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POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI TOM 10, NR 4, 1983 (289-316)

LINIA PŁCIOWA TETRODONTOPHORA BIELANENSIS 
(INSECTA, COLLEMBOLA). ANALIZA PORÓWNAWCZA 

POWSTAWANIA I RÓŻNICOWANIA SIĘ 
KOMÓREK PRAPŁCIOWYCH

W ROZWOJU ZARODKOWYM OWADÓW

GERM LINE OF TETRODONTOPHORA BIELANENSIS 
(INSECTA, COLLEMBOLA).

COMPARATIVE ANALYSIS.OF PRIMORDIAL GERM CELLS FORMATION 
AND DIFFERENTIATION IN EMBRYOGENESIS OF INSECTS

Jerzy KLAG

Zakład Zoologii Systematycznej i Zoogeografii, Instytut Zoologii, 
Uniwersytet Jagielloński

Streszczenie. W zarodkach rozwijających się z jaj zaopatrzonych w oosom (ziarna 
biegunowe) komórki prapłciowe są pierwszymi komórkami uformowanymi cał
kowicie w danym zarodku, u owadów składających jaja bez oosomu komórki te 
można zauważyć później, a czasami dopiero w ścianach woreczków celomatycz- 
nych. Komórki prapłciowe powstałe w obrębie oosomu są dogodnym przedmiotem 
badań mechanizmów różnicowania komórkowego, gdyż zawierają one składniki 
oosomu — ziarna biegunowe. Dzięki tym elementom, dobrze widocznym w mikro
skopie świetlnym, można dosyć łatwo śledzić komórki linii płciowej w ciągu 
całego cyklu życiowego. Liczne doświadczenia polegające na eliminacji oosomu 
(wirowanie, nakłuwanie, termokauteryzacja, naświetlanie promieniami UV itp.) 
wykazały, że odgrywa on ważną rolę w determinacji komórek linii płciowej, gdyż 
bez niego nie tworzą się komórki prapłciowe, a gonady osobników dorosłych, 
rozwiniętych z zarodków doświadczalnych, pozostają sterylne. Ponadto doświad
czenia z przeszczepianiem, zawierającej oosom, plazmy biegunowej do przedniej 
lub brzusznej części zarodków wykazały, że ma ona zdolność indukowania ko
mórek prapłoiowych w dowolnym miejscu zarodka. Komórki prapłciowe owadów' 
powstają poza gonadami i są do nich albo całkowicie biernie transportowane^ przez 
wydłużający się prążek zarodkowy (Haplothrips verbasci), albo częściowo biernie, 
częściowo aktywnie (większość owadówj, albo komórki te wędrują wyłącznie aktyw
nie {Tetrodontophora bielanensis). W trakcie rozwoju ontogenetycznego, w cyto- 
plazmie komórek linii płciowej, wudoczne są skupienia elektronowo gęstego ma
teriału zwanego „nuage”. Najprawdopodobniej podobną postać elektronowo gęstych 
skupień ziarnisto-włóknistego materiału przyjmują różne substancje, pełniące 
w różnych komórkach rozmaite funkcje.
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Summary, In insects which lay eggs furnished with oosom (germ plasm, polar 
granules), the first cells formed in the embryo are primorial germ cells. In.
insects laying eggs with no oosonie in the ooplasm primordial germ cells can.
be seen later, even after coelomic sites arc formed. Primordial germ cells contain
ing polar granules in their C5dopiasm are a handy subject for studies of mecha
nisms of cell differentiation, because they are easily followed during develop
ment under the light microscope. It is widely accepted that germ plasm is 
involved in germ cell determination. Numerous experiments (pricking, cauteri
zation, centrifugation, UV irradiation etc.) causing germ plasm elimination have- 
shown that in embryos devoid of gerlm plasm, primordial germ cells do not 
form and adult insects, developing from .such embryos, have sterile gonads. 
Morover, transplantation of polar plasm into anterior or ventral parts of cleaving 
embryos have shown that the germ plasm can induce the primordial germ cells 
in ectopic locations. Primordial germ cells of insects arise away from the gonads. 
These cells can be transported entirely passively by growing germ band (Haplo- 
thrips verbasci), or partly passively by different morphogenetic movements, 
partly by active movement of primordial germ cells (most of insects), or they 
(can move entirely actively from places of their origin to the gonads (Tetro- 
dontophora bielanensis). During ontogenetic development, in the cytoplasm of 
all germ line cells, as well as in few somatic cells, accumulations of electron dense 
granulofibrillar material, called "nuage”, one can observe. Most probably in. 
different cell types these accumulations are formed by different substances 
which play different functions in these ceils.

Komórki prapłciowe owadów pojawiają się bardzo wcześnie w roz
woju zarodkowym. U niektórych gatunków są pierwszymi, całkowicie 
ukształtowanymi komórkami w zarodku, u innych pojawiają się nieco 
później, bo dopiero w ścianach woreczków celomatyczn5zch. Istnieje też. 
wiele gatunków, gdzie komórki te pojawiają się pomiędzy tymi skraj
nymi punktami [77]. Z powodu tak wczesnego wyodrębniania się, spośród 
pozostałych komórek zarodka, komórki prapłciowe od dawna przyciąga
ją uwagę badaczy, zwłaszcza tych, którzy interesują się mechanizma
mi różnicowania komórkowego. Badacze mają nadzieję, że powstawa
nie komórek prapłciowych może służyć jako dogodny do badań model 
działania mechanizmów odpowiedzialnych w czasie różnicowania także 
za powstawanie komórek somatycznych. Do analizy tego zagadnienia 
szczególnie dogodne są zarodki, które rozwijają się z jaj posiadających 
na tylnym biegunie obszar odmiennie barwiącej się cytoplazmy, tzw. 
plazmę biegunową. Plazma biegunowa zawiera oosom utworzony przez 
liczne ziarna, które zostają zamknięte w cytoplazmie tworzących się ko
mórek prapłciowych (zwanych tu także komórkami biegunowymi) i stano
wią świetny wyznacznik, widoczny nawet w mikroskopie świetlnym. Dzię
ki temu wyznacznikowi komórki prapłciowe można śledzić w ciągu całego' 
okresu rozwoju zarodkowego, do chwili pojawienia się innych cech cha 
rakterystycznych dla komórek linii płciowej. Występuje wśród owadów
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także wiele gatunków, które znoszą ja ja  bez oosomu. Bardzo trudno 
jest wyśledzić u nich miejsce powstania komórek prapłciowych. P rzy
puszcza się jednak, że u tych gatunków, które nie posiadają w jajach 
wyznaczników linii płciowej, determinacja komórek prapłciowych za
chodzi na podobnych zasadach [86] jak poprzednio opisano.

W niniejszym artykule omówimy różne sposoby powstawania komó
rek prapłciowych owadów, ich wędrówki do zawiązków gonad, a także 
omówimy zachowanie się tych komórek w okresie zakładania gonad za
rodkowych. Przedyskutowane zostaną ponadto przypuszczenia na tem at 
mechanizmów działania determinantów płciowych, a także znaczenie, 
charakterystycznego dla komórek linii płciowej, „elektronowo gęstego, 
ziarnisto-włóknistego materiału, nie otoczonego błoną, zwanego „nua- 
ge”. Za przykład, do którego będziemy się najczęściej odwoływać, po
służy Tetrodontophora bielanensis (Collembola), najdokładniej, obok
Drosophila melanogaster, pod tym względem poznany gatunek, a ponadto 
prym ityw ny filogenetycznie w obrębie owadów.

1. POWSTAWANIE KOMÓREK PRAPŁCIOWYCH

Do gatunków, u których najpóźniej pojawiają się komórki prapłcio- 
we, należy szczeciogonek Thermobia domestica. Jajo centrolecytalne te
go owada ma bardzo cienką warstwę periplazmy. Bruzdkujące jądra 
przesuwają się ku powierzchni, gdzie powstaje blastoderma. Z jedno
warstwowego prążka zarodkowego, powstającego na jednym z biegunów 
jaja, niektóre komórki wwędrowują w przestrzeń pomiędzy żółtkiem 
a ektodermą i tworzą mezodermę. Wkrótce, mezoderma zawija swoje 
brzegi i tworzy woreczki celomatyczne, po parze w każdym segmencie. 
Kiedy utworzą się woreczki celomatyczne w segmentach odwłokowych 
(od drugiego do szóstego) w  ścianach ich, zwróconych w stronę żółtka, 
można zauważyć komórki, które mają chromatynę zbitą w charaktery
styczne grudki (rye. 1). Komórki te, określane od tego okresu jako pra
płciowe, dzielą się dwa albo trzy razy, tworząc grupę wyraźnie różniącą 
się od komórek mezodermy [60]. Poza odmiennym wyglądem jądra 
i charakterystycznym rozłożeniem organelli komórkowych w cytoplaz- 
mie, komórki prapłciowe Thermobia domestica posiadają typowe, nieo
becne w komórkach somatycznych tego gatunku organelle, zwane m a
teriałem chmurkowym [59]. W trakcie rozpadu woreczków celomatycz- 
nych komórki mezodermalne przylegające bezpośrednio do komórek 
prapłciowych tworzą osłonkę gonady zarodkowej i stanowią zawiązek 
komórek folikularnych [60].

Spośród gatunków, u których bardzo wcześnie powstają komórki 
prapłciowe najlepiej zbadany jest Drosophila melanogaster, jednakże
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Rye. 1. Fragment zarodka Therm obia  dom estica  przedstawiający przekrój przez 
woreczek celomatyczny (coe), w  którego ścianie tkwią komórki prapłciowe (strzał

ka). Pow. X 1100
Ryc. 2. Ziarno biegunowe Tetrodontophora  bielanensis.  Pow. X 47 000 

Ryc. 3. Przekrój przez kuliste jądro komórki prapłciowej Melasoma saliceti  w  okre- 
się zakładania gonad. Skupienia nuage (białe gwiazdki) znajdują się w  bliskim

sąsiedztwie otoczki jądrowej. Pow. X i22 000
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u większości Diptera, Coleoptera i Hymenoptera  [7] komórki prapłciowe 
powstają w podobny sposób (ryc. 8). Wszystkie te owady składają jaja 
zaopatrzone w skupienie bazofilnej cytoplazmy znajdujące się przy ty l
nym biegunie ja ja  (ryc. 4). Ten obszar cytoplazmy nazwany został ooso-

R,'yc. 4. W czesny rozwój zarodkowy Drosophila melanogaster.  A  — zbliżanie się 
przedjądrzy (p) męskiego i żeńskiego. Na tylnym  biegunie jaja kropki przedsta
wiają ziarna biegunowe skupione w  oosom (o). B — pierwsze podziały bruzdko- 
wania. Namnażające się jądra blastomerów rozprzestrzeniają się w  ooplazmie. 
C — najwcześniej do periplazmy wnikają jądra na tylnym  biegunie zarodka w  obręb 
oosomu. D — stadium blastodermy syncytialnej. Komórki biegunowe (kb) są już 
całkowicie otoczone błonami komórkowymi. £  — stadium blastodermy komórko

wej. Komórki biegunowe (prapłciowe) znajdują się na zewnątrz blastodermy

mem. W czasie bruzdkowania, jądra dzieląc się przesuwają się ku po
wierzchni, gdzie w końcu tworzą syncytialną blastodermę. Jądra, które 
weszły w obszar oosomu, natychmiast oddzielają się kompletnymi bło
nami komórkowymi od cytoplazmy jaja i są pierwszymi, całkowicie ufor
mowanymi komórkami w zarodku. Powstają na tylnym biegunie jaja 
i dlatego zostały nazwane komórkami biegunowymi. Po wyodrębnieniu 
się komórek biegunowych, jądra blastodermy syncytialnej zostają od
dzielone błonami komórkowymi od siebie, a następnie od strony cyto
plazmy centralnej zawierającej żółtko, w wyniku czego powstaje blasto- 
derm a komórkowa. Komórki biegunowe reprezentują bardzo wcześnie 
wyodrębnione komórki prapłciowe (ryc. 4).

Bardzo wcześnie, bo przed uformowaniem blastodermy, ale w nieco 
inny sposób, powstają komórki prapłciowe Tetrodontophora bielanen- 
sis. Samice tego gatunku składają jaja kuliste, o żółtku rozmieszczonym 
równomiernie w całej objętości tak, że nie można wyznaczyć żadnej 
osi symetrii. Oś taką można wyznaczyć jedynie za pomocą reakcji cy- 
tochemicznych, dzięki którym ujawnia się biegun bogaty w RNA [25]. 
Na tym  biegunie właśnie powstają w zarodkach T. bielanensis komórki 
prapłciowe (ryc. 5). Bogatą w RNA cytoplazmę pod tym biegunem moż
na więc nazwać oosomem. Jajo T. bielanensis bruzdkuje całkowicie, ale 
bardzo nieregularnie. Początkowo bruzdy biegną promieniście, ale od 
stadium 64 komórek zaczynają się podziały tangencjalne, w wyniku któ
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rych powstają blastomery wewnętrzne i zewnętrzne (ryc. 5). W trakcie 
podziałów tangencjalnych, w obszarze oosomu powstają komórki zawie-

Ryc. 5. Schemat ilustrujący powstawanie komórek prapłaciowych Tetrodonotop-  
hora bielanensis. Duże kropki oznaczają obszar zawierający ziarna biegunowe. 
Sltrzałki oznaczają miejsca tworzenia się komórek żółtkowych. A  — stadium 32 
blastomerów. B  — stadium 64 blastomerów. C — stadium 128 blastomerów. Ko
mórki powstałe w  obszarze zawierającym ziarna biegunowe są komórkami pra-

płciowym i [61]

rające znaczną liczbę kulistych skupień gęstego dla elektronów, nieo- 
błpnionego materiału o strukturze ziarnisto-włóknistej (ryc. 2) [61].

Komórki prapłciowe T. bielanensis, pomimo zupełnie odmiennego 
sposobu bruzdkowania, powstają więc podobnie jak u Diptera, Coleop- 
tera i Hymenoptera, w powierzchniowych częściach jaja. W odróżnieniu 
jednak od wymienionych rzędów Pterygota, komórki prapłciowe T. bie
lanensis wkrótce po oddzieleniu się od komórek organizującej się blasto- 
derm y wwędrowują do wnętrza żółtka, gdzie zgrupowane po kilkanaście 
oczekują, aż rozwinie się prążek zarodkowy.

Wśród owadów posiadających w jajach oosom wykryto wiele ga
tunków, u których w czasie bruzdkowania zachodzi zjawisko eliminacji 
chromosomów (ryc. 6). Dzielące się jądra w zarodkach tych gatunków

Ryc. 6. Schemat ilustrujący przebieg e li
minacji chromosomów w  blastomerach  
somatycznych Miastor americana.  M — 
metafaza, T — telofaza, I — interfaza. 
Pomiędzy jądrami potomnymi pozostała 
grupa degenerujących chromosomów (dch)

[10]
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przesuw ają się ku powierzchni. Kiedy jądra przesuwające się do bie
guna tylnego wejdą w obszar oosomu, pozostałe jądra, znajdujące się 
w  ooplazmie przechodzą podziały, w wyniku których do jąder potom
nych wchodzi tylko część chromosomów, a pozostałe chromosomy de
generują. U Miastor americana 12 chromosomów, w każdym jądrze ko
mórkowym, zostaje zamkniętych osłonką jądrową, a 36 degeneruje 
(ryc. 6); u Mayetiola destructor po 8 z 40 chromosomów pozostaje w ko
mórkach somatycznych, a 32 degeneruje; u Wachtliella persicariae ty l
ko 8 albo 6 (w zależności od płci) z 40 chromosomów pozostaje, a 32 
albo 34 degeneruje. W komórkach somatycznych Sciara coprofila także 
zachodzi eliminacja chromosomów, ale bardzo skomplikowana. Należy 
zwrócić tu uwagę, że u żadnego z tych gatunków nie ma eliminacji 
chromosomów w jądrach, które znalazły się w obrębie oosomu.

2. ZNACZENIE PLAZMY BIEGUNOWEJ

a. B A D A N I A  E K S P E R Y M E N T A L N E

Plazma biegunowa (zawierająca oosom złożony z tzw. ziarn biegu
nowych) zainteresowała badaczy już bardzo dawno, gdyż od czasu jej 
odkrycia [77] podejrzewano, że pełni ona ważną rolę w determinacji 
komórek linii płciowej. Pierwsze doświadczenia, które prowadził Heg- 
ner [36, 37], uszkadzając w rozmaity sposób (kauteryzacja, nakłuwanie) 
zarodki różnych gatunków Chrysomelidae, wykazały, że bez plazmy 
biegunowej nie tworzą się komórki prapłciowe, a gonady osobników 
doświadczalnych pozostają sterylne. Podobne wyniki otrzymała Gey- 
er-Duszyńska [27], uszkadzając termokauterem tylny biegun w jajach 
Wachtliella persicariae i Richard-Mercier [85] przy analogicznym doś
wiadczeniu nad Leptinotarsa decemlineata. Przewiązanie wydłużonego 
ja ja  Pimpla turionellae już przy biegunie tylnym, odcinające oosom od 
reszty  jaja, także doprowadza do sterylizacji gonad w rozwijających się 
zarodkach [1], Wirowanie jaj ułożonych biegunami przednimi na zew
nątrz  powoduje przemieszczenie i rozproszenie ziarn biegunowych, w wy
niku czego u Drosophila melanogaster nie tworzą się komórki bieguno
w e [46], a u Wachtliella persicariae [27, 106] i Mayetliola destructor [19]
ponadto zachodzi eliminacja chromosomów w jądrach znajdujących się
n a  tylnym  biegunie jaja.

Kiedy Geigy [26] napromieniował jaja D. melanogaster promieniami
ultrafioletowymi, stwierdził, że dorosłe muchy, które rozwinęły się z ta 
kich jaj posiadały sterylne gonady. Sterylizujący wpływ promieniowa
n ia  był jednak największy, gdy działano na najmłodsze jaja, a w miarę 
upływ u czasu coraz mniejszy procent zarodków wykazywał gonady ste

L I N I A  P Ł C I O W A  T E T R O D O N T O P H O R A  B I E L A N E N  S I S  295

http://rcin.org.pl



296 J. K L A G

rylne [29, 30]. Jednakże wstrzyknięcie do napromieniowanego jaja cy- 
toplazmy z tylnego bieguna jaj zdrowych, odtwarza zdolności tworzenia 
komórek biegunowych i tym samym płciowych [105].

Bardzo interesująco przedstawiają się wyniki doświadczeń pole
gających na przeszczepianiu bądź to jąder, bądź też fragmentów cyto- 
plazmy, pomiędzy jajami czy zarodkami Drosophila (ryc. 7). Illmensee 
i Mahowald [44] przeszczepiali plazmę biegunową niezmutowanych za
rodków Drosophila do przedniego bieguna albo do brzusznej części za-

Ryc. 7. Schemat ilustrujący doświadczenie, które wykazało zdolność plazmy bie
gunowej (zakreskowana część zarodka) do indukowania funkcjonalnych komórek  
płciowych. Górny rząd (1) przedstawia przeszczepianie oosomu do przedniego bie
guna; dolny rząd (2) do brzusznej części zarodka. A  i B — przeszczepianie cyto-  
plazmy, C i D — przeszczepianie komórek. A. — dawca nie zmutowany. B — bior
ca m w he4, C — dawca m w he4, D — biorca y sn8mal. Dalsze objaśnienia w  tekście

[42]

rodków szczepu mwhe4. W obręb tej wszczepionej cytoplazmy wchodzi
ły jądra zmutowanego szczepu i wraz z tą cytoplazmą, w nietypowym 
miejscu, bo na biegunie przednim zarodka albo w połowie jego długości, 
tworzyły się komórki prapłciowe zawierające genom mwhe4. Jeśli z kolei 
te komórki wszczepiono do tylnego bieguna zarodków szczepu y sn3mal, 
powstałe z nich muchy zawierały w gonadach komórki płciowe zarówno 
szczepu y sn3mal, jak i szczepu mwhe4. Stąd wydaje się pewny fakt, że 
plazma biegunowa zawiera rzeczywiście determinanty linii płciowej, 
które funkcjonują autonomicznie, niezależnie od miejsca, w którym się 
znajdują [42, 43].
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Przeszczepianie plazmy biegunowej D. immigrans do zarodków 
D. melanogaster wykazało, że determinanty linii płciowej nie są specy
ficzne gatunkowo, lecz funkcjonują także w zarodkach innego gatunku 
indukując w nim powstawanie funkcjonujących komórek płciowych [45,
74],

b. B A D A N I A  C Y TO C H EM IC ZN E I U L T R A S T R U K T U R A L N E

Liczne badania cytochemiczne przeprowadzone na poziomie mikro
skopu świetlnego nad oosomem owadów wykazały obecność RNA w tej 
strukturze [15, 78, 99]. Na poziomie mikroskopu elektronowego stwier
dzono, że tworzące oosom ziarna biegunowe zawierają RNA, gdyż gę
stość elektronowa powstała po traktowaniu skrawków trójchlorkiem in
du zanika, jeśli się je trawi kwasem nadchlorowym [69], Poulson i Wa
terhouse [84] naświetlając tylne bieguny zarodków D. melanogaster i Lu
cilia curpina promieniami UV o różnej długości fali stwierdzili, że na j
większy efekt powodują promienie o długości fali 253,6 nm, które są 
najmocniej absorbowane przez RNA. Warto tu  jednak zwrócić uwagę, 
że, jak wykazały badania Mahowalda [69], zdolność ziarn biegunowych 
do wiązania indu lub barwienia barwnikami zasadowymi zanika u D. m e
lanogaster wraz z rozwojem blastodermy, czyli po wyodrębnieniu się
komórek biegunowych.

Badania ziarn biegunowych D. melanogaster, przeprowadzone za po
mocą mikroskopu elektronowego przez Mahowalda [66] i powtórzone 
przez Ullmann [102] ujawniły, że elementy te zbudowane są z m ateria
łu ziarnisto-włóknistego, skupionego w grudki, nie otoczone żadną bło
ną cytoplazmatyczną i często zawierające jasny rdzeń. Podobnie zbudo
wane !są te ziarna u Coelopa frigidą /[91, 92], a także u wielu innych 
gatunków owadów (ryc. 2, 8) [67]. Pomimo znacznych podobieństw 
w wyglądzie tych ziarn, spowodowanych głównie strukturą materiału 
budującego je, szczegółowe badania wyglądu, rozmieszczenia, a także 
zachowania się ich w czasie rozwoju u różnych gatunków Drosophila 
ujawniły wiele cech specyficznych gatunkowo [15, 67].

Ziarna biegunowe Tetrodontophora bielanensis mają postać regu
larnych kul zbudowanych z materiału o podobnej strukturze jak u Dipte- 
ra (ryc. 2). Mają one wielkość mitochondriów i często stykają się z ty 
mi organellami [61, 62],

U innych owadów, takich jak Leptinotarsa decemlineata [32], Mias- 
tor sp. [71], Anurida maritima  czy Proisotoma minuta  [100], elementy 
budujące oosom mają wygląd nieregularnej sieci utworzonej z masy 
elektronowo gęstego, ziarnisto-włóknistego materiału, bardzo podobne
go do materiału budującego ziarna biegunowe u opisanych gatunków.
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C. M E C H A N IZ M Y  D Z IA Ł A N IA  D E T E R M IN A N T Ó W  P Ł C IO W Y C H

Mechanizmy determinacji komórek linii płciowej owadów są, moim 
zdaniem, uniwersalne i dotyczą wszystkich zwierząt posiadających w ja 
jach wyznaczniki toru płciowego (ziarna P  Aschelminthes, ciałko barwli- 
we Chaetognatha, ektosomy Copepoda, ziarna biegunowe owadów, cyto- 
plazma płciowa płazów itp.). O prawidłowości takiego sądu świadczą 
między innymi dobrze udokumentowane podobieństwa zachowania się 
tych elementów u owadów i u płazów [10, 28, 73, 93].

U wszystkich gatunków owadów, gdzie ziarna biegunowe badano 
w trakcie rozwoju zarodkowego, stwierdzono zmiany w ich strukturze 
i rozmieszczeniu ściśle zależne od stadium rozwojowego [15]. W nor
malnym rozwoju zmiany prześledzono najlepiej u różnych gatunków 
Drosophila [67, 68], u Miastor sp. [71], w pierwszych stadiach rozwojo
wych Coelopa jrigida [92] i w czasie rozwoju zarodkowego T. bielanen- 
sis [62].

Zmiany w strukturze i rozmieszczeniu ziarn biegunowych, w trak 
cie wyodrębniania się i tworzenia komórek prapłciowych, wiąże się z ich 
rolą w procesie determinacji tych komórek [91]. Ponadto, przy obser
wacji tych elementów w pobudzonych do rozwoju, niezapłodnionych 
jajach Coelopa jrigida stwierdzono, że zmiany są autonomiczne i zacho
dzą w ściśle określonym tempie, niezależnie od tego, czy jądra  komór
kowe są w pobliżu, czy ich nie ma [91],

Doświadczenia opisane w podrozdziałach a i b sugerują bardzo 
wyraźnie, że ziarna biegunowe, będące charakterystycznym składnikiem 
plazmy biegunowej, są siedliskiem determinantów płciowych, czyli sub
stancji, która skierowuje komórki biegunowe na drogę linii płciowej. 
Zarówno badania cytochemiczne, jak i naświetlanie promieniami UV

Rys. 8. Fragment komórki biegunowej M elasoma saliceti. Strzałki wskazują frag
menty oosomu; n — jądro. Pow. X29 000 

Ryc. 9. Zawiązek gonady T. bielanensis  zbudowany z nielicznych, mających niere
gularne jądra komórek prapłciowych, otoczonych spłaszczonymi komórkami soma
tycznymi. Strzałki wskazują trzy przekrojone jądra komórek somatycznych go

nady. Pow. X 550
Ryc. 10. T. bielanensis  w  okresie zakładania gonad. Aparat Golgiego (d) w  sąsiedz
twie zwoju siateczki śródplazmatycznej (er) otoczonej elektronowo gęstymi pęche

rzykami (strzałki). Pow. X 18 500 
Rys. 11. T. bielanensis  w  okresie zakładania gonad. Aparat Golgiego otoczony mi-

tochondriami. Pow. X 25 00')
Ryc. 12. T. bielanensis  w  okresie zakładania gonad. Stos błon pierścieniowych.

Pow. X48 000
Ryc. 13. T. bielanensis  w  okresie tworzenia gonad. „Rury” utworzone przez cyster

ny siateczki śródplazmatycznej wypełnione mitochondriami. Pow. X 16 000
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wskazują, że tą substancją jest RNA. Najbardziej prawdopodobnym 
kandydatem, spośród różnych rodzajów tego kwasu jest m-RNA. Od
kładany on jest w oocycie w trakcie oogenezy w formie zamaskowanej, 
a w momencie zapłodnienia komórki jajowej zostaje odblokowany i' kie
ruje produkcją specyficznego białka [65, 72, 104], które wchodzi do jądra  
komórkowego i wpływa w określony sposób na genom. Zmiany mor
fologiczne, obserwowane w obrębie ziarn biegunowych, m ają na cela 
wyeksponowanie w cząsteczkach tych miejsc, które w poprzednim uło
żeniu były nieaktywne [88-70, 73, 91, 92], Stąd wynika następne 
zagadnienie: ile musi być determinantów w komórce, by została ona 
zdeterminowana w kierunku linii płciowej i co się dzieje, gdy jest ich 
za mało. Doświadczenia Jazdowskiej-Zagrodzińskiej [46], jak i oblicze
nia teoretyczne oparte na różnych eksperymentach [41] sugerują, że 
w komórce musi być dostateczna liczba determinantów, by ich działal
ność była skuteczna. Gdy są, ale w niewystarczającej ilości, komórka 
taka degeneruje [61]. Skoro więc determ inanty płciowe działają tak 
zdecydowanie i drastycznie, wydaje się bardzo mało prawdopodobne, by~ 
komórki biegunowe, zdeterminowane w kierunku linii płciowej, mogły 
budować tkanki somatyczne, jak to sugerują niektórzy badacze [3, 4, 
38, 82, 83], Tym bardziej, że znanych jest wiele faktów wskazujących,. 
że komórki prapłciowe, które nie dotarły do gonad, nie stają się komór
kami żółtkowymi czy komórkami jelita, lecz degenerują [48, 49, 63, 103].

Możliwe są dwa sposoby oddziaływania determinantów na genom 
komórki, w której się znalazły. Pierwszy — byłby działaniem pozytyw
nym i polegałby na odblokowaniu (derepresji) specyficznego odcinka ge
nomu, drugi — negatywnym, a determ inanty płciowe uniemożliwiały
by danym komórkom różnicowanie się ich w kierunku linii somatycz
nej przez blokowanie (represję) specyficznego odcinka genomu. Zagad
nienie to wyraźnie uwidacznia wczesny rozwój zarodkowy T. bielanensis 
[62]. U tego gatunku działanie determinantów płciowych jest bez wątpie
nia pozytywne, gdyż pierwszymi komórkami, które zmieniają wyraźr.ie 
swą u ltrastrukturę  i w rezultacie odróżniają się od pozostałych komó
rek są, obok pierwotnych komórek żółtkowych, komórki prapłciowe. 
Pozostałe komórki somatyczne w tym  okresie dzielą się, ale nie zmie
niają swej u ltrastruk tury  [61, 62],

3. WĘDRÓWKI KOMÓREK PRAPŁCIOWYCH

Proces gametogenezy stawonogów zawsze toczy się w gonadach. 
Tylko w tych narządach gonocyty znajdują warunki odpowiednie do 
prawidłowego przeprowadzenia tego procesu. Komórki prapłciowe p)-
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wstają jednak w miejscach odległych od gonad, muszą więc do nich 
przewędrować.

W zarodkach skorupiaka Hemimysis  (Malacostraca) komórki p ra
płciowe powstają na początku gastrulacji i wędrują ,,o własnych si
łach” do zawiązka gonady, który znajduje się pomiędzy segmentem II 
pary  szczęk a I segmentem tułowiowym. Kiedy zarodek osiągnie odpo
wiedni stopień rozwoju, komórki prapłciowe wędrują znowu, by zająć
swą ostateczną pozycję [8],

Komórki prapłciowe T. bielanensis m igrują w dwóch etapach.
Pierwsza faza obejmuje wycofywanie się w głąb żółtka świeżo powstałych 
w powierzchniowych częściach zarodka komórek prapłciowych. Komórki, 
po tej fazie wędrówki, gromadzą się w jednej albo kilku grupach we 
wnętrzu żółtka. Drugi etap wędrówki rozpoczyna się w chwili, gdy 
w odwłoku zarodka rozwinęła się już mezoderma. Wtedy pierwotnie 
duże grupy komórek prapłciowych rozpadają się na mniejsze (po 2-6 
komórek) i znowu w sposób aktywny wędrują do określonych rejonów
odwłoka [50, 63].

Na tylnym  biegunie jaja Icerya purchasi (Hemimetabola) (ryc. 14) 
zgrupowane są bakterie symbiotyczne, wokół których tworzą się ko
mórki prapłciowe (ryc. 14 A, B ). Prążek zarodkowy zakłada się w są
siedztwie grupy komórek prapłciowych i rośnie w kierunku przednim 
rozpychając kule żółtka (ryc. 14 C, D). W trakcie wzrostu prążka za
rodkowego, na jego szczycie znajduje się grupa komórek prapłciowych, 
biernie przenoszona przez rosnący prążek zarodkowy. Kiedy prążek 
zarodkowy zaczyna się fałdować (ryc. 14 E, F), komórki prapłciowe od
ryw ają się od niego i wchodzą aktywnie pomiędzy komórki rozwijają
cej się mezodermy odwłoka (ryc. 14 G, H, I) [86]. Podobnie zachowują 
się komórki prapłciowe wielu innych Hemimetabola [3, 8].

Komórki prapłciowe większości Holometabola powstają poza obrę
bem blastodermy (komórki biegunowe). Wraz z rozwojem zarodka, do 
wpuklającego się proctodaeum, wciskają się komórki prapłciowe i wraz 
z jego wzrostem są transportowane w kierunku przednim. Kiedy się 
kończy wzrost proctodaeum, komórki prapłciowe rozdzielają się na dwie 
grupy i wędrują, tym razem aktywnie, przeciskając się pomiędzy ko
mórkami jelita tylnego zasiedlają odpowiednie obszary mezodermy [4, 48, 
103]. Wśród owadów uskrzydlonych są i takie gatunki, jak Haplothrips 
verbasci [38] albo Liposcelis divergens [3], gdzie komórki prapłciowe 
są całkowicie biernie transportowane do zawiązków gonad przez wydłu
żający się prążek zarodkowy (ryc. 15).

Z tego krótkiego omówienia sposobów wędrówki komórek prapłcio
wych u stawonogów widzimy, że u skorupiaków i Collembola komórki 
prapłciowe poruszają się ruchem aktywnym, a ruchy bierne mają

i
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Ryc. 14. Schemat pokazujący drogę komórek prapłciowych. Icerya purchasi  z b ie
guna tylnego do związków gonad, s — zgrupowanie symbiontycznych bakterii, 
wokół których tworzą się komórki prapłciowe (kp) (A i B). Komórki prapłciowe
z symbiontami tworzą zespół (ms), który jest transportowany do wnętrza jaja przez.

wydłużający się prążek zarodkowy (z) (C, D, E i F)

mniejsze znaczenie. Natomiast u owadów uskrzydlonych ruch ten jes t 
albo całkowicie bierny, albo składa się z dwu faz. Pierwsza obejmuje 
bierny transport komórek prapłciowych wraz z przemieszczającymi się 
w ruchach morfogenetycznych tkankami organizującego się zarodka [88], 
druga zaś jest ruchem aktywnym.

Po raz pierwszy ruch komórek prapłciowych dokładniej, bo za po
mocą mikroskopu elektronowego, zbadano u T. bielanensis [63]. Prze
biega on w sposób następujący. W wędrującej grupie komórek pra
płciowych występuje komórka prowadząca, często posiadająca cienką 
wypustkę wciśniętą pomiędzy kule żółtka sąsiednich komórek żółtkowych 
(ryc. 16) Filopodium takie jest początkowo wypełnione jedynie mikro- 
filamentami (ryc. 16A), ale wkrótce się rozszerza i wypełnia cytoplazmą 
z rybosomami (ryc. 16B). Następnie do rozszerzającej się wypustki wcho
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dzą cysterny siateczki śródplazmatycznej, mitochondria i pozostałe or
ganelle, a na końcu wchodzi jądro komórkowe. Jednocześnie cytoplaz- 
ma komórki prowadzącej wycofuje się z dotychczas zajmowanej pozycji 
(rye. 16C). W zarodkach T. bielanensis stosunkowo rzadko spotyka się

Ryc. 15. Schemat pokazujący drogę ko
mórek prapłciowych Haplothrips  v e r b a 
sci transportowanych całkowicie biernie 
z miejsca ich powstawania w  obrąbie 
plazmy biegunowej (pb) do zawiązków  
gonad (kpg); ae — aeropyle, kp — ko
mórki prapłciowe, z — prążek zarodko
wy, h — część głowowa zarodka [38]

na skrawkach wypustki wędrujących komórek prapłciowych, nawet gdy 
skrawa się materiał w płaszczyźnie wędrówki. Świadczy to o tym, że 
wędrują one etapami. To znaczy, że po wysunięciu wypustki i rozepcha
niu komórek żółtkowych, wciągana jest w to miejsce cytoplazma i dopie
ro po pewnym okresie spoczynku wysuwana jest następna wypustka. 
Nie można więc mówić, że u T. bielanensis komórki prapłciowe w ędrują 
ruchem ameboidalnym, gdyż jest to ruch podobny do ruchu robaka 
płaskiego raczej niż ameby.

4. TWORZENIE SIĘ GONAD

Komórki prapłciowe kręgowców, wchodzące do zawiązków gonad, 
były dosyć często badane za pomocą mikroskopu elektronowego [12,
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Ryc. 16. T. bielanensis.  Schemat wędrówki komórek prapłciowych pomiędzy ko
mórkami żółtkowymi, A  — komórka w ysuw a filopodium, B — filopodium się roz

szerza, C — cała komórka znajduje się na now ym  miejscu [63]

13, 23, 24, 47, 53, 81, 94], natomiast u bezkręgowców prace takie były 
do tej pory prowadzone tylko sporadycznie [11, 59, 60, 63, 64, 76],

Komórki prapłciowe owadów wchodzące pomiędzy komórki mezo- 
dermalne (ryc. 9) mają ogólny wygląd komórek mało zróżnicowanych. 
W cytoplazmie, o niezbyt wielkiej liczbie rybosomów, rozmieszczone 
są mniej więcej równomiernie także niezbyt liczne organelle. Sporadycz
nie występują pojedyncze, krótkie cysterny, lub pęcherzyki siateczki 
śródplazmatycznej, drobne mitochondria, pojedyncze diktiosomy. Nato
miast jądro, w okresie zakładania gonad, wygląda różnie u różnych ga
tunków. U takich gatunków jak Melasoma saliceti (ryc. 3), Bom byx mori
[76] czy Thermobia domestica [59] jądro jest kuliste, u innych, jak
T. bielanensis [64], jest niezwykle bogato porozgałęziane.

Jak już zostało powiedziane, w komórkach prapłciowych, w okresie 
powstawania gonad występuje niewiele typowych organelli komórkowych. 
Jednak zwraca uwagę fakt, że czasami występują one w niezwykłych 
powiązaniach. U T. bielanensis spotykamy na przykład stosy błon pier- 
ścieniowanych (ryc. 12), zwoje siateczki śródplazmatycznej w towarzys
twie elektronowo .gęstych pęcherzyków (ryc. 10), dalej, stosy siateczki 
śródplazmatycznej, rozdzielające warstwy mitochondriów (ryc. 18), zwo-
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Ryc. 17. T. bielanensis  w  okresie powstawania gonad. Zwój cystern siateczki 
śródplazmatycznej zaopatrzonych tu i ówdzie w  kompleksy porowe (strzałki)

podobne do por otoczki jądrowej. Pow. X 18 000 
Ryc. 18. T. bielanensis  w  okresie zakładania gonad. Elektronogram pokazu
je ścisłe powiązanie pomiędzy mitochondriami a cysternami siateczki śród
plazmatycznej, które zaopatrzone są w  sporadycznie rozmieszczone komplek

sy porowe (strzałki). Pow. X 12 500

— P o s t ę p y  B io l .  K o m . 4/83
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je siateczki śródplazmatycznej z rozmieszczonymi sporadycznie poje
dynczymi porami, podobnymi do por w otoczce jądrowej (fyc. 17), rury , 
utworzone przez cysterny siateczki wypełnione mitochondriami (ryc. 13), 
diktiosomy, otoczone ściśle mitochondriami (ryc. 11) itp. Znaczenie tych 
nietypowych powiązań nie jest znane [63], chociaż nasuwa się wrażenie, 
że w komórkach prapłciowych tego okresu toczą się jakieś niezwykle 
kosztowne energetycznie procesy.

Ryc. 19. Schemat ilustrujący kolejne stadia wydostawania się ciała jąderkopodob- 
nego z jądra (n) do cytoplazmy (c) w  komórkach prapłciowych T. bielanensis

w  okresie zakładania gonad [64]

U T. bielanensis bardzo bogato ukształtowane jądro komórkowe 
i liczne kompleksy różnych organelli z mitochondriami świadczą o wy
sokim stopniu aktywności komórek gonialnych po utworzeniu gonad. 
Widocznym dowodem na istnienie podwyższonej aktywności jąder u te
go gatunku jest powstawanie w jądrach i wydalanie z nich do cytoplaz
my ciał jąderkopodobnych (ryc. 19) [64].

Ciała jąderkopodobne zostały znalezione w prewitelogenicznych oocy- 
tach, w oogoniach i spermatogoniach, w niektórych bardzo aktywnych 
komórkach somatycznych, a także w przypadkach zaburzonej nukleo- 
genezy (przegląd w: [64]). W nielicznych przypadkach ciała jąderko
podobne, a czasami i jąderka właściwe, wydostają się do cytoplazmy 
w całości. Wydaje się, że zjawisko to zachodzi w przypadkach najwyż
szej aktywności jąder, kiedy produkty transkrypcji są masowo dostar
czane do cytoplazmy, a więc w najwcześniejszych stadiach rozwojowych 
ssaków [31, 90, 96] oraz w prewitelogenicznych oocytach Thyone bria- 
reus [54], Physa acuta [101] i Ciona intestinali [75]. Wiadomo, że ko
mórki te charakteryzuje ogromna aktywność syntetyczna jąder i cyto
plazmy. Fakt, że zjawisko wyrzucania ciał jąderkopodobnych in toto 
zachodzi w komórkach prapłciowych T. bielanensis w okresie tworzenia 
gonad, świadczy także o niezwykle wysokiej aktywności ich jąder w tym  
okresie.
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5. „NUAGE”

Młode komórki rozrodcze w gonadach badane były dosyć intensyw
nie u bardzo wielu grup zwierząt [19]. Zwłaszcza oocyty i spermatocy- 
ty, jako komórki, od których rozpoczyna się proces gametogenezy, ba
dane były szczególnie dokładnie. Spośród wielu cech, w ultrastrukturze 
tych komórek, na które badacze zwrócili uwagę, jedną z najciekawszych 
jest obecność skupień elektronowo gęstego materiału nie otoczonego 
błoną, który przez Andre i Ruillera [9], w oocytach Taegeneria domes
tica, został nazwany „nuage” (chmura). Nazwa ta, która dobrze oddaje 
wygląd tych struktur, ale nie sugeruje niczego co do ich funkcji, przy
jęła się dosyć powszechnie i określa się nią wszelkie podobnie w y
glądające skupienia u różnych zwierząt [19]. Na szczególną uwagę za
sługuje tu  fakt, że u wszystkich gatunków bezkręgowców, jak i k rę
gowców, materiał tworzący podobne skupienia ma podobną strukturę. 
Należy tu przypomnieć, że ziarna biegunowe, ciałka barwliwe, ekto- 
somy i inne elementy opisywane w jajach i zarodkach różnych zwierząt, 
a uważane za determ inanty płciowe mają także strukturę podobną do 
nuage.

U kilku gatunków, u których przebadano komórki linii płciowej 
w ciągu całego cyklu życiowego [2, 18, 22, 51, 67, 68, 70, 80] opisywano 
ciągłą obecność „charakterystycznych dla komórek linii płciowej sku
pień elektronowo gęstego nie otoczonego błoną, granulofibrylarnego m a
teriału”. W związku z tym bardzo wielu badaczy nabrało przeświad
czenia, że substancja ta, która jest charakterystyczna dla komórek 
linii płciowej i nie występuje w komórkach somatycznych, pełni funk
cję determinacji tych komórek, utrzymywania ich odrębności i kiero
wania procesami gametogenezy [10, 79]. Próbowano przy tym rozstrzyg
nąć, czym pod względem chemicznym jest nuage. Okazało się, że 
w strukturach tych jedni badacze znajdywali RNA i białko zasadowe, 
a inni samo białko [19], Sprawa okazała się jeszcze bardziej kontrower
syjna, gdy skupienia nuage odkryto w komórkach somatycznych. Ciała 
te zostały znalezione zarówno w komórkach blastemy regenerujących 
wypławków [16, 40, 95], w komórkach nerwowych ssaków [39, 57, 58, 
89], jak i w tkankach wczesnych zarodków ssaków [97, 98]. Wiadomo 
więc teraz na pewno, że „skupienia elektronowo gęstego, nieobłonionego 
m ateriału” nie są strukturam i spotykanymi wyłącznie w komórkach 
linii płciowej. Wiadomo także, że nie zawsze jest w nich RNA.

Zauważono także, że nuage jest wprawdzie podobny u wszystkich 
zwierząt i we wszystkich stadiach, ale nie identyczny i często wystę
puje w różnych postaciach morfologicznych. Na przykład, w jednym ze 
stadiów rozwojowych spermatogenezy szczura wykryto aż sześć różnych
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postaci nuage [87]. W różnych stadiach embriogenezy D. melanogaster 
[68], czy T. bielanensis [62, 64], skupienia nuage mają także nieco inną 
postać. Ponadto, w nuage tego ostatniego gatunku, kilka razy w trakcie 
rozwoju zarodkowego pojawia się RNA i zanika, a pod koniec rozwoju 
w każdej komórce prapłciowej łączą się ze sobą dwie postacie nuage, 
z których jedna zawiera RNA, a druga nie [64].

Nasuwa się więc oczywisty wniosek, że w różnych stadiach rozwo
jowych tego samego gatunku, a nawet w obrębie jednej komórki w da
nym stadium, „elektronowo gęste skupienia materiału ziarnisto-włóknis- 
tego nie otoczone błoną” są czymś innym i pełnią różną funkcję. A jeśli 
tak, to z pewnością czym innym są skupienia nuage w komórkach ukła
du nerwowego szczura, a czym innym w zapłodnionym jaju Drosophila, 
a jeszcze czymś innym w somatycznych komórkach wypławków, czy 
w tkankach zarodków szczura. Nuage posiadające RNA może zawierać 
rybosomalny RNA [5, 54-56], albo m-RNA [34-36], natomiast nuage biał
kowe, pozbawione RNA, w takich zróżnicowanych komórkach, jak ko
mórki układu nerwowego ssaków [39, 57, 58, 89], czy pewne rodzaje 
nuage w spermatogenezie różnych zwierząt [17, 21, 52] mogą być, jak 
to sugerują doświadczenia Kalta i wsp. [52], magazynami tubuliny. 
W innych przypadkach, inny rodzaj białkowego nuage może pełnić ro
lę w biogenezie mitochondriów [14, 20],

Dalsze badania pozwolą, z pewnością określić, przy jakich stanach 
komórki pojawia się w cytoplazmie ten czy inny rodzaj nuage i jaką, 
w tej sytuacji pełni on rolę.

/  6. PODSUMOWANIE

Nie ma obecnie wątpliwości, że komórki prapłciowe owadów sta
nowią jedyne źródło gamet. Trudno także negować rolę, jaką u wszyst
kich gatunków odgrywają ziarna biegunowe (oosom) w determinacji tych 
komórek we wczesnych stadiach rozwojowych. Jednakże widoczne w mi
kroskopie elektronowym skupienia nieobłonionego materiału tworzące 
oosom są, jak się wydaje, jedynie siedzibą substancji będących właści
wymi determinantami. Dalsze badania są więc konieczne w celu okreś
lenia natury  tych substancji i sposobu ich działania.

Jak to już podkreśliłem, uważam, że mechanizmy działania de
terminantów płciowych są uniwersalne. Nie uważam jednak, by wszyst
kie morfologiczne postaci nuage spotykane w różnicujących się game
tach i niektórych komórkach somatycznych były kontynuacją ziarn bie
gunowych (czy analogicznych struk tur będących siedliskiem determi
nantów płciowych). Z pewnością, są pewne postaci nuage, które powsta
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ją przez transformację materiału ziarn biegunowych, są ich kontynua
cją przez pewien okres życia danego pokolenia i pełnią w komórkach 
linii płciowej jakieś ważne, a nie znane funkcje. Jednakże większość 
postaci nuage spotykanych w oocytach i spermatocytach, a zwłaszcza 
w komórkach somatycznych, nie pochodzi, z pewnością, od ziarn bie
gunowych. Te postaci nuage mają inne pochodzenie i, najprawdopo
dobniej, pełnią też zupełnie inne funkcje. Określenie tych funkcji, bez 
wątpienia, przybliży nas do rozwiązania problemu różnicowania komór
kowego.

Autor składa serdeczne podziękowanie pani mgr Stanisławie Kuzyk 
za wykonanie rysunków do tego artykułu.

#

LITERATURA

[1] ACHTELING M., KRAUSE G., Experimente am Ungefurchten Ei von  
P im pla  turionellae (Hymenoptera)  zur Funktionsanalyse des Oosombereichs, 
W ilhelm R oux’s Arch., 167: 164— 182, 1971.

[2] A1MUKHTAR K. A. K., WEBB A. C., An ultrastructural study of primor
dial germ cells, oogonia and early oocytes in X en o p u s  laevis,  J. Embr. 
exp. Morph., 26: 195—217, 1971.

[3] ANDERSON D. T., The embryology of Dacus tryon i  (Diptera)  the Q ueens
land fruit fly, J. Embr. exp. Morph., 10: 248—292, 1962a.

[4] ANDERSON D. T., The epigenetics of the larva in Diptera,  Acta Zool., 
43: 221—228, 1962b.

[5] ANDERSON E., Oocyte differentiation and vitellogenesis in the roach 
Perip laneta  americana,  J. Cell Biol., 20; 131— 155, 1964.

[6] ANDERSON D.T., Developm ent of Hemimetabolous insects, |[w] D evelop
mental System s Insects, red. S. J. Counce, C. H. Waddington, Pergamon  
Press, N ew  York 1972a, s. 95— 164.

[7] ANDERSON D. T., Developm ent of Holometabolous insects, [w] D evelop
mental Systems Insects, red. S. J. Counce, C. H. Waddington, Pergamon  
Press, N ew  York, 1972b, s. 165—241.

[8] ANDERSON D. T., Embryology and Phylogeny in A nnelids  and A rthropods .  
Pergamon Press, Oxford, N ew  York, 1973.

[9] ANDRE J., ROUILLER C., L ’ultrastructure des la membrane nucleaire  
des ovocytes de l ’araignee (Tegenaria dom estica  Clark), [w] Proc. European  
Region. Conf. Electron Mic., Stockholm 1956, Academ ic Press, N ew  York  
1957, s. 162— 164.

[10] BEAMS H. W., KESSEL R. G., The problem of germ cell determinants, 
Int. Rev. Cytol., 39: 413—479, 1974. !

[11] BRISSON P., Observation ultrastructurale des cellules germinales chez
l ’embryon d’Acroloxus lacustris (G asteropode  Pulmone),  C. R. Acad. Sci. 
Paris, 277: 2205—2208, 1973.

[12] BRUSLE S., Etude ultrastructurale des cellules germinales primordiales
et leur differenciation chez Mugil cephalus,  Bull. Assoc. Anatomistes, 64: 
207—216, 1980.

[13] CLARK J. M., EDDY E. M., Fine structural observations on the origin

http://rcin.org.pl



310 J. K L A G

and associations of primordial germ cells of the mouse, Developm. Biol., 47: 
136—155, 1975.

[14] CLEROT J. C., Les grouppements mitochondriaux des cellules germinales
des poissons teleosteens Cyprinid.es. I. Etude ultrastructurale, J. Ultrastruct.
Res., 54: 461—475, 1976.

[15] COUNCE S. J., Developmental morphology of polar granules in Drosophila  
including observations on pole cell behaviour and distribution during
embryogenesis, J. Morphol., 112: 129—145, 1963.

[16] COWARD S. J., Chromatoid bodies in somatic cells of the planarian: obser
vations on their behaviour during mitosis, Anat. Rec., 180; 533—546, 1974.

[17] EDDY E. M., Cytochemical observations on the chromatoid body of the
male germ cells, Biol. Reprod., 2: 114—128, 1970.

[18] EDDY E. M., Fine structural observation on the form and distribution of
nuage in germ cells of the rat, Anat. Rec., 178: 731—738, 1974.

'£19] EDDY E. M., Germ plasm and the differentiation of the germ cell line,
Int. Rev. Cytol., 43: 229—280, 1975.

[20] EDDY E. M., ITO S., Fine structural and radioautographic observations on
dense perinuclear cytoplasmatic material in tadpole oocytes, J. Cell Biol., 
49: 90—108, 1971.

[21] FAWCETT D. W., EDDY E. M., PHILLIPS D. M., Observations on the fine  
structure and relationships of the chromatoid body in mammalian sperma
togenesis, Biol. Reprod., 2: 129—153, 1970.

[22] FRANCHI L. L., MANDL A., The ultrastructure of germ cells in foetal
and neonatal male rats, J. Embr. exp. Morph., 12: 289—308, 1964.

[23] FUJIMOTO T., MIYAYAMA Y., FUYUTA M., The origin, migration and
fine morphology of human primordial germ cells, Anat. Rec., 188: 315— 
330, 1977.

[24] FUJIMOTO T., UKESHIMA A., FUYUTA M., The origin, migration and
morphology of the primordial germ cells in the chick embryo, Anat. Rec., 
185: 139— 154, 1976.

[25] GANCARZEWICZ B., RNA we wczesnych stadiach rozwoju zarodkowego
Tetrodontophora  bielanensis.  Analiza histochemiczna, Zesz. Nauk. UJ, Zool., 
393: 85—94, 1975.

[26] GEIGY R., Action de l ’ultraviolet sur le póle germinale dans 1’oeuf de 
Drosophila m elanogas ter , Rev. Suisse Zool., 38: 187—288, 1931.

[27] GEYER-DUSZYŃSKA I., Experimental research on chromosome elim ina
tion in C ecidom yidae  (D ip tera ), J. exp. Zool., 141: 391—488, 1959.

[28] GIPOULOUX J. D., „Cytoplasme germ inale” et determination germinale chez 
les amphibiens anoures, Ann. Biol., 14; 475—487, 1975.

[29] GRAZIOSI G., MARCARI R., D ifferential responses to ultraviolet irradia
tion of the polar cytoplasm of Drosophila  eggs: II. Response to dose, Wilhelm  
Roux’s Arch., 179: 291—300, 1976.

[30] GRAZIOSI G., MICALI F., Differential responses to ultraviolet irradiation
of the polar cytoplasm of Drosophila  eggs, W ilhelm R oux’s Arch., 175: 
1—11, 1974.

[31] HADEK R., SWIFT H., Nuclear extrusion and intracisternal inclusions in 
the rabbit blastocyst, J. Cell Biol., 13: 445—451, 1962.

[32] HAGET A., Caracteristiques ultrastructurales du póle posterieur et de 
l ’oosome, dans l ’oeuf jeune du Coleoptere Leptinotarsa  decemlinaeta,  
C. R. Acad. Sci. Paris, 275: 2737—2740, 1972.

http://rcin.org.pl



L I N I A  P Ł C IO W A  T E T R O D O N T O P H O R A  B I E L A N E N S I S 311

[33] HALKKA L., Accumulation of gene products in the previtellogenic oocytes
of the dragonfly Cordulia aenea. An ultrastructural and cytochemical study, 
Academic Dissertation, Dept. Genetics, University of Helsinki, 1980.

[34] HALKKA L., HALKKA O., Accumulation of gene products in the oocytes
of the dragonfly Cordulia aenea. I. The nematosomes, J. Cell Sci., 19: 103— 
115, 1975.

[35] HALKKA L., HALKKA O., Accumulation of gene products in the oocytes
of the dragonfly Cordulia  aenea. II. Induction of annulate lam ellae within  
dense masses during diapause, J. Cell Sci., 26: 217—228, 1977.

[36] HEGNER R. W., Effects of removing the germ cell determinants from the
eggs of some chrysomelid beetles, Biol. Bull., 16: 19—26, 1908.

[37] HEGNER R. W., Studies on germ cells. I. The history of germ cells in in
sects. II. The origin and significance of the keimbahn determinants in ani
mals, J. Morphol., 25: 375—499, 1914.

[38] HEMING B. S., Origin and fate of germ cells in male and fem ale embryos
of H aplothrips  verbasc i  (Insecta, Thysanoptera),  J. Morphol., 160: 323—344, 
1979.

[39] HINDELANG-GERTNER C., STOECKEL M., PORTE A., DELLMAN H„
MADARASZ B., Nematosomes or nucleolus-like bodies in hypothalamic neu
rons, the subfornical organ and adenohypophysial cells of the rat, Cell Ti
ssue Res., 155: 211—219, 1974.

[40] HORI I., An ultrastructural study of the chromatoid body in planarian re
generative cells, J. Electron Mic., 31: 63— 72, 1982.

[41] IJIRI K., EGAMI N., A mathematical model for germ cell determination
process and effect of ultraviolet light on the process, J. theor. Biol. 58: 
15— 32, 1976.

[42] ILLMENSEE K., Nuclear and cytoplasmic transplantation in Drosophila,  [w]
Insect Development, red. P. A. Lawrence, B lakwell Sci. Publ., London 1976, 
76—96.

143] ILLMENSEE K., Drosophila chimeras and the problem of determination,
[w] Genetic Mosaics and Cell Differentiation, red. W. J. Gehring, Springer 
Verl., Berlin 1978, 51—69.

[44] ILLMENSEE K., MAHOWALD A. P., The autonomous function of germ
plasm  in a somatic region of the Drosophila  egg, Exp. Cell Res., 97: 127— 
140, 1976.

[45] ILLMENSEE K., MAHOWALD A. P., LOOMIS M., The ontogeny of germ
plasm  during oogenesis in Drosophila,  Devi Biol., 49: 40—65, 1976.

[46] JAZDOW SKA-ZAGRODZIŃSKA B., Experimental studies on the role of
polar granules in the segregation of pole cells in Drosophila  melanogaster, 
J. Embryol. exp. Morph., 16: 391—399, 1966.

[47] JEON K. W., KENNEDY J. R., The primordial germ cells in early mouse
embryos: light and electron microscopic studies, Developm. Biol., 31: 275—284,
1973.

[48] JURA C., Cytological and experim ental observations on the origin and fate
of pole cells in Drosophila viril is  Sturt. I. Cytological analysis, Acta Biol.
Crac., 7: 59—73, 1964a.

[49] JURA C., Cytological and experimental observations on the origin and fate
of pole cells in Drosophila viril is  Sturt. II. Experimental analysis, Acta Biol. 
Crac., 7: 89— 103, 1964b.

i

[50] JURA C., Origin of germ cells and gonads formation in embryogenesis of

http://rcin.org.pl



312 J. K L A G

Tetrodontophora bielanensis  (Waga) (Collem bola ), Acta Biol. Crac., 9: 97—
103, 1967.

[51] KALT M. R., Ultrastructural observations on the germ line of X en o p u s  lae
vis, Z. Zellforsch., 138: 41—62, 1973.

[52] KALT M. R., PINNEY H., GRAVES K., Inhibitor induced alterations of
chromatoid bodies in male germ line cells of X enopus  laevis,  Cell Tissue  
Res., 161: 193—210, 1975.

[53] KAMIMURA M., KOTANI M., YAMAGATA K., The migration of presum p
tive primordial germ cells through the endodermal cell mass in X en o p u s  
laevis: A  light and electron microscopic study, J. Embryol. exp. Morph., 
59: 1—17, 1980.

[54] KESSEL R. G., Some observations of the ultrastructure of the oocyte of
Thyone briareus  w ith special reference to the relationship of the Golgi com
plex and endoplasmic reticulum in the formation of yolk, J. Ultrastruct. 
Res., 16: 305—319, 1966.

[55] KESSEL R. G., Differentiation of A cm aea  digitalis  oocytes with special refe
rence to lipid-endoplasmic reticulum-annulate lamellae-polyribosome rela
tionships, J. Morphol., 171: 225—243, 1982.

[56] KESSEL R. G., BEAMS H., Intranucleolar membranes and nuclear cyto
plasmic exchange in young cryfish oocytes, J. Cell Biol., 39: 735— 741, 
1968.

[57] KISHI K., Two types of cytoplasmic nucleolus-like bodies. Observation o f
the serial sections of rat neurons, Arch. Histol. Jap., 35: 83—87, 1972a.

[58] KISHI K., Fine structural and cytochemical observations on cytoplasmic
nucleolus-like bodies in nerve cells of rat medulla oblongata, Z. Zellforsch., 
132: 523—532, 1972b.

[59] KLAG J., Differentiation of primordial germ cells in the embryonic develop
ment of Therm obia  domestica  (T hysanura ): an ultrastructural study, J. Em -
br. exp. Morph., 38: 93— 114, 1977a.

[60] KLAG J., Light and electron microscopis study of embryonic development
of gonads in Therm obia  domestica  (T h ysanura ) w ith special reference to in
tercellular contacts, Acta Biol. Crac., 20: 229—240, 1977b.

[61] KLAG J., Germ line of Tetrodontophora  bielanensis  (Insecta , C ollem bola ).
Ultrastructural study on the origin of primordial germ cells, J. Embr. 
exp. Morph., 72: 183—195, 1982a.

[62] KLAG J., Germ line of Tetrodontophora  bielanensis  (Insecta , C o l lem bola ).
2. Ultrastructural differentiation of primordial germ cells during early em -  
bryogenesis, Cytobios, 33: 173—182, 1928b.

[63] KLAG J., Germ line of Tetrodontophora  bielanensis (Insecta , C o llem bola )„
3. Migration of primordial germ cells, Cytobios (w druku).

[64] KLAG J., Germ line of Tetrodontophora  bielanensis  (Insecta , Collembola).
4. Nucleolus-like bodies extruded from the nucleus of primordial germ cells 
become a kind of „nuage”, Cytobios (w druku).

[65] LUNDQUIST A., EMANUELSSON H., Polar granules and pole cells in the
embryo of Colliphora e ry th ro cep h a la : ultrastructure and (8H) leucine labelling  
J. Embr. exp. Morph., 57: 79—93, 1980.

[66] MAHOWALD A. P., Fine structure of pole cells and polar granules in Dro
sophila melanogaster,  J. exp. Zool., 151: 201—215, 1962.

[67] MAHOWALD A. P., Polar granules of Drosophila. II. Ultrastructural changes.
during early embryogenesis, J. exp. Zool., 167: 237—262, 1968.

http://rcin.org.pl



L IN I A  P Ł C IO W A  T E T R O D O N T O P H O R A  B I E L A N E N S I S 313

[68] MAHOWALD A. P., Polar granules of Drosophila.  III. The continuity of po
lar granules during the life cycle of Drosophila,  J. exp. Zool., 176: 329—344, 
1971a.

[69] MAHOWALD A. P., Polar granules of Dros-ophila. IV. Loss of RNA from
polar granules during early stages of embryogenesis, J. exp. Zool., 176: 
345—352, 1971b.

[70] MAHOWALD A. P., Origin and continuity of polar granules, [w] Origin and
Continuity of Cell Organelles, red. J. Reinert, H. Ursprung, Springer Verlag,
New York 1971c, s. 159— 169.

[71] MAHOWALD A. P., Ultrastructural changes in the germ plasm during the
life cycle of Miastor (C ecidom yidae , Diptera),  Wilhelm R oux’s Arch., 176:
223—240, 1975.

[72] MAHOWALD A. P., The germ plasm of Drosophila:  an experim ental system
for the analysis of determination, Amer. Zool., 17: 551—563, 1977.

[73] MAHOWALD A. P., ALLIS C. D., KARRER K., UNDERWOOD E., W A
RING G., Germ plasm and pole cells of Drosophila,  [w] Determinants of Spa
tial Organization, red. S. Subtelny, Academic Press, London, N ew York 1979, 
s. 127—146.

[74] MAHOWALD A. P., ILLMENSEE K., TURNER F. R., Interspecific transplan
tation of polar plasm betw een Drosophila em bryos ,  J. Cell Biol., 70: 358— 
373, 1976.

[75] MANCUSO V., Ultrastructural aspects of the nucleus of Ciona intestinalis
oocyte, Acta Embryol. Exp., 1: 93— 106, 1972.

[76] MIYA K., Ultrastructural changes of embryonic cells during organogenesis
in the silkworm, B o m b y x  mori.  I. The gonad, J. Fac. Agric. Iwate Univ., 
12: 329—364, 1975.

[77] NELSON O. E., The segregation of germ cells in the grasshopper Melano-
plus d ifferentia l is  (A cr id id ae , Orthoptera),  J. Morphol., 55: 515— 544, 1934.

[78] NICKLAS R. B., An experim ental and descriptive study of chromosome e li
mination in Miastor sp. (Cecidomyidae, Diptera),  Chromosoma, 10: 310—336, 
1959.

[79] NIEUWKOOP P. D., SUTASURYA L. A., Primordial Germ Cells of Verte
brates, Cambridge Univ. Press, London, N ew  York 1979.

[80] NIEUWKOOP P. D., SUTASURYA L. A., Primordial Germ Cells of Inver
tebrates, Cambridge Univ. Press, London, N ew  York 1979.

[81] PELLINIEMI L. J., Ultrastructure of gonadal ridge in male and female pig
embryos, Anat. Embryol., 147: 19—34, 1975.

[82] POULSON D. F., The pole cells of Diptera,  their fate and significance, proc.
Nat. Acad. Sci. USA, 33: 182— 184, 1947.

[83] POULSON D. F., Histogenesis, organogenesis and differentiation in the em 
bryo of Drosophila melanogaster,  [w] The Biology of Drosophila, red. M. De-
merec, Wiley, N ew  York 1950, s. 168—274. ,

[84] POULSON D. F., WATERHOUSE D. F., Experimental studies on pole cells
and midgut differentiation in Diptera,  Aust. J. Biol. Sci., 13: 541—567, 1960.

[85] RICHARD-MERCIER N., Organogenese d ’ovaries et de testicules steriles ap-
res cauterisation des cellules polaires de l ’embryon du Doryphore  (Leptino-  
tarsa decem linea ta  Say), Wilhelm R oux’s Arch., 183: 171— 176, 1977.

[86] ROYER M. M., La formation des ebauches gonadiques dans l ’embryon de
l ’insecte hermaphrodite Icerya purchasi,  C. R. Acad. Sci. Paris, 276: 1605— 
1608, 1973.

http://rcin.org.pl



314 J. K L A G

[87] RUSSEL L., FRANK B., Ultrastructural characterization of nuage in sper
matocytes of the rat testis, Anat. Rec., 190: 79—98, 1978.

[88] SANDER K., Morphogenetic movements in insect embryogenesis, [w] Insect
Development, red. P. A. Lawrence, B lackwell Sci. Publ., London 1976, s. 35—
52.

[89] SANTOLAYA R. C., Nucleolus-like bodies in the neuronal cytoplasm of the
mouse arcuate nucleus, Z. Zellforsch., 146: 319—328, 1973.

[90] SCHUCHNER E. B., Ultrastructural changes of the nucleoli during early
development of fertilized rat eggs, Biol. Reprod., 3: 265—274, 1970.

[91] SCHWALM F. E., Autonomous structural changes in polar granules of un
fertilized eggs of Coelopa jr ig ida  (D ip tera ), W ilhelm R oux’s Archiv., 175: 
129—133, 1974.

[92] SCHWALM F. E., SIMPSON R., BENDER H. A., Early development of the
Kelp fly  Coelopa jr ig ida  (Diptera).  Ultrastructural changes w ithin the polar 
granules during pole cell formation, W ilhelm Roux’s Arch., 166: 205—218, 
1971.

[93] SMITH L. D., WILLIAMS M. A., Germinal plasm and determination of the
primordial germ cells, [w] The Developm ental Biology of Reproduction, red. 
C. L. Market, J. Papaconstantinou, Academic Press, N ew  York 1975, s. 3—24.

[94] SPIEGELMAN M., BENNETT D., A light and electron microscopis study of
primordial germ cells in the early mouse embryo, J. Embryol. exp. Morph., 
30: 97— 118, 1973.

[95] SPIEGELMAN D. F., DUDLEY P. L., Morphological stages of regeneration
in the planarian Dugesia tigrina:  a light and electron microscopic study, 
J. Morphol., 139: 155— 184, 1973.

[96] SZOLOSI D., Extrusion of nucleoli from pronuclei of the rat, J. Cell Biol., 
25: 545—562, 1965.

[97] TAKEUCHI I. K., Nucleolus-like bodies in the embryonic ectodermal and
mesodermal cells of postimplantation rat embryos, J. Electron Microsc., 29: 
186—189, 1980.

[98] TAKEUCHI I. K., Nucleolus-like bodies in rat egg cylinders; their presence
in the embryonic ectodermal cells and absence in the extraembryonic ecto
dermal cells, Zool., Magazine, 90: 374—377, 1981.

[99] TAMARELLE M., Contribution a l ’embryologie des Collemboles Arthropleo-
nes. These a l ’Universite de Bordeaux I, N° 80, 1972.

[100] TAMARELLE M., Recherches ultrastructurales sur la segregation et le de-
veloppement de la lingnee germinale chez les embryons de quatre collembo
les (Insecta, A p terygo ta ) ,  Int. J. Insect. Morphol. Embryol., 8: 95—111, 1979.

[101] TERAKADO K., Extrusion of intact nucleolus in oocytes of Physa  acuta,  J.
Electron Microsc., 24: 295— 297, 1975.

[102] ULLMANN S. L., Epsilon granules in Drosophila  pole cells and oocytes,
J. Embryol. exp. Morph., 13: 73—81, 1965.

[103] UNDERWOOD E. M., CAULTON J. H., ALLIS C. D., MAHOWALD A. P.,
Developmental fate of pole cells in Drosophila melanogaster.  Developm. Biol., 
77: 303—314, 1980.

[104] WARING G. L., ALLIS C. D., MAHOWALD A. P., Isolation of polar granu
les and the identification of polar granule specific protein, Developm. Biol., 
66: 197—206, 1978.

[105] WARN R., Restoration of fertility in UV irradiated Drosophila em b ryo s  by
injection of posterior pole plasm, J. Embr. exp. Morph.. 33: 1003—1011, 
1975.

http://rcin.org.pl



L I N I A  P Ł C IO W A  T E T R O D O N T O P H O R A  B I E L A N E N S I S 315

[106] WOLF R., Kinematik und Feinstruktur plasmatischer Faktorenbereiche des
Eies von W achtlie l la  persicariae  L. (D ip tera ). II. Das Verhalten ooplasmati- 
scher Teilsystem e nach Zentrifugierung in 4-Kern-Stadium, W ilchelm Roux’s
Arch., 163: 40—80, 1969.

[107] ZAMBONI L., MERCHANT H., The fine morphology of mouse primordial
germ cells in extragonadal locations, Am. J. Anat., 137: 299—336.

O trzym a n o :  25 m arca 1983.
P rzy ję to :  6 m a ja  1983.
A d r e s  autora: ul. Karasia  6, 30— 060 K ra k ó w .

http://rcin.org.pl



»

i

http://rcin.org.pl



PO ST Ę PY  BIOLOGII KOM ORKI TOM 10, NR 4, 1983 (317-338)

HETEROCHROMATYNA.
BUDOWA I FUNKCJE W OBRĘBIE GENOMU

HETEROCHROMATIN. STRUCTURE AND FUNCTION IN A GENOME

Andrzej JOACHIMIAK

Zakład Cytologii i Embriologii Roślin 
U niw ersytetu Jagiellońskiego

Streszczen ie .  W artykule przedstawiono klasyfikację skondensowanej w  jądrach 
interfazowych zwierząt i roślin chromatyny oraz przedyskutowano właściwości 
poszczególnych jej typów: heterochromatyny, funkcjonalnie zespiralizowanej eu-  
•chromatyny u zwierząt oraz konstytutywnie zespiralizowanej euchromatyny u roś
lin. Przedstawiono przegląd współczesnej literatury dotyczącej budowy i funkcji 
heterochromatyny w  genomie oraz zmian w  obrębie tej części jądrowego DNA to
warzyszących ewolucyjnem u różnicowaniu się organizmów. Wszystkie te dane
uzasadniają pogląd, iż heterochromatyna, obok innych niekodujących sekwencji 
DNA, pełni szereg ważnych regulacyjnych funkcji w  obrębie genomu, a zmiany 
w  obrębie tej klasy jądrowego DNA wpływają w  istotny sposób na w iele ważnych  
funkcji organizmu oraz posiadają duże znaczenie w  ewolucji.

Su m m ary .  This article introduces the classification of condensed chromatine in 
plant and animal interphase nuclei. It also discusses the features of its particular 
types, as: heterochromatin, functionally condensed euchromatin in animals and 
constitutively condensed euchromatin in plants. It gives the review  of contempo
rary literature dealing with structure, function and evolutionary changes of he
terochromatin in eukaryotic genome. All these data strongly justify the opinion 
that heterochromatin, apart from other non-coding DNA sequences, is the impor
tant structural and regulatory elem ent within a genome, and the changes in 
am ount and composition of this portion of nuclear DNA considerably influence  
many important functions of an organism and are the essential factor in the evo
lution of higher organisms.

WSTĘP

Terminu „heterochromatyna” użył po raz pierwszy Heitz [45] w ce
lu  określenia tej części chromatyny, która pozostaje skondensowana 
przez większą część cyklu komórkowego. Przeciwstawił ją euchroma- 
tynie, która ulega w interfazie daleko posuniętej dekondensacji.
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Rozwój badań nad ultrastrukturą, funkcją i budową chemiczną 
chrom atyny pociągnął za sobą próby stworzenia bardziej wielostronnej 
i precyzyjnej charakterystyki heterochromatyny. Doprowadziło to do 
wielu nieporozumień, ponieważ chromatyna skondensowana w jądrach 
interfazowych zwierząt i roślin okazała się niejednorodna, tj. zróżnico
w ana chemicznie, strukturalnie i funkcjonalnie.

Obecnie znamy trzy typy chromatyny zespiralizowanej w jądrach 
interfazowych. Pierwszy z nich to funkcjonalnie skondensowana chro
m atyna obserwowana u zwierząt. Jej występowanie i ilość uzależnione 
są w znacznym stopniu od rodzaju tkanki lub płci osobnika (tzw. ,,he- 
terochromatyna fakultatyw na”). Występowanie dwóch pozostałych uza
leżnione jest ściśle od s truk tury  genomu i jest wysoce specyficzne ga
tunkowo. Są to tzw. „heterochromatyna konstytutyw na” obserwowana 
zarówno u zwierząt, jak i roślin oraz konstytutywnie zespiralizowana

T A B E L A  1

Klasyfikacja chromatyny skondensowanej w jądrach interfazowych

HETEROCHROMATYNA

„Heterochromatyna
konstytutywna 55

ZESPIRALIZOWANA EUCHROMATYNA
funkcjonalnie konstytutywnie

,,Heterochromatyna fakultatywna”

u roślin i zwierząt

stała we wszystkich* tkankach 
danego osobnika; wykazuje 
dużą specyficzność gatunkową

często odbiega procentowym 
udziałem par zasad od głównej 
frakcji DNA danego gatunku, 
nie zawiera kodujących 
genów

mała lub brak

silna

kondensacja obserowana 
w mikroskopie świetlnym

w ystęp ow an ie  
u zwierząt 

i lo ść
wykazuje wahania w zależ
ności od: 
płci osobnika

lub rodzaju tkanki 
budowa  

nie odbiega procentowym 
udziałem par zasad od głów
nej frakcji DNA danego ga
tunku, zawiera kodujące 
geny

ak tyw n ość  transkrypcyj na 
mała lub brak

u roślin

stała we wszystkich tkankach 
danego osobnika; wykazuje 
dużą specyficzność gatunko
wą

nie odbiega procentowym 
udziałem par zasad od głów
nej frakcji DNA danego ga
tunku, nie zawiera kodują
cych genów

mała lub brak
barw liw ość m etodą C -prążków  

słaba słaba

kondensacja obserwowana 
w mikroskopie elektronowym

w  n ie k t ó r y c h  k o m ó r k a c h  p o l ip lo id a ln y c h  jej  °/o u d z ia ł  z m n ie j s z o n y  na s k u te k  n ied o rep l i  
k o w a n ia  lu b  z w ię k s z o n y  na  s k u t e k  d o d a tk o w e j  r e p l ik a c j i
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chromatyna bogatych w DNA gatunków roślin okrytozalążkowych 
(tab. 1).

Badania nad funkcjonalnie zespiralizowaną chromatyną zwierząt 
doprowadziły wielu badaczy do wniosku, iż o kondensacji i dekonden- 
sacji chromatyny w jądrach interfazowych decydują wyłącznie czynni
ki natury  regulacyjnej (regulacja zróżnicowanej ekspresji genów), a nie 
konstytucyjnej (struktura pewnych partii genomu) [29, 66], Spiralizacja 
pewnych segmentów chromosomowych, całych chromosomów (np. jednego 
z chromosomów X u samic ssaków), a wyjątkowo nawet całych geno
mów ma bowiem duże zaczenie w regulacji zróżnicowanej ekspresji ge
nów na poziomie tkanki, czy nawet całego osobnika u zwierząt [1, 29, 
66]. W tkankach roślinnych z reguły ten typ chromatyny nie jest ob
serwowany [84, 87, 88], chociaż nie można wykluczyć jego występowa
nia [59].

Istnienie pozostałych (tab. 1) typów skondensowanej w jądrach in
terfazowych chromatyny dowodzi, iż kondensacja w interfazie może być 
stałą cechą pewnych partii genomu. Do tej pory nie wyjaśniono, jaką 
rolę pełni ona w tych przypadkach, ale z całą pewnością nie polega ona 
na zróżnicowanym blokowaniu aktywności transkrypcyjnej części kodu
jących genów. Liczne obserwacje dowodzą, iż zarówno „heterochroma- 
tyna konstytutyw na”, jak i konstytutywnie zespiralizowana euchroma- 
tyna rośłin nie zawierają kodujących genów [84, 88, 95, 96], chociaż nie 
można wykluczyć możliwości istnienia wyjątków od tej reguły [88,
96, 115].

Chromosomy metafazowe zwierząt i roślin wykazują, oprócz regio
nów centromerów i przewężeń wtórnych, prawie jednolitą kondensację 
chromatyny na całej swej długości. Odmienne reagowanie niektórych 
ich segmentów na różne czynniki fizykochemiczne dowodzi zróżnicowa
nia chromatyny Eukaryota  pod względem budowy i podstawowych wła- 
ściwości. Pierwszych obserwacji tego typu zróżnicowania dokonali w la
tach czterdziestych Darlington i La Cour [21, 22] oraz Geitler [33] trak 
tując materiał przeznaczony do badań obniżoną temperaturą. W 1956 r. 
Yamasaki [124] obserwował różnicowe zabarwienie chromosomów stor
czyka Cypripedium debile po traktowaniu ich gorącymi kwasami. Obser
wacje te potwierdził Takehisa [118] badając chromosomy Vicia faba. 
Pogłębieniem i kontynuacją wymienionych badań są dynamicznie rozwi
jające się w ciągu ostatnich lat badania chromosomów metodami prążko
wymi. Umożliwiły one dość dokładną klasyfikację typów chromatyny 
występujących u Eukaryota  i dostarczyły wielu danych na temat ich w y
stępowania i lokalizacji w obrębie genomu. Za początek prążkowych ba
dań chromosomów uważa się obserwacje Casperssona i wsp. [17] nad 
fluorescencją chromosomów Vicia faba. Omówienie aktualnego stanu ba
dań w tym zakresie, stosowanych metod oraz perspektyw ich rozwoju
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dają artykuły przeglądowe [20, 44, 46, 48, 73, 115] oraz podręczniki [95].
Z czasem terminu „heterochromatyna” zaczęto powszechnie używać 

w odniesieniu do pozytywnie reagujących na niektóre metodyki różni
cowego barwienia (przede wszystkim metodę prążków C) segmentów 
chromosomowych. Pozostałą chromatynę chromosomów określa się m ia
nem euchromatyny. Heterochromatyna tak zdefiniowana odpowiada dość 
ściśle wcześniej opisanej heterochromatynie konstytutywnej. Dlatego 
też terminy: heterochromatyna i heterochromatyna konstytutywna uży
wane są przez wielu autorów zamiennie.

W niniejszej pracy termin „heterochromatyna” stosuję, zgodnie 
z sugestiami Nagła [88] i Olszewskiej [96], dla tej części chromatyny, 
która nie zawiera kodujących genów i wykazuje ścisłą, wykrywalną na j
nowszymi metodami cytologicznymi lokalizację w obrębie genomu (me
toda prążków C). W jądrach interfazowych obserwowana jest ona w po
staci silnie skondensowanych obszarów (chromocentrów).

DNA HETEROCHROMATYNY

Uderzające różnice w zawartości DNA pomiędzy poszczególnymi 
gatunkami nie odpowiadają bardzo często różnicom w komplikacji ich 
budowy i funkcji. Liczne przykłady ilustrujące tę tezę znaleźć można 
w opracowaniach szczegółowych i podręcznikach [32, 66, 85, 88, 90, 95, 
114, 117]. Mamy wszelkie dane po temu, aby sądzić, iż większość orga
nizmów eukariotycznych dysponuje znaczną ilością DNA, którego funk
cje nie zostały do tej pory wyjaśnione. Fakt ten próbują naświetlić 
dwie hipotezy. W myśl jednej z nich geny występują w postaci wielu 
kopii na genom, w myśl drugiej — niecały DNA jest nośnikiem infor
macji genetycznej, lecz znaczna jego część pełni inne funkcje, przypusz
czalnie regulacyjne. Badania ostatnich lat wykazały, iż tylko nieliczne 
geny kodujące występują w formie zwielokrotnionej [81, 95]. Szacuje 
się, że u niektórych organizmów wyższych do 99°/o DNA nie bierze 
udziału w kodowaniu [90, 93]. Można obecnie przypuścić, że właśnie ta 
niekodująca frakcja DNA stanowi główny budulec heterochromatyny. 
Nie można jednak w całości jej z nią identyfikować, ponieważ wykazu
je duże zróżnicowanie pod względem procentowego składu par zasad, 
stopnia repetytywności oraz właściwości fizykochemicznych.

Satelitarny DNA jest charakterystycznym składnikiem heterochro
m atyny wielu gatunków zwierząt i roślin [53, 82, 83, 85, 99] oraz człowie
ka [116, 121], Ze względu na to, że wyizolowanie go z głównej masy DNA 
danego gatunku jest stosunkowo łatwe, jest on najlepiej poznanym pod 
względem biochemicznym składnikiem niekodującej frakcji DNA. Zbu
dowany jest przede wszystkim z krótkich sekwencji występujących

http://rcin.org.pl



H E T E R O C H R O M A T Y N A 321

w postaci wielu tysięcy, a nawet milionów kopii na genom. Sekwencje 
te były szczegółowo badane u wielu gatunków [1, 95, 114].

Zależności między heterochromatyną a satelitarnym DNA są bar
dzo złożone. Heterochromatyna nie jest zbudowana wyłącznie z sateli
tarnego DNA [53, 121], ale i niecały występujący u danego gatunku 
satelitarny DNA zlokalizowany jest, być może, w heterochromatynie [106].

W IE L K O ŚĆ  SE G M E N T Ó W  H E T E R O C H R O M A T Y N O W Y C H  I ICH L O K A L IZ A C J A
W O BR ĘBIE G E N O M U

Wielkość segmentów heterochromatynowych występujących w obrę
bie chromosomów Eukaryota  może być różna. Zwykle poszczególne ra 
miona chromosomów zbudowane są w znacznej części z euchromatyny, 
z którą sąsiadują w różnych pozycjach stosunkowo wąskie segmenty 
heterochromatynowe. U wielu roślin i zwierząt istnieją jednak chro
mosomy, w obrębie których heterochromatyna tworzy duże skupienia, 
czasem nawet przewyższające rozmiarami segmenty zbudowane z eu
chromatyny. Typowymi przykładami takich chromosomów są standar-

#

dowe B-chromosomy żyta [53], nietypowe chromosomy 10 pary (KIO) 
u kukurydzy z dużym, heterochromatynowym segmentem na końcu 
dłuższego ramienia [63, 113] oraz niektóre chromosomy Scilla [41]. 
U człowieka dłuższe ramię chromosomu Y zbudowane jest w znacznej 
części z heterochromatyny [44, 116]. W skrajnych przypadkach całe 
lub prawie całe chromosomy są heterochromatynowe. U zwierząt taką 
budowę mają chromosomy płci [1, 8]. Także B-chromosomy zwierząt
i roślin zbudowane mogą być w całości lub w znacznej części z hetero
chrom atyny [41, 53, 102, 123].

Ważną cechą heterochromatyny jest to, iż stanowi ona dodatkowy 
element w budowie genomu, tzn. że jej akumulacja związana jest ze 
wzrostem ogólnej ilości DNA w jądrze, a nie z „heterochromatynizacją” 
pewnych istniejących już w jądrze sekwencji euchromatynowych [39].

Heterochromatyna tworzy ściśle zlokalizowane w obrębie genomu 
skupienia. Nie wydaje się, jak zostanie to wykazane, aby pozycja seg
mentów heterochromatynowych była obojętna w funkcjonowaniu geno
typu. Szereg ważnych przejawów oddziaływania heterochromatyny na 
różne funkcje genomu wynika wprost z określonego położenia segmen
tów heterochromatynowych w jego obrębie.

H e t e r o c h r o m a t y n a  t e l o m e r o w a  jest charakterystycz
nym  składnikiem genomu różnych gatunków Secale; fakt ten ma duże 
znaczenie praktyczne, gdyż pozwala na odróżnienie chromosomów żyta 
od chromosomów pszenicy u różnych odmian Triticale [101]. Także 
u licznych rodzajów w obrębie Triticineae [53], u Allium  [26-28], Scilla

3 — P o s t ę p y  B io l .  K o m . 4/83
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[37-39, 41, 42] i Adoxa  [40] heterochromatyna telomerowa jest w ażnym
elementem w budowie genomu.

H e t e r o c h r o m a t y n a  c e n t r o m e r o w a  występuje po
wszechnie u zwierząt i człowieka [1, 44, 60, 112, 116]. U roślin także  
stanowić może istotny element budowy genomu, m. in. u C ym bidium  
[110] oraz u różnych gatunków Anacyclus [25, 111]. Obecność tego ty p a
heterochromatyny obserwowano także u wielu innych gatunków roślin,, 
np. Allium  [28].

Oprócz tych dwóch podstawowych typów heterochromatyny, u roślin 
oraz owadów obserwuje się stosunkowo często występowanie segmen
tów h e t e r o c h r o m a t y n y  i n t e r k a l a r n e j  w obrębie ram ion  
niektórych chromosomów. Ich obecność stwierdzono m. in. u Crepisr 
Fritillaria, Scilla, Allium, Anacyclus oraz Vicia [36-39, 41, 42, 62, 107,. 
109, 111],

W jądrach interfazowych heterochromatyna występuje z regu ły  
w postaci silnie skondensowanych obszarów (chromocentrów). Są one 
często obserwowane w pobliżu otoczki jądrowej i wszystko wskazuje na  
to, iż są z nią połączone [19, 88].

Występowanie heterochromatyny w postaci ściśle zlokalizowanych 
w obrębie genomu segmentów sugeruje, iż reprezentuje ona duże sku
pienia sekwencji niekodujących leżące poza genami kodującymi. Sek
wencje te, wraz z niekodującymi sekwencjami, będącymi składnikiem 
euchromatyny i występującymi w postaci rozproszonych wstawek po
między genami kodującymi, stanowią istotny element budowy genomu 
Eukaryota [85, 88]. Coraz liczniejsze ostatnio doniesienia o występowa
niu „genów w kawałkach” sugerują, iż strukturę genetyczną organiz
mów wyższych tworzą nie tyle ciągłe sekwencje kodonów, co rozrzuco
ne w obrębie długich sekwencji niekodujących ich fragmenty [34, 47].

F U N K C J E  H E T E R O C H R O M A T Y N Y  W O BR ĘB IE  G E N O M U

Funkcje niekodujących sekwencji są przedmiotem wielu spekulacji
[53, 83, 85, 90, 115], Bennett [9, 10] sugeruje, iż sama ilość DNA w jądrze  
może wywierać duży wpływ na wiele aspektów jego funkcjonowania, 
(tzw. efekt nukleotypowy). Wpływ ten jest, jak się wydaje, niezależny 
od zawartości informacyjnej DNA i sekwencji par zasad w jego obrę
bie [61], W dużej zgodności z tymi poglądami pozostaje teoria Cavaliera- 
Smitha [18]. Zwiększenie ilości jądrowego DNA pociąga za sobą m. in.. 
wydłużenie czasu trwania cyklu komórkowego [9, 10] i wszystkich za
leżnych od niego parametrów rozwojowych (minimalny czas trwania po
kolenia, pora kwitnienia itp.). Nagi [79, 80] oraz Nagi i Ehrendorfer [91] 
wykazali, iż u niektórych przedstawicieli Anthemideae  istnieje pozytyw
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na korelacja pomiędzy ilością euchromatyny w jądrze a długością cyklu 
komórkowego. Wykazali oni ponadto, iż zwiększony udział (%) hetero- 
chromatyny, przy tej samej zawartości 2C DNA i tym  samym typie 
życiowym, skraca czas trwania cyklu komórkowego (tab. 2). Badania 
ostatnich lat wykazały, że replikacja segmentów heterochromatyno- 
wych w fazie S następuje bardzo szybko w porównaniu z euchromaty- 
ną [59].

Obecnie mamy wiele dowodów na to, iż heterochromatyna, repre
zentująca skupienia niekodujących sekwencji w genomie zwierząt i ro
ślin pełnić może wiele specyficznych funkcji zarówno w regulacji eks
presji genów, jak i modyfikacji przebiegu innych procesów zachodzą
cych w komórce (np. mejozy). Funkcje te zostaną omówione na kilku 
wybranych przykładach.

T A B E L A  2

Zawartość jądrowego DNA, heterochromatyny oraz długość cyklu komórkowego u niektórych
wieloletnich i jednorocznych gatunków Anthemideas*

* W e d łu g  N a g ła  [80],

WPŁYW HETEROCHROMATYNY NA EKSPRESJĘ GENÓW

Obecność dodatkowej porcji heterochromatyny może, jak się wy
daje, mieć duży wpływ na ekspresję genów zawartych w genomie. 
Ruiz-Rejon i wsp. [102] badali wpływ heterochromatynowych B-chro- 
mosomów Scilla autumnalis na syntezę izoenzymów esterazy u różnych 
osobników tego gatunku. Poszczególne rośliny różniły się między sobą 
liczbą B-chromosomów występujących w genomie. U roślin posiada

Gatunek
DNA (10-12 g 

na 2C 
jądro)

Heterochro
matyna (% 

całego DNA)

Czas trwa
\

spodzie
wany

tnia cyklu
vego (godz. 

wyzna
czony

komórko-
)

różnica

Anacyclus depressus wieloletni 
A. clavatus (Desf.)

Pers. jednoroczny 
A. radiatus Lois. jednoroczny 
Anthemis tinctoria 

L. wieloletni 
A. cota L. jednoroczny 
A. austriaca Jacq. jednoroczny 
Artemisia absint

hium L. wieloletni 
A. annua L. jednoroczny

1
12,42

10,48
16,92

7,46
15,78
9,63

7,28
4,05

1,62

8,55
6,84

2,43
9,89

34,11

45,45
14,13

14.3

13.0 
16,2

12.3
16.0 
13,0

11.5
10.5

15,9

11,0
13,6

12,3
6.5 
7,0

9.5 
7,7

+  1,6

- 2 ,0
- 2 ,6

0,0
- 9 ,5
- 6 ,0

- 2 ,0
- 2 ,8
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jących B-chromosomy stwierdzono występowanie dodatkowego izoenzy- 
mu esterazy, nie występującego nigdy u roślin bez B-chromosomów. 
Zjawisko to można wytłumaczyć na dwa sposoby: albo heterochromaty- 
nowe B-chromosomy zawierają gen kodujący dodatkowy izoenzym, albo 
obecność tych chromosomów wpływa na odblokowanie obecnego już 
w kompleksie, ale nie funkcjonującego genu. Druga możliwość jest bar
dziej prawdopodobna, gdyż stwierdzono, że ilość dodatkowego izoenzymu 
pozostaje na stałym poziomie bez względu na liczbę B-chromosomów 
u danego osobnika. Gdyby badany gen zlokalizowany był w obrębie 
B-chromosomu, to ze wzrostem liczby B-chromosomów wzrastałaby tak
że liczba jego kopii w komórkach badanych roślin. Pociągałoby to za 
sobą zwiększenie ilości białka kodowanego przez ten gen. Przypuszcze
nia autorów znalazły potwierdzenie w późniejszych, bardzo pomysłowo 
przeprowadzonych badaniach nad tym  samym gatunkiem [97].

WPŁYW HETEROCHROMATYNY NA MEJOTYCZNĄ
SEGREGACJĘ CHROMOSOMÓW

Longley [63] opisał nietypowy chromosom 10 pary u kukurydzy 
(KIO). Chromosom ten posiada na końcu dłuższego ramienia duży seg
ment heterochromatynowy. Późniejsze badania wykazały, że jego obec
ność wpływa na koniugację chromosomów, rekombinację genów oraz ich 
segregację u diploidalnych form kukurydzy [57, 64, 103-105]. U di- 
ploidów heterozygotycznych pod względem chromosomów 10 pary oko
ło 70°/o komórek jajowych otrzymuje ten chromosom, a więc mamy do 
czynienia z preferencyjnym przekazywaniem chromosomu z dodatko
wym segmentem do tej makrospory, z której rozwinie się później wo
reczek zalążkowy. Przy obecności chromosomu KIO preferencyjna se
gregacja obejmuje także inne chromosomy, których homologi różnią 
się pod względem heterochromatynowych segmentów, mimo iż przy 
braku chromosomu KIO ulegają one zupełnie losowej segregacji. Co cie
kawsze, stopień preferencyjnej segregacji wykazuje ścisłą zależność od 
wielkości segmentu, która może być zmienna i wykazuje duże wahania. 
Wykazano, iż preferencyjna segregacja spowodowana jest przedwczesną 
aktywnością neocentryczną heterochromatynowego segmentu oraz jego 
wpływem na pojawienie się tego typu aktywności w obrębie innych 
segmentów heterochromatynowych występujących w kariotypie.

Bardzo ciekawym aspektem zagadnienia preferencyjnego przekazy
wania chromosomu z heterochromatynowym segmentem do komórki 
jajowej jest wartość przystosowawcza tego zjawiska, gdyż wraz z nim 
do komórki jajowej przekazywane są także i geny do niego przylegające, 
i to bez względu na ich wartość przystosowawczą. Doprowadza to do
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wniosku, iż decydującym czynnikiem powodującym preferencyjną segre
gację jest s truk tura  chromosomu, a nie zespół genów w nim zlokali
zowanych.

Poza wymienionymi cechami chromosomu KIO na uwagę zasługu
je jego wpływ na zwiększenie stopnia rekombinacji innych chromoso
mów. Zwiększony stopień crossing-over występuje przede wszystkim 
w rejonach proksymalnych chromosomów oraz tam, gdzie jest ono zre
dukowane na skutek heterozygotyczności strukturalnej. U tetraploidal- 
nej odmiany kukurydzy chromosom KIO zmniejsza frekwencję kwadri- 
walentów na rzecz biwalentów oraz zmniejsza częstość non-disjunction 
chromosomów 6 pary [113].

Na marginesie przytoczonych faktów należy zauważyć, iż podobne 
zjawiska opisywano wielokrotnie w odniesieniu do B-chromosomów wie
lu gatunków roślin. Te charakteryzujące się często wysokim udziałem 
heterochromatyny chromosomy mogą być preferencyjnie przekazywane 
do komórki jajowej [13, 30, 55, 56, 108] lub komórki generatywnej pyłku 
[13, 31, 75, 76]. Ich obecność wywierać może duży wpływ na frekwencję 
chiazm w obrębie biwalentów A-kompleksu [5, 6, 15, 16, 71, 122]. U ku-
kukurydzy plemniki posiadające B-chromosomy preferencyjnie zapład- 
niają komórkę jajową [66].

WPŁYW HETEROCHROMATYNY NA MEJOTYCZNĄ
REKOMBINACJĘ GENÓW

Liczba oraz pozycja segmentów heterochromatynowych występują
cych w obrębie chromosomów wpływa regulująco na częstotliwość, 
a także lokalizację chiazm w mejozie. Wszystko wskazuje na to, iż wy
stępowanie chiazm ograniczone jest zwykle do euchromatynowych seg
mentów chromosomów [49, 70]. Zupełny brak chiazm w obrębie hetero
chromatyny stwierdzono u żyta [54], Allium  [62], Anemone  [68], Tritu
rus [72], Carausius [100] i wielu innych gatunków zwierząt i roślin. U ga
tunków posiadających duże ilości heterochromatyny, szczególnie inter- 
kalarnej, ogranicza to znacznie ilość oraz obszar wymian zachodzących 
między chromosomami homologicznymi w mejozie.

Pojawienie się dodatkowych segmentów heterochromatynowych
w obrębie niektórych chromosomów wpływać może w sposób zasadni
czy na zmianę rozkładu chiazm w utworzonych przez nie biwalentach. 
Wpływ ten szczególnie zaznacza się w przypadku dystalnie położonych 
segmentów heterochromatynowych [50] i polega on na zwiększeniu 
stopnia rekombinacji w rejonach proksymalnych chromosomów (rye. 1). 
Duże bloki heterochromatyny zmieniać mogą przebieg mejozy wpływa
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jąc między innymi na powstawanie asocjacji chromosomowych wyższe
go rzędu lub blokując proces powstawania chiazm [51].

Ryc. 1. Frekwencja chiazm w  b iw alen-  
tach 5 i 6 pary chromosomów A tr a c to -  
m orpha  similis. Poszczególne osobniki 
mogą nie posiadać terminalnych hetero- 
chromatynowych segm entów w  obrębie
analizowanych par chromosomowych, albo 
są hetero- lub homozygotami ze w zg lę
du na obecność takich segmentów. W ce
lu przeanalizowania rozłożenia chiazm  
w  obrębie biw alentów  euchrom atynowa  
część każdego z chromosomów została  
podzielona na trzy równej długości od
cinki: proksymalny (P), interstycjalny (I) 
i dystalny (D). W edług Johna [48], nieco

zmienione

H E T E R O C H R O M A T Y N A  A  Z M IE N N O ŚĆ  CHROM OSOM ÓW

Heterozygotyczność strukturalna chromosomów dotycząca hetero
chromatyny jest ważnym źródłem zmienności kariotypu zwierząt i roś
lin.

Dużą zmienność pod względem wielkości segmentów heterochroma- 
tynowych wykazuje większość chromosomów człowieka. Dotyczy ona 
zarówno heterochromatyny centromerowej [2, 43, 112, 120], jak i hetero
chromatyny przewężeń wtórnych [65, 121]. Obserwowane różnice doty
czą zarówno chromosomów homologicznych w obrębie jednego karioty
pu (heterozygotyczność strukturalna), jak i chromosomów danego typu 
występujących u różnych osobników. Dużą zmienność pod względem 
wielkości heterochromatynowego segmentu na końcu dłuższego ram ie
nia wykazuje w kariotypie człowieka chromosom Y [14, 44],

U żyta obserwowano wielokrotnie [55, 77, 78] deficjencję obejmującą 
część heterochromatynowego segmentu standardowych B-chromosomów. 
Prowadziło to do powstania nowego typu B-chromosomów u tego ga
tunku. U rośliny tej obserwuje się ponadto duże wahania w wielkości 
segmentów heterochromatyny telomerowej w obrębie większości typów
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chromosomowych [101]. Zmiany wielkości segmentów heterochromatyny 
telomerowej są też jednymi z najczęstszych zmian chromosomowych 
u  różnych gatunków Scilla [41, 42] i Allium  [62]. Obserwowane były tak 
że w obrębie chromosomów kukurydzy.

Innym aspektem ilościowym zmian w obrębie heterochromatyny 
jest pojawienie się dodatkowych jej segmentów w obrębie różnych ty 
pów chromosomowych. Tego typu heterozygotyczność strukturalną opi
sywano u Allium  [62], Anemone  [68] oraz Scilla [41, 42], Ponadto była 
ona wielokrotnie obserwowana u owadów [50, 51].

W obrębie kariotypów zwierząt i roślin obserwuje się czasem trans- 
lokacje segmentów heterochromatynowych. Tak na przykład w karioty- 
pie Scilla furseorum  wykazano translokację dużego segmentu heterochro
m atyny telomerowej [41], u człowieka zaś znane są przypadki translo- 
kacji części heterochromatyny z chromosomu Y na jeden z autosomów
144],

Obecność segmentów heterochromatynowych warunkuje przypusz
czalnie także występowanie innych niż opisane zmian w obrębie geno
mu. Pęknięcia w obrębie tych segmentów mogą stanowić warunek zaj
ścia fragmentacji chromosomów czy też ich fuzji. Mogą być także przy
czyną powstawania inwersji [85]. W większości przypadków dane doty
czące tego aspektu oddziaływania heterochromatyny na strukturę geno
m u mają jednak charakter spekulatywny i nie znajdują potwierdzenia 
w  najnowszych badaniach kariotypu. Coraz więcej danych wskazuje na 
to, iż miejscem zachodzenia pęknięć chromosomów są segmenty euchro- 
matynowe lub połączenia między euchromatyną i heterochromatyną
1115].

R O L A  H E T E R O C H R O M A T Y N Y  W E W O L U C JI

Segmenty heterochromatynowe mogą pełnić w obrębie eukariotycz
nego genomu szereg funkcji ważnych z ewolucyjnego punktu widzenia. 
Jedną z najważniejszych jest kontrola przebiegu rekombinacji i segrega
cji genów w czasie mejozy. Na rolę segmentów heterochromatynowych 
w  procesach płciowych wskazuje pośrednio duży ich udział w budowie 
chromosomów płci. Segmenty te mają bez wątpienia wpływ na preferen
cyjną segregację chromosomów, częstotliwość występowania chiazm oraz 
ograniczenie ich rozlokowania do ściśle określonych miejsc wT obrębie 
chromosomów. Miklos i Nankivell [70], John [50] oraz Edstrom [24] uw a
żają, że właśnie wymienione właściwości heterochromatyny decydują 
o jej znaczeniu w ewolucji organizmów eukariotycznych. Ten ostatni 
autor twierdzi nawet, że duża frakcja jądrowego DNA pełni wyłącznie 
funkcję kontrolowania przebiegu mejozy.

W świetle przytoczonej teorii zrozumiałe stają się często obserwo-
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wane niedoreplikowania segmentów heterochromatynowych w czasie 
różnicowania i wzrostu różnych tkanek somatycznych. Zarówno u zwie
rząt, jak i roślin obserwowano zróżnicowaną replikację DNA w czasie 
poliploidyzacji komórek [119] i stwierdzono, że jednym z najczęstszych 
jej przejawów jest niedoreplikowanie heterochromatynowych segmentów 
genomu. Zjawisko to ma miejsce np. w czasie różnicowania suspensora 
u Tropaeolum  [92]. Omówienie innych przykładów niedoreplikowania 
heterochromatyny w czasie poliploidyzacji i różnicowania tkanek znaleźć 
można w pracach przeglądowych Nagła [68, 89]. Procesy tego typu pro
wadzą do zmiany ilościowych proporcji pomiędzy heterochromatyną 
a euchromatyną na korzyść tej ostatniej. Skoro heterochromatyna (lub 
jej część) pełni wyłącznie funkcję kontrolowania przebiegu mejozy, to 
jej obecność w tkankach somatycznych nie jest konieczna, replikacja 
zaś tej frakcji jądrowego DNA podczas różnicowania i wzrostu tkanek 
somatycznych stanowiłaby zbędne obciążenie dla aparatu replikacyjne- 
go komórki. U szarańczy Chortoices terminifera  Webb i Neuhaus [123] 
obserwowali nawet niedoreplikowanie całego heterochromatynowego 
B-chromosomu w tkankach somatycznych, u roślin zaś obserwowano 
eliminację B-chromosomów (często heterochromatynowych) z tkanek so
matycznych z zachowaniem ich obecności w tkankach generatywnych 
[11, 12, ^3, 74, 98]. W czasie różnicowania tkanek zwierząt i roślin obser
wowano także zjawisko odwrotne: amplifikację heterochromatynowych 
segmentów chromosomowych, ale należy podkreślić fakt, iż obserwacje 
te ograniczone są do tej pory do tkanek nowotworowych i tkanek pozo
stających przez dłuższy czas w hodowli poza organizmem. Amplifikację 
heterochromatyny obserwowano na przykład w hodowanych in vitro pro- 
tokormach storczyka Cymbidium  [110] oraz w hodowlach tkankowych 
wielu innych gatunków roślin [86, 89],

Obecność segmentów heterochromatynowych oraz różne rodzaje 
uwarunkowanej nią heterozygotyczności stanowić mogą dobre zabezpie
czenie dla nowych kombinacji genowych, obiecujących z ewolucyjnego 
punktu widzenia. W skrajnych przypadkach zmiany chromosomowe pro
wadzić mogą do częściowej lub całkowitej izolacji rozrodczej nowo pow
stałych form. Natarajan i Ahnstróm [94] oraz Jones i wsp. [52] podkreśla
ją, iż gatunki z dużą ilością ściśle zlokalizowanej heterochromatyny po
siadają większe możliwości ewolucyjne. Wielu ewolucjonistów uważa 
obecnie, że zmiany w makrostrukturze genomu odgrywają większą ro- 
lję w ewolucji niż mutacje genowe [4, 7, 85]. Mayr [69] podkreśla, iż 
w większości przypadków nowe cechy nie powstają przez mutacje geno
we, lecz przez reorganizację genotypu (powstanie nowych supergenów). 
Uważa on, iż większość zmian hamuje lub utrudnia przebieg crossing- 
-over u heterozygot. Nowy układ może „zablokować” koadaptowaną ko
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lejność genów i chroniąc ją przed crossing-over utworzyć nowy super-

Zmiany ilościowe heterochromatyny odgrywają dużą rolę w specja
cji i ich zachodzenie obserwowano z zastosowaniem metody prążków C 
w obrębie licznych rodzajów Angiospermae. Greilhuber [37—39] oraz 
Greilhuber i Spęta [41, 42] obserwowali duże różnice pod tym względem 
między różnymi gatunkami Scilla (ryc. 2). Nagi i Ehrendorfer [91] wy
kazali, iż zmiany dotyczące ilości heterochromatyny odegrały dużą rolę 
w ewolucji różnych gatunków Anthemideae, szczególnie jednorocznych.

Ryc. 2. Relacje pomiędzy ogólną ilością DNA jądrowego a zawartością hetero
chromatyny u różnych gatunków Scilla. Grubą linią zaznaczono heterochromatynę,

cienką euchromatynę. Według Greilhubera [39]
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Dane te zostały potwierdzone w badaniach nad rodzajem Anacyclus  [111]. 
W obrębie tego rodzaju występuje wyraźna tendencja do zwiększania 
wielkości i liczby segmentów heterochromatynowych w genomie. O ile 
starsze, wieloletnie gatunki tego rodzaju posiadają prawie wyłącznie he- 
terochromatynę centromerową, o tyle młodsze od nich gatunki roczne 
wykazują zwiększony udział heterochromatyny telomerowej i in terkalar- 
nej. U zwierząt także obserwuje się zmiany ilości heterochromatyny
związane ze specjacją. Arrighi i wsp. [3] wykazali, że różnice między 
genomami Peromyscus crinitus a P. boylei wynikają z pojawienia się 
nowych, heterochromatynowych (barwiących się metodą prążków C) seg
mentów heterochromatynowych. Euchromatynowe ramiona chromoso
mów wykazują natomiast identyczną (wykrytą metodą prążków C) struk
tu rę  u obu gatunków.

Na dużą rolę zmian dotyczących heterochromatyny w ewolucji Eu- 
karyota  wskazują pośrednio badania wysokorepetytywnych, satelitar
nych sekwencji DNA występujących u różnych gatunków zwierząt i roś
lin. Jak już wcześniej wspomniano, sekwencje te są ważnym składni
kiem heterochromatyny u wielu gatunków, chociaż obu tych frakcji 
jądrowego DNA nie można ze sobą identyfikować. Nagi [83, 85] cytuje 
szereg danych sugerujących, iż zmiany ilościowe i jakościowe w obrębie 
satelitarnych frakcji DNA odgrywać mogą dużą rolę w specjacji. U roś
lin sytuację taką obserwowano m. in. u Phaseolus, Lathyrus  i Anemo-

Ryc. 3. Interpretacja ewolucyjnych zmian ilości jądrowego DNA w  czasie ew o
lucji. A  — „pierwotny D N A ” lub geny, B — „wtórny D N A ” zawierający sekw en

cje repetytywne, regulacyjne itp. Według Nagła [88], nieco zmienione
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Tie. Marks [68] postuluje, iż różnice fenotypowe u Anemone  spowodowa
ne są głównie różnicami w obrębie satelitarnego DNA. Pojawienie się 
specyficznych typów satelitarnego DNA odegrało dużą rolę w ewolucji 
roślin zbożowych.

Analiza zmian ilościowych i jakościowych w obrębie heterochroma
ty n y  i innych niekodujących frakcji DNA zwierząt i roślin wskazuje, że 
zmiany te towarzyszą nieodłącznie ewolucyjnemu różnicowaniu się or
ganizmów [90]. Z pewnością nie są one przypadkowe, chociaż mogą za
chodzić zarówno w kierunku redukcji, jak i zwiększania zawartości tych 
frakcji w genomie. Sytuację tę dobrze ilustruje ryc. 3, zaczerpnięta z p ra 
c y  Nagła [88].
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STRUKTURALNO-FUNKCJONALNE WŁAŚCIWOŚCI HISTONÓW
RDZENIA NUKLEOSOMU

STRUCTURAL AND FUNCTIONAL PROPERTIES OF NUCLEOSOME
CORE HISTONES

\  Anna LIPIŃSKA

>
Zakład Biochemii, Instytut Biochemii i Biofizyki

Uniwersytet Łódzki, Łódź

Streszczenie .  W artykule dokonano syntetycznego przeglądu danych dotyczących  
sekw encji am inokwasowych histonów rdzenia nukleosomu. Przedstawiono wyniki 
badań struktury histonów rdzenia nukleosomu za pomocą trawienia chromatyny  
trypsyną oraz analizy immunochemicznej determinant antygenowych na powierzch
ni chromatynowych podjednostek. Omówiono rolę fragm entów N-końcowych hi
stonów  rdzenia nukleosomu w  strukturze chromatyny.

S u m m a ry .  In this article the data concerning amino acid sequence of nucleosome  
core histones have been reviewed. The results of studies on the structure of the 
nucleosome core histones obtaining by trypsin digestion of chromatin as w ell as 
immunochemical analysis of ontigenic determinants on the surface of chromatin 
particles have been presented. The role of N-terminal fragments of nucleosome 
core histones in the chromatin structure has been also discussed.

W Y K A Z  J E D N O - I T R Ó JL IT E R O WYCH SY M B O L I A M IN O K W A S Ó W

A — alanina — Ala  
B — A sx (Asp lub Asn)
C — cysteina — Cys 
D — kwas asparaginowy — Asp  
E — kwas glutam inowy — Glu 
F .— fenyloalanina — Phe 
G — glicyna — Gly 
H — histydyna — His 
I — izoleucyna — He 
K — lizyna — Lys 
L — leucyna — Leu  
M — metionina — Met 
N — asparagina — Asn  
P — prolina — Pro
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Q — glutamina — Gin 
R — arginina — Arg 
S — seryna — Ser 
T — treonina — Thr
V — walina — Val 
W — tryptofan — Trp
X  — aminokwas nie ustalony
Y — tyrozyna — Tyr
Z — Glx (Glu lub Gin)

WSTĘP

W ciągu ostatnich lat otrzymano szereg dowodów przemawiających 
za słusznością nukleosomowego modelu s truk tury  chromatyny [25, 31, 
33, 36, 37, 45, 47]. Obecność powtarzających się podjednostek w struk
turze chromatyny wyższych i niższych eukariontów sugeruje, że ten spo
sób organizacji DNA pojawił się bardzo wcześnie w procesie ewolucji [48]. 
Mimo uniwersalności podjednostkowej s truk tury  chromatyny stwierdzo
no pewne różnice w nukleosomach wyższych i niższych eukariontów. 
Długość odcinka DNA w nukleosomie wyższych eukariontów liczy 190— 
240 par nukleotydów [14], podczas gdy w niższych eukariontach może 
być ona znacznie mniejsza, np. u Aspergillus: 154 par nukleotydów [39, 
42, 45]. Ogólnie przyjęto, że centralnym strukturalnym  elementem nu- 
kleosomu zarówno wyższych, jak i niższych eukariontów jest cząstka 
rdzeniowa składająca się z dwóch cząsteczek każdego z czterech histo- 
nów: H3, H4, H2B i H2A, wokół których owinięte jest około 146 par 
nukleotydów DNA [38], Konieczność precyzyjnego dopasowania struk
tu ry  trzeciorzędowej cząsteczek histonów, umożliwiającego tworzenie 
zwartego kompleksu, jest prawdopodobnie przyczyną małej zmienności 
ewolucyjnej histonów cząstki rdzeniowej [26].

SEKWENCJE AMINOKWASOWE HISTONÓW RDZENIA NUKLEOSOMU

Badania sekwencji aminokwasowej histonów argininowych (H4, 
i H3) pochodzących z różnych źródeł dokumentują niezwykle niską 
zmienność ewolucyjną tych białek.

Porównanie struktury  pierwszorzędowej histonu H4 szkarłupni [53, 
66] z histonem H4 grasicy cielęcia [16] i identycznymi histonami innych 
ssaków [29, 49] wykazało, że różni się on jedynie jednym aminokwasem 
(zamiast treoniny w pozycji 73 zawiera cysteinę) (ryc. 1). Histon H4 
kiełków grochu różni się w sekwencji aminokwasowej od histonu ssaków 
w dwóch pozycjach [17]. Obie mutacje punktowe są wysoce konserwa
tywne: walina -> izoleucyna (w pozycji 60.) oraz lizyna -> arginina
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(w pozycji 77.). Więcej zmian obserwuje się w sekwencji aminokwaso- 
wej histonu H4 drożdży [5, 10] i Tetrahymena thermophila [27]. W sek
wencji histonu H4 drożdży stwierdzono dziewięć podstawień, natomiast 
w sekwencji 66 reszt histonu H4 Tetrahymena  — jedną insercję, jedną 
delecję i trzynaście podstawień, w większości niekonserwatywnych. Znaj
dują się one głównie w N-końcowym regionie cząsteczki z wyraźnym 
zgrupowaniem w obszarze reszt 21—25. Ponadto zwraca uwagę nieace- 
tylowana reszta alaniny jako N-końcowy aminokwas tego histonu.

Ryc. 1. Porównanie sekwencji am inokwasowych histonów H4. Podano sekw encje  
am inokwasowe histonów: grasicy cielęcia [16], jeżowców morskich, tj. Parechinus  
angulosus  [53] i Psam m echinus miliaris  [66], orzęska T etrah ym en a  therm ophila  
[27], k iełków  grochu [17] oraz drożdży Saccharom yces cerevisiae  [5, 10]. Kółkami

oznakowano mutacje punktowe

Histon H3 erytrocytów kurczęcia [11] i śledziony człowieka [44] 
różni się od histonu H3 grasicy cielęcia [18] jedynie zamianą cysteiny
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w pozycji 96. na serynę (ryc. 2). Natomiast histon H3. kiełków grochui 
w  porównaniu z histonem grasicy cielęcia różni się w czterech pozycjach: 
'[46]. W sekwencji aminokwasowej histonu H3 drożdży [12] obserw uje 
się piętnaście podstawień występujących głównie w C-końcowej części 
łańcucha polipeptydowego oraz zamianę glutaminy na kwas glutamino
wy w pozycjach 94. i 97.

Przy porównaniu sekwencji aminokwasowych histonów H4 i H3 na, 
uwagę zasługuje fakt identyczności pierwszych 20 aminokwasów w h i-  
stonie H4 (poza Tetrahymeną) i 21 aminokwasów w histonie H3, podczas, 
gdy szereg podstawień ma miejsce w dalszej części ich cząsteczek. Wy
soka konserwatywność sekwencji histonów H4 i H3 jest zmniejszona 
przez acetylację reszt lizyny zlokalizowanych w  N-końcowym fragmen.- 
cie ich łańcuchów polipeptydowych.

Ryc. 2. Porównanie sekwencji am inokwasowych histonów H3. Podano sekw encje  
am inokwasowe histonów: grasicy cielęcia [18], erytrocytów kurczęcia [11], kiełków  
grochu [46] oraz drożdży Saccharom yces  cerevisiae  [12], Kółkami oznakowano mu

tacje punktowe
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W przeciwieństwie do histonów H4 i H3, histony H2B i H2A cha
rakteryzują się większą zmiennością ewolucyjną.

Z przeprowadzonych badań porównawczych sekwencji aminokwa
sów w histonach H2B, uporządkowanych w taki sposób, aby uzyskać na j
większą homologię z histonem H2B grasicy cielęcia [30], wynika bardzo 
duża zmienność zarówno wielkości, jak i sekwencji aminokwasowej ich
N-końcowych fragmentów [23, 32, 43, 54, 55, 57—61]. Większość delecji, 
insercji, a także punktowych podstawień obserwuje się w tym  regionie 
cząsteczki histonu H2B (ryc. 3). N-końcowy odcinek łańcucha polipepty- 
dowego histonu H2B(1) [54] spermy jeżowca morskiego Parechinus angu
losus zawiera dodatkowe aminokwasy, które są ułożone w formie czte
rokrotnie powtarzającego się pentapeptydu. Trzy z tych powtórzeń m a
ją sekwencję Pro-Thr-Lys-Arg-Ser, natomiast czwarte uległo mutacji 
do Pro-Ser-Gln-Lys-Ser. Po powtarzającym się pantapeptydzie wystę
puje region bogaty w glicynę i lizynę, który jest uporządkowany jako
powtarzająca się jednostka trójpeptydowa Lys-Gly-Gly. Histon H2B(2) 
[55] w N-końcowym regionie zawiera powtarzający się pentapeptyd m a
jący dwie reszty aminokwasów zasadowych, jedną prolinę i dwa ami
nokwasy łamiące a-helisę. Skład aminokwasowy tego obszaru jest sto
sunkowo stały. W odcinku N-końcowym histonów H2B cielęcia [30], 
pstrąga [32], Drosophila melanogaster [23], mięczaka [59], zarodka je
żowca [58] występuje 26—32°/o wszystkich aminokwasów zasadowych, 
podczas gdy w histonach spermy jeżowca morskiego [54, 55] — 38— 
41°/o. Między regionem N-końcowym histonów H2B a C-końcowym roz
ciąga się wysoce zasadowy obszar ośmiu aminokwasów, z których więk
szość stanowi arginina lub lizyna (u jeżowca głównie arginina). C-koń- 
cowy fragment tego białka składa się głównie z aminokwasów hydrofo
bowych i jest dobrze zachowany w procesie ewolucji. Różnice w C-koń- 
-cowym odcinku różnych histonów H2B są związane z konserwatywnymi 
mutacjami punktowymi. Ewolucyjna stałość regionu C-końcowego su
geruje, że obszar ten jest wciągnięty w ważne wewnątrzcząsteczkowe 
interakcje stabilizujące strukturę nukleosomu. Oddziaływania histon — 
histon są zatem cechą bardziej konserwatywną niż interakcja regionu
N-końcowego z DNA.

Cechą charakterystyczną pierwszorzędowej struktury  histonów H2A 
[4, 34, 50, 51, 56, 64, 67] jest nagromadzenie reszt aminokwasów zasado
wych w N- i C-końcowym regionie cząsteczki oraz obecność dwóch hy 
drofobowych regionów od pozycji 41. do pozycji 70. i od pozycji 94. do 
pozycji 117. (ryc. 4). S trukturalna różnorodność histonów H2A jest ogra
niczona do regionu N-końcowego (1— 18) i C-końcowego (118— 125). Cen
tralny obszar cząsteczki (od 18. do 118. aminokwasu) jest konserwatyw
n y  ewolucyjnie. Punktowe mutacje nie zmieniają konformacji białka
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Ryc. 3. Porównanie sekwencji am inokwasowych histonów H2B. Poszczególne sek 
w encje uporządkowano w  taki sposób, aby uzyskać największą homologię z histo
nem H2B grasicy cielęcia. Podano sekwencje am inokwasowe histonów: grasicy  
cielęcia [30], erytrocytów ptaka Gallus dom esticus  [60], gruczołów jądrowych pstrą
ga Salm o tru t ta  [32], gonad mięczaka Patel la  granatina  [59], muszki ow ocow ej  
Drosophila  m elanogaster  [23], spermy jeżowca morskiego Parechinus angulosus(1) 
[54] (2) [55], zarodka jeżowca morskiego Strongylocen tro tus  purpura tus  [58], sperm y  
rozgwiazdy M arthasterias  glacialis  [57], orzęska T e tra h ym en a  pyr iform is  [43] oraz  
drożdży Saccharom yces  cerevisiae  [61]. Kółkami oznakowano mutacje punktow e.
W nawiasach podano długość łańcucha polipeptydowego poszczególnych histonów

H2B

w tym  obszarze, który zawiera głównie strukturę  a i (3. Sekwencja reszt 
21—29 histonu H2A jest wysoce konserwatywna i wchodzi w interakcję 
z sekwencją 63—70 histonu H2B (ryc. 3) [19]. W histonach H2A gro
mad bardziej filogenetycznie oddalonych od ssaków niż ptaki obserwu
je się delecje dwóch sąsiadujących reszt histydyny w C-końcowym regio
nie tych histonów.

Na podstawie wyników badania sekwencji aminokwasowych histo
nów powstała koncepcja domenowej s truk tury  tych białek. Sugerowano, 
że odmienność struktury  poszczególnych fragmentów, tj. domen cząste
czek histonów musi mieć wpływ na ich odmienną funkcję w strukturze 
chromatyny.

STRUKTURALNE DOMENY HISTONÓW RDZENIA NUKLEOSOMU

Analiza dostępności sekwencji aminokwasowych histonów w chro- 
matynie dla trypsyny przemawia na korzyść koncepcji ich domenowej 
struktury . Stwierdzono, że trawienie chromatyny erytrocytów kurczęcia 
trypsyną daje powtarzalny zestaw trypsynoopornych fragmentów łańcu
chów polipeptydowych pochodzących z czterech histonów rdzeniowych 
[5—7], Wykazano, że zarówno w histonie H3, jak i H4 regionem dostęp-
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I

Ryc. 4. Porównanie sekwencji aminokwasowych histonów H2A. Poszczególne sek
w encje uporządkowano w  taki sposób, aby uzyskać największą homologię z histo
nem  H2A grasicy cielęcia. Podano sekwencje aminokwasowe histonów: grasicy 
cielęcia [50], erytrocytów kurczęcia [34], gruczołów jądrowych pstrąga [4], gonad
(67] i zarodka [51] jeżowca morskiego Psam m echinus  miliaris,  spermy jeżowca  
morskiego Parechinus angulosus  [56] oraz gonad mątwy Sepia  officinalis  [64] 
Kółkami oznakowano mutacje punktowe. W nawiasach podano długość łańcucha

polipeptydowego poszczególnych histonów H2A
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nym  dla trypsyny jest odcinek N-końcowy, a w histonie H3 również 
sześć reszt aminokwasowych odcinka C-końcowego [5]. Peptydem gra
nicznym histonu H4 chronionym przed działaniem trypsyny jest frag
ment od 18. lub 20. aminokwasu do 102., natomiast w histonie H3 — 
fragment od 27. do 129. aminokwasu. Porównując te dane z zestawem 
sekwencji aminokwasowych histonów H4 i H3 (ryc. 1 i 2) okazuje się, 
że regiony wrażliwe na działanie trypsyny stanowią granicę między bar
dzo zasadowymi N-końcowymi domenami, które zawierają wszystkie 
potranslacyjne miejsca acetylacji, a bardziej hydrofobowymi sekwencja
mi, które rozciągają się przez pozostałą część cząsteczek. Analiza sek
wencji histonu H3 nie daje żadnego argumentu tłumaczącego, dlaczego 
trypsyna trawi fragment C-końcowego regionu histonu H3, skoro re
gion ten jest podobnie konserwatywny jak pozostała C-końcowa dome
na. Jednym z możliwych wyjaśnień tego zjawiska jest to, że mimo zwi
nięcia tej części łańcucha polipeptydowego jest on bardzo wyekspono
wany i możliwe jest szybkie odcięcie sześciu aminokwasów przy parze 
arginin w pozycjach 128. i 129.

W wyniku badania specyficznych interakcji histon — histon, które
zachodzą głównie między H3 i H4, H2A i H2B oraz H2B i H4 [15] przed
stawiono hipotetyczny model tetram eru (H3H4)2 (ryc. 5).

Ryc. 5. Tetramer histonów argininowych (H3 - H4)2 z uwidocznionymi trypsynodo-
stępnymi domenami [5], Ac — miejsca acetylacji
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Analiza peptydu histonu H2B uzyskanego po trawieniu chromatyny 
trypsyną wykazała, że trypsyna trawi odcinek N-końcowy tego histonu 
tylko do granicy między konserwatywnymi i niekonserwatywnymi do
menami [6]. Ośmioaminokwasowy zasadowy region w pozycjach 55—62 
nie jest cięty przez trypsynę mimo jego wysokiej zasadowości, co pozo
staje w zgodzie z sugestią, że chronionym regionem histonu H2B jest 
raczej ten, który ma konserwatywną sekwencję niż ten, który ma mniej
szą zasadowość. Można przypuszczać, że osiem zasadowych reszt histonu 
H2B przyłącza się ściśle do nukleosomowego DNA i jest to jeden z głów
nych bloków histonu H2B przyłączających się do DNA. Testowanie do
stępności aminokwasów histonu H2A w jądrach erytrocytów kurczęcia 
za pomocą trypsyny wykazało, że głównym peptydem opornym na dzia
łanie tego enzymu jest peptyd od 12. do 118. aminokwasu [7], W bada
niach sekwencji histonu H2A udokumentowano, że zawiera on trzynaś-

Ryc. 6. Dimer histonów umiarkowanie lizynowych H2A - H2B z uwidocznionymi 
trypsynodostępnymi domenami [6], Ac — miejsca acetylacji, UB — miejsca przy

łączenia ubikwityny w  białku A24
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cie reszt aminokwasów zasadowych (Arg i Lys) w regionie od 1. do 
42. aminokwasu (30%). Żadnego zasadowego aminokwasu nie ma mię
dzy 43. i 70. resztą. Następnie między 71. a 99. resztą obserwuje się dru
gie zagęszczenie aminokwasów zasadowych (28%), za którym rozciąga się 
obszar 18-aminokwasowy pozbawiony aminokwasów zasadowych. C-koń- 
cowy 11-aminokwasowy odcinek zawiera pięć zasadowych aminokwasów. 
Działanie trypsyny na histon H2A nie jest zatem skorelowane z liczbą 
reszt zasadowych, ponieważ region między 71. a 99. aminokwasem po
zostaje nienaruszony, a N-końcowa sekwencja od 1. do 42. aminokwasu 
jest cięta przez enzym do pewnego dobrze określonego punktu, tj. tylko 
do 1/4 długości tego odcinka. Trawienie dziesięciu C-końcowych reszt 
koreluje z nagromadzeniem w tym  regionie aminokwasów zasadowych. 
Uderzający jest fakt, że eksponowane wiązanie między lizynami w po
zycjach 118. i 119. jest usytuowane w precyzyjnym punkcie przyłącze
nia ubikwityny do histonu H2A przy lizynie 119. Trypsynodostępne do
meny histonowego dimeru H2A—H2B prezentuje diagram (ryc. 6). Bóhm 
1 wsp. [5—7] sugerują, że trypsynodostępne domeny histonów H4, H3, 
H2B i H2A są ułożone zewnętrznie w stosunku do rdzenia nukleosomu 
i mają najprawdopodobniej odmienną konformację w porównaniu z opor
ną i wysoce konserwatywną domeną zlokalizowaną wewnątrz zwojów 
DNA cząstki rdzeniowej. Uwagę zwraca fakt, że granice trawienia 
N-końcowych domen histonów H4 i H3 są prawdopodobnie wyznaczone 
przez miejsca silnej metylacji (reszta 20. w H4 i 27. w H3). Można za
tem sądzić, że wzrost zasadowości lizyny pomaga w zakotwiczeniu łań
cucha histonowego wychodzącego na zewnątrz zwojów DNA. Ponadto 
wymagana prawdopodobnie dostępność pełnej sekwencji N-końcowych 
regionów dla acetylotransferaz sugeruje również, że obszary te muszą 
być wyeksponowane, o odmiennej konformacji i lokalizacji w stosunku 
do pozostałych części cząsteczek [5].

Zasadniczym pytaniem wypływającym z przedstawionych badań jest 
czy N-terminalne domeny odgrywają rolę na poziomie rdzenia nukleo
somu, czy na poziomie solenoidu. Różnice w długości i sekwencji N-ter- 
minalnych domen H2B sugerują, że mogą one brać udział w kontroli 
s truk tu ry  solenoidu, a także być wciągnięte w określenie długości łącz
nikowego DNA. Wydłużony N-końcowy region histonu H2B spermy je
żowca jest prawdopodobnie skorelowany ze zwiększeniem długości łącz
nikowego DNA w tej tkance [68]. Trawienie chromatyny i rdzeni nu- 
kleosomów trypsyną przeprowadzone przy wysokich stężeniach soli, 
przy których białko oddysocjowuje od DNA, dawało takie same produk
ty  trawienia jak w przypadku trawienia kompleksu, co sugeruje, że nie
dostępność C-końcowego fragmentu jest głównie spowodowana konfor
macją histonów, a nie połączeniem z DNA.
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Badania immunochemiczne stanowią najbardziej specyficzny spo
sób określania dostępności histonów na powierzchni chromatyny. Może 
być ona ujawniona za pomocą przeciwciał skierowanych przeciwko de
terminantom antygenowym (epitopom) cząsteczek histonów. Badania, 
w których chromatyna była użyta jako immunoabsorbent wykazały, że 
większość miejsc antygenowych, tych które są rozpoznawane w wydzie
lonych histonach rdzenia nukleosomu, jest zamaskowana w chromaty- 
nie. Szczególnie dotyczy to determinant histonów H2A, i H4, podczas 
gdy determinanty histonu HI i H2B są względnie dostępne [24, 28]. Do
stępność pewnych miejsc antygenowych histonów H2B w nukleoso- 
mach — w roztworach o niskiej sile jonowej — zademonstrowano przez 
pomiar specyficznego wzrostu szybkości sedymentacji nukleosomów po 
ich inkubacji z oczyszczonymi przeciwciałami anty-H2B [1], Wartość 
eksperymentów immunologicznych podniesiono przez użycie przeciwciał 
skierowanych przeciwko N-terminalnemu (1—58) i C-terminalnemu (63—  
125) fragmentowi histonu H2B do pomiaru dostępności tych dwóch od
cinków cząsteczki H2B w natywnej chromatynie [20, 21].

Analiza immunoabsorpcji wykazała znaczne różnice w absorpcji 
przeciwciał skierowanych przeciwko dwóm połówkom histonu H2B. 
Przeciwciała przeciwko N-końcowemu fragmentowi (1—58) były łatwo 
absorbowane przez chromatynę przy niskiej sile jonowej (1 mM Tris- 
HC1). W 0,14 M roztworze NaCl determinanty N-końcowego regionu hi
stonu H2B były również dostępne, jakkolwiek więcej chromatyny było' 
potrzeba do prawie całkowitej absorpcji przeciwciał. Wskazuje to na 
fakt, że pewien fragment determinant odcinka (1—58) histonu H2B jest 
w tych warunkach zamaskowany. W przeciwieństwie do powyższych w y
ników nie obserwowano żadnej absorpcji przeciwciał anty-(63— 125) przez 
chromatynę w 0,14 M roztworze NaCl i bardzo niską absorpcję w niskiej 
sile jonowej (1 mM Tris-HCl). Przeprowadzone badania immunofluore- 
scencji wykazały, że immunofluorescencję dawały jedynie przeciwciała 
an ty -( l—58). Ten sam wynik obserwowano na poziomie u ltras truk tu ry  
w badaniach immunoelektronowej mikroskopii. Uzyskane rezultaty su
gerują, że N-końcowa część histonu H2B jest dostępna w chromatynie 
w serologicznie reaktywnej konformacji podobnej do tej w wyizolowa
nym histonie H2B. C-końcowa część tego białka jest zamaskowana przez 
interakcje histon — histon. Stwierdzono również [21], że reakcja z su
rowicą an ty-(l—58) odzwierciedla zmiany ewolucyjne zachodzące w re
gionie 1—34 histonu H2B, co nasuwa przypuszczenie, że przynajmniej 
pewne z determinant antygenowych znajdują się w tym regionie lub są 
od niego zależne.

Ostatnio Muller i wsp. [41] wykazali, że C-końcowy sześciopeptyd 
histonu H3 erytrocytów kury (reszty 130— 135) IRGERA (Ile-Arg-Gly-
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Glu-Arg-Ala), mający tę samą aktywność antygenową co 15-aminokwa- 
sowy C-terminalny fragment, jest zlokalizowany na powierzchni podjed- 
nostki chromatyny. Stwierdzenie, że C-końcowa część histonu H3 znajduje 
się w powierzchniowej warstwie rdzenia nukleosomu sugeruje, że ten 6- 
-aminokwasowy odcinek stanowi wolny fragment nie wciągnięty w tworze
nie kompleksu z histonami. Sugestia ta pozostaje w zgodzie z wynika
mi badań jądrowego rezonansu magnetycznego kompleksów histono- 
wych, które wykazały, że piętnaście reszt aminokwasowych C-końcowego 
fragmentu histonu H3 nie jest zaangażowanych w tworzenie kompleksu 
H3-H4 [8], a także badaniami dostępności sześciu C-końcowych amino
kwasów histonu H3 dla trypsyny [5]. Z uwagi na stabilność ewolucyjną 
histonu H3 i spełnianie centralnej roli tetram eru (H3H4)2 w opakowaniu 
DNA w nukleosomopodobnej strukturze, antygenowa determ inanta 
IRGERA może być uważana za jedną z najbardziej uniwersalnych.

Pomimo ograniczonej ilości informacji dotyczących molekularnej 
s truk tury  determinant antygenowych znalezionych na powierzchni pod- 
jednostki chromatyny można sądzić, że przeciwciała przeciwko histo- 
nom są czułym narzędziem do analizy jej powierzchni, a także w ykry
wania konformacyjnych zmian, które mogą być rezultatem zmian w in
terakcjach histon — histon oraz DNA — histon. Porównując natywne, 
reasocjowane i rekonstytuowane cząstki rdzeniowe erytrocytów kury nie 
stwierdzono żadnych różnic między tymi trzema typami cząstek rdze
niowych ani za pomocą mikroskopii elektronowej, diachroizmu kołowe
go, ani immunologicznej analizy przeciwciał przeciwko histonom: H2B, 
H2A i H3 [40], Natomiast rezultaty badań rekonstytuowanych cząstek 
rdzeniowych zawierających nieacetylowane histony H3, H2A, H2B oraz 
mono-, di- lub triacetylowane histony H4 izolowane z gruczołów jądro
wych mątwy sugerowały, że obecność acetylowanego histonu H4 w ob
rębie cząstki rdzeniowej prowadzi do konformacyjnych zmian powodu
jących zmianę dostępności epitopów szeregu histonów obecnych na po
wierzchni podjednostki chromatyny. Użycie do rekonstytucji di- i tr ia- 
cetylowanego histonu H4 jest przyczyną znacznego progresywnego 
zmniejszenia się przyłączania do cząstki rdzeniowej przeciwciał swoistych 
dla histonu H3 i peptydu IRGERA. Triacetylowany histon H4 gruczo
łów jądrowych mątwy, użyty do rekonstytucji, zawiera w pozycjach 5., 
12. i 16. zmodyfikowane reszty lizyny [65] powodujące lokalne obniże
nie dodatniego ładunku, co prawdopodobnie indukuje w cząstce rdzenio
wej zmiany konformacyjne, które sterycznie uniemożliwiają przyłącze
nie przeciwciał przeciwko IRGERA. Konformacyjne zmiany wywołane 
obecnością acetylowanego histonu H4 w cząstce rdzeniowej powodują 
również obniżenie przyłączania przeciwciał anty-H2A, ale mają m niej
szy wpływ na przyłączanie przeciwciał anty-H2B. Najmniejszy efekt
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acetylacji histonu H4 na przyłączanie przeciwciał anty-H2B może od
zwierciedlać fakt, że histon H2B jest najbardziej dostępnym i immuno- 
reaktyw nym  histonem w rdzeniu nukleosomu.

Przedstawione linie dowodowe potwierdzają słuszność koncepcji, że 
histony są białkami mającymi więcej niż jedną strukturalną domenę.

UDZIAŁ FRAGMENTÓW N-KOŃCOWYCH HISTONÓW RDZENIA
NUKLEOSOMU W STRUKTURZE CHROMATYNY

Odrębność N-końcowych regionów histonów rdzenia nukleosomu ja
ko oddzielnych domen jest potwierdzona przez fakt, że odgrywają one 
tylko niewielką rolę w tworzeniu rdzenia nukleosomu [35, 62, 63].

W końcu lat siedemdziesiątych postawiono hipotezę udziału N-końco
wych regionów histonów rdzeniowych w stabilizacji i modulacji wyż
szego rzędu struktury  chromatyny [38, 63]. Jest to hipoteza bardzo a trak
cyjna, bowiem acetylacja tych histonów in vivo mogłaby modyfikować 
superstrukturę chromatyny tak, aby czynić ją aktywną i zdolną do tran 
skrypcji. W eksperymentalnym testowaniu tej hipotezy Allan i wsp. [2] 
użyli polinukleosomów pozbawionych histonu HI, które ponownie łą
czono z histonem HI po ich trawieniu trypsyną (usunięcie N-końcowych 
fragmentów histonów rdzeniowych). Analizy za pomocą współczynnika 
sedymentacji, dichroizmu kołowego i mikroskopii elektronowej wykaza
ły, że łańcuch polinukleosomalny pozbawiony terminalnych odcinków 
histonów rdzenia pozostaje niezwinięty nawet w obecności histonu HI, 
odgrywającego najważniejszą rolę w utrzymaniu struk tury  solenoidu. 
Stąd można wnioskować, że końcowe domeny histonów są rzeczywiście 
niezbędne do tworzenia solenoidu. Możliwość zastąpienia końcowych 
fragmentów histonów rdzeniowych w tworzeniu solenoidu przez obce 
zhsadowe peptydy świadczy o niespecyficznej naturze mechanizmu sta
bilizacji solenoidu. Kilka obcych peptydów mogłoby spełniać funkcję 
dwunastu fragmentów: ośmiu pochodzących z odcinków N-końcowych 
i czterech — z odcinków C-końcowych histonów rdzeniowych [5—7], Su
geruje się, że rozciągnięte odcinki N-terminalne histonów cząstki rdze
niowej mogłyby łączyć ze sobą sąsiednie zwoje solenoidu. Przy obec
nym  stanie wiedzy nie ma żadnego dowodu świadczącego o proteolizie 
fragmentów końcowych histonów in vivo, chociaż identyfikowano pro- 
teazy związane z chromatyną, specyficzne dla poszczególnych histonów 
[9, 22], Gdyby u tra ta  s truktury  wyższego rzędu mogła być związana tylko 
z jednym histonem, enzymy te pełniłyby ważną rolę w strukturze chro
matyny. Obecnie uważa się, że acetylacja może odgrywać ważną rolę 
w odwracalnej kondensacji chromatyny. Jest dobrze udokumentowana 
korelacja między acetylacją a aktywnością transkrypcyjną chromatyny
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[3, 52]. W histonach H3, H4 i H2B w N-końcowym trypsynolabilnym 
odcinku zlokalizowane są cztery miejsca acetylacji, natomiast w H2A — 
jedno. Potencjalna możliwość zmiany ładunku przez acetylację dwudzie
stu sześciu reszt lizyn z ogólnej liczby czterdziestu dwu występujących 
w N-końcowych odcinkach histonów każdego rdzenia nukleosomu mogła
by prowadzić do zmian w strukturze chromatyny i czynić ją dostępną 
dla polimerazy RNA. Usuwanie odcinków N-końcowych histonów przez 
proteolizę za pomocą trypsyny in vitro mogłoby być analogiczne do tego 
wewnątrzkomórkowego zjawiska. Praca Cary’ego i wsp. [13] nad przy
łączeniem peptydów z N-końcowej domeny histonu H4 do DNA i wpły
wem chemicznej acetylacji lizyn na to przyłączenie należy do pionier
skich w tym zagadnieniu. Interakcję DNA z trzema peptydami histonu 
H4 o wzrastającej długości: reszty 4 — 17; 1 — 23; 1 — 37 badano 
w szerokim zakresie siły jonowej metodą wysoce rozdzielczej spektro
skopii jądrowego rezonansu magnetycznego. Wykazano, że seria N-koń- 
cowych peptydów histonu H4 (4 — 17); (4 — 23); (1 — 37) przyłącza 
się do DNA ze wzrastającą siłą. Ze zmian widm można stwierdzić, że 
resztami najbardziej zaangażowanymi w interakcję peptydów z DNA są: 
glicyna, arginina i w mniejszym stopniu lizyna. Reszty glicyny w arun
kują  fakt, że w interakcji z DNA bierze udział szkielet peptydowy 
(za pomocą wiązania wodorowego). Obecność ośmiu reszt glicyny — 
aminokwasu destabilizującego strukturę II-rzędową — w obrębie szes
nastu reszt badanych peptydów sugeruje, że region histonu H4 wchodzi 
w interakcję z DNA w formie rozciągniętego łańcucha. Reszty glicyny 
mogłyby być ułożone w następujący sposób: glicyna 2., 4., 6. i 14. po 
jednej stronie rozciągniętego łańcucha i wtedy glicyna 7., 9., 11. i 13. 
po drugiej stronie. Acetylacja czterech reszt lizyny w pozycji 5., 8., 
12. i 16. powoduje całkowitą u tratę  przyłączenia peptydów do DNA, co 
podtrzymuje dawne sugestie, że jest to rzeczywista funkcja postsynte- 
tycznych modyfikacji in vivo.

W świetle przedstawionych badań konieczne jest unowocześnienie 
oryginalnego modelu cząstki rdzeniowej zaproponowanego przez Korn-
berga [33]. Zakładał on, że rdzeń białkowy jest całkowicie zbity, na je
go powierzchni leży większość lizyn i arginin, potencjalnych miejsc po
łączeń z DNA. Obecnie uważa się, że dwanaście fragmentów oktameru
histonowego szczególnie dostępnych w chromatynie nie zwija się w formę 
ścisłego rdzenia, lecz jest ułożonych na zewnątrz kompleksu.

Składam najserdeczniejsze podziękowania prof. dr hab. L. Kłyszej- 
ko-Stefanowicz za cenne uwagi w czasie opracowywania tego artykułu.
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BADANIE UKŁADU KRWIOTWÓRCZEGO
ZWIERZĄT I CZŁOWIEKA 

NA PODSTAWIE HODOWLI W KOMORACH DYFUZYJNYCH *

STUDIES OF HUMAN AND ANIMAL HEMOPOIETIC SYSTEM USING
A DIFFUSION CHAMBER CULTURE

Zygmunt POJDA i W iesław Wiktor JĘDRZEJCZAK

Zakład Immunologii Radiacyjnej, Wojskowy Instytut Higieny
i Epidemiologii, Warszawa  

Kliniczny Oddział Izotopowy, Centrum Kształcenia Podyplomowego
Wojskowej Akademii Medycznej, Warszawa

Streszczenie .  Praca zawiera przegląd stosowanych metod hodowli komórek układu 
krwiotwórczego w  komorach dyfuzyjnych wszczepianych dootrzewnowo zwierzętom. 
Autorzy omówili możliwości i ograniczenia wynikające ze stosowania w ym ienio
nych  metod. Przedstawiono najważniejsze wyniki badania układu krwiotwórczego, 
uzyskane przy użyciu komór dyfuzyjnych.

SiLmmary.  Methods of culture of hemopoietic cells in diffusion chambers implan
ted  intraperitoneally into laboratory animals have been revieved. The authors
discussed potentialities and limitations of presently utilized methods. The most 
important data obtained during studies of hemopoietic system with diffusion  
chambers were summarized.

O B J A Ś N I E N I A  SK RÓ TÓ W  S T O S O W A N Y C H  W TEK ŚCIE

B F U -d -e  — komórki tworzące duże kolonie (do 108 komórek) erytroblastyczne
po 7—10 dniach hodowli szpiku myszy w  komorach dyfuzyjnych ze
skrzepem włóknikowym  

BFU -e — komórki tworzące kolonie erytroblastyczne po 8 dniach hodowli szpi
ku myszy in vitro. Termin używany zamiennie z BFU-d-e

C FU -c — komórki tworzące kolonie granulocytarne (ponad 50 komórek) w  ho
dowli in vitro

C F U -d-e  — komórki tworzące małe (kilkadziesiąt komórek) kolonie erytrobla
styczne po 2-3 dniach hodowli szpiku myszy w  komorach dyfuzyjnych  
ze skrzepem włóknikowym

* Praca finansowana z Programu Rządowego PR-6, temat 21.16.
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CFU-e — komórki tworzące kolonie erytroblastyczne po 2 dniach hodowli szpi
ku myszy in vitro. Termin używany zamiennie z CFU-d-e w  odnie
sieniu do kolonii hodowanych w  komorach dyfuzyjnych  

CFU-d-g — komórki tworzące kolonie granulocytarne w  komorach dyfuzyjnych
ze skrzepem lub agarem  

CFU-D4, — komórki tworzące kolonie granulocytarne w  komorach ze skrzepem  
CFU-D7 odpowiednio po 4 i 7 dniach hodowli,
CFU-S — komórka tworząca zewnątrzpochodne, mielopoetyczne kolonie w  śle

dzionach letalnie napromienionych myszy  
CSF — czynnik stymulujący granulopoezę w  hodowli komórek szpiku in

vitro
DCPC — komórki tworzące kolonie w  komorach dyfuzyjnych, oceniane m eto

dą hodowli w  komorach ze skrzepem lub stosowania metody granicz
nych rozcieńczeń hodowanych komórek.

Próby wykorzystania organizmu zwierzęcego jako środowiska umo
żliwiającego wzrost i namnażanie badanych komórek bądź tkanek po
dejmowane były stosunkowo dawno. Już w roku 1932 Rezzesi [92] opi
sał metodę hodowli tkanek w kolodionowych torebkach implantowa- 
nych do otrzewnej zwierząt. Metoda ta znalazła zastosowanie do bada
nia wzrostu nowotworów [20]. Osiągnięciem natury  metodycznej było 
użycie do konstrukcji komór dyfuzyjnych filtrów produkcji Millipore 
[2, 3, 17, 18], przyklejanych z dwóch stron pierścienia wykonanego 
z pleksiglasu. Wprowadzone następnie rozmaite modyfikacje konstruk
cji komór dyfuzyjnych oraz metod preparacji ich zawartości nie zmie
niły ogólnej koncepcji ich stosowania, przyczyniając się jednak w du
żej mierze do zwiększenia możliwych sposobów ich wykorzystania do 
różnorodnych celów.

Najczęściej badanymi przy użyciu tej metody problemami są róż
ne aspekty krwiotworzenia. Oprócz problematyki hematologicznej ko
mory dyfuzyjne stanowią model doświadczalny w tak różnorodnych dzie
dzinach, jak: cytogenetyka i mutageneza [33—35], transplantologia [108] 
czy radiobiologia [28], Szeroko stosowane są one w badaniach komórek 
nowotworowych [46, 58, 61, 75, 83]. Wiele wykonywanych prac doty
czy tematyki z pogranicza hematologii i immunologii [7, 77, 88, 109, 
110 , 120],

Hodowla komórek w komorach dyfuzyjnych implantowanych do- 
otrzewnowo, podskórnie lub do jamy szpikowej zwierząt, stanowi grupę 
metod pośrednich między badaniem wzrostu komórek i a situ a bada
niem ,,in vitro”. Z tego wynikają zarówno zalety, jak i wady tego mode
lu. Do zalet zaliczyć należy możliwość badania wybranych komórek 
w środowisku pod wieloma względami zbliżonym do naturalnego. Jest 
to szczególnie ważne przy badaniu czynników wymagających do pełnej 
ekspresji warunków ,,in vitro”, np. przy ocenie działania toksycznego
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bądź mutagennego związków chemicznych ulegających aktywacji w wą
trobie [39, 98]. Istniejące modele aktywacji tych związków poza orga
nizmem zwierzęcia [4, 81] wydają się mniej uniwersalne. W przypad
ku badania wpływu czynników szkodliwych na komórki ludzkie [53, 55} 
komory dyfuzyjne zastępują częściowo układ doświadczalny in vivo, 
niemożliwy do przyjęcia z uwagi na dobro badanego. Pozwalają one na 
pilotowe badanie skuteczności leków, możliwych do zastosowania u pa
cjenta, na izolowane komórki, w stosunku do których lek ma być sku
teczny. Innym celem stosowania komór dyfuzyjnych może być badanie 
wpływu wydzielanych przez inkubowane w nich komórki czynników 
na organizm biorcy [48, 96].

Pewną zaletą metod opartych na stosowaniu komór dyfuzyjnych 
jest ich stosunkowo duża uniwersalność wynikająca z możliwości ho
dowli komórek, których wymagania odnośnie do środowiska życia nie są 
znane. Jest to jednocześnie jedno z największych ograniczeń, gdyż licz
ba i rodzaj czynników regulacyjnych działających w komorach dyfu
zyjnych wszczepionych zwierzęciu nie dadzą się do końca określić, nigdy 
również nie będą ściśle powtarzalne. Względną wadą jest również sto
sunkowo wysoki koszt, na który składa się zarówno wartość samych 
komór dyfuzyjnych, jak i zwierząt używanych jako biorców komór. 
Cena i łatwość uzyskania hodowli zwierząt rzutuje również na dobór 
ich gatunków. Najczęściej używane są myszy i szczury, chociaż do
świadczenia wykonywane przy użyciu królików [123, 125], psów [80] 
lub kóz [21] sugerują możliwość uzyskania lepszych, przynajmniej 
w niektórych aspektach, wyników w przypadku stosowania innych ga
tunków zwierząt.

KONSTRUKCJA KOMÓR DYFUZYJNYCH

Najczęściej używane komory dyfuzyjne skonstruowane są z pier
ścienia wykonanego z pleksiglasu, o średnicy 10— 13 mm i grubości 
około 2 mm, do którego z obu stron przyklejone są krążki filtrów Milli- 
pore o średnicy porów 0,22 ąm. Pojemność takiej komory waha się od 
0,1 ml do 0,15 ml. Filtry są przytwierdzane do pierścienia klejem lub, 
co daje lepsze wyniki, zgrzewane termicznie [10]. Stosowane są mody
fikacje, polegające na zwiększeniu pojemności komór [44, 49, 62, 63], 
użyciu innych typów filtrów Millipore (o innych średnicach porów — 
od 0,1 do 0,45 [im) lub zastąpieniu ich filtrami firmy Nucleopore [13, 
38], Te ostatnie różnią się od filtrów Millipore strukturą  i grubością, 
umożliwiając lepszą dyfuzję do wnętrza komór. Ciekawą modyfikacją, 
umożliwiającą bezpośrednią obserwację kolonii rosnących na podłożu 
agarowym, jest skonstruowana przez Gordona komora [51], w której
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jedną ścianę stanowi filtr, drugą zaś przyklejone do pierścienia plasty
kowego szkiełko nakrywkowe. Inną odmianą konstrukcyjną, której ce
lem jest umożliwienie ograniczonych kontaktów pomiędzy komórkami 
inkubowanymi w komorze i komórkami jamy otrzewnej, jest komora 
trójwarstwowa, której ściany tworzą filtry o średnicy porów 3 (im, po
kryte cienkimi warstwami gęstego agaru, pośrodku zaś zawarta jest 
warstwa komórek zawieszonych w półpłynnym agarze [45].

Do doświadczeń, których celem jest badanie wzajemnego oddzia
ływania różnych populacji komórkowych na siebie, stosowane są ko
mory wielokrotne, konstruowane przez sklejenie ze sobą typowych po
jedynczych pierścieni tak, aby ich zawartości oddzielone były pojedyn
czym filtrem [78]. Modyfikacją, mającą zapobiegać przyleganiu do sie
bie komór inkubowanych w jamie otrzewnej, jest metoda sklejania ich 
ze sobą „bok do boku” [112].

PRZYGOTOWANIE KOMÓR DYFUZYJNYCH I SPORZĄDZANIE
PREPARATÓW Z KOMÓREK

1. W Y JA Ł O W IE N IE  K O M O R  D Y F U Z Y J N Y C H

Najczęściej stosowaną metodą jest sucha sterylizacja komór w tem 
peraturze 70—80°C przez okres 24 godz. [5]. Metoda ta ma tę dodatko
wą zaletę, że w przypadku stosowania komór klejonych umożliwia 
lepsze odparowanie rozpuszczalnika kleju, mogącego wywierać toksycz
ne działanie na hodowane komórki [10]. Stosowano również sterylizację 
promieniami UV [100] lub gazem [121].

2. P R Z Y G O T O W A N IE  Z A W A R T O Ś C I KOM ÓR

Zawartość komory dyfuzyjnej stanowią badane komórki bądź tkan
ki, zawieszone w podłożu hodowlanym. W przypadkach badania układu 
krwiotwórczego stosuje się najczęściej jedno z typowych podłoży, np.
Hanksa [64], Parkera 199 [25], Mc Coy’a [53] lub Fischera [10], wzboga
cone dodatkami w rodzaju surowicy końskiej [53], ludzkiej [66] lub my
siej [98]. Często stosowany jest dodatek 10% cielęcej surowicy płodo
wej. Agar [52], osocze bydlęce [100], ludzkie [127], ekstrakt płodu by
dlęcego [103] lub fibrynogen z trombiną [66] dodawane są wtedy, kiedy 
prowadzona jest hodowla komórek w podłożu półstałym, celem szyb
kiego unieruchomienia ich w wytworzonym sztucznie skrzepie włók- 
nikowym lub żelu agarowym.

3. N A P E Ł N I A N I E  KOMÓR I ICH W S Z C Z E P IA N IE  ZW IERZĘTO M

Komory napełniane są strzykawką przez otwór przewiercony 
w pierścieniu pleksiglasowym. Jest on następnie zaklejany na gorą-
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co korkiem plastykowym [100] albo zalewany roztopioną mieszaniną 
wosków („cement Kerniga”) bądź parafiną [121]. Napełnione komory 
przechowywane są do czasu ich wszczepienia w temperaturze zbliżonej 
do 0°C [57] lub w temperaturze pokojowej. Technika wykonywania 
zabiegu wszczepienia komór zależy od ich planowanej lokalizacji w or
ganizmie zwierzęcia i oczywiście od gatunku zwierzęcia. Najczęściej 
stosowana metoda implantacji dootrzewnowej myszom lub szczurom po
lega na wykonaniu w znieczuleniu ogólnym rozcięcia skóry, mięśni 
brzucha i otrzewnej ściennej w linii pośrodkowej ciała, umieszczeniu 
komory lub komór w jamie otrzewnej i zamknięciu przeciętych powłok 
klamerkami chirurgicznymi [10] bądź klejem chirurgicznym [71]. Inne 
metody, np. umieszczanie komór w jamie szpikowej kości udowej kró
lika [44], wymagają często bardziej skomplikowanych technicznie za
biegów.

4. P R E P A R A C J A  I O C E N A  Z A W A R T O Ś C I K O M Ó R  D Y F U Z Y J N Y C H

Ocena zawartości komór napełnianych podłożem płynnym polega 
na analizie liczby i morfologii komórek i innych cech, np. obecności 
antygenów powierzchniowych czy też stopnia wbudowania znaczników 
izotopowych do komórek hodowanych w komorze dyfuzyjnej. W tym  
celu należy najpierw rozpuścić skrzep włóknikowy, powstały w komorze 
w trakcie hodowli, a utworzony ze składników infiltrujących z jam y 
otrzewnej zwierzęcia. Najlepsze wyniki uzyskiwane są przy zastosowa
niu 0,5% pronazy [84] rozpuszczonej w izotonicznym dla komórek pły
nie, ewentualnie pronazy z dodatkiem 5% Ficollu [10]. Wydobyte z ja 
my otrzewnej komory dyfuzyjne są wytrząsane w roztworze pronazy 
w temperaturze pokojowej przez 50—90 min, następnie ich zawartość 
jest pobierana strzykawką lub pipetą. Z uzyskanych komórek można 
następnie sporządzać rozmazy [5], preparaty chromosomowe [33—35, 
62], opisano też modyfikację polegającą na automatyzacji analizy z w y
korzystaniem cytofluorymetru [12]. W przypadku badania antygenów 
powierzchniowych konieczne jest dokładne wypłukanie pronazy z po
żywki, w której zawieszone są komórki oraz 2-3-godzinna inkubacja 
komórek w temp. 4°C. Taka procedura wynika z tego, że pronaza usu
wa antygeny z powierzchni komórek i trzeba kilku godzin na ich po
nowne ujawnienie [121].

Odmienna metoda preparacji stosowana jest w przypadku komór 
napełnionych podłożem półstałym. Dla umożliwienia analizy liczby 
i morfologii kolonii komórkowych konieczne jest zachowanie na prepa
racie takiej konfiguracji komórek, jaką mają one wewnątrz komory dy
fuzyjnej. Jedną z metod spełniających to założenie jest technika wiro
wania komór w specjalnym urządzeniu, w którym skrzep jest rozpusz
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czany roztworem pronazy, a komórki osiadają na szkiełku mikroskopo
wym w układzie stanowiącym niejako „rzut pionowy” zawartości skrze
pu [66, 67, 127]. W efekcie końcowym uzyskuje się szkiełko mikroskopo
we z osadzonymi na nim grupami komórek, które według wszelkiego 
prawdopodobieństwa tworzyły kolonie wewnątrz komory dyfuzyjnej.
Metoda druga polega na sporządzaniu preparatu z całego skrzepu, wydo
bytego z komory dyfuzyjnej [100, 103], W tym celu filtry odcina się 
w miejscu sklejenia z pierścieniem komory, jeden z filtrów odpreparo- 
wuje się od skrzepu, a skrzep z pozostałym filtrem stanowi właściwy 
preparat. Obecność filtru, stanowiącego niejako tło preparatu, ma tę 
zaletę, że pozwala zachować prawidłową konfigurację skrzepu. Oprócz 
wymienionych metod stosowane są też inne, umożliwiające osiąganie 
jednostkowych celów, jak np. poznanie u ltrastruk tury  kolonii e ry tro-
idalnych [14].

Oryginalną metodą oceny liczby komórek prekursorowych, tworzą
cych kolonie w komorach dyfuzyjnych, jest metoda „granicznych roz- 
cieńczeń” [23, 25, 98]. Polega ona na założeniu, że przy takim doborze 
liczby komórek implantowanych do komór, aby tylko w niektórych 
komorach powstały kolonie, odsetek „pustych” komór odpowiada (zgod
nie z rozkładem Poissona) odsetkowi takich populacji komórek, które 
nie zawierają prekursorów krwiotworzenia. Praktyczne obliczenie czę
stości komórek prekursorowych w komorze dyfuzyjnej polega na oblicze
niu prawdopodobieństwa nieobecności takich komórek, oznaczonej jaka
P(o),

liczba pustych komór
całkowita liczba komór 

i podstawienia otrzymanej wartości do wzoru o postaci
X =  — ln P(o),

gdzie X oznacza poszukiwaną częstość komórek.

5. P R Z Y G O T O W A N IE  Z W IE R Z Ą T  — BIO R C Ó W  K O M Ó R  D Y F U Z Y J N Y C H

W zależności od rodzaju i pochodzenia komórek, hodowanych w ko
morach dyfuzyjnych, jak również zależnie od celu doświadczenia, zwie
rzęta planowane jako biorcy komór muszą być odpowiednio przygoto
wane. Przede wszystkim w przypadkach, kiedy można podejrzewać in
terakcje natury immunologicznej pomiędzy układem odpornościowym 
zwierzęcia a hodowanymi komórkami, odporność ta musi być zniesio
na. Najprościej efekt ten uzyskać można napromieniając zwierzę [13, 24,. 
25] lub podając mu cyklofosfamid [85]. Dodatkowym efektem jest sty
mulacja komórek krwiotwórczych przez wytworzoną neutropenię
[U l].
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CZYNNIKI WPŁYWAJĄCE NA RODZAJ UZYSKIWANYCH WYNIKÓW
I ICH ROZRZUT

Można wyróżnić dwie gruipy czynników mających wpływ na wyniki: 
takie, których efekt działania jest w poszczególnych powtórzeniach do
świadczenia jednakowy, i takie, które zwiększają rozrzut wyników po
zornie jednakowych eksperymentów. Do grupy pierwszej zaliczyć moż
na konstrukcję komory dyfuzyjnej. Lepsze efekty daje stosowanie filtrów 
firmy Nucleopore niż Millipore [13]; w przypadku filtrów Millipore ich ro
dzaj o średnicy porów 0,22 ąm daje wyniki lepsze niż stosowanie filtrów
o średnicach porów 0,1 i 0,45 ąm [10]. Bardziej intensywny wzrost ko
mórek obserwowano w komorach zgrzewanych niż w klejonych, ko
rzystniejszy skutek dawało zwilżanie komór płynem hodowlanym przed 
ich napełnieniem [10]. Bez znaczenia była natomiast grubość komory. 
W preparatach histologicznych, wykonywanych z komór, nie stwierdzo
no różnic pomiędzy warunkami wzrostu komórek przy ścianach komo
ry  dyfuzyjnej i w jej centrum [5], Nie miały też wpływu na wyniki ta
kie czynniki jak płeć i szczep myszy — biorców oraz wszczepianie im 
jednej lub większej liczby komór [10, 122].

Do grupy czynników odpowiedzialnych za rozrzut wyników zali
czyć należy lokalizację komory w jamie otrzewnej [115]. Stwierdzono, 
że w komorach leżących w jamie otrzewnej królika bez kontaktu z sie
cią rosły głównie makrofagi, podczas gdy komory stykające się z nią 
zawierały również pozostałe komórki układu krwiotwórczego [125]. 
W ścisłym związku z wymienionym pozostaje inny czynnik, jakim jest 
stopień dyfuzji danego związku przez ściany komory. Po kilku godzi
nach od umieszczenia komory dyfuzyjnej w jamie otrzewnej, pokrywa
się ona warstwą makrofagów, po kilku zaś dniach jest ona otorbiona 
stosunkowo grubą torebką łącznotkankową. Wyjątkiem jest sytuacja, 
kiedy zwierzę — biorca komory zostało uprzednio letalnie napromienio
ne. W tym przypadku torebka ta jest nieobecna [13]. Wspomniana to
rebka była powszechnie uważana za podstawową przeszkodę utrudnia
jącą dyfuzję przez ściany komory. Dane prowadzące do przeciwnych 
wniosków podali Benestad i Toogood [13]. Stwierdzili oni obecność 
w torebce drobnych naczyń krwionośnych i sugerowali, że to mikrokrą- 
żenie może ułatwić szybszą penetrację do wnętrza komory preparatów 
podanych dożylnie niż dootrzewnowo.

Niejednoznaczny jest pogląd na zależność proliferacji komórek we
wnątrz komory dyfuzyjnej od stopnia dyfuzji przez jej ściany. Niektó
rzy autorzy negują istnienie takiej zależności [13, 82], inni podkreślają 
jej znaczenie [5, 10, 75]. Jednym z dowodów na brak wpływu stopnia 
dyfuzji na wzrost komórek ma być brak związku pomiędzy tempem ich
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proliferacji wewnątrz komory i intensywnością dowozu tlenu (hiper- 
oksja lub policytemia u biorców komór) [13]. Dowód ten nie uwzględnia 
jednak dyfuzji do komory substancji odżywczych i regulatorów wzrostu 
komórek ani usuwania z komory metabolitów komórkowych. Spadek 
tempa dyfuzji uwidoczniono przez porównania transportu do komory 
dyfuzyjnej 3H-tymidyny [5, 10] lub hydroksymocznika [75] we wczes
nym i późnym etapie inkubacji komory. Dla przykładu: hydroksymocz- 
nik po 3 dniach przebywania komory w otrzewnej zwierzęcia osiągnął 
po 10 min od momentu podania stężenie jednakowe we krwi i w komo
rze, po 7 dniach w tym samym czasie jego stężenie w komorze wyniosło 
20%> stężenia we krwi [75]. Innym dowodem na rolę spadku dyfuzji mo
że być fakt powtórnej proliferacji komórek po przeszczepieniu ich do 
nowych komór w sytuacji, w której nie namnażały się już w pierwotnych 
komorach [31].

WYNIKI BADANIA PRAWIDŁOWEGO UKŁADU KRWIOTWORZENIA
ZWIERZĄT

1. K IN E T Y K A  W Z R O ST U  K O M Ó R EK  S Z P I K U  I K OM O REK  J Ą D R Z A S T Y C H  K R W I
O B W O D O W E J W K O M O R A C H  D Y F U Z Y J N Y C H

Prawie wszystkie badania wykonane były przy użyciu jako zwie
rząt doświadczalnych myszy, rzadziej szczurów. Rodzaj komórek pro- 
liferujących w komorach i tempo ich wzrostu różniły się w poszcze
gólnych doświadczeniach, na co wpływały sposób przygotowania zarówno 
biorców komór, jak i implantowanych komórek, gęstość komórek w ko
morze, wreszcie konstrukcja samych komór dyfuzyjnych. Prawie nigdy 
nie obserwowano erytropoezy bez stymulacji biorców komór w tym 
kierunku. Uważa się, że nie sprzyjają jej warunki hodowli w komorach 
dyfuzyjnych [19]. Przeciwnie, intensywność granulopoezy porównywal
na jest z obserwowaną w pobudzonym szpiku [8].

Zazwyczaj liczba komórek po 2—5 dniach od momentu im plan- 
tacji komór była niższa od wartości początkowej 2—3 razy, w dalszym 
etapie hodowli przekraczała liczbę komórek implantowanych [5, 31, 82]. 
Spadek liczby komórek w pierwszych dniach hodowli jest cechą wspól
ną dla wszystkich linii komórkowych układu krwiotwórczego. Poszcze
gólne rodzaje komórek różnią się natomiast charakterem proliferacji 
w przebiegu dalszej inkubacji w komorach dyfuzyjnych. Liczba dojrza
łych granulocytów i ich prekursorów rośnie po pierwszych dniach, prze
kraczając wartości początkowe. Po około 7 dniach [5, 82] następuje jej' 
ustalenie na stałym poziomie, nie przekraczającym 2 X 107 komórek 
w mililitrze. Po dalszym tygodniu następuje stopniowy spadek liczebnoś
ci komórek. Stwierdzono [82], że zatrzymanie przyrostu liczby granulo-
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cytów spowodowane jest osiągnięciem takiej ich gęstości w komorze 
dyfuzyjnej, że dalsza ich proliferacja hamowana jest przez interakcje 
międzykomórkowe. Przemawia za tym utrzymywanie się tej samej liczby 
granulocytów w komorze w przypadku przeszczepienia całej jej zawar
tości do nowej komory dyfuzyjnej. Kiedy natomiast przeszczepiano za
wartość 10-krotnie rozcieńczoną, następował wzrost liczby granulocy
tów. Za tego typu mechanizmem regulacyjnym przemawiają również 
obserwacje hamowania proliferacji granulocytów przez produkty przez 
nie wytwarzane (chalony) [11, 79]. Podobny wpływ na granulopoezę wy
wiera środowisko otrzewnej, w której po zabiegu implantacji powsta
je odczyn zapalny [11]. Wyodrębniono 2 rodzaje kolonii granulocytar- 
nych rosnących w komorach na podłożu ze skrzepem włóknikowym [103]. 
Kolonie pojawiające się czwartego dnia składały się z grupy kilkuset doj
rzałych granulocytów. W odróżnieniu od nich drugi rodzaj kolonii, po
wstający siódmego dnia, tworzony był przez zgrupowanie komórek 
wokół kilku centrów. Kolonie te zawierały komórki we wcześniejszych 
stadiach dojrzewania, a liczba komórek w koloniach siedmiodniowych, 
na ogół większa niż w czterodniowych, była bardziej zmienna. Ryc. la 
przedstawia kolonię granulocytarną obserwowaną w 8 dniu. Powstawa
nie makrofagów w komorach dyfuzyjnych wydaje się nie podlegać pra
widłom, regulującym wzrost granulocytów [5, 9, 26], Liczba makrofa
gów wzrasta od drugiego tygodnia [5]. Potem kolonie makrofagalne „prze
ras ta ją” całą zawartość komory, stając się wyraźnie dominującą popu
lacją komórkową (ryc. Ib). Czas cyklu komórkowego w komorach dy
fuzyjnych zarówno w przypadku granulocytów, jak makrofagów wyno
si około 8 godz. [26].

Limfocyty nie proliferują w układzie syngenicznym w przypad
ku szpiku mysiego implantowanego w komorach dyfuzyjnych myszom. 
Opisywano szybkie zmniejszanie się liczby limfocytów w tym modelu 
doświadczalnym [5, 32, 36, 84] i ich praktyczną eliminację w ciągu 
kilku dni. Tak szybki rozpad limfocytów nie daje się wytłumaczyć ich 
naturalnym  czasem przeżycia, a możliwe przyczyny tego nie są jasne [5].

Erytropoeza w komórkach dyfuzyjnych przebiega w dwóch etapach. 
Pierwszy ma miejsce po około 2 dniach [100]. Pojawiają się wtedy 
niewielkie kolonie komórkowe (ryc. lc), złożone z kilkudziesięciu erytro- 
blastów. Komórka tworząca te kolonie określana jest w nomenklatu
rze angielskiej jako CFU-e (Colony Forming Unit — erythroid) lub 
CFU-d-e (Colony Forming Unit — diffusion chamber — erythroid) [43, 
57, 73]. Drugi typ kolonii erytroidalnych pojawia się po około 7 dniach 
[100]. Są one o wiele liczniejsze, największe opisywane zawierały nie 
mniej niż 106 komórek [43], Składają się z rozproszonych skupisk ko
mórek (ryc. Id) (stąd ich angielskie określenie burst — wybuch). Ko-
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mórka tworząca je określana jest odpowiednio jako BFU-e (Burst Form
ing Unit — erythroid) lub BFU-d-e [43, 57], Oba rodzaje kolonii różni
cują się do stadium erytrocyta odpowiednio po kilku i kilkunastu dniach 
hodowli.

Megakariocyty pojawiają się w komorach dyfuzyjnych w bardzo 
niewielkiej liczbie [43] albo same, albo jako składowa kolonii miesza
nych. Również bez wyraźnej prawidłowości czasowej występują ko
mórki fibroblastoidalne. Ich pochodzenie nie jest jednoznacznie usta
lone. Komórki o identycznej morfologii tworzą kolonie w komorach
dyfuzyjnych, w których umieszczona jest regenerująca tkanka kostna [47].

\

2. B A D A N I E  KO M Ó REK  M A C IE R Z Y ST Y C H  U K Ł A D U  K RW IO TW ÓRCZEGO

Komórki macierzyste i ukierunkowane układu krwiotwórczego, ba
dane w komorach dyfuzyjnych, podzielić można na dwie zasadnicze 
grupy. Pierwszą stanowić będą komórki, których potomstwo pod posta
cią kolonii może być badane jedynie w innym niż komory dyfuzyjne 
układzie doświadczalnym. Jako przykłady wymienić można komórki ma
cierzyste tworzące kolonie w śledzionach napromieniowanych myszy 
(CFU-S — Colony Forming Unit in Spleen), komórki ukierunkowane 
tworzące kolonie w hodowlach in vitro na podłożu agarowym (CFU-c — 
Colony Forming Unit in culture) i na podłożu ze skrzepem włókniko- 
wym lub z metylocelulozą (BFU-e, CFU-e). Grupę drugą tworzą ko
mórki, których potomstwo proliferuje w komorach dyfuzyjnych. Będą 
to wspomniane już komórki tworzące kolonie erytroidalne (BFU-d-e 
i CFU-d-e) oraz kolonie granulocytarne (CFU-d-g). W identyczny spo
sób tworzone jest nazewnictwo dla kolonii megakariocytarnych, makro- 
fagalnych i mieszanych, jednak brak bliższych informacji na temat 
komórek, z których miałyby powstawać.

Badanie CFU-S i CFU-c w komorach dyfuzyjnych polega na pod
dawaniu zawartości komór określonym działaniom i jej przeszczepianiu 
napromienionym myszom w celu oceny liczby CFU-S lub na podło
że agarowe, gdy oceniana jest liczba CFU-c [25,27,31,112], Badanie tą 
metodą liczby CFU-S w różnych dniach hodowli szpiku mysiego w ko
morach dyfuzyjnych wykazało, że są one zdolne do samopowielania 
(lub tworzenia z komórek młodszych rozwojowo) w tych warunkach. 
Okazało się mianowicie, że po początkowym spadku ich liczby do około 
50°/o wartości początkowej w pierwszym dniu, przekracza ona o kilka
naście procent liczbę implantowanych CFU-S [31]. Maksimum to przy
pada na 4 dzień hodowli, następnie liczba CFU-S stopniowo spada, 
osiągając w 18 dniu zaledwie 1/200 wartości wyjściowej. Nie wyjaś
nionym problemem jest związek pomiędzy CFU-S a komórkami tworzą
cymi kolonie granulocytarne w komorach dyfuzyjnych, określanymi jako
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DCPC (Diffusion Chamber Progenitor Cell). Według niektórych auto
rów są to te same komórki [98], inni sugerują, że DCPC są komórka
mi młodszymi, przechodzącymi w trakcie różnicowania przez etap CFU-S 
[16, 74]. Stwierdzono zmniejszenie liczby CFU-S i DCPC w regeneru
jącym szpiku [16, 25], co dowodzi ich aktywnego udziału w odnowie, 
prawdopodobnie przez intensyfikację procesu różnicowania kosztem sa- 
moodnawiania lub zachowania „stacjonarnej” puli tych komórek. Czę
stość DCPC i CFU-S w mysim szpiku, śledzionie i krwi różniła się 
dwukrotnie na korzyść DCPC, przy czym proporcje pomiędzy częstoś
ciami obu rodzajów komórek oznaczonymi dla poszczególnych narządów 
były zachowane [30]. Działając na mysi szpik surowicą królika, uczu
lonego przeciwko antygenowi mózgu mysiego (RAMBS — Rabbit A nti- 
Mouse Brain Serum) z dopełniaczem lub bez, stwierdzono, że po inku
bacji w komorach dyfuzyjnych szpik, na który działano RAMBS z do
pełniaczem, zawiera mniej CFU-S [1]. Badanie liczby CFU-S w szpi
ku nie inkubowanym w komorach dyfuzyjnych nie wykazało takich 
różnic. Prawdopodobnie więc inkubacja uniemożliwiła działanie g ranu- 
locytów i/lub makrofagów, co dało nowy jakościowo wynik doświadcze
nia. W odróżnieniu od opisanego, w doświadczeniu polegającym na ba
daniu wpływu przeciwciał na szpik myszy szczepu W/Wv [120] wyniki 
in vivo, in vitro i w komorach dyfuzyjnych są identyczne. Inną metodą 
badano obecność antygenu T h -1.1 na komórkach macierzystych układu 
krwiotwórczego szczura. W tym doświadczeniu [110] implantowano ko
mory dyfuzyjne, zawierające badany szpik, myszom immunizowanym 
przeciwko antygenowi Th-1.1. Brak proliferacji szpiku w komorach sta
nowił dowód na obecność antygenu na powierzchni komórek odpowie
dzialnych za powstawanie kolonii.

Z dwóch typów komórek, tworzących kolonie erytroidalne w komo
rach dyfuzyjnych, BFU-d-e jest uważana za młodszą rozwojowo od 
CFU-d-e [100]. Podobną zależność stwierdzono pomiędzy komórkami 
tworzącymi kolonie granulocytarne czwartego (CFU-D4) i siódmego- 
(CFU-D7) dnia hodowli [103]. Badanie szeregu parametrów sugeruje, 
że CFU-D7 są wcześniejszymi komórkami w granulopoezie niż CFU-D4, 
a także ich duże podobieństwo do komórek tworzących kolonie w  in
nych układach doświadczalnych: CFU-D7 do CFU-S, a CFU-D4 do 
CFU-c [70].

3. B A D A N I E  C Z Y N N IK Ó W  R E G U L U J Ą C Y C H  K R W IO T W O R Z E N IE

Komory dyfuzyjne nie są, z uwagi na niemożność dokładnego okre
ślenia wszystkich czynników mających wpływ na hodowane w nich ko
mórki, wygodnym modelem doświadczalnym do badania określonych 
czynników regulujących proliferację układu krwiotwórczego. Dodatkową
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trudnością jest różny stopień penetracji do wnętrza komory dyfuzyj
nej poszczególnych związków chemicznych. Za przykład służyć może 
erytropoetyna. Stwierdzono doświadczalnie, że podczas gdy jej stęże
nie w surowicy hipoksemicznej myszy było nie niższe niż 160 mU/ml 
[57], wewnątrz komory dyfuzyjnej nie osiągało granicy czułości meto
dy pomiaru — 50 mU/ml. Podobna sytuacja może ograniczać wartość 
badania metodą komór dyfuzyjnych w przypadku innych czynników, 
wpływających na proces krwiotworzenia.

Najwięcej wykonanych badań dotyczy stymulatorów i inhibitorów 
granulopoezy w komorach dyfuzyjnych. Opisywano stymulującą rolę ta
kich czynników, jak napromienienie zwierząt [25, 93, 105], podawa
nie im cyklofosfamidu [111], endotoksyny bakteryjnej [80, 124, 126] lub 
produktów otrzymanych z leukocytów obecnych w wysięku otrzewno
wym [124, 126]. Podobny efekt wywoływało częste przeszczepianie ko
mór nowym biorcom [31] i wywoływanie u biorców odczynu zapalne
go [104]. Sprzeczne doniesienia dotyczą wpływu czynnika stymulujące
go granulopoezę w hodowli in vitro (CSF — Colony Stimulating Factor) 
na granulopoezę w komórkach dyfuzyjnych. Po podaniu myszy surowi
cy anty-CSF następuje zahamowanie granulopoezy w komorze dyfuzyj
nej, co można interpretować jako dodatni wpływ CSF na granulopoezę 
in vivo [95], inne jednak obserwacje temu zaprzeczają [87]. Przynajmniej 
niektóre z opisanych mechanizmów aktywacji granulopoezy różnią się 
prawdopodobnie od siebie [126]. Inhibitorami granulocytarnymi są prze
de wszystkim chalony wydzielane przez same granulocyty [9, 27, 79, 
89, 122]. Nieproliferujące granulocyty oddziałują na komórki prekurso- 
rowe szeregu granulopoezy. Doświadczenie, polegające na synchronicz
nym indukowaniu interakcji pomiędzy granulocytami i komórkami pre- 
kursorowymi w szpiku i w komorach dyfuzyjnych tego samego zwie
rzęcia sugeruje, że oddziaływanie to ma charakter krótkotrwałych inter
akcji międzykomórkowych, a nie długotrwałego efektu natury  humo- 
ralnej [29].

Nie określono jednoznacznie charakteru wszystkich czynników, mo
gących stymulować erytropoezę w komórkach dyfuzyjnych. Warunkami, 
aktywizującymi te czynniki są: hipobaria [50, 57], skrwawienie zwie
rzęcia [25] lub wywołanie hemolizy jego erytrocytów [100] albo związa
nie części hemoglobiny zwierzęcia z tlenkiem węgla (Kwiek S., niepu
blikowane). Kontrowersyjne wyniki uzyskano w badaniach dotyczących 
efektu działania podwyższonego poziomu erytropoetyny [6, 25, 57]. Po
wstawanie kolonii erytroidalnych zależy również od wstępnego przygo
towania wszczepianych komórek. Łatwiej uzyskać dodatni wynik przy 
użyciu szpiku w fazie regeneracji [15] albo po fizycznym oddzieleniu 
niektórych frakcji komórek szpiku [43]. Zmniejszenie liczby kolonii po-
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wstających z CFU-d-e uzyskać można przez przekrwienie biorców ko
mór, jednak zabieg ten nie wpływa na liczbę kolonii powstałych z BFU- 
d-e [57].

Doniesienia dotyczące czynników regulujących proliferację makro- 
fagów sugerują, że są one tożsame z czynnikami regulującymi prolife
rację granulocytów jedynie w części przypadków [25, 111, 124]. W po
zostałych, np. wtedy, gdy w grę wchodzą chalony granulocytarne, nie 
działają one na makrofagi [9, 28]. Opisano również wybiórczą prolife
rację makrofagów pod wpływem czynnika produkowanego przez linię 
komórek L myszy [78].

Limfocyty stymulowane są przez antygeny obcogatunkowe, np. 
w modelu, w którym limfocyty szczura hodowano w komorach dyfuzyj
nych wszczepianych myszom [7]. W takim układzie efektem stymulacji 
jest transformacja blastyczna. Można ją również wywołać inkubując ko
mory dyfuzyjne przed wszczepieniem zwierzęciu w podłożu zawierają
cym mitogeny, np. fitohemaglutyninę [27].

4. B A D A N I E  E M B R IO G E N E Z Y  U K Ł A D U  K R W IO T W Ó R C Z E G O

Wykonanych zostało szereg badań, mających na celu zarówno okreś
lenie zachowania w komorach dyfuzyjnych komórek układu krwiotwór
czego płodów, jak też porównanie ich z podobnymi czynnościowo ko
mórkami pochodzącymi od osobników dorosłych. Jednoznacznie stwier
dzono istnienie różnic pomiędzy komórkami macierzystymi krwiotwo- 
rzenia u myszy w stadium płodu i osobnika dorosłego [106, 118]. Ko
mórki pęcherzyka żółtkowego, hodowane w komórkach dyfuzyjnych, 
tworzyły makrofagi, komórki plazmatyczne, granulocyty i limfocyty 
[117, 119]. Komórki leżące po stronie trzewnej różnicowały się w  kierun
ku makrofagów, z komórek leżących zewnętrznie tworzyły się komórki 
plazmocytopodobne. Nie stwierdzono natomiast obecności CFU-S [107]. 
Komórki pęcherzyka żółtkowego płodu są bardziej niż komórki szpiku 
osobników dorosłych wrażliwe na napromienienie, różnią się też czasem, 
przez jaki można je hodować w komorach dyfuzyjnych (ponad 98 dni) 
[119], W odróżnieniu od komórek szpiku różnicują się one tak samo bez n a 
promienienia, jak po napromienieniu [117]. Również komórki pochodzące 
z wątroby płodowej proliferowały w komórkach dyfuzyjnych odmiennie 
od komórek osobników dorosłych [106, 114],

Dla sprawdzenia teorii migracji komórek macierzystych układu 
krwiotwórczego płodu szczura, badano różnicowanie się komórek w ą
troby, szpiku i krwi obwodowej [56], Stwierdzono, że źródłem komórek 
macierzystych zasiedlających kość i tworzących następnie szpik jest 
wątroba płodu.
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WYNIKI BADANIA PRAWIDŁOWEGO UKŁADU
KRWIOTWORZENIA CZŁOWIEKA

Komórki układu krwiotwórczego człowieka hodowano najczęściej 
w komorach dyfuzyjnych wszczepianych letalnie napromienianym zwie
rzętom — najczęściej myszom lub szczurom. W jednym tylko przypad
ku jako biorcy podskórnie implantowanych komór wykorzystani byli 
ludzcy ochotnicy, jednak wynik doświadczenia nie odbiegał od uzyski
wanych z wykorzystaniem zwierząt [90]. W większości przypadków za
równo hodowla szpiku, jak komórek jądrzastych krwi obwodowej nie 
pozwalały na uzyskanie w efekcie erytropoezy. Obserwowano kolonie 
granulocytarne [24, 42, 68], limfocyty {40, 42, 97], megakariocyty [40, 
58, 66] i makrofagi [24, 58, 97]. Kinetyka wzrostu komórek była po
równywalna z obserwowaną w przypadku komórek pochodzących od 
zwierząt [24, 40]. Obserwowany wzrost kolonii limfocytarnych tłum a
czyć można obcogatunkowym biorcą komór dyfuzyjnych [88].

Badanie komórek, tworzących kolonie granulocytarne oraz mega- 
kariocytarne, wykazało obecność na ich powierzchni antygenu la [74]. 
Pozostaje to w zgodzie z obserwacjami sugerującymi, że komórki two
rzące kolonie granulocytarne w komorach dyfuzyjnych poprzedzają 
w rozwoju CFU-c [69, 72]. Liczba tych ostatnich zwiększała się po kil
kunastu dniach hodowli w komorach dyfuzyjnych [54, 59]. Kolonie ery- 
troidalne, trudniejsze do uzyskania, pojawiały się później niż w przy
padku hodowli szpiku mysiego [116]. W odróżnieniu od szpiku ludzi 
dorosłych, hodowla wątroby płodu ludzkiego pozwala na obserwację 
erytropoezy w komorach dyfuzyjnych wszczepianych zwierzętom, które 
nie były uprzednio specjalnie przygotowywane [86],

Pomimo że badanie układu krwiotworzenia człowieka nie wnosi żad
nych informacji, niemożliwych do uzyskania na modelu zwierzęcym, jest 
ono istotne z dwóch powodów. Po pierwsze, pozwala na ocenę podobień
stwa mechanizmów krwiotworzenia człowieka i zwierząt, po drugie, 
umożliwia uzyskanie układu odniesienia dla badania metodą komór dy
fuzyjnych stanów patologii układu krwiotwórczego u ludzi.

BADANIE PATOLOGII UKŁADU  
KRWIOTWÓRCZEGO CZŁOWIEKA

Najczęściej badanymi metodą komór dyfuzyjnych chorobami ukła
du krwiotwórczego są zespoły polegające na rozroście komórek typu 
nowotworowego (białaczki), w drugiej kolejności wymienić należy niedo
krwistości, głównie typu aplazji. W pierwszej grupie badany jest pro
blem różnicowania patologicznych komórek, w drugiej — problem bra
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ku bądź niedostatecznego wytwarzania prawidłowych elementów mor- 
fotycznych krwi.

Kinetyka wzrostu komórek białaczkowych nie przypomina obser
wowanej w przypadku prawidłowego szpiku czy krwi [65, 75, 99]. P rze
ważnie przyrost ich liczby w pierwszych dniach jest znacznie większy 
w porównaniu z normą. Spowodowane to jest albo zjawiskiem szybkiego 
powielania komórek o jednakowym, przeważnie bardzo niskim stopniu 
zróżnicowania [75, 99], albo zapoczątkowaniem różnicowania w kierun
ku dojrzalszych postaci [65]. W tym ostatnim przypadku po zakończe
niu procesu różnicowania granulocytów komórki, pochodzące od chorego 
z ostrą białaczką nielimfatyczną (ANLL), zaprzestały podziałów. Zja
wisko wytwarzania inhibitorów komórkowych przez przynajmniej nie
które blasty białaczkowe [91, 113] nie wydaje się mieć wpływu na duży 
przyrost ich liczby. Problem „dojrzewania” komórek białaczkowych 
w warunkach hodowli w komorach dyfuzyjnych był szeroko badany, opi
sywano nabywanie przez blasty cech komórek dojrzalszych wtedy, kie
dy ani in vivo, ani in vitro zjawisko to nie występowało [60, 65, 101, 
102], Zjawisko różnicowania blastów w komorach dotyczyło jedynie 
części badanych przypadków [61], w niektórych doświadczeniach go nie 
obserwowano [99]. Dojrzewanie komórek oceniane było albo na podsta
wie kryterium morfologicznego [61, 65], albo metodą badania antygenów 
powierzchniowych komórek [76, 109]. Stwierdzono również wybiórczy 
typ różnicowania: w przypadku przewlekłej białaczki szpikowej, w któ
rym w szpiku chorego stwierdzono dużą liczbę megakariocytów, w ko
morach dyfuzyjnych blasty różnicowały się wyłącznie w kierunku gra
nulocytów [37]. Z kolei zdolność tworzenia megakariocytów wykazywa
ła niezróżnicowana, z założenia megakarioblastyczna linia komórkowa, 
ale izolowana ze szpiku szczura, a nie człowieka [101], Badanie różni
cowania blastów białaczkowych w komorach dyfuzyjnych wymaga za
wsze wyjaśnienia, czy obserwowane komórki dojrzałe nie pochodzą 
z „zanieczyszczenia” implantowanych komórek białaczkowych komórka
mi prawidłowymi. Problem ten rozstrzygnięty został w przypadku ho
dowli blastów ostrej białaczki szpikowej (AML) przez wykazanie w doj
rzałych granulocytach (obserwowanych po 7 dniach inkubacji w komo
rach dyfuzyjnych) tzw. pałeczek Auera, będących znacznikami komórek 
białaczkowych AML [22].

Brak lub upośledzenie wytwarzania w szpiku chorego na niedo
krwistość aplastyczną elementów morfotycznych krwi może być wyni
kiem albo defektu komórki macierzystej, albo jej mikrośrodowiska. 
W drugim przypadku może to być albo brak komórkowego czy wy- 
dzielniczego stymulatora krwiotworzenia, albo obecny komórkowy bądź 
wydzielniczy inhibitor. Zróżnicowanie tych przyczyn jest jednocześnie
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istotnym zagadnieniem teoretycznym i może mieć znaczenie praktycz
ne dla decyzji o terapii chorego. Opisane zagadnienie może być roz
strzygnięte metodą hodowli szpiku chorego w komorach dyfuzyjnych. 
Teoretycznie brak rozstrzygnięcia problemu lub wynik sugerujący 
błędną interpretację mogą mieć miejsce w przypadku, gdy w grupie 
implantowanych do komory dyfuzyjnej komórek znalazłyby się takie, 
które jednocześnie wywierałyby hamujący wpływ na proliferację komó
rek  macierzystych i byłyby zdolne do życia i namnażania się w środo
wisku komory dyfuzyjnej. Prawdopodobieństwo wystąpienia tego typu 
sytuacji jest jednak stosunkowo niewielkie.

Przekonywającym przykładem możliwości różnicowania niedokrwi
stości aplastycznych metodą hodowli szpiku chorego w komorach dy
fuzyjnych jest przypadek równoległego badania dwóch chorych, z któ
rych  u pierwszego stwierdzono brak wzrostu szpiku in vitro i lepszy 
od normy wzrost w komorach dyfuzyjnych, z kolei szpik drugiego nie 
dawał wzrostu ani w komorach, ani in vitro [71]. W innym przypadku, 
w  którym szpik chorego na niedokrwistość aplastyczną proliferował 
prawidłowo w komorach dyfuzyjnych, wyleczenie uzyskano po zasto
sowaniu immunosupresji [94]. Byłby to więc dowód potwierdzonego roz
poznania hamującego hemopoezę wpływu mikrośrodowiska szpiku. Opi
sane przykłady przemawiają za przydatnością stosowania — w wybra
nych przypadkach — hodowli szpiku w komorach dyfuzyjnych jako do
datkowej próby prawidłowego rozpoznania patomechanizmu choroby.
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ZNACZENIE POZNAWCZE I PRAKTYCZNE 
SYNCHRONIZACJI KOMÓREK W FAZACH 

CYKLU MITOTYCZNEGO

THEORETICAL AND PRACTICAL VALUE 
OF CELL SYNCHRONIZATION IN MITOTIC CYCLE PHASES

Jadwiga KOZIOROWSKA 

Zakład Leków Witaminowych Instytutu Leków w Warszawie

Streszczenie. Szeregiem metod można uzyskać synchronizację komórek w poszcze
gólnych fazach cyklu mitotycznego. Synchronizacja komórek ułatwia badania 
mechanizmu działania czynników egzogennych i badania dotyczące mechaniz
mów kontroli wzrostu. Aspekt praktyczny synchronizacji wiąże się z chemio
terapią nowotworów.

Abstract. There are several methods allowing cell synchronization in different 
cell cycle phases. Cell synchronization facilitates studies on the mechanism of 
action of exogenous agents as well as studies on the mechanism of cell growth. 
The practical aspect of cell synchronization is tied up with cancer chemotherapy.

W cyklu m itotycznym  komórek Eucariota wyróżnia się szereg na
stępujących po sobie procesów biochemicznych [66]. Decydują one o moż
liwości realizacji poszczególnych funkcji. W zależności od rodzaju tych 
funkcji cykl m itotyczny podzielono na 4 fazy. Okres, k tó ry  dzieli za
kończenie procesu mitozy od inicjacji replikacji DNA, nazwano fazą 
Gj, okres replikacji DNA — fazą S, okres między fazą S a profazą — 
fazą G2. Ostatnią fazą cyklu komórkowego jest mitoza. Populacje ko
m órek hodowanych in v itro  są w okresie rozplemu na ogół asynchro
niczne, tzn. składają się z subpopulacji komórek w różnych fazach cyk
lu mitotycznego. Możliwość synchronizacji komórek w jednej z faz u ła t
wia wyznaczanie punktów  w cyklu m itotycznym  w rażliwych na działa
nie czynników egzogennych i również ułatw ia próby w yjaśniania m e
chanizmów kontroli wzrostu. Efekty biologiczne indukowane przez związ
ki fazowo zależne ulegają nasileniu, jeżeli populacje kom órek są zsyn
chronizowane we wrażliwej na ich działanie fazie.

7 — P o stę p y  Biol. Kom. 4/83
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METODY

Z punktu widzenia fizjologii najbardziej zadowalające są metody 
synchronizacji komórek, które nie prowadzą do przerwania prawidłowe
go przebiegu cyklu mitotycznego ani do uszkodzenia makrocząsteczek. 
Metoda selektywnej synchronizacji komórek w fazie mitozy [64] znajdu
je zastosowanie wyłącznie w przypadku hodowli komórek na podłożu 
stałym. W tego rodzaju hodowlach komórki w fazie mitozy zaokrąglają 
się, tracą większość punktów przyczepu i odrywają się od powierzchni 
naczyń hodowlanych. Delikatnym wytrząsaniem hodowli można uzyskać 
populację, w której około 95% komórek znajduje się w fazie mitozy. 
Inny sposób synchronizacji selektywnej polega na oddzielaniu komórek 
w fazie G2 przez wirowanie w gradiencie albuminy bydlęcej [55]. Metody 
służące do synchronizowania komórek przez związki chemiczne, które dzia
łając na procesy biochemiczne specyficzne dla danej fazy, powodują 
przerwanie normalnego cyklu życiowego. Może być ono jednoznaczne 
z zahamowaniem proliferacji, zaś w przypadku wystąpienia uszkodzeń 
makrocząsteczek zahamowanie proliferacji może być nieodwracalne.

Synchronizację komórek w metafazie można uzyskać dzięki trak to
waniu rozmnażających się komórek kolchicyną, winblastyną lub innymi 
związkami antymitotycznymi. Po ich usunięciu uzyskuje się populacje 
komórek zsynchronizowanych i zdolnych do podziału, ale część komórek 
ginie w wyniku uszkodzeń.

Metodą najczęściej stosowaną w celu hamowania proliferacji w fa
zie S jest traktowanie komórek hydroksymocznikiem lub 5-fluoro-2'-de- 
zoksyurydyną [5-FdUrd]. Po usunięciu tych związków komórki natych
miast wchodzą w fazę S, zachowując zdolność do jednego lub dwukrot
nego podziału w ramach normalnego cyklu. Frakcja komórek nagroma
dzających się we wczesnej fazie S ulega zwiększeniu o ile stosuje się, 
na przykład, podwójną blokadą tymidyną i hydroksymocznikiem. Hy-
droksymocznik i 5-FdUrd pozostawiają ślady swego działania w komórce 
na skutek bezpośredniej interferencji z polimeryzacją łańcucha polide- 
zoksyrybonukleotydowego. Działając pośrednio powodują zubożenie puli 
prekursorów trójfosforanów dezoksyrybonukleozydów, co prowadzi do 
akumulacji nowo utworzonego, jednopasmowego DNA o niskim ciężarze 
cząsteczkowym. Efektem ich działania mogą być ponadto zmiany 
w strukturze chromatyny [55]. Komórki zsynchronizowane w fazie S 
przez jeden czynnik blokujący na ogół nie przechodzą do następnej fa
zy cyklu mitotycznego jako hodowle synchroniczne. W wyniku stosowa
nia podwójnej blokady można doprowadzić do synchronizacji komórek 
w następujących po sobie fazach, co umożliwia badanie procesów bio
chemicznych np. w fazie G2. Spostrzeżenie to jest cenne z uwagi na
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fakt, że w przypadku stosowania związków chemicznych powodujących 
w sposób bezpośredni zahamowanie proliferacji komórek w fazie G2 
jest ono nieodwracalne [43],

Faza Gj jest fazą o znaczeniu decydującym dla zachowania pra
widłowej kontroli proliferacji i jednocześnie fazą najbardziej podatną 
zarówno na działanie blokujące znacznej liczby czynników egzogennych, 
jak i zmian w składzie otaczającego środowiska.

Szereg związków chemicznych, jak np. streptowitacyna A, kofeina, 
konkanawalina A, kwas pikolinowy i glikokortykoidy, powoduje przej
ście proliferujących komórek w fazę spoczynkową [G0]. Jest interesują
ce, że podobne działanie wywierają hormony sterydowe [50] i interfe
ron [60]. Retinol blokuje komórki w środkowym okresie fazy G: [17], 
prawdopodobnie w wyniku hamowania indukcji dekarboksylazy ornity- 
nowej, kluczowego enzymu regulującego syntezę poliamin.

FAZA Gj a REGULACJA KONTROLI WZROSTU

Cykl życiowy hodowanych in vitro komórek normalnych ulega za
hamowaniu w fazie Gj w wyniku warunków niekorzystnych dla prolife
racji, przy czym zahamowanie może mieć miejsce w różnych okresach 
fazy Gj. W przypadku powrotu do warunków optymalnych komórki 
wznawiają procesy warunkujące realizację cyklu mitotycznego. Najpierw 
wchodzą w stadium wyprzedzające fazę syntezy DNA, a następnie w fa
zę syntezy DNA. Jeżeli cykl mitotyczny komórek zostaje zahamowany 
w fazie G0, to okresy czasu między zmianą warunków odżywczych a roz
poczęciem syntezy DNA są dłuższe niż w przypadku ingerencji w in
nych okresach fazy Gx. Wynikiem synchronizacji komórek, których 
rozplem został zahamowany w fazife Gi, może być częściowa synchroni
zacja komórek w fazie S. Odsetek komórek zsynchronizowanych w fazie 
S może być różny i zależy od stopnia „głodu” poprzedzającego odbloko
wanie (ryc. 1).

Do niekorzystnych lub suboptymalnych warunków powodujących 
zahamowanie cyklu komórek w fazie Gi zaliczyć można znaczną gę
stość populacji [10, 14, 31, 50], zmniejszenie zawartości surowicy w po
żywce [3, 29, 30], brak pewnych aminokwasów [3, 6, 11, 12, 28, 37, 47, 
48] lub innych składników pokarmowych, jak: fosforany, glukoza [14, 
20] i lipoproteidy [27], Hodowane in vitro komórki ulegają synchroni
zacji w fazie G: w obecności pewnych hormonów [1], a także przy zmia
nie warunków hodowli [41],

Posługując się komórkami 3T3 przeprowadzono badania dotyczące 
czynników zawartych w surowicy i niezbędnych do inicjacji syntezy DNA.
Proliferacja komórek hodowanych w pożywce z surowicą dializowaną jest
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Ryc. 1. Zmiany w  natężeniu syntezy DNA w  komórkach hodowanych w  pożywce  
(a) zawierającej 0.1'% leucyny i (b) bez leucyny; według Everharta i Prescotta

[1972]

upośledzona (ryc. 2). Efekt ten wiąże się z usunięciem przez dializę nie
wielkich ilości wolnych aminokwasów, przede wszystkim tryptofanu.

Możliwość inicjacji syntezy DNA zależy od obecności insuliny [22, 24], 
glikokortykoidów [13, 64] lub wzrostowego czynnika fibroblastycznego 
[FGF] [16].

Mechanizm hamowania proliferacji komórek, determinowany znacz-

http://rcin.org.pl



S Y N C H R O N I Z A C J A  KO M Ó REK 380

Ryc. 2. Zahamowanie rozplemu komórek w  pożywce z surowicą dializowaną. 
Mysie komórki LM hodowano w  pożywkach zawierających 1— 10% surowicy diali
zowanej, 2— 10% surowicy niedializowanej przechowywanej w  temp. 37°C, 3— 10% 
surowicy niedializowanej przechowywanej w  temp. 4°C; według Brunnera [1973]

ną gęstością populacji, nie jest dostatecznie jasny. Są opinie, że znaczną 
rolę może odgrywać, na przykład, zubożenie pożywki w składniki po
karmowe [10, 14, 18, 65] i ograniczenie powierzchni naczynia hodowla
nego niezbędnej do rozplemu [10, 65], wzajemne oddziaływanie komórek 
[57], zmniejszenie możliwości dyfuzji czynników pokarmowych [15, 61] 
lub zmniejszenie powierzchni komórek omywanej przez pożywkę. Dla 
wielu rodzajów komórek przejście w fazę spoczynku zaczyna się stopnio
wo przed tym nim powierzchnia naczyń hodowlanych zostaje pokryta
komórkami [57]. Komórki, które zostały zablokowane w fazie G1} w wy-
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niku znacznej gęstości populacji można zmusić do progresji w cyklu 
mitotycznym, poddając je działaniu trypsyny i zmniejszając liczbę ko
mórek przy wprowadzaniu ich do nowego naczynia. In situ można zmu
sić je do proliferacji na przykład proteazą.

Sposób odpowiedzi komórek na różne niedobory w otaczającym je 
środowisku może być różny. Na przykład populacje komórek BHK, któ
re zostały zablokowane w fazie Gj w wyniku braku surowicy, izoleucyny 
lub glutaminy, po usunięciu braków wchodzą w fazę syntezy DNA po 
takich samych okresach czasu (ryc. 3), natomiast w hodowlach z płuca 
chomika wielkość przerwy między fazą G0 a fazą S zależy od warunków 
odpowiedzialnych za zahamowanie proliferacji.

Przedstawiona przez Pardee [42] w piśmiennictwie w 1974 r. hipo
teza robocza wniosła do nauki pojęcie punktu restrykcyjnego R. Zgodnie 
z hipotezą w punkcie R zostaje zablokowany cykl podziałowy. Istnieje 
wiele dowodów doświadczalnych, że punkt R znajduje się w fazie Gj.

Jak  dotychczas brak jest dokładnych informacji, jakie procesy bio
chemiczne lub stany fizjologiczne komórek determinują prawdopodo
bieństwo przekroczenia punktu R, co jest jednoznaczne z przejściem ko
mórek z fazy spoczynkowej w fazę syntezy DNA. Przypuszcza się, że 
niezbędne jest nagromadzenie w komórkach odpowiedniej ilości specy
ficznego białka [53], ewentualnie jakiejś krytycznej ilości RNA lub osiąg
nięcie jakiejś krytycznej masy.

W przeciwieństwie do komórek niestransformowanych rozplem ko
mórek stransformowanych przez wirusy DNA, na przykład wirusem 
SV40, nie ulega zahamowaniu w fazie Gj z chwilą osiągnięcia dużej gę
stości „wysycenia”, tzn. takiej, przy której duża liczba komórek przy
pada na 1 cm2 powierzchni szkła [35], Komórki stransformowane przez 
wirusy DNA są zdolne do proliferacji w pożywkach z małą zawartością 
surowicy [4], natomiast komórki stransformowane przez wirusy RNA 
i przez rakotwócze związki chemiczne, hodowane w pożywce z niską za
wartością surowicy, nabywają cechy komórek normalnych w tym sensie, 
że ulegają zablokowaniu w fazie G0 lub G1; podobnie jak komórki nor
malne [21, 49], W komórkach stransformowanych przez wirusy DNA 
produkt wirusowego genu A jest inicjatorem syntezy komórkowego DNA 
[9, 25, 34, 54]. Prawdopodobnie umożliwia on przejście komórek przez 
punkt restrykcyjny i nie dopuszcza do synchronizacji komórek w fazie 
Gj [45]. Są opinie, że decydującą rolę odgrywają tu różnice w zależności 
od obecności czynników wzrostowych w środowisku komórek normal
nych i komórek stransformowanych. Ogólnie biorąc możliwość przejścia 
komórek nowotworowych i komórek stransformowanych w fazę spoczyn
kową zależy zarówno od rodzaju komórek, jak i warunków środowisko
wych [2, 19, 30].
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Ryc. 3. Synteza DNA w  różnych okresach czasu po usunięciu aminokwasów i ich 
dodaniu. Zmiany w  inkorporacji tymidyny znakowanej trytem oceniano przez 
24 godziny w  przerwach dwugodzinnych w  okresie głodzenia i przez 30 godzin

po dodaniu pożywki; według Melvina i wsp. [1979]
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TEMPERATUROWRAŻLIWE MUTANTY KOMÓREK SSAKÓW

W badaniach, zmierzających do wyjaśnienia mechanizmów kontroli 
wzrostu, cennym modelem doświadczalnym są temperaturowrażliwe m u
tanty ts komórek ssaków [55], Fenotypowe ekspresje mutacji ts są za
maskowane w temperaturach nazwanych temperaturami przyzwalający
mi, tzn. w temperaturach stwarzających optymalne warunki dla proli
feracji (np. 37°C), a ujawniają się w temperaturach nieprzyzwalających, 
tzn. w temperaturach, w których proliferacja jest upośledzona (np. 
40°C). Komórki, które są nosicielami mutacji ts, decydującej o jakiejś 
zmianie w funkcji komórek, rozmnażają się normalnie i zachowują się 
jak komórki macierzyste w temperaturze przyzwalającej. Temperatura 
nieprzyzwalająca powoduje synchronizację komórek w jednej z faz cyk
lu życiowego. Jest ona wynikiem ujawnienia się w temperaturze nie- 
przyzwalającej defektu metabolicznego, który pojawił się w komórkach 
w konsekwencji mutacji.

Przeprowadzono wiele prób, których celem było określenie zmiany 
metabolicznej determinującej synchronizację komórek w tej a nie innej
fazie. Stosowano zarówno metody biochemiczne, jak fizjologiczne i wi
rusologiczne.

Spośród wielu mutantów komórek ssaków określonych jako m utan
ty ts w większości z nich wynikiem mutacji jest zaburzenie procesów 
metabolicznych niezbędnych do przejścia komórek przez fazę

Komórki chomicze ts CH-K-12 zostały wyizolowane z klonu WgJA 
komórek chińskiego chomika DON [51], W przypadku hodowania w tem 
peraturze przyzwalającej i w pożywce bez surowicy, komórki ts CH-K-12 
zostają zablokowane w fazie Gi [33, 52]. Po dodaniu surowicy wchodzą 
one w fazę syntezy DNA w 6 godzin później i zaczynają się dzielić w 15 
godzin później. Temperatura nieprzyzwalająca blokuje derepresję enzy
mów biorących udział w biosyntezie DNA w chwili przejścia komórek 
z fazy Gi do fazy S. Fakt ten wskazuje, że defekt metaboliczny komórek 
jest związany z transkrypcją lub z procesami, które mają miejsce po 
transkrypcji i są związane z derepresją enzymów biorących udział w rep
likacji DNA [54].

Komórki ts AF 8 są mutantami komórek BHK-21 [36], Jeżeli komórki 
ts AF 8 znajdują się we wczesnej fazie S, to po potraktowaniu ich hydrok- 
symocznikiem przechodzą pozornie normalnie przez fazę S bez względu 
na to czy zostaną odblokowane w temperaturze przyzwalającej, czy nie-
przyzwalającej. O ile te same komórki są hodowane w temperaturze 
nieprzyzwalającej i ulegają synchronizacji w fazie G2 w wyniku usunię-. 
cia z pożywki surowicy, to po dodaniu surowicy nie wchodzą w fazę syn
tezy DNA. Jeżeli jednak zostaną zablokowane w fazie Gj w konsekwen-
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cji usunięcia z pożywki izoleucyny, wchodzą w fazę syntezy DNA. Obser
wacje te sugerują, że punkt czasowy, w którym ulega zahamowaniu pro
liferacja mutantów ts AF 8 w temperaturze nieprzyzwalającej, znajdu
je się w fazie Gx pomiędzy punktami, w których ma miejsce zahamo
wanie proliferacji tych samych komórek w wyniku braku w pożywce 
surowicy lub braku leucyny.

Komórki ts AF 8 hodowane w temperaturze przyzwalającej ulegają 
transformacji po zakażeniu wirusem polyoma. Komórki stransformowa- 
ne Py ts AF 8 kontynuują syntezę DNA w temperaturze nieprzyzwala
jącej i rozmnażają się przez okres o około 30 godzin dłuższy niż to ma 
miejsce z niestransformowanymi komórkami rodzicielskimi [7]. Obec
ność genomu wirusa polyoma niweluje zatem na pewien krótki czas de
fekt komórek ts AF 8. Do podobnych wniosków doprowadziły badania 
z dwoma innymi wirusami DNA, ludzkim adenowirusem [40] i wirusem 
herpes simplex [59].

Komórki chomicze ts K/34C hodowane w temp. 40°C ulegają syn
chronizacji w fazie Gj, mniej więcej na 6 godzin przed przejściem z fa
zy Gj do fazy S. Drugi punkt blokady ma miejsce w fazie G2. Specy
ficzność defektu komórek ts K/34C została ujawniona dzięki różnicom 
w sposobie replikacji różnych wirusów w komórkach hodowanych w tem
peraturze nieprzyzwalającej. Mimo zastosowania tego rodzaju temperatu
ry replikacja mengowirusa przebiegała normalnie, natomiast replikacja 
VSV i wirusa Sindbis ulegała całkowitemu zahamowaniu. Replikacja 
mengowirusa jest możliwa jedynie w warunkach nieupośledzonej syn
tezy RNA i białka, natomiast do replikacji wirusów VSV i Sindbis 
niezbędna jest prawidłowo przebiegająca synteza gliprotein [5, 67]. Moż
na zatem przypuszczać, że defekt mutantów jest związany z syntezą 
glikoprotein. Funkcja ts w komórkach ts K/34C została zidentyfikowana 
jako reakcja, w wyniku której kompleks oligosacharydowy jest przeno
szony z przenośnika dolicholo-lipidowego na grupę aminową akceptora 
reszty asparaginianowej syntetyzowanych łańcuchów polipeptydowych, 
z których powstają glikoproteidy [44], Wyniki dotychczasowych badań 
pozwalają sądzić, że punkt czasowy, w którym następuje zablokowanie 
komórek w fazie G:, znajduje się między punktem czasowym, w któ
rym rozplem komórek ulega zahamowaniu w wyniku braku surowicy 
w pożywce i punktem, w którym ma miejsce indukcja dekarboksylazy 
ornitynowej, to znaczy w okresie między 10 a 2 godziną przed przejściem 
komórek z fazy Gi do fazy S [26]. Wyprzedza on zatem główny proces 
fazy Gi, tzn. derepresję aparatu replikacji chromatyny monitorowa
nej przez syntezę dekarboksylazy ornitynowej, kluczowego enzymu 
w biosyntezie poliamin [43]. Mutacja komórek ts K/34C budzi szcze
gólne zainteresowanie, ponieważ dotyczy ona biogenezy i funkcji
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błony. Zablokowanie komórek hodowanych w temperaturze nieprzyzwa- 
lającej w fazie Gj lub fazie G2 może być powodowane przez obarczone 
błędami procesy metaboliczne w błonie plazmatycznej. Wydaje się, że 
tego rodzaju błędami charakteryzuje się wiele mutantów typu fazy
G:.

Niektóre temperaturowrażliwe m utanty  ulegają synchronizacji w fa
zie mitozy [55]. Na przykład komórki chomicze ts 655 zostają zabloko
wane w środkowym okresie profazy. Kondensacja chromatyny ma miej
sce w ciągu 60—70 godzin, jednakże nie tworzą się chromosomy mito- 
tyczne, zamiast tego chromatyna ulega postępującej kondensacji i two
rzy duże nieregularne masy. Obserwacje te sugerują, że defekt cho- 
miczych komórek ts 655 odnosi się do układu mikrotubul, który wyzna
cza układ chromatyny w konfiguracji metafazalnej i następnie jej ruch 
wzdłuż włókien wrzeciona. Wydaje się, że w temperaturach nieprzyzwa- 
lających zahamowane zostaje wbudowywanie kwaśnych aminokwasów 
do białka.

Inne jeszcze temperaturowrażliwe m utanty  komórek ssaków, hodo
wane in vitro w temperaturze nieprzyzwalającej, zostają zablokowane 
w fazie S. Dotychczasowe badania pozwoliły na identyfikację i izola
cję szeregu białek biorących udział w procesie biosyntezy DNA i scharak
teryzowaniu szeregu specyficznych dla tego procesu reakcji, ale nie ma 
jeszcze pełnego obrazu dotyczącego przebiegu procesów w fazie S i ich 
interakcji z innymi procesami komórkowymi [68]. Badanie mutantów 
ts może być niezwykle pomocne w uzupełnieniu brakujących wiadomości. 
Do wykazania, że komórki zostają zablokowane w temperaturze nie
przyzwalającej w jakimś stanie w czasie fazy syntezy DNA stosuje się 
standardowe metody fizjologiczne i biochemiczne. Bliższe określenie de
fektu polega na udowodnieniu, że jakiś proces związany z replikacją DNA 
jest unieczynniany przez temperaturę lub na przykład na udowodnie
niu, że jakiś specyficzny enzym biorący udział w replikacji DNA jest 
wrażliwy na temperaturę in vivo i in vitro.

POTĘGOWANIE EFEKTÓW DZIAŁANIA  
ZWIĄZKÓW FAZOWO ZALEŻNYCH

Synchronizacja komórek może potęgować efekty działania związ
ków chemicznych, o ile związki te są fazowo zależne. Stąd znaczenie 
aplikacyjne synchronizacji w chemioterapii nowotworów.

W stosowanej obecnie chemioterapii nowotworów uwzględnia się 
podawanie kilku leków jednocześnie lub naprzemiennie. Z praktyki kli
nicznej wiadomo, że tego rodzaju terapia przynosi lepsze efekty terapeu
tyczne niż terapia jednolekowa. Niektóre leki przeciwnowotworowe po-
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wodują synchronizację komórek w określonych fazach cyklu życiowe
go i tym  samym potęgują działanie innych następczo podawanych le
ków, o ile ich działanie jest fazowo zależne. Ten zaproponowany na 
podstawie badań in vitro schemat postępowania odnosi się przede wszy
stkim do terapii białaczek.

Z licznych badań wynika, że podawany następczo lek może trafić 
w nieodpowiednią dla swego działania fazę, co zmniejsza efekt terapeu
tyczny. Na przykład wiadomo, że L-asparaginaza albo nasila, albo niwe
luje cytotoksyczne działanie metotreksatu. W ramach badań własnych 
udowodniono [8], że L-asparaginaza w niskich stężeniach synchronizuje 
komórki w fazie S (ryc. 4), która jest fazą wrażliwą na działanie meto
treksatu.

Ryc. 4. Inkorporacja tymidyny znakowanej trytem w  komórkach L-929 hodowanych  
w  pożywce z L-asparaginą przez 10 godzin; według Chłopkiewicz i Koziórowskiej

[1975]

Cecha fazowanej zależności jest związana nie tylko z działaniem 
leków przeciwnowotworowych, lecz również z działaniem chemicznych
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związków rakotwórczych. Zdolność chemicznych związków rakotwór
czych do wywoływania przemiany nowotworowej komórek mysich u le 
ga nasileniu w przypadku synchronizacji komórek w fazie Gj i następu
jącym ich odblokowaniu [23]. Z ostatnich badań wiadomo, że niezbędnym 
warunkiem do uzyskania transformacji komórek ludzkich jest ich pre- 
inkubacja w pożywce bez glutaminy i argininy, prowadząca do ich za
blokowania w fazie spoczynkowej [38, 39], Po zmianie pożywki na po
żywkę kompletną większość komórek znajduje się w fazie S. Po doda
niu czynników rakotwórczych w odpowiednich stężeniach, populacje 
w ten sposób hodowanych komórek ludzkich ulegają przemianie nowo
tworowej. Wydaje się prawdopodobne, że poznanie procesów metabolicz
nych determinujących zwiększoną wrażliwość komórek na działanie 
czynników rakotwórczych może mieć kluczowe znaczenie w próbach w y
jaśnienia mechanizmów procesów nowotworowych.
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RECENZJE

G. J. REYNOLDS, Lymphoid Tissue. A Histological Approach.

J. Wright and Sons Ltd, Bristol, 1982. str. IX +  114, Ł 5.50.

Układ limfatyczny ssaków obejmuje centralne (grasica, szpik kostny) 
i obwodowe narządy limfatyczne (śledziona, węzły chłonne, grudki lim- 
fatyczne przewodu pokarmowego). W specyficznym mikrośrodowisku gra
sicy, utworzonym przez komórki nabłonkowe, mioidalne, splatające się
oraz rogowaciejące ciałka grasicze, różnicują się poszczególne subpopu- 
lacje limfocytów T-grasiczozależnych. Szpik kostny opuszczają natomiast 
limfocyty B, zdolne do przekształcania się w komórki plazmatyczne 
uwalniające przeciwciała. Limfocyty obu populacji krążą w krwi i lirnfie 
oraz zasiedlają przynależne im strefy obwodowych narządów limfatycz- 
nych. Śledziona filtruje wyłącznie krew, natomiast do węzłów chłonnych 
i grudek limfatycznych skupionych przewodu pokarmowego limfocyty 
wnikają zarówno z krwiobiegu, przez wyspecjalizowane, cylindryczne 
komórki śródbłonka żyłek poza włosowatych, jak i z naczyń limfatycznych 
doprowadzających. W obrębie narządów obwodowych dochodzi do wza
jemnego „porozumienia się” limfocytów T i B z udziałem komórek po
chodzących z linii fagocytów jednojądrzastych, przyjmujących w stre
fach grasiczozależnych postać komórek splatających się, natomiast w stre
fach niezależnych od grasicy — wygląd komórek drzewkowatych.

Obraz centralnych narządów limfatycznych zmienia się w toku roz
woju osobniczego, natomiast narządy obwodowe ulegają radykalnym 
zmianom po zadziałaniu bodźców antygenowych. Zachodzi w nich wów
czas transformacja blastyczna części limfocytów oraz ich przemieszcza
nie się. Kierunek ruchu limfocytów poszczególnych subpopulacji, a więc 
o różnych markerach powierzchniowych, zależy prawdopodobnie od mi- 
krośrodowiska wytworzonego przez komórki nielimfatyczne zasiedlające
określone nisze narządu, reagujące odmiennie w testach histochemicz- 
nych.

Oczywiste jest zatem, że do badania dynamicznych procesów zacho
dzących w narządach limfatycznych niezbędne jest równoczesne stoso-
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wanie różnorodnych technik badawczych, uwidoczniających nie tylko 
lokalizację komórek, lecz również ich markery powierzchniowe i skład 
enzymów. O tendencji tej świadczą bieżące artykuły z czasopism facho
wych. Doskonale stało się więc, że G.J. Reynolds podjął się zgrupowa
nia w jednej książce opisów wszelkich współcześnie stosowanych tech
nik badania narządów limfatycznych. Po omówieniu struk tury  i funkcji 
ssaczych narządów limfatycznych autor podaje metodykę badań histo
logicznych, histochemicznych, budzących ogromne nadzieje testów im- 
munocytologicznych oraz badania markerów powierzchniowych komórek. 
Gdy tylko to możliwe, autor przedstawia teoretyczne podstawy danej 
metodyki. W większości przypadków, opierając się na własnych doświad
czeniach, opisuje zasadzki danej techniki: najczęstsze artefakty i przy
czyny ich powstania, a tym samym sposoby ich uniknięcia. Przyswojenie 
treści ułatwiają znakomite schematyczne ryciny oraz czarno-białe i ko
lorowe mikrofotografie. Omawiana pozycja z całą pewnością będzie bar
dzo przydatna dla immunobiologów badających komórkowe podłoże re
akcji obronnych organizmu.

Barbara Płytycz

E. W. ROGERS, Cell and Tissues. An Introduction to Histology and Cell 
Biology.

Academic Press, London, 1983, str. XIII +  242, Ł 12.20

„Każdy przekrój przez tkankę lub narząd zawiera setki komórek. Tym 
niemniej możliwe jest, przy odrobinie treningu, zidentyfikowanie dane
go organu. Co więcej, łatwiej jest nazwać narząd niż powiedzieć, z ja
kiego zwierzęcia pochodzi... Histologia składa się bowiem głównie z pow
tarzających się wzorów, spośród których wiele związanych jest z określo
ną funkcją” — pisze autor omawianej książki, po czym udowadnia, iż 
łatwo można odróżnić komórki syntetyzujące białka „na eksport” od ko
mórek wytwarzających białka głównie na własny użytek oraz od komó
rek specjalizujących się w syntezie sterydów. Inny plan budowy mają 
nabłonki gruczołowe, inny nabłonki absorbujące substancje, a jeszcze 
odmienny epitelia stanowiące głównie mechaniczne bariery między róż
nymi środowiskami. Wiele narządów ma postać cewy. Pamiętając jed
nak o ich zróżnicowanych funkcjach, można odróżnić przekrój przez na
czynia krwionośne czy kanaliki nerkowe od przekroju przez przewód • 
pokarmowy.
• Autor książki apeluje do wyobraźni oraz intelektu czytelników, a w 

niewielkim stopniu do ich pamięci. Podręcznik adresowany jest bowiem
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do początkujących studentów i ma na celu ułatwić i uprzyjemnić im 
naukę histologii, jako dyscypliny łączącej elementy biochemii, fizjologii 
i anatomii. Natomiast drobiazgowe, nużące dla początkujących, opisy 
tkanek i narządów znajdą zainteresowani czytelnicy w innych podręcz
nikach, cytowanych przez A. W. Rogersa.

Tekst książki przerywany jest wielokrotnie krótkimi pytaniami, zmu
szającymi czytelnika do przypomnienia sobie poprzednich informacji 
i połączenia ich w spójną całość. Na końcu książki znaleźć można synte
tyczne odpowiedzi na postawione pytania i odnośniki do odpowiednich 
rozdziałów.

Książka zawiera ponad 200 ilustracji: diagramów, czarno-białych i ko
lorowych mikrofotografii oraz elektronogramów. Osobny rozdział poświę
cony jest współczesnym technikom histologicznym, ich zaletom i ogra
niczeniom. Zatem, mimo iż autor świadomie nie wspomina o strukturze 
i funkcji wielu narządów, recenzowana książka jest doskonałym wstę
pem do studiowania histologii, gdyż może uczynić ten przedmiot bardzo 
atrakcyjny.

Barbara Płytycz
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