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BADANIA ANTYGENÓW UKŁADU ROZRODCZEGO METODAMI 
IMMUNOLOGICZNYMI

STU D IES OF A N TIG EN S OF M ALE R EPR O D U C TIV E SYSTEM  BY 
IM M UN OLO GICA L TEC H N IQ U ES

M aciej K U R PISZ

Z ak ład  G enetyk i C złow ieka PA N  w  Poznan iu

S treszczen ie . P rzeg ląd  pośw ięcony jes t badan iom  an tygenów  kom órek  rozrodczych. 
S u b stan c je  o w łaściw ościach  an tygenow ych  były  iden ty fik o w an e  za pom ocą su ­
row ic po lik lona lnych  oraz m onok lonalnych  przeciw ciał, s to su jąc  m etody  im m uno- 
chem iczne. Szczególną uw agę pośw ięcono an tygenom  p lem nika , k tó re  sk lasy fik o ­
w ano  w ed ług  poszczególnych kom p artm en tó w  kom órkow ych, tj. s tru k tu r  b łono­
w ych (w tym  akrosom u), jąd ra , cy top lazm y oraz m itochondriów . O m ów iono im m u- 
nogenność w ażn iejszych  an tygenów  oraz ew en tu a ln ą  ich ro lę  w  im m unologicznej 
an ty k oncepc ji. P rzedstaw iono  b ad an ia  n ad  w yodrębn ien iem  an tygenów  różn icow a­
n ia  cyk lu  sperm atogenezy , k o n tro w ers je  dotyczące w ystępow an ia  an tygenów  n a - 
rządow oniesw oistych  na  kom órkach  rozrodczych oraz podstaw ow e m echanizm y 
i teo rie  im m unologiczne tłum aczące  s tan  to le ran c ji m ęskiego i żeńskiego u k ład u  
odpornościow ego w obec m ęsk ich  kom órek  rozrodczych.
S u m m a ry . T he rev iew  describes an tigen ic  d e te rm in an ts  of m ale germ in a l cells. 
T he an tig en ic  substances w ere iden tif ied  by im m unochem ical m ethods using po ly ­
c lonal a n tise ra  and  m onoclonal an tibod ies . S perm atozoal an tigens w ere  classified  
accord ing  to cell com p artm en ts  i.e. ce llu la r m em branes (acrosom al co m p artm en t 
w as sep a ra te ly  described), nucleus, cy top lasm  an d  m itochondria . T he im m uno- 
gen icity  of m ost im p o rta n t an tigens w as po in ted  o u t an d  th e ir  p o ten tia l ro le  in 
im m u nocon tracep tion  w as discussed. B riefly  sum m arized  som e a ttem p ts  u n d e rtak en  
to  id en tify  th e  d iffe ren tia tio n  an tigens of sperm atogen ic  cycle, th e n  con troversies 
concern ing  exp ression  of tissue  non-specific  an tig en s on g erm ina l cells an d  basic  
m echanism s or theo ries of im m unological to le ra tio n  to  m ale g erm ina l cells.

W STĘP

W zrastający odsetek niepłodnych par małżeńskich w społeczeństwach 
krajów rozwiniętych, a w związku z tym  szerokie stosowanie techniki 
zapładniania in vitro (IVF), a równocześnie poszukiwania nieszkodliwej
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256 M. K U R PISZ

antykoncepcji immunologicznej spowodowały zwiększenie zainteresowa­
nia immunologią rozrodu. Immunologia rozrodu to młoda dziedzina w ie­
dzy, zajm ująca się badaniem substancji o cechach antygenow ych komó­
rek rozrodczych. Badania te stanowią jakościowo nowe podejście do 
zagadnienia niepłodności człowieka. W praktyce klasyczne kry teria  andro- 
logiczne, określające stopień prawdopodobieństwa płodności danego osob­
nika, okazały się niew ystarczające. Powstałe określenie idiopatycznej 
niepłodności ludzkiej określa stan, w którym  nie dochodzi do zapłodnie­
nia, pomimo występowania prawidłowych param etrów  klinicznych [124]. 
Zrozumiałe jest więc poszukiwanie innych kryteriów  oceniających nie­
płodność męską, w tym  również na poziomie m olekularnym .

Najważniejszym i kryteriam i oceny andrologicznej są: liczba plem ­
ników w ejakulacie, ich morfologia i zdolność do ruchu postępującego. 
Całkowita liczba plem ników w ejakulacie dowodzi jedynie ilościowo 
prawidłowego różnicowania się komórek w procesie sperm atogenezy 
(60 X 106 komórek). Do prawidłowego ejakulatu  przyjm uje się odsetek 
morfologicznie nieprawidłow ych komórek poniżej 30%. Wysoki procent 
morfologicznie praw idłowych plemników nie daje jednak jeszcze szansy 
dotarcia ich do jajowodu. Bardzo ważnym  z andrologicznego punktu  
widzenia elem entem  w arunkującym  zapłodnienie jest zdolność plem ni­
ków do ruchu postępującego, k tórą powinno wykazywać ponad 70% 
gamet w ejakulacie.

Te najważniejsze param etry  andrologiczne ejakulatu  nie uwzględ­
niają zagadnienia samego wniknięcia plem nika do komórki jajowej oraz 
późniejszego rozwoju zygoty. W tych zjawiskach decydującą rolę pełnić 
mogą mechanizm y m olekularne. W mechanizmach tych biorą m.in. 
udział enzymy zaw arte w akrosomie plemnika, umożliwiające penetrację 
plem nika do kom órki jajowej. Cykl zmian zachodzących w błonie ko­
mórkowej oraz w metabolizmie plemnika, umożliwiający zapoczątkowa­
nie tzw. reakcji akrosom alnej, nosi nazwę kapacytacji i jest procesem 
odwracalnym  w odróżnieniu od samej reakcji akrosom alnej, która za­
chodzi w sposób nieodw racalny z powodu destrukcji błon biologicznych. 
Zatem  zablokowanie kapacytacji lub reakcji akrosom alnej może być 
jedną z możliwych dróg uzyskania męskiej antykoncepcji. Z punktu  wi­
dzenia biologicznego, penetracja plem nika do komórki jajowej nie prze­
sądza jeszcze prawidłowego rozwoju zygoty.

Znane są obserwacje, w których plem nik może wnikać również do 
komórek somatycznych [9, 71]. Dowodzi to uniw ersalnej roli enzymów 
akrosom alnych w  „traw ieniu” różnego typu błon biologicznych, jed ­
nakże są one tylko jednym  z wielu czynników współdecydujących o p ra ­
widłowym zapłodnieniu. Kluczowe w ydają się substancje m ające w łaś­
ciwości antygenów, zakotwiczone prawdopodobnie w  błonie kom órko­
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wej plemnika. Należy rozgraniczyć integralne antygeny błonowe plem­
nika odziedziczone w w yniku procesu sperm atogenezy oraz nabyte (lub 
zmodyfikowane) w trakcie jego dojrzewania w najądrzu i zaadsorbowane 
z wydzielin dodatkowych gruczołów męskich dróg wyprowadzających, 
takich jak: gruczoł krokowy, pęcherzyki nasienne, gruczoły opuszkowo- 
-cewkowe oraz gruczoły cewki moczowej. Antygeny biernie zaadsorbo­
wane na powierzchni plem nika (SCA — sperm  coating antigens) u trud ­
niają badania integralnych antygenów błony komórkowej. Ze względu 
na istnienie wielu zespołów chorobowych o niewyjaśnionej etiologii, 
objaw iających się zahamowaniem dojrzewania nabłonka plem nikotwór- 
czego na różnych etapach różnicowania, postuluje się poznanie an ty ­
genów różnicowania sperm atogenezy (zespoły te w zasadzie nie poddają 
się leczeniu). Niemniej badania antygenów cyklu sperm atogenezy n a tra ­
fiają na olbrzymie trudności techniczne.

1. ID E N T Y FIK A C JA  ANTYG ENÓ W  U K ŁA D U  ROZRODCZEGO

Omówione zostaną dotychczas w ykryte substancje, będące składni­
kami plemnika. Ponieważ identyfikowano je metodami immunologicz­
nymi, za przykładem  innych autorów [50, 135] będą więc nazywane one 
antygenam i.

1.1. ANTYGENY PLEMNIKÓW ZWIERZĄT DOŚWIADCZALNYCH

Biorąc pod uwagę organizację komórkową plemnika, podzielono an ty ­
geny na: błonowe (powierzchniowe), akrosomalne, jądrowe, cytoplazma- 
tyczne oraz mitochondrialne.

Antygeny błonowe

Jednym  z pierwszych w ykrytych antygenów  błonowych był auto- 
antygen T świnki morskiej. Antygen T jest integralnym  białkiem  bło­
nowym [135] o właściwościach asperm atogennych, tzn. po podaniu tego 
antygenu zwierzętom doświadczalnym obserw uje się zahamowanie sper­
matogenezy. Najbardziej oczyszczona form a tego antygenu składa się 
z 5 łańcuchów polipeptydowych, a sam antygen jest prawdopodobnie 
lipoproteiną.

N astępne dwa asperm atogenne autoantygeny, znane pod nazwą 
GPSA I i GPSA IV (GPSA — guinea pig sperm antigen), są obecnie 
klasyfikowane jako antygeny akrosom alne [41], Ponadto na błonie akro- 
somalnej zakotwiczony jest antygen A PI (AP — acrosomal protein [60]).

Ciekawą próbą charakterystyki rodziny antygenów  plem nika świnki
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morskiej było zastosowanie m onoklonalnych przeciwciał przeciwko róż­
nym  topograficznie rejonom  błony komórkowej [94]. Wyróżniono 4 ro­
dzaje antygenów oznaczonych jako: 1) antygen części przedniej główki 
plem nika AH-1 (AH — anterior head), 2) antygen części tylnej główki 
plem nika PH-1 (PH — posterior head), 3) antygen główki plem nika WH-1 
(WH — whole head) oraz 4) antygen w itki plem nika PT-1 (PT — po­
sterior taił). Określono ich masę cząsteczkową odpowiednio 52, 60 oraz 
42 Kd. A ntygen w itki plem nika nie został dotąd sprecyp’towany, a w 
związku z tym  jego masa cząsteczkowa nie została określona. Sugeruje 
się specyficzne funkcje tych antygenów związane z ich lokalizacją. I tak 
błona komórkowa części przedniej główki plem nika ulega podczas reakcji 
akrosomalnej fuzji z błoną akrosomalną, natom iast błona części tylnej 
główki plem nika jest m iejscem inicjującym  kontakt plem nika z komórką 
jajową i ich późniejszą fuzję.

Podobną regionalizację antygenów zaobserwowano badając antygeny 
błonowe plemników myszy przy użyciu surowicy króliczej [114] lub 
szczurzych przeciwciał monoklonalnych przeciwko plem nikom  myszy 
[119]. Fragm enty Fab, uzyskane z surowicy króliczej, hamowały in te r­
akcję plem nik-kom órka jajowa oraz penetrację plem nika do jaja. Na 
podstawie ilości sprecypitowanego białka wyróżniono dwie różne rodziny 
antygenów, zidentyfikowane w żelu poliakryloamidowym. Pierw sza 
z nich składała się z 4 antygenów o masach: 200, 55-63, 37 i 33 K d i w y­
stępowała w dużych ilościach (grube prążki w żelu), druga zaś z 3 an ty ­
genów o m.cz. 110, 48 i 40 Kd, zaznaczając się słabymi prążkam i w żelu. 
Monoklonalne przeciwciała w badaniach metodą im m unofluorescencji 
wykazały regionalizację tych antygenów w błonie akrosom alnej, na szyj­
ce oraz witce. Dwa spośród uzyskanych przeciwciał identyfikow ały in te ­
gralne antygeny błonowe, dwa pozostałe — antygeny nieintegralne, 
należące prawdopodobnie do rodziny SCA [119].

Bardzo pouczające były  badania funkcji antygenów  błonowych plem ­
ników, wykonane na plem nikach króliczych. Samicom królika w strzy­
kiwano ekstrakt plem ników uzyskany przez zadziałanie roztworem  dw u- 
jodosalicylanu litu [86]. Następnie badano płodność królic, po podaniu 
tego ekstraktu, w porównaniu z płodnością królic kontrolnych (nieimm u- 
nizowanych). Stwierdzono zahamowanie zapłodnienia królic im m unizo- 
wanych ekstraktem , objawiające się brakiem  kontaktu  plem nik-kom órka 
jajowa oraz ich fuzji. W podobnych eksperym entach, stosując im m uni- 
zację królic plem nikam i pozostałymi po uprzedniej ekstrakcji (tzn. an ty ­
genami nie poddającymi się ekstrakcji dwujodosalicylanem  litu), stw ier­
dzono zaburzenia płodności, objawiające się zmniejszeniem liczby po­
myślnych im plantacji zarodków (prawdopodobnie w skutek zahamowania 
rozwoju zarodków), natom iast nie zauważono zahamowania samego pro­
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cesu zapłodnienia kom órki jajowej. W związku z tym  można sugerować 
istnienie różnych systemów antygenow ych dla kontaktu plem nika z ko­
m órką jajową, jej penetracji, późniejszej fuzji oraz rozwoju zarodka. 
Poszczególne stadia są prawdopodobnie związane z odpowiednimi „w ar­
stw am i” antygenów  plemnika, położonymi na różnej głębokości albo 
w m niej lub w bardziej trw ały  sposób zakotwiczonymi w błonie i przez 
to odpowiedzialnymi za kolejne stadia procesu zapłodnienia.

Użycie m onoklonalnych przeciwciał pozwoliło zidentyfikować 3 an ty­
geny plem ników króliczych, określone jako RSA-1, RSA-2 i RSA-3 
(RSA — rabb it sperm  antigen), o masie cząsteczkowej 87, 15 i 13 Kd. 
Znajdują się one w środkowej części szyjki plemnika, a ich zablokowa­
nie odpowiednimi przeciwciałami m onoklonalnym i ham uje penetrację 
plemników do komórki jajow ej chomika chińskiego, pozbawionej osłonki 
przejrzystej (zona pellucida). Zatem  rola tych antygenów wydaje się 
przypadać na okres przed zapłodnieniem. Przeciwciała identyfikujące te 
antygeny reagują krzyżowo z plem nikam i ludzkimi [101-103]. In teresu­
jącym  antygenem  w ydaje się także glikoproteina o masie 63 Kd, ziden­
tyfikowana przez odpowiednie m onoklonalne przeciwciała [97, 98], zlo­
kalizowana w  główce plemnika. Glikoproteina ta  spełnia rolę biologiczną 
w okresie po zapłodnieniu. Zniesienie jej działania powoduje zahamowa­
nie rozwoju zarodkowego w 9 dniu po zapłodnieniu. Przeciwciało mono­
klonalne, identyfikujące ten antygen, nie aglutynuje plem ników ani ich 
nie immobilizuje, natom iast krzyżowo reaguje z plemnikami ludzkimi.

Antygenem  o znacznie szerszym spektrum  działania jest antygen 
sprecypitow any z mysiej linii komórkowej F9 (F9 — teratocarcinom a 
embryonale), obecny na plem nikach oraz wczesnych zarodkach [132]. 
Składa się on z łańcuchów polipeptydowych o m.cz. 44 i 22 Kd, często 
sprzężona z nimi jest cząsteczka o masie 12 Kd. Blokowanie tego an ty ­
genu powoduje zahamowanie rozwoju zarodka.

A ntygeny cytoplazm atyczne

Jednym  z najlepiej poznanych antygenów  cytoplazm atycznych jest 
dehydrogenaza mleczanowa, LDH-X, o właściwościach auto- i izoanty- 
genu (izoantygen — antygen wzbudzający odpowiedź immunologiczną 
u innych osobników tego samego gatunku, genetycznie różnych). LDH-X 
jest enzymem  o m.cz. 140 K d i składa się z czterech podjednostek C, 
różniących się od podjednostek A i B w ystępujących w  izoenzymach LDH 
w kom órkach somatycznych [33]. Interesującą cechą LDH-X jest jego 
zdolność do wykorzystyw ania szerokiej gamy substratów , co pozwala na 
stabilną regulację poziomu pirogronianów, mimo zmieniającego się śro­
dowiska tlenowego w trakcie wędrówki plem nika [33, 49]. Aczkolwiek
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LDH-X jest zarówno enzymem w ew nątrz-, jak i pozamitochondrialnym, 
w znacznej większości jest on zlokalizowany w cytoplazmie [36, 52, 126], 
W plem nikach królika 90% tego enzymu w ystępuje poza m itochondria- 
mi [126]. LDH-X w mysich sperm atocytach i sperm atydach w ystępuje 
głównie w cytoplazmie [52], Podczas sperm atogenezy LDH-X pojawia 
się dopiero w sperm atocytach pierwszego rzędu, po czym w ystępuje już 
na wszystkich pośrednich etapach różnicowania, aż do dojrzałego plem ­
nika [52, 83].

Enzymami specyficznymi dla cytoplazm y plemnika są również izo- 
enzymatyczne odm iany heksokinazy, kwaśnej fosfatazy oraz dehydro­
genazy sorbitolowej [36].

Antygeny m itochondrialne

Jedynym  znanym  antygenem  m itochondrialnym , specyficznym dla 
męskiego układu rozrodczego, jest cytochrom c opisany u m yszy jako 
ct — cytochrom jądra (testis) [38, 51]. Cytochrom ct nie w ystępuje nigdy 
poza komórkami rozrodczymi [38]. Wyizolowany z jądra (testis) różni się 
od swojego odpowiednika w komórkach somatycznych 13 spośród 104 
aminokwasów. W cyklu sperm atogenezy cytochrom ct pojawia się na j­
wcześniej w m itochondriach sperm atocytów pierwszego rzędu, w ystępu­
jąc podczas różnicowania się we wszystkich późniejszych stadiach ko­
mórek rozrodczych. Ewidentna korelacja związana z pojawieniem  się 
aktywności cytochromu ct z jednoczesną zmianą morfologii m itochon- 
driów w trakcie sperm atogenezy może być interesującą przesłanką do 
dalszych badań. Auto- i izoantygenowość cytochromu ct nie były dotąd 
szczegółowo badane.

1.2. ANTYGENY PLEMNIKÓW LUDZKICH

A ntygeny błonowe

W badaniu antygenów plem ników ludzkich w ystąpiły poważne tru d ­
ności w uzyskiwaniu monoklonalnych przeciwciał, spowodowane przede 
wszystkim obecnością na powierzchni plemnika zaadsorbowanych an ty ­
genów płynu nasiennego (SCA). Uzyskiwane przeciwciała w większości 
przypadków nie rozpoznawały lub nie wykazywały zadowalającego po­
winowactwa do antygenów integralnych plemnika, co z kolei w znacz­
nym  stopniu ograniczało możliwości identyfikacji antygenu metodami 
immunochemicznymi. Pierwsze więc informacje dotyczące antygenów 
błonowych plem nika pojawiły się dzięki użyciu przeciwciał o właściwoś­
ciach aglutynujących lub immobilizujących plemniki od pacjentów nie­
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płodnych na podłożu immunologicznym. In teresujący cykl badań w y­
konany przez grupę H jorta i Poulsena [53, 54, 109, 110] wykazał istnienie 
autoantygenu o m.cz. ponad 150 Kd, składającego się z 6 łańcuchów 
polipeptydowych o m.cz. 21, 32 i 41 Kd, dwóch łańcuchów o m.cz. 77 Kd 
oraz jednego o m.cz. 120 K i. Antygen ten został zidentyfikowany im m u- 
nochemicznie za pomocą surowic o właściwościach aglutynacyjnych 
w stosunku do plemników. Ponadto przeprowadzono próbę korelacji 
między surowicami powodującymi różne typy aglutynacji a występowa­
niem dotychczas w ykrytych  łańcuchów polipeptydowych antygenu. W y­
różniono 4 podstawowe typy  aglutynacji plemników: 1) główka do głów­
ki, 2) w itka do witki, 3) końcowa część witki do końcowej części witki 
oraz 4) mieszany. Surowice od niepłodnych pacjentów powodują zaś 
zwykle jeden charakterystyczny typ aglutynacji, w rzadszych przypad­
kach dwa lub więcej. Badając właściwości wyselekcjonowanych surowic 
według typu spowodowanej aglutynacji stwierdzono jednak, że każda 
z surowic „rozpoznaje” pełen zestaw uprzednio w ykrytych łańcuchów 
polipeptydowych, składających się na ten sam autoantygen (z w yjąt­
kiem aglutynacji końcowa część w itki do końcowej części witki). Wy­
daje się więc, że naturaln ie  w ystępujące przeciwciała w surowicach 
niepłodnych pacjentów, klasyfikowane według typu powodowanej przez 
nie aglutynacji, nie mogą być przydatne do dalszych badań antygenów 
błonowych plemnika ze względu na to, że identyfikują one zwykle tylko 
jeden antygen.

Ze względu na obecność SCA na powierzchni plemnika, wiele wysił­
ków zmierzających do uzyskania monoklonalnych przeciwciał przeciwko 
integralnym  białkom błonowym plem nika doprowadziło do identyfikacji 
właśnie tych antygenów SCA i otrzym ania przeciw nim  przeciwciał [76, 
107, 121]. Przeciwciała te były pozbawione zdolności aglutynacyjnych.

Badania metodą im m unofluorescencji przy użyciu ostatnio uzyska­
nego przeciwciała monoklonalnego przez Yan i wsp. [141] przyniosły 
odkrycie nieznanego antygenu o m.cz. 84 Kd, zlokalizowanego w środ­
kowej części szyjki plem nika oraz na witce. Białko to jest prawdopodob­
nie integralnym  składnikiem  błony, a dołączenie się do niego przeciw­
ciała powoduje aglutynację plemników, natom iast w zasadniczy sposób 
nie ham uje ich ruchliwości. Całkowicie inną funkcję w ydają się pełnić 
uprzednio wspomniane antygeny plazm y nasiennej, biernie zaadsorbo- 
wane na powierzchni plem nika [58, 121], zidentyfikowane przez przeciw­
ciała monoklonalne o właściwościach immobilizujących. Do takich an ty ­
genów należy białko o m.cz. 15 K d [58].

Niewątpliwie ciekawym spostrzeżeniem było zidentyfikowanie innego 
antygenu błony plemnika za pomocą niedawno uzyskanego przez Naz 
i wsp. [96] przeciwciała monoklonalnego, które nie ma ani właściwości
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aglutynujących, ani immobilizujących. Przeciwciało to identyfikuje an ty ­
gen o m.cz. 23 Kd, zlokalizowany w części postakrosomalnej plemnika, 
środkowej części szyjki oraz na witce. Blokowanie m onoklonalnym  prze­
ciwciałem tej glikoproteiny (identycznej z glikoproteiną uzyskaną z tkan­
ki jądra) hamowało penetrację przez ludzkie plem niki komórki jajowej 
chomika chińskiego, pozbawionej osłonki przejrzystej. Ponieważ przeciw ­
ciało to reagowało krzyżowo z plem nikam i myszy, przeprowadzono więc 
analogiczne badania z użyciem mysich plem ników i komórki jajowej 
z utrzym aną osłonką przejrzystą. Przeciwciało to, opłaszczając plem niki 
mysie, hamowało również zapłodnienie komórki jajowej, co dowodzi, 
że antygen w ykry ty  przez to przeciwciało jest odpowiedzialny za in te r­
akcję plem nika z komórką jajową i może być kluczowym kom ponentem  
prawidłowej reakcji akrosomalnej. Istnieją dowody, że przeciwciała 
uzyskane od wielu niepłodnych na tle immunologicznym pacjentów, sil­
nie reagują z tym  właśnie antygenem.

K onferencja dotycząca identyfikacji i klasyfikacji dotychczas uzyska­
nych przeciwplem nikowych przeciwciał monoklonalnych, zorganizowana 
przez Światową Organizację Zdrowia (Toronto 1986), doprowadziła do 
w yodrębnienia innego interesującego przeciwciała, zakodowanego pod 
nazwą H316, które wydaje się wiązać do akrosomu ludzkiego plem nika 
tylko po uprzedniej kapacytacji i w ten sposób może byc bardzo poży­
teczną sondą oceniającą proces kapacytacji plem nika [4].

Innym  wnioskiem z tej Konferencji są dane wskazujące, że większość 
w ykrytych błonowych antygenów plem nika może ulegać ograniczonej 
ekspresji również na innych tkankach, jak np. wczesnego zarodka [85, 
123], łożyska [4, 10], jajnika [85], limfocytów T [81], mózgowej [123] 
oraz różnych tkankach nowotworowych [2].

A ntygeny jądrowe główki plem nika

Stosunkowo wiele substancji jądrowych, takich jak histony, kom­
pleksy histonów z DNA, samo DNA itd., może spełniać funkcje auto- 
antygenów. Zwykle obserwuje się pojawienie przeciwciał przeciw tym  
antygenom  w chorobach powstałych na tle autoimmunologicznym. Jed ­
nakże antygeny te są wspólne dla większości komórek, w tym  także 
i dla plemników [55], Ponadto plemniki m ają również inne specyficzne 
antygeny jądrowe. Są one syntetyzowane w trakcie spermiogenezy, kiedy 
w ystępuje formowanie się ostatecznego kształtu  główki dojrzałego plem ­
nika. Najlepiej poznanymi substancjam i jądrowym i, specyficznymi dla 
plemników, są silnie zasadowe białka zwane protam inam i. Protam iny 
w ystępują w plem nikach ryb, ptaków oraz ssaków z człowiekiem włącz­
nie [117]. Wiązania krzyżowe między tym i białkam i (za pośrednictwem  
mostków dwusiarczkowych) nadają stabilność jądru  plem nika [69],
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Substancje białkowe, wyodrębnione z jąder ludzkich plemników, 
noszą nazwę protam iny 1 oraz protam iny 2 i są swoiste tylko dla ko­
mórek rozrodczych [116]. Ich masa cząsteczkowa wynosi odpowiednio 
6,3 i 7,7 Kd. Składają się one odpowiednio z 47 oraz 51 aminokwasów. 
Białka te m ają charakterystyczny skład aminokwasów, są bogate w resz­
ty  argininy i cysteiny oraz są nierozpuszczalne w SDS (SDS — sodium 
dodecyl sulphate, tj. sól sodowa siarczanu dodecylu I) [69]. Kolk i Sa­
muel sugerują wysoką swoistość protam in na tej podstawie, że prze­
ciwciała skierowane przeciwko nim  nie reagują krzyżowo z histonam i 
zaw artym i w jądrze. Przeciwciała przeciwko protaminom, uzyskane z su­
rowic osobników niepłodnych na tle immunologicznym, w ykryw ane są 
metodą imm unofluorescencji jako przeciwciała towarzyszące u osobni­
ków posiadających w wysokich m ianach przeciwciała skierowane prze­
ciwko antygenom  błonowym. Stąd znaczenie przeciwciał przeciw prota- 
minowych w diagnostyce niepłodności lub ew entualnej im m unoanty- 
koncepcji jest bardzo ograniczone.

1.3. ANTYGENY AKROSOMALNE A ANTYKONCEPCJA IMMUNOLOGICZNA

Enzymy swoiste dla komórek rozrodczych, jak LDH-X (zaliczany 
do antygenów cytoplazmatycznych), hialuronidaza oraz akrozyna, były 
historycznie pierwszymi antygenam i, które starano się wykorzystać do 
celów immunologicznej antykoncepcji.

H ialuronidaza o masie cząsteczkowej ok. 60 Kd jest zarówno izo-, jak 
i autoantygenem  [91, 142]. W ystępuje w jądrze (testis) w bardzo licz­
nych odmianach, stąd też znaczne rozbieżności w ustaleniu dokładnej 
masy cząsteczkowej. Aktywność antyhialuronidazowa obserwowana była 
w surowicach mężczyzn z podwiązanymi nasieniowodami [88]. Jednakże 
izo- i autoprzeciwciała wykazywały inhibicyjne właściwości wobec form  
uzyskanych z jądra (testis), a nie kom órkowych tego enzymu. Ponadto 
przeciwciała przeciwko hialuronidazie są wysoce swoiste gatunkowo [87], 
z w yjątkiem  kozy i owcy, m ających przeciwciała wspólne [88]. A ktyw ­
ność hialuronidazy w ystępuje w granicach pH 2-pH 8, a m aksim um  
aktywności przypada na pH 4,5 [91]. Hamowanie działania hialuronidazy 
występuje poprzez tworzenie kompleksów antygen—przeciwciało blokują­
cych interakcję enzym—substrat. P rzy  mniejszych pH, tworzenie kom ­
pleksów antygen—przeciwciało jest znacznie utrudnione. Ponieważ opti­
mum działania tego enzymu w ystępuje przy mniejszych pH, wartość 
więc tych przeciwciał, jako czynnika antykoncepcyjnego, jest mała. 
W trakcie sperm atogenezy hialuronidaza pojawia się równocześnie z w y­
tworzeniem  akrosomu. Precyzyjne określenie lokalizacji hialuronidazy
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przedstawia duże trudności. Obecnie sugeruje się, że jest ona związana 
z zewnętrzną i w ew nętrzną błoną akrosomu [91, 104],

Akrozyna — enzym podobny do trypsyny, ma m.cz. ok. 38 Kd i opti­
mum aktywności w granicach pH 8,0-8,5 [14, 84]. Akrozyna jest izo- 
antygenem  [88], jednak przeciwciała przeciwko akrozynie reagują rów ­
nież krzyżowo z innym i substancjam i [91], co przemawia przeciw klasy­
fikowaniu akrozyny jako swoistego autoantygenu. Ponadto w akrosomie 
plemnika w ystępują esterazy, fosfolipazy, neuram inidaza, beta-N -acetyl- 
glukozaminidaza oraz sulfataza arylowa.

Jak  już wspomniano, najszerzej stosowanym do celów antykoncepcji 
immunologicznej był izoenzym LDH-X (LDH—C4). Jego dostępność 
w sensie ilościowym pozwoliła na oczyszczenie go w formie krystalicz­
nej, jak również określono już jego sekwencję aminokwasów [33]. Obec­
ne badania skierowane są na uzyskanie syntetycznego łańcucha poli- 
peptydowego, indukującego odpowiedź immunologiczną [138]. Reszty 
aminokwasowe LDH—C4 myszy od 152 do 159 zaw ierają unikatow ą 
determ inantę antygenową, eksponowaną na powierzchni natyw nej czą­
steczki [40]. Do celów im m unoantykoncepcji stosowane są również resz­
ty  aminokwasowe od 5 do 16 oraz od 211 do 222.

We wcześniejszych badaniach wykazano, że im m unizacja samic kró­
lika oraz myszy enzymem LDH—C4 spowodowała u nich znaczne zm niej­
szenie liczby ciąż [34, 35]. Podobny w ynik dawała imm unizacja samic 
pawiana [39]. Mechanizm antykoncepcyjnego działania polegał na w y­
stąpieniu w jajowodach przesięku surowiczego, zawierającego przeciw­
ciała powodujące aglutynację plemników lub ich lizę z udziałem kom ­
plem entu [67, 68], Cykl owulacyjny nie był zakłócony, jak również nie 
zaobserwowano efektów ubocznych. A ntykoncepcyjny sukces im m uni- 
zacji samic pawianów LDH—C4 występował tylko w przypadku wyso­
kiego miana przeciwciał skierowanych przeciwko tem u enzymowi. Za­
przestanie imm unizacji powodowało zmniejszanie się miana przeciwciał, 
w w yniku czego dochodziło do zapłodnienia samic, które następnie ro­
dziły zdrowe potomstwo. W yniki te dowodzą, że unieczynnianie LDH—C4 
może zapobiegać zapłodnieniu u naczelnych, a efekt ten jest nietoksycz­
ny i odwracalny [39]. K rytycy tego postępowania podkreślają, że nie 
osiągnęło ono nigdy wymaganego dla antykoncepcji poziomu, tj. za­
hamowania płodności w 95-100%. W tej sytuacji prowadzone są badania 
nad optymalizacją imm unizacji samic LDH—C4 poprzez ustalenie opty­
malnej dawki antygenu, stosowania odpowiednich adiuwantów, drogi 
oraz schem atu szczepienia.

Podobny był efekt częściowego hamowania płodności w przypadku 
imm unizacji owiec akrozyną. Efekt ten zaobserwowano raczej w przy­
padku częściowo, a nie całkowicie oczyszczonego preparatu  akrozyny
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[92], co może sugerować zanieczyszczenie badanego preparatu  innymi 
substancjam i. Królicze fragm enty przeciwciał Fab, skierowane przeciw 
owczej akrozynie, hamowały aktywność enzym u w stosunku do jednych 
substratów  przy zachowaniu aktywności wobec innych. Pomimo u trzy­
m ywania wysokiego miana przeciwciał (powodującego także aglutynację 
plemników), nie uzyskano znaczącego zahamowania płodności samic 
i z pewnością nie można wobec tego oczekiwać 100% bezpłodności samic 
poprzez uczulanie akrozyną.

Hamowanie aktywności hialuronidazy do celów antykoncepcji było 
przedm iotem  badań w znacznie większym zakresie niż akrozyny. Przeciw ­
ciała skierowane przeciw hialuronidazie królika hamowały rozluźnianie 
kom órek wzgórka jajonośnego, jak również zapłodnienie in vitro [87, 88], 
W przypadku królic imm unizowanych oczyszczoną hialuronidazą nie 
uzyskano znaczniejszego obniżenia współczynnika płodności [88]. Ne­
gatyw ne były również wyniki badań przeprowadzonych w układzie mo­
delowym z owcą.

Lokalizacja w plem niku trzech już tu  omówionych enzymów zdaje 
się wskazywać na ich rolę w poszczególnych fazach procesu zapłodnie­
nia. Zasłonięte błoną komórkową plem nika antygeny te mogą stać się 
celem dla przeciwciał w stosunkowo ograniczonym przedziale czasowym 
(aczkolwiek zaobserwowano występowanie naturalnych  przeciwciał 
przeciw LDH—C4 w surowicy krw i [120]). Zwłaszcza zaś akrozyna 
i hialuronidaza, związane z błonami akrosom alnym i (w większym stop­
niu z w ew nętrzną błoną akrosomalną), są do czasu kapacytacji lub na­
w et reakcji akrosom alnej niedostępne dla przeciwciał. Stąd do osiąg­
nięcia im m unoantykoncepcji konieczne są bardzo wysokie miana prze­
ciwciał przeciw tym  enzymom w żeńskich drogach rozrodczych.

1.4. ANTYGENY DOJRZEWANIA PLEMNIKÓW

Etapy dojrzewania plem ników rozpatryw ano w poszczególnych re­
gionach najądrza, ułatw iających obserwacje kolejno pojawiających się 
antygenów. Badania te były prowadzone u barana. Pierwsza faza doj­
rzew ania plem ników (głowa najądrza) charakteryzow ała się rozległą 
transform acją powierzchni plem nika, na którą składały się: 1) zanik 
większych białek powierzchniowych o m.cz. od 78 do 119 Kd, charak­
terystycznych dla plemników jądrowych; 2) pojawienie się nowych 
przejściowych kom ponentów o m.cz. 50 Kd oraz trw ałych o m.cz. 97 Kd; 
3) zwiększenie ekspresji kilku komponentów o m niejszych m.cz., tj. 65, 
32 i 17 Kd, będących pierw otnym i antygenam i plemników jądrowych. 
Proces rozwojowy plem ników barana jest dość szybki. Czas ich wędrów­
ki przez głowę najądrza trw a 2 dni, natom iast czas wędrówki przez całe
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najądrze około 12-15 dni [105]. W drugim  regionie topograficznym 
(trzon najądrza) zachodzi faza przejściowa dojrzewania plemników. Na­
dal obecne są na nich kom ponenty o m.cz. 32 i 17 K d i w zasadzie brak 
danych o pojawianiu się nowych lub utracie dawnych komponentów.

Plem niki znajdujące się w ogonie najądrza m iały jako dom inujące 
antygeny o m.cz. 97, 65 i 41 Kd. Jednocześnie pojawił się nowy kom po­
nent o m.cz. 24 Kd. Zatem wydaje się, że najbardziej rozległa transfo r­
macja plemników zachodzi w obrębie głowy najądrza. Zmiany te m ają 
poważne konsekwencje funkcjonalne. Fakt, że w odróżnieniu od plem ­
ników jądrowych zarówno metabolizm, jak  i ruchliwość plem ników 
z głowy najądrza mogą być stym ulowane przez inhibitory fosfodieste- 
razy, wskazuje na możliwą zależność tych procesów od stężenia cAMP 
w plem nikach najądrzowych, przy braku takiej zależności w stosunku 
do plemników jądrowych. Stanowi to zasadniczą różnicę między plem ­
nikam i najądrzow ym i a jądrowym i, związaną z ich dojrzewaniem  [17].

W głowie najądrza i częściowo w jego trzonie plem niki nabyw ają 
w ok. 60-90% receptory dla immunoglobulin. Inne zmiany funkcjonal­
ne, które odbywają się w tym  samym rejonie topograficznym  najądrza, 
to zwiększenie ruchliwości plem ników [18], możliwość wystąpienia aglu­
tynacji plemników typu główka do główki [18] oraz możliwość ag lu ty ­
nacji indukowanej lektynam i [46].

Układ białek powierzchniowych plemników znajdujących się w ogo­
nie najądrza jest jakościowo nie zmieniony. Obserwuje się zwiększenie 
ekspresji podstawowych komponentów o m.cz. 97, 65, 41 i 24 Kd, co ko­
relu je z w ystąpieniem  ruchu postępującego plemników [1, 18].

Sugeruje się kilka mechanizmów odpowiedzialnych za zmiany an ty - 
genowości plemników najądrzow ych obejm ujących adsorpcję, przegru­
powanie, proteolizę oraz internalizację białek [8, 44, 56, 100, 134]. Podno­
si się również rolę glikozylacji istniejących, natyw nych białek po­
wierzchniowych plemnika, co może powodować rozległe m odyfikacje 
powierzchni kom órki [45], obejm ujące wyraźną zmianę ekspresji białka 
o m.cz. 97 Kd.

Nadal jednak ogromną rolę w zmianach antygenowości powierzchni 
plem nika przypisuje się adsorpcji komponentów białkowo-cukrowych. 
Zjawisko to stw ierdzano u kilku gatunków, tj. u szczura, chomika, k ró ­
lika, knura i barana [21, 66, 90, 118, 133, 134], przy jednoczesnym w y­
kazaniu syntezy i sekrecji glikoprotem  przez nabłonek najądrzow y m y­
szy [29], szczura [31], królika [63, 90] i knura [13, 118]. W skład frakcji 
glikoproteinowej u szczura wchodzą następujące reszty cukrowe: 19% 
D-mannozy, 3% D-galaktozy, 33% n-acetylo-D-glukozaminy, 31% kw a­
su n-acetylo-neuram inowego oraz 13% D-glukozy. Wysoka zawartość 
D-glukozy, ze względu na rzadkie występowanie w połączeniu z biał­
kami, pozwala traktow ać tę cechę jako charakterystyczną dla glikopro-
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tein  wydzielanych przez nabłonek najądrza. Stwierdzono, że synteza 
glikoprotein najądrzow ych podlega regulacji poprzez horm ony androgen- 
ne [15, 16].

Obecność antygenów plemnika, pojaw iających się najczęściej dopiero 
w najądrzu, potwierdzono ostatnio za pomocą odpowiednich monoklo- 
nalnych przeciwciał [28], które skierowane były przeciw antygenom  
plemników myszy tego samego szczepu wsobnego. Powierzchniowe an ty ­
geny wykrywano, używając plem ników z trzonu najądrza. A ntygeny 
te nie m iały odpowiedników na powierzchni plem ników jądrowych. Trzy 
spośród uzyskanych monoklonalnych przeciwciał w ykryw ały antygeny 
główki plemnika. Sugeruje to, że przynajm niej jedno z nich wykrywało 
antygen części przedniej akrosomu, k tó ry  może być rozpoznawany przez 
receptor na komórce jajowej lub bierze udział w reakcji akrosomalnej. 
Czwarte m onoklonalne przeciwciało rozpoznawało antygen zlokalizowany 
na witce (SMA-4: sperm  monoclonal antibody), odgrywający prawdopo­
dobnie rolę w procesach związanych z ruchliwością plemnika.

Reasumując, istnieje wiele dowodów, że antygeny powierzchniowe 
plemnika, nabywane w trakcie jego dojrzewania, nie są s trukturaln ie  
tym i samymi białkami, które zostają wydzielane w środowisku jądro­
wym lub w najądrzu. Istniejące dane dowodzą nie tylko rozległej ad- 
sorboji, ale i intensyw nej m odyfikacji kom ponent powierzchniowych 
plemników. Obecnie trw ają  badania nad ustaleniem  sekwencji amino­
kwasów tych białek, mogące wyjaśnić fundam entalne zagadnienie do­
tyczące dojrzewania najądrzowego oraz „nabyw ania” antygenów opłasz- 
czających plem niki (SCA). Tym ostatnim  przypisywano jak dotąd tylko 
właściwości m askujące antygeny integralne plemnika, nie zaś faktycz­
ny udział w procesie zapłodnienia.

1.5. ANTYGENY SPERMATOCYTÓW, SPERMATYD ORAZ INNYCH KOMÓREK
TKANKI JĄDRA

Stosunkowo mało inform acji dotyczących antygenów różnicowania 
komórek cyklu sperm atogenezy spowodowane jest znacznymi trudnoś­
ciami technicznymi. Aby uzyskać np. tradycyjną poliw alentną surowicę 
skierowaną przeciwko danem u stadium  zróżnicowania komórki w czasie 
spermatogenezy, należy uczulić zwierzę doświadczalne frakcją jedno­
rodnych komórek tego stadium. Od dawna frakcjonow anie komórek 
szeregu sperm atogenezy było przedm iotem  wielu prób i jeżeli w przy­
padku innych ssaków (niestety nie u człowieka) uzyskano pewien po­
stęp, to dzięki następującym  czynnikom. Po pierwsze: możliwość uzys­
kania praktycznie nieograniczonej ilości m ateriału  biologicznego; po d ru­
gie: synchronizacja danego stadium  sperm atogenezy w obrębie danego 
kanalika plemnikotwórczego. U człowieka bardzo ograniczona jest
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możliwość uzyskania przyżyciowego gonad (tylko w w yniku nielicznych 
form terapii, jak np. w operacyjnym  leczeniu raka gruczołu krokowego), 
ponadto brak jest synchronizacji fali sperm atogenetycznej w obrębie 
kanalika plemnikotwórczego. Powoduje to uzyskanie bardzo niejedno­
rodnej mieszaniny komórek rozrodczych z danego fragm entu tkanki.

Opierając się na badaniach komórek sperm atogenezy u szczura [130] 
i świnki morskiej [129], możemy podzielić antygeny różnicowania ko­
mórek rozrodczych na trzy  podgrupy: antygeny wczesnych stadiów róż­
nicowania dotyczące szczególnie sperm atocytów I rzędu w pachytenie, 
zanikające na etapie sperm atyd; antygeny pojawiające się w stadium  
sperm atocyta I rzędu w pachytenie i obecne we wszystkich etapach róż­
nicowania, aż do dojrzałego plem nika (np. opisany w poprzednim  roz­
dziale antygen królika RSA 1) oraz antygeny pojawiające się w późnym 
etapie różnicowania (spermatydy). P rzyjm uje się, że antygeny powsta­
jące w środkowej fazie spermiogenezy są szczególnie związane z akro- 
somem plemnika, wyodrębniającym  się na tym  etapie, wchodząc na 
trw ałe w skład antygenów komórki rozrodczej.

Interesujące badania wykonano na komórkach sperm atogenezy m y­
szy, stosując elektroforezę dw ukierunkow ą dla identyfikacji antygenu 
na podstawie powinowactwa antygenu od określonych lektyn. W ykryto 
4 glikoproteiny o powinowactwie do lektyny z rośliny Bandeiraea sim - 
plicifolia o m.cz. od 55 do 76 Kd oraz w punkcie izoelektrycznym  (pi) od 
6,0 do 6,3. Zidentyfikowano też ok. 20 glikoprotein powierzchniowych
0 m.cz. od 50 do 151 Kd oraz pi 5,7 do 7,0 o powinowactwie do konka- 
naw aliny A (Con A). Białko o m.cz. 151 Kd oraz pi 6,0 zlokalizowano 
na błonie komórkowej zarówno sperm atocytów w pachytenie, jak i ku­
listych sperm atyd. W ykazano też, że glikoproteina ta w ystępuje na 
zewnętrznej powierzchni błony komórkowej komórek sperm atogenezy
1 może pośredniczyć w interakcjach komórkowych zachodzących między 
komórkami rozrodczymi i komórkami podporowymi (Sertołiego). Po­
nadto wyodrębniono dwa składniki błony komórkowej kom órek roz­
rodczych, które uważa się obecnie za m arkery swoiste dla danego etapu 
spermatogenezy, tj. białko o m.cz. 73 Kd i pi 5,7 w ykryte na powierzchni 
pachytenowych sperm atocytów oraz specyficzne dla kulistych sperm a­
tyd  białko o m.cz. 84 Kd i pi 6,3 [89]. Stosując surowicę króliczą, skie­
rowaną przeciw komórkom sperm atogenezy myszy z okresu przedpokwi- 
taniowego, zidentyfikowano składnik białkowy błony komórkowej 
o m.cz. 39 Kd, obecny na kom órkach sperm atogenezy myszy 17-dnio- 
wej, tzn. na sperm atocytach I rzędu w preleptotenie, leptotenie, zygo- 
tenie i wczesnym pachytenie, przy braku jego występowania u 8-dnio- 
wych myszy na komórkach podporowych i sperm atogoniach [99].
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Interesujące wyniki dotyczące s truk tu r powierzchniowych komórek 
sperm atogenezy myszy uzyskano za pomocą m onoklonalnych przeciw­
ciał skierowanych przeciw tym  komórkom, które roboczo oznaczono 
J 1, C6 i A5. Po potraktow aniu tych komórek sialidazami, przeciwciała 
C6 i A5 rozpoznawały antygeny sperm atocytów I rzędu w preleptotenie, 
leptotenie i zygotenie. Wiązanie przeciwciała J1 do komórek rozrod­
czych jądra hamowane było swoiście przez N-acetyloglukozaminę, a wią­
zanie C6 i A5 przez N-acetylolaktozaminę. Uzyskane wyniki wskazują 
na obecność polilaktozamin (keratan) zasocjowanych z błonami ko­
m órkowymi m ejotycznych oraz haploidalnych komórek sperm atogene­
zy. Ponadto stw ierdzano w yraźne zmiany ilościowe i jakościowe reszt 
kwasu sialowego na powierzchni błony komórkowej, towarzyszące róż­
nicowaniu kom órek od wczesnych etapów profazy mejotycznej do sper­
m atocytów I rzędu w pachytenie [25].

Identyfikacja antygenów sperm atogenezy ludzkiej za pomocą elektro­
forezy dw ukierunkow ej doprowadziła do wyodrębnienia swoistości ga­
tunkowej antygenów  sperm atocytów I rzędu w  pachytenie myszy 
i człowieka, swoistości allotypow ej (różnic antygenu między różnymi 
osobnikami tego samego gatunku) oraz antygenów swoistych dla danego 
etapu sperm atogenezy [95]. Polipeptydy dla ludzkich sperm atocytów 
charakteryzow ały się m.cz. 45 Kd i pi 5,9 oraz 67 Kd i pi 5,2, natom iast 
w sperm atocytach myszy występował kom ponent 65 Kd o pi 5,5. Po­
szukując różnic allotypowych za pomocą elektroforezy, wykazano ok. 
90% homologii dla antygenu 65 Kd (pi 5,5) oraz niektóre znacznie róż­
niące się allotypy w obrębie białka 45 Kd (pi 5,9); ponadto wykazano, że 
białko to jest swoiste dla sperm atocytów.

Niestety, wszystkie opisane już tu  antygeny (za w yjątkiem  RSA 1) 
nie zostały dotąd scharakteryzow ane funkcjonalnie. Badania zasługują 
jednak na uwagę ze względu na ich fundam entalne znaczenie dla pozna­
nia procesu sperm atogenezy, a w dalszym aspekcie również jej re ­
gulacji.

A ntygen H-Y

Dla zidentyfikowania antygenu H-Y, występującego na gonadach, 
posłużono się linią kom órek Daudi (komórki chłoniaka Burkitta), cha­
rakteryzującą się stałą syntezą i sekrecją antygenu H-Y. Antygen ten 
zidentyfikowano jako polim er kilku podjednostek o m.cz. 18 Kd, po­
łączonych m iędzyłańcuchowym i m ostkami dwusiarczkowymi [59], Łą­
czenie się tego antygenu (w formie polimeru) z miejscami receptorow y­
mi na błonie komórkowej niezróżnicowanych, em brionalnych komórek
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gonad u bydła o kariotypie XX [59] powoduje przedwczesne różnicowa­
nie gonad. Pseudotetraploidalna linia komórkowa Daudi wydziela także 
zmienioną formę podjednostek o m.cz. 18 Kd. Podjednostki te wiążąc 
się w polim ery tracą właściwości wiązania receptora gonadalnego. Nie­
m niej, podjednostki te wiązały przeciwciała skierowane przeciwko anty­
genowi H-Y.

1.6. ANTYGENY NARZĄDOWO NIESWOISTE KOMÓREK ROZRODCZYCH

Istnieje wiele kontrow ersyjnych wyników dotyczących ekspresji an­
tygenów zgodności tkankowej na kom órkach rozrodczych, ich możliwej 
roli w procesie zapłodnienia oraz udziału w in terakcji zachodzącej mię­
dzy płodem a organizmem m atki jako tkanek odm iennych genetycznie. 
U myszy, stosując różne metody, wykazano obecność antygenów zgod­
ności tkankow ej na plem nikach [22, 37, 136]. Ponadto wykazano obec­
ność tych antygenów na kom órkach sperm atogenezy od stadium  sper- 
m atocyta I rzędu [24] oraz ich brak na sperm atogoniach [137], Jedynym  
zastrzeżeniem, jakie nasuwa się wobec wyników stw ierdzających obec­
ność tych antygenów, jest fakt niemożności ich wykazania metodą im - 
m unoprecypitacji, która zwykle stanowi ostateczny i jednoznaczny do­
wód doświadczalny na obecność danego antygenu [131].

In terpretacja  badań ekspresji antygenów HLA na plem nikach ludz­
kich jest bardziej skomplikowana. Niektórzy autorzy donoszą konsek­
w entnie o obecności antygenów HLA [7, 23, 26, 27, 42, 43], wobec braku 
jednoznacznego potwierdzenia z innych ośrodków zajm ujących się tym  
problem em  [3, 73, 75], Ostatnie wyniki w skazują raczej na brak ekspresji 
antygenów HLA na kom órkach sperm atogenezy człowieka [5, 70, 72]. 
W związku z tym  doniesienia c obecności tych antygenów  na plem ni­
kach ejakulatow ych powinny być bardzo ostrożnie interpretow ane. Brak 
powtarzalności wyników w badaniach dotyczących plemników uzyska­
nych z różnych ejakulatów  tego samego osobnika dowodzi raczej możli­
wości biernej adsorpcji antygenów  HLA w trakcie dojrzewania lub 
wędrówki plemników w drogach w yprowadzających męskich. Pozytyw ­
ne wyniki, uzyskane na niedojrzałych kom órkach rozrodczych od n ie­
płodnych osobników (azoospermia), dowodzą raczej nieprawidłowego 
procesu różnicowania sperm atogenezy [73].

Podobnie in te rp re tu je  się wyniki dotyczące ekspresji antygenów 
grupowych ABO krw i na plem nikach ludzkich. Zwiększa się możliwość 
adsorpcji przez plem niki antygenów  A i B, obecnych w płynie nasien­
nym  u osobników wydzielających te antygeny, do płynów ustrojowych. 
Jak  dotąd nie udowodniono obecności antygenów grupowych krwi jako  
natyw nych składników błony komórkowej plem nika [50].
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2. D OZÓR IM M U N O LO G ICZN Y  U STR O JU  A A NTY G EN Y  
K O M Ó R EK  ROZRODCZYCH

2.1. TOLERANCJA IMMUNOLOGICZNA WOBEC ANTYGENÓW KOMÓREK ROZRODCZYCH

Ocenia się, że spośród potencjalnej liczby różnicujących się komó­
rek sperm atogenezy tylko 20% całkowitej liczby plemników opuszcza 
jądro, a pozostałe oraz cytoplazma resztkowa (pozostałość po cytoplaz- 
mie sperm atyd, zaw ierająca także autoantygeny plemnikowe) są resor- 
bowane przez nabłonek plem nikotwórczy [64, 65]. W związku z tym  
musi istnieć skuteczny mechanizm zapobiegający reakcji immunologicz­
nej przeciwko znacznej ilości autoantygenow ych produktów resztko­
wych spermatogenezy. Funkcję prew encyjną w tym  przypadku zapew­
nia bariera krew -jądro, której nieodzowną składową stanowią kom órki 
podporowe. Kom órki te, mające udział w tworzeniu bariery  krew -jądro, 
m ają ponadto właściwości fagocytozy i degradacji plemników czy cyto- 
plazmy resztkowej, jak również wydzielają białka, które prawdopodob­
nie mają właściwości im m unoregulacyjne [122].

Aczkolwiek naczynia krwionośne włosowate jądra nie m ają budowy 
okienkowej, to jednak  zachodzi przez nie aktyw ny transport im m uno- 
globuliny G. Między kanalikam i nasiennym i leżą liczne naczynia krw io­
nośne, komórki śródmiąższowe jądra  (Leydiga), makrofagi, komórki tucz­
ne i plazmatyczne. Stosunek komórek śródmiąższowych do makrofagów 
wypłukiw anych z tkanki jądra drogą perfuzji wynosi 4 : 1. Krążące lim ­
focyty osiągają tkankę śródmiąższową jądra przechodząc następnie do 
lokalnej sieci lim fatycznej, skąd przeciwciała oraz krążące lim focyty 
z łatwością mogą przechodzić do tkanki śródmiąższowej jądra [128].

Stwierdzono znaczne ilości białek w osoczu krw i oraz lim fy jądra, 
natom iast bardzo niskie stężenia białek w tzw. płynie sieci jądra. K a­
naliki plem nikotwórcze u większości gatunków otoczone są miofibro- 
blastami tworzącym i błonę graniczną. Komórki te służą jako częściowa 
bariera dla dużych cząsteczek u szczura i świnki morskiej, ale nie u na­
czelnych. U szczura w ponad 80% kom órek mioidalnych w ystępują ob­
wódkowe połączenia międzykomórkowe, które tworzą pewnego rodzaju 
barierę dla dużych cząsteczek, co stw ierdzano badając przepuszczalność 
dla lantanu. W arstwa komórek m ioidalnych u świnki morskiej stanowi 
również barierę dla dużych cząsteczek (np. koloidowy węgiel lub dw u­
tlenek toru), pozostając przepuszczalna dla małych cząsteczek (np. fer- 
rytyna). Przeciwciała klasy IgG, skierowane przeciwko antygenom  bło­
ny podstawnej, wiążą się z błoną podstawną otaczającą sieć jądra, 
gdzie brak jest komórek mioidalnych, natom iast nie wiążą się z błoną 
podstawną otaczającą kanaliki nasieniotwórcze [128].

N ajbardziej szczelną część bariery  między krw ią a światłem  kanali-
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ków nasieniotwórczych tworzą kom órki podporowe dzięki licznym wy­
pustkom  łączącym poszczególne komórki. Dym i Faw cett [19] podzielili 
ścianę kanalika na dwa przedziały:

1) przypodstawny, zawierający sperm atogonie i preleptotenowe sper- 
m atocyty

2) przyśrodkowy, zawierający bardziej dojrzałe postacie komórek roz­
rodczych (oddzielone w ypustkam i komórek podporowych).

Kiedy m igrujące sperm atocyty przechodzą do przestrzeni przyśrod­
kowej, komórki podporowe tworzą między sobą natychm iast nowe po­
łączenia, zanim jeszcze dojdzie do całkowitego zaniknięcia poprzednich. 
W ten  sposób wszystkie stadia komórkowe spermatogenezy, za w yjąt­
kiem  spermatogonii i preleptotenow ych sperm atocytów, oddzielone są 
od przestrzeni śródmiąższowej. Komórki podporowe tworzą specjalne po­
łączenia międzykomórkowe, tzw. wyspecjalizowane połączenia kom plek­
sowe (tight junctions), składające się z wielu m ałych złączy podobnych 
do desmosomów, ułożonych w szereg. Błony komórkowe w  obrębie 
złącza są bardzo zbliżone do siebie, a wąska przestrzeń między nimi 
wypełniona jest substancją sklejającą. Bariera sieci jądra (nie m ająca 
komórek podporowych) jest znacznie bardziej przepuszczalna dla bia­
łek surowicy (w tym  także IgG) niż bariera na poziomie kanalików na­
sieniotwórczych. Stosując surowicę zawierającą przeciwciała przeciw 
plem nikom  świnki m orskiej, wykazano w sieci jąd ra  wiązanie IgG do 
akrosomu plemnika, natom iast całkowity brak wiązania IgG do plem ­
ników znajdujących się w  kanaliku nasieniotwórczym  [128].

Sugeruje się ponadto, że fizjologiczny „przeciek” antygenów komó­
rek rozrodczych może wzbudzić stan fizjologicznej tolerancji organizmu 
[127]. Jednocześnie komórki cyklu sperm atogenezy (głównie sperm ato­
cyty i sperm atydy) mogą mieć właściwości supresyjne w stosunku do 
limfocytów, albo aktyw ują lim focyty supresorowe [57, 74]. Obecnie jed ­
nak zasadniczą rolę supresyjną przypisuje się kom órkom  śródmiąższo­
wym  [12], które wyraźnie ham ują reaktywność immunologiczną limfo­
cytów we wszystkich możliwych układach hodowlanych. Komórki śród­
miąższowe m ają ponadto zdolność selektywnego wiązania limfocytów 
oraz m ają na swej powierzchni antygeny zgodności tkankow ej [5]. Zdol­
ność wiązania limfocytów i towarzyszące tem u zjaw isku hamowanie 
reaktyw ności immunologicznej in situ odgryw ają ważną rolę w obser­
wowanych u chłopców naw rotach ostrej białaczki limfoblastycznej [115, 
140], u których jądro stanow i rezerw uar komórek białaczkowych (jako 
miejsce uprzyw ilejow ane immunologicznie). Z czynników dodatkowych 
należy wspomnieć o ham ującym  wpływie hormonów jądra na reak tyw ­
ność immunologiczną [106, 113, 139], zwłaszcza m odulujący wpływ testo ­
steronu [48] oraz prostaglandyn wydzielanych przez komórki śródm iąż­
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szowe. Zatem  autoim m unizacja skierowana przeciwko antygenom  ko­
m órek rozrodczych może wystąpić tylko w takim  przypadku, w którym  
dochodzi do rozległej resorpcji tych antygenów  w organizmie (uraz jąd­
ra, stany zapalne) lub dochodzi do „przecieku” całych komórek (prze­
cięcie lub podwiązanie nasieniowodów). Swoiste zaburzenia autoregu- 
lacyjnego m echanizmu immunologicznego obserw uje się w pewnej od­
mianie psów gończych, u których w ystępuje spontanicznie lub towa­
rzyszące limfocytowemu zapaleniu tarczycy genetycznie uw arunkowane 
zapalenie jądra [30]. Również u szczurów rasy Lewis, usunięcie grasicy 
prowadzi do autoimmunologicznego zapalenia jądra oraz syntezy prze­
ciwciał przeciw plemnikom [77].

2.2. TOLERANCJA ANTYGENÓW MĘSKICH KOMÓREK ROZRODCZYCH 
PRZEZ OSOBNIKÓW PŁCI ŻEŃSKIEJ

Los plemników u samic jest różny u różnych gatunków. U człowie­
ka większość plemników ejakulatow ych wypływa z pochwy i tylko mała 
ich część dociera do macicy. Tu z kolei są one usuwane przez m akrofagi 
i granulocyty obojętnochłonne. Plem niki mogą również penetrować inne 
komórki, np. m etaplastyczny nabłonek szyjki. Niejasne jest, czy fago- 
cytoza dotyczy tylko m artw ych plemników. Sztucznej insem inacji do 
celów koncepcyjnych u kobiet można dokonać naw et 6 dni przed owu- 
lacją, co dowodzi, że żywe plem niki mogą przebywać w żeńskich dro­
gach rozrodczych przez stosunkowo długi okres.

Przyczyna, dla której fagocytoza plem ników nie prowadzi do za­
inicjowania odpowiedzi immunologicznej, nie jest znana. Jedną z mo­
żliwości jest fakt, że dawka antygenu jest mała, dzięki czemu norm alna 
odpowiedź immunologiczna nie może być inicjowana, a przeciwnie, do­
chodzi do stanu tolerancji immunologicznej. U myszy odpowiedź typu 
komórkowego na plemniki, oceniana w teście adherencji leukocytów 
oraz hamowania m igracji, nie była m ierzalna u zwierząt dziewiczych, 
natom iast pozytywne wyniki uzyskano po skojarzeniu zwierząt [112]. 
U kobiet uzyskano w  analogicznych testach również wyniki negatywne, 
zanim podjęły one życie płciowe. Po podjęciu życia płciowego 6 na 7 ba­
danych, bezdzietnych kobiet wyniki były pozytywne. W yniki pozytywne 
uzyskano także u kobiet wielodzietnych. W ykazano również inne m echa­
nizm y utrzym ujące stan tolerancji immunologicznej w żeńskich dro­
gach rozrodczych, jak np. zew nętrzny płaszcz antygenow y plemników 
(np. opłaszczenie plemników laktoferryną może zapobiegać rozpoznawa­
niu antygenów plemnika) [11]. N iektóre dane dowodzą, że enzymy 
zaw arte w plazmie nasiennej [82, 93] w pływ ają na obniżanie imm uno- 
genności antygenów powierzchniowych plemnika. Składniki płynu na­
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siennego mogą także hamować stym ulację limfocytów przez m itogeny 
[79] lub wiązać się do receptorów dla erytrocytów  barana na limfocy­
tach T, uniemożliwiając tworzenie rozetek [80]. Ponadto dodawane do 
testów funkcjonalnych in vitro ham ują aktywność większości typów 
komórek, biorących udział w odpowiedzi immunologicznej, tj. lim focy­
tów T [78], limfocytów B [6, 78], komórek NK (NK — natu ra l killer, 
komórki o naturalnej cytotoksyczności) [32, 62, 111], m akrofagów i leu­
kocytów wielojądrzastych [61, 108, 125]. Istnieje również hipoteza ogra­
niczonej reaktywności naturalnych  przeciwciał skierowanych przeciw 
plemnikom, które m iałyby utrzym yw ać stan tolerancji na plem niki 
u kobiety [47].
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ROLA KOMÓREK ŚRÓDBŁONKA PŁUCNEGO W NIEODDECHOWEJ
FUNKCJI PŁUC

ROLE OF PU LM O N A R Y  EN D O T H EL IA L  C ELLS IN N O N R E SPIR A TO R Y  
FU N C TIO N S OF T H E  LU N G S

K rzysztof H ELEW SK I, Jan u sz  K O N EC K I, G rażyna K O W A LCZY K

I K a te d ra  i Z ak ład  H isto logii i E m brio log ii Ś ląsk ie j A kadem ii M edycznej
w  K atow icach

S treszczen ie . P rzedstaw iono  fu n k c je  k om órek  śródbłonkow ych , n ie zw iązane bez­
pośredn io  z w ym ianą  gazow ą. Zw rócono uw agę n a  w ysoką ak tyw ność  m etabo liczną  
śródb łonka naczyń płucnych , b iorącego u dz ia ł zarów no w  rozkładzie, ja k  i w  sy n ­
tezie pew nych  g ru p  p ro s tag lan d y n  oraz in n y ch  p rostano idów , w  m etabo lizm ie  
nuk leo tydów  adeninow ych , n iek tó ry ch  am in  b iogennych, horm onów  i leków , a także  
w  p rzeksz ta łcan iu  b rad y k in in y  i ang io ten sy n y  I. Z kom órkam i śró db łonka  m a 
rów nież  zw iązek p łucny  m etabo lizm  lipidów , a także  proces fib ryno lizy  oraz 
k rzepn ięc ia  krw i.

S u m m a ry . T he a rtic le  rep re sen ts  functions of th e  end o th e lia l cells n o t re la te d  
d irec tly  w ith  th e  gas exchange, the  a rtic le  calls a tte n tio n  to the  h igh m etabo lic  
a c tiv ity  of th e  en d o th e lia l blood vessels in  th e  lungs th a t  tak e  p a r t in in ac tiv a tio n  
as w ell as syn thesis of c e rta in  p ro s tag lan d in e  groups an d  o ther p ro stano id s, 
m etabo lisis  of ad en in e  nucleo tides, b iogenic am ins, horm ones, d rugs an d  also 
in  th e  tran sfo rm a tio n  of b rad y k in in  an d  an g io ten sin  I. In  connection  w ith  en d o ­
th e lia l cells is the  lungs m etabo lism  of lip ids an d  the  process of f ib ryno lis is  and  
blood coagula tion .

W ST ĘP

Jedną z lepiej poznanych funkcji płuc jest wym iana tlenu i dw u­
tlenku węgla przez barierę powietrze—krew. Płuca spełniają także wiele 
funkcji nieoddechowych, a w ostatnich 20-25 latach znacznie rozsze­
rzono zakres wiedzy na ten  tem at. Opublikowanie badań donoszących 
o zidentyfikowaniu ponad 40 rodzajów kom órek wchodzących w skład 
płuca [165] sugerowało różnorodność funkcji i aktywności m etabolicz­
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nych tych komórek. Obecnie wiemy, że płuco jest metabolicznie czyn­
nym  narządem  anabolizującym  i katabolizującym  farmakologicznie czyn­
ne substancje przenoszone przez krew. Naczynioaktywne substancje, 
takie jak: serotonina, bradykinina, angiotensyna I, noradrenalina czy 
prostaglandyny E i F, są inaktywow ane podczas przejścia przez płuca, 
inne, jak histam ina, adrenalina, prostaglandyny A, angiotensyna II i III, 
nie podlegają przemianom [12, 147, 181]. Poza tym  płuco bierze udział 
w syntezie lipidów i protein, a także spełnia funkcję obronną dla całego 
organizmu [67, 70].

TA B ELA  1

W pływ  p łucnego łożyska naczyniow ego na  biologicznie ak ty w n e  su b s tan c je  k rążące
w e k rw i

A. U suw ane z k rążen ia  płucnego 
S e ro ton ina
B rad y k in in a  
N o rad ren a lin a  
N uk leo tydy  aden inow e 
P ro s tag lan d y n y  E i F 
A ng io tensyna I
H orm ony  endogenne, tak ie  jak : ho rm ony  sterydow e, in su lina , g lukagon , ga- 
s try n a
L eki, tak ie  jak : m ethadon , m orfina , ch lo rp h en te ram in a , p h en te ram in a , cyclizina, 
d ip h en h y d ram in a , ch lo roprom azyna, fluphenazyna, oxprenolol, p rop rano lo l, desi- 
p ram in a , im ip ram in a

B. U w aln iane  przez k rążen ie  p łucne 
A ng io tensyna II i III 
P ro s tag lan d y n y , P G L  i inne p ro s tano idy  
H istam ina
K alik re in a
W cześniej zakum ulow ane  leki i ich m etab o lity

C. N ie u lega jące  p rzeksz ta łcen iu  w  k rążen iu  p łucnym  
A d ren a lin a
P ro s tag lan d y n y  A 
H istam ina
A ngio tensyna II i III 
W azopresyna

Wiadomo również, iż naczynia włosowate pęcherzyków płucnych 
działają jak filtr, oczyszczając krew  z cząstek powodujących m ikrozato- 
ry. Płuca uczestniczą w utrzym yw aniu stałego poziomu krążących leuko­
cytów poprzez usuwanie z krw i części granulocytów, limfocytów i m o- 
nocytów. Z m egakariocytów zlokalizowanych w płucach powstaje 7- 
17% trom bocytów organizmu.
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Do innych nieoddechowych funkcji płuc można zaliczyć: usuwanie 
nadm iernej ilości wody i ciepła, ekskreację ciał rozpuszczonych przy 
udziale dw utlenku węgla oraz wydalanie z wydychanym  powietrzem 
m etabolitów  krw i (lotnych w tem peraturze 37°C), które po przejściu 
przez barierę powietrze—krew  wchodzą w obrębie pęcherzyków w fazę 
gazową [132]. Funkcje nieoddechowe płuc bezpośrednio i pośrednio 
w pływ ają na czynność oddechową i odwrotnie. Typowym przykładem  
ścisłego powiązania obu funkcji jest rola płuc w regulacji równowagi 
kwasowo-zasadowej. Regulacja jest realizowana przez płuco oraz nerki. 
Narządy te w ydalają produkty  przem iany m aterii, a w zależności od 
potrzeb w ydalają lub zatrzym ują jony wodorowe i zasady, co prowadzi 
w efekcie do utrzym ania stałego stężenia jonów wodorowych (pH) w pły­
nach ustrojowych, a to z kolei jest jednym  z głównych w arunków  p ra­
widłowego przebiegu procesów biochemicznych w organizmie.

W niniejszej pracy zostanie przedstaw iony udział komórek śródbłon- 
ka płucnego łożyska naczyniowego w nieoddechowej funkcji płuc.

K O M Ó R K IŚ R Ó D B Ł O N K A

Sródbłonek płucnego łożyska naczyniowego (z w yjątkiem  krążenia 
oskrzelowego, gdzie śródbłonek jest typu okienkowego) jest ciągły [164], 
Komórki endotelialne naczyń włosowatych przegrody międzypęcherzy- 
kowej różnią się od śródbłonka tętnic i żył płucnych. W głównym pniu 
tętn icy  płucnej kom órki śródbłonka zaw ierają liczne filam enty śródko­
mórkowe, dobrze rozw inięty system  m ikrotubul i m ają liczne uw ypuk­
lenia powierzchni, drobne w ypustki palczaste, a czasem mikrokosmki 
[78, 163]. F ilam enty w ew nątrzkom órkowe w ystępują również w śród- 
błonku tętniczek oskrzelowych, lecz nie są tak  wyraźne w komórkach 
śródbłonka naczyń włosowatych płuca. F ilam enty składają się z białek 
kurczliw ych — ak tyny i m iozyny [9, 75], obecnie uważa się, że in 
vitro komórki śródbłonka w  pewnych w arunkach mogą wykazywać 
właściwości kurczliwe [32, 36, 50, 65, 100]. Uwypuklenia powierzchni 
endotelium  są również bardziej w ydatne w żyłach i tętnicach niż w ka- 
pilarach [196]. C harakterystycznym i cechami kom órek śródbłonka płuc­
nego jest ich mała grubość (mniej niż 0,1 ąm w  niektórych miejscach), 
mała liczba organeli, aktywność wydzielnicza lub duża aktywność me­
taboliczna oraz obecność licznych cytoplazm atycznych pęcherzyków 
plazmolemalnych, ich form  otw artych na powierzchni błony komórko­
wej oraz mniejszych od nich pęcherzyków pinocytarnych [78, 101, 155].

Dojrzałe płuca m ają około 3 • 109 pęcherzyków płucnych, a każdy
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Rye. 1. F ra g m e n t p rzegrody  m iędzypęcherzykow ej szczura. K om órk i śró d b ło n k a  
n aczyń  w łosow atych: 1 — św ia tło  p ęcherzyka p łucnego, 2 — św iatło  naczyn ia  
w łosow atego, 3 — ją d ro  kom órk i pęcherzykow ej typu  I, 4 ■— strz a łk a  w skazu je  
pu n k t, gdzie w ąsk i rąb ek  cy top lazm y kom órk i ty p u  I zaczyna otaczać naczynie  
w łosow ate, 5 — jąd ro  kom órki, śródb łonka naczyn ia  w łosow atego , 6 — złącza 
m iędzy  kom órkam i śródb łonka, 7 — b łona podstaw na, 8 — w łókna k a lagenow e 
w  tk an ce  łącznej w a rs tw y  śródm iąższow ej p rzegrody  pęcherzykow ej, 9 — fib ro - 

b las ty , 10 — b a r ie ra  pow ie trze—k rew  (0,2-0,3 iim). ME 23 000 X wg [132]

pęcherzyk może mieć 1090 lub więcej naczyń włosowatych. Długość na­
czyń może się zmieniać w zależności od gatunku, lecz średnica jest sta­
ła i mieści się w zakresie 8-15 x̂m. Łożysko naczyń włosowatych, uło­
żone w linii prostej, może rozciągać się na 2500 km lub więcej, a 1 ml
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Ryc. 2. U góry  po lew ej i p raw ej stro n ie  św ia tło  pęcherzyków  płucnych . Na dole 
św ia tło  naczynia  w łosow atego  otoczone kom órkam i śródb łonka. W idoczne liczne 
pęcherzyk i p inocy tarne , z k tó ry ch  część o tw iera  się do św ia tła  naczynia (w edług 
R ogers A. W., Cells and  T issues. A n In tro d u c tio n  to H isto logy an d  Cell B iology, 
A cadem ic P ress, London, N ew  Y ork, P aris , S an  Diego, San F rancisco , Sao P au lo ,

Sydney, Tokyo, T oronto  1983)

krw i mieści się w kapilarach długości 16 km [151, 159]. Jest to więc 
największe łożysko naczyń włosowatych ciała, a jego powierzchnia jest 
określana u człowieka na 70 m 2 [46], Opisane własności sprzyjają w y­
m ianie gazowej i są także korzystne dla wzajemnego oddziaływania ko­
m órek śródbłonka i nielotnych substancji rozpuszczonych we krw i [80]. 
Obecnie wiadomo, że komórki śródbłonka naczyń płucnych są jednym i 
z najbardziej czynnych metabolicznie komórek płuca [12, 93, 108, 158, 
184], Związane jest to z ich strategicznym  położeniem w obrębie układu 
krążenia, gdyż uwalniają syntetyzowane produkty i m etabolity bezpo­
średnio do ogólnego krążenia tętniczego, jako że krążenie płucne jest 
jedynym  systemem naczyniowym ciała, otrzym ującym  krew  całkowitej 
pojemności minutowej serca [125], Tak więc komórki te są ostatnim  
odcinkiem, w którym  ulega określeniu ostateczny skład krwi tętniczej 
[151, 160],

3 — PBK 4/87
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PR O STA G LA N D Y N Y  I IN NE EIK O ZA N O ID Y

Płuca usuwają z krwi prostaglandyny grup E i F oraz przekształca­
ją je w 15-keto-dwuwodoropochodne [79, 125, 141, 145], Prostaglandyny 
grupy A nie są usuwane w takim  samym stopniu, będąc mimo to sub- 
stratam i dla 15—OH dehydrogenazy — enzymu, k tó ry  w ystępuje w du­
żej ilości w homogentach płuc. Ponad 90% PG E1( PG E2 i PG F2a jest 
inaktywow anych przez krążenie płucne kota [44], natom iast PGAi i PGA2 
pozostają w dużym zakresie nie zmienione po przejściu przez płuca psa 
[106], Bardzo podobne wyniki uzyskano, badając płuca ludzkie [57, 66], 
lecz nieco odmienne u świnki morskiej [127], co w skazuje na pewne róż­
nice gatunkowe. Degradacja prostaglandyn E i F wymaga ich wniknię­
cia do komórki [145] drogą transportu  aktywnego [39, 194], podczas gdy 
prostaglandyny grupy A nie są trasportow ane, co może tłumaczyć, dla­
czego PGAi i PGAo nie są w większym stopniu metabolizowane [11]. 
Płuca mogą inaktywować za pośrednictwem  15—OH dehydrogenezy 
prostaglandynowej również prostacyklinę PG I2 [40, 107]. Egzogenna 
PG I2 jest w 14% metabolizowana przez perfundow ane płuca [192]. Inni 
uważają jednak, że prostacyklina PG I2 nie jest usuwana z krw i podczas 
jej przejścia przez płuca [8, 123, 185], co prawdopodobnie spowodowane 
jest niskim powinowactwem PG I2 do system u transportow ego płuc [11, 
69]. Komórkowe i subkomórkowe miejsca transportu  oraz lokalizacja 
15—OH dehydrogenazy nie są sprecyzowane. Prawdopodobnie miejsca 
wiązania prostaglandyn E i F znajdują się blisko powierzchni lum inalnej 
płucnych kom órek endotelialnych, a 15—OH dehydrogenaza może nie 
być związana z tym i komórkami [150].

Płuca, poza degradacją prostaglandyn m ają również zdolność ich syn­
tezy. Izolowane i perfundowane płuca w dużym  stopniu przekształcają 
kwas arachidonowy w cykliczne nadtlenki prostaglandynow e (PGG2 
i PGH2), służące jako związki pośrednie do syntezy poszczególnych pro- 
stanoidów [113]. Zdolność tkanki płucnej poszczególnych gatunków do 
uwalniania różnych prostanoidów czy eikozanoidów jest dobrze udo­
kum entowana. Lista prostanoidów syntetyzowanych i uw alnianych 
z płuc, przedstawiona przez Anggarda i Samuelssona [7], a uzupełniona 
przez Pipera i Vane’a [126, 128], staje się coraz dłuższa i zawiera: cyk­
liczne nadtlenki prostaglandyn (dawniej określane jako RCS — „sub­
stancja kurcząca aortę kró lika”), prostaglandyny E2, F 2a, G2, H2, trom - 
boksan A2 (TxA2) i B2 (TxB2), wolno reagującą substancję anafilaksji — 
SRS-A (będącą, jak już wiadomo, serią leukotrienów, C4, D4 i E4) oraz 
PG I2 [4, 25, 31, 59, 60, 64, 114, 122, 167, 172, 182, 183]. Dla uzupełnienia 
tej listy dodać należy różne m etabolity prostanoidów [40].
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Prostacyklina (PGI2), silnie działający prostanoid rozszerzający na­
czynia [173] i ham ujący agregację płytek [24, 110, 169], jest produko­
wana przez płuca kilku gatunków [58, 112], a także przez płuca człowie­
ka [72], PGIo jest syntetyzowana i uw alniana z izolowanych płuc [59, 
61, 62, 68, 179], ze skrawków płuc [1] oraz różnych ku ltu r tkankowych, 
pochodzących z płuc [130, 131]. P rzyjm uje się, że in vivo PG I, jest uw al­
niana z komórek endotelialnych, które wyścielają ogromną powierzchnię 
naczyń włosowatych płuc [15, 60, 112, 166], Uważa się również, że to 
raczej komórki śródbłonka naczyniowego niż komórki mięśni gładkich 
lub fibroblasty stanowią główne źródło PGL> [73, 90, 105, 111, 115, 189], 
choć znaczne ilości PG I2 są także produkowane przez komórki mezote- 
lium  wyścielające opłucną [74].

Liczne dane wskazują zatem, że to właśnie komórki śródbłonka płuc­
nego są głównie odpowiedzialne za syntezę prostaglandyn i substancji 
pochodnych [83, 97, 116, 133, 157]. Obecne badania zmierzają do określe­
nia subkomórkowej lokalizacji system u cyklooksygenazy. Roth i Maje- 
rus [136] drogą badań biochemicznych wykazali, że synteza prostaglan- 
dynowa jest acetylowana przez aspirynę, a Rome, Lands, Roth i Maje- 
rus [135] donieśli, że dotyczy to jedynie form y enzymatycznie aktyw nej. 
Badania autoradiograficzne płucnych komórek śródbłonkowych inkubo- 
wanych ze specyficznym inhibitorem  syntetazy prostaglandynowej -(3H) 
acetylosalicylanem  wykazały, że śródbłonkowa syntetaza prostaglandy- 
nowa w ystępuje w sieci endoplazmatycznej [151]. Aspiryna nie jest 
jednak specyficznym czynnikiem acetylującym , ponieważ może acety- 
lować również lizynową resztę album in i nukleoprotein [180, 186]. Mimo 
to, we wspomnianych badaniach autoradiograficznych ponad 63% zna­
kowanej substancji było zlokalizowane w sieci endoplazmatycznej, co 
było zgodne z biochemicznymi wynikam i badań, świadczącymi, że synte­
taza prostaglandynowa w ystępuje we frakcji mikrosomowej [71]. Bada­
nia te wskazują, że komórki śródbłonkowe płuc m ają zdolność syntezy 
prostaglandyn i substancji pochodnych. Do tej pory nie wiadomo jednak, 
czy zdolność tą mają także inne rodzaje komórek płucnych i jak  wiele 
różnych typów komórek może dostarczać prostaglandyny i substancji 
pochodnych do krw i żylnej płuc [41].

N UK LEO TY D Y  A DENINOW E

Liczne badania dowiodły, że płuca biorą udział w metabolizmie nu- 
kleotydów adeninowych. Już stosunkowo dawno wykazano, że adeno- 
zyno-5'-trójfosforan (ATP) jest usuw any z krw i podczas przejścia przez 
płuca. Eksperym enty przy użyciu znakowanych 3H, UC lub 32P ATP
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i 5'-AMP unaoczniły, iż są one metabolizowane w płucach perfundow a- 
nych roztworem  soli fizjologicznej przez enzymy zlokalizowane na po­
wierzchni komórek śródbłonkowych [141, 152, 162]. Potw ierdziły to ba­
dania Dierterlego i wsp. [33] z komórkami śródbłonka płucnego w ho­
dowli. Autorzy ci dem onstrowali także wchłanianie adenozyny — m eta­
bolitu ATP przez komórki śródbłonka, a związek ten może brać udział 
w rozszerzaniu naczyń krwionośnych [63], Bardzo podobne procesy m e­
taboliczne zaobserwowano niedawno w przypadku ADP [26]. M eta­
bolizm nukleotydów odbywa się na drodze hydrolizy wiązań estrowo- 
-fosforanowych, a w m niejszym  stopniu dezaminacji. Procesy te nie 
wym agają wniknięcia substratu  do komórki, a związane z nimi enzymy 
nie są wydzielane do światła naczyń. Badania w mikroskopie elektro­
nowym płuc perfundow anych 5'-AMP i Pb (N 03)2 wykazały złogi fosfo­
ranu ołowiu w pęcherzykach pinocytarnych otw artych do światła n a ­
czyń. Dane te wskazują, że nukleotydy są hydrolizowane przez esterazę 
fosforanową, znajdującą się w cytoplazm atycznych pęcherzykach plaz- 
m olemalnych lub pęcherzykach pinocytarnych śródbłonka [141]. Podobną 
aktywność enzymatyczną stwierdzono w pęcherzykach pinocytarnych 
śródbłonka serca i przepony [151]. W związku z faktem , że nukleotydy 
adeninowe mogą być uwalniane z mięśni podczas wytężonej pracy lub 
powstania rany  miażdżonej [48], płuca mogą zapobiegać ich wejściu do 
ogólnego krążenia tętniczego.

A M IN Y  BIO GENN E

Serotonina, związek silnie kurczący naczynia krwionośne i powodu­
jący agregację płytek, jest szybko usuwana z krw i podczas przepływ u 
przez płuca wielu gatunków, w tym  także płuca człowieka [5, 27, 37, 47, 
49, 174, 190]. Zjawisku tem u towarzyszy pojawienie się 5-hydroksyindo- 
lowego kwasu octowego w płucnym  odpływie żylnym. Stopień inak ty- 
wacji mieści się w zakresie od 33 [30] do 98°/o [175] i zależy od w arun ­
ków, w jakich przeprowadzano doświadczenia, lecz większość badaczy 
podaje stopień powyżej 50°/o. Usuwanie serotoniny przez płuca obejm uje 
transport dokomórkowy przez komórki śródbłonka płucnego, w ew nątrz­
komórkowy m etabolizm oraz uwalnianie produktów metabolizmu. Być 
może pierwsza wskazówka co do losu serotoniny w płucach pochodziła 
z 1925 r. z badań Starlinga i Verney a [168], Dalsze badania za pomocą 
technik autoradiograficznych wykazały, że kom órki śródbłonka płuc [171] 
oraz kom órki śródbłonka w hodowli [92] w ychw ytują radioaktyw ność 
pochodzącą z infuzji (3H) serotoniny. Podobne badania biochemiczne 
udowodniły, że wchłanianie (3H) serotoniny przez płuca jest procesem 
aktyw nym  i przebiega aż do nasycenia. Jest to transport w ym agający
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energii, zależny od jonów Na , zachodzący za pośrednictwem  nośnika 
i związany z ATP-azą zależną od jonów N a+ i KU [47, 170]. Absorpcja 
jest hamowana przez im ipram inę, chloropromazynę, kokainę, wysokie 
zewnątrzkom órkowe stężenie jonów K + i niskie zewnątrzkomórkowe 
stężenie jonów N a+ [19, 95] Metabolizm serotoniny zachodzi wew nątrz- 
kom órkowo [2]. Niedawno Smali i wsp. [161] udowodnili, że hodowane 
kom órki śródbłonka (pochodzące z aorty  wołu i ludzkiej żyły pępkowej) 
m etabolizują serotoninę do 5-hydroksyindolowego kwasu octowego. Tego 
typu  przem iany metaboliczne nie są ograniczone tylko do endotelium, 
lecz w ystępują także w  fibroblastach ludzkiego napletka [134]. Przy 
użyciu techniki fluorescencyjnej H illarp-Falck wykazano, iż serotonina 
jest w ychw ytyw ana in vivo przez komórki śródblonkowe, lecz już po 
m inucie jest magazynowana przez śródmiąższowe komórki tuczne [94].

K om órki śródbłonka płucnego biorą również udział w przetw arzaniu 
noradrenaliny  w sposób podobny do m etabolizmu serotoniny. 20-40°/o 
noradrenaliny  jest inaktywow ane podczas jednorazowego przejścia przez 
krążenie płucne [54-56, 82]. Badania autoradiograficzne płuc perfundo- 
w anych znakowaną noradrenaliną w ykazują akum ulację radioaktyw ­
ności w kom órkach śródbłonka [118]. Podobne wyniki uzyskano w ho­
dowli kom órek śródbłonka płucnego [92]. W chłanianie noradrenaliny 
jest ham ow ane przez kokainę, im ipram inę, ąuabainę, niską tem peraturę 
i niskie stężenie jonów Na+ w płynie zewnątrzkom órkowym  [19, 151]. 
Chociaż wchłanianie serotoniny i noradrenaliny przez kom órki śród­
błonka zachodzi za pośrednictwem  podobnego mechanizmu transportu, 
to istnieją różne farmakologicznie miejsca dokomórkowego transportu  
tych amin [84]. W różny sposób przebiega także wew nątrzkom órkowy 
metabolizm. Serotonina jest rozkładana przez oksydazę monoaminową 
(MAO) i dehydrogenazę aldehydową, natom iast noradrenalina jest me­
tabolizowana przez komórki śródblonkowe na drodze o-m etylacji i dez- 
am inacji za pośrednictwem  oksydazy monoaminowej i m etylotransferazy 
katecholowej [47].

P rzetw arzanie amin biogennych w płucach, a najprawdopodobniej 
w kom órkach śródbłonka jest procesem wybiórczym. Serotonina jest 
metabolizowana, histam ina zaś nie i podobnie, noradrenalina jest, a adre­
nalina nie [181]. Endogenna histam ina jest uw alniana z płuc podczas 
podawania tlenu  [88].

L IP ID Y  I CHY LO M IK RO N Y

Kom órki śródbłonka płuc, podobnie jak gruczoł sutkow y w okresie 
laktacji, mogą prawdopodobnie przetw arzać chylom ikrony za pomocą 
lipazy lipoproteinowej [151]. Większość wchłoniętych w przewodzie po­
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karm owym  lipidów (ok. 95°/o) dostaje się do krwi żyły głównej górnej, 
a pierwszym narządem , do którego trafiają, są płuca. W chłanianiu lipi­
dów z przewodu pokarmowego towarzyszy wzrost zawartości lipidów 
płuc [96], W ystępowanie esterazy, prawdopodobnie hydrolazy estrów 
glicerolowych wzdłuż powierzchni lum inalnej endotelium  płucnego [151], 
może mieć istotny związek z metabolizmem lipidów. Za m iarę ak tyw ­
ności lipolitycznej płuc można uznać stężenie wolnych kwasów tłusz­
czowych we krwi przed przejściem i po przejściu przez narząd. Badania 
porównawcze stężenia wolnych kwasów tłuszczowych we krwi pobra­
nej z prawej komory i aorty 20 pacjentów wykazały, iż zawartość ich 
zwiększa się we krw i po przejściu przez płuca [109]. Może to świadczyć 
o aktywności lipolitycznej płuc.

K IN IN Y  I A NG IO TEN SY N Y

Od roku 1967 wiadomo, że płuca mogą wybiórczo przekształcać na- 
czynioaktywne hormony polipeptydowe krążące we krwi. Ferreira i Vane 
[45], a następnie inni [3, 137] wykazali, że bradykinina jest w znacznym 
stopniu eliminowana podczas przejścia przez płucne łożysko naczyniowe, 
natom iast angiotensyna II nie jest inaktywow ana w czasie przejścia 
przez płuca. Badania nad angiotensyną I wykazały, że odprowadzenie 
żylne płuc perfundowanych angiotensyną I zawiera większą aktywność 
angiotensyny niż wskazywałaby na to ilość angiotensyny I użytej do 
perfuzji [117]. Świadczyłoby to o przekształcaniu się angiotensyny I 
w angiotensynę II podczas przejścia przez płuca. Przypuszczenia te po­
twierdzono badaniami Ryana i wsp. [139].

Pierwsza inform acja o roli komórek śródbłonkowych w wybiórczym  
przekształcaniu hormonów i prohormonów pochodzi z badań znakowa­
nej bradykininy w izolowanych i perfundowanych płucach [137].. Pod­
czas jednokrotnego przejścia bradykininy przez płucne łożysko naczy­
niowe ulega hydrolizie co najm niej pięć z jej ośmiu wiązań peptydo- 
wych [21, 138]. Jednakże radioaktywność nie jest pochłaniana przez 
komórki śródbłonka, a jest odzyskiwana w tej samej ilości w odprowa­
dzeniu żylnym  płuca. Enzymy hydrolizujące wiązania peptydowe nie są 
uwalniane przez płuca, enzymy zaś krw i nie biorą udziału w hydrolizie 
bradykininy. K inetyka m etabolizmu bradykininy przez płuca jest iden­
tyczna z kinetyką przem ian nukleotydów adeninowych, które są m eta­
bolizowane przez enzymy na lum inalnej powierzchni komórek śród­
błonka płuc [138, 141, 142, 156].

Podobne wyniki uzyskano w czasie badań znakowanej angiotensyny I. 
Ng i Vane [117] wykazali, ze 40-50% angiotensyny I użytej do perfuzji

http://rcin.org.pl



ROLA KOMOREK SR O D B Ł O N K A  293

było w czasie 10 s przekształcane w angiotensynę II. Angiotensyna I 
pod wpływem  enzymu konwertującego odszczepia dw upeptyd His-Leu 
i daje angiotensynę II, a także może metabolizować w kierunku innych 
polipeptydów [42, 139J. W procesach tych nie biorą udziału enzymy 
krwi, radioaktywność zaś nie jest pochłaniana przez płuca, a jest po1- 
nownie uwidaczniana w odprowadzeniu żylnym  [43, 143].

Homogenaty całego płuca rozkładają angiotensynę I i bradykininę 
na wolne aminokwasy. P rodukty  tego typu nie są uzyskiwane w płucach 
nienaruszonych. Podobnie hom ogenaty płuc m etabolizują angiotensynę II, 
która nie podlega przemianom w płucach nienaruszonych [76]. Jest 
rzeczą oczywistą, że nie wszystkie peptydazy i proteazy nienaruszonych 
płuc m ają dostęp do substancji krążących we krwi, takich jak kininy 
i angiotensyny. Na podstawie tych wyników można założyć, że brady­
kinina i angiotensyna I są metabolizowane przez * enzymy na/lub blisko 
powierzchni lum inalnej płucnych komórek endotelialnych [139, 140, 143],

Obecnie wiadomo, że płucny enzym konw ertujący angiotensynę (ki- 
ninaza II) może działać zarówno na bradykininę, jak i na angiotensynę I 
[34], Zgodnie z nazwą, enzym ten przekształca angiotensynę I w angio­
tensynę II. Działa on jak  karboksypeptydaza dwupeptydylow a o małej 
specyficzności [23, 35, 177, 193]. W rzeczywistości preferow anym  sub- 
stratem  dla enzymu jest bradykinina, gdyż przekształcanie angioten­
syny I w angiotensynę II można łatwo hamować przez dodawanie sto­
sunkowo niskich stężeń bradykininy [23, 34]. Do tej pory nie wiadomo 
jednak, czy istnieje fizjologiczne współzawodnictwo między bradykininą 
a angiotensyną I w stosunku do enzymu konwertującego angiotensynę.

Ryc. 3. S chem at ilu s tru ją c y  dzia łan ie  p łucnego enzym u konw ertu jącego
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Enzym ten po raz pierwszy został oczyszczony z płuca świni w 1972 r. 
Od tego czasu enzym konw ertujący angiotensynę oczyszczono także 
z nerki świni, płuca ludzkiego [121], płuca szczura [99], płuca królika 
[16, 28, 29] i osocza krwi ludzkiej [16]. Dalszych danych dostarczyły 
badania immunocytochemiczne i im m unofluorescencyjne z zastosowa­
niem  przeciwciał dla enzymu konwertującego [146, 148, 149, 153]. W y­
kazano, że z przeciwciałami skierowanym i przeciw tem u enzymowi 
reagowały komórki śródbłonka dużych tętnic, żył i naczyń włosowatych. 
W ystępowanie enzymu nie jest ograniczone do endotelium  płucnego [154]. 
W ykryto go także w komórkach śródbłonka aorty [144, 152] oraz w na­
czyniach włosowatych trzustki, nadnerczy, w ątroby i nerki [18]. Ponadto 
enzym ten można znaleźć w połączeniu z rąbkiem  szczoteczkowym 
części proksym alnej nefronu oraz w komórkach śródbłonka ludzkiej żyły 
pępkowej [77, 187, 188]. Przeciwciała dla enzymu konwertującego angio­
tensynę wiążą się w płucu wyłącznie z komórkami śródbłonka. Badania 
hodowli komórek mięśnia gładkiego z głównego pnia tętnicy płucnej 
oraz komórek pęcherzykowych typu II nie wykazały aktywności enzymu 
konwertującego angiotensynę [22, 152],

Rozmieszczenie enzymu konwertującego na powierzchni lum inalnej 
śródbłonka płuc prawdopodobnie ma związek z homeostazą ciśnienia 
krwi. Tak więc enzym inaktyw ujący bradykininę i tworzący angioten­
synę II jest stale przem yw any przez krew, przenoszącą produkty jego 
reakcji do ogólnoustrojowej krw i tętniczej. Jak  wykazano tu, enzym 
konw ertujący angiotensynę wprawdzie w ystępuje nie tylko w płucach, 
lecz w płucnym  łożysku naczyniowym, nie następuje inaktyw acja angio- 
tensyny II i dlatego płuca są jedynym  narządem  produkującym  angio­
tensynę II na eksport.

Najnowsze dane sugerują, że płuca mogą tworzyć jeszcze inną ak tyw ­
ną substancję układu renina-angiotensyna. Jednym  z płucnych m eta­
bolitów angiotensyny I jest des-A sp^angiotensyna I [139], która może 
być przekształcana przez enzym konw ertujący w angiotensynę III (des- 
-A sp'-angiotensyna II) [23, 177], W rzeczywistości des-A sp^angiotensy- 
na I ma większe powinowactwo do enzymu konwertującego angioten­
synę niż sama angiotensyna I [23]. Na tej podstawie można wnioskować, 
że gdy enzym konw ertujący w ystępuje w ograniczonej ilości, a angio­
tensyna I i des-A sp^angiotensyna I są w jednakowych stężeniach, to 
tworzona jest głównie angiotensyna III. Jest ona bardziej aktyw na od 
angiotensyny II w procesie pobudzania w arstw y kłębuszkowej kory nad­
nerczy do uwalniania aldosteronu, lecz mniej aktyw na w zwężaniu na­
czyń [13]. Tak więc płuca mogą dostarczać czynników hum oralnych, 
w pływających na objętość krw i i na napięcie naczyń.
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INNE HORM ONY

Inne endogenne hormony nie były tak dokładnie badane, lecz wyka­
zano wzajem ne przekształcenia między kortyzolem  i kortyzonem w krą­
żeniu płucnym  płodowych [14, 52] oraz dojrzałych płuc zwierząt [14, 
119]. Ludzkie płuca płodów rozkładają testosteron [10], natom iast m eta­
bolizm insuliny i glukagonu zachodzi w płucnym  krążeniu psa [51]. 
Ponadto wykazano inaktyw ację gastryny w płucach [98].

L EK I

Liczne leki o dużym znaczeniu terapeutycznym  są usuwane przez 
krążenie płucne. Są to m.in.: am fetam ina, methadon, m orfina, chlor- 
phenteram ina, phenteram ina, cyclizina, diphenhydram ina, chloroproma- 
zyna, fluphenazyna, oksprenolol, propranolol, desipramina, czy imipra- 
m ina [124, 125]. W większości są to zasadowe am iny o pK większym 
niż 8, a wielkość akum ulacji w płucach wydaje się zależeć od określo­
nych właściwości chemicznych [120, 129], Dokładne komorkowe miejsca 
w ychw ytyw ania leków nie są znane, lecz szczegółowe badania im ipra- 
m iny [6, 38, 91], m ethadonu [191] oraz innych leków wskazują, że aku­
m ulacja jest zależna od stopnia nasycenia składników leku.

FIB R Y N O LIZA  I K R Z E PN IĘ C IE  K RW I

Badania Todda [176] wykazały, że komórki śródbłonka tętnicy płuc­
nej żył i naczyń włosowatych zawierają czynnik inicjujący fibrynolizę. 
Czynnik ten, prawdopodobnie aktyw ator plazminogenu, w ystępuje w du­
żej ilości w naczyniach krwionośnych płuc, serca i mózgu [17, 103, 104]. 
Przekształcanie plazminogenu w plazminę zachodzi również w hodowli 
komórek śródbłonka żyły głównej górnej [104],

Zapoczątkowanie procesu krzepnięcia krwi jest możliwe dzięki enzy­
mom związanym z frakcją mikrosomów płuca. Badania przy użyciu 
przeciwciał połączonych z peroksydazą i skierowanych przeciw czynni­
kowi tkankow em u (tromboplastynie) płuca wołu wskazały, że antygen 
jest zlokalizowany w błonach plazm atycznych kilku różnych typów ko­
mórek, m.in. w komórkach śródbłonka tętnicy płucnej i jej naczyń [195]. 
Czynnik tkankow y ma aktywność peptydazy i hydrolizuje angiotensy­
nę I, angiotensynę II, bradykininę, Lys-bradykininę, M et-Lys-bradyki- 
ninę i substancję P. Na tej podstawie sądzono, że kom órki śródbłonka
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płuc mogą uczestniczyć w degradacji wym ienionych tu  substancji. Jed ­
nakże angiotensyna II i substancja P nie są hydrolizowane podczas 
przejścia przez płucne łożysko naczyniowe, a więc rola trom boplastyny 
w przekształcaniu krążących hormonów polipeptydowych nie jest jesz­
cze w pełni wyjaśniona [102],

W komórkach śródbłonka żyły pępkowej znaleziono antygen podobny 
do czynnika VIII, jednak bez aktywności prokoagulacyjnej [85, 86]. Po­
dobny antygen zlokalizowano w komórkach śródbłonka naczyń w innych 
tkankach [20, 53, 81, 87, 89, 178], Jednakże nie badano dotychczas zaw ar­
tości czynnika VIII w śródbłonku płucnego łożyska naczyniowego.
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CZYNNIKI KONDENSACJI CHROMATYNY W CYKLU ŻYCIOWYM 
KOMÓREK EUKARIOTYCZNYCH

CH R O M A TIN  CON DEN SATIO N  FA C T O R S IN TH E L IF E  CYCLE 
OF EU K A R Y O TIC  CELLS

M arek  M A LESZEW SK I 

Z ak ład  E m brio logii, In s ty tu t Zoologii UW, W arszaw a

S treszczen ie . P rzedstaw iono  ek sp e ry m en ty  b ad a ją ce  czynniki, k tó re  k o n tro lu ją  k o n ­
den sac ję  i d ekondensację  ch ro m aty n y  w  cyk lu  kom órkow ym . R ezu lta ty  tych  do­
św iadczeń  w sk azu ją  n a  obecność w  kom órkach , będących  w  m itozie lub  m ejozie, 
ak ty w n y ch  czynników  b iałkow ych , k tó re  po w p row adzen iu  ich do kom órk i in te r -  
fazow ej d rogą fuz ji lu b  m ik ro in iek c ji są  zdolne w yw oływ ać je j p rze jśc ie  do 
fazy  M.

W ykazano  także , że ak tyw ność  czynników  k ondensac ji jes t in ak ty w o w an a  przez 
inne czynnik i b iałkow e, obecne w  kom órkach  będących  w  fazie G l. S tw ierdzono, 
że fo sfo ry lac ja  i d efo sfo ry lac ja  b ia łek  odgryw a k luczow ą ro lę  w  reg u lac ji ko n ­
d en sac ji i dekondensac ji chrom osom ów .

S u m m a ry . E x p erim en ts  on th e  fac to rs  con tro lling  ch ro m a tin  condensation  and  
decondensation  d u rin g  th e  cell cycle a re  p resen ted . T hese stud ies have  show n th a t 
ac tiv e  p ro te in  fac to rs  a re  p re sen t in  m ito tic  an d  m eio tic  cells, an d  th a t  a f te r  cell 
fu s io n  or m icro in jec tio n  these p ro te in s  can  induce  tra n s it io n  from  in te rp h ase  to 
M -phase.

I t  has been  also show n th a t th e  ac tiv ity  of condensation  fac to rs  is in ac tiv a ted  
by  o th e r p ro te in  fac to rs  p resen t in  cell d u rin g  the  G l period. F u rth e rm o re , these 
stu d ies  have rev ea led  th a t  p ro te in  ph o sp h o ry la tio n  p lays a p iv o ta l ro le in  th e  
reg u la tio n  of condensation  an d  d econdensa tion  of chrom osom es.

1. W STĘP

W cyklu życiowym kom órek eukariotycznych w ystępują dwa zja­
wiska decydujące o jego podziale na fazy S i M. Są to: replikacja DNA 
(faza S), dzięki której zachodzi powielenie inform acji gentycznej zawar­
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tej w jądrze komórkowym, i mitoza (faza M), proces, który sprawia, 
iż powielony w czasie replikacji DNA jest prawidłowo rozdzielany mię­
dzy jądra komórek potomnych tak, że są one pod względem ilości i ja­
kości materiału genetycznego identyczne z jądrem komórki wyjściowej. 
W przeważającej większości typów komórek między tymi dwoma klu­
czowymi wydarzeniami zachodzą okresy przerwy: pierwsza po podziale 
(faza Gl), druga po fazie syntezy (faza G2).

Od roku 1953, w którym dokonano podziału cyklu komórkowego na 
fazy Gl, S, G2 i M [23], nasza wiedza na ten temat znacznie się roz­
szerzyła. Wiele już można powiedzieć o procesach zachodzących w jądrze 
komórkowym w trakcie interfazy i mitozy, jednak w większości słabo 
zbadane pozostają mechanizmy regulujące, które warunkują  prawidłowy 
przebieg cyklu komórkowego. Również sam proces mitozy, kluczowy 
dla ekwiwalentnego podziału m ateriału genetycznego między komórki 
potomne, choć dobrze opisany pod kątem  zjawisk zachodzących w jego 
trakcie, jest mało poznany, gdy chodzi o mechanizmy działające na po­
ziomie molekularnym i kontrolujące jego przebieg.

Zjawiskiem, które wydaje się najbardziej spektakularne w trakcie 
przechodzenia komórki przez fazy cyklu życiowego, jest kondensacja 
chromatyny, która na poziomie dostępnym obserwacji w mikroskopie 
optycznym widoczna jest jako przejście od interfazowego jądra komór­
kowego do chromosomów metafazowych. Na poziomie molekularnym wy­
raża się ona przechodzeniem od 10 nm włókna nukleosomowego, two­
rzącego 30 nm solenoid — struk tura  chromatyny interfazowej [12] — 
przez coraz wyższe stadia upakowania, którego najwyższy poziom stano­
wią chromosomy metafazowe. W 1963 r. Mazia zaproponował model 
cyklu kondensacji chromatyny [29], zgodnie z którym dekondensacja 
chromosomów zaczyna się w telofazie podziału mitotycznego. Proces 
ten jest kontynuowany w trakcie fazy Gl, by w fazie S, w czasie repli­
kacji DNA, osiągnąć najwyższy poziom zdekondensowania włókien chro­
matyny. Następnie zachodzi stopniowa kondensacja, której kulminację 
stanowią chromosomy metafazowe. Model ten potwierdzają wyniki badań 
prowadzonych za pomocą różnych metod [20, 31, 32, 38, 39, 47, 48]. 
Zjawisko przedwczesnej kondensacji chromatyny (PCC) w wyniku fuzji 
komórki mitotycznej z interfazową [25] dostarczyło bezpośrednich do­
wodów na istnienie zależności organizacji chromatyny (stopnia jej kon­
densacji) od fazy cyklu komórkowego nie tylko w czasie przejścia 
G2-M, ale także i w trakcie interfazy [3, 17, 21, 42, 44] (ryc.). Dlatego 
też czynniki kontrolujące poziom kondensacji chromatyny są istotnym 
fragmentem układu, który zapewnia prawidłową regulację cyklu ko­
mórkowego.

Przegląd ten koncentrować się będzie na prezentacji wyników prac
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Ryc. O braz z m ik roskopu  optycznego przedw czesnej k o n d en sac ji ch ro m aty n y  ją d e r  
kom órek  z różnych  faz cyk lu  życiow ego. PC C  w yw ołano  fu z ją  z kom órką m ito - 
tyczną: A — w czesna faza  G l; B — późna faza  G l; C — w czesna faza S; D — ś ro d ­
kow a faza S; E — późna faza  S; F  — faza  G2; ciem no w ybarw ione, zlokalizow ane 
po lew ej s tro n ie  każdej fo to g rafii ch rom osom y m etafazow e pochodzą z kom órk i 

m ito tycznej, k tó re j użyto do in d u k c ji PC C; k re sk a  — 5 |xm [17]
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zmierzających do charakterystyki tych czynników. Informacje, jakie na 
ten temat udało się dotychczas zgromadzić, uzyskano dzięki ekspery­
mentom wykorzystującym trzy podstawowe metody: fuzje komórkowe, 
mikroiniekcje i eksperymenty, w których zjawiska związane z przejś­
ciem komórki do fazy M badane są in vitro w układach bezkomórko- 
wych.

2. B A D AN IA  W Y K O R ZY STU JĄ C E F U Z JE  K OM Ó RKO W E

W badaniach tych wykorzystano zjawisko polegające na fuzji ko­
mórek pod wpływem inaktywowanego wirusa Sendai, glikolu polietyle­
nowego lub pola elektrycznego. Punktem  wyjścia było odkrycie wspom­
nianego już zjawiska przedwczesnej kondensacji chromatyny (PCC), 
która zachodzi w komórce interfazowej poddanej fuzji z komórką mito- 
tyczną [25]. Na podstawie tej obserwacji przeprowadzono wiele ekspery­
mentów wyjaśniających oddziaływanie jądrowo cytoplazmatyczne w hy­
brydach uzyskanych w wyniku fuzji komórek różnych typów. Szczegó­
łowy przegląd tych doświadczeń jest zawarty w pracy Rao [40] i w y ­
kracza poza ram y tej pracy. Omówione zostaną jednak te, które wnoszą 
zasadniczy wkład do wiedzy na temat mechanizmów kontrolujących kon­
densację chromatyny.

Gdy komórki mitotyczne wyznakowane już w fazie G2 za pomocą 
3H tryptofanu i leucyny poddano fuzji z niewyznakowanymi komórkami 
interfazowymi (synteza białek w trakcie fuzji była zahamowana za po­
mocą cykloheksimidu), autoradiogramy uzyskanych hybryd wyraźnie 
wskazywały na migrację wyznakowanych białek z komórki mitotycznej 
do chromatyny, która uległa przedwczesnej kondensacji [43]. Rezultaty 
te wskazują, że w komórce mitotycznej występują czynniki białkowe, 
które po przemieszczeniu się do komórki interfazowej wiążą się z chro- 
matyną i indukują jej kondensację.

Na to, że białka cytoplazmatyczne odpowiedzialne są za regulację 
kondensacji chromatyny wskazują także wyniki doświadczeń polegają­
cych na fuzji komórek mterfazowych z komórkami mitotycznymi, które 
w czasie przejścia z fazy G2 do mitozy hodowane były w obecności 
inhibitorów syntezy białka [28]. W hybrydach takich nie obserwowano 
przedwczesnej kondensacji chromatyny jądra komórki interfazowej, co 
wskazuje na to, że wśród białek syntetyzowanych przez komórkę są też 
czynniki kondensacji chromatyny.

W eksperymentach polegających na fuzjach komórkowych jako daw­
ców aktywnych czynników kondensacji używano również komórek mejo- 
tycznych. Wykazano, że dojrzewający oocyt myszy po fuzji z blasto-
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merem interfazowym indukuje w nim przedwczesną kondensację chro­
m atyny [51]. Podobna reakcja zachodzi w hybrydach składających się 
z owulowanego oocytu będącego w metafazie II i blastomeru interfazo- 
wego [51] lub owulowanego oocytu myszy i mysich tymocytów [9]. 
Gdy schemat doświadczenia odwrócono, okazało się, że blastomer meta- 
fazowy, pochodzący z 4-komórkowego zarodka myszy, w którym po­
działy zablokowano kolcemidem, po fuzji z „niedojrzałym” oocytem 
myszy (niezdolnym do spontanicznego dojrzewania in vitro) indukuje 
w nim rozpad otoczki jądrowej i kondensację chromatyny [5]. Dowodzi 
to, że w wypadku fuzji komórkowych reakcja wywołana w komórce 
interfazowej jest podobna, niezależnie od rodzaju komórki będącej daw­
cą czynników kondensacji.

Eksperymenty, w których fuzje z blastomerem interfazowym poprze­
dzało przecinanie owulowanego, metafazowego oocytu na część zawie­
rającą chromosomy i część bezjądrową pozwoliły poznać rozmieszczenie 
aktywnych czynników kondensacji [10]. Okazało się, że aktywność indu­
kującą PCC zachowują obydwa fragmenty, jednak na podstawie obser­
wowanej różnicy częstości indukcji tej reakcji w dwóch rodzajach uzys­
kiwanych hybryd oraz stosunku objętości ich składników, z którego 
wynika rozcieńczenie cytoplazmy mitotycznej w hybrydzie, wnioskować 
można, iż większość czynników kondensacji zlokalizowana jest we frag­
mentach zawierających chromosomy.

3. C H A R A K TE R Y ST Y K A  BIO CH EM ICZN A  B IA ŁEK  M ITO TYCZNY CH  
NA PO D STA W IE TESTU  ICH  A K TY W N O ŚC I B IO LO G IC Z N EJ — 

M IK R O IN IE K C JE

Dla wszelkich prób oczyszczania i scharakteryzowania biochemicz­
nego białek kontrolujących kondensację chromatyny niezbędne było 
opracowanie testu pozwalającego wykrywać ich aktywność w badanych 
preparatach. Sunkara [50] wykazał, że ekstrakt uzyskany za pomocą 
buforu zawierającego 0,2 M NaCl z komórek HeLa, które były synchro­
nizowane w różnych fazach cyklu komórkowego, może być testowany 
pod kątem obecności aktywnych czynników kondensacji przez wstrzy­
kiwanie do niedojrzałych oocytów Xenopus laevis. Czynniki wprowa­
dzone w ten sposób do oocytu indukują w nim dojrzewanie mejotyczne, 
tj. rozpad otoczki jądrowej i kondensację chromatyny. Na podstawie 
tego testu stwierdzono, iż ekstrakt uzyskany z komórek będących w fa­
zach Gl i S nie wykazuje aktywności kondensującej. We wczesnej 
i środkowej fazie G2 aktywność ta pojawia się, ale utrzymuje się na 
niskim poziomie, wzrasta gwałtownie w trakcie późnej fazy G2, by
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najwyższy poziom osiągnąć w trakcie mitozy. Z doświadczenia tego, 
jak i z doświadczeń polegających na fuzjach komórkowych [6] wniosko­
wać można o braku bariery międzygatunkowej dla czynników konden­
sacji. Dalszym potwierdzeniem tego były pozytywne wyniki ekspery­
mentów, w których wstrzykiwane do oocytów Xenopus  czynniki kon­
densacji pochodziły z mitotycznych komórek CIIO [33] i mutantów cdc 
drożdży [52].

Nie można z całą pewnością powiedzieć, że czynniki pochodzące z mi- 
totycznej komórki somatycznej, a powodujące PCC w wyniku fuzji 
z komórką interfazową, są tożsame z tymi, które wywołują dojrzewanie 
mejotyczne niedojrzałych oocytów płazów. Jednakże kinetyka ich na­
gromadzania w cyklu komórkowym jest taka sama, takie same są też 
efekty ich działania: rozpad otoczki jądrowej i kondensacja chromatyny 
w komórce biorcy — podobieństwo to pozwala przypuszczać, iż we 
wszystkich tych trzech zjawiskach (mejoza, mitoza i przedwczesna kon­
densacja chromatyny) zaangażowane są te same czynniki.

Opierając się na tym  założeniu prowadzono dalsze badania właści­
wości czynników kontrolujących fazę M życia komórki (MF — M-phase 
factors), w której zanika otoczka jądrowa, a chromatyna ulega konden­
sacji (stan charakterystyczny dla mitozy, mejozy i PCC).

Białkowy charakter czynników mitotycznych wykazano w ekspery­
mencie, w którym ekstrakt uzyskany z mitotycznych komórek HeLa 
przed wstrzyknięciem do oocytów Xenopus laevis poddano działaniu 
enzymu proteolitycznego. W ekstrakcie takim aktywność czynników mi­
totycznych była zredukowana do 18% w stosunku do kontroli [49], Inku­
bacja z RN-azą nie wywierała natomiast żadnego efektu na jego zdol­
ność do indukcji dojrzewania mejotycznego. Ekstrakt z mitotycznych 
komórek HeLa wykazywał obecność aktywnych czynników mitotycz­
nych również w tych oocytach, w których synteza białek była zabloko­
wana cykloheksimidem [49]. Dane te wskazują, że synteza nowych bia­
łek w oocycie nie jest konieczna do działania egzogennych czynników 
kondensacji.

Aktywność czynników mitotycznych, stymulująca dojrzewanie oocy­
tów, wykazywała negatywną zależność od obecności jonów Ca2+ w bu­
forze ekstrakcyjnym. Już przy 1 mM stężeniu tych jonów jest ona 
w pełni zniesiona, nie wpływają na nią natomiast jony Mg2+, nawet 
o dużym stężeniu (10 mM) [49].

Również inkubacja ekstraktu mitotycznego przez 10 min w temp. 
50°C okazuje się wystarczająca dla inaktywowania czynników indukują­
cych dojrzewanie oocytów Xenopus  [49].

Wyczerpujące dializowanie ekstraktu wobec buforów o p il  od 6,5 
do 7,5 nie wpływało na jego aktywność, gdy jednak pH wynosiło 8,0, 
wówczas następowała gwałtowna redukcja aktywności [49].
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Do ustalenia, jakiej wielkości cząsteczki są odpowiedzialne za w y­
stępowanie w ekstrakcie aktywności MF, był on wirowany przez roztwór 
sacharozy o liniowym gradiencie stężenia (5-20%). Uzyskano rozdział 
na frakcje, które testowano w oocytach Xenopus. Aktywność stymulu­
jąca dojrzewanie lokowała się w pojedynczej frakcji o współczynniku 
sedymentacji ok. 4-5 S [49].

Gdy przeprowadzono chromatografię ekstraktu mitotycznego na ko­
lumnie z DEAE-celulozy, która eluowana była buforem o wzrastającej 
sile jonowej, aktywność stymulująca dojrzewanie mejotyczne wymy­
wana była 0,15 M NaCl [49].

Trzykrotne wzbogacenie aktywności ekstraktu białek mitotycznych 
uzyskano na drodze precypitacji 40% (NH4)2S 0 4, o dalsze pięć razy za­
gęszczono ją ekstrahując tak wytrącone białka za pomocą 2% TCA 
(kwas trójchlorooctowy) [2].

Wykazano także, iż aktywność mitotyczna ekstraktu jest w sposób 
istotny stabilizowana przez obecność w buforze inhibitorów enzymów 
proteolitycznych i inhibitorów fosfataz [2]. Potwierdzają to również 
doświadczenia z czynnikami mitotycznymi, pochodzącymi z komórek 
CHO, których aktywność także zależała od obecności w układzie czyn­
ników hamujących usuwanie z cząsteczek białka kowalencyjnie związa­
nych reszt fosforanowych [33].

Przeprowadzono również eksperymenty mające na celu stwierdzenie, 
czy czynniki mitotyczne z komórek HeLa, które indukują dojrzewanie 
mejotyczne po wprowadzeniu ich drogą mikroiniekcji do niedojrzałych 
oocytów Xenopus laevis, są zlokalizowane w cytoplazmie, czy też są 
związane z chromosomami mitotycznymi [2]. W tym celu komórki mito­
tyczne poddano traktowaniu dwustopniowemu, uzyskując wstępnie pre­
parat cytoplazmatyczny za pomocą buforu o niskim stężeniu soli, z któ­
rego przez wirowanie wydzielono chromosomy. Następnie z osadu chro­
mosomów ekstrahowano czynniki mitotyczne buforem o wysokim stę­
żeniu soli. Oba ekstrakty: cytoplazmatyczny i chromosomowy testowano 
wstrzykując je do oocytów Xenopus. Uzyskane rezultaty sugerują, iż 
ilość czynników kondensacji w ekstrakcie z chromosomów jest co najm ­
niej trzykrotnie wyższa niż w ekstrakcie z cytoplazmy mitotycznej. Po­
winowactwo czynników rmtotycznych do chromosomów staje się bar­
dziej oczywiste, gdy podobnej procedurze poddano frakcję cytoplazma- 
tyczną i jądrową z komórek w różnych stadiach fazy G2 [2], Aktywność 
indukująca kondensację jest niewykrywalna w cytoplazmie komórek 
HeLa we wczesnej i środkowej fazie G2, podczas gdy ekstrakt jądrowy 
wykazuje już jej istotny poziom. Komórki w późnej fazie G2 wykazują 
obecność aktywności kondensacyjnej zarówno w  jądrze, jak i w cyto­
plazmie w proporcjach takich jak w komórkach mitotycznych. Rezultaty 
te sugerują, iż aktywne czynniki mitotyczne są syntetyzowane (lub ak ty­
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wowane) w czasie trwania fazy G2 i równocześnie szybko i specyficznie 
wiązane z chromatyną. Gdy komórka przygotowuje się do mitozy, synte­
tyzuje ona (lub aktywuje) te czynniki w większej ilości, tak że pewien 
ich poziom utrzymuje się również w cytoplazmie. Rezultaty te pozostają 
w ścisłej zgodności z tymi, które uzyskano z pomocą fuzji komórkowych; 
tam  również wykazano chromosomową lokalizację czynników konden­
sacji [10] i specyficzne wiązanie ich z chromatyną, która uległa PCC [43].

4. PR ZE C IW C IA ŁA  SPE C Y FIC Z N E  W ZGLĘDEM  K O M Ó REK  M ITO TY CZN Y CH

Istotnym krokiem do poznania mechanizmów, które w cyklu komór­
kowym kontrolują fazę M, było uzyskanie przeciwciał monoklonalnych, 
specyficznych względem komórek mitotycznych [11]. Przeciwciała takie 
uzyskano standardową procedurą, w której za źródło antygenów po­
służył ekstrakt z komórek HeLa zsynchronizowanych w mitozie. Uzyska­
ne w ten sposób przeciwciała reagują specyficznie z komórkami będącymi 
w metafazie, co wykazało badanie immunofluorescencyjne. Związane 
przeciwciała wykryto zarówno w chromosomach, jak i w cytoplazmie; 
poziom fluorescencji w komórkach metafazowych był ponad 10 X wyż­
szy niż w będących w fazie G1 i S. Komórki będące w anafazie i telo- 
fazie wykazywały poziom fluorescencji wynoszący ok. 2 /3  poziomu cha­
rakterystycznego dla metafazy, w G2 zaś ok. 23°/o. Pojawienie się w fa­
zie G2 w jądrach komórkowych zdolności wiązania przeciwciał do ko­
mórek mitotycznych, która rośnie i punkt najwyższy osiąga w meta­
fazie, obejmując zarówno chromosomy, jak i cytoplazmę, dokładnie od­
powiada kinetyce występowania w cyklu mitotycznym i lokalizacji w ko­
mórce aktywności odpowiedzialnej za indukowanie dojrzewania mejo- 
tycznego oocytów Xenopus.

Zbadano również, czy uzyskane przeciwciała reagować będą z ko­
mórkami w fazie M innymi niż HeLa. Wynik był pozytywny w przy­
padku tak różnych komórek jak komórki człowieka (normalne i nowo­
tworowe), myszy, chomika, kurczęcia, żaby, nicieni i komara, a także 
dla komórek mejotycznych z jąder szczura, co wskazuje na brak specy­
fiki gatunkowej oraz na brak różnic między mitozą i mejozą pod wzglę­
dem występowania antygenów charakterystycznych dla fazy M [11].

Tych samych przeciwciał monoklonalnych używano do wykrywania 
w ekstraktach komórkowych białek związanych z występowaniem anty­
genów mitotycznych [11]. W tym  celu wyekstrahowane z mitotycznych 
komórek HeLa białka rozdzielano elektroforetycznie w żelu poliakryla- 
midowym, zawierającym SDS (sól sodowa siarczanu dodecylu), a na­
stępnie, po przeniesieniu na nitrocelulozę, identyfikowano te z nich,
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które wiążą przeciwciała monoklonalne, specyficzne względem komórek 
będących w fazie M. Okazało się, że przeciwciała rozpoznają całą rodzinę 
białek (ok. 16 prążków) w zakresie MW od 40 000 do ponad 200 000. 
Wśród tych specyficznych dla mitozy antygenów dominujące były prąż­
ki odpowiadające białkom o MW 182 000, 118 000 i 70 000.

Stwierdzono, iż analogiczne frakcje białkowe, wykazujące wspólną 
antygenowość, występują w komórkach metafazowych człowieka, cho­
mika i myszy; dwie z tych frakcji wykryto także w mejotycznych oocy- 
tach żaby [11].

Mitotyczne komórki HeLa wyznakowano w fazie G2 za pomocą 32P, 
a następnie analizowano elektroforetycznie i autoradiograficznie te biał­
ka, które uległy precypitacji w wyniku reakcji z przeciwciałami prze­
ciwko komórkom mitotycznym. Okazało się, że wszystkie trzy główne 
frakcje są białkami ulegającymi fosforylacji [11].

Gdy fosfoproteiny poddać działaniu alkalicznej fosfatazy, następuje 
usuwanie reszt fosforanowych z cząsteczek białka. Przeprowadzono eks­
peryment, w którym  tego rodzaju traktowaniu enzymatycznemu pod­
dano białka ekstraktu mitotycznego [11]. Następnie analizowano je pod 
kątem obecności antygenów rozpoznawanych przez przeciwciała prze­
ciwko komórkom mitotycznym. W rezultacie okazało się, że usunięcie 
reszt fosforanowych jest wystarczające do u tra ty  antygenowości cha­
rakterystycznej dla mitozy. Świadczy to o tym, że fosforylacja białek 
mitotycznych ma decydujący wpływ na ich strukturę.

5. B AD AN IA  NAD FO SFO R Y L A C JA  B IA ŁEK  M ITO TYCZNY CH

Fosforylacja białek jest reakcją enzymatyczną, katalizowaną przez 
kinazy białkowe, odwracalną dzięki działaniu fosfataz. Tego rodzaju 
modyfikacja postsyntetyczna odgrywa znaczną rolę w regulacji licznych 
procesów komórkowych [26]. Już dość dawno zaobserwowano związek 
fosforylacji histonów (głównie HI) z mitozą. W wielu pracach wykazano, 
że w cyklu komórkowym ssaków przejściu z fazy G2 do mitozy towa­
rzyszy superfosforylacja histonu Fil [14, 22]. Dalsze prace wykazały, że 
zjawisko to ma charakter uniwersalny, np. w cyklu podziałowym ślu- 
zowca Physarum polycephalum  stwierdzono, iż mitozie również towa­
rzyszy fosforylacja tego histonu. Jedna jego cząsteczka może mieć wtedy 
związanych kowalencyjnie nawet 28 reszt fosforanowych — stanowi on 
najwyżej ufosforylowane ze znanych białek [24]. Histon HI ulega także 
fosforylacji w czasie przedwczesnej kondensacji chromatyny [18]. W y­
kazano również, że sama fosforylacja histonu HI nie jest wystarczająca 
do kondensacji chromatyny [18, 27], Do zajścia zjawisk związanych z mi­
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tozą mogą być też konieczne inne warunki, prawdopodobnie fosforylacja 
białek niehistonowych, takich jak IIMG (high mobility group) [7, 37], 
białek cytoszkieletowych [8, 45], lamin [13, 36], czy rybosomowego biał­
ka S6 [35].

Wyniki opisanych dotychczas w tym przeglądzie doświadczeń suge­
rują, że wystąpieniu aktywności związanej z białkowymi czynnikami 
kondensacji (PCC, indukcja dojrzewania mejotycznego) towarzyszy fos­
forylacja białek.

Fosforylację białek niehistonowych w cyklu komórkowym komórek 
HeLa badano znakując je za pomocą 32P w fazie S, a następnie anali­
zując autoradiograficznie rozdzielone w elektroforezie białka obecne 
w uzyskanych ekstraktach buforem zawierającym 0,2 M NaCl z ko­
mórek będących w kolejnych fazach cyklu [46]. Uzyskane rezultaty 
wskazują na 8-10-krotny wzrost poziomu fosforylacji w badanej frakcji 
białek niehistonowych, związany z przejściem komórki z fazy G2 do M. 
Tego samego rzędu spadek fosforylacji towarzyszy zjawiskom związa­
nym  z zakończeniem podziału i wejściem w fazę Gl. Obserwowana fos­
forylacja wzrastała w czasie trwania fazy G2, najwyższy poziom osią­
gając w czasie metafazy.

Autoradiografia żeli pozwoliła na wykrycie ośmiu wyraźnych prąż­
ków, odpowiadających białkom o MW od 27 500 do 100 000, których 
fosforylacja wykazywała zależność od fazy cyklu komórkowego, osią­
gając swój najwyższy poziom w czasie podziału, a wzrost i spadek 
odpowiednio przy przejściach G2 — M i M — Gl. Związek poziomu fosfo­
rylacji białek niehistonowych ze stopniem kondensacji chromatyny po­
twierdza obserwacja, iż w fazie S najsilniejszej dekondensacji chromo­
somów towarzyszy najniższe ufosforylowanie tych białek: 3-5% poziomu 
z metafazy.

W cyklu komórkowym komórek CHO stwierdzono występowanie 
analogicznej kinetyki fosforylacji białek niehistonowych do opisanej 
już tu dla komórek HeLa [53]. W dalszym ciągu nie wiadomo jednak, 
jakiego rodzaju procesy molekularne kryją się za tą korelacją oraz które 
zjawiska stanowią przyczynę, a które skutek. Wydaje się, że odwracalna 
fosforylacja białek może być kluczowym mechanizmem w złożonym 
procesie regulacji kondensacji — dekondensacji chromatyny.

6. IN H IB ITO R Y  B IA ŁE K  M ITO TYCZNY CH

Istotne wydaje się pytanie, czy dla dekondensacji chromosomów, za­
czynającej się z początkiem fazy Gl, konieczne jest pojawienie się ak tyw ­
ności innej od tej, która związana jest z białkami mitotycznymi, oraz
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jakie oddziaływania zachodzą ewentualnie między tymi dwiema gru­
pami czynników. Do otrzymania odpowiedzi przeprowadzono doświadcze­
nie, w którym mieszano w różnych proporcjach ekstrakt mitotyczny 
z ekstraktem  uzyskanym z komórek będących w fazie G1 [3]. Mieszaninę 
ekstraktów wstrzykiwano następnie do oocytów Xenopus, obserwując, 
jaki wpływ wywiera ekstrakt z komórek z fazy G1 na zdolność ekstrak­
tu mitotycznego do indukcji dojrzewania oocytów. Ekstrakt mitotyczny 
rozcieńczony buforem ekstrakcyjnym był kontrolną. W tym przypadku 
obniżenie stężenia czynników mitotycznych aż do 20% w stosunku do 
wyjściowego nie wywierało większego wpływu na ich aktywność. 
W przeciwieństwie do tego, ekstrakt mitotyczny tracił zupełnie zdolność 
indukowania dojrzewania mej^tycznego przy stężeniu równym 66,6%, 
gdy rozcieńczany był ekstraktem pochodzącym z komórek z fazy Gl. 
Dane te wskazują na obecność w ekstrakcie z komórek z fazy G l czyn­
ników, które inaktywują białka mitotyczne.

Dalsze, opisane w tej pracy [3] doświadczenia wykazały, że ak tyw ­
ność inhibitorów czynników mitotycznych pojawia się w cyklu komór­
kowym bardzo wcześnie, prawdopodobnie już w  telofazie, jest wysoka 
w trakcie fazy G l i we wczesnych stadiach fazy S, spada w środkowej 
i późnej fazie S, by zaniknąć w fazie G2. Zahamowanie cykloheksimi- 
dem syntezy białek w trakcie podziału i wczesnych stadiów fazy Gl 
nie wpływało na aktywność inhibitorów mitotycznych wyekstrahowa­
nych z takich komórek, co sugeruje ich aktywację po zakończeniu po­
działu, nie zaś syntezę de novo.

Do stwierdzenia lokalizacji inhibitorów czynników mitotycznych 
w komórce ekstrahowano je z rozdzielonych frakcji cytoplazmatycznej 
i jądrowej komórek będących w fazie Gl, a następnie ekstrakty badano 
pod kątem ich zdolności do inaktywowania ekstraktu mitotycznego [41]. 
Aktywność ekstraktu cytoplazmatycznego była równa tej, którą uzyska­
no z całych komórek, natomiast ekstrakt jądrowy nie wykazywał jej 
w ogóle, co sugeruje, że inhibitory czynników mitotycznych zlokalizo­
wane są w cytoplazmie.

Przeprowadzono również charakterystykę biochemiczną inhibitorów 
czynników mitotycznych [41]. Wykazano, że są to wrażliwe na działanie 
proteazy białka niehistonowe, na których aktywność nie wpływają: 
RN-aza, EGTA i EDTA. W przeciwieństwie do czynników mitotycznych 
są one dosyć stabilne w wysokiej temperaturze (65°C przez 15 min) 
i w szerokim zakresie pH 6,0-10,0 (pH poniżej 5,0 znosi ich aktywność). 
Przybliżona masa cząsteczkowa tych białek wynosi około 12 000. Dzia­
łanie inhibitorów prawdopodobnie nie polega na ich aktywności pro- 
teazowej, albowiem obecność inhibitorów proteaz w buforze stosowanym
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do ich ekstrakcji nie wpływa hamująco na ich oddziaływanie z czynni­
kami mitotycznymi.

Stwierdzono, iż chromosomy komórek HeLa, zablokowanych w meta- 
fazie kolcemidem, ulegają dekondensacji, jeżeli komórki inkubowane są 
w obecności arabinozylocytozyny i hydroksymocznika po poddaniu ich 
działaniu promieniowania ultrafioletowego (UV) [47]. Ekstrakt z ko­
mórek mitotycznych poddanych takiemu działaniu wykazuje bardzo 
niski poziom aktywnych czynników kondensacji w teście z oocytami 
Xenopus  [4]. Jeżeli jednak w analogiczny sposób oddziaływano nie na 
nienaruszone komórki mitotyczne, a na uzyskany z nich ekstrakt, to 
nie wywierało to wpływu na jego aktywność. Sugeruje to, iż za inakty- 
wację czynników mitotycznych nie jest bezpośrednio odpowiedzialne dzia­
łanie UV, lecz specyficzna reakcja komórek wywołana tym  promienio­
waniem, a także że zachodzi związek przyczynowo-skutkowy między 
dekondensacją chromosomów indukowaną przez UV i spadkiem aktyw­
ności czynników mitotycznych.

Wyjaśnienie kwestii mechanizmów prowadzących do inaktywacji 
czynników kondensacji w komórkach naświetlanych UV przybliżyć może 
nas do poznania procesów regulujących stan chromatyny w cyklu ko­
mórkowym. W tym celu badano zależność poziomu fosforylacji niehisto- 
nowych białek mitotycznych od dekondensacji chromatyny indukowanej 
działaniem UV [1]. Zmierzono ilość radioaktywnego fosforanu wbudo­
wywanego do tej frakcji białek przez komórki mitotyczne, poddane opi­
sanemu już tu  działaniu UV, i stwierdzono, iż poziom fosforylacji w ko­
mórkach doświadczalnych był kilkakrotnie niższy niż w kontrolnych, 
nie poddanych działaniu UV.

Gdy podanie 32P poprzedzało blok mitotyczny, w komórkach doświad­
czalnych poddanych działaniu UV stwierdzono silne, skorelowane z de­
kondensacją chromosomów zdefosforylowanie białek mitotycznych, które 
zidentyfikowano elektroforetycznie i autoradiograficznie. Sugeruje to, 
iż naświetlenie komórek mitotycznych UV powoduje aktywację fosfataz, 
które mogą specyficznie defosforylować białka kondensacji chromatyny 
w formie aktywnej, występujące w postaci fosfoprotein.

Pozostaje pytanie o związek między zjawiskami mającymi miejsce 
w trakcie dekondensacji chromatyny komórek mitotycznych poddanych 
działaniu UV, a tymi, które zachodzą w trakcie cyklu komórkowego 
przy przejściu od fazy M do fazy Gl. Odpowiedź dało doświadczenie, 
które wykazało, iż taka sama defosforylacja czynników kondensacji za­
chodzi w wyniku inkubacji ich z ekstraktem z komórek z fazy Gl [1]. 
Wskazuje to na obecność podobnych, o ile nie identycznych, aktywnych 
fosfataz w komórkach będących w fazie G l i komórkach mitotycznych, 
w których UV zaindukowano dekondensację.
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Podsumowując, wyniki opisanych doświadczeń sugerują, że aktyw­
ność kinaz i fosfataz specyficznych dla białek mitotycznych może sta­
nowić mechanizm regulujący kondensację chromatyny w cyklu życio­
wym komórki.

7. M ITO TY CZN E K IN A ZY  BIA ŁK O W E

Poszukiwanie w fazie M aktywnych w niej kinaz białkowych wśród 
niehistonowych białek mitotycznych stanowiło naturalną konsekwencję 
opisanych eksperymentów. Doświadczenia, w których jako metodę ba­
dawczą zastosowano elektroforezę prowadzoną w niedenaturującym żelu 
poliakrylamidowym, poprzedzającą reakcję fosforylacji in situ w obec­
ności lub przy braku substratu egzogennego, pozwoliły na wykrycie 
kilku kinaz między białkami fazy M [15]. Część z nich wykazywała zdol­
ność do autofosforylacji; pośród tej grupy enzymów zidentyfikowano 
w żelu prążek odpowiadający aktywności obecnej w komórce tylko 
w czasie mitozy. Podobne rezultaty uzyskano dla białek izolowanych 
z komórek mejotycznych płazów [15].

Tą samą metodą posłużono się w dalszych badaniach zmierzających 
do charakterystyki tych enzymów i wykazano, że aktywność kinazowa 
specyficzna dla fazy M nie jest zależna od cAMP [16].

Opierając się na technice elektroforezy i fosforylacji w żelu, poszu­
kiwano odpowiedzi na pytanie, czy ekstrakt białek z komórek będących 
w fazie Gl, wykazujący obecność aktywnych inhibitorów czynników 
mitotycznych, wywiera wpływ na aktywność wykrytych uprzednio ki­
naz [16]. W tym celu analizowano tą techniką aktywności kinazowe 
w ekstraktach mitotycznym i z fazy Gl zmieszanych w różnych propor­
cjach. Wykryto, że pod wpływem czynników cytoplazmatycznych, obec­
nych w komórkach w fazie Gl, specyficznemu hamowaniu podlega ta 
aktywność kinazowa, w której poznaną wcześniej cechą charakterystycz­
ną jest występowanie tylko w fazie M cyklu komórkowego [15]. Wyniki 
te dowodzą kluczową rolę fosforylacji i defosforylacji białek niehisto­
nowych w regulacji procesów zachodzących w trakcie cyklu komórko­
wego.

8. PE R SPE K TY W Y  W BA D A N IA CH  CYK LU  KOM Ó RKO W EG O

Przy analizie wyników doświadczeń opisanych już tu nasuwa się 
refleksja, iż jesteśmy jeszcze bardzo daleko od poznania mechanizmów 
tak fundamentalnego procesu, jakim jest podział komórki. Odnieść można
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wrażenie, że dotychczas przeprowadzane doświadczenia badały jakby 
dwa krańcowe poziomy tego procesu, bez prób znalezienia powiązań 
między nimi. Mamy bowiem obserwacje mikroskopowe zjawisk cyto­
logicznych, zachodzących w trakcie cyklu komórkowego, a równocześnie 
badania biochemiczne, odkrywające reakcje zachodzące na poziomie mo­
lekularnym. Aby jednak móc mówić o postępie w badaniach cyklu ko­
mórkowego, należy znaleźć powiązanie nie tylko czasowe, ale i funkcjo­
nalne między procesami molekularnymi i zjawiskami, które obserwujemy 
za pomocą mikroskopu.

Bardzo obiecujące wydają się prace nad wykrytymi mutantami cyklu 
komórkowego drożdży. Stwierdzono, iż gen cdc2/cdc28 odgrywa klu­
czową rolę przy przejściu z fazy Gl do fazy S, a następnie z fazy G2 
do mitozy. Gen ten prawdopodobnie koduje kinazę białkową, która może 
być regulowana przez fosforylację [19]. Odkrycie to daje możliwość 
zastosowania metod współczesnej genetyki molekularnej w badaniach 
nad regulacją cyklu komórkowego.

Innego rodzaju obiecującą metodą badawczą są techniki in vitro, 
których przykładem zastosowania do badania interesującego nas proble­
mu jest praca Miake-Lye i Kirschnera [30], w której analizowano dzia­
łanie białkowych czynników fazy M jednocześnie na trzech poziomach: 
molekularnym, mikroskopii elektronowej i optycznej.

Wczesne zjawiska zachodzące w trakcie mitozy badane były w ukła­
dzie bezkomórkowym, w którym na jądra komórkowe, izolowane z tymo- 
cytów szczura lub komórek CHO, działano ekstraktem białek fazy M, 
pochodzącym w tym  wypadku z mejotycznych komórek Xenopus laevis. 
Gdy do zawiesiny izolowanych jąder komórkowych dodawano ekstrakt 
białek z fazy M, to uzyskiwano ciąg reakcji odznaczający się powtarza­
jącymi się zależnościami czasowymi. Kondensacja chromatyny rozpo­
czynała się ok. 25-30 min po dodaniu białek ekstraktu, a 15-20 min 
później zanikała otoczka jądrowa i poszczególne chromosomy zaczynały 
być rozróżnialne. Wywołany w ten sposób stan mitotyczny był, podob­
nie jak i w nienaruszonej komórce, przejściowy — 60-70 min po dodaniu 
ekstraktu białek fazy M chromosomy rozpoczynały spontaniczną de- 
kondensację i następowała rekonstrukcja jąder interfazowych. Kilka­
krotne podawanie czynników kondensacji przedłużało trwanie fazy M, 
co sugeruje, że ich inaktywacja jest odpowiedzialna za powrót jąder do 
stanu interfazowego.

W tym samym układzie, wykorzystując techniki znakowania izotopo­
wego i dwukierunkowej elektroforezy białek, badano czasową zależność 
między fosforylacją lamin i rozpadem otoczki jądrowej indukowanym 
działaniem czynników kondensacji. Wzrost poziomu fosforylacji lamin 
wykryto już po 15 min, co poprzedza rozpad otoczki jądrowej o ok.
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25 min. Istnienie tej przerwy było zagadką w świetle znanych faktów 
korelacji ufosforylowania lamin z tą fazą cyklu komórkowego, w której 
białka te nie są zagregowane i nie tworzą jednolitej laminy jądrowej 
[13, 36],

Ponieważ żadne zmiany morfologii otoczki jądrowej me były zauwa­
żalne na skrawkach analizowanych w mikroskopie elektronowym, ba­
daniu poddano samą laminę jądrową, używając techniki immunofluor- 
escencji do wykrycia ewentualnych zmian w jej strukturze związanych 
z fosforylacją lamin, a poprzedzających zanik otoczki jądrowej. Uzyskane 
wyniki sugerują, że w okresie między fosforylacją a rozpadem otoczki 
jądrowej następuje stopniowa depolimeryzacja laminy, wyrażająca się 
obserwowanym osłabieniem tej struktury, które poprzedza stopniowy 
zanik barwienia immunofluorescencyjnego, oznaczający pełną depoli- 
meryzację laminy.

Ponieważ między wprowadzeniem do układu czynników kondensacji 
a fosforylacją białek laminy następuje 10-15 min przerwy, pojawia się 
więc pytanie o ewentualne jeszcze wcześniejsze zjawiska mitotyczne. 
Aby je zbadać, analizowano w elektroforezie dwukierunkowej białka 
jądrowe izolowane po 10 min od dodania ekstraktu białek fazy M. W y­
kryto, że trzy rodzaje nieznanych białek ulegają fosforylacji w tak wczes­
nym etapie indukcji zjawisk mitotycznych, co świadczy, że w jej trakcie 
procesy biochemiczne znacznie poprzedzają jakiekolwiek zmiany mor­
fologiczne.

Rezultaty opisanych doświadczeń dostarczają nowych danych o re­
gulacji fazy M życia komórki. Po pierwsze dowodzą, że czynniki konden­
sacji to s tymulatory wielu procesów występujących równolegle i pro­
wadzących do przejścia s truk tu r  istniejących w komórce ze stanu 
charakterystycznego dla interfazy do tego, który odpowiada fazie M. 
Po drugie, wnioski z analizy wczesnych wydarzeń mitotycznych po­
pierają hipotezę o roli kaskady fosforylacji w ich indukcji i regulacji. 
Na przykładzie lamin widzimy, iż pośrednim etapem przejścia komórki 
z interfazy do fazy M może być aktywacja kinaz specyficznych wzglę­
dem tych białek jądrowych, których fosforylacja związana jest z roz­
padem otoczki jądrowej i kondensacją chromatyny. Ponieważ jednak 
laminy nie są fosforylowane natychmiast po wprowadzeniu do układu 
białek fazy M, wydaje się więc, że białka te nie są bezpośrednimi kina­
zami lamin. Aktywacja kinaz białek strukturalnych, takich jak laminy, 
może być dalszą, jakby wykonawczą reakcją indukcji fazy M w komórce. 
Procesem decydującym o przejściu z fazy G2 do mitozy może być auto- 
fosforylacja obecnych w cytoplazmie czynników kondensacji, prowadząca 
do specyficznego transportu do jądra komórkowego i indukcji ich aktyw­
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ności kinazowej, której substratem mogą być ulegające fosforylacji 
„wczesne” białka jądrowe.

Podsumowując wszystkie rezultaty, widać wyraźnie, jak skompliko­
wanym i trudnym  do ujęcia w jednym modelu procesem jest przejście 
komórki w jej cyklu życiowym z interfazy do mitozy. Przedstawione 
doświadczenia zajmują się bowiem tylko pewnym wycinkiem bardzo 
szerokiego i podstawowego dla biologii zagadnienia, jakim jest regulacja 
cyklu życiowego komórki.
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ZIARNISTOŚCI INTERCHROMATYNOWE 

IN TER C H R O M A TIN  G RA N U LES

A nna ZBO REK

Z ak ład  Biologii N ow otw orów , C en tru m  O nkologii — In s ty tu t 
im . M. S k łodow sk ie j-C urie , O ddział w G liw icach

Streszczen ie .  O m ów iono dane dotyczące z iarn istośc i in te rch rom atynow ych , ich m o r­
fologii i w łaściw ości cytochem icznych  oraz zw iązku  tych s tru k tu r  z innym i kom ­
p o n en tam i ją d ra  kom órkow ego. P rzedstaw iono  h ipo tezy  dotyczące ro li ziarn istości 
in te rch ro m aty n o w y ch  w  fu n k c jach  jąd row ych .

S u m m a ry .  T his rev iew  p resen ts  th e  d a ta  on in te rch ro m a tin  g ranu les, th e ir  m o r­
phology, cy to ch em is try  an d  re la tio n s  to o th e r com ponents of the cell nucleus. H ypo­
theses concern ing  th e  ro le  of in te rch ro m a tin  g ran u les  in  nu c lea r functions a re  
p resen ted .

I. M O R FO LO G IA  I W Y N IK I BADAN CYTO CH EM ICZNY CH

Od lat sześćdziesiątych, gdy do mikroskopii elektronowej wprowa­
dzono wiele nowych metod, takich jak podwójne utrwalanie, barwienie 
kontrastowe nukleoprotein, trawienia enzymatyczne i wysokorozdzielczą 
autoradiografię, coraz lepiej poznawane są morfotyczne składniki jądra 
komórkowego. W materiale utrwalonym w aldehydzie glutarowym i 
O s04 oprócz jąderka i chromatyny zostają uwidocznione różne włókniste 
i ziarniste s truk tu ry  nukleoplazmy. Wśród nich strukturam i powszech­
nie występującymi w jądrach komórek organizmów eukariotycznych są 
ziarnistości interchromatynowe (IG). Chociaż dawno już zostały odkryte 
i opisane [34, 94], ich udział w funkcji jądra komórkowego pozostaje 
ciągle nieznany.

Ziarnistości interchromatynowe, obserwowane w mikroskopie elektro­
nowym, widoczne są w postaci nieregularnych, kulistych lub pałeczko- 
watych s truk tur  o średnicy około 20-25 nm [56]. Obserwacje znacznie

http://rcin.org.pl



328 A. ZBO REK

powiększonych zarówno ultracienkich skrawków mrożonych, jak i skraw­
ków eponowych pozwalają sądzić, że poszczególne ziarenka IG zbudo­
wane są z delikatnych, skręconych włókienek [67, 104], Rzadko wystę­
pują one pojedynczo, częściej tworzą różnej wielkości skupiska rozrzu­
cone w przestrzeniach interchromatynowych jądra komórkowego (rye. 1). 
Poszczególne ziarenka w skupiskach są zwykle połączone ze sobą cien­
kimi włókienkami, tworząc łańcuchy i rozluźnione sieci [8, 15, 56]. Łań­
cuchowy układ IG obserwowano nie tylko w skrawkach ultracienkich, 
ale również w preparatach nie skrawanych (whole mount) [41]. W skraw­
kach półcienkich, oglądanych w mikroskopie elektronowym, zauważono 
ponadto połączenia między poszczególnymi skupiskami IG [104]. Mają 
one postać niteczek z nanizanymi pojedynczymi ziarenkami. Zwrócono 
również uwagę na występowanie skupisk IG połączonych z włókienka­
mi perichromatynowymi [67, 104].

Ziarnistości interchromatynowe wykazują silną barwliwość w pre­
paratach kontrastowanych barwnikami wiążącymi się z grupami fosfo­
ranowymi, takimi jak octan uranylu i wodorotlenek ołowiu. Dlatego 
przypuszczano, że zawierają one kwasy nukleinowe. Wyniki badań cy- 
tochemicznych przeczą jednak obecności DNA w ziarnistościach in ter­
chromatynowych; są one bowiem oporne zarówno na trawienie samą 
DN-azą, jak również DN-azą po uprzednim trawieniu proteazą [56]. 
Ponadto zauważono, że ziarnistości interchromatynowe nie wybarwiają 
się barwnikami, które wybiórczo kontrastują DNA, takimi jak animo­
wany odczynnik osmowy [18, 67] lub odczynnik Schiff-thaliuni [61]. 
Według badań Watsona i Aldridge’a [105], IG barwią się indem, co wska­
zywałoby na obecność w nich dużej ilości niekompletnie zestryfikowa- 
nych grup kwasowych. Zdaniem tych autorów barwienie to nie jest 
jednak spowodowane obecnością kwasu nukleinowego, gdyż IG mają 
większą oporność na ekstrakcję kwasem nadchlorowym w temp. 20- 
25°C niż DNA. Za pomocą wysokorozdzielczej autoradiografii wykaza­
no, że IG nie wbudowują znakowanej try tem  tym idyny zarówno po 
pulsowej, jak i przedłużonej inkubacji z prekursorem [27], natomiast 
powszechnie przypuszczano, że ziarnistości interchromatynowe zawie­
rają rybonukleoproteiny (RNP), ponieważ zachowują wysoki kontrast 
w preparatach barwionych metodą Bernharda [7], preferencyjną dla 
RNP [9, 56, 78, 86], Jednakże wyniki wielu badań cytochemicznych z za­
stosowaniem chemicznych ekstrakcji, trawień enzymatycznych i róż­
nych metod barwienia nie potwierdzają jednoznacznie tego przypusz­
czenia. Stwierdzono, że trawienie RN-azą lub pronazą i RN-azą ultra-  
cienkich skrawków materiału utrwalonego w aldehydzie glutarowym 
i zatopionego w rozpuszczalnej w wodzie żywicy — metakrylanie gliko­
lu, nie obniża kontrastu ziarnistości interchromatynowych, a jedynie
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powoduje zmniejszenie ich rozmiarów [56]. Również dużą oporność na 
trawienie enzymatyczne wykazują IG w materiale nie utrwalonym. 
Shankar Narayan i wsp. [78] zauważyli, że trawienie RN-azą izolowa­
nych jąder komórek wątrobowych i guza Walkera powoduje jedynie 
częściową destrukcję IG i zmniejszenie ich kontrastu, podczas gdy w tych 
samych warunkach jąderko ulega strawieniu. Większość IG zanika do­
piero po następujących kolejno trawieniach RN-azą i pepsyną. Zbliżone 
wyniki otrzymali Smetana i wsp. [85] w doświadczeniach przeprowadzo­
nych na utrwalonych w formalinie granulocytach ludzkich. Zanik IG 
następował dopiero po podwójnym trawieniu — najpierw pepsyną, a na­
stępnie RN-azą. Tak więc wyniki badań z zastosowaniem trawień enzy­
matycznych nie rozwiązały jednoznacznie kwestii obecności RNA 
w ziarnistościach interchromatynowych.

Fakan i Bernhard [25] stwierdzili, że po krótkotrwałej inkubacji ko­
mórek hodowanych in vitro z trytowaną urydyną, prekursor wbudowy­
wał się jedynie w obrzeża niektórych skupisk IG. Część skupisk IG nie 
znakowała się wcale. Po przedłużeniu czasu znakowania oraz postinku- 
bacji z nieradioaktywnym prekursorem, liczba znakowanych skupisk 
wzrastała tylko nieznacznie [26], Autorzy sugerowali, iż IG mogą zawie­
rać RNA o wolnym metabolizmie. Również tylko słabe znakowanie t ry ­
towaną urydyną skupisk IG obserwowano w izolowanych hepatocytach 
szczura [31] i w komórkach CHO [29], hodowanych in vitro, oraz w ko­
mórkach Sertoliego w badaniach in vivo [40].

Na podstawie omówionych badań autoradiograficznych wątpliwa jest 
tożsamość IG z cząstkami RNP wyizolowanymi z jąder wątroby szczura 
przez Monneron i Moule [59]. Cząstki te o stałej sedymentacji 40S i w y­
miarach 20—30 nm, chociaż morfologicznie przypominały IG in situ 
i miały podobną wrażliwość na trawienia enzymatyczne, zawierały jed­
nak szybko znakujący się RNA [60].

Rezultaty omówionych prac nie rozstrzygnęły problemu obecności 
RNA w IG. W ybitny kontrast w preparatach barwionych metodą Bern­
harda [7] także nie dowodzi ich rybonukleoproteinowej natury, gdyż 
technika ta, choć preferencyjna, nie jest specyficzna dla RNP. Mimo to 
powszechnie przypuszczano, że IG zawierają pewne ilości RNA o wol­
nym metabolizmie, dobrze zabezpieczonego przed działaniem enzymów 
nukleolitycznych [24, 26, 30].

Zastosowanie metod cytochemicznych pozwoliło wykazać występo­
wanie pewnych aktywności enzymatycznych w ziarnistościach inter­
chromatynowych. W ultracienkich skrawkach mrożonych różnych tka ­
nek szczura Vorbrodt i Bernhard [102] wykryli obecność GTP-azy 
i ATP-azy. Ten ostatni enzym wykryto również w IG w izolowanych 
jądrach wątrobowych [12, 71]. W obrębie konglomeratów IG stwierdzo-
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no także występowanie innych fosfataz, a mianowicie /?-glicerofosfatazy 
[12, 71] i pirofosfatazy NAD [12]. Zastosowanie jako utrwalacza prepa­
ratów do mikroskopu elektronowego nasyconego wodnego roztworu piro- 
antymonianu potasu — związku, który precypituje nieorganiczne ka­
tiony, takie jak Mg2 f, Ca2 N a+ w postaci elektronowo gęstego strątu 
[98], pozwoliło wykazać obecność tych kationów w IG [42, 90, 99], Fakt 
ten łączono z możliwością udziału rejonów zawierających IG w proce­
sach transkrypcji, sugerując, że w IG może być zlokalizowana polimera- 
za RNA o aktywności zależnej od jonów nieorganicznych, odpowiedzial­
na za syntezę wolno znakujących się rodzajów RNA [99]. Sugerowano 
również, że w rejonach występowania precypitatu mogą być obecne tak ­
że inne enzymy, których aktywność jest zależna od jonów nieorganicz­
nych, np. trójfosfatazy nukleozydowe [99].

Szczegółowe badania cytochemiczne ziarnistości interchromatyno- 
wych przeprowadziła Wassef [103, 104] w celu scharakteryzowania obec­
nych w IG reaktywnych grup chemicznych, które są odpowiedzialne za 
wysokie powinowactwo do IG związków kontrastujących, takich jak 
octan uranylu, wodorotlenek ołowiu lub winian bizmutu. Stosując różne 
blokady histochemiczne — acetylację, metylację i oksydatywną deza- 
minację oraz metodę barwienia solami bizmutu, autorka potwierdziła 
wcześniejsze przypuszczenia, wyrażone na podstawie pozytywnej reakcji 
z cytrynianem ołowiu [73], że IG zawierają fosforylowane białka. Nie- 
zestryfikowane grupy fosforanowe, obecnie właśnie w części białkowej, 
a nie w RNA, decydowałyby — zdaniem autorki, o wysokim powino­
wactwie związków kontrastujących do IG. Fakt obecności fosfoprotein 
w IG nie wyklucza jednak możliwości, że zawierają one również nie­
wielkie ilości stabilnego RNA, chociaż nie dowiedziono tego bezpośred­
nio [104],

II. W PŁYW  C ZY N NIK ÓW  ZA K ŁÓ C A JĄ C Y C H  M ETA BO LIZM  JĄ D R A  
K O M Ó RKO W EG O  NA L IC ZB Ę I L O K A L IZ A C JĘ  Z IA R N IST O ŚC I 

IN TERCH RO M A TY N O W Y CH

Wielokrotnie notowano zjawisko agregowania małych skupisk IG 
w duże konglomeraty w  rozmaitych warunkach patologicznych (ryc. 2). 
Często towarzyszył temu wzrost liczby IG. Zjawisko to występuje w w y ­
niku działania na komórkę bardzo różnych czynników, zarówno che­
micznych, jak i fizycznych, zakłócających jej metabolizm [83].

Już Swift w 1959 r. [94] opisał agregowanie ziarnistości interchro- 
matynowych w komórkach nowotworowych. Konglomeraty IG obserwo­
wano w komórkach poddanych działaniu supranormalnych tem peratur

http://rcin.org.pl



ZIA R N IST O ŚC I INTERCH RO M ATYNO W E 3 3 1

[82], a także w komórkach wątroby myszy lub szczura, degenerujących 
w czasie autolizy in vitro [38, 100], Niejednokrotnie stwierdzono two­
rzenie się konglomeratów IG pod wpływem środków interkalujących 
do DNA — proflawiny, daunomycyny i bromku etydyny [81], a z gru­
py aminoakrydyn — chinakryny [32, 48] i Ledakrinu (l-nitro-9/3-di- 
methylpropyloamine/acridine-2 HC1) [44, 101]. Po działaniu Ledakrinu 
stwierdzono ponadto pojawianie się w obrębie konglomeratów IG licz­
nych zagęszczeń ziarnistości, widocznych jako elektronowo gęste plamki 
[46]. Duże konglomeraty IG powstają również pod wpływem antybioty­
ku U-12241, wiążącego się z DNA poprzez adeninę lub tymidynę [83]. 
Konglomerację IG powodują również inhibitory syntezy RNA — etio- 
nina [55, 79] i metionina [80] oraz inhibitor polimerazy II RNA — 
a-amanityna [52, 63]. Crozet i Szóllósi [20] zaś, badając wpływ aktyno- 
mycyny D i a-am anityny na reinicjację dojrzewania mysich oocytów 
stwierdzili, że w obecności środka zapobiegającego dojrzewaniu oocytów 
do mejozy (isopropyl-N-phenylcarbamate), a-amanityna powoduje rozluź­
nienie agregatów i zmniejszenie się ilości IG. Tworzenie się konglome­
ratów IG zanotowano również w komórkach traktowanych kanceroge- 
nami — aflatoksyną i lasiokarpiną [57, 58], oraz tlenkiem chinoliny 
(4-nitro-quinoline-N-oxide) [47].

Działanie niektórych kancerogenów powoduje, oprócz agregacji IG, 
również wzrost ich liczby; zauważono to w przypadkach zatruć aflatok­
syną, etioniną, lasiokarpiną, tioacetamidem, kwasem digalusowym i di- 
metylonitrozaminą [93]. Wzrost liczby IG oraz ich konglomeracja mogą 
być także następstwem zakażenia komórek wirusami. Singer [84] za­
obserwował konglomeraty IG po zakażeniu hodowli ludzkich komórek 
NB parvowirusem HI. Dupuy-Coin i wsp. [23] przeprowadzili ilościowe 
badania występowania IG w trakcie zakażenia wirusem Herpes sim­
plex, typ 2 (HSV2), komórek glejowych hodowanych in vitro. Odsetek 
skrawków, w których obserwowano IG, wzrósł od 1—2°/o w komórkach 
nie zakażonych do 32°/o w czasie 24 godz. po infekcji.

Skupianie się IG w konglomeraty i zwiększenie ich liczby zauważo­
no ponadto w niektórych komórkach o nasilonym metabolizmie RNA, 
jak w mysich spermatocytach [41, 99] i w komórkach Sertoliego [40]. 
Wzrost ilości IG następuje również podczas blastycznej transformacji 
limfocytów ludzkich, hodowanych w obecności fitohemaglutyniny [43],

Niejednokrotnie zauważono, w  różnych przypadkach zakłócenia me­
tabolizmu, że rozmieszczenie IG w obrębie jądra komórkowego jest inne 
niż w jądrze komórek kontrolnych. Na przykład w izolowanych hepato- 
cytach szczura, traktowanych analogiem adeniny, DRB (5-6-dichloro- 
-l-(3-D-ribofuranosyl benzimidazole), ziarnistości interchromatynowe wy­
stępują w postaci dużych luźnych skupisk, często w powiązaniu z ją-
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derkiem [66], Zbliżony związek IG z jąderkiem zauważono w hodow­
lach komórkowych po podaniu różnych antymetabolitów [74], w my­
sich oocytach traktowanych aktynomycyną D [20], w wątrobie szczura 
po podaniu D-galaktozaminy [22], a także w kulturach ludzkich ko­
mórek linii NB po zakażeniu parvowirusem HI [84]. Zanotowano rów­
nież powiązania konglomeratów IG, wywołanych warunkami patolo­
gicznymi, z ulegającą silnej kondensacji chromatyną [74, 84], a zwłasz­
cza z chromatyną przylegającą do fibrylarnych jąderek [54]. Fakt, że 
procesowi kondensacji chromatyny towarzyszy zjawisko konglomeracji 
ziarnistości interchromatynowych, nasuwał przypuszczenie, że istnieją 
powiązania włókienek chromatynowych ze skupiskami IG. Za pomocą 
autoradiografii w mikroskopie elektronowym rzeczywiście stwierdzono 
znakowanie trytowaną tymidyną konglomeratów IG powstałych pod 
wpływem cytostatyku — Ledakrinu [35]. Ponieważ wiadomo, że ziar­
nistości interchromatynowe same w sobie nie zawierają DNA, wyniki 
te mogłyby więc świadczyć o obecności w obrębie konglomeratów IG 
włókienek chromatynowych, które zostały tam  „uwięzione” w procesie 
agregowania małych skupisk IG.

Jakkolwiek zjawisko agregowania ziarnistości interchromatynowych 
stanowi charakterystyczną odpowiedź IG na różne czynniki zmieniają­
ce metabolizm komórki, nie jest ono reakcją swoistą, która umożliwiała­
by zrozumienie powiązań funkcjonalnych IG z innymi strukturam i jąd­
ra komórkowego. Reakcja ta zachodzi zarówno w przypadku zakłócenia 
funkcji jąderka, jak i zahamowania pozająderkowej syntezy RNA. Trze­
ba jednak mieć na uwadze, że cytowane opisy zmian w ilości IG opie­
rają się w zasadzie na ocenie szacunkowej. Określenie liczby IG w pre­
paratach morfologicznych jest bowiem bardzo trudne ze względu na 
małe rozmiary tych struk tur  i rozproszenie ich w jądrze komórkowym.

III. Z IA R N IST O ŚC I IN TER C H R O M A TY N O W E W C ZA SIE  M ITOZY

Pierwsza wzmianka na temat zachowania się IG w czasie mitozy po­
chodzi z pracy Swifta [95]. W cytoplazmie dzielących się komórek raka 
Ehrlicha autor ten zauważył obecność cząstek, które w utrwalonym ma­
teriale były oporne na działanie RN-azy. Mimo że według Swifta śred­
nica tych cząstek dochodziła zaledwie do 10 nm, utożsamiano je później 
z IG. Następnie Fakan i Nobis [29] stwierdzili występowanie IG w cy­
toplazmie mitotycznych komórek CHO. Bielańska-Osuchowska [10] opi­
sała obecność tzw. ciałek ziarnistych w cytoplazmie oogonii i oocytów 
zarodków świni, sugerując, że powstają one z IG wyrzuconych z jądra
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komórkowego w czasie podziałów mitotycznych oogonium. Przy użyciu 
metody immunofluorescencji stwierdzono w cytoplazmie ludzkich ko­
mórek HeLa i Raji obecność skupisk IG, utrzymujących się do późnej 
telofazy [17]. Stosując wybiórczo barwienie IG bizmutem [11] oraz wy­
wołując konglomerację ziarnistości interchromatynowych za pomocą Le- 
dakrinu, Krzyżowska-Gruca i wsp. [45] wykazali obecność IG utrzy­
mujących się w postaci konglomeratów w  cytoplazmie dzielących się 
komórek regenerujący wątroby szczura, raka wysiękowego Ehrlicha 
i komórek białaczki mysiej L I 210 (ryc. 3). W czasie telofazy obserwo­
wali w  cytoplazmie, oprócz dobrze zachowanych konglomeratów IG, 
włókniste s truk tu ry  barwiące się bizmutem, które interpretowali jako 
obrazy dezintegracji ziarnistości interchromatynowych. Jednocześnie 
w jądrach potomnych pojawiały się małe skupiska IG [45]. Podobne ob­
serwacje poczynili Takeuchi i Takeuchi [97], stosując metodę barwienia 
amoniakalnym azotanem srebra (Ag-AS) według Hernandez-Verdun
1 wsp. [36], Stwierdzili oni cytoplazmatyczną lokalizację skupisk IG 
w metafazie i telofazie dzielących się ektodermalnych komórek zarod­
ków szczura. Ponieważ IG nie występują w cytoplazmie komórek inter- 
fazowych, autorzy ci sugerują więc, że w czasie przejścia z telofazy do 
interfazy pozostające w cytoplazmie IG ulegają rozproszeniu lub dezin­
tegracji.

IV. Z IA R N IST O ŚC I IN TERCH RO M A TY N O W E JA K O  SK ŁA D N IK  
M A CIERZY  JĄ D R O W EJ

Począwszy już od wczesnych lat czterdziestych pojawiało się wiele 
doniesień o istnieniu w jądrze komórkowym strukturalnej sieci, zbudo­
wanej z włókienek białkowych pochodzenia niechromatynowego [53, 88, 
95, 106, 107]. Podstawą przypuszczenia o istnieniu takiego wewnętrzne­
go szkieletu była oporność części białek jądrowych na czynniki stoso­
wane w celu usunięcia chromatyny. Sieć ta zachowywała kształt jądra 
po działaniu wysokich stężeń soli (2 M NaCl) i rozcieńczonych alkaliów. 
Niektórzy autorzy na podstawie tych obserwacji sugerowali, że zbudo­
wana jest ona z rybonukleoprotein i rozciąga się w jądrze między otocz­
ką jądrową i jąderkiem. W obrębie tej sieci rozpoznawano cząstki ziar­
niste podobne do IG in situ [78, 86, 89]. W 1974 r. Berezney i Coffey 
[5] opracowali metodę izolacji jądrowej s truk tu ry  szkieletowej, którą 
nazwali białkową macierzą jądrową. Metoda ta obejmowała następujące 
po sobie ekstrakcje jąder roztworem o niskim stężeniu jonów Mg2+,
2 M NaCl, detergentem i trawienie nukleazami. Otrzymana macierz jąd-
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rowa, zbudowana w 98°/o z białek, zachowuje kształt jądra i składa się 
z pozostałości otoczki jądrowej, resztowego jąderka i łączącej te kom­
ponenty wewnętrznej włóknisto-ziarnistej sieci [5], W obrębie sieci wew­
nętrznej stwierdzono obecność struk tur  podobnych do skupisk IG [2, 3, 
6, 19]. Krzyżowska-Gruca i wsp. [46] obserwowali zachowanie i lokali­
zację IG w macierzach jądrowych izolowanych z jąder komórek wątro­
bowych szczurów traktowanych tioacetamidem, powodującym rozpro­
szenie chromatyny, lub Ledakrinem, wywołującym jej kondensację. 
Zmianom stopnia kondensacji chromatyny towarzyszyły zmiany roz­
mieszczenia IG w jądrze — ich rozproszenie lub konglomeracja. W pro­
cesie izolacji macierzy jądrowej ziarnistości interchromatynowe zacho­
wywały nie tylko swoją u ltrastrukturalną  integralność, lecz również 
układ rozmieszczenia w wewnętrznej sieci macierzy charakterystyczny 
dla jąder in situ (ryc. 4).

Obecność IG w macierzy jądrowej, strukturze niezbędnej do zacho­
wania architektury  jądra, oraz, jak się uważa, zaangażowanej w pod­
stawowe funkcje jądra komórkowego, takie jak replikacja, transkrypcja 
i transport RNA [1, 4], nasuwa pytanie o ewentualny udział IG w wy­
mienionych funkcjach — strukturalnej i metabolicznej. Rezultaty ba­
dań ostatnich lat, które zostaną omówione w rozdz. VI, zdają się pozy­
tywnie odpowiadać na to pytanie.

V. PR ZY PU SZC Z EN IA  DOTYCZĄCE F U N K C JI IG NA PO D STA W IE
M O R FO LO G IC ZN Y CH  I BIO CH EM IC ZN Y CH  PO W IĄZA Ń  Z INNYM I 

STR U K TU R A M I JĄ D R A  KOM Ó RKO W EG O

Jakkolwiek wiele informacji zgromadzono na temat budowy ziar­
nistości interchromatynowych i ich strukturalnych powiązań z innymi 
elementami jądra komórkowego, do dziś nie udało się ustalić ich funkcji. 
Nieswoista odpowiedź IG na różne czynniki zakłócające metabolizm jąd­
ra komórkowego nie ułatwia tego zadania. Pomimo to sformułowano 
wiele hipotez wiążących obecność IG w jądrze z metabolizmem RNA; 
nie udokumentowano jednak przekonująco żadnej z nich. Już w kilka 
lat po odkryciu IG Smetana i wsp. [86] sugerowali, że gęste elektrono­
wo cząstki, odpowiadające IG, są częścią sieci rybonukleoproteinowej, 
która rozciągając się między jąderkiem i otoczką jądrową mogłaby sta­
nowić drogę transportu cząsteczek RNP z jądra do cytoplazmy. Shankar 
Narayan i wsp. [78] postulowali nawet, że sieć RNP, która zawiera IG, 
jest miejscem syntezy 18S rRNA lub jego prekursorów. Istnienie funk ­
cjonalnego związku IG z jąderkiem sugerowali także Recher i wsp. [72, 
73], Badając wpływ proflawiny na hodowle komórek ludzkich ME180
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Rye. 1. Ją d ro  w ą tro b y  szczura. M ateria ł u trw a lo n y  w  a ldehydz ie  g lu ta row ym . S k raw k i 
u ltra c ien k ie  b arw ione  octanem  u ran y lu  i cy tro n ian em  ■'ołowiu. S trza łk i — z ia rn is to śc i 

in te rch ro m aty n o w e . P ow iększenie  19 500 X 
Ryc. 2. Ją d ro  w ą tro b y  szczura 3 godz. po in iekc ji L ed ak rin u  w  daw ce 10 m g/kg w ag i 
ciała . Z iarn istośc i in te rch ro m a ty n o w e  (IG) tw orzą  duże skup isko  (porów naj ryc. 1). 

N — F rag m en t jąd e rk a , k tó reg o  sk ładn ik i u legły  seg regacji. P ow iększenie  15 600 X
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Rye. 3. K om órka ra k a  w ysiękow ego E h rlich a  w  czasie m etafazy . Z iarn isto śc i in te r -  
ch rom atynow e w y stęp u ją  w  postac i m ałych  skup isk  (strzałk i) rozrzuconych  w  cy top laz- 
m ie  m iędzy chrom osom am i (CH). M ate ria ł u trw a lo n y  w  5%> aldehydz ie  g lu ta ro w y m  
i barw io n y  b izm utem  przed za top ien iem  w  eponie. S k raw ek  u ltrac ien k i k o n tra s to w an y  

octanem  u ran y lu  dla uw idocznien ia  chrom osom ów . P ow iększen ie  20 000 X 
Ryc. 4. M acierz jąd row a kom órk i w ątro b o w ej szczura uzyskana  przez tr a k to w a n ie  izo­
low anych  jąd e r d e te rg en tem  n iejonow ym , D N -azą I i bu fo rem  o w ysok ie j sile jo n o ­
w ej. Z iarn istości in te rch ro m aty n o w e  (s trzałk i) są w yraźn ie  w idoczne w śród  w łó k n is ty ch  
i  z ia rn is ty ch  s tru k tu r  w ew n ę trzn e j m acierzy ; L  — w ars tw a  gęsta  osłonki jąd ro w e j, 

N — resz tkow e jąd erk o . Pow iększenie  25 000 Xhttp://rcin.org.pl
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obserwowali oni tworzenie się fibrylarnych guzków (fibrillar nodules) 
pochodzących z fibrylarnej części jąderka, które występowały w ścisłym 
powiązaniu z IG [72]. Podobne obrazy opisano pod wpływem kordyce- 
piny [73]. Na podstawie następnych doświadczeń, w których hodowle 
komórkowe traktowano aktynomycyną D, Recher i wsp. [74] wysunęli 
przypuszczenie, że IG powstają z pewnej części granularnego kompo­
nen tu  segregowanego jąderka, tzw. frakcji P 2. Zarówno frakcja P 2, jak 
i związane z nią ziarnistości interchromatynowe znakowały się tryto- 
waną urydyną w czasie 45-minutowej inkubacji w obecności antybio­
tyku. Autorzy sugerowali istnienie relacji prekursor-produkt między 
granularnym i elementami jąderka i IG; te ostatnie zawierałyby 28S 
rRNA. Inną sugestię przedstawił Singer [84], który uważał, że konglo­
m era ty  IG, przylegające do resztek jąderka w ludzkich komórkach NB 
zakażonych parvowirusem HI, mogą stanowić produkty dezintegracji 
jąderka.

Pojawiły się również prace sugerujące powiązanie IG z procesami 
pozająderkowej syntezy RNA. W warunkach zahamowania jąderkowej 
syntezy RNA lasiokarpiną stwierdzono za pomocą autoradiografii wbu­
dowywanie trytonowej urydyny w obszary jądra komórkowego, zawie­
rające IG [57].

Istniały również przypuszczenia, że IG są miejscem wewnątrzjądro- 
wego przechowywania informoferów — cząstek RNP o współczynniku 
sedymentacji 30S, wiążących hnRNA [75, 76]. Louis i Sekeris [51] 
stwierdzili, że po zahamowaniu syntezy hnRNA przez a-amanitynę ilość 
wyizolowanych informoferów zmniejsza się. Ponieważ wcześniejsze obser­
wacje morfologiczne wskazywały, że w takich warunkach ilość IG w ją ­
drze in situ ulega zwiększeniu [63], wyrazili więc oni przypuszczenie, 
że IG są miejscem gromadzenia informoferów nie zaangażowanych w pro­
cesy związane z transkrypcją [51]. Jednakże w następnej pracy [92] auto­
rzy wycofali się z tej hipotezy.

Wassef [104] zwróciła uwagę, że obecność fosforylowanych białek 
w ziarnistościach interchromatynowych odróżnia je od mnych części 
macierzy jądrowej i wysunęła przypuszczenie, że ziarnistości te mogą 
wytyczać granice nieaktywnych części macierzy jądrowej, zwłaszcza że 
nie zawierają one szybko znakującego się RNA. Alternatywnie, zdaniem 
autorki, IG mogłyby reprezentować pulę fosforylowanych białek, zaan­
gażowanych w metabolizm, i transport RNA. Zawierają one bowiem 
aktywności ATP-azy i GTP-azy, a jak stwierdzono w badaniach in vitro, 
transport szybko znakującego się RNA z izolowanych jąder jest zależny 
od ATP i GTP.

Ostatnio Puvion i wsp. [65, 69] ponownie podnieśli kwestię związku 
IG z funkcją jąderka. W ich doświadczeniach izolowane komórki wątro-
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by szczura znakowano pulsowo trytowaną urydyną, a następnie hodo­
wano je w obecności DRB — związku zaburzającego dojrzewanie rybo- 
somalnego RNA. W tych warunkach stwierdzono za pomocą wysoko­
rozdzielczej autoradiografii silne znakowanie skupisk IG. Jeśli przed 
inkubacją z prekursorem zahamowano syntezę jąderkowego RNA nis­
kimi dawkami aktynomycyny D, to ziarnistości interchromatynowe nie 
wykazywały znakowania po postinkubacji komórek z DRB. Autorzy 
stwierdzają, że ziarnistości interchromatynowe biorą udział w transpor­
cie lub nagromadzaniu jąderkowego RNA. W ten sposób byłyby one 
zaangażowane w regulację biogenezy rybosomów. Stwierdzony w wielu 
pracach prawie całkowity brak wbudowywania trytowanej urydyny 
do IG w warunkach kontrolnych można by, zdaniem autorów, tłumaczyć 
dużym tempem transportu podjednostek rybosomalnych z jąderka do 
cytoplazmy.

Kilka lat temu Fakan i Puvion [30] wyrazili przypuszczenie, że ziar­
nistości interchromatynowe zawierają niskocząsteczkowe rodzaje RNA 
w postaci kompleksów z białkiem. Powołując się na wyniki badań, świad­
czące o obecności snRNP w informoferach — cząstkach, które utożsamiano 
wtedy z IG [21, 77], sugerowali oni, że ziarnistości interchromatynowe 
mogłyby stanowić pulę cząsteczek — kompleksów snRNA i białka. 
W późniejszej pracy przeglądowej Puvion i Moyne [68] zwrócili uwagę 
na dane dotyczące występowania niskocząsteczkowych RNA, metabo­
licznie stabilnych, w połączeniu z macierzą jądrową. Strukturam i jądro­
wymi zawierającymi snRNA mogłyby być właśnie ziarnistości in ter­
chromatynowe, będące komponentem macierzy jądrowej.

VI. ROLA IG W ŚW IE T LE  W Y NIK ÓW  BADAŃ IM M UN OCY TO CHEM ICZN YCH

Zastosowanie w ostatnich latach technik immunocytochemicznych 
przyniosło potwierdzenie obecności snRNP w ziarnistościach interchro- 
matynowych i pozwoliło na wykrycie różnych białek IG za pomocą 
przeciwciał monoklonalnych. Lokalizację snRNP w jądrze komórkowym 
umożliwiło stwierdzenie, że przeciwciała zawarte w surowicy osób cho­
rych na toczeń rumieniowaty układowy i niektóre inne choroby auto- 
immunologiczne rozpoznają determinanty antygenowe cząstek rybo- 
nukleoproteinowych, zawierających snRNA z grupy oznaczonej przez U 
[50, 96]. Grupę tę stanowią bogate w kwas urydylowy metabolicznie 
stabilne kwasy o stałej sedymentacji 4S-8S, syntetyzowane przez poli- 
merazę II RNA. Obejmuje ona 8 rodzajów RNA: Ul, U2, U4, U5, U6, 
U7, występujących w nukleoplazmie [13, 14, 91], oraz U3 i U8, swoiste 
dla jąderka [13, 39, 64]. Z surowicy chorych uzyskano dwa przeciwciała:
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anty-Sm, które rozpoznaje determinanty antygenowe snRNP zawierają­
cych Ul, U2, U4, U5, U6 i U7 oraz anty-RNP rozpoznające tylko Ul 
snRNP. Biochemicznie stwierdzono, że wszystkie nukleoplazmatyczne 
snRNP z tej grupy są zasocjowane z hnRNP. Sugeruje się, że mogą one 
pełnić rolę w dojrzewaniu pre-mRNA i jego transporcie [13, 21, 33, 62].

W 1983 r. Spector i wsp. [87] przedstawili za pomocą metody immu- 
nofluorescencji lokalizację snRNP w komórkach PtK2 i wątrobiaka No- 
vikoffa. Stwierdzili obecność snRNP w regionach nukleoplazmy, zaj­
mowanych zwykle przez skupiska IG. Po traktowaniu komórek DRB 
inhibitorem syntezy RNA obserwowano przesunięcie fluorescencji do 
centralnych części jąder, które w mikroskopie elektronowym wykazują 
obecność dużych konglomeratów IG, powstałych pod wpływem tego 
związku. Ostatnio Fakan i wsp. [28], stosując przeciwciała skomplekso- 
wane ze złotem (metoda immunozłotowa), zbadali w mikroskopie elek­
tronowym lokalizację antygenu rozpoznawanego przez przeciwciało anty- 
-Sm. Autorzy zastosowali do tego celu surowicę chorych na choroby 
tkanki łącznej oraz odpowiednie przeciwciało monoklonalne. Spośród 
elementów ultrastrukturalnych jądra komórkowego najsilniej znakowa­
ne złotem były ziarnistości interchromatynowe. Zdaniem autorów, obec­
ność snRNP w obrębie skupisk IG sugeruje, że ziarnistości interchro­
matynowe pełnią funkcję przechowywania snRNA, a ponieważ stanowią 
one wyraźnie rozpoznawalny nukleoplazmatyczny komponent w obrę­
bie wewnętrznej sieci macierzy jądrowej, nie można więc wykluczyć 
również możliwości strukturalnej roli snRNP w architekturze jądra.

Puvion i wsp. [70] zidentyfikowali metodą immunocytochemiczną 
w mikroskopie elektronowym jądrowe s truk tury  zawierające snRNP 
w izolowanych komórkach wątrobowych szczura w warunkach kontrol­
nych oraz w komórkach, w których wywołano zmiany ilości i rozmiesz­
czenia komponentów RNP po traktowaniu DRB lub CdCl2. Białka 
snRNA uwidaczniano za pomocą przeciwciał znakowanych peroksydazą 
lub złotem koloidalnym. W komórkach kontrolnych metoda z użyciem 
peroksydazy ujawniła obecność snRNP w włóknisto-ziarnistych s truk­
turach nukleoplazmy, obejmujących także skupiska IG. Po zastosowaniu 
metody z użyciem koloidalnego złota najsilniej znakowanymi struk tu­
rami okazały się skupiska ziarnistości interchromatynowych. W komór­
kach traktowanych DRB skupiska IG ulegały agregacji i w metodzie 
peroksydazowej konglomeraty te były miejscem najsilniej znakowanym, 
przy bardzo słabym znakowaniu reszty przestrzeni pozająderkowej. W y­
niki te, zdaniem autorów, wskazują, że IG są miejscem magazynowania 
niskocząsteczkowego RNA. Wcześniej wykazano, że w komórkach trak ­
towanych DRB ziarnistości interchromatynowe zawierają także rybo- 
somalny RNA, przeto mogłyby brać udział w transporcie podjednostek
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rybosomalnych i/lub regulacji biogenezy rybosomów [69]. Opierając się 
na danych dotyczących obecności snRNP w ziarnistościach interchroma­
tynowych, autorzy [70] rozpatrują możliwość udziału niskocząsteczko- 
wych RNP w wymienionych procesach. Równocześnie IG mogłyby być 
według nich zaangażowane w utrzymaniu architektury jądra komór­
kowego.

W 1984 r. Clevenger i Epstein [16, 17] zastosowali przeciwciała mono- 
klonalne w celu ultrastrukturalnej lokalizacji odpowiednich antygenów 
w jądrze komórkowym. Przeciwciało oznaczone 780-3, należące do klasy 
IgM, rozpoznawało swoiście komponent białkowy ziarnistości interchro­
matynowych. Reakcja immunologiczna, wykonana po przeniesieniu na 
filtry nitrocelulozowe białek jądrowych rozdzielonych w żelu (immuno- 
blotting), wykazała, że przeciwciało 780-3 wiąże się z polipeptydami 
o ciężarach cząsteczkowych 105 000 i 41 000. Białka te, zdaniem autorów, 
mogą być dimerem lub monomerem tego samego białka lub też białko 
41 000 jest produktem proteolitycznego trawienia białka 105 000. Stosu­
jąc metodę pośredniej immunofluorescencji stwierdzili oni odmienną 
lokalizację badanego białka w komórkach płodowych, dojrzałych i trans­
formowanych, a także w różnych fazach cyklu komórkowego. W doj­
rzałych ludzkich fibroblastach fluorescencja występowała w  postaci pla­
mek tylko na terenie jądra komórkowego z wyłączeniem jąderek. Po­
dobną lokalizację, ale zwiększoną ilość badanych białek, stwierdzono 
w komórkach transformowanych, natomiast w komórkach mitotycznych 
zanotowano pojawienie się dużej ilości badanych białek w cytoplazmie. 
Komórki płodowe wykazywały dodatkowo fluorescencję nad obszarami 
jąderka. Badając lokalizację białek 41 000 i 105 000 w mikroskopie elek­
tronowym z użyciem przeciwciał związanych ze złotem, autorzy stwier­
dzili wyraźne znakowanie wszystkich skupisk ziarnistości interchroma­
tynowych, a także słabe znakowanie jąderek. W metafazie występuje 
silne znakowanie w cytoplazmie, obejmujące także konglomeraty IG. 
Według autorów, zastosowanie monoklonalnego przeciwciała 780-3 sta­
nowi obsolutnie czułą próbę, mogącą służyć do wykrywania IG. Wyrazili 
oni także bardzo śmiały, choć słabo podbudowany wynikami pogląd 
o istnieniu związku prekursor-produkt między jąderkiem i ziarnistościa- 
mi interchromatynowymi. IG służyłyby, ich zdaniem, jako elementy 
strukturalne budujące jąderko, które ulegają zespoleniu lub rozpadowi 
zależnie od fazy cyklu komórkowego. Na funkcjonalny związek IG z ją ­
derkiem wskazują również wyniki pracy Hiigle i wsp. [37]. Obrali oni 
jako model doświadczalny oocyty Xenopus laevis ze względu na w y­
sokie tempo wytwarzania rybosomów w tych komórkach przez liczne, 
transkrypcyjnie aktywne pozachromosomowe jąderka. Stosując mono- 
klonalne przeciwciało No-194, zidentyfikowali kwaśne białko o ciężarze
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cząsteczkowym 40 000, które nazwali rybocharyną. Badania biochemicz­
ne wykazały, że białko to jest zasocjowane z granularnym  komponen­
tem  jąderka i wyizolowanymi nukleoplazmatycznymi cząstkami 65S. Nie 
stwierdzono jego obecności w rybosomach. Metodą immunozłotową 
w mikroskopie elektronowym wykazano lokalizację rybocharyny w gra­
nularnym  komponencie jąderka i w IG.

W czasie mitozy cząstki zawierające rybocharynę są zasocjowane 
z powierzchnią chromosomów, a w późnej telofazie gromadzą się w re­
konstytuowanym jąderku. Na podstawie tych wyników autorzy sądzą, 
że rybocharyna reprezentuje rodzaj jąderkowego nierybosomalnego biał­
ka, które łączy się z cząsteczkami prekursorowymi, zawierającymi 28S 
rRNA, jeszcze w obrębie jąderka. Chociaż nie udało się zidentyfikować 
rybocharyny u wyższych kręgowców — ptaków i ssaków, autorzy su­
gerują, że białko jądrowe o podobnych właściwościach może istnieć 
również u innych gatunków. Cząstka 65S, która zawiera 28S rRNA, 
różne białka rybosomalne i rybocharynę, byłaby, zdaniem autorów, 
specjalną formą nukleoplazmatycznego prekursora dużej podjednostki 
rybosomalnej w drodze do cytoplazmy. Ziarnistości interchromatynowe 
stanowiłyby u ltrastrukturalny  odpowiednik cząstek 65S.

Na rolę ziarnistości interchromatynowych, jako elementów macierzy 
jądrowej, w procesach transkrypcji, dojrzewania i transportu pozarybo- 
somalnego RNA wskazują wyniki pracy Lehnera i wsp. [49]. Stosując 
przeciwciało monoklonalne 1-14 i metodę immunozłotową, autorzy zba­
dali rozmieszczenie odpowiedniego białka w obrębie jądra komórkowego 
i macierzy jądrowej. Białko to, o ciężarze cząsteczkowym 40 000, zostało 
zlokalizowane głównie w ziarnistościach interchromatynowych. Wystę­
puje ono również we włókienkach perichromatynowych, a ponadto poza 
jądrem  w mitochondriach. Badając możliwość udziału białka 1-14 w pod­
stawowych procesach jądrowych, takich jak replikacja i transkrypcja, 
autorzy śledzili jego rozmieszczenie w trzech typach komórek kurczęcia
0 różnym stopniu zróżnicowania:

1) w embrionalnych fibroblastach o aktywnych procesach replikacji
1 transkrypcji;

2) w zróżnicowanych in vitro wielojądrzastych włóknach mięśnio­
wych nie dzielących się, ale aktywnych transkrypcyjnie;

3) w dojrzałych erytrocytach, w których nie zachodzi żaden z tych 
procesów.

Metoda immunofluorescencji ujawniła obecność białka rozpoznawa­
nego przez przeciwciało 1-14 tylko w embrionalnych fibroblastach i włók­
nach mięśniowych. Za pomocą metody immunoblotingu potwierdzono 
brak antygenu o ciężarze cząsteczkowym 40 000 w jądrach erytrocytów. 
Oporność antygenu na różne techniki ekstrakcji, stosowane zwykle do
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uzyskania macierzy jądrowej, wskazuje, zdaniem autorów, że uczest­
niczy on w organizacji jądra jako element szkieletowy, zaangażowany 
również w procesach transkrypcji, dojrzewania lub transporcie RNA.

VII. U W AG I KOŃCOW E

1. Przedstawione tu dane o ziarnistościach interchromatynowych są 
często sprzeczne, a ponadto niektóre z nich są wątpliwe. Spośród róż­
nych hipotez, dotyczących funkcji IG w jądrze komórkowym, żadna 
nie jest przekonująco udokumentowana. Hipotezy te bardzo często nie 
uwzględniają danych doświadczalnych innych autorów, dotyczących róż­
nych s truktur  jądra komórkowego.

2. Wyniki ostatnich prac skłaniają ku poglądowi, że istnieje związek 
ziarnistości interchromatynowych z funkcją jąderka.

3. Zastanawiające jest, że pomimo iż IG są bardzo konserwatywne 
morfologicznie, występują w nich białka swoiste gatunkowo, np. rybo- 
charyna.

4. Zjawisko agregowania ziarnistości interchromatynowych w duże 
konglomeraty można by wykorzystać w celu wyizolowania tych s truk­
tur. Pozwoliłoby to na określenie ich składu chemicznego i poznanie 
charakterystycznych białek. Zadanie to może jednak utrudniać ścisły 
związek IG z elementami macierzy jądrowej.

5. Wydaje się, że określenie metodami immunocytochemicznymi 
s truktury  ziarnistości interchromatynowych może pomóc w określeniu 
ich funkcji w jądrze komórkowym.
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WYBRANE KIERUNKI EMBRIOLOGII STOSOWANEJ.
1. KRIOBIOLOGIA JA J  I ZARODKÓW.

2. UZYSKIWANIE MONOGENETYCZNEGO POTOMSTWA

SOM E PR O B LEM S OF A P PL IE D  EM BRIOLO GY . 1. CRY O BIO LO G Y  OF EGG S 
AND EM BROYS. 2. TH E O B TA IN IN G  OF M O NO GEN ETIC O FFS PR IN G S

Z dzisław  SM ORĄG

Z akład  F izjo logii R ozrodu i Sztucznego U n asien ian ia  Z w ierząt 
In s ty tu tu  Z oo technik i w K rakow ie-B alicach

Streszczenie .  O bserw ow any  w  osta tn ich  k ilk u n a s tu  la tach  postęp  w zakresie  za­
m rażan ia  zarodków  bydlęcych  doprow adził do uproszczenia  o raz znacznej e fek ty w ­
ności (około 40%) stosow anych  m etod. W ykazano  też  m ożliw ość zam rażan ia  z a ro d ­
ków  przez w itry fik ac ję . Spośród  m etod  uzysk iw an ia  m onogenetycznego po tom stw a 
u bydła, p rak ty czn e  zastosow an ie  zn a jd u je  b isekc ja  m oru l i b lastocyst, jak o  m e­
toda  p ro s ta  i um ożliw ia jąca  uzyskan ie  wr odpow iednich  w a ru n k ach  około 50% 
c iężarnych  biorczyń.

S u m m a ry .  T he p rogress in  m ethods of c a ttle  em bryo  freezing  th a t  has been  
observed  fo r the  la s t sev e ra l yea rs  led  to  sim p lifica tio n  an d  considerab le  e ffec ti­
veness (approx . 40%) of these  m ethods. M oreover th e  possib ility  of em bryo  freezing  
by  v itr if ic a tio n  has been  d em o n s tra ted  la te ly . A m ong o th e r m ethods of ob ta in ing  
m onogenetic  o ffsp rings th e  b isec tion  of m o ru lae  an d  b las tocysts  has found  its  
p rac tica l ap p lica tio n  as a sim ple  an d  e ffec tive  m ethod  w h ich  allow s to  ob ta in  
u n d er op tim a l conditions ap p ro x . 50%  of p re g n a n t rec ip ien ts.

W STĘP

Przenoszenie zarodków u bydła jest metodą umożliwiającą zwiększe­
nie wydajności rozrodczej samicy. Przy naturalnym  rozrodzie uzyskuje 
się od jednej krowy w ciągu jej życia od 4 do 5 cieląt. Stosując metodę 
przenoszenia zarodków, liczbę tę można zwiększyć kilkakrotnie, a znane 
są przypadki krów, od których uzyskano po kilkadziesiąt cieląt. Jeśli 
więc metoda jest zastosowana w rozrodzie krów najbardziej wartościo­
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wych pod względem hodowlanym, to przyspiesza postęp hodowlany, 
zwiększając istotnie skuteczność dotychczas stosowanych metod ho­
dowlanych. W aspekcie weterynaryjnym  natomiast metoda może być 
wykorzystana do uzyskiwania zdrowego potomstwa od samic dotknię­
tych chorobami zakaźnymi. Osłonka przejrzysta zarodka jest bowiem 
nieprzepuszczalna dla drobnoustrojów. Dlatego też do czasu wylęgnięcia 
zarodek jest chroniony przed infekcją.

Z wielu powodów metoda przenoszenia zarodków znajduje najwięk­
sze zastosowanie u bydła, chociaż bywa stosowana do realizacji ograni­
czonych celów praktycznych w hodowli owiec, koni czy świń. P rak ­
tyczne stosowanie metody przenoszenia zarodków u bydła obserwuje się 
na świecie od połowy lat siedemdziesiątych. Od tego czasu notuje się 
jej systematyczny rozwój, obejmujący coraz to nowe kraje. Trzeba jed­
nak zaznaczyć, że skala praktycznego stosowania metody jest nieporów­
nywalna ze sztucznym unasienianiem u bydła. Przenoszenie zarodków 
jest z praktycznego punktu widzenia metodą dość skomplikowaną, mimo 
że w ciągu ostatniego dziesięciolecia zanotowano wiele istotnych uprosz­
czeń.

Pierwszym ogniwem metody jest superowulacja samic-dawczyń, po­
zwalająca na uzyskanie zwiększonej liczby zarodków w jednym cyklu. 
Osiąga się ją na ogół przez podanie gonadotropin przysadkowych lub 
pozaprzysadkowych w połowie fazy lutealnej cyklu. Po dwóch dniach 
od podania gonadotropin samicom podaje się jeden z analogów prosta­
glandyn PGF2 aifa, związku o działaniu luteolitycznym. Po kolejnych 
dwóch, trzech dniach dochodzi do rui i owulacji i wówczas zwierzęta 
są inseminowane.

Uzyskiwanie zarodków odbywa się na ogół po 7 dniach od owulacji 
i zapłodnienia, na drodze niechirurgicznej, poprzez przepłukanie rogów 
macicy za pomocą kateteru. Wprowadzony płyn jest po przepłukaniu 
rogów macicy zbierany do naczyń, a zarodki wyszukiwane za pomocą 
mikroskopu stereoskopowego. Stosując odpowiednie preparaty  hormo­
nalne i właściwie wyselekcjonowane krowy, można uzyskać od jednej 
dawczyni średnio od 5 do 7 nadających się do przenoszenia zarodków.

W warunkach laboratoryjnych 7-dniowe zarodki bydlęce zachowują 
zdolności życiowe przez około 8 godz. W tym  też czasie powinny być 
wprowadzone do dróg rodnych zsynchronizowanych biorczyń. Wprowa­
dzanie zarodków odbywa się na ogół na drodze niechirurgicznej i polega 
na umieszczeniu zarodka za pomocą katetera w ipsilateralnym rogu 
macicy. Skuteczność przenoszenia zarodków świeżych wynosi od 50 
do 60°/o.

Przedstawione tu zasadnicze ogniwa metody przenoszenia zarodków
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mogą być wzbogacone przez zastosowanie metod uzupełniających. Dwie 
z nich znajdują już zastosowanie w praktyce niektórych stacji przeno­
szenia zarodków. Są nimi zamrażanie oraz dzielenie.

1. K R IO B IO LO G IA  JA J  I ZARODKÓW

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie aktualnego stanu badań 
oraz osiąganych wyników w zakresie zamrażania zarodków zwierząt 
gospodarskich, a zwłaszcza bydlęcych. Uwzględniono również badania 
przeprowadzone na zarodkach lub komórkach jajowych zwierząt labo­
ratoryjnych, gdy dotyczyły one zagadnień nowych z punktu widzenia 
kriobiologii, mogących mieć znaczenie dla rozwoju metod zamrażania 
zarodków zwierząt gospodarskich.

Istnieje zgodność, że siedmio-, a także ośmiodniowe zarodki bydlęce, 
stanowią z punktu  widzenia zamrażnia, optymalne stadium rozwoju. 
Należy tu jednak podkreślić, ze osiągnięte stadium rozwoju zarodka 
powinno odpowiadać jego wiekowi, czyli powinny to być zarodki w sta­
dium późnej moruli do ekspandującej blastocysty. Równie istotny jest 
dobry stan morfologiczny zamrażanych zarodków. Wiadomo jednak, że 
oprócz zarodków ocenianych jako morfologicznie normalne, przynaj­
mniej kilkanaście procent uzyskanych zarodków wykazuje zaburzenia 
rozwojowe, takie jak niewbudowane blastomery, degeneracja części bla- 
stomerów itd. Cechą wspólną tych zarodków jest mniejsza, w stosunku 
do zarodków normalnych, ogólna liczba komórek. Prócz tego, jak to 
wykazały badania Theron i wsp. [50] w czasie zamrażania w blasto- 
cyście bydlęcej dochodzi do uszkodzenia od 10 do 80°/o komórek (prze­
ciętnie 25°/o). Jest więc zrozumiałe, że wyniki po transplantacji takich za­
rodków są zdecydowanie gorsze w porównaniu z wynikami uzyskiwa­
nymi po transplantacji mrożonych zarodków ocenianych jako morfolo­
gicznie normalne [18, 36, 37]. Dochodzi do zbyt dużej redukcji komórek 
zarodka, najpierw w wyniku zaburzeń w rozwoju, a następnie w t ra k ­
cie ich zamrażania i rozmrażania. Takie wyjaśnienie potwierdzają w y­
niki badań nad zamrażaniem zarodków o eksperymentalnie zmniejszo­
nej liczbie komórek w wyniku cięcia zarodka na 2 lub 4 części [5, 6], 
Obserwowany tutaj spadek przeżywania jest podobnie jak w przypadku 
zarodków z deformacjami morfologicznymi, nieproporcjonalnie większy 
niż po przenoszeniu „połówek” lub „ćwiartek” zarodków świeżych.

Pierwszym etapem postępowania zmierzającego do zamrożenia za­
rodka jest jego umieszczenie w płynie zawierającym odpowiednią kon­
centrację związku osłaniającego. Dopuszczalne jest bezpośrednie umiesz­
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czenie zarodka w płynie zawierającym związek osłaniający w ilości wy­
maganej do skutecznego zamrożenia [6, 20]. Czas ekwilibracji w tem pe­
raturze pokojowej wynosi dla glicerolu 10-30 min.

Przez wiele lat najczęściej stosowanym do zamrożenia zarodków 
ssaków związkiem osłaniającym był dwumetylosulfotlenek (DMSO). 
Ostatnio natomiast obserwuje się coraz powszechniejsze użycie glicerolu. 
Glicerol okazał się lepszym związkiem osłaniającym przy zamrożeniu 
8-blastomerowych zarodków mysich [42], a mikroskopowe obserwacje 
Raiła i Połga [32] potwierdziły jego dobre właściwości osłaniające. Do 
zamrażania zarodków bydlęcych używa się glicerolu w stężeniu od 1 
do 2 M, najczęściej 1,4 lub 1,5 M.

Ze względu na potwierdzoną wielokrotnie niewrażliwość morul i bla­
stocyst bydlęcych na zmiany termiczne w zakresie od tem pera tury  po­
kojowej do kilku stopni poniżej 0°C, praktykuje  się obecnie bezpośrednie 
przekładanie poddanych ekwilibracji zarodków z tem pera tury  pokojo­
wej do tem peratury  posiewania, czyli około — 6°C [cyt. za 20]. Ten 
szczegół metodyczny, podobnie jak jednostopniowe dodawanie związku 
osłaniającego, wnoszą znaczne uproszczenia do procedury zamrażania. 
Jeszcze większe uproszczenie tego procesu wynikło z możliwości znacz­
nego skrócenia programu zamrażania od około — 70°C do około —30 do 
— 40°C. Obecnie niemal powszechnie praktykuje  się zamrażanie zarod­
ków bydlęcych według tego uproszczonego programu, najczęściej do 
temp. —30 lub — 35°C. Wydaje się, że końcowa tem peratura zamrażania, 
wynosząca — 35°C, jest tem peraturą  optymalną [2]. Najczęściej stosowa­
ną szybkością zamrażania jest szybkość utrzymująca się w granicach 
około 0,3°C/min. Zwiększenie tej szybkości do l,0°C/min pozwala jesz­
cze na uzyskiwanie dość wysokich wyników zamrażania [19].

Jak  już wspomniano, warunkiem uzyskania wysokiej przeżywalności 
zarodków zamrażanych według opisanej procedury jest ich szybkie roz­
mrażanie. Osiąga się to na ogół przez umieszczenie ampułki lub słomki 
z zamrożonymi zarodkami w łaźni wodnej o tem peraturze +37°C. Po 
rozmrożeniu niezbędnym zabiegiem jest usunięcie substancji osłaniają­
cej z komórek zamrażanego zarodka. Dla uniknięcia szoku osmotycznego, 
czynność ta była wykonywana stopniowo. Praktycznie oznaczało to 
przenoszenie zarodka poprzez kilka roztworów o zmniejszającej się 
koncentracji związku osłaniającego. Ten rygorystyczny wymóg stanowił 
znaczne utrudnienie w praktycznym stosowaniu mrożonych zarodków, 
wymagającym zarówno czasu i sprzętu, jak i umiejętności m anipulowa­
nia zarodkami. Zmianą metodyczną o istotnych konsekwencjach p rak ­
tycznych jest wprowadzenie do rozmrażania zarodków roztworu sacha­
rozy. Sacharoza jest związkiem, który nie przenika do wnętrza komórki 
i może utrzymywać wysokie ciśnienie osmotyczne na zewnątrz komórki,
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podczas usuwania związku osłaniającego. Związek ten został po raz 
pierwszy użyty do jednostopniowego usuwania glicerolu z rozmrażanych 
czerwonych ciałek krwi przez Rowe i wsp. [cyt. za 20]. Następnie Leibo 
i Mazur [cyt. za 20] oraz Kasai i wsp. [17] użyli sacharozy do rozmra­
żania zarodków mysich. Podobną procedurę usuwania związku osłania­
jącego z rozmrożonych 7-dniowych zarodków bydlęcych zastosowali 
Renard i wsp. [34] oraz Leibo [21]. Wymienieni autorzy zamrażali za­
rodki w słomkach, zawierających oprócz niewielkiej ilości płynu z za­
rodkiem, kilkakrotnie większą objętość roztworu sacharozy, oddzielonej 
od płynu z zarodkiem niewielką bańką powietrza. Bezpośrednio po 
rozmrożeniu, przez wstrząśnięcie słomką, następuje zmieszanie tych 
dwóch płynów, a zarodek dostaje się do środowiska zawierającego sa­
charozę, co pozwala na usunięcie związku osłaniającego z komórek za­
rodka. Odbywa się to bez otwierania słomki i pozwala na bezpośrednią 
transplantację zarodka. Możliwe jest również stosowanie tego sposobu 
usuwania związku osłaniającego w przypadku zarodków zamrażanych 
w ampułkach. Wówczas zarodek po wyjęciu z probówki należy umieścić 
w kropli roztworu zawierającego od 0,5 do 1,0 M sacharozy [20]. Opty­
malna koncentracja sacharozy w roztworze do jednostopniowego usu­
wania glicerolu może być w pewnym stopniu uzależniona od jego stę­
żenia w płynie do zamrażania [21, 27].

Czynnikiem rozstrzygającym o wprowadzeniu zamrażania zarodków 
do praktyki, zwłaszcza praktyki przenoszenia zarodków bydlęcych, jest 
uzyskiwana efektywność zamrażania. Stosując wolne zamrażanie i roz­
mrażanie oraz DMSO jako związek osłaniający, uzyskiwano po przenie­
sieniu rozwój około Vs zamrożonych zarodków. Zastąpienie DMSO gli­
cerolem i wprowadzenie skróconego programu zamrażania oraz szyb­
kiego rozmrażania, pozwoliło na podwyższenie efektywności zamrażania. 
Ocenia się, że zamrażając i transplantując wyselekcjonowane zarodki, 
można uzyskać wynik tylko o 10°/o niższy od tego, jaki uzyskuje się 
przenosząc zarodki świeże [cyt. za 20]. Wyniki, jakie uzyskano po prze­
noszeniu zarodków mrożonych w słomkach i jednostopniowym usuwa­
niu glicerolu przy użyciu sacharozy, również układają się na podobnym 
[16, 24] lub tylko nieco niższym poziomie [9, 21]. Informacje, jakie na­
pływają z praktyki wskazują, że uzyskiwane tam wyniki są niestabilne 
i na ogół niższe od przedstawionych tu.

Dla ograniczenia strat spowodowanych zredukowaną liczbą komórek 
zarodka (takimi są zarodki mrożone), dokonywano prób wzmocnienia 
sygnału embrionalnego poprzez równoczesne przenoszenie pęcherzy tro- 
foblastycznych (świeżych lub mrożonych), uzyskanych w wyniku cięcia 
12-13-dniowych zarodków bydlęcych. Takie postępowanie doprowadziło
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w niektórych przypadkach do poprawy efektywności transplantacji 
mrożonych zarodków w granicach 20% [15].

W związku z dużym zainteresowaniem, jakie budzi przenoszenie „po­
łówek” zarodków uzyskanych przez dzielenie morul czy blastocyst by­
dlęcych, pojawiła się potrzeba konserwacji takich zarodków. Wyniki, 
jakie dotychczas uzyskano, stosując konwencjonalne metody zamraża­
nia, świadczą, że jest wprawdzie możliwe uzyskanie znacznego stopnia 
przeżywania mrożonych połówek, jednak w większości dotychczaso­
wych prac uzyskane wyniki były stosunkowo niskie [12, 20]. Z doświad­
czeń na zarodkach mysich wynika, że połówki morul czy blastocyst 
zamrażane bez osłonek przejrzystych są o wiele mniej podatne na za­
mrażanie w porównaniu z zarodkami całymi w zona pellucida [38]. Po­
prawę ogólnej efektywności mrożonych połówek uzyskuje się zwięk­
szając ogólną liczbę komórek zarodkowych, tzn. transplantując  — za­
miast jednej — dwie połówki [24]. Można by również założyć, że droga 
do poprawy efektywności transplantacji mrożonych połówek prowadzi­
łaby poprzez równoczesną transplantację pęcherzy trofoblastycznych, 
o czym już wcześniej wspomniano. Niemniej jednak zasadniczego roz­
wiązania należy oczekiwać w poszukiwaniu bardziej efektywnych me­
tod zamrażania, minimalizujących stra ty  komórkowe konserwowanych 
zarodków, a także w umieszczaniu zamrożonych połówek w dwóch 
osłonkach przejrzystych [29].

Rozwój badań nad  dojrzewaniem oocytów oraz zapłodnieniem in 
vitro wzbudził zainteresowanie opanowaniem metod zamrażania oocy­
tów bydlęcych. Z dotychczasowych badań wynika, że zamrażalność nie­
dojrzałych oocytów jest bardzo niska, podczas gdy oocyty dojrzałe są 
bardziej podatne na zamrażanie [13, 46]. Z przedstawionego przeglądu 
wynika, że w znacznym stopniu opanowano już metody zamrażania za­
rodków bydlęcych. Można jednak zakładać, że postępy, jakie obserwuje 
się ostatnio w ogólnej kriobiologii, doprowadzą do istotnych zmian metod 
zamrażania zarodków, a zwłaszcza dalszego ich uproszczenia.

Poświęcimy nieco uwagi tym  badaniom z zakresu kriobiologii, które 
zapoczątkowały już dość istotne zmiany w podejściu do praktycznych 
problemów zamrażania wielu obiektów biologicznych, w tym  również 
oocytów i zarodków ssaków. Do najważniejszych należą badania nad 
dehydratacją komórek oraz wynikającymi z tego konsekwencjami, 
obserwowanymi na poziomie organelli komórkowych, a zwłaszcza bło­
ny komórkowej.

Komórki zwierzęce — jak wiadomo — mają zdolność znacznej u tra ty  
wody zarówno w  warunkach izotermicznych, np. pod wpływem roz­
tworów hypertonicznych, jak i w trakcie zamrażania, w obecności krysz­
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tałów lodu. Zdolność największej u tra ty  wody, bez negatywnego wpły­
wu na funkcje fizjologiczne, mają zwierzęta anhydrobiotyczne. Komórki 
ssaków natomiast mają zróżnicowane możliwości osmotycznego usuwa­
nia wody. Sądzi się, że u tra ta  zdolności życiowych komórek na skutek 
odwodnienia może być konsekwencją nadmiernego wzrostu koncentracji 
elektrolitów wewnątrzkomórkowych [22], osiągnięcia minimalnej obję­
tości [23] lub przekroczenia granicy tolerancji błony plazmatycznej na 
deformacje podczas obkurczania [53]. Te letalne dla odwodnionych ko­
mórek procesy, obserwowane na poziomie błony plazmatycznej, obja­
wiają się przechodzeniem fosfolipidów błony z fazy blaszkowatej w przej­
ściową [8]. Niektóre węglowodany mogą jednak stabilizować błonę przy 
niskiej zawartości wody [8], nie dopuszczając do powstania fazy przej­
ściowej. Chen i wsp. [cyt. za 8] wykazali, że najbardziej efektywne pod 
tym  względem są dwu- i trojcukry, chociaż podobne właściwości w y­
kazuje także trehaloza. Właśnie użycie trehalozy, a zwłaszcza sacharozy, 
jako nie penetrujących związków do uzyskania dehydratacji komórek 
w warunkach izotermicznych, jak również do osiągnięcia większej sta­
bilizacji błony zamrażanych komórek, umożliwiło opracowanie prostych 
i szybkich metod zamrażania. Badania Renarda i wsp. [34], Bui-Xuan- 
-Nguyen i wsp. [4], Heymana i wsp. [11] oraz Renarda i wsp. [35] w y­
kazały, że przeżywalność zarodków króliczych i bydlęcych nie jest obni­
żona po przetrzymywaniu przez 30 min w stanie obkurczonym w roz­
tworze 1-molarnej sacharozy.

Inne obserwacje wykazały, że zarodki królicze przeżywają 30-minu- 
tową ekspozycję nawet w  2-molarnym roztworze sacharozy, czy też 
w nasyconym roztworze trehalozy [43]. Umieszczone w hypertonicznym 
roztworze zarodki reagują szybką zmianą objętości (do około 40% obję­
tości wyjściowej). W wielu przypadkach dochodzi także do zmian od­
wracalnych błony cytoplazmatycznej, w postaci pęcherzy na powierzchni 
blastomerów, które znikają po ponownym umieszczeniu w roztworze 
fizjologicznym. Użycie sacharozy pozwoliło ostatnio opracować bardzo 
prostą i efektywną metodę zamrażania zarodków króliczych [35, 45], 
Metoda ta polega na przekładaniu odwodnionych w temperaturze po­
kojowej zarodków wprost z tem pera tu ry  pokojowej do temp. —25 [45] 
lub — 30°C [35]. Po przetrzymywaniu w tych tem peraturach przez około 
150 min, zarodki są przekładane do ciekłego azotu. Metoda ta jest więc 
prosta i może być stosowana niemal w każdych warunkach. Efektyw­
ność metody w przypadku 2-blastomerowych zarodków króliczych jest 
porównywalna z efektywnością metod konwencjonalnych. Próba zasto­
sowania jej do zamrażania zarodków bydlęcych, zarówno blastocyst [5], 
jak i zarodków 1- lub 2-blastomerowych, czy też oocytów [13, 46], nie 
zapewnia w chwili obecnej tak dobrego ich przeżywania.
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Jak  to już tu  przedstawiono, możliwości odwadniania zarodków 
w temperaturze pokojowej są nadspodziewanie duże, a uzyskiwane 
zmniejszenie objętości zarodka jest porównywalne z tym, jakie osiągają 
zarodki po zamrożeniu do tem peratury  ciekłego azotu. Już w  wielu 
pracach wykazano, że istnieje możliwość zamrażania silnie odwodnio­
nych zarodków mysich przez przełożenie ich wprost z tem peratury  po­
kojowej do ciekłego azotu lub par azotu (zamrażanie przez witryfika- 
cję) [7, 25, 33, 37]. Do zamrażania zarodków mysich poprzez witryfi- 
kację bardzo efektywną okazała się mieszanina penetrujących i nie- 
penetrujących związków osłaniających, a mianowicie DMSO, acetamidu, 
glikolu propylenowego oraz glikolu polyetylenowego [33]. W dotych­
czasowych doświadczeniach nad zamrażaniem zarodków bydlęcych przez 
witryfikację uzyskano również znaczny stopień ich przeżywania zarów­
no in vitro, jak też in vivo [7, 25]. Można więc zakładać, że w niedługim 
czasie witryfikacja stanie się metodą zamrażania zarodków bydlęcych.

2. U ZY SK IW A N IE M ONOGEN ETY CZN EG O  PO TO M STW A

Rozwój izolowanych blastomerów ssaków został stwierdzony po raz 
pierwszy u 2-komórkowych zarodków szczura w 1942 r. przez Nicholasa 
i Halla [28]. Następnie badania Seidela z lat pięćdziesiątych wykazały 
zdolność rozwoju pojedynczych blastomerów królika [cyt. za 49]. Pod 
koniec lat pięćdziesiątych badania nad rozwojem pojedynczych blasto­
merów 2-, 4-, i 8-komórkowego zarodka myszy zostały przeprowadzone 
przez Tarkowskiego [47, 48] oraz Tarkowskiego i Wróblewską [49]. 
Z badań tych wynikało, że istnieje możliwość pełnego rozwoju pojedyn­
czych blastomerów, chociaż prawdopodobieństwo normalnego rozwoju 
zmniejszało się wraz z wiekiem zarodka. W pracach opublikowanych 
w ostatnich latach potwierdzone zostały wyniki wcześniejszych badań 
Tarkowskiego, dotyczących zdolności do pełnego rozwoju zarodków m y­
sich 2-, 4- czy 8-blastomerowych, a ponadto stwierdzono również roz­
wój izolowanych blastomerów uzyskanych z zamrożonych zarodków [41].

Podobnie możliwości takie zostały stwierdzone pod koniec lat siedem­
dziesiątych u zwierząt gospodarskich. Badania Willadsena [54] dopro­
wadziły do opracowania metody uzyskiwania monozygotycznych bliź­
niąt u owiec. Blastomery zarodków owczych w stadium od 2 do 8 ko­
mórek izolowano mechanicznie, a następnie umieszczano w zastępczych 
osłonkach przejrzystych, po czym zatapiano w cylindrach agarowych. 
Cylindry z blastomerami umieszczano w podwiązanych jajowodach 
owcy i hodowano aż do osiągnięcia przez zarodek stadium moruli lub
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blastocysty. Wówczas cylindry wypłukiwano z jajowodów, a zarodki 
uwalniano z agaru. Uzyskane zarodki przenoszono ostatecznie do zsyn­
chronizowanych właściwych biorczyń. Chociaż efektywność metody była 
wysoka, to jednak konieczność dwukrotnego przenoszenia powoduje, że 
z praktycznego punktu widzenia jest to metoda zbyt skomplikowana. 
Z tych powodów bardziej interesujące jest dzielenie wykonywane na 
zarodkach w późniejszych stadiach rozwojowych, tzn. stadium moruli 
i blostocysty. Pierwsze udane próby dzielenia zarodków znajdujących 
się w tych stadiach rozwoju, przeprowadzone przez Meinecke-Tillmann 
[26], doprowadziły do uzyskania identycznych bliźniąt u owiec.

W latach osiemdziesiątych wykonano wiele prac nad dzieleniem za­
rodków zwierząt gospodarskich, głównie bydlęcych [1, 30, 31, 52, 55, 
56], ale także owczych [10, 44], kozich [51] i końskich [40]. Bisekcja za­
rodków weszła już do praktyki stacji przenoszenia zarodków w wielu 
krajach. W większości publikowanych prac uzyskane w wyniku po­
działu monozygotyczne połówki przenoszono po ponownym umieszczaniu 
w zastępczych osłonkach przejrzystych. Pierwszy etap metody obej­
muje usuwanie osłonki przejrzystej. Pozbawiony osłonki przejrzystej 
zarodek jest dzielony przy użyciu mikroskalpela lub szklanej igły osa­
dzonej na ramieniu mikromanipulatora. Uzyskane połówki umieszcza 
się następnie w zastępczych osłonkach przejrzystych, a przenoszenie na­
stępuje bezpośrednio po bisekcji lub po krótkotrwałym okresie hodowli 
in vitro. Opisana procedura pozwalała na uzyskiwanie u bydła efek­
tywności przenoszenia pojedynczych połówek zarodków, wahającej się 
od 20 do około 50°/o [1, 31].

W przypadku przenoszenia „nagich” połówek cięcie odbywa się przez 
osłonkę przejrzystą. Wystarczające jest do tego celu tylko jedno ramię 
mikromanipulatora [39], a więc w porównaniu z metodą bisekcji, zakła­
dającą wkładanie uzyskanych połówek do zastępczych osłonek przej­
rzystych, jest sposobem o wiele prostszym. Wyniki przenoszenia po­
łówek zarodków bez osłonek przejrzystych są zachęcające. Z badań Voel- 
kela i wsp. [52] na zarodkach bydlęcych wynika, że uzyskana efektyw­
ność przenoszenia połówek umieszczonych w zastępczych osłonkach 
przejrzystych układa się na tym samym poziomie, jak po przenoszeniu 
połówek „nagich”. W badaniach przeprowadzonych w naszym Zakła­
dzie, przenosząc nagie połówki owcze, uzyskiwaliśmy około 30°/o ciężar­
nych lub wykoconych biorczyń [44 oraz dane niepublikowane] (ryc.).

Wydaje się, że spośród wielu możliwych czynników wpływających 
na uzyskane efekty, niezależnie od metody bisekcji, największą rolę 
odgrywa bardzo dobra jakość zarodków poddawanych dzieleniu. W ba­
daniach Brema i wsp. [3] uzyskano bowiem ponad 50% ciąży po prze-
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noszeniu połówek otrzymanych w wyniku bisekcji zarodków ocenionych 
jako bardzo dobre, około 30°/o po połówkach otrzymanych w wyniku 
bisekcji zarodków ocenionych jako dobre i tylko 6°/o po połówkach 
uzyskanych z zarodków o niedostatecznej jakości. Z innych czynników 
nie związanych bezpośrednio z jakością przenoszonych połówek, a mo­
gących mieć wpływ na osiąganą efektywność przenoszenia, należy w y­
mienić liczbę połówek przenoszonych do jednej biorczyni. Z dotych­
czasowych badań wynika, że po przenoszeniu dwóch połówek odsetek 
ciężarnych biorczyń może być nawet dwukrotnie wyższy w porównaniu 
z wynikami przenoszenia pojedynczych połówek [1, 31], co można tłu ­
maczyć osłabieniem wczesnego sygnału ciążowego, jako wyniku reduk­
cji komórek trofoblastu. Dlatego też rozważa się wzmocnienie wczesne­
go sygnału ciążowego przez wprowadzenie do rogu macicy pęcherza 
trofoblastycznego. Badania Heymana [15] wykazały, że w przypadku 
mrożonych połówek bydlęcych zabieg taki wpływa korzystnie na od­
setek uzyskanych ciąż.

Reasumując, można stwierdzić, że bisekcja morul i blastocyst jest 
istotnym elementem poszerzającym biologiczne podstawy przenoszenia 
zarodków i prawdopodobnie będzie stałą składową w praktycznym sto­
sowaniu przenoszenia zarodków,
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