łańcuchami, fosfory- 
lowanymi przez kinazę lekkich łańcuchów, przy czym fosforylacja jest 
konieczna dla aktywacji przez aktynę. A zatem preparat ten zachowu
je właściwości rodzimej miozyny. Dłuższe trawienie lub użycie wyższych 
stężeń chymotrypsyny powodowało degradację lekkiego łańcucha o cię
żarze podjednostkowym 20 000 do produktu o ciężarze 17 000, który nie 
jest fosforylowany, a otrzymana w ten sposób ciężka meromiozyna nie 
jest aktywowana przez aktynę [78, 85, 87!. Jeżeli jednak taki preparat 
poddawano następnie trawieniu papainą, otrzymywano jednogłówkowy 
fragment cząsteczki miozyny — subfragment S-l, który, podobnie jak pre
paraty subfragmentu S-l otrzymane działaniem papainy bezpośrednio na 
miozynę, reagował z aktyną bez fosforylacji i niezależnie od stężenia 
jonów Ca2+ [87]. Na podstawie tych obserwacji można przypuszczać,
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że zarówno nieufosforylowany lekki łańcuch o ciężarze podjednostko- 
wym 20 000, jak i produkt jego degradacji przez chymotrypsynę (17 000), 
pozbawiony N-końcowej części łańcucha zawierającej ulegającą fosfo
rylacji resztę serynową [54], działają hamująco na reagowanie miozyny 
z aktyną. Fragmentacja lekkiego łańcucha w nieco innym miejscu (przez 
papainę) usuwa inhibicję.

Przedstawione możliwości wpływania na zdolność reagowania mio
zyny z mięśni gładkich z aktyną przez różne modyfikacje cząsteczki mio
zyny stanowią dodatkowy argument na korzyść teorii regulacji skurczu 
tych mięśni za pośrednictwem miozyny. Nie ulega wątpliwości, że jeże
li system regulacji przez oddziaływanie na aktynę występuje w mięśniu 
gładkim, to tylko jako uzupełniający w stosunku do regulacji przez fos- 
forylację lekkich łańcuchów miozyny. Jak niejednokrotnie wskazywano 
[5, 45, 56, 58], za podwójnym mechanizmem kontroli skurczu może prze
mawiać fakt osiągania maksymalnego izometrycznego napięcia przy nie
pełnej fosforylacji lekkich łańcuchów miozyny. Niektórzy autorzy roz
ważali jednak inne możliwości wytłumaczenia tej niezgodności z wyni
kami badań in vitro. Zwracano uwagę na to, że stopień fosforylacji 
jest wypadkową działania kinazy i fosfatazy [45, 58], których względne 
aktywności w mięśniu nie są znane. Wskazywano na możliwość ko- 
operatywności aktywacji, tj. wpływu ufosforylowanych cząsteczek mio
zyny na sąsiadujące z nimi w miofilamencie miozynowym nieufosforylo- 
wane cząsteczki [56]. Taka interpretacja pozostaje w sprzeczności z przy
toczonymi w tym rozdziale wynikami ostatnich badań na czystych biał
kach in vitro, wskazującymi raczej na zahamowanie reagowania mio
zyny z aktyną przed ufosforylowaniem około 50% lekkich łańcuchów 
w preparacie miozyny [80]. Występowanie tej sprzeczności potwierdza 
złożoność mechanizmu regulacji in vivo i wskazuje na konieczność dal
szych poszukiwań.

Całkiem nowy aspekt relacji między fosforylacją miozyny a stanem 
mięśnia ujawniły ostatnie badania Murphy’ego i współpracowników [23]. 
Porównując wzrost napięcia pasków mięśniówki tętnicy ze zmianami sto
pnia fosforylacji miozyny po zainicjowaniu skurczu autorzy ci zauwa
żyli, że stopień fosforylacji, początkowo wzrastający wraz z napięciem, 
przed osiągnięciem maksymalnego napięcia ulegał obniżeniu, chociaż 
napięcie po osiągnięciu maksimum utrzymywane było przez długi czas 
(ryc. 7). Ponieważ napięcie jest proporcjonalne do liczby międzyfila- 
mentowych połączeń, zaobserwowany spadek stopnia fosforylacji bez 
zmiany napięcia autorzy tłumaczą jako defosforylację cząsteczek miozy
ny pozostających w połączeniu z aktyną, zakładając, że defosforylacja 
miozyny połączonej z aktyną utrwala połączenie — stąd liczba połączeń, 
określająca wielkość napięcia, pozostaje niezmieniona. Na razie jest to 
tylko hipoteza, nie wiadomo też co jest przyczyną spadku fosforylacji
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Ryc. 7. Zdolność u trz y m y w a n ia  obciążenia (•) ,  szybkość sku rczu  po zw olnieniu  
z obciążenia (■) i s top ień  fosfo ry lac ji  lekk ich  łańcuchów  m iozyny (O) w  sk raw k ach  
m ięśn iów ki tę tn icy  szyjnej św in i w  różnym  czasie po s tym ulac ji .  Zdolność u t rz y 
m y w an ia  obciążenia (LBC) odpow iada  różnicy  m iędzy  ca łkow itym  nap ięc iem  i n a 
pięciem pasyw nym , jak ie  obserw uje  się p rzy  szybkim  rozciągnięciu  ak tyw nego

m ięśnia . W edług  Dillon, Aksoy, D riska  i M u rp h y  [23]

(bezpośrednią przyczyną musi być zmiana względnej aktywności kina
zy i fosfatazy). Hipoteza ta zasługuje jednak na uwagę jako pierwsza pró
ba wytłumaczenia wysokiej ekonomiczności utrzymywania napięcia mięś- 
niówki tętniczej, której fizjologiczną funkcją jest stałe przeciwdziałanie 
rozszerzaniu się naczyń tętniczych pod wpływem ciśnienia krwi.

K IN ETY CZN Y  M EC H A N IZM  REA G O W A N IA  M IOZYNY Z A K TY N Ą

Na podstawie kinetycznych badań hydrolizy ATP przez miozynę 
i aktomiozynę, prowadzonych dotąd prawie wyłącznie na miozynie 
z mięśni szkieletowych szybkich królika, zaproponowano następujący 
mechanizm [102]:
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W schemacie tym literą A oznaczono aktynę, literą M — miozynę, 
gwiazdkami zaznaczono różne stany konformacyjne miozyny. Dla więk
szości reakcji wyznaczono stałe szybkości; na tej podstawie można było 
określić główną drogę hydrolizy ATP w obecności aktyny, którą zaznaczo
no pogrubionymi strzałkami. ATP działa dysocjująco na połączenie miozy
ny z aktyną (reakcja d); właściwa reakcja hydrolizy ATP zachodzi na wol
nej miozynie (reakcja 3); aktyna łączy się ponownie z kompleksem mio
zyny z produktami hydrolizy (reakcja 4); aktywujące działanie aktyny 
ujawnia się w reakcji 5, której szybkość, najniższa w całym cyklu, pod 
wpływem aktyny ulega zwiększeniu. Sprawą dyskusyjną jest udział 
hydrolizy bez uprzedniej dysocjacji połączenia miozyny z aktyną oraz 
ewentualne występowanie dodatkowych reakcji pośrednich.

Porównanie kinetycznych parametrów głównych reakcji tego cyklu 
wyznaczonych równolegle dla miozyny z szybkich mięśni szkieletowych 
królika i z mięśnia gładkiego (żołądka kury) upoważnia do wniosku, że 
w obu przypadkach hydroliza ATP przebiega według tego samego sche
matu, jakkolwiek stałe szybkości poszczególnych reakcji nie są jednako
we. Szybkość stadium hydrolizy (reakcja 3) w przypadku miozyny 
z mięśnia gładkiego jest 2-3-krotnie niższa, wyraźnie niższe są również 
stałe szybkości dysocjacji kompleksu aktomiozynowego pod wpływem 
ATP (reakcja d), reasocjacji aktyny z kompleksem miozyny z produkta
mi (reakcja 4) oraz uwalniania ADP. Na podstawie szerszego porówna
nia, uwzględniającego również kinetyczne parametry poszczególnych 
stadiów hydrolizy ATP katalizowanej przez miozynę z mięśni szkiele
towych wolnych i z mięśnia sercowego wykazano, że o szybkości skur
czu mięśnia decyduje szybkość uwalniania produktów hydrolizy z kom
pleksu aktomiozynowego [62].

Jakkolwiek koncepcja wspólnego dla wszystkich typów mięśnia me
chanizmu procesu dostarczającego energii dla skurczu wydaje się bar
dzo atrakcyjna, dotychczas uzyskane wyniki dla miozyny z mięśni gład
kich należy jednak traktować z pewną rezerwą. Ze względu na konieczność 
zastosowania specjalnych technik pomiarowych, głównie spektralnych, 
badania kinetyki pośrednich reakcji procesu hydrolizy ATP wymagają 
materiału rozpuszczalnego i dlatego prowadzone są wyłącznie na en
zymatycznie czynnych fragmentach cząsteczki miozyny: ciężkiej mero- 
miozynie lub subfragmencie S-l, które w odróżnieniu od rodzimej mio
zyny są rozpuszczalne w roztworach o sile jonowej zbliżonej do jej 
fizjologicznej wartości. Są podstawy do tego by sądzić, że enzymatyczne 
właściwości subfragmentów miozyny z mięśni szkieletowych nie odbie
gają zasadniczo od właściwości rodzimej miozyny. Subfragment S-l 
miozyny z mięśni gładkich, użyty w dotychczasowych badaniach, ja
kościowo reaguje z aktyną podobnie jak rodzima miozyna w formie
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ufosforylowanej. Nie wiadomo jednak, czy brak lekkiego łańcucha ule
gającego fosforylacji nie wpływa na kinetyczne parametry poszczególnych 
reakcji procesu hydrolizy ATP. Ponadto subfragment S-l, występujący 
wyłącznie w formie „aktywnej” (reagującej z aktyną), nie daje możli
wości uzyskania odpowiedzi na pytanie, która z reakcji pośrednich pod
lega regulacji. Otrzymanie ostatnio ciężkiej meromiozyny z zachowa
nymi lekkimi łańcuchami ulegającymi fosforylacji [87] pozwala przy
puszczać, że rozstrzygnięcie nasuwających się wątpliwości i uzyskanie 
brakujących informacji jest sprawą niedalekiej przyszłości.

U W A G I KOŃCOW E

We wstępie do niniejszego artykułu podkreślono zasadniczą różnicę 
w reagowaniu miozyny z aktyną w mięśniu gładkim i szkieletowym 
kręgowców, związaną z innym systemem regulacji aktywności skurczo
wej tych dwóch typów mięśnia. Z przeglądu literatury dotyczącej regula
cji skurczu mięśni gładkich kręgowców wynika jasno, że podstawowym, 
jeżeli nie wyłącznym, mechanizmem regulacji reagowania miozyny z ak
tyną w mięśniu tego typu jest enzymatyczna fosforylacja i defosfory- 
lacja lekkich łańcuchów miozyny. Poziom fosforylacji, określający zdol
ność reagowania miozyny z aktyną, regulowany jest przez zmiany stęże
nia jonów Ca2+, a ponadto może być modulowany przez inne czynniki 
wpływające na aktywność kinazy lekkich łańcuchów miozyny. Pogląd 
Ebashiego i współpracowników, według których aktywacja białek kur
czliwych w mięśniu gładkim dochodzi do skutku za pośrednictwem bia
łek działających na aktynę, jest odosobniony. Dla wytłumaczenia wielu 
niejasnych jeszcze punktów w teorii fosforylacji niektórzy autorzy su
gerowali możliwość podwójnej regulacji, nie potrafili jednak określić 
charakteru i miejsca działania ewentualnych dodatkowych czynników 
regulujących. Można przypuszczać, że dokładniejsze zbadanie zauważo
nego ostatnio kooperatywnego zachowania się miozyny, możliwości de- 
fosforylacji miozyny pozostającej w połączeniu z aktyną, oraz funkcji 
tropomiozyny w reagowaniu ufosforylowanej miozyny z aktyną pozwoli 
wyjaśnić zauważone sprzeczności na gruncie teorii fosforylacji. Zbada
nia wymaga też wpływu fosforylacji na kinetyczny mechanizm reago
wania miozyny z aktyną.

Podstawowe znaczenie fosforylacji lekkich łańcuchów miozyny w re
gulacji aktywności skurczowej mięśni gładkich stanowi kolejną różni
cę w stosunku do mięśni szkieletowych. Jakkolwiek fosforylacja lekkich 
łańcuchów miozyny z mięśni szkieletowych i sercowego została opisa
na wcześniej, jej znaczenie w mięśniu szkieletowym i w sercu wciąż nie 
jest jasne. Wobec niezgodności dotychczasowych wyników uzyskanych
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w różnych laboratoriach niezbędne są dalsze badania. Nie ulega jednak 
wątpliwości, że jeżeli fosforylacja odgrywa jakąś rolę w reagowaniu mio
zyny z aktyną w mięśniu szkieletowym i sercowym, to może to być tylko 
działanie modulujące, a nie warunkujące skurcz. Szereg dowodów prze
mawia natomiast za tym, że podobnie jak w mięśniu gładkim, fosfory
lacja przez endogenne kinazy ma zasadnicze znaczenie w regulacji reago
wania z aktyną miozyny z różnego typu komórek niemięśniowych, a co 
za tym idzie — w kontroli różnych form ruchliwości komórkowej. Za
gadnienie to omawiane jest szerzej w artykule [18b].
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MIOCYTY NACZYNIOWE —,KOMÓRKI WIELOCZYNNOŚCIOWE

VASCULAR MYOCYTES — TH E M U L T IFU N C T IO N A L  CELLS

A leksander  H IN E K  

Z ak ład  Histologii i Em briologii Pom orsk ie j A kadem ii  M edycznej, Szczecin

Streszczenie .  P rzedstaw iono  in fo rm ac je  o u l t r a s t ru k tu rz e  i fu n k c jach  m iocytów  
naczyniow ych, k tó re  re p re z e n tu ją  odm ienny  typ  k o m ó rk i m ięśn ia  gładkiego. Są 
to kom órk i wieloczynnościowe, k tó re  obok fu n k c ji  skurczow ych  m a ją  zdolność 
syntezy  i w ydzie lan ia  sk ład n ik ó w  substanc ji  m iędzykom órkow ej tk a n k i  łącznej. 
K om órk i te  odg ryw ają  w ażną  rolę  w  patogenezie  m iażdżycy oraz innych  schorzeń 
dotyczących  e lem en tów  su b s tan c ji  m iędzykom órkow ej. Na podstaw ie  l i te ra tu ry  
i w łasnych  obserw acji  a u to ra  p rzedstaw iono  procesy  w ydzie lan ia  e lastyny , gli- 
kopro te idów , ko lagenu  i p ro teog likanów  przez m iocy ty  obecne w  śc ianach  naczy
n iow ych  oraz p rzez  te  kom órk i w  hodowli i po ich przeszczepieniu. Omówiono 
rów nież  rolę tych  sk ładn ików  substancji  m iędzykom órkow ej w  procesie  p o w sta 
w an ia  p ły tek  m iażdżycowych. Z aję to  się rów nież  p ro b lem em  p ro life rac ji  m iocytów  
naczyn iow ych  in  v ivo  i in v itro  oraz p rzed y sk u to w an o  w p ły w  znanych  czynników  
m itogennych  na  te  kom órki.

S u m m a r y .  T he  p ap e r  p resen ts  in fo rm ations  on th e  u l t r a s t ru c tu re  an d  functions 
of a r te r ia l  m yocytes w hich  re p re se n t  th e  d iffe ren t  type  of sm ooth  m uscle  cell. 
These cells a re  m u lt i fu n c t io n a l  in  th e  sense th a t  desp ite  the irs  con trac tion  abilities 
they  have  capacity  to synthetize  and  secre te  p ro te in s  and  glycosam inoglycanes 
associa ted  w ith  th e  e x tra c e l lu la r  connective  t issue  m a tr ix .  T hey  a re  of p rim e im p o r
tan ce  in  th e  pa thogenesis  of a therosclerosis  and  o ther  d iseases involving the  
e x tra c e l lu la r  m a tr ix  com ponents  of the  a r te r ia l  w all. On th e  basis  of l i te ra tu re  
d a ta  and  th e  a u th o rs  own experim en ts  on the  in ta c t  a r te r ia l  walls, cu ltu res  and  
t ra n s p la n ts  of isolated m yocytes th e  secre tory  p a th w a y s  fo r  e lastin , g lycoproteins, 
collagen and  p ro teog lycanes  a re  described. T he ro le  of p a r t ic u la r  m a tr ix  com po
n en ts  secre ted  by  th e  a r te r ia l  m yocytes in  th e  process of a therosc lero tic  p laque  
fo rm atio n  is discussed. S u b seq u en tly  the  p rob lem  of the  a r te r ia l  sm ooth  m uscle  
cell p ro l ife ra t io n  a n d  h u m o ra l  req u irem en ts  for th e ir  g row th  and  secretion  in 
vivo and  in  the  cu l tu re  a re  also m entioned.
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BUDOWA M IOCYTÓW  NACZYNIOW YCH

Komórkami najliczniej występującymi w ścianach naczyń tętniczych 
są miocyty. Znajdują się one we wszystkich trzech warstwach ściany 
naczyniowej. W błonie wewnętrznej towarzyszą komórkom śródbłonka, 
a w przydance — fibroblastom. W błonie środkowej występują jako je
dyny typ komórek. W tętnicach typu mięśniowego komórki te przyle
gają do siebie łącząc się połączeniami typu macula i zonula adherens. 
W tętnicach typu sprężystego tworzą warstwy oddzielone od siebie bło
nami sprężystymi, włóknami kolagenowymi i skupiskami proteoglika-
nów [30, 54, 73]. Miocyty naczyniowe zachowują wszystkie typowe ce
chy komórek mięśni gładkich, są jednak nieco odmienne morfologicznie 
i funkcjonalnie od miocytów gładkich obecnych w innych narządach 
[31-34, 54, 73]. Błona komórkowa tych owalnych lub wrzecionowatych 
komórek pokryta jest mukoproteidową błoną podstawną — basement 
membrane. Obecność tej amorficznej lub ziarnistej s truktury  jest cechą 
charakterystyczną pozwalającą odróżnić miocyty już we wczesnych okre
sach ich różnicowania od fibroblastów i komórek mezenchymatycznych 
[54, 59, 73]. Błona komórkowa miocytów naczyniowych wytwarza długie 
wypustki zlokalizowane na biegunach komórki oraz liczne wpuklenia 
wnikające w obszar cytoplazmy. Jądra tych komórek są zwykle nieregu
larne w kształcie, czasem płatowate. Cytoplazma zawiera liczne miofi
lamenty aktynowe zorganizowane w wiązki łączące się z zawierający
mi alfa-aktyninę ciałkami ciemnymi lub taśmami błony komórkowej. 
Przy użyciu specjalnej procedury przygotowawczej można uwidocznić 
w cytoplazmie miocytów naczyniowych również grube miofilamenty mio- 
zynowe [73]. Liczne są tu również filamenty pośrednie zawierające desmi- 
nę i wimentynę oraz mikrotubule [18]. Komórki te są zwykle bogate 
w mitochondria i lizosomy [56]. Mają również dobrze rozwiniętą ziarnistą 
siateczkę śródplazmatyczną oraz aparat Golgiego składający się z kilku 
lub kilkunastu diktiosomów, co sprawia, że te okolice cytoplazmy przy
pominają cytoplazmę fibroblastów lub innych komórek mezenchymalnych
[31, 32, 34]. Liczba organelli i ich rozmieszczenie wynika ze stopnia zróż
nicowania poszczególnych miocytów i ich aktualnej aktywności metabo
licznej [73]. Ogólny schemat ultrastruktury miocytów naczyniowych 
podlega również pewnej zmienności wynikającej z ich umiejscowienia 
na określonej głębokości w ścianie naczyniowej i umiejscowienia w okreś
lonym segmencie drzewa naczyniowego [30, 73].

F U N K C JE  M IOCYTÓW  NACZYNIOW YCH

Miocyty naczyniowe uważane są za komórki wieloczynnościowe, któ
re oprócz funkcji skurczowych mają zdolność szybkiej migracji i po
działów, intensywnej fagocytozy oraz syntezy składników substancji
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międzykomórkowej [5, 17, 42, 64]. W badaniach mikroskopowo-elektro- 
nowych i biochemicznych udowodniono, że produkują one kolagen, 
fibronektynę, proteoglikany oraz elementy strukturalne włókien i błon
sprężystych — elastynę i glikoproteidy [35, 36, 39, 59, 65]. Miocyty 
znacznie zwiększają produkcję elementów substancji międzykomórko
wej w miejscach mechanicznego lub chemicznego uszkodzenia ściany 
naczyniowej [50] w nadciśnieniu oraz w czasie formowania się blaszek 
miażdżycowych [16, 29, 40, 80]. Są one również zdolne do intensywnej 
syntezy substancji międzykomórkowej w hodowlach tkankowych i ko
mórkowych [1, 2, 6, 8, 13, 33, 36, 49, 51, 71]. Miocyty naczyniowe jako
komórki zdolne do produkcji elementów substancji międzykomórkowej 
są aktywnie zaangażowane w wielu wrodzonych zespołach chorobowych 
dotyczących jednocześnie tkanki łącznej i naczyń. W zespołach tych 
dochodzi do zniekształceń budowy prekursorów włókien kolagenowych 
i sprężystych zarówno na etapie transkrypcji, jak i translacji. Częściej 
jeszcze zależą one od zaburzeń modyfikacji potranslacyjnych warunku
jących prawidłową ostateczną strukturę tych białek oraz ich wydziela
nie z komórki [20].

Do schorzeń dziedzicznych, w których dochodzi do zaburzeń budo
wy włókien sprężystych i kolagenowych należą: zespół Marfana, kilka 
odmian zespołu Ehlers-Danlosa, zespół Menkesa, cutis laxa, dermato- 
sparaxis i pseudoxanhoma elasticum, sclerodermia i homocystynuria [26, 
37, 68]. W schorzeniach tych oprócz szeregu objawów klinicznych doty
czących skóry, więzadeł, rozcięgien, kości i chrząstek obserwuje się 
również liczne zmiany w ścianach naczyń krwionośnych doprowadza
jące do powstawania tętniaków, lokalnych pęknięć, wylewów i zakrzepów 
[57, 68].

SYNTEZA ELEM ENTÓW  SU B ST A N C JI M IĘD ZY K O M Ó RK O W EJ
PR Z E Z  M IOCYTY NACZYNIOW E

W Ł Ó K N A  S P R Ę Ż Y S T E

Włókna sprężyste składają się z dwóch różnych elementów struktu
ralnych — elastyny i mikrofibryli glikoproteidowych. Elastyna składa 
się z fibrylarnych monomerów połączonych między sobą w trójwymia
rową sieć zawieszoną w fazie wodnej. Monomery elastynowe zbudowa
ne są naprzemiennie z odcinków peptydowych bogatych w glicynę, pro- 
linę i walinę tworzących giętką beta helisę oraz z odcinków zawierają
cych powtarzalne sekwencje Ala-Ala-Ala-Liz formujących sztywną 
strukturę alfa helisy — odpowiedzialnych za wytwarzanie wiązań krzy
żowych zawierających w swej strukturze dezmozyny [22, 23, 25, 68]. 
Jedynym prekursorem elastyny jest tropoelastyna, białko o charakterze
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zasadowym rozpuszczalne w roztworach soli. Cząsteczka tropoelastyny 
składa się z 800 aminokwasów, jej masa cząsteczkowa wynosi 70 000. 
Białko to nie zawiera dezmozyn, jest za to kilka razy bogatsze w lizy
nę niż dojrzała elastyna [61, 68]. Badając pod mikroskopem elektrono
wym komórki aorty in situ oraz hodowle izolowanych miocytów stwier
dza się w ich cytoplazmie obecność kulistych pęcherzyków o średnicy 
około 100-300 nm. Pęcherzyki te otoczone są pojedynczą błoną i zawie
rają materiał o identycznej gęstości elektronowej jak grudki elastyny 
leżące w przestrzeni międzykomórkowej [33-36, 74]. Metodami immuno- 
histochemicznymi udowodniono, że zawierają one tropoelastynę [12, 42]. 
Pęcherzyki te są najliczniejsze w okolicy aparatu Golgiego i wykazują 
również aktywność tiaminopirofosfatazy, co pozwoliło wysunąć przy
puszczenie, że pochodzą one właśnie z tego organellum. Pęcherzyki za
wierające tropoelastynę widoczne są również pod błoną komórkową oraz 
w bezpośrednim kontakcie z kanałami siateczki śródplazmatycznej ziar
nistej. Ponieważ pęcherzyki położone pod błoną komórkową nie mają 
aktywności tiaminopirofosfatazy mogą one reprezentować bezpośrednią 
drogę wydzielania prekursora elastyny z pominięciem aparatu Golgie
go. Być może również, że pewna część produkowanej przez komórkę 
tropoelastyny po opuszczeniu śródplazmatycznej siateczki ziarnistej prze
suwa się poprzez cytoplazmę podstawową, wzdłuż mikrofilamentów i mi- 
krotubuli w kierunku błony komórkowej, jest następnie przejściowo 
włączana w jej układ strukturalny (prawdopodobnie połączenie z lipi
dami) i stopniowo wydzielana na zewnątrz komórki w postaci małych 
gęstych elektronowo ziarenek. Ciekawym spostrzeżeniem jest fakt, że 
w większości miocytów obserwuje się agregaty ziarenek elastynopo- 
dobnego materiału przy wewnętrznej powierzchni błony komórkowej 
w miejscu występowania charakterystycznych taśm. Taśmy te swą ze
wnętrzną powierzchnią przylegają do konglomeratów wydzielonej już 
elastyny dołączającej się do włókien sprężystych. Być może, że zbudo
wane z alfa aktyniny taśmy oprócz swej funkcji zakotwiczania elemen
tów strukturalnych cytoszkieletu zamocowują przestrzennie całe miocy- 
ty, co zapewnia efektywne przenoszenie skurczów komórki oraz napi
nanie włókien i błon sprężystych. Wydaje się, że miocyty wydzielają pre- 
kursory elastyny właśnie poprzez te okolice błony komórkowej, na któ
rych znajdują się taśmy, lub też proces wydzielania odbywa się w ich 
bezpośredniej bliskości. Rejony cytoplazmy przylegające do taśm są zwy
kle bogate w puste elektronowo pęcherzyki i kaweole, które — jak się 
wydaje — mogą również odgrywać pewną rolę w wydzielaniu prekurso
rów włókien sprężystych. Być może, że pęcherzyki takie przenoszą pre- 
kursory mikrofibrylarnego szkieletu włókna sprężystego. Prekursory mi- 
krofibryli są prawdopodobnie wydzielane niezależnie od tropoelastyny.
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Formowanie się wiązek 10 nm mikrofibryli wyprzedza w czasie pojawie
nie się konglomeratów amorficznej elastyny w przestrzeni okołokomór- 
kowej [33, 62]. Prekursory mikrofibryli wydzielane są w formie gęstych 
elektronowo ziarenek, które układając się liniowo formują wspomnia
ne już mikrofibryle. Mikrofibryle włókien sprężystych składają się 
z dwóch odmiennych białek (Mikrofibrillar proteins MFP I i MFP II) 
[68-70]. Oba te białka mają charakter glikoproteidowy. Główny składnik 
mikrofibryli MFP I białko o masie cząsteczkowej 150 000 podobne jest 
nieco do łańcucha pro-alfa-kolagenu i podatne na trawienie kolagenazą. 
Zawiera ono również 4-hydroksyprolinę i hydroksylizynę, ale jest zna
cznie bogatsze w reszty cukrowcowe. To podobne do kolagenu białko nie 
jest jednak identyczne z żadnym z opisywanych dotychczas typem ko
lagenu. Drugi składnik mikrofibryli włókna sprężystego MFP II — gli- 
koproteid o masie cząsteczkowej 300 000 nie zawiera hydroksyproliny 
i hydroksylizyny, nie jest podatny na działanie kolagenazy, jest bogaty 
w cystynę, heksozy i heksozaminę. Wyrażono przypuszczenie, że gliko- 
proteid ten ma za zadanie agregację monomerów MFP I i stabilizację 
przestrzenną mikrofibryli [70]. Mikrofibryle glikoproteidowe mając cha
rakter polianionu obdarzone są dużym ujemnym ładunkiem elektry
cznym, który może powodować odkładanie się na nich dodatnio nałado
wanych agregatów tropoelastyny wydzielonej z komórek [66]. Niewy- 
kluczne jest też formowanie się wiązań typu lizynonorleucyny pomię
dzy kolagenopodobnym MFP I a elastyną [20, 70].

Dojrzewanie włókien sprężystych polega na łączeniu się ze sobą 
licznych agregatów tropoelastyny, zakotwiczonych na wiązaniach mikro
fibryli, ich polimeryzacji i wytworzeniu homogennego rdzenia włókien 
sprężystych, który oblepia i maskuje obecne w nim mikrofibryle. Ten 
zachodzący pozakomórkowo proces uwarunkowany jest powstawaniem 
wiązań krzyżowych pomiędzy lizynami zawartymi w zbliżonych do sie
bie monomerach tropoelastyny [1, 19, 24, 68, 72]. Początkowym etapem 
tworzenia wiązań jest oksydatywna dezaminacja reszt lizylowych pro
wadząca do powstania tzw. allilizyny — produktu o charakterze semi- 
aldehydu. Jest to proces katalizowany przez enzym oksydazę lizylową 
aktywowaną jonami miedzi [28, 52].

W następnym etapie tworzenia wiązań krzyżowych dwie reszty alde
hydowe allilizyny mogą połączyć się ze sobą drogą kondensacji aldolo- 
wej lub reagować z następną grupą £-aminową nie zmienionej lizyny 
tworząc wiązania aldoiminowe, co prowadzi do powstania trwałego wią
zania — dehydrolizynonorleucyny. Produkt kondensacji aldolowej po 
odwodornieniu wchodzi również w reakcję z następną resztą lizylową ko
lejnego łańcucha polipeptydowego tworząc produkt zwany dehydro-me- 
rodesmozyną. Może on być następnie zredukowany do merodesmozyny
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lub reagować z kolejną resztą wspomnianego już semialdehydu tworząc 
w końcu produkt, który po odszczepieniu cząsteczki wody i utlenieniu 
przechodzi w desmozynę.

Połączenie produktu kondensacji aldolowej z dehydrolizynonorleucy- 
ną z jednoczesnym odłączeniem cząsteczki wody i utlenieniem prowadzi 
do powstania isodesmozyny. Desmozyna i izodesmozyna mogą stanowić 
punkty węzłowe pomiędzy dwoma, trzema lub czterema łańcuchami 
peptydowymi. Merodesmozyna może łączyć dwa lub trzy, a lizynonor- 
leucyna tylko dwa łańcuchy peptydowe elastyny [22, 24, 68].

W Ł Ó K N A  K O L A G E N O W E

Synteza i wydzielanie kolagenu przez miocyty naczyniowe przebiega 
zwykle równolegle do produkcji elastyny i białek mikrofibrylarnych 
[8, 36, 76]. 70% kolagenu produkowanego przez komórki zdrowej ściany 
naczyniowej to kolagen typu III. Miocyty mogą również produkować 
kolagen typu I i IV. Biosynteza kolagenu jest procesem wieloetapowym 
bardziej złożonym niż produkcja elastyny. Ostateczny przestrzenny 
kształt włókien kolagenowych zależy od sprawnego przebiegu translacji 
oraz kilku modyfikacji potranslacyjnych prekursorów kolagenu zależnych 
od obecności szeregu aktywnych enzymów katalizujących te reakcje
[57]. Reakcje te przebiegają głównie na terenie siateczki ziarnistej oraz 
w cysternach aparatu Golgiego. Bezpośredni prekursor kolagenu pro- 
kolagen jest gromadzony w rozszerzonych kanałach siateczki śródplaz- 
matycznej oraz w wakuolach wydzielniczych znacznie większych niż 
pęcherzyki niosące prekursor elastyny. W wakuolach tych jest on wi
doczny w formie ziarnistego, włókienkowego materiału, choć widuje się 
w nich również pojedyncze prążkowane fibryle, co może świadczyć, że 
proces polimeryzacji tropokolagenu może odbywać się również śródko
mórkowe [34, 36, 37]. Wydzielony z komórki tropokolagen formuje 
mikrofibryle, które z kolei tworzą większe włókna dzięki dołączaniu się 
nowych cząstek tropokolagenu i wytwarzaniu się wiązań krzyżowych 
pomiędzy sąsiednimi cząsteczkami kolagenu. Punktami wyjściowymi dla 
formowania tych wiązań są aminokwasy, lizyna i hydroksylizyna, które 
są podobnie jak w elastynie utleniane do semialdehydów przez oksyda
zę lizylową. Następnie leżące w różnych łańcuchach semialdehydy mo
gą łączyć się ze sobą na drodze kondensacji aldolowej lub reagować 
z £-aminowymi grupami reszt lizyny tworząc połączenia typu lizyno- 
norleucyny. Semialdehydy lub aldole mogą łączyć się również z imida- 
zolowymi grupami histydyny, co prowadzi do powstania hydroksyaldol- 
histydyny lub histydynomerodezmozyny zdolnych również do tworzenia 
wiązań krzyżowych w kolagenie [39, 57].
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G L IK O Z A M IN O G L IK A N Y -P R O T E O G L IK A N Y

Procesy syntezy glikozaminoglikanów opisywano w poszczególnych
warstwach ściany naczyniowej [13, 46, 55, 79], jak i w hodowlach tkan
kowych i komórkowych [13, 30, 58]. Glikozaminoglikany są heteropoli- 
merami acetylowanej i siarczanowanej glikozaminy lub galaktozaminy 
związanych wiązaniami glikozydowymi z kwasem glukuronowym lub 
iduronowym. Miocyty naczyniowe syntezują głównie siarczany derma- 
tanu, heparanu, chondroityny A i C oraz kwas hialuronowy. Substancje 
te jednak nie występują w formie wolnej, a w połączeniach z białkami 
włóknistymi tworzą proteoglikany. Pierwszym etapem syntezy proteo- 
glikanów, który ma miejsce w kanałach siateczki śródplazmatycznej 
ziarnistej, jest przeniesienie cząsteczek ksylozy z urydynodwufosforanu 
na grupy hydroksylowe seryny lub treoniny łańcucha polipeptydowego. 
Reakcja ta jest katalizowana przez specyficzny enzym transferazę UDP- 
ksylozy. Wydłużanie się łańcuchów polisacharydowych przez dołączanie 
galaktoz, reszt kwasu uronowego i acetylowanej galaktozaminy odby
wa się w kanałach siateczki śródplazmatycznej ziarnistej, jak i gładkiej. 
Reakcje te są katalizowane przez swoiste transferazy aktywowane jonami 
manganu i magnezu. Włączanie znakowanych cukrów do syntetyzowa
nych przez hodowane miocyty glikozaminoglikanów jest hamowane 
przez puromycynę, co sugeruje, że proces polimeryzacji łańcucha poli
sacharydowego zachodzi na gotowym już łańcuchu polipeptydowym 
i stąd nie może następować jeżeli zahamowana jest synteza białkowego 
akceptora tworzącego rdzeń proteoglikanów. Przy jednym trzonie biał
kowym mogą syntezować się łańcuchy różnych glikozaminoglikanów. 
Od innych glikozaminoglikanów odróżnia się kwas hialuronowy. Nie ma 
on rdzenia białkowego ani grup siarczanowych. Tworzy długie pętle 
i przyłącza znaczne ilości wody. Istnieją sugestie, że synteza kwasu 
hialuronowego w miocytach odbywa się oddzielnie od pozostałych glikoz
aminoglikanów z wykorzystaniem oddzielnej puli prekursorów.

Z kanałów siateczki śródplazmatycznej proteoglikany przenoszone są 
do aparatu Golgiego, gdzie odbywa się proces ich „dojrzewania” pole
gający na enzymatycznym sulfonowaniu niektórych reszt glikozaminy, 
galaktozaminy i kwasu uronowego, epimeryzacji niektórych reszt D-glu- 
kuronowych obecnych w łańcuchach polisacharydowych do reszt L-idu- 
ronylowych oraz na agregacji z kwasem hialuronowym.

Przyłączanie kwasu hialuronowego następuje poprzez tzw. glikopro- 
teid wiążący. Tworzenie się większych agregatów odbywa się już poza- 
komórkowo. W mikroskopie elektronowym proteoglikany są widoczne 
w formie licznych wielokątnych ziaren kontrastujących się czerwienią 
rutenową. Ziarna te o średnicy 20-50 nm łączą się ze sobą 3-6 nm wy
pustkami tworząc trójwymiarową sieć. Ziarna proteoglikanów przylegają
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często do włókien kolagenowych głównie w miejscach jasnych prążków, 
opłaszczają glikoproteidy błon podstawnych miocytów oraz stapiają się 
z elementami strukturalnymi włókien sprężystych. Glikozaminoglikany 
ściany naczyniowej są substancjami o dużej aktywności metabolicznej. 
Ich czas półtrwania jest znacznie krótszy niż białkowych składników 
substancji międzykomórkowej. Przypuszcza się, że te kompleksowe zwią
zki pełnią funkcje regulujące transport wielu substancji poprzez ścianę 
naczyniową. Szczególną rolę mają odgrywać w trasporcie lipoproteidów 
oraz jonów wapnia [15, 16].

PROCESY SYNTEZY SU B ST A N C JI M IĘD ZY K O M Ó R K O W EJ W HODOW LI
I PR ZE SZC ZE PA C H  M IOCYTÓW  NACZYNIOW YCH

Wiele z podanych informacji dotyczących powstawania elementów 
substancji międzykomórkowej uzyskano w badaniach hodowli miocytów 
naczyniowych. Stosowano zarówno hodowle miocytów wolno migrują
cych z eksplantów ścian naczyniowych [13], jak i hodowle izolowanych 
enzymatycznie komórek [6, 8, 33, 62, 72]. Miocyty naczyniowe już po 
kilku dniach przebywania w hodowli podejmują syntezę substancji mię
dzykomórkowej bogatej w elastynę. Ilość i jakość tej substancji two
rzonej in vitro jest różna w zależności od rodzaju i wieku użytych 
komórek, typu hodowli, czasu jej trwania, a przede wszystkim od składu 
stosowanej pożywki [49, 51, 58].

Szczególnie ważnym składnikiem pożywek dla miocytów produku
jących substancję międzykomórkową jest surowica [62], Jej rodzaj 
i stężenie najwyraźniej wpływają na ilość elastyny tworzonej in vitro 
przez określoną liczbę komórek. Przy niskich stężeniach surowicy l-5°/o 
komórki tworzą tylko niewielkie ilości elastyny [62], przy dodatku 
surowicy rzędu 10% powstaje znaczna ilość elastyny zawierającej jednak 
mało pełnych wiązań krzyżowych [72]. Produkcja kolagenu i proteoglika- 
nów przez miocyty hodowane w pożywkach ubogich w surowicę też nie 
jest wysoka. Dopiero dodanie 20% płodowej surowicy cielęcej zapewnia 
szybkie powstawanie dojrzałych włókien sprężystych i kolagenowych 
w hodowli miocytów aortalnych [33], Wykazano również, że pewne 
zmiany w składzie pożywki podstawowej mogą mieć wpływ na ilość 
i jakość elementów substancji międzykomórkowej. Dodanie do pożywki 
kwasu askorbinowego (aktywator hydroksylazy prolilowej) hamuje w zna
cznym stopniu wydzielanie elastyny przez miocyty przyspieszając je
dnocześnie syntezę kolagenu i mikrofibryli glikoproteidowych [76]. Za
hamowanie syntezy elastyny uzyskać można po podaniu do pożywki 
koloidalnej zawiesiny dwutlenku toru [36], a zahamowanie powstawania 
wiązań krzyżowych w wydzielonej już elastynie po podaniu związków
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chelatujących wiążących jony miedzi będących aktywatorami oksydazy 
lizylowej [76]. Dodanie związków wiążących jony żelaza potrzebnych do 
aktywacji hydroksylazy prolilowej, dodanie analogów proliny lub histy- 
dynolu hamuje wybiórczo tworzenie się włókien kolagenowych w ho
dowli bez zmniejszenia syntezy elastyny [61, 70, 76].

Elastyna powstająca w takich warunkach nie zawiera jednak hydro- 
ksyproliny, co może świadczyć, że cząsteczki prekursorów kolagenu i elas
tyny korzystają z tego samego enzymu (hydroksylaza prolilowa) obecne
go w siateczce śródplazmatycznej miocytów odpowiedzialnego za po- 
translacyjną modyfikację obu białek [76]. Procesy tworzenia elementów 
substancji międzykomórkowej de novo można również obserwować po 
heterotopowym przeszczepieniu izolowanych miocytów naczyniowych 
w układzie izo- lub allogenicznym. Taki model doświadczalny wydaje 
się być bardziej zbliżony do warunków naturalnych. Komórki po prze
szczepieniu np. do mięśnia szkieletowego podejmują szybką syntezę 
wszystkich elementów substancji międzykomórkowej. W miejscu wstrzyk
nięcia zawiesiny komórek powstaje charakterystyczna tkanka przypo
minająca swym wyglądem ścianę aorty płodowej. Układ ten pozwala 
na dokładne prześledzenie wszystkich etapów elastogenezy oraz zmian 
morfologicznych w przeszczepionych miocytach [34, 36, 37], W przeszcze
pach obserwuje się produkcję większej ilości elastyny i innych elemen
tów substancji międzykomórkowej niż w hodowlach komórkowych w po
równywalnych okresach czasowych. Widocznie taka „hodowla in vivo” 
zapewnia przeszczepionym miocytom optymalne stężenia substancji od
żywczych oraz czynników humoralnych mogących mieć wpływ na różni
cowanie się, podziały i zdolności wydzielnicze komórek naczyniowych. 
Układ ten może być również przydatny do badań nad wpływem leków, 
hormonów, substancji toksycznych, związków miażdżycorodnych w ukła
dzie pozwalającym na wyeliminowanie czynników hemodynamicznych, 
które mają wyraźny wpływ na metabolizm miocytów w ścianie naczy
niowej.

PROCES M IAŻDŻYCOW Y A ZABURZENIA W P R O D U K C JI SU B ST A N C JI
M IĘD ZY K O M Ó RK O W EJ ŚCIANY N A CZYNIOW EJ

Ilościowe i jakościowe zaburzenia produkcji substancji międzyko
mórkowej przez miocyty naczyniowe są ważnym ogniwem w łańcuchu 
zmian patogenetycznych prowadzących do powstania płytek miażdży
cowych [16, 21, 38, 63, 65].

Jednym z najistotniejszych i najwcześniej dostrzegalnych zmian 
w procesie formowania się płytek miażdżycowych jest nadmierna pro
dukcja zmienionej strukturalnie elastyny [60, 68]. Nowa elastyna wy
twarzana przez migrujące do błony wewnętrznej miocyty zawiera więcej
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aminokwasów polarnych, takich jak: kwas glutaminowy i asparaginowy, 
arginina, lizyna, oraz znacznie mniej wiązań krzyżowych, co powoduje 
zmiany przestrzenne w trzecio- i czwartorzędowej strukturze tego białka, 
wpływając na zmniejszenie jego elastyczności i wytrzymałości oraz 
zwiększa jego podatność na działanie elastazy, a nawet innych nieswoi
stych proteaz [41]. Taka niepełnowartościowa elastyna zdolna jest do 
wiązania znacznych ilości substancji lipidowych. Około 1/3 lipidów obe
cnych w blaszkach miażdżycowych związana jest z elastyną [43]. Cho
lesterol i jego estry przenoszone przez infiltrujące ścianę naczyniową 
lipoproteidy VLDL i LDL są niemal wybiórczo wiązane z taką elastyną. 
Podstawą zjawiska łączenia się elastyny z lipidami jest prawdopodobnie 
łatwiejsze wnikanie lipidów pomiędzy nieusieciowane wiązaniami krzy
żowymi łańcuchy tego białka i łączenie się z ich hydrofobowymi okoli
cami. Odsłanianie się tych hydrofobowych rejonów mogących przyłą
czać lipidy nasila się przy nadmiernym rozciąganiu włókien sprężystych, 
jakie ma miejsce w nadciśnieniu tętniczym [68]. Wybiórcze wiązanie 
lipidów z elastyną wyizolowaną z płytek miażdżycowych zachodzi rów
nież in vitro. Elastyna taka przyłącza kilkadziesiąt razy więcej choleste
rolu i jego estrów niż elastyna ze zdrowych odcinków naczynia w czasie 
inkubacji z surowicą pobraną od pacjentów z hiperlipidemią. Patolo
gicznie zmieniona elastyna płytek miażdżycowych przyłącza wybiórczo 
lipidy nawet wtedy, gdy inkubowana jest z surowicą zdrowych pacjen
tów, u których poziom lipoproteidów jest prawidłowy lub obniżony [68]. 
Obserwacje te sugerują, że nawet farmakologiczne obniżenie lipemii nie 
jest w stanie zapobiec dalszemu rozwojowi zmian miażdżycowych, jeżeli 
wcześniej nastąpiła już zmiana metabolizmu niektórych miocytów naczy
niowych i produkują one zmienioną elastynę. Istnieją sugestie, że mio
cyty naczyniowe mogą produkować zmienioną elastynę jeszcze zanim 
zostaną pobudzone do niekontrolowanych podziałów i migracji [79]. 
Odpowiednio łagodna metoda izolacji elastyny i następne sączenie mole
kularne pozwala bowiem na wyizolowanie ze zdrowych aort dwóch 
frakcji, elastyny A i B. Frakcja A o większej masie cząsteczkowej 
przypomina swym składem aminokwasowym elastynę izolowaną z płytek 
miażdżycowych. Elastyna frakcji A występuje w śladowych ilościach w tę
tnicach młodych osobników, jej ilość rośnie jednak z wiekiem, ale w nie 
zmienionych morfologicznie odcinkach naczynia nigdy nie osiąga warto
ści jakie obserwuje się w płytkach miażdżycowych. Pomimo podobieństw 
składu aminokwasowego istnieje jednak pewna różnica w konformacji 
elastyny frakcji A izolowanej ze zdrowych odcinków naczynia a kon
formacją elastyny odpowiadającej frakcji ze zmian miażdżycowych. Ta 
ostatnia elastyna przyłącza bowiem znacznie więcej lipidów w czasie 
inkubacji in vitro.
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Ryc. 1. F ra g m e n t  b łony  środkow ej ao rty  dorosłego szczura. W cytoplazm ie m io- 
cy ta  boga te j w  m io filam en ty  ak tynow e widoczne liczne c ia łka  ciem ne i ta śm y  
z lokalizow ane na  błonie (strzałki). W idoczne ścisłe przyleganie  ta śm  do błon sp rę 
żystych  leżących w  p rzes trzen i m iędzykom órkow ej. M ate r ia ł  u trw . w  aldehydzie 
g lu ta ro w y m , za tap ian y  w eponie i k o n tra s to w an y  octanem  u ra n y lu  i cy tryn ianem

ołowiu. Pow. 32 000 X
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Ryc. 2. F ra g m e n t  b łony środkow ej ao r ty  now orodka  szczura. W idoczne m iocyty 
otoczone p ro d u k o w an ą  przez  siebie su b s tan c ją  m iędzykom órkow ą zaw iera jącą  
liczne w łó k n a  kolagenowe, m ik ro f ib ry le  g likopro te idow e i nowo pow sta jące  błony 
sprężyste . S trza łk am i zaznaczono gęste e lek tronow o ta śm y  b łony  kom órkow ej 
p rzy leg a jące  do nowo pow sta jących  m ik ro f ib ry li  i w łók ien  sprężystych . M ateria ł  
u t rw a lo n y  w  aldehydzie  g lu ta row ym , zatopiony w  środow isku  S p u r ra  i k o n tra s to 

w any  octanem  u ra n y lu  i cy try n ian em  ołowiu. X 20 000
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Ryc. 3. Miocyt w  błonie  środkow ej now orodka  szczura. W idoczne dobrze rozbudo
w a n a  sia teczka ś ródp lazm atyczna  z iarn is ta  oraz a p a ra t  Golgiego. W okolicy a p a 
r a tu  Golgiego widoczne zaznaczone s trza łk am i m ałe  pęcherzyki zaw iera jące  gęsty  
e lek tronow o  p re k u rso r  e lastyny . Na błonie kom órkow ej w idoczne zgrub ien ia  od
pow iada jące  ta śm o m  sąs iadu jące  z nowo pow sta jącym i w łóknam i sprężystym i. M a

te r ia ł  p rzygo tow any  jak  na  ryc. 2 . X 32 000
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Ryc. 4. F ra g m e n t  bogatej w  organelle  cy top lazm y z b łony ś ro d k o w ej 5-dniow ego 
szczura. W okolicy a p a ra tu  Golgiego widoczne liczne pęcherzyki zaw ie ra jące  gęsty 
e lek tronow o p re k u rso r  e las tyny  (cienkie strzałki). Pod błoną k om órkow ą  w idoczne 
liczne kaw eole  i pus te  e lektronow o pęcherzyki. Są one na jliczn ie jsze  w  re jo n a c h  
przy legających  do leżących pozakom órkow o w iązek  m ik ro f ib ry li  g likopro te idow ych  
fo rm ujących  szkielet dla w łókien sprężystych  (s trza łk i grube). M ate r ia ł  p rzygo to 

w any  jak  na  ryc. 2 X 18 000 
Ryc. 5. F ra g m e n t  cytoplazm y m iocyta  wyizolowanego z ao r ty  5-dniowego szczura 
po przeszczepieniu  do m ięśnia  szkieletowego w  układzie  allogenicznym . W idoczne 
liczne m io fi lam en ty  ak tynow e oraz p rzezierne  e lek tronow o pęcherzyk i leżące pod 
błoną kom órkow ą i o tw iera jące  się do p rzes trzen i  m iędzykom órkow ej z a w ie ra 
jącej nowo p o w sta jącą  substanc ję  m iędzykom órkow ą. M ate r ia ł  p rzygo tow any  ja k

n a  ryc. 2. X 30 000http://rcin.org.pl



Ryc. 8 . F rag m en t  b łony środkow ej ao r ty  dorosłego szczura. W idoczne b łony sp rę 
żyste  oraz liczne wiązki w łókien  kolagenow ych leżące w  p rzes trzen i m iędzykom ór
kow ej. W cytoplazm ie m iocyta widoczne liczne ciałka ciemne. M a te r ia ł  u trw a lo n y  
w  aldehydzie  g lu tarow ym , zatopiony w  V estopalu  i k o n tra s to w a n y  oc tanem  u ra -

ny lu  i cy try n ian em  ołowiu. X 20 000
Ryc. 9. F ra g m e n t  błony środkow ej ao r ty  dorosłego szczura. W idoczne liczne z iarna  
p ro teog likanów  przy legających  do b łon  sprężystych  i m ikro fib ry li .  M a te r ia ł  u t r w a 
lony w  aldehydzie g lu tarow ym , zatopiony w  V estopalu  i k o n tra s to w a n y  octanem

u ran y lu  i cy try n ian em  ołowiu. X  14 000
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Być może, że różnica w wiązaniu lipidów przez frakcje elastyny
0 podobnym składzie aminokwasowym wynika z faktu, że elastyna fra
kcji A z płytek miażdżycowych wiąże więcej wapnia niż elastyna tej 
samej frakcji ze zdrowych odcinków naczynia [75]. Sposób wiązania 
wapnia przez elastynę nie jest do końca wyjaśniony. Molinari-Tossati
1 wsp. [48] sugerują, że jony wapnia wiążą się głównie z okolicami 
hydrofilnymi elastyny, gdzie współzawodniczą o zjonizowane grupy kar
boksylowe aminokwasów polarnych z dodatnio naładowanymi grupami 
aminowymi. Przy lokalnym wzroście pH stężenie wolnych grup amino
wych zmniejsza się i jony Ca++ łatwiej przyłączają się do elastyny. 
Wapń może wiązać się z grupami sulfhydrylowymi cysteiny zawartej 
w glikoproteidach mikrofibryli włókien sprężystych otoczonych przez 
elastynę. Urry [77] uważa, że ilość wapnia związanego przez elastynę 
przewyższa tę, która mogłaby się przyłączyć tylko do wolnych grup 
karboksylowych lub sulfhydrylowych i sugeruje, że kationy wapnia mogą 
być wyłapywane i „więzione” w załamanych pod kątem 180° odcinkach 
beta helisy elastyny.

Niezależnie od niejasnego jeszcze sposobu wiązania się jonów wapnia 
z różnymi frakcjami elastyny wydaje się, że stopień związania wapnia 
przez to białko wydaje się być jednym z najistotniejszych elementów 
modulujących wiązanie lipidów przez elastynę. Kramsch i wsp. [44] 
udowodnili, że środki hamujące odkładanie się wapnia w ścianach na
czyniowych hamują powstawanie płytek miażdżycowych u małp ży
wionych dietą bogatą w cholesterol. U zwierząt tych powstają tylko 
odwracalne nacieki lipofagów w niektórych odcinkach drzewa naczy
niowego. Nie obserwuje się natomiast zwiększonej migracji i podziałów 
miocytów naczyniowych ani też wzmożonej produkcji elastyny i innych 
elementów substancji międzykomórkowej, które towarzyszą powstawa
niu płytek miażdżycowych. Badacze ci sugerują również, że obniżenie 
stężenia wapnia na terenie ściany naczyniowej może mieć bezpośredni 
wpływ na metabolizm miocytów naczyniowych i zatrzymanie procesów 
komórkowych odpowiedzialnych za inicjację procesu miażdżycowego [44],

W miarę postępowania procesu miażdżycowego obserwuje się stop
niowy spadek ilości elastyny w zmienionym chorobowo odcinku naczynia 
wynikający prawdopodobnie z przeważającej degradacji enzymatycznej 
zmienionego strukturalnie i opłaszczonego lipidami białka [4]. Jedno
cześnie ze wzmożonym rozpadem włókien sprężystych nasila się synteza 
włókien kolagenowych. Jest to prawdopodobnie mechanizm kompensu
jący utratę wytrzymałości objętych zmianami odcinków naczynia. Mio
cyty naczyniowe obecne w zmienionym miażdżycowo naczyniu produ
kują głównie kolagen typu I [5, 8], podczas gdy w nie zmienionych 
odcinkach naczynia przeważa produkcja kolagenu typu III [63]. Kolagen
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powstający w płytkach miażdżycowych może również przyłączać pewne 
ilości lipidów prawdopodobnie ze względu na gorsze usieciowanie wią
zaniami krzyżowymi, ale nie odgrywa on tak znacznej roli w pozako- 
mórkowym spichrzaniu lipidów jak elastyna czy glikozaminoglikany [21]. 
Ilość glikozaminoglikanów syntetyzowanych przez miocyty znacznie 
wzrasta po mechanicznym uszkodzeniu ściany naczyniowej oraz we wcze
snym stadium formowania się zmian miażdżycowych [40, 50]. Mogą one 
przyłączać jony wapnia, fibrynogen i znaczne ilości lipoproteidów (VLDL 
i LDL) [15, 16]. Jest to uważane za rodzaj mechanizmu obronnego 
chroniącego komórki przed nadmiernym włączaniem lipidów. Możliwość 
takiego działania glikozaminoglikanów jako czynników chroniących mio
cyty obserwowano również w hodowlach tkankowych. Dodanie do po
żywki ekstraktu aorty cielęcej bogatego w glikozaminoglikany powodo
wało efekt oczyszczania hodowanych miocytów kurczęcia z lipidów 
uprzednio pobranych z pożywki zawierającej cholesterol [11]. Znaczne 
zmniejszenie włączania lipidów do komórek naczyniowych w hodowli 
obserwowano po dodaniu do pożywki zawierającej cholesterol chondro- 
itynosiarczanu A [58]. Dodanie do hodowli komórek aorty kurczęcia 
chondroitynosiarczanu A i C hamowało włączanie lipidów egzogennych 
zawartych w pożywce, ale zwiększało jednocześnie o 10-20°/o syntezę 
endogennego cholesterolu. Podanie heparyny również zmniejszało włą
czanie lipidów z pożywki zawierającej surowicę hiperlipemiczną (wg
[58]).

Brown i Goldstein [7] uważają, że glikozaminoglikany obecne w ścia
nie naczyniowej jako polianiony działają konkurencyjnie w stosunku 
do miejsc receptorowych na błonach komórkowych miocytów mogących 
wiązać lipoproteidy. Nagromadzenie się kompleksów lipoproteidowo-gli- 
kozaminoglikanowych stymuluje jednak aktywność fagocytarną miocytów, 
co przy stopniowym wyczerpywaniu się możliwości strawienia sfagocyto- 
wanego materiału prowadzi do przekształcenia się niektórych miocytów 
w komórki piankowe [56]. Hodowle takich komórek wykazały, że są to 
zmiany odwracalne. Po przeniesieniu komórek obładowanych lipidami 
do normalnej pożywki przekształcają się one na powrót w typowe mio
cyty [58]. Jeżeli jednak kontakt miocytów z lipidami trwa długo, to 
zarówno w warunkach in vivo, jak i w hodowli dochodzi do degeneracji 
większości komórek [9]. Sugeruje się jednak, że nadmierne wcielanie 
lipidów może być jednym z możliwych czynników stymulujących po
działy mitotyczne miocytów [63]. Mechanizm mitogennego działania 
spichrzanych przez komórkę substancji nie jest jasny. Być może, że 
przy wyczerpaniu niektórych enzymów lizosomalnych, jak to ma miejsce 
w miażdżycy, lub ich braku we wrodzonych spichrzeniowych dochodzi 
do zwiększenia aktywności pozostałych enzymów lizosomalnych, które 
mogą odgrywać pewną rolę w pobudzaniu komórek do podziałów [56, 65].
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BADANIE P R O L IF E R A C JI  M IOCYTÓW  NACZYNIOW YCH W HODOW LI

Dokładniejsze zależności procesów proliferacyjnych miocytów na
czyniowych wykazano dopiero po zastosowaniu techniki hodowli tkan
kowych i komórkowych. Stosując różne typy hodowli komórek naczy
niowych uzyskiwanych z eksplantów lub metodą enzymatyczną wykaza
no, że są one zdolne do proliferacji in vitro. Największe zdolności 
proliferacyjne wykazywały komórki pobierane z naczyń zarodkowych 
lub naczyń młodych osobników. Komórki pobierane z naczyń dorosłych 
zwierząt i ludzi cechowały się różnym, często niepowtarzalnym stopniem 
proliferacji in vitro [58]. Miocyty naczyniowe są zdolne do proliferacji 
w pożywkach wzbogaconych surowicą [62]. Dodanie różnych surowic 
w zmiennych stężeniach w sposób istotny wpływało na stopień prolifera
cji nawet zarodkowych miocytów naczyniowych w hodowli [58]. Wyizo
lowano wiele czynników humoralnych, które stumulowały podziały 
miocytów hodowanych w pożywkach nie zawierających surowicy. Wśród 
substancji wyizolowanych z różnych surowic najsilniejszy wpływ mito-
genny na hodowane miocyty miały transferyna, somatomedyny A i C, 
insulina, hydrokortyzon, hormon wzrostu, insulinopodobny czynnik 
wzrostowy produkowany przez podwzgórze oraz trombina [45, 55, 78]. 
Somatomedyna A dodawana do pożywki wspólnie z normalnie nie po
budzającym podziału miocytów nabłonkowym czynnikiem wzrostowym 
EGF jeszcze bardziej przyspieszała podziały tych komórek. Somato
medyna A i insulina działały razem znacznie silniej na procesy proli
feracyjne miocytów niż obie te substancje oddzielnie [78]. Wykazano 
ponadto, że poliaminy obecne w wysokim stężeniu w surowicy pacjen
tów z przewlekłą niewydolnością nerek zwiększały znacznie liczbę mio
cytów w hodowli. Spermina dodana do hodowli miocytów w stężeniu 
100 ąM zwiększała dwukrotnie liczbę komórek po 16 dniach trwania 
hodowli w porównaniu z kontrolą [3]. Substancje te nie są mitogenami, 
ale wpływają na skrócenie czasu fazy S.

Ross i wsp. [27, 67] wykazali, że jednak najsilniejszym ze znanych 
obecnie i choć nie specyficznym czynnikiem mitogennym dla miocytów 
naczyniowych jest polipeptyd uwalniany podczas agregacji i rozpadu 
płytek krwi. Czynnik ten zwany PDGF (skrót angielskiej nazwy Platelet 
Derived Growth Factor) jest produkowany bądź wydzielany przez przy
sadkę mózgową, a po wychwytaniu go przez płytki krwi jest przeprowa
dzany w stan aktywny. Jak już wspomniano, większość doświadczeń 
dotyczących potencjalnego wpływu różnych substancji na czynność mi- 
togenną miocytów została przeprowadzona w hodowlach komórkowych 
in vitro. Przeprowadzając tego typu doświadczenia na komórkach wielo
czynnościowych, jakimi są miocyty naczyniowe, pamiętać należy o szeregu
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wyniki doświadczeń in vitro możnaograniczeń, aby wyniki doświadczeń in vitro można było odnieść do sy
tuacji w ścianie naczyniowej.

Davies i Ross [14] wykazali, że hodowla miocytów, na której zamie
rza się testować określone mitogenne substancje, nie może być od począ
tku zbyt gęsta. W gęstej hodowli już po kilkunastu godzinach jej 
trwania dochodzi do ścisłego przylegania miocytów do siebie i hodowla 
przestaje rosnąć pomimo obecności wysokiego stężenia surowicy lub 
wolnych mitogenów w pożywce. Wytwarzanie dużej liczby połączeń 
pomiędzy ciasno przylegającymi do siebie miocytami angażuje znaczną 
powierzchnię ich błon komórkowych zmniejszając powierzchnię zdolną 
do endocytozy czynników mitogennych obecnych w 'pożywce. W takich 
pierwotnie gęstych hodowlach komórki stykają się ze sobą wcześniej 
zanim rozpoczną produkcję substancji międzykomórkowej. W hodowlach 
o pierwotnie niewielkiej liczbie komórek miocyty rozpoczynają produ
kcję substancji międzykomórkowej, której obecność sprawia, że komórki 
stykają się ze sobą znacznie mniejszymi powierzchniami, a to nie hamuje 
endocytozy czynników mitogennych i zdolności komórek do podziałów. 
Po kilku czy kilkunastu dniach powstaje hodowla wielopokładowa. 
Miocyty naczyniowe w takich hodowlach nie wykazują zjawiska zaha
mowania kontaktowego ruchu i mitoz czym przypominają inne elasto- 
plasty [33, 36], a różnią się od fibroblastów wykazujących to zjawisko 
już po ograniczonym kontakcie wypustek sąsiednich komórek. Badania 
in vitro nad mitogenami miocytów mają duże znaczenie poznawcze, ale 
ścisłe odniesienie mitogennego działania określonych substancji z warun
ków in vitro do sytuacji w obrębie ściany naczyniowej in vivo wydaje 
się niemożliwe. W hodowli bowiem na podany mitogen reaguje wiele 
uwolnionych z substancji międzykomórkowej komórek. Sam fakt uwol
nienia miocytów od substancji międzykomórkowej wydaje się być czyn
nikiem mitogennym. W ścianie naczyniowej nawet przy wysokim stęże
niu substancji mitogennych w surowicy i płynie tkankowym nasiąka
jącym ścianę naczyniową odpowiedź proliferacyjna następuje tylko 
w niektórych odcinkach drzewa naczyniowego. Powstała więc koncepcja, 
że w określonym momencie tylko niektóre miocyty są zdolne odpowie
dzieć na mitogen.

Benditt i Benditt [4] sugerują, że wszystkie miocyty obecne w poje
dynczej płytce ateromatycznej pochodzą z klonalnego rozrostu komórki 
macierzystej pobudzonej do niekontrolowanych podziałów mitotycznych. 
Komórki te bowiem zawierały ten sam markerowy izoenzym dehydro
genazy glukozo-6-fosforanu (G-6-PD). Pearson [53], który badał ten 
sam problem, wykazał że 90% włóknistych płytek ateromatycznych 
obecnych w aortach czarnoskórych kobiet zawierało komórki posiadające 
ten sam izoenzym G-6-PD. Możliwość monoklonalnego rozrostu niektó-
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rych miocytów naczyniowych może według Bendittów i Pearsona świad
czyć o pewnej analogii pomiędzy procesem miażdżycowym a nowotwo
rowym.

Martin i Sprague [47] uważają, że monoklonalny rozrost niektórych 
miocytów naczyniowych prowadzący do powstania płytki miażdżycowej 
może wynikać z równoczesnego włączenia się w cykl mitotyczny komó
rek niezróżnicowanych, które uprzednio nie przeszły tej samej liczby 
podziałów co komórki sąsiednie. Autorzy ci wykazali, że różnice w licz
bie komórek niezróżnicowanych występują nawet pomiędzy odcinkami 
tego samego naczynia. Hodowane przez nich miocyty aorty brzusznej 
dorosłych małp przechodziły przez znacznie mniej podziałów niż miocyty 
aorty piersiowej pobrane od tych samych osobników. Martin i Sprague 
[47] uważają, że różna liczba komórek zdolnych jeszcze do podziałów, 
gotowych zareagować na mitogen lub brak czynnika hamującego mitozę 
w określonych segmentach drzewa naczyniowego może tłumaczyć różni
ce w częstości i nasileniu występowania płytek miażdżycowych.

Podsumowując przedstawione fakty dotyczące budowy i funkcji 
miocytów naczyniowych należy podkreślić ich odrębność od innych 
komórek mięśni gładkich. Chociaż miocyty naczyniowe spełniają kryte
ria morfologiczne, które pozwalają zaliczyć je do komórek tkanki mię
śniowej, to wiele z ich funkcji wskazuje na ich podobieństwo do ko
mórek tkanki łącznej. Dlatego w literaturze spotyka się różne nazwy 
tych komórek: miofibroblasty, zmodyfikowane komórki mięśni gład
kich, czy wieloczynnościowe komórki mezenchymy. Trudno rozstrzygnąć 
dziś problemy nomenklaturowe. Wydaje się jednak, że komórki te należy 
traktować jako przykład przystosowania się do różnorodnych funkcji, 
jakie muszą one spełniać w ścianie naczyniowej.
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B a rb a ra  PŁY TY CZ i M aria  K SIĄ Ż K IE W IC Z

Z akład  A natom ii P orów naw cze j i Z ak ład  Zoologii S ys tem atyczne j i Zoogeografii,
In s ty tu t  Zoologii U J

Streszczen ie .  O rgan izm y żywe rozróżn ia ją  s t ru k tu ry  w łasne  od obcych i chron ią  
in teg ra lność  w łasnego  u s tro ju .  P o d s taw o w y m  i pow szechnym  m echan izm em  ob ron 
nym  zw ierzą t jes t fagocytoza z udz ia łem  kom órek  żernych  (m akrofagów). W śród 
gąbek, jam ochłonów , zw ierzą t p ie rw oustych  i w tó ro u s ty ch  w y k azano ponad to  is tn ie 
n ie  reakcji, obronnych  ch a rak te ry zu jący ch  się pam ięc ią  i specyfiką, a więc odpo
w iad a jący ch  k ry te r io m  re a k c j i  im m unologicznych. O siągnęły one na jw yższy  s to 
p ień  rozw oju  w  o rgan izm ach  kręgow ców , u k tó ry ch  p rzeb iega ją  z udziałem  
m akro fagów , o raz  p ro d u k tó w  lim focy tów  T i B, a w  ty m  system u przeciwciał. 
D rob in  p o k rew n y ch  im m unog lobu linom  nie  w y k ry to  dotychczas u  żadnych  bez
kręgow ców . Hom ologi l im focytów  kręgow ców  w y s tę p u ją  u zw ierzą t p ie rw o 
ustych , n a to m ia s t  analogi — u w tó roustych . Ze w ględu na  odm ienne podłoże 
kom órkow e uw aża  się obecnie, że reak c je  im m unolog iczne  po jaw iły  się niezależnie 
w  toku  ew olucji gąbek, jam ochłonów , Protostom ia  i D euter  o stornia.

S u m m a r y .  A n im als  a re  capab le  of d is tingu ish ing  self f rom  non-se lf  and  th u s  
p ro tec t  th e  in teg r i ty  of th e ir  organism s. Phagocytosis  e ffec ted  by scavenger cells 
is a com m on and  basic defense reaction . In  add ition , defense m echan ism s 
involving specificity  a n d  m em ory , w h ich  a re  essen tia l  com ponents  of ad ap tiv e  
im m u n ity ,  have  b een  rep o r ted  in  sponges, coelen tera tes , p ro tostom es and  deu te ro -  
stomes. A h igh ly  e lab o ra te  im m u n e  system  has developed  in  v e r te b ra te s ;  i t  includes 
m acrophages  and  p ro d u c ts  of T - an d  B- lym phocytes , e.g. antibodies. No m olecules 
re la te d  to im m unog lobu lins  have  been  re p o r te d  in  inverteb ra tes .  Homologues and  
ana logues  to th e  v e r te b ra te  lym phocytes  a re  fo u n d  in deu terostom es and  p ro to 
stomes, respec tive ly . B ecause of d iverse  ce llu la r  basis, th e  im m une  reactions a re  
th o u g h t  to have  evolved in d ep en d en tly  in sponges, coelen tera tes , Protostomia  and  
Deuterostomia.

U podstaw współczesnych poglądów na zjawiska odporności leży 
sformułowana przez Burneta [6] myśl, że cechą żywych komórek jest
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zdolność ich wzajemnego rozpoznawania się w obrębie organizmu, 
a w konsekwencji — możliwość odróżniania struktur obcych, stanowią
cych zagrożenie integralności danego osobnika. Nieprzebrana różnoro
dność form żywych jest bezspornym dowodem tego twierdzenia. Prze
trwać mogły bowiem jedynie te gatunki^ które w toku ewolucji nabyły 
właściwość precyzyjnego rozróżniania białek własnych od obcych i roz
winęły skuteczne środki obrony przed utratą indywidualności osobników 
na skutek fuzji z innymi organizmami, oraz przed wyniszczeniem przez 
czynniki chorobotwórcze pochodzenia zewnętrznego, czy też niekontrolo
wany rozplem własnych komórek zmienionych nowotworowo.

Od długiego czasu interesowano się reakcjami organizmu ludzkiego
nmm*m***

na zetknięcie się z elementami patogennymi i sposobami uodparniania 
człowieka na szereg chorób. Zrodziła się w ten sposób nauka o odpor
ności — immunologia. Na podstawie badań klinicznych i doświadczeń 
na ssakach laboratoryjnych udowodniono, że kluczowymi białkami w od
powiedzi immunologicznej ssaków są przeciwciała, zwane też immuno- 
globulinami, wytwarzane przez wyspecjalizowaną linię komórkową —■ 
limfocyty [71, 80]. W ostatnich latach twierdzenie to rozszerzono na 
wszystkie zwierzęta kręgowe, wykazując tym samym homologię reakcji 
immunologicznych w obrębie Vertebrata [54, 67, 69]. Brak jest natomiast 
dowodów na istnienie drobin pokrewnych immunoglobulinom u jakich
kolwiek bezkręgowców, pomimo występowania u niektórych spośród 
tych zwierząt komórek przypominających morfologicznie limfocyty [24, 
54, 76]. Część badaczy uważa zatem reakcje obronne bezkręgowców za 
tzw. pseudoodporność, odmawiając im rangi homologii w stosunku do 
odporności zwierząt kręgowych [54, 99, 100]. Dla tej grupy uczonych 
udział komórek limfatycznych i systemu przeciwciał jest ~podstawą'~defi- 
nicji terminu odporność. Dyskutując z tym poglądem Hildemann i współ
pracownicy stwierdzają: „To podejście przypomina rozpatrywanie je
dynie udziału samochodów w ruchu drogowym, z pominięciem moto
cykli, rowerów i transportu konnego. Ssaki mogą rzeczywiście repre
zentować „samochodowy” model odporności, co nie wyklucza, iż równie 
udane modele „motocyklowe” i „rowerowe” występują u mniej skom
plikowanych zwierząt bezkręgowych” [29]. Zdaniem Coopera „zdolność 
do odpowiedzi immunologicznej jest powszechną właściwością fizjolo
giczną wszystkich żywych organizmów, na równi z oddychaniem, roz
mnażaniem, trawieniem, wydalaniem itp.” [15].

Ponieważ nauka dysponuje obecnie dość zwartym obrazem reakcji 
immunologicznych jedynie odnośnie zwierząt kręgowych — nasz prze
gląd rozpoczniemy od przypomnienia podstawowych informacji immuno- 
biologii Vertebrata.
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1. R E A K C JE  OBRONNE KRĘGOW CÓW

Wysoką swoistość i pamięć reakcji immunologicznych kręgowców
%

przedstawić można na modelu odrzucania przeszczepów skórnych (ryc. 1), 
w którym to procesie uczestniczą zarówno komórki kompetentne, jak

dawoa przeszczepu  
uczulającego
1 wtórnego

biorca
dawo a
przeszczepu
testowego

Ryc. 1. Pam ięć  i specyfika reak c j i  t ra n sp la n ta c y jn y c h  kręgow ców  na  p rzykładzie  
t ra szek  (A m p h ib ia , Urodela). C yfry  oznaczają m edia lne  czasy przeżycia przeszcze

pów  uczu la jących  (U), w tó rn y ch  (W) i tes tow ych  (T) (w edług [70])^ J ) j j  ^

i przeciwciała. Przyczyną niszczenia tkanek allogenicznych^czy li^w y- 
mienianych między paHneramijŁ tego samego gatunku, jest wyposażenie 
praktycznie każdego osobnika w odmienny zestaw białek zwanych anty
genami transplantacyjnymi [19, 69, 71, 80]. Sekwencja aminokwasów 
tych białek zakodowana jest w genach zgodności tkankowej. Niezgodność 
w__wysoce polimorficznym zespole tych genów, zwanym głównym rejo
nem zgodności tkankowej — MHC (major histocompatibility complex), 
jest przyczyną szybkiego niszczenia przeszczepów. Przy niezgodności 
w innych genach niszczenie następuje powoli. Na przykład fragmenty 
skóry dawcy o antygenach transplantacyjnych AB zostają rozpoznane 
przez receptory immunoglobulinowe limfocytów gospodarza AC jako 
antygenowo obce ze względu na obecność białka B. Wnikają więc do 
wnętrza przeszczepu liczne komórki szeregu białokrwinkowego, zwane
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ogólnie immunocytami, doprowadzając do zniszczenia obcej tkanki. Nie
które limfocyty „zapamiętują” napotykanie swoistych dla nich fragmen
tów obcych białek, czyli tzw. determinanty antygenowe. Limfocyty te 
zwane są więc komórkami pamięci immunologicznej. Ich obecność w or
ganizmie sprawia, że drugi przeszczep od tego samego dawcy (AB) jest 
z reguły żywotny znacznie krócej, niż przeszczep pierwszy, zwany uczu
lającym. Zjawisko to jest u kręgowców wysoce specyficzne, a więc 
osobnik uczulony na antygeny dawcy AB wykazuje przyspieszoną rea
kcję wtórną jedynie w odpowiedzi na taki sam zestaw antygenów, lecz 
nie na białka np. CD odmiennego dawcy zwanego testowym (ryc. 1). 
W pojęciu odporności kręgowców mieści się zatem pamięć immunolo
giczna i swoistość [69, 71, 80].

W reakcjach immunologicznych biorą udział limfocyty T i B oraz 
makrofagi. Cechą wyróżniającą w hodowli makrofagi jest ich zdolność 
przylegania do szkła [71, 80]. Przynależność limfocytów do populacji 
T lub B ustalić można między innymi na podstawie wrażliwości na 
mitogenne działanie pewnych rutynowo stosowanych środków. Limfocyty 
T proliferują pod wpływem roślinnych lektyn: fitohemaglutyniny (PHA\ 
i konkanawaliny A (Con A). Ponadto limfocyty T kręgowców wymieszane 
z erytrocytami barana zostają przez nie spontanicznie otoczone i tworzą 
charakterystyczne „rozetki”. Limfocyty B reagują natomiast na mito
genne działanie lipopolisacharydu (LPS) wyizolowanego z otoczek bakterii
Escherichia coli [71, 80].

Limfocyty T, dojrzewające pod wpływem grasicy kręgowców, pełnią 
różnorodne funkcje, co skorelowane jest z występowaniem u nich anty
genów powierzchniowych Ly 1 lub Ly 2 [80]. Subpopulacja limfocytów 
T o fenotypie Ly 1 to komórki pomocnicze, uczestniczące w interakcjach 
makrofag — limfocyt oraz limfocyt — limfocyt T lub B, co zapoczątko
wuje rozwój odpowiedzi immunologicznej. Ich działanie może zostać 
zahamowane przez subpopulację limfocytów T supresyjnych, o antyge
nach powierzchniowych Ly 2 odpowiedzialnych zatem za stopniowe 
wygaszanie odpowiedzi i za zjawiska tolerancji immunologicznej [71, 80],

Niektóre limfocyty T stają się komórkami pamięci, inne przejmują 
w tzw. reakcjach typu komórkowego funkcję efektorową, uwalniając 
czynniki cytotoksyczne niszczące struktury  antygenowo obce. Limfocyty 
tej populacji prowadzą również do narastania odpowiedzi przez wcią
ganie do niej komórek szeregu białokrwinkowego za pośrednictwem 
limfokinin, drobin rozpuszczalnych, odmiennych od przeciwciał [71, 80].

Limfocyty B, dojrzewające bez udziału grasicy, po pobudzeniu an
tygenowym przekształcają się w komórki plazmatyczne uwalniające 
przeciwciała do płynów tkankowych. Wolne immunoglobuliny nie niszczą 
wprawdzie antygenów „osobiście”, lecz wiążąc się ze swoistymi dla
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nich determinantami ułatwiają (lecz niekiedy utrudniają) zniszczenie 
antygenowo obcych struktur przez wyspecjalizowane komórki lub 
białka surowicy. Na przykład przeciwciała z grupy opsonin łącząc się 
z antygenami „czynią je smacznymi” dla komórek żernych. Przeciwciała 
skierowane przeciwko antygenom powierzchniowym komórek aktywują 
system białek zwany układem dopełniacza, co prowadzi do uszkodzenia
błony komórki docelowej.

Reakcje z udziałem wolnych przeciwciał zwiemy reakcjami humo- 
ralnymi. Dzięki limfocytom pamięci immunologicznej, we wtórnej rea
kcji humoralnej na dany antygen bierze udział więcej przeciwciał 
i osiągają one szybciej swój maksymalny poziom niż w reakcji uczula
jącej [71, 80] (ryc. 2).

Rozwinięcie swoistej odpowiedzi immunologicznej kręgowców wy
maga upływu czasu. Okres ten jest potrzebny na przypadkowe napotka
nie antygenu przez krążące limfocyty o swoistych dla niego receptorach, 
a następnie na wielokrotne podziały mitotyczne tych komórek, prowa
dzące do powstania klonów limfocytów wykonawczych i limfocytów 
pamięci, co zachodzi w wyspecjalizowanych narządach limfatycznych 
[67, 80]. Zanim pojawi się odpowiednia liczba tych komórek pierwszą 
linię obrony stanowią reakcje nieswoiste: fagocytoza i odczyn zapalny. 
Biorą w nich udział komórki szeregu monocyt — makrofag oraz granu-

Ryc. 2. K in e ty k a  po jaw ian ia  się p rzeciw ciał u  ssaków  im m unizow anych  b ak te r io 
fag iem  (według [54])
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locyty. Komórki te, w przeciwieństwie do limfocytów, pozbawione są 
zdolności „zapamiętywania” napotkanych antygenów [2, 71, 80]. Rea
kcje obronne kręgowców wspomagane są też przez nieswoiste czynniki 
humoralne, niespokrewnione z przeciwciałami, zawarte w płynach ustro
jowych, np. układ białek dopełniacza [71, 80].

Należy ponadto podkreślić, że oprócz wiążących antygeny recepto
rów immunoglobulinowych limfocytów, kręgowce posiadają szereg innych 
systemów rozpoznawczych, spośród których do dalszych rozważań przy
datna będzie wzmianka o lektynach, czyli powszechnie występujących 
w organizmach roślinnych i zwierzęcych drobinach wiążących specy
ficznie wielocukry [65]. W rutynowych testach immunologicznych sto
suje się wzmiankowane już lektyny roślinne, PHA i Con A, reagujące 
nieswoiście z polisacharydami powierzchniowymi limfocytów T. Wyzwa
la to szereg zjawisk komórkowych podobnych do działania antygenu na 
swoisty receptor m.in. transformację i podziały mitotyczne komórek 
[71, 80]. Przedstawiona reakcja zachodzi jednak w układzie sztucznym, 
stworzonym przez eksperymentatora. W obrębie organizmów żywych 
interakcje lektyny — wielocukry odgrywają z całą pewnością ogromną, 
choć nie w pełni jeszcze wyjaśnioną rolę [65].

W organizmach kręgowców zachodzą zatem reakcje obronne swoiste 
i nieswoiste. Wśród obu typów wskazać można z kolei na reakcje ko
mórkowe i humoralne. Reakcje nieswoiste prowadzą wprawdzie spra
wnie do usunięcia elementów obcych dla organizmu, lecz nie zabezpie
czają go przed następnym zagrożeniem przez takie same czynniki, 
a więc nie uodparniają go.

W obecnym opracowaniu mianem odporności obejmujemy jedynie 
reakcje swoiste, związane z istnieniem pamięci immunologicznej.

Warto uzmysłowić sobie stopień komplikacji reakcji odpornościo
wych kręgowców. Po rozpoznaniu antygenu szereg czynników zmierza 
do lawinowego nasilania odpowiedzi immunologicznej, np. przez działanie 
limfocytów pośredniczących czy uwalnianie limfokinin „zwołujących 
sprzymierzeńców”. Musi zatem istnieć system „utrzymujący w ryzach” 
ten proces, co odbywa się na zasadzie sprzężeń zwrotnych ujemnych. Ja 
ko przykład posłużyła funkcja subpopulacji supresyjnej limfocytów T. 
Zaburzenia proporcji reakcji wzmacniających i hamujących odpowiedź 
immunologiczną mogą być zgubne w skutkach [71, 80].

2. D E F IN IC JA  TERM IN U  „O D PO RN O ŚĆ” W U JĘ C IU  FILO G EN ETY C ZN Y M

Zdaniem Hildemanna i współpracowników [29] doświadczenia nad 
reakcjami obronnymi bezkręgowców uwzględniać powinny trzy elemen
ty: 1. sposób odpowiedzi danego organizmu na zetknięcie z czynnikiem
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antygenowo obcym, 2. istnienie w reakcji składowej pamięci, 3. stopień 
specyfiki reakcji.

Jedynie reakcje wykazujące pamięć i swoistość nazywamy procesa
mi immunologicznymi, czyli odpornościowymi, gdyż wyłącznie one za
bezpieczają zwierzę przed powtórnym zagrożeniem ze strony takiego 
samego antygenu. Następnym krokiem w rozważaniach filogenetycznych 
jest ustalenie homologii względnie analogii reakcji odpornościowych po
szczególnych bezkręgowców w stosunku do odporności Vertebrata.

Nadrzędnym celem tego typu badań jest próba odtworzenia prze
biegu ewolucji systemu obronnego istot żywych.

3. R E A K C JE  OBRONNE BEZKRĘGOW CÓW

Punktem  odniesienia do badań filogenezy odporności jest akcepto
wane przez ogół badaczy drzewo rodowe zwierząt wielokomórkowych 
(Metazoa) (ryc. 3). Większość Jóbńćepćjf ewolucyjnych za grupę wyjścio
wą prowadzącą do tych organizmów uważa wiciowce (Flagellata). Wśród 
współcześnie żyjących Metazoa najniższy poziom organizacji reprezentu
ją gąbki (Spongiaria), nie mające jeszcze właściwych tkanek. Organizmy 
te wyodrębniły się bardzo wcześnie od wspólnego pnia Metazoa i stano
wią ślepą gałąź ewolucji.

Wyższy poziom strukturalno-funkcjonalny osiągnęły jamochłony

Ryc. 3. Drzewo filogenetyczne zw ierząt (w edług [101]). Uwzględniono g rupy  om ó
w ione w  a r ty k u le

6 — P o s t ę p y  B io l .  K o m . 3-4/82
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(C o el enter at a). Są to zwierzęta o pierwotnie promienistej symetrii ciała, 
zbudowane z dwóch warstw, ektodermy i endodermy, formujących pry
mitywne narządy. Obecnie zalicza się tu parzydełkowce (Cnidaria) oraz
żebropławy (Ctenophora).

Ze zwierząt przypominających współcześnie żyjące jamochłony, 
w zależności od stosunku pragęby do definitywnego otworu gębowego, 
wyprowadza się dwie linie rozwojowe: pierwouste (Protostomia) i wtóro- 
uste (Deut er o stornia) [26, 81]. Organizmy należące do tych grup stanowią 
przeważającą część świata zwierzęcego. Charakteryzuje je symetria dwu- 
boczna oraz obecność mezodermy.

Pierwouste nie są grupą jednolitą. Wyróżnia się wśród nich kilka 
kierunków ewolucyjnych. W obrębie jednego z nich, z przodków pier
ścienic, niezależnie wyprowadza się linie prowadzące do współcześnie 
żyjących pierścienic (Annelida), stawonogów (Arthropoda) i mięczaków 
(Mollusca).

Również z prajamochłonów wyłania się linia rozwojowa wtóro
ustych, do których należą m.in. szkarłupnie (Echinodermata) orąz s tru 
nowce (Chordata): osłonice (Tunicata), bezczaszkowce (Acrania) i krę
gowce (Vertebrata). Szkarłupnie uważane są za typ, który dość wcześnie 
wyodrębnił się od wspólnego pnia prowadzącego do strunowców. Nato
miast osłonice oddzieliły się dużo później, a od larwalnych form ich 
przodków nieliczni badacze wyprowadzają kręgowce [3]. Współcześnie 
żyjące osłonice, ze względu na szereg szczególnych cech uważa się za 

[grupę wyspecjalizowaną, stanowiącą boczną gałąź ewolucji [37].
» Z przedstawionego przeglądu filogenetycznego wynika, że ,,rozszy_- 
jro w ane” pod względem immunologicznym kręgowce stanov/ia_ nikły 

'tfłamek istot żywych. Pomimo olbrzymiej liczebnej przewagi gatunków^ 
zwierząt bezkręgowych, dane o ich mechanizmach obronnych ograniczo
ne są do przedstawicieli nielicznych typów. W niniejszym przeglądzie 
uwzględniono jedynie te grupy, które doczekały się już szerszego opra
cowania pod kątem reakcji obronnych.

3.1 G Ą B K I ( S P O N G I A R I A )

Gąbki stanowią wyraźnie wyodrębnioną grupę zwierząt wodnych, 
prowadzących osiadły tryb życia. Większość gatunków formuje zwarte 
kolonie. Ciało pojedynczego osobnika zbudowane jest z dwóch warstw 
komórek, zewnętrznej i wewnętrznej, pomiędzy którymi mieści się gala
retowata substancja — mezoglea, zawierająca często elementy szkiele
towe oraz luźno rozmieszczone pełzakowate komórki — archeocyty 
zdolne do pełnienia różnych funkcji. Część z nich znana jako amebocyty 
aktywnie fagocytuje obce drobiny. W przypadku napotkania elementów 
dużych, np. wstrzykniętych do mezoglei erytrocytów ludzkich, amebo
cyty otaczają je zwartą warstwą dokonując tzw. inkapsulacji [53].
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Już w roku 1907 [42] Wilson stwierdził, że mechanicznie odizolo
wane komórki gąbki kolonijnej samorzutnie agregują odtwarzając fun
kcjonującą kolonię. Wykazano jednak ostatnio, że po rozdzieleniu w gra
diencie stężeń archeocytów od komórek warstwy wewnętrznej — choa- 
nocytów, do odtworzenia drogą agregacji osiadłej kolonii zdolne są jedy
nie komórki pierwszego z wymienionych typów [21].

W latach pięćdziesiątych wykazano, że wyizolowane i wymieszane 
komórki dwóch różnych gatunków gąbek skupiają się oddzielnie, co 
dowodzi rozpoznawania międzygatunkowego, ksenogenicznego [28, 29, 
42, 53], Ostatnio dowiedziono również rozróżniania elementów alloge- 
nicznyck N iezależna agregacja wystąpiła bowteńTw mieszaninie komórek 
pochodzących z różnych szczepów gąbki słodkowodnej, Ephydatia fluvia
tilis. W procesie tym obserwowano również fagocytozę komórek obcych 
i martwych [21].

Zarówno w naturze, jak i w hodowlach laboratoryjnych, między 
sąsiednimi koloniami gąbek występuje zawsze wąska przestrzeń graniczna 
[21, 29, 42]. Sztuczną fuzję odpowiadającą przeszczepom, czy też para- 
biozie, wykonano natomiast w warunkach laboratoryjnych u hawajskiej 
gąbki z gatunku Callyspongia diffusa [29, 30]. Utrata purpurowej barwy 
jej części miękkich i ujawnienie jasnobrązowego szkieletu, jest w tym 
przypadku dogodnym wskaźnikiem martwoty tkanki. Przeszczepy we- 
wnątrzkolonijne (autoprzeszczepy) przyjmują się trwale, natomiast na 
granicy zetknięcia różnych kolonii, czyli w alloprzeszczepach, obserwowa
no obumieranie komórek. Medialny czas przeżycia przeszczepów uczula
jących wyniósł u tego gatunku 11,3 dnia, natomiast wykazano krótsze 
przeżycie przeszczepów wtórnych (7,2 dnia), wykonanych na innych 
odgałęzieniach tej samej kolonii co uprzednio. Jest to zatem proces 
z atrybutem pamięci [29, 30].

Gąbki są również dogodnym materiałem do badań drobin odpowie- 
dziafnych za wzajemne rozpoznawanie się komórek. W świetle nowych 
danych [62, 94, 97] uważa się, że istnięje u_ nich podwójny system 
rozpoznawczy; zespolenie komórek następuje wówczas, gdy gatunkowo 
specyficzne czynniki agregacji napotkają swoiste receptory komórek 
sąsiednich, natomiast lektyny powierzchniowe zablokują receptory an- 
tyagregacyjne partnerów [62, 94, 97]. Być może, dalsze badania tego
systemu ułatwią zrozumienie struktury i funkcjonowania receptorów 
komórkowych organizmów wyższych.

3.2 J A M O C H Ł O N Y  ( C O E L E N  T E R  A T  A)

Dane o mechanizmach obronnych parzydełkowców (Canidaria), typu 
zaliczanego do jamochłonów, pochodzą z doświadczeń prowadzonych na 
stułbiopławach (Hydrozoa) i koralowcach (Anthozoa).
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Powszechnym zjawiskiem wśród n ie k tó rych  parzydełkowców jest 
ich "sy mbioza"z~jedn ok om ó r k owy mi glonami [9, 56], które dostają się do 
wnętrza komórek stułbi czy polipa koralowego na drodze endocytozy 
[56]. Niektóre produkty ich fotosyntezy są wykorzystywane przez zwie
rzęce komórki gospodarza, zatem brak światła prowadzi do stopniowej 
atrofii polipa. W warunkach nie sprzyjających, np. w odpowiedzi na 
zranienie, zmianę temperatury czy zasolenia wody, obce antygenowo 
komórki roślinne nie mogą być dłużej tolerowane przez organizm gospo
darza i zostają usunięte na drodze egzocytozy [56]. Uwolnione glony 
zachowują jednak pełną żywotność i przyjmują postać zdolną do aktyw
nego ruchu, zaopatrzoną w witki [56]. Zjawisko to może posłużyć za 
dogodny model badania wzajemnego oddziaływania komórek i mecha
nizmów tolerancji.

Wśród stułbiopławów i koralowców obserwowano różne typy za
chowania w odpowiedzi na zetknięcie z obcymi organizmami: od unikania 
kontaktu po aktywną agresję z użyciem nowo powstałych ramion wy
posażonych w komórki parzydełkowe [29]. Najwięcej uwagi poświęcono 
kolonijnym koralowcom formującym rafy [4, 29, 31-33, 72]. Poszczególne 
gałęzie tej samej kolonii mogą zlewać się ze sobą, lecz różne kolonie 
danego gatunku lub gatunków odmiennych zawsze oddzielone są kory
tarzami wodnymi [29]. By zbadać podłoże tego zjawiska, wymuszano 
w sposób podobny do przeszczepów, ścisły kontakt tkanek allogenicznych, 
należących do kolonii tego samego gatunku, lub obcogatunkowych — 
ksenogenicznych. Zależnie od stopnia pokrewieństwa partnerów obser
wowano reakcje o różnym nasileniu: 1. unikanie kontaktu, czyli brak 
fuzji sąsiadujących tkanek allogenicznych, 2. łagodna niezgodność allo- 
i ksenogeniczna, polegająca na powolnym obumieraniu zlanych początko
wo komórek granicznych i pojawieniu się między nimi warstwy cementu, 
3. ostra ksenogeniczna reakcja agresyjna. Ten ostatni mechanizm polega 
na obumarciu polipów granicznych jednego z partnerów w ciągu kilku 
dni po zabiegu [33]. Wfc>rew oczekiwaniom, badania in vitro wykazały, 
że nie dochodzi tu do zabijania polipów jednej kolonii przez ksenoge- 
niczne komórki lub ich produkty, lecz mamy do czynienia z wywołaniem 
intrygujących reakcji „samobójczych” wśród komórek jednego z partne
rów [90].

Rafotwórczy koralowiec, Montipora verrucosa, poddany zabiegom 
transplantacyjnym, ujawnił krótkotrwałą pamięć i specyfikę reakcji 
na bodźce allogeniczne [29, 31, 72]. Medialny czas przeżycia przeszczepów 
uczulających wyniósł 22,0 dnia, a wtórnych tylko 11,6 dnia. Kolonie 
uczulone wykazały natomiast szeroki zakres reakcji na przeszczepy tes
towe, pochodzące od innych dawców niż uprzednio. Część przeszczepów 
testowych ulegała szybkiemu niszczeniu, a część wykazała długi, typowo
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chroniczny czas przeżycia. Przemawia to za polimorfizmem omawianego 
gatunku pod względem antygenów zgodności tkankowej.

W mezoglei niektórych jamochłonów mieszczą się komórki o właści
wościach żernych, jednak ich udział w reakcjach obronnych nie został 
jeszcze zbadany [53].

3.3 P IE R Ś C IE N IC E  (A N N E L I D A )

Bardzo dogodnym materiałem do badań reakcji obronnych i ich 
podłoża komórkowego są skąposzczety (Oligochaeta). Dwie niezależne 
grupy badaczy wykazały pamięć i swoistość reakcji transplantacyjnych 
u przedstawicieli rodziny Lumbricidae [15]. Kontrolne autoprzeszczepy, 
czyli fragmenty ściany ciała (wora skórno-mięśniowego) dżdżownic przyj
mują się trwale. Przeszczepy allogeniczne niszczone są wolniej niż 
ksenogeniczne. Przeszczepy wtórne z reguły przeżywają znacznie krócej 
od uczulających. Pamięć immunologiczna jest swoista, gdyż czas prze
życia przeszczepu testowego (od niezależnego dawcy) nie ulega wpły
wowi uprzedniej immunizacji [42].

W obrębie przeszczepów wykazano obecność celomocytów biorcy, 
co świadczy o ich udziale w procesie gojenia rany i niszczenia obcej 
tkanki [51]. Bezspornym dowodem przemawiającym za zaangażowaniem 
tych komórek w reakcji odpornościowej jest przeniesienie przez nie 
stanu uczulenia ze zwierzęcia immunizowanego na osobnika, który nie 
zetknął się z danym antygenem. Pobranie celomocytów z jamy ciała 
dżdżownicy A uczulonej na antygeny dawcy B i wstrzyknięcie tych 
komórek osobnikowi C powoduje, że zwierzę to odrzuca przeszczep od 
dawcy B z szybkością charakterystyczną dla reakcji wtórnej [42].

Pomimo braku powszechnie przyjętej nomenklatury i klasyfikacji 
celomocytów pierścienic, badacze zgodni są na ogół co do istnienia dwóch 
odrębnych kategorii tych komórek, różniących się morfologią, funkcją 
i pochodzeniem [25]. Łatwe do wyróżnienia są pełniące funkcje troficzne 
komórki chloragocytarne. Drugą linię stanowią celomocyty fagocytujące, 
wśród których wyróżniono amebocyty zasadochłonne, kwasochłonne i obo- 
jętnochłonne [76, 78]. Przynajmniej część z tych komórek bierze udział 
w reakcjach odpornościowych [76, 78].

Celomocyty dżdżownic reagują na bodźce chemotaktyczne wędrując 
ze zróżnicowaną szybkością w kierunku homogenatów tkankowych in
nych skąposzczetów i stawonogów [55]. Korelacja wyników obserwacji 
morfologicznych i testów immunologicznych sugeruje, że amebocyty za
sadochłonne można uważać za komórki odpowiadające limfocytom krę
gowców, natomiast amebocyty obojętnochłonne odpowiadałyby granu- 
locytom i makrofagom tych zwierząt [76]. Komórki zasadochłonne, 
podobnie jak limfocyty T człowieka, spontanicznie tworzą rozetki z ery
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trocytami barana [91], reagują wzmożoną syntezą DNA na bodźce allo- 
i ksenogeniczne in vitro [77, 78], ich obecność stwierdzono też w obrębie 
przeszczepów obcogatunkowych [51]. Komórki te reagują podziałami 
mitotycznymi na PHA [92], Con A [79], lecz i na LPS [78], wykazują 
więc cechy zarówno limfocytów T, jak i B, jednak nie wytwarzają 
drobin przypominających przeciwciała kręgowców. Odpowiedź tych ko
mórek na PHA wymaga obecności amebocytów neutrofilnych, przylega
jących do szkła [92], co przypomina współudział makrofagów w wywoły
waniu stymulacji limfocytów kręgowców [71, 80].

Za podobieństwem komórek neutrofilnych do granulocytów i ma
krofagów zwierząt kręgowych przemawia gromadzenie się ich w miejs
cach zranień, oraz na granicy auto-, allo- i ksenoprzeszczepów, co odpo
wiadałoby niespecyficznym stanom zapalnym w organizmie kręgowców 
[2]. Świadczy o tym również wzrost syntezy DNA w tych komórkach pod 
wpływem bodźców niespecyficznych [77, 78].

Korelując wiadomości o właściwościach komórek zaangażowanych 
w mechanizmy obronne dżdżownic (Lumbricus) z badaniami morfolo
gicznymi nad losami przeszczepów u tych zwierząt [51] uzyskujemy 
obraz przypominający reakcje transplantacyjne kręgowców. Wykonano 
doświadczenie, gdzie grupę kontrolną stanowiły dżdżownice zranione 
lub wyposażone w autoprzeszczepy, a grupę doświadczalną zwierzęta 
z ksenoprzeszczepami od Eisenia fetida. Bezpośrednio po zabiegu w obu 
grupach pojawiają się w miejscu uszkodzenia tkanek celomocyty granu- 
larne, odpowiadające granulocytom i makrofagom kręgowców. Ich mi
grację w kierunku zranienia należy wiązać z chemotaktycznym działa
niem produktów rozpadu komórek, a ich rola polega na pożeraniu tkanek 
uszkodzonych lub martwych [51]. W przypadku zranienia i autoprze- 
szczepu prowadzi to do zabliźnienia rany. W ksenoprzeszczepach natomiast
fagocytoza nasila się, obejmując nawet zdolne do życia włókna mięśnio
we, elementy tkanki łącznej oraz nabłonek, w wyniku czego następuje 
całkowite zniszczenie obcej tkanki. Na tym etapie we wnętrzu kseno- 
przeszczepu obserwowano również komórki podobne do limfocytów od
powiedzialne zapewne za rozpoznanie obcości tkanki ksenogenicznej [51].

Przegląd ten dowodzi, że reakcje obronne skąposzczetów w pełni 
odpowiadają kryteriom pozwalającym uznać je za odporność.

3.4 S T A W O N O G I ( A R T H R O P O D A )

Stawonogi, zwierzęta o zewnętrznym szkielecie kutikularnym, są 
najliczniejszym typem w królestwie zwierząt. Badania ich mechanizmów 
obronnych ograniczyły się dotychczas do skorupiaków wyższych (Mala- 
costraca), owadów {Insecta), oraz przedstawiciela reliktowej grupy ostro-
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gonów (Xiphosura) — skrzypłocza (Limulus polyphemus). W typie sta
wonogów wykryto zarówno mechanizmy obronne komórkowe, czyli fa- 
gocytozę lub tworzenie guzów i kapsuł, jak i humoralne. Za reakcje 
komórkowe odpowiedzialne są niektóre z hemocytów — komórek otwar
tego systemu krwionośnego tych zwierząt [46]. W hemolimfie owadów 
fagocytującymi komórkami są plazmatocyty [75, 76], a niekiedy granu- 
locyty [1, 63], natomiast u skorupiaków — amebocyty [89]. Fagocytozę 
w organizmach skorupiaków usprawniają odmienne od przeciwciał czyn
niki opsonizujące [17, 83]. Być może analogiczną funkcję pełnią u owa
dów substancje rozpoznawcze, uwalniane przez granulocyty [75].

W zjawisku fagocytozy w organizmach owadów uczestniczą obok 
krążących hemocytów, również ich komórki macierzyste, zwane reti- 
kularnymi, zlokalizowane w części korowej narządów krwiotwórczych 
[34, 102]. Ostatnio wykazano, że w organizmie szarańczy wędrownej 
[35], Locusla migratoria, część komórek retikularnych ginęła po sfago- 
cytowaniu wprowadzonych eksperymentalnie bakterii patogennych, co 
indukowało intensywną proliferację sąsiednich komórek tego samego 
typu. W efekcie zwiększała się liczba krążących hemocytów. Trzecia 
funkcja komórek retikularnych polega na wytwarzaniu i uwalnianiu 
białkowych czynników antybakteryjnych, czego morfologicznym odzwier
ciedleniem jest silny rozwój siateczki śródplazmatycznej ziarnistej w tych
komórkach [35].

Fagocytozie podlegają elementy niewielkie, np. wirusy i bakterie. 
W odpowiedzi na duże dawki tych patogenów dochodzi do ich uwięzienia 
w obrębie guzów utworzonych z granulocytów i plazmatocytów [73-75]. 
Większe organizmy pasożytnicze, np. nicienie, podlegają z kolei inkapsu- 
lacji. Otoczenie kapsułą jest również odpowiedzią na wprowadzone przez 
eksperymentatora do jamy ciała stawonoga fragmenty obcych tkanek — 
odpowiedniki przeszczepów skórnych stosowanych w innych typach 
zwierząt [47]. W pierwszym etapie inkapsulacji w jamie ciała owadów 
granulocyty w zetknięciu z obcym ciałem uwalniają ze swych ziarni
stości tzw. czynniki rozpoznające, które chemotaktycznie przyciągają 
plazmatocyty [75]. Po pewnym czasie, zależnym od rodzaju wprowa
dzonego elementu, tworzy się wokół niego wielowarstwowa kapsuła 
utworzona z plazmatocytów [5, 75, 82].

Ostatnio wykazano specyfikę tego procesu. Kapsuła formuje się 
już w ciągu pierwszej doby po wprowadzeniu fragmentów tkanek 
ksenogenicznych [47]. Reakcja na komórki allogeniczne przebiega zna
cznie wolniej [8]. Szczegółowe badania prowadzono na larwach paso
żytniczej błonkówki Pimpla [8]. W ich jamie ciała umieszczano jaja izo- 
geniczne, od osobników tego samego szczepu laboratoryjnego, alloge
niczne lub ksenogeniczne. Grubość kapsuł zależała bardzo wyraźnie od
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stopnia pokrewieństwa genetycznego [8]. Nie przeprowadzono jeszcze 
doświadczeń testujących istnienie pamięci immunologicznej w tego typu
reakcjach.

Pamięć i specyfikę wykazano natomiast w odpowiedzi karaczana 
(Periplaneta americana) na jady pszczół [39]. Dawka uczulająca najsku
teczniej chroni zwierzę przed dawką śmiertelną, jeżeli drugie zetknięcie 
z antygenem następuje dopiero po upływie dwóch tygodni. Przy powtór
nym wprowadzeniu antygenu maksymalny poziom czynników humoral- 
nych jest wyższy i osiągany szybciej niż przy dawce uczulającej, co 
przypomina dynamikę pojawiania się przeciwciał w organizmie kręgow
ców (ryc. 2). Wielokrotnie udokumentowano ponadto istnienie u stawo
nogów nieswoistych czynników bakteriolitycznych, pojawiających się na
tychmiast po podaniu antygenu i szybko zanikających z płynów ustrojo
wych [54].

Liczne badania immunologiczne dotyczą skorupiaków dziesięciono- 
gich (Decapoda), gdyż należy tu szereg gatunków o znaczeniu gospodar
czym [81]. Wśród homarów szerzy się śmiertelna epizoocja, zwana 
gaffkemią, powodowana przez bakterie Pedioccocus homari [41, 84]. 
Wprowadzenie do organizmu skorupiaka (Panulirus interruptus) bakterii 
ze szczepu niezjadliwego uodparnia zwierzęta na dawkę śmiertelną. 
Pamięć wykazano również u innego gatunku dziesięcionoga, kraba (Car
cinus) w odpowiedzi na wstrzyknięcie bakteriofaga TV Po powtórnym 
wprowadzeniu tego faga, usunięcie go z organizmu nastąpiło trzykrotnie 
szybciej [83]. Proces ten ma prawdopodobnie podłoże komórkowe [83]. 
Dużą specyfikę reakcji komórkowej w odpowiedzi na wprowadzenie do 
hemolimfy różnego typu obcych białek wykazano w organizmie krewet
ki [85].

Szereg prac poświęcono humoralnemu czynnikowi, limulinie, wyi
zolowanej z hemolimfy skrzypłocza (Limulus polyphemus) [13, 66, 95, 
96]. Doszukiwano się biochemicznego podobieństwa tego białka z łańcu
chami lekkimi przeciwciał kręgowców [54], jednak przeważa opinia o po
krewieństwie limuliny z lektynami roślin i innych zwierząt [95, 96].

3.5 M IĘ C Z A K I (M O L L U S C A )

Z dotychczasowych danych wynika, że głównym mechanizmem obron
nym mięczaków jest fagocytoza z udziałem opsonin oraz inkapsulacja 
[53, 88]. Sfagocytowany materiał może ulec wewnątrzkomórkowemu 
strawieniu przez enzymy lityczne komórek żernych [23], lecz niekiedy 
fagocyty obładowane materiałem obcym są usuwane z organizmu po
przez przewody wyprowadzające układu rozrodczego [20] lub wydostają 
się na zewnątrz między komórkami wora skórno-mięśniowego [10].

Reakcje obronne mięczaków najlepiej są zbadane w gromadzie
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małż (Lamellibranchiata) i ślimaków (Gastropoda). Komórkami żernymi 
małż są granulocyty [10, 27]. Funkcja ta u słodkowodnych ślimaków 
przypada amebocytom, stanowiącym u tych zwierząt populację komórek 
zróżnicowanych morfologicznie i funkcjonalnie [86]. Są one wyposażone 
w receptorowe drobiny powierzchniowe współdziałające z opsoninami 
osocza [88]. Podobne czynniki rozpoznawcze wykryto u chitona z pry
mitywnej gromady płytkonośnych — Polyplacophora [18].

Proces inkapsulacji szczegółowo zbadano w organizmie błotniarki 
stawowej Lymnaea stagnalis [87]. Amebocyty ślimaka otaczają obce 
ciało tworząc wielowarstwową kapsułę. Po pewnym czasie komórki 
brzeżne różnicują się w fibroblasty wytwarzające włókna kolagenowe, 
na skutek czego formuje się łącznotkankowa otoczka zewnętrzna. Zam
knięty w kapsule materiał niebiologiczny pozostaje nie zmieniony, na
tomiast uwięzione w ten sposób tkanki obcogatunkowe (przeszczepy 
ksenogeniczne) zostają sfagocytowane przez sąsiadujące z nimi amebo
cyty strefy wenętrznej kapsuły. Wokół fragmentów tkanek auto- i al- 
logenicznych wprowadzonych do jamy ciała, amebocyty gromadzą się 
jedynie przejściowo i fagocytują tylko komórki uszkodzone [87]. Inne 
badania przemawiają jednak za możliwością rozpoznawania przez mię
czaki obcości również tkanek allogenicznych [29].

W organizmie ostrygi, Crassostrea, wywołano reakcję odpornościo
wą na wprowadzenie bakteriofaga T2. Powtórna dawka antygenu elimi
nowana była szybciej od uczulającej. Reakcja ta nie wykazywała jednak 
dużej specyfiki, gdyż immunizowanie ostryg fagami pokrewnymi powo
dowało również nieco przyspieszoną eliminację podanego następnie bak
teriofaga T2 [53]. Specyfikę reakcji wykazano natomiast w odpowiedzi 
ślimaków na organizmy pasożytnicze [29].

W hemolimfie mięczaków występuje szereg czynników humoralnych, 
m.in. hemaglutynin, wykazujących różny stopień specyfiki odpowiedzi na 
eksperymentalnie wprowadzone erytrocyty kręgowców [53]. Ostatnio 
z płynów ustrojowych małży, Tridacna maxima, wyizolowano i poddano 
intensywnym badaniom lektynę zwaną tridakniną [93].

3.6 S Z K A R Ł U P N IE  (E C H I N O D E R M A T A )

Szkarłupnie są dość niezwykłą grupą morskich organizmów, wyróż
niających się wśród tkankowców wtórnie promienistą symetrią ciała. 
Ich rozwój embrionalny wskazuje na wyodrębnienie się z linii prowa
dzącej do strunowców; stanowią więc szczególnie cenny materiał do 
badań filogenetycznych, m.in. układu odpornościowego (ryc. 3).

Dowiedziono ostatnio, że opisywany od dawna tajemniczy narząd 
osiowy tych zwierząt jest organem limfatycznym, sterującym reakcjami 
odpornościowymi [48-50, 76]. Morfologicznie jest to gąbczasty twór po-
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przetykany włóknami mięśniowymi i łącznotkankowymi. Zaobserwowano 
w nim sznury komórek przypominające ultrastrukturalnie limfocyty i ma- 
krofagi [48]. Badania in vitro potwierdziły że część z nich (podobnie 
do makrofagów) przylega do szkła, a część jest pozbawiona tej właści
wości [50].

Wśród limfocytów narządu osiowego rozgwiazdy, Asterias rubens, 
wyróżniono z kolei dwie populacje, odpowiadające limfocytom T i B 
kręgowców [48, 49]. Limfocyty T rozgwiazdy, wyposażone w receptory 
dla Con A, wstrzyknięte śródskórnie myszom, wywoływały w miejscu 
podania pojawienie się nowych kapilar krwionośnych (angiogenezę). 
Komórki takie podane zarodkom kurcząt wywoływały powiększenie śle
dzion tych ptaków, co jest wykładnikiem tzw. reakcji przeszczepu 
przeciw gospodarzowi. Oba testy są rutynowo stosowanymi wyznaczni
kami limfocytów T kręgowców [48-50]. Drugi typ limfocytów rozgwiaz
dy reagował na mitogenne działanie LPS, lecz nie udało się wyizolować 
z płynów ustrojowych tych zwierząt drobin przypominających prze
ciwciała. Zatem homologia tych komórek z limfocytami B kręgowców 
jest mniej wyraźna [48].

Angiogenezy nie wywoływały celomocyty rozgwiazdy [50], mimo 
że morfologicznie wyróżnia się wśród nich elementy podobne do limfo
cytów i makrofagów [50, 76]. Można zatem przypuszczać, że celomocyty 
i komórki narządu osiowego stanowią niezależne linie rozwojowe. Bar
dziej prawdopodobne wydaje się jednak założenie istnienia migracji 
komórek z organu limfatycznego do miejsc zagrożenia [48]. Limfocyty 
i makrofagi obserwowano bowiem we wnętrzu przeszczepów powierz
chniowych tkanek szkarłupni [38, 40, 48].

Badania reakcji transplantacyjnych prowadzono u przedstawicieli 
trzech gromad Echinodermata: jeżowców (Echinoidea) [12], rozgwiazd 
(Asteroidea) [38, 40] oraz strzykw (Holothiurioidea) [38].

Jeżowce z gatunku Lytechinus pictus niszczą przeszczepy z szyb
kością zależną od stopnia genetycznego pokrewieństwa między dawcą 
a biorcą. Średni czas przeżycia tkanek allogenicznych u biorców ze 
szczepu laboratoryjnego od dawców złowionych w naturze wyniósł tylko 
30 dni, a fragmenty ściany ciała wymieniane między osobnikami koja
rzonymi trzykrotnie „brat X siostra” przeżyły średnio 70 dni. Krótki 
czas przeżycia drugich przeszczepów od tych samych dawców (12 dni) 
dowodzi istnienia pamięci immunologicznej [12].

Średni czas przeżycia przeszczepów uczulających wyniósł u roz
gwiazdy, Dermasteris imbricatus, aż 213 dni, drugich od tych samych 
dawców 44,2 dnia, a trzecich tylko 8 dni. Alloprzeszczepy testowe były 
żywotne znacznie dłużej od wtórnych i trzecich, co dowodzi specyfiki 
reakcji u tego gatunku [40].
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3.7 O S Ł O N IC E  ( T U N I C A T A )

Do tego typu spokrewnionego z kręgowcami należą zwierzęta wy
łącznie morskie, w większości kolonijne, prowadzące wolny lub osiadły 
tryb życia. Ich rozwój zarodkowy, sposób powstawania struny grzebie- 
towej i układu nerwowego pozwala zaliczać je do strunowców.

Tkanka krwiotwórcza dorosłych osłonie mieści się w ścianie prze
łyku, wokół przewodu pokarmowego i w ścianie ciała [22, 76]. Ma cha
rakter rozproszony lub formuje grupki limfatyczne, które można 
traktować jako homologi grasicy i śledziony [76]. Ultrastrukturalne 
badania prowadzone u żachwy, Ciona intestinalis, wykazały, że centralną 
część grudek zajmują komórki niezróżnicowane, intensywnie dzielące
się, określane jako hemocytoblasty. Na obwodzie znajdowano komórki 
będące na różnych etapach różnicowania w poszczególne elementy mor- 
fotyczne krwi, wśród których występują limfocyty i grupa komórek 
fagocytujących [22].

Limfocyty osłonie są wrażliwe na promieniowanie X, na mitogenne 
działania PHA, formują spontanicznie rozetki z erytrocytami barana. 
Znajduje się je również we wnętrzu niszczonych alloprzeszczepów. Ce
chy te przemawiają za ich homologią z limfocytami kręgowców [76].

Odporność transplantacyjną badano wszechstronnie [7, 57-61] w kil
ku rodzajach kolonijnych żachw (Ascidiacea). Klony osobników iden
tycznych genetycznie, np. z rodzaju Botryllus, mieszczą się w obrębie 
wspólnej zewnętrznej osłonki zwanej tuniką, formując wspólny system 
naczyniowy. Oderwane części takiej kolonii mogą żyć samodzielnie, 
jednak ich wzajemny kontakt prowadzi do odrzucenia „przeszczepu” 
lub zespolenia kolonii. Wynik kontaktu kolonii odmienych zależy na
tomiast od stopnia pokrewieństwa genetycznego zwierząt i polega na 
unikaniu kontaktu, odrzucenia „przeszczepu” lub fuzji [7, 58-61].

W kilku niezależnych cyklach doświadczeń wykazano, że rozpozna
wanie allogeniczne osłonie uwarunkowane jest obecnością białek po
wierzchniowych kodowanych w obrębie jednego rejonu genetycznego 
o wysokim polimorfizmie, co przypomina rejon kodujący antygeny trans
plantacyjne zwierząt kręgowych. Jednak w przeciwieństwie do krę
gowców — zgodność dawcy i biorcy pod względem tylko jednego z białek 
kodowanych przez ten rejon wystarcza do wystąpienia fuzji kolonii
żachw. Warunkiem odrzucenia przeszczepu allogenicznego tych osłonie 
jest odmienność obu białek pełniących funkcje antygenów transplanta
cyjnych [7, 53, 58-61].

Dotychczasowe dane świadczą zatem o swoistości mechanizmów 
transplantacyjnych osłonie, brak natomiast doświadczeń prowadzonych 
pod kątem wykazania istnienia reakcji typu wtórnego.
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Pamięć immunologiczną Tunicata wykazano natomiast w odniesie
niu do reakcji inkapsulacii [531.

Jak wynika z przytoczonego przeglądu, organizmy zwierzęce rea
gują na struktury obce w sposób bardzo zróżnicowany: od tolerowania 
wewnątrzkomórkowych symbiontów, np. glonów w komórkach jamo
chłonów, poprzez unikanie kontaktu, np. w naturalnych koloniach osia
dłych gąbek, koralowców czy osłonie, aż po aktywne niszczenie elemen
tów obcych drogą fagocytozy czy inkapsulacji, często z udziałem czynni
ków humoralnych. Powszechnie stosowanym zabiegiem doświadczalnym 
jest przeszczepianie, czy też wszczepianie do jamy ciała, fragmentów 
tkanek allogenicznych lub ksenogenicznych. Ich niszczenie u Protostomia 
i Deuterostomia przebiega z udziałem wyspecjalizowanych komórek, na
tomiast u jamochłonów same komórki przeszczepu przejawiają tendencje
„samobójcze”.t! Zdolność wzajemnego rozpoznawania komórek wiąże się z wypo
sażeniem ich błon w białkowe wyznaczniki indywidualności f i6, 19, 42-45, 
69]. Przypuszczalnie pragen kodujący te białka stopniowo ewoluował 
osiągając u jęręgowców^ postać głównego rejonu zgodności tkankowe j, 
MHC [36, 42, 44, 68, 69]. Równolegle zmieniały się zapewne receptory 
antygenów, lecz obraz ich ewolucji jest jak dotąd mniej czytelny [19, 
54]. U bezkręgowców funkcje te pełnią prawdopodobnie głównie lektyny 
[11], natomiast dopiero u kręgowców dodatkowo pojawiły się wysoce 
specyficzne receptory o charakterze immunoglobulin [52, 54]. Kodujące

I je fragmenty DNA przypuszczalnie wywodzą się z pragenu zgodności 
tkankowej [19, 54].

W całym królestwie zwierząt, począwszy od gąbek i koralowców, 
wykazano oprócz mechanizmów obronnych nieswoistych występowanie 
reakcji odpornościowych o różnym stopniu specyfiki i różnym okresie 
trwania pamięci immunologicznej. Warto zatem zastanowić się, czy 
genetycznie uwarunkowana zdolność rozróżniania i „zapamiętywania”
napotkanych czynników antygenowych może podlegać działaniu doboru 
naturalnego.

Cechy te zapewne nie przynoszą korzyści niewielkim organizmom 
krótko żyjącym o prostym planie budowy, charakteryzującym się ponad
to dużą rozrodczością. Cenne są natomiast niezwykle dla zwierząt du
żych, długo żyjących, o niewielkiej liczbie potomstwa. W takich organiz
mach, w skomplikowanych procesach morfogenezy łatwo dochodzi do 
mutacji mogących wywołać proces nowotworowy. Długowieczne zwie
rzęta często narażone są na wielokrotne zetknięcie z takim samym

4. HOM OLOGIA CZY ANALOGIA?
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czynnikiem patogennym, a straty osobników nie są wyrównywane dużą 
rozrodczością [16, 64]. Cechy te przejawiają się u wszystkich kręgowców 
oraz niektórych zwierząt bezkręgowych, zatem dobór naturalny fawo
ryzujący pamięć immunologiczną i swoistość reakcji odpornościowych 
działał zapewne na różnych etapach ewolucji.

Następnie należałoby zastanowić się, czy reakcje odpornościowe 
obserwowane w króles twie zwierząt sa względem siebie homologiczne 
czy analogiczne; innymi słowy, czy są odziedziczone po wspólnych przod
kach, czy pojawiły się niezależnie. Aby odpowiedzieć na to pytanie, 
należy rozpatrzyć komórkowe podłoże zjawisk odpornościowych.

Najwyższy stopień organizacji komórek zaangażowanych w reakcje 
odpornościowe obserwuje się u kręgowców, u których współpraca lim
focytów T i B oraz makrofagów i wolnych przeciwciał warunkuje utrzy
manie immunologicznej homeostazy ustroju [80, 98]. Ogólnie akcepto
wany jest pogląd, że u wszystkich zwierząt występują komórki żerne 
homologiczne do makrofagów [45, 76, 98]. Przeważa natomiast przeko
nanie, że homologi limfocytów kręgowców występują jedynie u osłonie 
[76] bądź też osłonie i szkarłupni [15, 101]. Podobne morfologicznie 
i funkcjonalnie komórki pierścienic uważa się jedynie za analogiczne 
do limfocytów kręgowców, ze względu na luźne pokrewieństwo tych 
zwierząt i brak doniesień o występowaniu tego typu komórek u jamo
chłonów i gąbek [15, 101]. Podkreślić należy, że w przeszczepach pierście
nic i zwierząt wtóroustych pojawia się charakterystyczny naciek złożony 
z limfocytów i komórek żernych, a reakcje transplantacyjne gąbek 
i koralowców przebiegają odmiennie, bez udziału takich komórek.

Bardzo niepełne dotychczasowe dano o reakcjach odpornościowych 
zwierząt bezkręgowych skorelowane z powszechnie akceptowanym (choć 
nie jedynym) obrazem ewolucji świata zwierzęcego (ryc. 3), pozwalają 
przypuszczać, że specyficzne reakcje obronne z komponentą pamięci 
immunologicznej rozwinęły się niezależnie w liniach prowadzących do 
współczesnych gąbek, jamochłonów, bezkręgowców pierwoustych i zwie
rząt wtóroustych. Należy oczekiwać, że dalsze badania zweryfikują tę 
hipotezę.

P ra c a  została  częściowo s f in an so w an a  z p rob lem u  M R.11.6(3.0.2) „Filogeneza 
odporności t r a n s p la n ta c y jn e j”.
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ZASTOSOWANIE ANALIZY DYSKRYMINACYJNEJ W BADANIACH
MORFOMETRYCZNYCH KOMÓREK

DISCRIMINATION ANALYSIS APPLIED IN MORPHOMETRIC STUDY OF CELLS

Wojciech Marek BARAN

Samodzielna Pracownia Mikroskopii Elektronowej Instytutu Biostruktury Akademii Medycznej,
Warszawa

Streszczenie. W artykule omówiono jedną ze statystycznych analiz wielu zmiennych, tj. analizę 
dyskryminacyjną. Jest to metoda, którą można stosować w przypadku porównywania wielu grup 
badanych o dużej liczbie zmiennych parametrów. W podanym przykładzie dotyczącym badań 
morfometrycznych komórek metoda ta pozwoliła na wyznaczenie zespołów cech najbardziej różnią
cych rozpatrywane grupy.

Summary. The paper discusses a multivariate statistical analysis, that is discrimination analysis. 
This method can be used when many groups are examined with a large number of variable para- 
metres. In the here presented example of morphometric study of cells this method allows to establish 
sets of characters which show the widest differences between the studied groups.

1. WPROWADZENIE

W analizie morfometrycznej materiału biologicznego coraz częściej stosuje się 
metody statystyczne, które warunkują obiektywną ocenę obserwowanych zjawisk, 
eliminują subiektywizm i pozwalają na określenie stopnia homogenności badanych 
próbek.

W danym układzie doświadczeń wybór właściwej metody statystycznej jest 
bardzo istotnym czynnikiem pozwalającym na uzyskanie prawidłowej oceny. Szcze
gólne trudności w wyborze właściwej metody analizy statystycznej występują wów
czas, kiedy doświadczenie obejmuje liczne grupy scharakteryzowane na podstawie 
wielu parametrów, z których każdy może mieć różne wartości. W takim przypadku 
godną polecenia jest rzadko stosowana metoda statystyczna zwana analizą dyskry
minacyjną. Pozwala ona na porównanie ze sobą wielu (g) grup złożonych z ng ele
mentów, które cechuje m parametrów (zmiennych). Analiza ta ma za zadanie uzys
kanie jak najlepszego rozdzielenia tych grup, tj. znalezienia takich zmiennych,
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które najbardziej różnią je pomiędzy sobą, a także określenie przynależności ele
mentu o m parametrach do danej grupy.

Ze względu na konieczność jednoczesnego operowania dużą liczbą danych i zło
żoność obliczeń, w rozwiązywaniu tego typu problemów wskazane jest korzystanie 
z elektronicznej techniki obliczeniowej [8].

9 PODSTAWnWF ZAŁOŻENIA MATEMATYCZNE ANALIZY DYSKRYMINACYJNEJ

Warunkiem, jaki musi być spełniony przy posługiwaniu się analizą dyskrymina- 
cyjną jest normalność rozkładu wszystkich badanych zmiennych. Niektórzy jednak 
autorzy, np. [4], opisują metody statystyczne bardzo podobne do analizy dyskrymi
nacyjnej, które stosuje się dla zmiennych zero-jedynkowych.

Analizę dyskryminacyjną przeprowadza się w następujących etapach:
A. Wstępna analiza korelacyjna, w której obliczane są:

— średnie i macierze dyspersji będące podstawą do dalszej analizy dyskryminacyjnej,
— współzależności pomiędzy zmiennymi (korelacja).

B. Test istotności różnic pomiędzy grupami mający na celu sprawdzenie niejed
norodności badanej populacji (w przypadku populacji jednorodnej dalszej analizy
nie przeprowadza się).

C. Znalezienie liniowych z założenia funkcji dyskryminacyjnych.
D. Klasyfikacja, która na podstawie określonego kryterium pozwala na za

kwalifikowanie nowego obiektu do jednej z grup przez pomiar tych samych zmien
nych.

2.1 . W STĘPNA A N A LIZA  K O R E L A C Y JN A

W interpretacji geometrycznej dany element o m cechach jest punktem w prze
strzeni m-wymiarowej [1]. Każda jego współrzędna jest wynikiem jednego z m testów 
przeprowadzonych w celu określenia cech elementów. Toteż k-ty element można 
opisać za pomocą wektora:

(D
Dla każdej grupy badanych elementów należy określić jej „środek ciężkości 

którego współrzędnymi będą średnie arytmetyczne z grupy wyników kolejnych 
m testów:

W podobny sposób należy określić „środek ciężkości” dla całego doświad
czenia, tj. wszystkich grup łącznie, obliczając odpowiednie średnie ze wszystkich

8
N elementów (N = V nk). W dalszym tekście pojęcie „środka ciężkości” będzie

k=l
często zastępowane pojęciem średniej.

W celu określenia rozrzutów wszystkich zmiennych, jak i znalezienia związków 
pomiędzy nimi tworzy się grupowe macierze dyspersji o wyrazach S^:

http://rcin.org.pl



A N A L IZ A  D Y S K R Y M IN A C Y J N A 449

ng rig

ng  X ki  X  X k j
k  =  1 k =  1X xkixkj

k — 1 Mg
Sij = ------------------   , i , j =  1 ,2 ,... ,  m.ng- !

(2)

Wyrazy diagonalne (na przekątnej) Su macierzy są estymatorami wariancji [7], 
a pierwiastki kwadratowe z nich estymatorami odchyleń standardowych kolejnych
zmiennych:

SDi =  VSU • (3)

Wyrazy pozadiagonalne S)- (/ # y) są estymatorami kowariancji [7] poszczegól
nych par zmiennych i określają stopień współzależności statystycznej między nimi.

Najczęściej jednak w celu scharakteryzowania wzajemnego związku pomiędzy 
parami zmiennych wprowadza się parametr zwany współczynnikiem korelacji:

S
ru =    , i, j  =  1, 2 , . . . ,  m . (4)
" SD t SDj '

Współczynnik korelacji w porównaniu z kowariancją ma tę zaletę, że jest wiel
kością bezwymiarową o wartości ograniczonej zawsze do przedziału <̂—1, +1)- 
Dla pary zmiennych niezależnych jest on równy 0.

Należy pamiętać, że z zerowania się współczynnika korelacji nie można wnosić 
o niezależności zmiennych. Z kolei wartości ri} równe ±1 otrzymuje się dla liniowej 
zależności pomiędzy zmiennymi. Współczynniki korelacji dla wszystkich par zmień-
nych w danej grupie można ułożyć w grupową macierz korelacji (%). W analogiczny

A
sposób znajduje się macierz dyspersji D i korelacji R dla całej próbki, tj. wszystkich 
grup w danym doświadczeniu.

2 . 2. TEST ISTO TN O ŚC I R Ó Ż N IC  PO M IĘ D Z Y  G R U P A M I

Przed przystąpieniem do właściwej analizy dyskiyminacyjnej należy sprawdzić, 
czy dokonany wstępnie podział na grupy nie jest przypadkowy, tzn. czy nie zostały 
one wyodrębnione z populacji jednorodnej. W statystyce sprowadza się to do posta
wienia pewnej hipotezy [7] i przetestowania jej. W opisywanej tu analizie brzmieć 
będzie ona następująco: ,,W przypadku jednorodnej populacji (z której wyodręb
niono grupy) zachodzi równość „środków ciężkości” grup [5]” .

A A

W celu przetestowania tej hipotezy wprowadza się dwde macierze T  i W, których 
elementy zdefiniowane są następująco:

N

T U  =  X  ~ ~  ( X J *  ~  x d 5  ( 5 )n= 1
8 l n8  \

Wv = X (X (Xikn ~*ik) (xJk n *» J = 1»• • •» m • (6)/c = l n  = 1

http://rcin.org.pl



450 W. M. B A R A N

Macierz T reprezentuje sumy kwadratów i iloczynów mieszanych odchyleń od 
„środka ciężkości” całej próbki dla wszystkich N  elementów.

A A

Macierz W jest sumą grupowych macierzy Wk, z których każda reprezentuje 
sumy kwadratów i iloczynów mieszanych odchyleń od grupowego „środka ciężkości” 
dla wszystkich elementów grupy:

g
W IX (7)

k= 1

Stosunek wyznaczników macierzy W i T nosi nazwę „lambdy Wilksa” :

A
\W\
\T\ (8)

Wielkość ta jest miarą jednorodności próbki i przyjmuje wartości bliskie 0 
w przypadku populacji niejednorodnej, a bliskie 1 dla jednorodnej. 

Wprowadzając parametry pomocnicze:

(9)
(10)
(11)
(12)
(13)

gdzie znaczenie m, n i g określone zostało wcześniej, otrzymujemy zmienną

(14)

mającą zgodnie z [2] i [3] rozkład FSnedecora o stopniach swobody/j =  2r i / 2 =  
=  ks-\-2A. Opisuje ona stopień zróżnicowania grup (zależność od A). Dla grupks-\-2A. Opisuje ona stopień zróżnicowania grup (zależność od A). Dla grup

Ryc. 1. Krzywa gęstości prawdopodobieństwa zmiennej losowej F

s — V(m2q2—4):(m2-\-q2—5), 4 =  g ~  b
k = n—(mJr q + ] ) :2 ,  n =  N— 1,
A =  — (mq—2): 4, 
r =  mq: 2,
y = A '»,
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nieznacznie różniących się przyjmuje ona małe wartości, a dla zdecydowanie róż
nych — duże. Zmienna Fjest zmienną losową i jej wartość zależy od sposobu tworze
nia grup. W danym przypadku wartość ta będzie równa F0. Interesujące jest praw
dopodobieństwo otrzymania na drodze losowego wyboru wartości zmiennej F 
większych od F0, czyli prawdopodobieństwo otrzymania jeszcze większych różnic 
pomiędzy grupami (ryc. 1). Prawdopodobieństwo to wyraża się wzorem o postać

-foo
p(F> F0) = jp(F)dF. (15)

Fo

Gdy F0 jest wielkością małą, prawdopodobieństwo to osiąga duże wartości 
(bliskie 1). Twierdzi się wówczas, że różnice pomiędzy grupami powstały na drodze 
losowej — postawiona hipoteza zostaje przyjęta. Gdy F0 jest wielkością dużą, 
prawdopodobieństwo otrzymania F >  F0 jest niewielkie. Można więc stwierdzić, że 
różnice pomiędzy grupami są istotne i nieprzypadkowe — hipoteza zostaje odrzu
cona .

2.3 . IN T E R PR E T A C JA  G E O M E T R Y C Z N A  A N A L IZ Y  D Y S K R Y M IN A C Y JN E J

Poglądową ilustrację zagadnienia otrzymuje się w przypadku dwóch grup A i B 
scharakteryzowanych dwoma zmiennymi X  i Y. Elementy grup będą wówczas 
reprezentowane przez punkty w przestrzeni dwuwymiarowej (ryc. 2). Punkty 0 A 
i Ob są „środkami ciężkości” grup. Każda z elips obejmuje obszar, poza którym

Ryc. 2. Przykładowy układ elementów dwóch grup (A, B) w przestrzeni dwuwymiarowej z uwzględ
nieniem „konturów procentowych”
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zawiera się np. 10% elementów danej grupy. Elipsa taka nosi nazwę „konturu pro
centowego” . Tylko w nielicznych przypadkach dochodzi do dobrego rozdzielenia 
obu grup przez jedną ze zmiennych, tzn. że obszar pokrywania się grup, zrzutowany 
na jedną z osi (X  lub Y) będzie najmniejszy z możliwych. W ogólnym przypadku 
należy szukać przestrzeni, w której dochodzi do najlepszego rozdzielenia się grup. 
W przypadku dwóch grup i dwóch zmiennych będzie to prosta (z założenia). Jej 
konstrukcję geometryczną ilustruje ryc. 3.

Ryc. 3. Ilustracja konstrukcji geometrycznej przestrzeni dyskryminacyjnej (prosta) w dwuwymiarowej
przestrzeni pierwotnej — przypadek dwóch grup

Przez dwa punkty przecięcia elips A i B („konturów procentowych” — w tym 
przypadku 10%) prowadzi się prostą, oznaczoną na rysunku przez II. Następnie 
konstruuje się prostą I do niej prostopadłą, która przechodzi przez początek układu 
współrzędnych. Jeżeli teraz punkty z dwuwymiarowej przestrzeni testowej zostaną 
zrzutowane na prostą I, to obszar „nakrywania” się grup będzie najmniejszy z możli
wych. Prosta ta nosić będzie nazwę przestrzeni zredukowanej lub dyskryminacyjnej. 
Punkt b, w którym prosta II przecina prostą I dzieli przestrzeń dyskryminacyjną 
na dwa obszary. W obszarze „lewym” prawdopodobieństwo przynależności punktu 
do grupy A jest znacznie większe niż do grupy B, w obszarze „prawym” — odwrotnie.
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2.4. F O R M A L IZ M  A LG E B R A IC ZN Y  A N A L IZ Y  D Y S K R Y M IN A C Y JN E J

Odwzorowanie przestrzeni zmiennych pierwotnych na przestrzeń dyskryminacyj
ną nosi nazwę funkcji dyskryminacyjnej. W przytoczonym przykładzie występowała 
jedna taka funkcja będąca kombinacją liniową zmiennych pierwotnych X, Y. Zagad
nienie to można rozszerzyć na większą liczbę grup i zmiennych (g-grup i m-zmien
nych). Wzrasta wówczas wymiar przestrzeni dyskryminacyjnej, gdyżjest on określony 
przez minimum z liczb g— 1 i m [5]. Liczba funkcji dyskryminacyjnych, będących 
również kombinacjami liniowych zmiennych pierwotnych, jest równa wymiarowi 
przestrzeni zredukowanej. Należy znaleźć jawną postać tych funkcji. W tym celu

A A A A A A

wprowadza się macierz A zdefiniowaną jako A =  T— W (T i W określone przez 
(5) i (6)). Jej wyrazy mają postać

s

a U =  £  ng (•% -  */) tyk ~  Xj) • (16)
k=l

Macierz ta reprezentuje międzygrupowe iloczyny mieszane odchyleń „środków” 
grup od „środków ciężkości” całej próbki. Najlepsze rozdzielenie grup uzyskuje 
się znajdując przestrzeń, w której odległości „środków” grup od „środka ciężkości” 
całej próbki będą możliwie największe w porównaniu z odległościami elementów danej 
grupy od jej „środka ciężkości” . Odpowiada to zmaksymalizowaniu ilorazu form
kwadratowych:

A

v'Av
— — =  /  (v ' — transpozycja wektora v). (17)
v'Wv

Iloraz ten jest liczbą. Należy więc znaleźć wszystkie możliwe wektory v (ozn. v{), 
którym odpowiadające Ą są maksymalne:

v'iAv, i = l  r^    1 1 5 1 19 • • • 5 ' y
' v\ Wvt r = min (g— 1, w).

(18)

Prowadzi to do równania macierzowego:
(W~lA -X l)v  =  0. (19)

A

są wartościami własnymi macierzy W~lA, a wektory vt — wektorami własnymi. 
Każdy z wektorów v t reprezentuje jedną funkcję dyskryminacyjną. Współrzędne tych 
wektorów są współczynnikami kombinacji liniowych zmiennych pierwotnych w tych

A A

funkcjach. Procentowy udział wartości własnych w śladzie macierzy W~1A wyraża 
wzór o postaci

"(i.)
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który określa wkład określającej jej funkcji dyskryminacyjnej w rozdzielenie grup.
A A,

Za pomocą wartości własnych macierzy W '1 A określa się również „lambdę 
Wilksa” (8), która wówczas ma postać

A = f ] \ —!— ] .  (21)

Aby przeanalizować wkład kolejnych zmiennych w funkcjach dyskryminacyjnych,
tworzy się tzw. wektory wyskalowane (v?kaI). Powstają one przez pomnożenie kolej
nych j  współrzędnych wektorów własnych (vtj) przez pierwiastki kwadratowe z od-

A

powiadających tym samym zmiennym wyrazów na diagonali macierzy Wi (wjj):

i 1 ,..., r,
*tfkal =  yij")fwjj ’ j  -  współrzędna, (22)

j  =  1 ,..., m.

W celu uzyskania ilustracji graficznej rozdzielenia grup transponuje się grupowe 
„środki ciężkości” oraz macierze dyspersji z przestrzeni pierwotnej do zredukowanej. 
Współrzędne tych „środków” w nowej przestrzeni otrzymuje się przez podziałanie 
kolejnymi funkcjami dyskryminacyjnymi na średnie grupowe z przestrzeni pierwotnej. 
W notacji macierzowej [6] można to zapisać następująco:

C(r,g) V  (r,m) ^  (r,m) =  m,r)> ( 2 3 )
A  A

gdzie K(OT>r)jest macierzą wektorów własnych ustawionych w kolumnach, M(mg) — 
macierzą średnich grupowych w przestrzeni pierwotnej, ustawionych w kolumnach,
A

C(r>g) zaś macierzą grupowych „środków ciężkości” w przestrzeni zredukowanej, 
ustawionych w kolumnach.

Grupowe macierze dyspersji otrzymuje się według wzoru o postaci

DDg(r,r) =  &g(m,m) > (24)
A A

gdzie DDg{r r) jest grupową macierzą dyspersji w przestrzeni zredukowanej, Dg(rii m) 
zaś grupową macierzą dyspersji w przestrzeni pierwotnej.

2. 5. K L A SY FIK A C JA

Problem określenia przynależności grupowej nowego obiektu (komórki) o m 
cechach sprowadza się do zanalizowania prawdopodobieństw g hipotez dotyczą
cych zaklasyfikowania obiektu do każdej z grup. Zapisać to można symbolem

P ( H j l X i ) ,  / = 1 , 2 , . . . ,  N ,  (25)
j  1 ? * • * 5 &•

Symbol ten oznacza prawdopodobieństwo przynależności do y-tej grupy (y-ta 
hipoteza) obiektu określonego wektorem x .. Zadaniem klasyfikacji jest wybór dla
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tego obiektu hipotezy najbardziej prawdopodobnej. Rozmiar wprowadzonego 
uprzednio „konturu procentowego” (różne wartości wyrażone w %) określa się 
formą kwadratową

X2g = xiDgxi , (26)

gdzie

x ’i  —  [*i<—* 1 » X 2 i ~ X 2 ,  •••] i =  1, . . . ,  m

Pojęcie „konturu procentowego” ma sens dla dowolnego wymiaru przestrzeni m. 
W celu określenia przynależności grupowej danego obiektu, oblicza się dla niego 

g wartości xl bazując odpowiednio na średniej i macierzy dyspersji każdej z g-grup. 
Prawdopodobieństwo zaklasyfikowania badanego obiektu do każdej z grup określa 
się wzorem Bayesa [5],

P i H M
ID

PJ _x2/2—  e j1
1/2

i k  =  1, 2 , ,  g, i =  1, 2 , . . . ,  N, (27)

/2

gdzie Pj(pk) jest prawdopodobieństwem a priori odzwierciedlającym względną często
tliwość występowania elementu grupy j  przy losowym wyborze ze zmieszanej po
pulacji.

Kryterium klasyfikacyjne formułuje się następująco: punkt jest zaklasyfikowany 
do tej grupy, dla której prawdopodobieństwo P^Hjjx^) jest najwyższe.

3. PRZYKŁAD ZASTOSOWANIA ANALIZY DYSKRYMINACYJNEJ W BADANIACH
KOMÓREK

Celem ukazania przydatności powyższej metody w badaniach komórki dokonano 
obliczeń dla populacji komórek, w skład której wchodziły trzy grupy (ozn. I, II, III). 
Wybrano pięć cech charakteryzujących każdą z komórek, a mianowicie: 1. objętość 
jądra, 2. objętość jąderka, 3. objętość mitochondriów, 4. objętość lizosomów, 5. obję
tość aparatu Golgiego. Wielkości te były zmiennymi w przeprowadzonej analizie 
dy skryminacyj nej.

3.1 . W STĘPN A  A N A L IZ A  K O R E L A C Y JN A

Wartości średnie zmiennych pierwotnych oraz odchylenia standardowe dla 
poszczególnych grup i dla całej próbki zamieszczono w tab. 1. Wyniki graficznie 
przedstawiono na ryc. 4. Analiza grupowych macierzy korelacji oraz macierzy kore-
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lacji dla całej próbki nie wykazała istnienia znamiennych statystycznie korelacji dla 
każdej z par zmiennych.

TABELA 1

Wartości średnie i odchylenia standardowe dla poszczególnych grup i całej próbki w przestrzeni
pierwotnej

Ryc. 4. Współrzędne grupowych „środków ciężkości” i odchylenia standardowe zmiennych w prze
strzeni pierwotnej

3.2 . A N A LIZA  D Y S K R Y M IN A C Y JN A

Przeprowadzenie testu hipotezy o jednorodności populacji wykazało, że różnice 
pomiędzy grupami są istotne i nieprzypadkowe. Dalsze obliczenia zostały przepro
wadzone według schematu przedstawionego w punkcie 2.4. Otrzymano następujące 
wyniki:

A A

— wartości własne macierzy W-1 A: )ix =  3,702, 22 =0,105,

Wyszczegól Grupa I Grupa II Grupa III Cała próbka
nienie średnie S.D. średnie S.D. średnie S.D. średnie S.D.

Objętość jądra 259,2 69,8 161,3 37,7 193,6 43,9 204,7 49,7
Objętość ją-

derka 48,7 12,5 71,9 14,9 49,8 13,3 56,8 17,9
Objętość mito-

chondriów 72,0 6,1 105,9 13,5 77,1 10,8 85,0 15,9
Objętość lizo-

somów 3,16 0,89 10,57 3,24 4,84 1,49 6,19 3,82
Objętość apa

ratu Golgiego 3,42 1,02 9,26 2,07 5,15 1,17 5,94 2,01
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— ślad macierzy W*1 A: TR — 3,807,
— procentowy udział wartości własnych w śladzie: ^(97,3%), A2(2,7%). 

Przestrzeń zredukowana jest przestrzenią dwuwymiarową, co można było prze
widzieć na podstawie ilości grup i zmiennych. Funkcje dyskryminacyjne (wektory

A A

własne macierzy W-1 A) przedstawiały się jak w tabeli 2.

TABELA 2 TABELA 3

Funkcje dyskryminacyjne D l,
D2 (wektory własne macierzy Wektory wyskalowane W l, W 2

A A "

W ~ lA)

Zmienna D l D2 Zmienna Wl W2

1 -0 ,1 3 7 -0 ,153 1 -24,566* -27,519
2 -0 ,0 5 2 -0 ,105 2 -10 ,934 -22,383

,  3 0,013 -0,141 3 8,183 -91,685*
W

4 -0 ,4 0 6 -0 ,516 4 -15,054 -19,176
5 -0 ,9 0 2 0,824 5 -22,473* 20,520

*  Współrzędne odpowiadające zmiennym mającym najw ię
kszy wkład w rozdzielenie grup

Funkcja dyskryminacyjna Dl odpowiada wartości własnej Al5 funkcja D2 — 
wartości własnej A2. W tabeli 3 przedstawiono wektory wyskalowane (patrz (22)). 
W obu przypadkach, celem skrócenia zapisu, nazwy zmiennych zastąpiono ich nu
merami, zachowując kolejność ustaloną wcześniej.

TABELA 4

Grupowe „środki ciężkości” i odchylenia standardowe w przestrzeni
zredukowanej

Wyszczególnienie I II III

-^zred -13,457 -28,801 -17,273
S.D. 2,061 3,979 2,205

^zred -53,135 -44,411 -42,644
S.D. 6,517 4,240 5,435

Grupowe środki ciężkości i odchylenia standardowe w przestrzeni zredukowanej 
zamieszczone zostały w tabeli 4. Ilustracja graficzna tab. 4 przedstawiona została na 
ryc. 5. Umożliwia ona pokazanie stopnia rozdzielenia grup przez obie funkcje dyskry
minacyjne. Z wykresów widać, że funkcja Dl (współrzędna A"zred) dobrze oddziela 
grupę II od pozostałych. Największy wkład mają tu parametry 1 i 5 (patrz tab. 3), 
a więc objętość jądra i aparatu Golgiego. Natomiast funkcja D2 (współrzędna Fzred) 
dobrze oddziela grupę I od pozostałych, przy czym największy wkład ma tu parametr 
3, czyli objętość mitochondriów.
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Ryc. 5. Współrzędne grupowych „środków ciężkości” i odchylenia standardowe zmiennych w prze
strzeni zredukowanej

3.3. K LA SY FIK A CJA

Klasyfikacja przeprowadzona została dla wszystkich komórek. Obliczono współ
rzędne każdej z nich w przestrzeni zredukowanej, (ryc. 6). Prawidłową klasyfikację 
uzyskano dla 92,2% ogólnej liczby komórek. Jest to wynik dobry i potwierdzający 
słuszność metody.

Ryc. 6. Układ elementów grup I, II i III w przestrzeni zredukowanej
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Z przedstawionego opisu wynika, że analiza dyskryminacyjna jest metodą pozwa
lającą na przeprowadzenie nowoczesnego porównania ze sobą wielu grup doświad
czalnych scharakteryzowanych licznymi zmiennymi parametrami. Należy sądzić, że 
metoda ta powinna znaleźć szerokie zastosowanie zarówno w badaniach doświad
czalnych, jak i klinicznych.
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P O S T Ę P Y  BIO LO G II KOM ORKI
-------------------------------------------- i______

TOM  9, N R  3-4, 1982 (461-474)

KOMÓRKI k ę p k o w e  n a b ł o n k a  p r z e w o d u  p o k a r m o w e g o  *

TH E T U FT  CELLS OF TH E G A ST R O IN TESTIN A L EPITH ELIU M

J a n  LA M PR EC H T i J a n  R O W IŃ SK I

Z ak ład  Histologii i Embriologii, In s ty tu t  B io s tru k tu ry ,  A kadem ia  M edyczna
w  W arszaw ie

Streszczen ie .  K om órk i kępkow e są sta łym , lecz n iezbyt licznym  sk ładn ik iem  n a 
b ło n k a  p rzew odu  pokarm ow ego. Ich  odrębność czynnościową, do dziś nie poznaną, 
su g e ru ją  ch a rak te ry s ty czn e  cechy budow y u l t r a s t ru k tu ra ln e j :  liczne k rę te  jam ki 
kom órkow e, k ęp k a  dużych m ik rokosm ków  oraz obficie rozbudow any  system  fila-  
m e n tó w  i pęcherzyków  cy top lazm atycznych . P ierw szy  opis ty ch  kom órek  pow sta ł 
w  1928 r., lecz dopiero w  os ta tn ich  la tach  dok ładn ie  poznano budow ę kom órek  
kępkow ych . W a r ty k u le  au to rzy  p rzy tacza ją  w łasne  spostrzeżenia dotyczące różn i
cow ania  kom órek  kępkow ych  n ab ło n k a  jelitow ego myszy.

S u m m a r y .  T u f t  cells a re  a constan t a l though  n o t  v e ry  n u m ero u s  com ponen t of 
th e  g as tro in te s t in a l  ep ithe lium . T h e ir  fu n c tio n a l  d is tinctness  a l though  still not 
know n , is suggested by  th e  charac te r is t ic  fe a tu re s  of th e ir  u l t ra s t ru c tu re .  These 
a re  th e  num erous, to r tous  coveolae, a tu f t  of big microvilli, u n u su a lly  well 
developed  bundles  of f i lam en ts  an d  n u m ero u s  cytoplasm ic  vesicles. The f irs t  
desc r ip tion  of these  cells ap p ea red  in  1928, b u t  only in  recen t  yea rs  th e  s t ru c tu re  
of tu f t  cells has becom e th o ro u g h ly  know n. In  th is  a r tic le  th e  au th o rs  re fe r  to 
th e i r  ow n observations  concern ing  th e  d if fe ren tia t io n  of tu f t  cells in  th e  in testina l 
ep ith e liu m  of mice.

Najbardziej wewnętrzną warstwą błony śluzowej żołądka i jelit, 
stykającą się bezpośrednio z treścią pokarmową, jest jednowarstwowy 
nabłonek walcowaty. Nabłonek poszczególnych odcinków przewodu po
karmowego zawiera typy komórek nie występujące w innych częściach 
tego układu, a także typy wspólne dla kilku lub wszystkich odcinków

* A r ty k u ł  został n ap isan y  w  zw iązku  z w y k o n y w an iem  p ra c  f inansow anych  
z P ro g ra m u  Rządowego PR-6, te m a t  2108, oraz z P ro b lem u  M iędzyresortow ego 
PAN, te m a t  II.1.6.8.
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przewodu pokarmowego. Dla przykładu, główną masę nabłonka jelita 
cienkiego stanowią komórki o funkcji resorpcyjnej zwane komórkami 
nabłonkowymi jelita z rąbkiem prążkowanym. Obok nich występują 
mniej liczne rodzaje komórek, jak: komórki jelitowe kubkowe występu
jące w jelicie cienkim i grubym, komórki enteroendokrynowe występu
jące w żołądku, jelicie cienkim i grubym oraz komórki Panetha wystę
pujące w nabłonku jelita cienkiego. W wyniku badań ultrastrukturalnych 
nabłonka przewodu pokarmowego wyróżniono w nim nowe, bardzo nie
liczne, morfologicznie odrębne od wymienionych typy komórek nabłon
kowych, a wśród nich tzw. komórki kępkowe. Celem niniejszego arty
kułu jest przedstawienie obserwacji dotyczących budowy komórek kęp
kowych, a także hipotez dotyczących ich czynności.

NAZEW NICTW O

Pierwszy opis komórek będących przedmiotem niniejszego opraco
wania został ogłoszony przez Chlapkowa [1] w 1928 r., który nadał 
im nazwę „Biischelzelle”. Odpowiednikiem angielskim tej nazwy jest 
termin ,,tuft celi” [7], a w języku polskim „komórka kępkowa” [12]. 
Jest to nazwa opisowa, podkreślająca jedną z charakterystycznych cech 
budowy tych komórek, którą jest obecność w szczytowej części komórki 
„kępki” mikrokosmków wyraźnie większych niż mikrokosmki innych
komórek nabłonkowych przewodu pokarmowego.

Opis Chlapkowa przez wiele lat był nie zauważany przez histologów. 
Komórki kępkowe były wielokrotnie odkrywane przez innych badaczy, 
rozmaicie nazywane i dlatego występują w piśmiennictwie pod różnymi 
nazwami, jak: komórki kępkowe [1, 7, 12, 13, 18, 27], komórki pędzelkowe 
(ang. brush cells) [14-17, 21], komórki wielopęcherzykowe (ang. multi- 
vesicular cells) [26], komórki z jamkami (ang. caveolated cells) [11, 19], 
bezziarniste komórki jasne (ang. agranular light cells) [22], wydzielnicze 
komórki walcowate (ang. secretory columnar cells) [25], komórki niezróż- 
nicowane (ang. undifferentiated cells) [9] i niedojrzałe komórki pośrednie 
(ang. immature intermediate cells) [10]. Nazwy te są odzwierciedleniem
bądź niektórych cech budowy komórek, bądź podkreślają ich domniema
ną czynność. Nazwa „komórki kępkowe” wydaje się nam najwłaściwsza, 
ponieważ: (a) odnosi się do najbardziej charakterystycznej cechy budowy 
komórki, (b) nie opiera się na nie dowiedzionych hipotezach dotyczących 
czynności omawianych komórek, (c) została użyta przez odkrywcę tych 
komórek, (d) jest nazwą w ostatnich latach często używaną.

Polskie Mianownictwo Histologiczne [30] nie uwzględnia żadnej 
z wymienionych nazw opisywanej komórki.
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Dotychczas stwierdzono występowanie komórek kępkowych w na
błonkach układu pokarmowego i układu oddechowego kilku gatunków 
ssaków. Występują one w nabłonku błony śluzowej wszystkich odcinków 
jelita cienkiego [1, 6-8, 11-13, 18, 19, 27], jelita grubego [15, 17, 19, 26], 
w nabłonku dna oraz w części odźwiernikowej żołądka [3, 5-9, 19, 29], 
w nabłonku pęcherzyka żółciowego i przewodu żółciowego wspólnego 
[6, 14, 15, 22] oraz w nabłonku przewodu trzustkowego i w pęcherzykach 
trzustki [6]. Poza układem pokarmowym komórki kępkowe występują 
w nabłonku dna oraz w części odźwiernikowej żołądka [3, 5-9, 19, 29],

Komórki kępkowe stwierdzono u myszy [8, 12-15, 19, 22, 16, 28], 
szczura [6, 7, 9, 15, 17, 27, 29], królika [1], kota [1], psa [1, 5, 9], jelenia 
wirginijskiego [11] i człowieka [9, 18]. Szczególnie liczne występowanie 
komórek kępkowych (20°/o populacji komórek nabłonkowych) obserwo
wano w nabłonku błony śluzowej żołądka szczura, na pograniczu części 
gruczołowej i części pokrytej nabłonkiem wielowarstwowym płaskim 
(bezgruczołowej) [7, 29]. Dość licznie występują komórki kępkowe w koń
cowym odcinku jelita grubego [17, 19, 26, 28].

Komórki kępkowe nabłonka jelitowego występują zarówno w na
błonku gruczołów jelitowych, w nabłonku pokrywającym kosmki, jak 
i w nabłonku powierzchniowym jelita grubego, stanowiąc w dwunastni
cy myszy około 0,2% populacji nabłonka jelitowego [12] i około 0,5% 
populacji nabłonka okrężnicy myszy [19]. Stwierdzono również wystę
powanie komórek kępkowych w gruczołach dwunastniczych (Brunnera) 
[1 1 ].

Pojawianie się komórek kępkowych w nabłonku przewodu pokar
mowego człowieka obserwowano już w 16 tygodniu życia płodowego
[18]. W życiu pozapłodowym komórki kępkowe, według unitarystycznej 
teorii pochodzenia komórek nabłonka jelitowego, wywodzą się ze wspól
nego prekursora wszystkich komórek nabłonka jelitowego [2].

Jak wykazano w doświadczeniach z użyciem 3H-tymidyny, komórki 
kępkowe nie posiadają zdolności proliferacji [29], a czas migracji tych 
komórek od dna krypty do strefy złuszczania nabłonka wynosi około 
8 dni (w jelicie grubym dorosłych myszy) [28].

OGÓLNY O PIS  BUDOW Y K O M O REK  K ĘPK O W Y C H  N A BŁO N K A  JELITO W EG O

Komórki kępkowe (ryc. 1) są komórkami nabłonkowymi o kształcie 
walcowatym. Ich podstawa jest nieco szersza niż część szczytowa. Zaj
mują całą wysokość nabłonka jelitowego, tzn. swoją podstawą opierają 
się o błonę podstawową nabłonka, a ich część szczytowa sięga do światła

WYSTĘPOWANIE KOMÓREK KĘPKOWYCH
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Ryc. 1. S chem at kom órk i kępkow ej n ab ło n k a  jelitowego, o p racow any  na  pods taw ie  
[7, 12, 19, 26], w  p rzek ro ju  w zdłuż długiej osi kom órk i (lewa s tro n a  ryc iny) oraz 
w  p rzek ro ju  poprzecznym  przez  część n a d ją d ro w ą  cy top lazm y (p raw a  s tro n a  ryciny)
2 — ś w i a t ł o  j e l i t a ,  2 — p ę c h e r z y k i  t o w a r z y s z ą c e  m ik r o k o s m k o m ,  3 — m i k r o k o s m k i  t w o r z ą c e  
k ę p k ę ,  4 — p ę c z k i  f i l a m e n t ó w  p r o s t y c h ,  5 — z ia r e n k a  ś r ó d p ę c h e r z y k o w e ,  6 — a p a r a t  G o lg ie g o ,  
7 — ją d r o  k o m ó r k o w e ,  8 — s ia t e c z k a  ś r ó d p la z m a t y c z n a  z ia r n is ta ,  9 — w a k u o l e ,  10 — b ło n a  
p o d s t a w n a ,  11 — m i t o c h o n d r iu m ,  12 — c ia łk o  w i e l o p ę c h e r z y k o w e ,  13 — z ia r e n k a  g l i k o g e n o w e ,  
14 — m ik r o t u b u le ,  15 — p ę c z k i  f i l a m e n t ó w  o k r ę ż n y c h ,  16 — d e s m o s o m ,  17 — j a m k i  k o m ó r k o w e

jelita. W przypodstawnej lub środkowej części komórki znajduje się 
pęcherzykowate jądro komórkowe o rozproszonej chromatynie. Niekiedy 
przekroje jąder tych komórek wykazują obecność licznych wpukleń 
błony jądrowej [9]. Szczytowa część komórki ukształtowana jest w długie 
i szerokie mikrokosmki, co ułatwia identyfikację komórek kępkowych 
zarówno w cienkich skrawkach jelita oglądanych przez mikroskop świe
tlny (ryc. 5), jak i w obrazach z mikroskopu elektronowego (ryc. 2).
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Z sąsiednimi komórkami nabłonkowymi komórki kępkowe połączone są 
desmosomami.

Jak dotąd nie znany jest żaden specyficzny rodzaj barwienia, który 
ułatwiałby rozpoznawanie komórek kępkowych, trudnych do odnalezie
nia w konwencjonalnych preparatach histologicznych ze względu na ich 
małą liczebność.

M IK R O K O SM K I

Mikrokosmki komórek kępkowych, szczególnie wyraźnie widoczne 
w obrazach skaningowego mikroskopu elektronowego [7], tworzą „kępkę” 
od której pochodzi nazwa komórek. Występują one na szczytowym bie
gunie komórki skierowanym do światła przewodu pokarmowego (ryc. 1 
i 2). Końce mikrokosmków wyraźnie górują ponad poziomem mikro- 
kosmków innych komórek nabłonkowych, sąsiadujących z komórkami 
kępkowymi.

Mikrokosmki komórek kępkowych są większe niż mikrokosmki 
komórek resorpcyjnych jelita. Silva [26] oraz Nabeyama i Leblond
[19] szacują, że mikrokosmki komórek kępkowych nabłonka jelita myszy 
są około dwukrotnie dłuższe i dwukrotnie grubsze niż mikrokosmki 
komórek resorpcyjnych. Średnie wymiary mikrokosmków komórek kęp
kowych żołądka szczura wynoszą: długość 1,16 pm, szerokość 0,22 pm 
[7]. W komórkach kępkowych 16-tygodniowych płodów ludzkich, które 
wykazują szereg typowych cech ultrastrukturalnych, wymiary mikro
kosmków są podobne do wymiarów mikrokosmków innych komórek 
nabłonkowych [18]. Isomaki [7] liczył mikrokosmki komórek kępko
wych żołądka szczura na elektronogramach skaningowego mikroskopu 
elektronowego, uzyskując wartość średnią 91 mikrokosmków na komórkę, 
a Hammond [5] w żołądku psa ocenia ich liczbę na 10-13 na przekrój 
komórki wzdłuż jej długiej osi. Odpowiednich danych liczbowych dla 
komórek kępkowych jelita nie znaleźliśmy w piśmiennictwie. Mikro
kosmki komórek kępkowych jelita cienkiego i grubego są wyraźnie 
dłuższe niż mikrokosmki tych komórek występujących w nabłonku żo
łądka [5, 19].

Do zewnętrznej blaszki błony komórkowej tworzącej mikrokosmki 
przylega warstwa glikokaliks [7, 18, 29], lecz mniej wyraźna niż w in
nych komórkach nabłonkowych żołądka [29]. Moxey i Trier [18] podają, 
że błona komórkowa w obrębie mikrokosmków komórek kępkowych 
jelita płodowego ma większą gęstość elektronową niż błona mikroko
smków komórek resorpcyjnych.

W obszarze mikrokosmków stwierdzono metodami histochemicznvmi
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obecność fosfatazy zasadowej oraz słabą reakcję na fosfatazę kwaśną
[7]. Obszar mikrokosmków barwi się także w metodzie PAS [19].

Do wewnętrznej blaszki błony komórkowej mikrokosmków przy
twierdzone są filamenty o średnicy 7,5 nm tworząc ich rdzeń [7]. Po
między pęczkami filamentów, wzdłuż osi mikrokosmków obserwuje się 
także mikrotubule, które są znacznie mniej liczne niż filamenty [19].

Między mikrokosmkami i w pobliżu ich szczytów w świetle przewo
du pokarmowego zaobserwowano obecność małych pęcherzyków o śred
nicy około 100 nm (ryc. 2) [12, 19, 26]. Pęcherzyki te są podobne do 
pęcherzyków występujących w zagłębieniach szczytowej części komórek 
kępkowych. Nabeyama i Leblond [19] sądzą, że stanowią one wydzielinę 
komórek kępkowych, choć nie można wykluczyć możliwości, że są one 
wynikiem fragmentacji mikrokosmków.

FIL A M E N T Y  I M IK R O FILA M EN TY

Pęczki filamentów (ryc. 1-4) są jedną z najbardziej charakterysty
cznych cech ultrastrukturalnych komórek kępkowych. Nabeyama i Le
blond [19] wyróżniają w komórkach kępkowych: (a) filamenty proste 
o średnicy 7,5 nm i długości do 5 pm występujące w pęczkach po około 
60 filamentów i przebiegające od szczytu mikrokosmków do okolicy po- 
nadjądrowej, (b) filamenty okrężne o średnicy 9,5 nm o przebiegu nieco 
falistym, prostopadłym do długiej osi komórki, występujące w obszarze 
szczytu komórki, wzdłuż bocznych błon komórkowych, oraz (c) mikro- 
filamenty o średnicy około 5 nm, występujące w pobliżu połączeń mię
dzykomórkowych. Filamenty proste zdążają z obszaru mikrokosmków na 
kilka mikrometrów w głąb komórki, do okolicy przyjądrowej (ryc. 2-4) 
[7, 12, 19, 26]. Zaobserwowano, że filamenty mikrokosmków są połączone 
między sobą za pośrednictwem poprzecznych włókienek o średnicy 2,2 nm 
[7]. Liczbę filamentów o średnicy 7,5 nm w jednym mikrokosmku 
komórki kępkowej szczura oszacowano na 250 [7], a w komórkach kępko
wych myszy stwierdzono kilka pęczków filamentów po około 60 fila
mentów w pęczku [19].

Komórki kępkowe w odróżnieniu od komórek resorpcyjnych nie 
zawierają tzw. siateczki granicznej (ang. terminal web), która w tych 
ostatnich komórkach występuje w szczytowej części cytoplazmy poniżej 
obszaru mikrokosmków i stanowi zakotwiczenie filamentów przebiega
jących wewnątrz mikrokosmków. Szczytowa część komórek kępkowych 
zawiera natomiast gęstą sieć filamentów okrężnych (ryc. 1, 2 i 4). Na 
przekrojach przechodzących równolegle do długiej osi komórki fila
menty te są widoczne w postaci gęsto upakowanych punkcików, leżących
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Ryc. 2. F ra g m e n t  kom órk i kępkow ej nab łonka  d w u n as tn icy  m yszy in  situ. X 14 000
Ryc. 3. Szczytow y b iegun  kom órk i kępkow ej, w  n ab ło n k u  torb ie li  w ytw orzonej

w  m iejscu  przeszczepienia  f ra g m e n tu  je li ta  cienkiego myszy. X 15 000
Ryc. 4. F ra g m e n t  cy top lazm y kom órk i kępkow ej je lita  myszy, w  przeszczepie

pod to rebkę  nerk i. X 21 000
S — ś w i a t ł o  j e l i ta ,  S T  — ś w i a t ł o  to r b ie l i ,  M  — m ik r o k o s m k i ,  P  — p ę c h e r z y k i  t o w a r z y s z ą c e  
m i k r o k o s m k o m ,  F  — f i l a m e n t y  p r o s te ,  F Q — f i l a m e n t y  o k r ę ż n e ,  W  — w a k u o le ,  J  — j a m k i

k o m ó r k o w e ,  D  — d e s m o s o m ,  Z — z ia r e n k a  ś r ó d p ę c h e r z y k o w e
( L a m p r e c h t  — z d j ę c ia  n ie  p u b l ik o w a n e )
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Ryc. 5. K om órka kępkow a w  nab łonku  torb ie li  pow sta łe j  w  m ie jscu  przeszcze
p ien ia  f rag m en tu  je lita  cienkiego m yszy pod to rebkę  n e rk i  syngenicznego biorcy.

Zdjęcie sk ra w k a  półcienkiego w  m ikroskopie  optycznym . X 3600
Ryc. 6. K om órka  kępkow a w  n ab ło n k u  torbieli w  przeszczepie je l i ta  c ienkiego

myszy. Zdjęcie z m ikroskopu  e lek tronow ego. X 8700
S — ś w i a t ło  to r b ie l i ,  K  — k o m ó r k a  k ę p k o w a ,  N  — k a n a l i k i  n e r k o w e ,  M  —  m i k r o k o s m k i  
k o m ó r k i  k ę p k o w e j ,  W  — w a k u o l e ,  G — a p a r a t  G o lg ie g o ,  C — c ia łk a  w i e l o p ę c h e r z y k o w e

( L a m p r e c h t  — z d ję c ia  n ie  p u b l ik o w a n e )
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zwykle w pobliżu błony komórkowej (ryc. 4). Na przekrojach prosto
padłych do długiej osi komórki można prześledzić ich przebieg od jednego 
do drugiego demosomu.

Budowa chemiczna filamentów i mikrofilamentów komórek kępko
wych nie została dotychczas określona.

JA M K I KOM ÓRKOW E

W szczytowej części komórki obserwuje się jamki komórkowe, tj. 
zagłębienia błony komórkowej rozpoczynające się u nasady mikrokosm- 
ków i biegnące w głąb cytoplazmy równolegle do pęczków filamentów 
prostych (ryc. 1 i 3). Jest to tak charakterystyczna cecha tego typu 
komórek, że Nabeyama i Leblond [19] nazywają je „caveolated cells” 
(komórki jamkowe).

W skrawkach seryjnych obserwowano [19] jamki komórkowe mające 
postać wydłużonych, krętych woreczków otwierających się do światła 
przewodu pokarmowego u nasady mikrokosmków wąskim ujściem o śred
nicy około 50 nm. Biegną one między pęczkami filamentów i mikrotubul. 
Zarówno w jamkach, jak i leżących w ich pobliżu wydłużonych pęche
rzykach, występują kuliste twory o średnicy około 11 nm. Czasami 
mają one postać polipa połączonego nóżką z błoną tworzącą jamkę lub 
wakuolę (ryc. 1 i 3). Twory te zwane ziarenkami wewnątrzpęcherzyko- 
wymi (intravesicular granules) [26] lub kuleczkami (spheres) [19] oto
czone są gładką błoną i mają umiarkowaną gęstość elektronową. Silva 
[26] oraz Nabeyama i Leblond [19] przypuszczają, że stanowią one wy
dzielinę komórek kępkowych.

Nie obserwowano jamek komórkowych w komórkach płodów ludz
kich [18].

M ITO CH O N D RIA

Mitochondria komórek kępkowych nie są rozłożone równomiernie 
w cytoplazmie: znacznie mniejszą liczbę lub całkowity brak mitochon- 
driów obserwuje się w szczytowej części komórki [26]. Najliczniej wy
stępują w cytoplazmie nad- i okołojądrowej, gdzie ich przekroje przyj
mują często kształt okrągły lub owalny. Nieliczne obserwowane mito
chondria części szczytowej cytoplazmy komórek kępkowych mają kształt 
wydłużony o długiej osi ułożonej równolegle do pęczków filamentów 
prostych. Budowa ultrastrukturalna mitochondriów jest typowa, brak 
jest w nich natomiast ziarenek mitochondrialnych, a ich macierz wyka
zuje mierną gęstość elektronową [7, 9, 19].
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A PA R A T  GOLGIEGO

Aparat Golgiego komórek kępkowych (ryc. 1 i 6) występuje naj
częściej w postaci kilku diktiosomów ułożonych w okolicy nad- i około- 
jądrowej. Typowe elementy aparatu Golgiego, tzn. spłaszczone cysterny, 
małe pęcherzyki o nieznacznej gęstości elektronowej oraz wakuole, są 
miernie rozwinięte. Nie obserwuje się w okolicy diktiosomów typowych 
ziaren wydzielniczych [7, 9, 19].

LIZOSOM Y

Obserwowano zarówno lizosomy pierwotne o średnicy około 360 nm 
i jednorodnej, elektronowo gęstej zawartości, jak również różne formy 
auto- i heterofagosomów oraz ciałek resztkowych [7]. Zwykle w prze
kroju komórki występuje 2-5 pierwotnych lizosomów w pobliżu aparatu 
Golgiego oraz w obszarze cytoplazmy szczytowej i nadjądrowej.

W AKUOLE CYTOPLAZM ATYCZNE

Uderzającą cechą ultrastrukturalną komórek kępkowych jest obe
cność dużej liczby przekrojów pęcherzyków i kanalików o rozmaitych 
kształtach i wielkości, występujących we wszystkich obszarach cytoplaz
my. Twory te są najczęściej otoczone błonami gładkimi, a ich wnętrze 
jest elektronowo jasne [7, 12]. Dzięki badaniom skrawków seryjnych 
zaobserwowano, że w części szczytowej komórek kępkowych, a także 
w ich cytoplazmie wokółjądrowej, obok okrągłych i owalnych przekro
jów jamek komórkowych, występują okrągłe przekroje wakuoli cyto- 
plazmatycznych o średnicy do 400 nm oraz wydłużone przekroje kana
lików o średnicy około 50 nm (ryc. 2-4 i 6). Stosując stereoskopową 
analizę grubych skrawków za pomocą mikroskopu elektronowego prze
konano się, że między wakuolami a kanalikami istnieją połączenia, 
dzięki którym obydwa rodzaje tworów cytoplazmatycznych tworzą skom
plikowany, połączony system zwany systemem kanalikowo-pęcherzyko- 
wym [29]. Peroksydaza chrzanowa [20], a także lantan [29] podawane 
dojelitowo przenikały do jamek komórkowych, lecz nie obserwowano 
ich obecności w systemie kanalikowo-pęcherzykowym. Na tej podstawie 
oraz wyników badania skrawków seryjnych wnioskowano, że wakuole 
i kanaliki cytoplazmatyczne nie są poprzecznymi przekrojami jamek
komórkowych i że nie mają poprzez nie połączeń ze światłem przewodu 
pokarmowego [29].
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INNE O RG A N ELLE CY TO PLA ZM A TY CZN E

Siateczka śródplazmatyczna ziarnista komórek kępkowych jest słabo 
rozbudowana; obserwuje się liczne wolne rybosomy. W cytoplazmie 
komórek oprócz wymienionych już struktur obserwowano: mikrociałka
0 średnicy około 200 nm [7], ciałka wielopęcherzykowe (ryc. 6) o średnicy 
około 290 nm [7, 9], centriole [9] oraz ziarenka glikogenu.

K O M Ó R K I K Ę PK O W E  W SYNGENICZNYCH, H ETER O TO PO W Y C H  PR Z E SZ C Z E 
P A C H  JE L IT A  C IEN K IEG O

Przeszczepienie małego fragmentu jelita cienkiego myszy pod to
rebkę nerki w obrębie szczepu wsobnego (syngeniczny przeszczep hete- 
rotopowy) prowadzi do wytworzenia małej torbieli wysłanej nabłonkiem 
jelitowym [12, 13, 23, 24]. Ten układ doświadczalny może służyć do 
badania wpływu zarówno czynników lokalnych (mikrośrodowisko), jak
1 ogólnoustrojowych (np. unerwienie) na różnicowanie komórek nabłonka 
jelitowego, w tym także komórek kępkowych.

Zbadano histologicznie, przy użyciu techniki mikroskopu świetlnego 
i elektronowego, przeszczepy jelita cienkiego dorosłych myszy i wykaza
no obecność typowych komórek kępkowych w nabłonku wyściełającym 
torbiele, powstałe w miejscu przeszczepienia [12, 13]. Budowę komórek 
kępkowych w przeszczepach jelita cienkiego przedstawiono na ryc. 3-6. 
Budowa ta nie odbiega od budowy komórek kępkowych w jelicie in situ. 
Komórki kępkowe w przeszczepach zawierają wszystkie typowe dla 
tego rodzaju komórek struktury, tj. duże mikrokosmki, jamki ko
mórkowe, liczne wakuole oraz pęczki filamentów i mikrotubule. W ob
szarach nabłonka płaskiego, występującego w niektórych okolicach prze
szczepów, komórki kępkowe są spłaszczone (ryc. 5 i 6), co różni je od 
komórek kępkowych nabłonka jelitowego in situ.

Mikrokosmki komórek kępkowych w nabłonku przeszczepów są wi
doczne wyraźniej (ryc. 3, 5 i 6) niż w nabłonku jelitowym in situ 
(ryc. 2). Wynika to z faktu, że komórki resorpcyjne jelita nie podlegają 
pełnemu różnicowaniu w warunkach sygenicznego, heterotopowego prze
szczepu. Ich mikrokosmki są krótsze, mniej regularne i mniej liczne niż 
w jelicie in situ, stąd na ich tle duże mikrokosmki komórek kępkowych 
widoczne są szczególnie wyraźnie.

Odsetek komórek kępkowych w nabłonku przeszczepów był niski, 
podobnie jak w jelicie in situ [12]. Wynosił on odpowiednio: 0,02% ± 
0,05% w przeszczepach 4 dniowych, 0,19% ± 0,05% w przeszczepach 
30 dniowych i 0,06% ±  0,04% w przeszczepach 90 dniowych, w porówna
niu z wartością 0,16% ± 0,10% w jelicie cienkim myszy in situ.
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Z przytoczonych wyżej własnych obserwacji wyciągnęliśmy nastę
pujące wnioski:

1. Na różnicowanie komórek kępkowych nabłonka jelita cienkiego 
dorosłych myszy nie wpływa zmiana mikrośrodowiska nabłonka jeli
towego, wywołana zabiegiem przeszczepienia. Oznacza to, że dla różni
cowania komórek kępkowych in vivo nie jest niezbędny bezpośredni 
kontakt nabłonka jelitowego z treścią pokarmową jelita, sokiem żołąd
kowym, sokiem trzustkowym ani z żółcią.

2. Różnicowanie komórek kępkowych podlega przynajmniej częścio
wo innym mechanizmom regulacyjnym niż różnicowanie komórek re
sorpcyjnych jelita, które w warunkach przeszczepu nie uległy pełnemu 
zróżnicowaniu morfologicznemu.

PR ZY PU SZC ZEN IA  DOTYCZĄCE CZYNNOŚCI KOM ÓREK K ĘPK O W Y C H

Komórki kępkowe stanowią wyraźnie wyodrębniony, nieproliferu- 
jący, wysoce zróżnicowany typ komórkowy w populacji nabłonka prze
wodu pokarmowego, co pozwala nam odrzucić dawną sugestię [9], iż 
komórki te stanowią nie zróżnicowane elementy nabłonka.

Wydaje się, że komórki kępkowe nie pełnią roli wydzielniczej 
zarówno egzo-, jak i endokrynowej, bo mają słabo rozwinięty układ 
cystern siateczki śródplazmatycznej ziarnistej oraz brak w ich cytoplaz- 
mie ziaren wydzielniczych, szczególnie w obszarze sąsiadującym z apa
ratem Golgiego. Jednakże zdaniem niektórych autorów [19] obecność 
w bezpośrednim sąsiedztwie mikrokosmków komórek kępkowych, cha
rakterystycznych małych pęcherzyków, może sugerować udział komórek 
kępkowych w tworzeniu bliżej nie sprecyzowanych enzymów soku żo- 
łądkowo-jelitowego.

Cechy budowy ultrastrukturalnej nie wykluczają udziału tych ko
mórek w procesie wchłaniania. Biorąc taką możliwość pod uwagę, ich 
szczególną budowę oraz niewielką liczbę można podejrzewać raczej udział 
w absorpcji szczególnego składnika chyme. Ze względu na obecność 
licznych pęcherzyków i jamek, a także rozbudowany system filamentów 
przypisuje się komórkom kępkowym cechę szybkiego i masywnego prze
pływu błon z bieguna szczytowego do cytoplazmy, co określono mianem 
ciągłej pinocytozy [6, 29].

Bardziej prawdopodobna jednakże wydaje się być hipoteza o roli 
receptorowej komórek kępkowych. Sugestie te wydają się być uspra
wiedliwione obecnością dużych mikrokosmków, głębokich jamek komór
kowych, a także (w nabłonku tchawicy) zakończeń nerwowych bogatych 
w pęcherzyki synaptyczne w pobliżu bocznych błon komórkowych ko
mórek kępkowych [16]. Przypisanie takiej roli komórkom kępkowym
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tłumaczyłoby także ich obecność w nabłonkach przewodów żółciowych, 
trzustkowych oraz tchawicy. Jeżeli komórki kępkowe istotnie spełniają 
rolę receptorową, nie mają one prawdopodobnie tego typu integracji 
z układem nerwowym, jak np. komórki receptorowe kubków smakowych. 
Opinia ta usprawiedliwiona jest faktem, że po przeszczepieniu — co 
wiąże się również z odnerwieniem jelita — komórki te nie ulegają 
degeneracji (obserwacje własne).

Zdaniem Spechta [27] komórki kępkowe są częścią bariery immu
nologicznej, przenosząc przeciwciała typu IgA z komórek plazmatycz- 
nych na powierzchnię błony śluzowej przewodu pokarmowego. Potwier
dzeniem tego poglądu ma być obecność tych komórek w nabłonku błon 
śluzowych, które odpowiadają na stymulację antygenową, a także ich 
podobieństwo do komórek nabłonka jelita grubego [25] zawierających
IgA.

Dalsze badania mogą wyjaśnić, czy któraś z przedstawionych hipo
tez jest prawdziwa.
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REGULACJA AKTYWNOŚCI CYTOTOKSYCZNEJ KOMÓREK NK *

R EG U LA TIO N  OF N A TU RA L K IL L E R  (NK) CELL A CTIV ITY

Tom asz SK Ó R SK I i Maciej KAW ALEC 

P raco w n ia  Cytofizjologii, C en tru m  M edyczne K ształcenia  Podyplom owego, W arszaw a

Streszczen ie .  Omówiono budow ę i m echanizm  cytotoksycznego dzia łan ia  kom órek  
NK  (N atu ra l  Killer), w yodrębn ione j subpopulac ji  limfocytów. Są one zdolne do 
spontanicznego niszczenia kom órek  now otw orow ych. Niszczenie kom órek  docelo
w ych  sk łada  się z dw u e tapów : k o n ta k tu  kom órk i N K  z kom órką  docelową oraz 
niszczenia kom órk i docelowej. E tap  p ierw szy  w ym aga  is tn ien ia  na  kom órkach  
a tak o w an y ch  odpow iednich  „ s t ru k tu r  docelow ych” z k tó ry m i łączą się kom órki 
N K  za pom ocą odpow iednich  „ jednostek  rozpozna jących” rozmieszczonych na  ich 
pow ierzchni. E tap  drugi odbyw a się p raw dopodobnie  poprzez działanie  odpow ied
n ie j  p ro te inazy  (proteinaz) serynow ej zaw ar te j  w  kom órkach  NK. In te r fe ro n  
i in te r le u k in a  2 są czynnikam i bezpośrednio  ak ty w u jący m i działanie  kom órek  NK. 
Liczne czynniki dz ia ła ją  pośrednio  poprzez indukcję  in te rfe ro n u . Omówiono także 
kom órk i i czynniki w p ływ ające  ham ująco  na  ak tyw ność  kom órek  NK.

S u m m a ry .  The  s t ru c tu re  and  m echan ism  of the  cytotoxic ac tion  of n a tu ra l  k ille r  
(NK) cells from  an  isolated  lym phocyte  subpopu la tion  a re  discussed. These cells 
a re  capab le  of spon taneous cancer cell destruc tion . This  selective des truc tion  
consists of tw o steps: co n tac t  of th e  NK cell w ith  the  ta rg e t  cell and  des truc tion  
of th e  la t te r .  The  f i r s t  s tep  req u ire s  th e  ex is tence  on the  cells to be a t tack ed  of 
a p p ro p r ia te  “ta rg e t  s t ru c tu re s ” w ith  w hich  th e  NK cells come into con tac t by 
m eans  of corresponding  “recognition  u n i t” d is t r ib u te d  on th e ir  surface. T he 
second step  consists p robab ly  in  th e  ac tion  of some serine p ro te inase  (s) p re sen t  
in  th e  N K  cells. In te r fe ro n  and  in te r leu k in  2 a re  fac to rs  ac t iv a t in g  d irec tly  N K  
cells. N um erous  o the r  fac to rs  act ind irec tly  by in te r fe ro n  induction . Cells and  
fac to rs  w ith  an  inh ib ito ry  effect on NK cells a re  also discussed.

Kilka lat temu odkryto nową subpopulację cytotoksycznych limfo
cytów zwanych komórkami NK (Natural Killer). Nazwa pochodzi stąd, 
że mogą one zabijać inne komórki, głównie nowotworowe, bez uprzed

* P ra c a  f in an so w an a  przez Po lską  A kadem ię  N auk, PA N  II .1.
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niego uczulenia przeciw tym komórkom. Sądzić można, że są one jakby 
„pierwszą linią obrony” przeciw nowotworom.

W 1979 r. opublikowano w „Postępach Biologii Komórki” artykuł 
dotyczący komórek NK [77]. W obecnym artykule główną uwagę zwró
cono na mechanizmy regulujące aktywność tych komórek.

C H A R A K TER Y STY K A  K O M Ó REK  N K

B U D O W A

Wielu autorów metodą eliminacji innych znanych populacji komórek 
charakteryzowało komórki NK jako małe lub średniej wielkości limfo
cyty [155, 159, 169]. Dokładniej jednak określano komórki NK wyod
rębniając je po adsorpcji na komórkach docelowych i barwiąc metodą 
Giemsy [111, 177, 180]. Innym sposobem postępowania było rozdzielanie 
limfocytów w nieciągłym gradiencie Percollu [146, 176, 179], a nastę
pnie badanie przylegania komórek poszczególnych frakcji do komórek 
docelowych. Obiema metodami uzyskano zasadniczo zbieżne wyniki. 
Główną populacją, w której znajdowały się komórki NK były „duże 
ziarniste limfocyty” (large granular lymphocytes — LGL). Są to ko
mórki średnie i duże z lekko nerkowatym jądrem, bladoniebieską cyto- 
plazmą zawierającą azurofilne ziarenka o różnej gęstości. Należy zau
ważyć, że spośród wszystkich komórek o morfologii LGL tylko 10-30% 
może wiązać się z komórkami docelowymi [146]. Drugą, nie zawsze 
wyodrębnianą populacją, były „średnie limfocyty” (medium sized lym
phocytes — MSL) z zasadochłonną cytoplazmą bez ziarenek. Na przy
kładzie komórek nowotworowych K 562 oraz fibroblastów płodowych 
jako komórek docelowych stwierdzono, że większość aktywności cyto- 
toksycznej związana była z komórkami LGL.

C E C H Y  P O W IE R Z C H N I

W celu lepszego charakteryzowania komórek NK i porównania ich 
z innymi znanymi populacjami badano ich cechy powierzchniowe; wyni
ki zestawiono w tabeli 1.

W wielu pracach używając swoistej surowicy i dopełniacza stwier
dzono, że część komórek NK u myszy może mieć na powierzchni antygen 
charakterystyczny dla limfocytów T-Thy-1 [67, 68, 90, 93, 99, 103, 139], 
w innych nie wykazano jego obecności [43, 61, 65, 192, 198]. Koo i wsp. 
[90] podali, że antygen Thy-1 znajduje się na powierzchni około 50% 
komórek NK. Być może na powierzchni komórek NK znajdują się 
nieliczne antygeny Thy-1 i z tego powodu nie zawsze są wykrywalne 
[66]. Na powierzchni komórek NK myszy wykryto również inne antygeny
charakterystyczne dla limfocytów T: Qa/Qa-2,4,5 [90], Lyt-1 [90], antygen
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TABELA 1

Porównanie cech powierzchni limfocytów T, B, monocytów i komórek NK

Cecha Komórki

antygen Thy-1 
antygen Qa 1-5

antygen Lyt 1, 2, 3 
asialo GM1 
antygen Ly-10.2 
antygen Ly 5 
receptor dla FcIgG
Ig
antygen la 
antygen Lyb-2 
receptor dla C3 
przyleganie do szkła 
antygen Mac-1 
antygen NK-1

T B monocyty 1 NK

+ --------- l +  (50%)
+ + / - Qa 2 (50%)

Qa 4,5 (80-100% )
+ --------- --------- Lyt 1 (20%)
+ --------- +  +  +  +

+  (pre-T) --------- +
+ --------- +

— (większość) +  +  +  + + + / -
--------- +  +  +  + ---------

+  (większość) + +  / - ---------

--------- + --------- ---------

--------- + + + / -
+ / - + / - +  +  +  + —

---------
______ + '  +

I

--------- +

awm*."

glikosfingolipidowy AsGMx (ganglio-N-tetra-asialoceramid) [54, 80, 147, 
201], Ly 10,2 [107], Ly 5 [16]. Z drugiej strony wykazano, że cytotoksyczne 
komórki NK można za pomocą monoklonalnych przeciwciał oddzielić 
od cytotoksycznych limfocytów T [203].

Przypuszcza się, że komórki NK są komórkami pre-T [64, 65]. 
Przemawiają za tym następujące spostrzeżenia:

1. obecność u myszy „nagich” (z wrodzonym brakiem grasicy) ko
mórek o małej gęstości antygenu Thy-1 na powierzchni [97, 144] przy 
jednoczesnej wysokiej aktywności cytotoksycznej komórek NK [66, 67,
69, 82],

2. inkubacja mysich lub ludzkich limfocytów z hormonalnym prepa
ratem grasicy powodującym różnicowanie i dojrzewanie limfocytów T 
prowadzi do zmniejszenia aktywności komórek NK [108],

Istnieją rozbieżności co do obecności receptora fragmentu Fc 
immunoglobulin (FcR) na powierzchni komórek NK. Jedni postulują jego 
obecność [4, 11, 28, 41, 63, 99, 113, 118, 185], inni zaprzeczają temu 
[11, 61, 99, 169, 198], Można więc przypuszczać, że istnieją różne popula
cje komórek NK, z których niektóre mają taki receptor. Jak sugeruje 
Herberman i wsp. [64], obecność receptora jest uzależniona od stadium 
dojrzałości komórek NK (ryc. 3). Nie udało się wykryć na powierzchni 
komórek NK immunoglobulin [28, 61, 90, 113, 185, 192, 198], ludzkich 
antygenów la [124] ani mysich Lyb-2, charakterystycznych dla limfo
cytów B [90]. Komórki NK są populacją heterogenną pod względem
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obecności receptora dla fragmentu składnika C3 dopełniacza [41, 67, 85, 
125, 195],

Komórki NK są populacją nie przylegającą do szkła i nie posiadają
zdolności do fagocytozy [61, 67, 68, 85, 169, 192]. Przeciwciała anty- 
makrofagowe w obecności dopełniacza nie uszkadzają komórek NK [121]. 
Z drugiej strony za pomocą monoklonalnych przeciwciał znakowanych 
izotopem promieniotwórczym wykazano, że na powierzchni ludzkich 
komórek NK oraz monocytów znajduje się antygen charakterystyczny 
dla mysich komórek fagocytujących (makrofagów i granulocytów obo- 
jętnochłonnych) [3] zwany Mac-1.

Mysie komórki NK posiadają charakterystyczny tylko dla siebie 
antygen powierzchniowy zwany NK-1, którego obecność wykazano za
pomocą swoistej surowicy [15, 48, 67, 90].

Na podstawie wymienionych danych trudno jest zaliczyć komórki 
NK do jednej z poznanych już populacji limfocytów.

Mechanizm cytotoksycznego działania komórek NK, choć słabo po
znany, można umownie podzielić na następujące etapy:

1. łączenie komórek NK z komórkami docelowymi, przy czym ko
mórki NK posiadają na powierzchni strukturę („jednostkę rozpoznającą”) 
komplementarną do odpowiedniej struktury  na komórce docelowej,

2. sam proces zabijania.

FU N K C JO N A L N E „JE D N O ST K I R O Z PO Z N A JĄ C E ” (RECO G N ITIO N  SITES)
NA PO W IE R Z C H N I K O M Ó REK  NK

Wydaje się, że struktura warunkująca wiązanie komórek docelowych 
przez komórki NK tzw. „jednostka rozpoznająca” jest białkiem, gdyż 
traktowanie papainą lub trypsyną komórek NK hamuje ich zdolność 
do wiązania komórek docelowych i powodowania lizy [65, 113, 155, 163, 
169, 198]. Odtworzenie tych własności trwa w temperaturze 37°C 
4-5 godzin, nie zachodzi w temp. 4°C lub w obecności cykloheksimidu 
(inhibitor translacji). Aby zaszła odnowa aktywności komórek NK, muszą 
więc istnieć warunki umożliwiające syntezę białek. Komórka NK może 
mieć jeden lub kilka typów „jednostek rozpoznających” o różnej specy
ficzności (ryc. 1) [32, 33, 78]. Ta specyficzność ogranicza aktywność 
cytotoksyczną pojedynczej komórki NK tylko do pewnych typów ko
mórek docelowych.

Znanym zjawiskiem jest cytotoksyczność komórkowa zależna od 
przeciwciał (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity-ADCC) pole
gająca na tym, że komórka efektorowa posiadająca receptor dla frag
mentu Fc immunoglobulin (FcR) zabija komórkę docelową opłaszczoną 
przeciwciałami. Dlatego specjalną uwagę zwrócono na wykrywaną przez
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Ryc. 1. S ch em a t p rzed s taw ia jący  k o m ó rk i  N K  o różnej specyficzności, pos iada jące
cechy  kom órek  K  oraz kom órk i K  nie posiada jące j cech N K  (według [78])

l>2 — k o m ó r k i  p o s ia d a j ą c e  „ j e d n o s t k i  r o z p o z n a j ą c e ” o  j e d n e j  s p e c y f i c z n o ś c i ,  a t a k ż e  j e d n o 
c z e ś n i e  r e c e p t o r y  d la  F c ig G ;  3 — k o m ó r k a  p o s ia d a j ą c a  j e d n o c z e ś n i e  „ j e d n o s t k i  r o z p o z n a j ą c e ” 
o  d w u  r ó ż n y c h  s p e c y f i c z n o ś c ia c h  i  j e d n o c z e ś n i e  r e c e p t o r y  d la  F c ig G ;  4 —  k o m ó r k a  n ie  p o s i a 

d a ją c a  „ j e d n o s t e k  r o z p o z n a j ą c y c h ” , a j e d y n i e  r e c e p t o r y  d la  F c ig G

niektórych autorów obecność receptora dla Fc na powierzchni komórek 
NK, o czym już uprzednio wspomniano. Są dane sugerujące, że FcR nie 
jest receptorem odpowiedzialnym za działanie komórek NK. Kompleksy 
immunologiczne [198] oraz agregowane cząsteczki immunoglobuliny [67, 
85] nie hamują aktywności cytotoksycznej komórek NK, mimo iż wią
żąc się z FcR blokują ten receptor. Nie zmienia to faktu, że komórka 
NK, dzięki obecności na jej powierzchni receptorów dla FcR, może do
datkowo działać jako komórka K przejawiając aktywność cytotoksyczną 
zależną od przeciwciał (ryc. 1) [77].

STR U K TU R Y  DOCELOW E (ANTYGENY) ROZPO ZN A W A N E
PR Z E Z  K O M Ó RK I N K

Usiłowano znaleźć wspólne cechy komórek atakowanych przez ko
mórki NK. Można sądzić, że na powierzchni tych komórek istnieją 
struktury umożliwiające ich rozpoznanie umownie zwane „docelowymi”.

Większą uwagę poświęcono obecności wirusów typu C w komórkach 
docelowych. Stwierdzono metodą kompetycyjnej inhibicji lub testem 
adsorpcji do komórek docelowych, że komórki NK mają powinowactwo 
głównie do tych komórek nowotworowych, które produkują wirusy 
typu C lub posiadają ich antygeny na powierzchni [69, 116, 170, 191]. 
Z drugiej strony nie wszystkie takie komórki są zabijane, co można 
tłumaczyć gorszą dostępnością antygenu wirusowego na powierzchni 
komórki lub tym, że komórki NK wykazują inną jeszcze specyficzność
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w zabijaniu komórek [14, 82, 196]. Gęstość antygenów wirusów typu 
C na powierzchni komórki docelowej nie ma wpływu na wielkość efektu 
cytotoksycznego komórek NK [5, 82]. Usiłowano wykazać korelację 
między antygenami tych wirusów a aktywnością komórek NK in vivo. 
Okazało się, że gryzonie wkrótce po urodzeniu są uczulone na antygeny 
wirusów typu C. Aktywność cytotoksyczna komórek NK jest ściśle 
skorelowana w czasie z pojawianiem się antygenów wirusów typu C 
w surowicy, natomiast nie jest związana z obecnością w surowicy „na
turalnych” przeciwciał przeciwko tym wirusom [1, 69, 75, 95, 115, 170]. 
„Naturalne” przeciwciała prawdopodobnie nie mogą „uzbrajać” komórek 
NK aby te działały jako komórki K (cytotoksyczność komórkowa zależna 
od przeciwciał) [53]. Co do tego czy „naturalne” przeciwciała i komórki 
NK rozpoznają te same antygeny istnieją sprzeczne zdania [53, 62, 94].

Wielu badaczy próbowało bliżej charakteryzować antygeny(y) roz
poznawane przez komórki NK. Opisywano kilka różnych antygenów 
pochodzących od wirusów typu C, które mogą być strukturam i docelo
wymi [69, 166], przy czym na powierzchni pojedynczej komórki może 
być kilka różnych struktur [135, 158]. Izolowano z komórek docelowych 
i rozdzielano w żelu poliakryljamidowym cząsteczki specyficznie łączące 
się z odpowiednimi „jednostkami rozpoznającymi” na komórkach NK 
[158], Są to białka błonowe połączone z resztami cukrowymi i mają 
ciężar cząsteczkowy 130 000, 160 000, 240 000. Stwierdzono, że te czą
steczki występują na powierzchni komórek, które są podatne na zabi
janie przez komórki NK. Stwierdzono, że różnią się one od antygenów 
rozpoznawanych przez immunizowane w układzie allogenicznym limfo
cyty T. Supernatant z hodowli komórek docelowych może hamować 
cytotoksyczność komórek NK [204], Efekt hamujący ustępuje po tra 
wieniu supernatanu trypsyną, ale nie neuraminidazą. Prawdopodobnie 
komórki docelowe spontanicznie uwalniają „struktury docelowe” do 
środowiska. Badając powinowactwo do lektyn stwierdzono, że „struktu
ry  docelowe” są glikoproteidami o ciężarze cząsteczkowym 120 000- 
140 000. Zawierają one N-acetyl-p-D-glukozaminę i glukozę. Rolę cu
krów w procesie cytotoksycznym komórek NK potwierdzają badania 
wykazujące, że D-mannoza blokuje cytotoksyczność komórek NK u m y
szy [173].

Ostatnio wykazano, że pewną rolę w rozpoznawaniu komórek doce
lowych ma obecny na ich powierzchni obojętny glikolipid (asialo GM2,
GalNAAC|31-> 4Gal|31-> 4Glc(31-> I ceramide) [200]. Używając dwu podli- 
nii mysiej białaczki L 5178 Y stwierdzono, że komórki NK zabijają 
tylko te komórki docelowe, które mają na swej powierzchni wspomniany 
glikolipid.
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Na obecnym etapie badań wydaje się, że istnieją następujące typy 
komórek docelowych [27]:

1. komórki nie mające na swej powierzchni antygenów — „struktur 
docelowych” i w związku z tym niepodatne na zabijanie,

2. komórki mające na swej powierzchni „struktury docelowe” 
i w związku z tym zabijane lub mimo to nie zabijane.

Pod względem filogenezy „struktury docelowe” można podzielić na: 
nieewolujące (stałe) i ewolujące wraz z gatunkami [24].

M EC H A N IZ M  Z A B IJA N IA  K O M O R K I D O CELO W EJ PR Z E Z  KOM ÓRKĘ NK

Jak  już wspomniano, zjawiska doprowadzające do zabicia komórki 
docelowej przez komórkę NK są słabo poznane. Proces składa się z dwu 
niezależnych zjawisk: łączenia „jednostki rozpoznającej” — receptora 
komórki NK z antygenem — „strukturą docelową” komórki atakowanej 
oraz samego procesu lizy tej komórki [155] (ryc. 2).

Ryc. 2. S chem at p rzed s taw ia jący  z jaw iska  p row adzące  do zabicia kom órki doce
lowej przez kom órkę  N K  (według [155])

P r o c e s  s k ła d a  s ię  z d w u  e t a p ó w :  a — r o z p o z n a n ia ,  co  w y m a g a  o b e c n o ś c i  n a  p o w ie r z c h n i  k o 
m ó r k i  d o c e lo w e j  o d p o w i e d n i c h  a n t y g e n ó w  — „ s t r u k tu r  d o c e l o w y c h ” o ra z  n a  p o w ie r z c h n i  
k o m ó r k i  N K  k o m p l e m e n t a r n y c h  „ j e d n o s t e k  r o z p o z n a j ą c y c h ” (l) ,  b — l i z y  k o m ó r k i  d o c e l o 
w e j .  T e n  d r u g i  e t a p  w y m a g a  p r z e k a z a n ia  in f o r m a c j i  o „ r o z p o z n a n iu ” w  o b r ę b ie  k o m ó r k i  
N K  (2), w y d z i e l e n i u  c z y n n ik a  u s z k a d z a j ą c e g o  (3), k t ó r y m  j e s t  p r a w d o p o d o b n ie  p r o te in a z a  (y).  
K o ń c o w y m  e f e k t e m  j e s t  l iza  s a m e j  k o m ó r k i  d o c e lo w e j  (4). K o m ó r k a  e f e k t o r o w a  m o ż e  m i e ć  
r ó ż n e g o  r o d z a j u  „ j e d n o s t k i  r o z p o z n a j ą c e ” , a k o m ó r k a  d o c e lo w a  r ó ż n e  „ s t r u k t u r y  d o c e l o w e ”

Łączenie komórek docelowych przez komórki NK jest zależne od 
tem peratury i osiąga maksimum po 20 minutach w temperaturze 37°C 
lub po 40 minutach w temp. 4°C. Jest ono hamowane przez EDTA, co 
sugeruje udział odpowiedniego stężenia jonów Ca+2 lub/i Mg+2 [53].
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W dalszych badaniach okazało się, że odpowiednie stężenie jonów Ca — 
jest niezbędne, aby komórki NK podobnie jak immunizowane limfocyty 
T mogły połączyć się z komórkami docelowymi [119, 169, 170]. Jony 
Mg+2 potęgują działanie jonów Ca+2.

Na elektronogramach można obserwować, że powierzchnia komórki 
NK jest pofałdowana w miejscu łączenia z komórką docelową, przy 
czym wypustki komórki docelowej wpuklają się do efektorowej [155].

Początek lizy następuje w 5-10 minut po łączeniu się komórek. 
Obserwuje się zależność od temperatury: liza nie zachodzi w temp. 
15°C i jest zmniejszona do połowy w 20°C w stosunku do lizy zachodzą
cej w 37°C. Sugeruje się, że dla procesu lizy niezbędna jest obecność 
nienaruszonej s truktury  mikrotubul w komórce NK, ponieważ kolchicyna 
hamuje ten proces nie wpływając na łączenie komórek. Postuluje się, 
że same zjawisko uszkodzenia komórki docelowej wymaga sprawnego 
procesu fosforylacji oksydatywnej ponieważ nie zachodzi w obecności 
takich inhibitorów jak azydek sodu (NaN3) lub dwunitrofenol (DNP). 
Także aktywność proteinazy lub proteinaz serynowych musi być za
chowana, gdyż inhibitory takie jak dwuizopropylofluorofosforan (DipF),
fenylometylsulfofenylofluorek (PMSF) [155], cą-antytrypsyna, sojowy 
inhibitor trypsyny itp. [74], a także substraty proteinaz [75] hamują 
lizę. Na podstawie tych doniesień oraz innych prac [58] uważa się, że 
w aktywność cytotoksyczną zaangażowana jest serynowa proteinaza (pro
teinazy). Używając niskocząsteczkowych pochodnych aminokwasów jako 
kompetycyjnych inhibitorów stwierdzono, że mogą być tu zaangażowane 
dwie proteinazy [74]: jedna mająca powinowactwo do aromatycznych 
aminokwasów o aktywności podobnej do chymotrypsyny oraz druga 
mająca powinowactwo do zasadowych, tj. o aktywności podobnej do 
trypsyny. Być może proteinazy mogą aktywować (uwalniać) błonowe 
lipazy, które mogłyby być czynnikiem cytotoksycznym [74]. Rozważa się 
także współudział pewnych składników dopełniacza [34, 104].

Wykazano, że nieimmunizowane limfocyty wielu szczepów myszy, 
w tym także myszy „nagich”, stymulowane przez fytohemaglutyninę 
lub konkanawalinę A wydzielają substancję toksyczną dla komórek 
zabijanych przez komórki NK [199]. Ma ona ciężar cząsteczkowy większy 
od 12 000, jest stabilna w — 20°C, ulega inaktywacji w 100°C. Jej aktyw
ność cytotoksyczną jest hamowana przez a-metylo-D-mannozyd, D-ga- 
laktozę lub N-acetylo-D-galaktozaminę. Być może komórki docelowe 
posiadają receptory dla tej substancji lub substancja ta jest związana 
z receptorem komórki efektorowej zdolnym do łączenia się z antygenem 
na komórce zabijanej. Ten drugi mechanizm byłby analogiczny do dzia
łania limfotoksyny ludzkiej [72].
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Opisany mechanizm zabijania komórek docelowych jest charakte
rystyczny nie tylko dla komórek NK, ale także na przykład dla immu- 
nizowanych cytotoksycznych limfocytów T [6].

R E G U L A C JA  A K TY W N O ŚCI C Y TO TO K SY C ZN EJ KOM ÓREK NK

Jak  już wcześniej wspomniano, komórki NK mają niejednolitą bu
dowę, dlatego przypuszcza się, że podlegają procesom różnicowania. 
Badano czynniki wpływające na aktywność komórek NK i stwierdzono, 
że aktywność cytotoksyczna tych komórek jest zależna od wieku gospo
darza. U myszy i szczurów spontaniczna aktywność cytotoksyczna ko
mórek NK zależna jest od wieku zwierząt [20, 36, 68, 119] i prawdo
podobnie od inwazji mikroorganizmów [23], gdyż myszy hodowane w wa
runkach wolnych od drobnoustrojów (pathogen-free mice) mają znikomą 
aktywność komórek NK. U myszy aktywność komórek NK pojawia się 
w 3-4 tygodniu życia i wygasa w 10-12 tygodniu.

Opisano istnienie prekursorów komórek NK (pre-NK), z których 
dopiero powstają dojrzałe komórki [78, 111, 117, 192]. Schemat dojrze
wania przedstawia ryc. 3. Przypuszczalnie mechanizm dojrzewania pre-

Ryc. 3. S chem at d o jrzew an ia  i ak ty w ac ji  kom órek  NK (według [111, 122]), FcR
=  recep to r  dla f ra g m e n tu  F c im m unoglobu liny

NK w NK jest niezależny od grasicy i limfocytów pomocniczych 
T (T-helper cells), bo myszy z usuniętą grasicą nie wykazują żadnych 
zaburzeń tego procesu [117].

Radioaktywny izotop strontu uszkadzając szpik obniża cytotoksycz- 
ność komórek NK [57]. Wydaje się więc, że szpik odgrywa ważną rolę 
w generacji komórek NK. Przeszczepy szpiku myszy z wysoką aktyw
nością komórek NK do myszy napromieniowanych przywracają im
aktywność komórek NK [56].
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Najważniejszym wśród czynników stymulujących aktywność cyto- 
toksyczną komórek NK wydaje się być interferon oraz różne czynniki, 
które go wyzwalają.

Bezpośrednie dodanie interferonu aktywuje cytotoksyczne komórki 
NK in vitro [2, 18, 79, 96, 138, 160, 184, 187], jak i in vivo [47, 52, 
68, 119]. Stopień aktywacji jest proporcjonalny do ilości podanego 
interferonu [2]. Przypuszcza się, że interferon działa na komórki NK 
stymulując ich różnicowanie w aktywne formy oraz zwiększając już 
istniejącą spontaniczną aktywność komórek NK [10, 36, 190]. Działanie 
interferonu można zablokować przeciwciałami przeciw interferonowi [36, 
47], a ponowne dodanie interferonu odwraca ten efekt.

Stwierdzono, że BCG, Corynebacterium parvum, Streptococcus p y 
ogenes, endotoksyna, pyran i poli I : C mogą indukować aktywność cyto- 
toksyczną komórek NK [7, 36, 37, 46, 68, 71, 99, 100, 102, 117, 119, 123, 
136, 148, 168, 182, 194, 197, 198]. W przypadku Corynebacterium parvum  
istnieją doniesienia o stymulującym [119], jak i hamującym działaniu 
[162]. Efekt zależy od drogi podania [120] oraz czasu po podaniu — 
w pierwszych dniach następuje stymulacja, potem hamowanie [98], Sty
mulacja cytotoksyczności komórek NK jest skorelowana w czasie z in
dukcją interferonu przez wymienione czynniki [30, 47, 86, 105, 111, 202]. 
Usunięcie makrofagów z populacji splenocytów zmniejsza ilość induko
wanego interferonu i aktywację komórek NK [37]. Po indukcji interfe
ronu przez poli I:C usunięcie makrofagów nie zmniejsza aktywacji 
komórek NK, co sugeruje, że zwiększenie cytotoksyczności komórek 
NK przez interferon jest procesem tylko pośrednio zależnym od makro
fagów.

Zakażenie gryzoni pewnymi wirusami powoduje aktywację komórek 
NK [12, 68, 102, 106, 119, 149, 192, 194]. Efekt ten znów jest skorelo
wany w czasie ze znanym zjawiskiem indukcji interferonu przez wirusy
[106, 149].

Sądzi się, że indukcja komórek NK przez komórki nowotworowe, 
zarażone wirusami lub Mycoplasma ovale prawdopodobnie odbywa się 
za pośrednictwem interferonu [8, 44, 68, 92, 138, 178].

Wirusy wywołują proliferację specyficznych klonów limfocytów B 
i T [114], aktywacji ulegają makrofagi i granulocyty [9, 109]. Odpowiedź 
humoralna i aktywacja makrofagów następuje po 4 dniach od zakażenia 
[9, 175], a odpowiedź limfocytów T po 5-6 dniach [26, 133, 206]. Akty
wacja komórek NK występuje przed odpowiedzią limfocytów T [192].

Wydaje się, że poli I:C stymuluje do produkcji interferonu głównie 
makrofagi oraz fibroblasty [59], natomiast wirusy, konkanawalina A

CZYNNIKI ZWIĘKSZAJĄCE AKTYWNOŚĆ KOMÓREK NK
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(mitogen limfocytów T) i LPS (mitogen limfocytów B) stymulują głównie 
limfocyty [19].

Limfocyty po kontakcie z pewnymi komórkami np. nowotworowymi, 
zarażonymi wirusami, wydzielają obok różnych czynników (np. limfoto- 
ksyn, limfokin) [70, 79, 96, 130] także interferon [25, 160, 172, 185, 186]. 
Różne subpopulacje limfocytów mogą produkować interferon, w tym 
także komórki NK [110, 129]. Potwierdzono to za pomocą badań immu- 
nofluorescencyjnych przy użyciu przeciwciał przeciw interferonowi [10], 
a także przez obserwację że Corynebacterium parvum  (induktor interfe
ronu) aktywuje komórki NK in vitro bez pośrednictwa makrofagów 
i limfocytów B i T [145]. Kontakt komórek NK z komórkami nowotwo
rowymi wystarcza do indukcji produkcji interferonu w komórkach NK 
[181].

Mechanizm działania interferonu jest dwuetapowy [45, 122, 167, 
188], prawdopodobnie wspólny dla efektu przeciwwirusowego, jak i dla 
aktywacji komórek NK. Pierwszy etap polega na przyłączeniu interfe
ronu do błony komórkowej. Zjawisko to może zachodzić w 4 °C i wymaga 
krótkiego czasu. Drugi etap to stymulacja syntezy mRNA i białka, gdyż 
różne inhibitory syntezy tych cząsteczek hamują także działanie inter
feronu. Ten etap wymaga oczywiście kilkugodzinnej inkubacji w 37 °C. 
Sądzi się, że nowe białko wyindukowane działaniem interferonu może 
być „jednostką rozpoznającą” komórek NK lub w inny sposób odgrywa 
kluczową rolę w procesie cytotoksycznym. Komórki NK indukowane 
interferonem mają więcej receptorów dla Fc, bardziej przylegają do 
waty nylonowej, a także są większe od komórek NK występujących 
„spontanicznie” [81].

Ostatnio wykazano, że dla optymalnej aktywności cytotoksycznej 
komórek NK u myszy niezbędna jest oprócz interferonu interleukina-2 
(T-cell growth factor) [91]. Wykazano, że interleukina-2 (IL-2) obok 
działania na proliferację limfocytów T indukuje cytotoksyczność komórek 
NK. Interferon zaś zwiększa zdolność wiązania IL-2 przez komórki. 
Przypuszcza się także, że IL-2 jest odpowiedzialna za zależną od limfo
cytów T aktywację komórek NK w mieszanej hodowli limfocytów.

Czynnikiem stymulującym dla komórek NK jest również „surowica 
nekrotyczna guza” (TNS — tumor necrosis serum) [20, 128]. TNS jest 
indukowana in vivo przez podanie zdrowej myszy BCG lub Coryne
bacterium parvum, a potem LPS [17]. Powoduje ona ostrą martwicę 
guza nowotworowego i w rezultacie regresję syngenicznego nowotworu 
u myszy [111]. TNS indukuje in vitro cytotoksyczne komórki NK [20]. 
Okazało się, że TNS zawiera interferon i być może jest on tu głównym 
czynnikiem aktywującym komórki NK [20].

Należy podkreślić że interferon, a tym samym i czynniki stymulu
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jące jego wytwarzanie nie działa wybiórczo na stymulację komórek NK, 
a wielokierunkowo. Niektóre z elementów działania interferonu przed
stawiono na ryc. 4.

Ryc. 4. S chem at dz ia łan ia  in te r fe ro n u  (m odyfikow ane w ed ług  |[111]). L in ie  p rz e ry 
w an e  oznaczają sugerow ane  przez n iek tó rych  a u to ró w  k ie ru n k i  działań

Limfocyty T w czasie hodowli z allogenicznymi komórkami limfo- 
blastycznymi wydzielają czynnik (NAF-N-cell-activating factor) aktywu
jący komórki NK [89, 174]. NAF jest białkiem termolabilnym, a jego 
działanie jest gatunkowo specyficzne.

Ostatnio wykryto nowy czynnik aktywujący między innymi komórki 
NK — tuftsinę [134]. Jest to peptyd (Thr-Lys-Pro-Arg) posiadający 
własności adiuwantu immunologicznego. Tuftsina zwiększa in vitro cyto- 
toksyczność komórek NK wobec komórek nowotworowych proporcjo
nalnie do dawki. Preinkubacja komórek docelowych z tuftsiną nie 
zwiększa ich podatności na zabijanie.

Na przykładzie szczurów wykazano, że cytotoksyczność populacji
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komórek NK podlega dobowym wahaniom [42], podobnie jak wiele 
innych funkcji organizmu.

Badając poziom cyklicznych nukleotydów pokazano, że podwyższe
nie poziomu cAMP wpływa hamująco, a cGMP aktywująco na komórki 
NK [156]. Podobne zjawisko obserwuje się przy innych formach cytoto- 
ksyczności komórkowej.

C Z Y N N IK I W PŁ Y W A JĄ C E  N A  ZM N IEJSZEN IE  A K TY W N O ŚCI K O M Ó REK  NK

Aktywność cytotoksyczna dojrzałych komórek NK jest hamowana 
czynnikami immunosupresyjnymi, takimi jak: cyklofosfamid, hydrokor- 
tyzon i promieniowanie jonizujące [35, 38, 73, 117, 127]. Natomiast 
komórki pre-NK2, a także ich proces aktywacji przez interferon są 
niewrażliwe [64, 117] na wymienione czynniki. Glikokortykoidy (np. 
hydrokortyzon) mają krótkotrwały efekt limfolityczny [21], stąd uszko
dzone komórki NK są szybko zastępowane przez nowe pochodzące z ko
mórek pre-NK opornych na hydrokortyzon [117]. Duże dawki promienio
wania jonizującego zmniejszają aktywność komórek NK [13, 126], na
tomiast małe działają odwrotnie [13]. Zdolność do wiązania komórek 
docelowych pozostaje nie zmieniona [126],

Obniżenie spontanicznej aktywności cytotoksycznej komórek NK 
jest powodowane także przez środek karcinogenny — uretan [50, 171], 
który podobnie jak cyklofosfamid, hydrokortyzon i promienie jonizujące 
działa na dojrzałe komórki NK, a nie uszkadza pre-NK.

Estry forbolu (czynniki będące promotorami rozwoju nowotworu) 
hamują cytotoksyczność komórek NK [50]. Własności tej nie mają ana
logi pozbawione własności promocji. Estry forbolu działają prawdopo
dobnie przez hamowanie produkcji interferonu. Opisane działanie estrów 
forbolu można zmniejszyć przez zastosowanie kwasu retinowego.

Estrogeny i hormony grasicy mogą zmniejszać cytotoksyczność ko
mórek NK [99, 164, 165]. Wykazano, że 17f3-estradiol nie hamuje pro
dukcji interferonu, ale blokuje jego działanie stymulujące na komórki 
NK [165]. Wydaje się, że estrogeny albo blokują dojrzewanie komórek 
pre-NK, albo zmniejszają ich ilość, nie są natomiast bezpośrednio toksy
czne dla dojrzałych komórek NK.

Prostaglandyny E! i E2 hamują aktywność komórek NK działając 
na nie bezpośrednio [39, 40]. Prostaglandyny produkowane być mogą 
także przez komórki nowotworowe, które w ten sposób chronią się przed 
atakiem komórek NK. Inhibitory syntezy prostaglandyn znoszą ten 
efekt.

Cytochalazyny i kolchicyna, podobnie jak w przypadku innych 
komórek cytotoksycznych, hamują działanie komórek NK [60].
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Surowica od nowo narodzonych myszy hamuje cytotoksyczność ko
mórek NK in vitro [16]. Hamowanie jest największe w 4-7 dniu po 
urodzeniu i nie można go usunąć metodą adsorpcji do komórek docelo
wych. Czynnik zawarty w surowicy ma ciężar cząsteczkowy 70 000- 
80 000 daltonów.

Frakcja ludzkiej a-globuliny, „normalne białko immunosupresyjne” 
(NIP-normal immunosuppressive protein) hamuje działanie komórek NK 
i limfocytów T [51]. Podobne własności wykazuje toksyna przecinkow
ców cholery [49]. Wykazano, że surowica od myszy z nowotworem 
także zmniejsza in vitro cytotoksyczność komórek NK, jednak nie jest 
to skorelowane z ilością krążących kompleksów immunologicznych [112].

Obok opisanego wcześniej wpływu stymulacyjnego na komórki efek- 
towe interferon zwiększa oporność komórek docelowych przeciw atakowi 
komórek NK [2, 183, 184, 193]. Efekt ten obserwuje się in vivo i in vitro 
głównie w przypadku komórek prawidłowych, choć komórki nowo
tworowe również są w pewnym stopniu chronione (protection). W arun
kiem wystąpienia tego zjawiska jest obecność receptora dla interferonu 
na komórkach docelowych [193]. Przeciwciała przeciw interferonowi, 
a także inhibitory syntezy RNA lub białka zmniejszają efekt chronienia. 
Na podstawie badania adsorpcji komórek NK do komórek docelowych 
oraz mikroskopowych badań cytotoksyczności stwierdzono, że komórki 
NK wiążą się zarówno z komórkami docelowymi preinkubowanymi, jak 
i nie inkubowanymi z interferonem [183]. Chronienie osiąga maksimum 
po 8 godzinach inkubacji, przy czym okres kontaktu z interferonem 
może być krótki, rzędu 5 minut. Efekt znika po 60 godzinach [183]. 
Sugeruje się, że interferon działa na komórki docelowe przez zmiany 
w ilości kwasów sialowych związanych z glikolipidami błonowymi [193]. 
Chronienie nie występuje w przypadku cytotoksyczności komórkowej 
zależnej od przeciwciał oraz cytotoksyczności komórek T [183].

K O M Ó RK I H A M U JĄ C E AKTY W NOŚĆ CY TOTOK SYCZNĄ KOM ÓREK N K

Cytotoksyczność komórek NK jest hamowana przez dwie różne 
populacje komórek, z których jedna jest zbliżona do makrofagów, a dru
ga jest subpopulacją limfocytów.

Siarczan poligalaktanu (carrageenan) indukuje komórki supreso- 
rowe dla komórek NK in vivo i in vitro [16]. Podobne działanie in vivo 
ma hydrokortyzon [16]. Tak indukowane komórki supresorowe mają 
następujące własności: są niezależne od grasicy, gdyż występują u myszy 
„nagich”, są oporne na 2000 radów promieniowania gamma, ich działa
nie nie jest ograniczone przez główny kompleks zgodności tkankowej, 
przylegają do sefadeksu G-10 podczas filtracji na kolumnie. Na podsta-
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wie tych własności nazwano je komórkami podobnymi do makrofagów. 
Komórki te jednak w przeciwieństwie do makrofagów nie przylegają 
do plastyku. Można je usuwać za pomocą opiłków żelaza i magnesu, 
co świadczy, że mają one zdolność fagocytozy. Stwierdzono, że również 
kopolimer pyranu może w podobny sposób indukować in vivo makrofagi
supresorowe [143, 147, 162].

Inną populacją komórek hamującą aktywność NK są komórki 
nieadherencyjne [111, 162]. Występują one w populacji komórek śledzio
ny myszy w wieku 8-14 dni lub myszy napromienionych. Komórki te 
podobnie jak makrofagi nie są post-grasiczymi limfocytami T, są oporne 
na 2000 radów promieniowania gamma i nie są kontrolowane przez 
główny kompleks zgodności tkankowej, w odróżnieniu jednak od nich 
nie przylegają do sefadeksu G-10.

Sugeruje się, że nieadherencyjne komórki supresorowe mogą być 
niedojrzałymi komórkami NK (pre-NK), które mają receptory umożli
wiające rozpoznanie i wiązanie komórki docelowej, ale nie są zdolne do 
zabijania [16]. Hamowanie mogłoby więc być swego rodzaju stanem 
równowagi między niedojrzałymi a dojrzałymi komórkami NK.

Ostatnio wyodrębniając z limfocytów subpopulacje zależnie od zdol
ności do wiązania różnych bakterii udało się wykazać, że pewne 
subpopulacje mają zdolność do hamowania aktywności komórek NK 
[29, 88].

K O N T R O L A  GENETYCZNA A K TY W N O ŚCI KOM ÓREK NK

Aktywność cytotoksyczną komórek NK i produkcja interferonu po
zostaje pod kontrolą genetyczną [31, 68, 83, 131, 150, 154, 157]. Wyhodo
wano szczep myszy zwany „beige”, który jest całkowicie pozbawiony 
aktywności komórek NK oraz cytotoksyczności komórkowej zależnej od 
przeciwciał (komórki K), podczas gdy inne formy cytotoksyczności 
komórkowej są nie zmienione [152]. Jest to uwarunkowane genem rece- 
sywnym autosomalnym i przejawia się brakiem zdolności komórek NK 
do lizy komórek docelowych, bo zdolność rozpoznawania i wiązania 
się z komórkami docelowymi wydaje się być nie zmieniona. Defekt 
występuje na poziomie prekursorów NK w szpiku, a interferon nie 
zwiększa cytotoksyczności [150]. Podobny gen występujący u ludzi po
woduje objawy zwane zespołem Chediak-Higashi’ego [57, 88, 153].

Komórki NK mogą być stymulowane tymi samymi alloantygenami 
co cytotoksyczne limfocyty T (H-2K, H-2I-A, H-2D), co sugerowałoby, 
że aktywacja tych komórek jest pod wspólną kontrolą genetyczną [22]. 
Aktywność NK przejawiałaby się wcześniej. Kontrola genetyczna ko
mórek NK przez układ H-2 odbywałaby się na tej samej zasadzie co 
kontrola limfocytów T przez geny Ir [205]. Podsumowując kontrola
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genetyczna komórek NK realizowana byłaby głównie przez: 1. gen 
,,beige”, 2. geny związane z układem H-2, 3. geny związane z interfero
nem.

PODSUM O W ANIE

Organizm ma różne formy odpowiedzi na zagrożenie zewnętrzne. 
Niektóre z nich są stosunkowo dobrze poznane i charakteryzują się 
łatwo zauważalnym związkiem między pojawieniem się w organizmie 
obcej komórki czy substancji a rozwojem odpowiedzi organizmu, która 
tym samym skierowana jest wybiórczo tylko przeciw określonej obcej 
komórce czy substancji (swoista odpowiedź organizmu). W przypadku 
gdy takiej zależności nie można bezpośrednio zaobserwować mówi się
o „naturalnej” odporności. Omówione w artykule komórki NK wykazują 
właśnie taką „naturalną” cytotoksyczność, co podkreślono między inny
mi w ich nazwie.

Istnieją pewne dowody, że komórkami docelowymi dla komórek 
NK są głównie (lub nawet wyłącznie) komórki zakażone wirusami typu
C. Sugeruje to, że działanie komórek NK następuje na skutek uzyskania 
informacji o antygenach tych wirusów we wczesnym okresie rozwoju 
osobnika. Potem warunkuje to działanie komórek NK przeciw komórkom 
zakażonym wirusami C. Z drugiej strony własności komórek NK wyraź
nie różnią się od cytotoksycznych limfocytów T. Tak więc działanie 
komórek NK wydaje się być nowo poznaną formą odpowiedzi immuno
logicznej.
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