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Streszczenie. Zjawisko asymetrycznego wybarwiania sie heterochromatyny konsty-
tutywnej niektdrych chromosomoéw cztowieka pochodzacych z komoérek, ktéore wbu-
dowaty 5-bromodezoksyurydyne (BrdU) podczas jednego cyklu podziatowego, ujaw-
nia sie po zabarwieniu metafaz MI technikg FPG (Fluorescence plus Giemsa). Ta
asymetryczna struktura okotocentromerowej heterochromatyny jest konsekwencja
nier6wnomiernego rozktadu tyminy miedzy komplementarnymi tahcuchami sateli-
tarnego DNA w siostrzanych chromatydach chromosomu. Badania asymetrii bocznej
wnoszg nowe informacje na temat molekularnej budowy oraz funkcji heterochro-
matyny konstytutywnej, pozwalaja na wyréznienie wielu jej wariantéw polimor-
ficznych i dostarczajg nowych informacji na temat jej ewolucji.

Summary. Some human chromosomes display the lateral asymmetry staining
patterns of their constitutive heterochromatin. This phenomenon is observed after
the incorporation of 5-bromodeoxyuridine (BrdU) in the first division metaphases
(M) stained with FPG technique. The asymmetrical structure of constitutive hetero-
chromatin is the effect of the difference in thymine content between complementary
strands in satellite DNA in both sister chromatids. A study of lateral asymmetry
may provide new insight into the organization and the function of constitutive
heterochromatin and its new class of structure polymorphisms and evolution.

Pomimo iz termin ,heterochromatyna” zostat uzyty po raz pierwszy
blisko 60. lat temu w celu okreslenia skondensowanej czesci chromatyny
jadrowej, nadal istniejg trudno$ci w precyzyjnym okresleniu roznych
rodzajéw tej chromatyny [16, 42, 63, 65]. W niniejszej pracy terminem
heterochromatyna konstytutywna bedziemy okre§la¢ te chromatyne,
ktéra wybarwia sie pozytywnie metodq pragzkowg C. Heterochromatyna
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ta obejmuje okoto 20% ludzkiego genomu i zlokalizowana jest w okolicy
centromerowej wszystkich chromosoméw [63], z wyjatkiem chromosomu
ptciowego Y, ktéry ma dosy¢ duzy obszar heterochromatyny C-pozy-
tywnej w ramionach dtugich. Stwierdzono ponadto, ze heterochromatyna
konstytutywna jest heterogenna molekularnie i zawiera oprdécz frakcji
satelitarnego DNA o duzym stopniu powtarzalnosci sekwencji nukleoty-
doéw réwniez sekwencje niepowtarzalne [16, 17, 63].

Whbudowanie analogu tyminy — 5-bromodezoksyurydyny (BrdU) do
chromosomowego DNA powoduje w okreSlonych warunkach modyfika-
cje wihasciwosci wybarwiania sie podstawionej chromatydy. W chromo-
somach metafazowych, ktore dokonaty dwoéch podziatéw mitotycznych
w obecnosci BrdU, DNA jednej z chromatyd jest podwdjnie podstawiony
BrdU i cata ta chromatyda barwi sie mniej intensywnie niz druga, pod-
stawiona BrdU tylko w jednej nici DNA. Zjawisko to, nazywane zréz-
nicowanym wybarwieniem chromatyd siostrzanych (Sister chromatid
differentiation — SCD), obserwuje sie w chromosomach po wybarwie-
niu ich fluorochromami, np. Hoechst 33258 [50] lub dzieki potgczeniu
tej techniki z barwieniem roztworem barwnika Giemsy, nazywanym
technikg FPG (Fluorescence plus Giemsa) [67].

Zjawisko asymetrii bocznej (Lateral asymmetry — LA), ktére jest
ograniczone do regionu heterochromatyny konstytutywnej, zostato po raz
pierwszy zaobserwowane w heterochromatynie centromerowej chromo-
soméw myszy. Chromosomy te pochodzity z komérek, ktére dokonaty
tylko jednego cyklu podziatowego in vitro w $rodowisku zawierajgcym
BrdU [54]. W heterochromatynie tej zlokalizowano satelitarny DNA [66],
ktéry wykazuje nieproporcjonalny rozktad tyminy (45 i 22 mol %) mie-
dzy komplementarnymi taficuchami DNA [26]. Ten nier6wnomierny roz-
ktad tyminy wywotuje nieproporcjonalng inkorporacje BrdU w czasie
replikacji DNA, a nastepujace pdzniej wygaszanie fluorescencji fluoro-
chromu przez BrdU lub jasniejsze wybarwienie Giemsg uwidacznia sie
jako regionalne, asymetryczne wybarwienie chromatyd siostrzanych
chromosomu metafazowego. Dlatego tez Lin i wsp. [54] wysuneli hipo-
teze, ze asymetryczne wybarwianie sie regionow centromerowych chro-
mosomoOéw myszy jest konsekwencjg miedzytancuchowej asymetrii w roz-
ktadzie tyminy.

Asymetria boczna heterochromatyny konstytutywnej zostata zaobser-
wowana w chromosomach cztowieka [1, 2, 8, 20, 23, 27, 29, 32, 47, 51,
52, 53, 55, 56], malpy Rhesus [30], skoczka Dipodomys ordii [5],
Drosophila hydei i nasuta [4, 49], a spo$réd pieciu badanych gatunkow
roslin wykryto LA tylko w chromosomach bobu Vicia faba [21, 77].

U czlowieka zjawisko asymetrii bocznej heterochromatyny konsty-
tutywnej obserwowano najczesciej w chromosomach 1, 15, 16 i Y [1, 2,
27, 32, 47, 51, 55], rzadziej w chromosomach 9, 13, 14, 17, 20, 21 i 22
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[1, 8, 27, 55] oraz bardzo rzadko w chromosomach 2, 3, 4, 7 i 19 [8].
Wyréznia sie dwa rodzaje asymetrii bocznej — prostg i ztozong. Asy-
metrie prostg obserwuje sie wtedy, gdy pozytywnie wybarwiajacy sie
region wystepuje tylko w jednej chromatydzie chromosomu metafazo-
wego, natomiast asymetria ztozona wystepuje wtedy, gdy w obu chro-
matydach obserwuje sie na przemian odcinki wybarwiajgce sie pozy-
tywnie i negatywnie technikg FPG (rye. 1). Oba rodzaje LA wykazuja
stabilno$¢ w podziatach komorkowych i dziedziczg sie jako prosta cecha
mendlowska [2],

+ BrdU
TA 3A
Simple LA Compound LA
Type 2 Type 1 Type 2 Type \ Type 3 Type 2

Rye. 1 Schemat wbudowywania sie¢ BrdU do DNA chromosomu Y podczas dwoch

cykli podziatowych i oczekiwane wzory wybarwiania sie tych chromosoméw tech-

nikg FPG [53]: A, B i T — tancuchy DNA bogate odpowiednio w adenine, BrdU

i tyming; MI i M2 — pierwszy i drugi podziat mitotyczny komérki, SCE — wy-

miany chromatyd siostrzanych; simple LA — prosta asymetria boczna; compound

LA — ztozona asymetria boczna; Type 1, 2, 3 — rodzaje wybarwiania sie chro-
mosomu Y
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ASYMETRIA BOCZNA CHROMOSOMOW AUTOSOMALNYCH

Sposrdd chromosoméw autosomalnych czlowieka asymetrie boczng
obserwuje sie prawie zawsze w chromosomach 1 i 16. Zjawisko to stwier-
dzano $rednio w 87% chromosomow 16, 65% chromosoméw 1 oraz tylko
w mniej niz 5% chromosoméw 9 badanych osobnikéw [27]. Stosujac
rozne techniki barwienia, w chromosomach 2, 3, 4, 7, 13, 14, 15, 16, 17,
19, 20, 21 i 22 obserwowano tylko prostg posta¢ LA [1, 8, 27]. W hetero-
chromatynowym prazku ql2-ql4 chromosomu 6 obserwowano tylko zto-
zong LA [23], natomiast w heterochromatynie chromosoméw 1 i 9 obser-
wowano zaréwno prosta, jak i ztozong posta¢ LA [1, 2, 8, 20, 27, 29, 32,
56, 58].

W chromosomie 1 cze$ciej obserwuje sie ztozong posta¢ LA. Badania
nad populacjg 44 osobnikéw wykazaly, ze wystepuje ona w okoto 80%
tych chromosomdéw, natomiast asymetria prosta w 20% [2, 29, 56]. W zto-
zonej asymetrii bocznej tego chromosomu uwidaczniaja sie najczesciej
dwa [1, 2, 27, 32, 56], wyjagtkowo trzy odcinki asymetrii [8]. Angell
i Jacobs [2] w badaniach nad czestoscig wystepowania i sposobami dzie-
dziczenia LA chromosomu 1 opracowaly nowy sposob jej klasyfikacji.
Biorgc pod uwage indywidualng wielko$¢ prazka C (bardzo maty, maly,
$redni, duzy i bardzo duzy), wyrdznity 5 wariantow prostej LA — od
IS do 5S. Typy asymetrii ztozonej oceniaty okre$lajac oprécz wielkosci
prazka C takze lokalizacje ciemno wybarwiajgcego sie materiatu w chro-
matydach (ryc. 2).

Ztozona asymetria boczna w chromosomie z duzym blokiem hetero-

Ryc. 2. Chromosomy nr 1 cztowieka wykazujgce r6znego rodzaju asymetrie boczne
heterochromatyny konstytutywnej [2]
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chromatyny moze sie uwidoczni¢ jako wariant np. 4 (8,2) — gdy wiek-
sza porcja ciemno wybarwionego materiatu wystepuje proksymalnie
w jednej chromatydzie, a mniejsza dystalnie w drugiej, lub jako wa-
riant 4 (2,8) — przy odwrotnym uktadzie asymetrii. Taki sposéb klasy-
fikacji pozwala na teoretyczne wyrdznienie 45 wariantéw ztozonej LA
chromosomu 1. W cytogenetycznych badaniach przeprowadzonych nad
populacjag 51 osobnikdéw zaobserwowano wystepowanie 4 wariantéw pro-
stej LA i sposrod teoretycznie mozliwych 36 wariantéw — 21 wariantéw
ztozonej LA chromosomu 1 [2].

ASYMETRIA BOCZNA CHROMOSOMU Y

Asymetrie boczng regionu q 12 chromosomu Y po raz pierwszy zaobser-
wowali Latt i wsp. [51], ktorzy zauwazyli spadek intensywnosci fluo-
rescencji barwnika Hoechst 33258 w jednej z chromatyd siostrzanych
tego chromosomu w komdrkach, ktére dokonaly jednego podziatu w obec-
nosci BrdU. Asymetrie prostag tego regionu opisali takze inni autorzy,
stosujac inne fluorochromy [55] badzZ tez technike FPG [1, 27, 32, 52, 53J.
Zaobserwowano ponadto drugi rodzaj asymetrii prostej zlokalizowanej
na granicy regionéw qll/ql2 chromosomu Y [32, 52, 53]. Autorzy ci
uwazajg, ze przyczyng tego zjawiska jest nierownomierny rozklad ty-
miny w satelitarnym DNA, znajdujagcym sie w obu regionach bocznej
asymetrii chromosomu.

Rycina 1 przedstawia schemat wbudowywania sie BrdU do DNA
chromosomu Y, przy czym hipotetycznie zalozono, ze cechg tego DNA
jest nierdwnomierna zawarto$¢ tyminy w komplementarnych tancuchach
oraz przedstawiono przewidywane wzory wybarwiania si¢ tego chromo-
somu w metafazach komérek, ktore podzielity sie jeden raz (MI) lub
dwa razy (M2) w obecnos$ci BrdU.

Metafazy MI. Podczas pierwszej fazy S komplementarny tan-
cuch powstajacy na matrycy fahncucha bogatego w adenine przylaczy
wiecej BrdU anizeli tancuch powstajagcy na matrycy tancucha bogatego
w tymine. Réznica w zawartosci BrdU miedzy dwoma nowo powstatymi
tancuchami DNA bedzie taka sama, jak rdéznica w zawarto$ci tyminy
miedzy komplementarnymi tancuchami wyjsciowej czasteczki DNA. Je-
zeli roznica ta bedzie dostatecznie duza, aby spowodowaé réznice w po-
winowactwie do barwnika w trakcie barwienia technikg FPG, to nalezy
oczekiwaé, ze uzyska sie asymetrie boczng w wybarwianiu sie tego
regionu.

Uzyskane dane eksperymentalne potwierdzajg przedstawione zatoze-
nia teoretyczne (ryc. 3). W wiekszosci chromosoméw Y stwierdza sie
wystepowanie dwdéch odmiennie barwigcych sie regionéw prostej asy-
metrii bocznej (ryc. 3a). Asymetria pierwsza — Y-1LA obejmuje dystalng
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cze$¢ ramion diugich chromosomu (ql2). W regionie tym jedna chro-
matyda pod wzgledem intensywnosci wybarwienia jest podobna do re-
giondw euchromatynowych, a druga jest stabo wybarwiona i niekiedy
wprost niedostrzegalna. Asymetria druga — Y-2LA jest potozona w $rod-
kowej czeSci ramion dtugich i sagsiaduje bezposrednio z Y-1LA. Region

Ryc. 3. Wzory wybarwiania sie chromosomu Y cztowieka w metafazach komoérek,
ktére podzielity sie jeden raz (MI) (a — c¢) lub dwa razy (M2) w obecnosci BrdU
(d) [53]. a — strzatki duze wskazuja asymetrie boczng Y-1LA, mate — asymetrie
boczng Y-2LA. Chromosomy barwiono technikg FPG. b — chromosomy Y wy-
barwione technikg Q i nastepnie FPG. Strzatki wskazuja asymetrie boczng Y-2LA,
ktora jest zlokalizowana na granicy prazkéw qll/ql2. ¢ — poréwnanie normalnego
chromosomu Y z niefluoryzujacym chromosomem Y (nfY). Strzatki wskazujg na
obecno$¢ tylko jednego rodzaju asymetrii — Y-2LA. d — wzory wybarwiania sie
chromosomu Y (Type 1-3) w metafazach M2. Schemat wzoréw wybarwiania znaj-
duje sie na ryc. 1
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ten jest o wiele mniejszy od poprzedniego i wystepuje w postaci ciemnej
kropki w jednej z chromatyd w $rodku ramienia dtugiego, natomiast
druga chromatyda ma intensywno$¢ wybarwienia zblizong do euchro-
matyny.

Doktadng lokalizacje obu regionéw LA w stosunku do prazkéow QF
w chromosomie Y umozliwia badanie, w ktérym chromosom ten barwi
sie fluorochromem C-15, fotografuje w mikroskopie fluorescencyjnym,
odbarwia w alkoholu, a nastepnie barwi sie metodg FPG i ponownie
fotografuje [52]. Poréwnawcza analiza prazkow QF i wzoréw LA przed-
stawiona jest na rycinie 3b. Asymetria boczna Y-1LA ograniczona jest
do regionu ql2, natomiast Y-2LA jest zlokalizowana na granicy praz-
kéw qll/ql2, czeSciowo zachodzac na stabo fluoryzujgca czes¢ euchro-
matynowg chromosomu. Biorgc pod uwage najnowsze wzory prazkowe
chromosomu Y, region Y-2LA znajduje sie w prazku Yqll23. Obecnos¢
dwdch rodzajow asymetrii bocznej w chromosomie Y potwierdzity ba-
dania nad replikacja tego chromosomu [11, 43, 44, 72].

Niefluoryzujagce chromosomy Y (nfY) wykazujg tylko jeden rodzaj
asymetrii bocznej ktéry pod wzgledem sposobu wybarwiania odpowiada
Y-2LA [52], Rycina 3c przedstawia chromosomy nfY po wybarwieniu
technikg FPG.

Metafazy M2. Po drugiej fazie S komoérki w obecnosci BrdU
w potowie chromosomow Y kazda z chromatyd siostrzanych bedzie za-
wierata tancuch bogaty w BrdU (rye. 1). Lahcuchy komplementarne beda
zawieraty duzo adeniny, przy czym w jednej z chromatyd tafncuch bo-
gaty w adenine nie bedzie zawierat BrdU (fancuch ,stary”). Zalozenie,
ze obecno$¢ jednego tancucha bogatego w BrdU wystarczy do spowo-
dowania jasnego wybarwienia sie chromatydy sprawia, ze obie chro-
matydy powinny wybarwi¢ sie jasno (izolabelling — typ 2, ryc. 3d).
W pozostatych chromosomach jedna chromatyda bedzie zawierala DNA
sktadajacy sie ze starego tancucha, bogatego w tymine, i komplemen-
tarnego tancucha bogatego w adenine oraz zawierajgcego BrdU. Ponie-
waz tancuch ten bedzie zawierat bardzo mato BrdU, nalezy wiec ocze-
kiwaé, ze rozpatrywana chromatyda wybarwi sie najciemniej w catym
kariotypie. Druga chromatyda bedzie zawierata DNA skiadajacy sie
z tancucha bogatego w BrdU i tancucha bogatego w adenine, nie zawie-
rajacego BrdU. Spowoduje to jasne wybarwienie sie tej chromatydy
i chromosom wykaze zroznicowane wybarwienie chromatyd siostrza-
nych — SCD (typ 1 — ryc. 3d).

Analiza kilkuset chromosoméw Y wykazata, ze w metafazach M2 wy-
stepuja trzy typy wybarwiania sie chromosomoéw Y [31, 32, 53]. Typ 1 —
region ql2 wykazuje typowe SCD, w ktérego obrebie rzadko zachodzi
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wymiana chromatyd siostrzanych (ryc. 3d). Typ 2 — SCD pojawia sie
w obrebie ramion krotkich oraz w proksymalnej czeSci ramion dtugich.
Dystalna cze$¢ ramion dtugich jest wybarwiona jasno, nie wykazujac
SCD i tworzy izolabelling (IL). Typ 3 — SCD pojawia sie w obrebie ra-
mion Kkrétkich i w proksymalnej czesci ramion dtugich, podobnie jak
w chromosomach typu 2, ale wystepuje takze w dystalnej czesci ramion
dtugich. Oba regiony SCD sg oddzielone fragmentem IL, w ktérym obie
chromatydy sg jasno wybarwione. Wielkos¢ fragmentu IL jest bardzo
rézna, a ciemno wybarwione fragmenty chromatyd w proksymalnym
i dystalnym regionie SCD znajdujg sie w stosunku do siebie w pozycji
cis lub trans.

W przedstawionych modelach heterochromatyny Y (ryc. 1) wymiany
chromatyd siostrzanych (SCE) moga zachodzi¢ zaréwno podczas pierw-
szego, jak i drugiego cyklu podziatlowego w obecnosci BrdU w $rodo-
wisku. Wymiana chromatyd, ktdra zaszta w czasie pierwszego podziatu,
jest juz zauwazalna w metafazie MI, natomiast wymiany zachodzace
w regionach euchromatynowych o réwnomiernym rozkiadzie tyminy nie
sg wykrywalne w MI. Jezeli SCE zajdzie podczas pierwszego podziatu,
to po drugim podziale komérki powinno sie obserwowa¢ dwa rodzaje
chromosoméw Y — z interstycjalnym IL oraz ze skr6conym IL w ra-
mionach diugich. Opisane typy 2 i 3 wybarwiania sie chromosomow Y
sg zgodne z tymi zatozeniami. Je$li natomiast SCE zajdzie podczas dru-
giego podziatu komoérki, to powinny pojawia¢ sie chromosomy typu 2
i typu 1z SCE w dystalnej czeSci ramion diugich (ryc. 1) i efekt ten
zostat takze zaobserwowany [31, 32]. Tak wiec fakt wystgpienia réznych
typow wybarwiania sie chromosomu Y w metafazach M2 mozna ttluma-
czy¢ zjawiskiem nierébwnomiernego rozktadu tyminy w komplementar-
nych tancuchach DNA tego chromosomu.

Nalezy zwr6cié uwage, ze obecno$é IL moze prowadzi¢ do biedow
w ocenie liczby SCE w tym regionie chromosomu Y. Ocena SCE w obsza-
rze prazka gl2 nie jest mozliwa i nalezy sadzié, ze brak obserwacji
w tym chromosomie nie wynika z faktu, ze jest on relatywnie mniejszy
od pozostatych chromosoméw, ale z faktu wystepowania IL w jego hete-
rochromatynie w metafazach M2.

SATELITARNY DNA A ASYMETRIA BOCZNA HETEROCHROMATYNY
KONSTYTUTYWNEJ

Uwidocznienie asymetrii bocznej w chromosomach eukariotycznych
jest wywotane sztucznie asymetriag wybarwienia, ktéra odzwierciedla
réznice w zawartosci tyminy miedzy komplementarnymi tancuchami
DNA, a tym samym r6znice we wbudowywaniu sie BrdU do okreslo-
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nych regionéw chromosoméw (w nastepstwie postepowania eksperymen-
talnego). Najbardziej prawdopodobnym wyjasnieniem zjawiska LA hete-
rochromatyny konstytutywnej jest lokalizacja w tych regionach réznych
frakcji satelitarnego DNA. Frakcje te powinny wykazywaé nieréwno-
mierny rozkiad tyminy miedzy komplementarnymi tancuchami. Utrzy-
mywanie sie duzych, miedzytancuchowych réznic w zawartosci tyminy
moze tatwo zachodzi¢, gdy DNA sktada sie z krotkich, powtarzalnych
sekwencji nukleotydéw. Jezeli odcinki takiego DNA skladajg sie gtéwnie
z par A-T, to jeden z taricuchéw moze mie¢ szczeg6lnie wysoka zawar-
tos¢ tyminy [51].

Roznice w rozktadzie tyminy i adeniny wykryto w satelitarnym DNA
myszy [26], skoczka (Dipodomys ordii) [38] oraz w dwoch sposréd czte-
rech satelitarnych frakcji DNA cziowieka [25, 33], Stwierdzono, ze roz-
nice w zawartosci tyminy miedzy komplementarnymi tafcuchami sateli-
tarnego DNA czlowieka wynoszag 10% w satelitarnym DNA | i okoto
4% w satelitarnym DNA Il [25, 33]. Trudna jest do okre$lenia zalezno$¢
miedzy wielko$cig roznicy w zawartosci tyminy miedzy komplementar-
nymi tancuchami DNA w chromosomie a wystgpieniem wzoru wybar-
wiania sie LA metodg FPG. Poniewaz satelitarny DNA |l czlowieka,
w ktorym réznice te wynosza tylko 4%, jest jedyng frakcjg zlokalizo-
wang w heterochromatynie konstytutywnej chromosomu 16 [25, 27, 33],
a region ten wykazuje z duzg czestoScig zjawisko LA [1, 2, 8, 25, 32],
mozna wiec przypuszczaé, ze juz niewielka réznica w rozktadzie tyminy
wystarczy do ujawnienia sie LA w chromosomie. Jednakze obserwacje
LA w regionach chromosomowych, gdzie nie zlokalizowano zadnej frak-
cji satelitarnego DNA [33] — w chromosomach 3 i 4 [8] oraz 6 [23],
a takze w chromosomie Y u Drosophila hydei [4], sugeruje, ze $rednio
powtarzalny DNA moze takze tworzy¢ cytologicznie dostrzegalng asy-
metrie boczng [4, 16]. W chromosomach bobu wszystkie LA zlokalizo-
wano w heterochromatynie interkalarnej [21, 77]. Bostock i Chriestie [5]
sadzg ponadto, ze niezaleznie od nierownomiernego rozkiadu tyminy
w chromosomowym DNA, w procesie asymetrycznego wybarwiania sig
chromatyd siostrzanych peinig role takze inne czynniki, gdyz stwierdzili,
ze pomimo obecnosci takiego samego DNA w rdznych chromosomach
skoczka (Dipodomys ordii), tylko niektore z nich ujawnity LA. Mozna
przypuszczaé, ze izolowany DNA globalnie wykazuje asymetrie, ale roz-
mieszczenie jego w kariotypie danego organizmu, z ktérego go wyizolo-
wano, moze by¢ réznorodne. Krétkie odcinki tego DNA mogg by¢ tak
rozproszone, ze odpowiednie regiony chromosomoéw mogg by¢ zbyt mate,
aby wykazac ich obecnos$¢ technikg FPG. Ponadto stan kondensacji hete-
rochromatyny moze mie¢ takze wplyw na stopien uwidaczniania sie
LA [721.
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Zastosowanie hybrydyzacji in situ 3H — cRNA, transkrybowanych
na czterech frakcjach satelitarnego DNA czilowieka, ujawnito rozkiad
tych frakcji w obrebie kariotypu cztowieka. Wszystkie te frakcje zloka-
lizowano w duzych iloSciach w chromosomie 9 oraz w chromosomie Y [33].
Ponadto frakcje te wystepuja, ale w mniejszych ilosciach, w regionach
przycentromerowych chromosoméw 15, 21 i 22 [33]. Centromerowe re-
giony chromosoméw 1, 5 7, 13, 14, 16, 17 i 20 byty miejscami, gdzie
stale hybrydyzowata co najmniej jedna frakcja satelitarnego DNA [33],
Najwieksza korelacje stwierdzono miedzy wystgpieniem zjawiska LA
heterochromatyny konstytutywnej a obecnoscia w niej satelitarnego
DNA I, co szczegélnie wyrazne jest w chromosomie 16, gdzie wystepuje
wytgcznie frakcja Il satelitarnego DNA i z wysokag czesto$cig obserwuje
sie zjawisko LA [27, 33].

Poniewaz spos6b wybarwiania sie metoda FPG powinien przede
wszystkim odzwierciedlaé r6znice we wbudowywaniu sie BrdU do chro-
mosomowego DNA, mozna wiec sgdzi¢, ze przyczyng réznego barwienia
sie dwéch opisanych juz tu regionéw LA w chromosomie Y sg rozne
wiasciwosci DNA zlokalizowanego w tych regionach. Na odmiennos$¢ obu
tych frakcji DNA wskazujg réwnoczesne obserwacje LA chromosomu Y
oraz LA w innych chromosomach tej samej ptytki metafazowej. W meta-
fazach M1 region asymetrii Y-2LA oraz heterochromatyna konstytutywna
chromosomoéw 1, 9, 15 i 16 sg bardzo podobne pod wzgledem wybarwia-
nia sie metodg FPG, natomiast Y-1LA, obejmujgcy obszar prazka ql2,
wybarwia sie inaczej [32, 52, 53]. W metafazach M2 izolabelling wykryto
tylko w Y-1LA, natomiast w Y-2LA oraz w chromosomach 1, 9, 15 i 16
nie wykryto tego zjawiska [31].

Dalszych dowodéw na heterogenno$s¢ DNA heterochromatyny kon-
stytutywnej niektérych chromosomoéw autosomalnych oraz chromoso-
mu Y dostarczyty zlozone barwienia chromosomdéw z zastosowaniem
AT-specyficznych oligopeptydowych antybiotykéw (Distamycyny A —
DA) oraz AT-specyficznych fluorochromow, jak np. DAPI — DA/DAPI
bands [75, 76, 80]. Okazato sie mianowicie, ze chromosomy 1, 9, 15, 16
oraz Y (region Y-2LA), tj. te, ktére wybarwiajg sie podobnie w tech-
nice FPG, intensywnie fluoryzujg po zabarwieniu technikg DA/DAPI.
Fakt ten potwierdza wczes$niejsze obserwacje, ze w tych silnie fluoryzu-
jacych regionach wystepuje satelitarny DNA bogaty w pary AT.

Na obecnos$¢ wielu réznych frakcji satelitarnego DNA w heterochro-
matynie konstytutywnej chromosoméw 1, 9 i 16 wskazujg wyniki badan,
w ktérych poréwnywano obraz cytologiczny tych samych chromosomoéw
wybarwianych kolejno réznymi technikami [9, 10, 20, 34, 58, 74, 8Q].
Okazato sie mianowicie, ze jednolicie wybarwiajgce sie w technice praz-
kéw C regiony heterochromatynowe tych chromosoméw wykazywaty
po zastosowaniu innych technik bardziej ztozong strukture.
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Interesujagcy byt efekt wybarwienia sie chromosomu Y technika
DA/DAPI [75, 80]. Otéz wybarwiajgca sie dotychczas stosowanymi tech-
nikami w postaci jednolitego bloku heterochromatyna tego chromosomu
ujawnita dwa odrebne prazki o silnej fluorescencji, zlokalizowane w pro-
ksymalnej i dystalnej czeSci ramion diugich. Fakt ten wskazuje na obec-
no$¢ w tym regionie, podobnie jak w chromosomach 1, 9 i 16, r6znych
klas satelitarnego DNA, a region proksymalny tej heterochromatyny
(DA/DAPI-pozytywny i Echinomycin/DAPI-negatywny) uznano za miej-
sce lokalizacji ,,male specific DNA” [6]. Analiza DNA mezczyzn z za-
stosowaniem enzymow restrykcyjnych wykazata, ze ten specyficzny DNA
tworzg dwie frakcje satelitarnego DNA Ill, jedna o 3 kb i druga 2,1 kb
[6, 73]. Obie te frakcje tworzag polimorficzny blok heterochromatyny
ramion diugich chromosomu Y. Niestety, brak jest danych o rozktadzie
tyminy w komplementarnych tafcuchach tych frakcji. Fakt wystepo-
wania w tym regionie LA sugeruje, ze DNA tego regionu powinien wy-
kazywac niesymetryczny rozkiad tyminy. Region ten wybarwia sie row-
niez, aczkolwiek mniej specyficznie niz technikg FPG, technikg Giemsa-11,
ktdorag uwaza sie za specyficzng dla satelitarnego DNA IIl [20, 28, 58].

Dodanie AT-specyficznego antybiotyku distamycyny A lub DAPI do
hodowli komérkowej powoduje, ze w uzyskanych z tych hodowli chro-
mosomach regiony bogate w satelitarny DNA ulegajg despiralizacji. Do-
tyczy to najczesciej chromosomu Y oraz przewezehA wtdérnych chromo-
somoéw 1, 9 i 16 [68, 71]. Chromosom Y bardzo czesto despiralizowat
tylko w proksymalnej czeSci heterochromatynowego prazka ql2, rozni-
cujagc go na dwa regiony. Jest to kolejne potwierdzenie wielu dowoddw
przedstawionych juz tu na to, ze satelitarny DNA chromosomu Y jest
ztozony z roznych frakcji satelitarnego DNA, ktére mogg by¢ uwidacz-
niane cytologicznie.

Wykryte asymetrie boczne heterochromatyny konstytutywnej chro-
mosoméw 1, 9, 16 i Y czlowieka stanowione sg niewatpliwie przez rézne
frakcje satelitarnego DNA, szczeg6lnie Il i Ill. Charakter wybarwiania
sie tych regionow technikg FPG sugeruje, ze DNA tych regionéw ma
nieproporcjonalny rozktad tyminy w komplementarnych tancuchach
chromatyd siostrzanych tych chromosomadw.

BIALKA CHROMOSOMOWE A ASYMETRIA BOCZNA HETEROCHROMATYNY
KONSTYTUTYWNEJ

Uwidocznienie niesymetrycznie wybarwiajgcych sie regionéw w he-
terochromatynie konstytutywnej zaleze¢ moze nie tylko od sktadu i roz-
mieszczenia nukleotydow we frakcjach satelitarnego DNA, ale rdwniez
od biatek znajdujacych sie w tych regionach. Juz sama obecno$¢ sateli-
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tarnego DNA moze spowodowac jego specyficzne oddziatywanie z biat-
kami histonowymi [15]. Analiza sktadu chromatyny wykazuje, ze w po-
rownaniu z euchromatyng, w heterochromatynowej frakcji chromatyny
biatka niehistonowe wystepujag w wiekszej masie lub sg dla niej swoiste
[19]. Zjawisko to znalazto potwierdzenie w specyficznie wybarwionych
chromosomach myszy, w ktérych heterochromatynie centromerowej wy-
kryto swoiste biatka kwasne [60]. Powyzsze wyniki wskazujg zatem, ze
regiony heterochromatynowe chromosomow wyrdzniajg sie od pozosta-
tych nie tylko sktadem DNA ale i sktadem wigzacych sie z nimi biatek.

Zaburzenia w oddziatywaniach DNA-biatka histonowe Ilub kwasne
moga by¢ wywotywane wbudowywaniem sie BrdU do chromosomowego
DNA [57, 61]. Analiza in vitro i in situ. komplekséw histonéw z DNA
podstawionym i niepodstawionym BrdU wykazuje, ze histony wigzg sie
silniej z DNA zawierajagcym BrdU [57, 61]. Stwierdzono ponadto, ze
w bakteryjnym DNA, podstawionym BrdU pod wptywem promieniowania
UV, powstaje wiecej wigzan krzyzowych DNA-biatko niz w DNA bez
wbudowanego BrdU [82]. Lin i wsp. [57] uwazaja, ze wywotane przez
BrdU zaburzenia w oddziatywaniach histonébw z DNA zmieniajg stan
kondensacji chromatyny, co wptywa na wiasciwosci wybarw.iania sie
chromosomoéw metafazowych.

Przedmiotem barwienia technika FPG jest chromosom metafazowy,
ktdrego wiekszo$¢é biatek histonowych zostaje usunieta w czasie jego
utrwalania w mieszaninie kwasu octowego i metanolu [16, 42]. Ponadto
chromosom taki majgc w wiekszosci zdenaturowany DNA z wbudowa-
nymi czasteczkami BrdU i barwnika Hoechst 33258 jest poddawany
w tej technice naswietlaniu promieniowaniem UV i inkubacji w tempe-
raturze 60°C w SSC [31, 35, 53, 67]. Wszyscy autorzy zajmujacy sie ba-
daniami nad mechanizmem wybarwiania sie chromosoméw technikg FPG
sg zgodni, ze polega on na intensywnej fotolizie podstawionego BrdU
DNA w obecnosci fotouczulajagcych zwigzkow (barwnik Hoechsta) oraz
na pozniejszej ekstrakcji tego DNA z chromatydy podczas inkubacji
w gorgcym roztworze soli. Wyhidérczos¢ tej ekstrakcji zalezy oczywiscie
od sity oddziatywan miedzy chromosomowymi biatkami a podstawionym
BrdU DNA. W przypadku stosowania metod uzyskiwania SCD, w kt6-
rych nie stosowano naswietlania promieniowaniem UV, a wiec bez etapu
fotolizy DNA, decydujgcym mechanizmem jest zr6znicowana ekstrakcja
DNA i biatek gtdwnie z chromatyd zawierajacych BrdU [84], Jak wazne
znaczenie dla uwidaczniania LA ma procedura barwienia Swiadczy pra-
ca, w ktdrej zaobserwowano LA w wielu chromosomach z wyjatkiem
chromosomu Y [8]. Metoda barwienia zastosowana w tej pracy nie za-
wierata etapu naswietlania promieniowaniem UV, stosowanego przez in-
nych badaczy opisujacych LA tego chromosomu [27, 30, 32, 53].
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Poniewaz w utrwalonym chromosomie nie ma wielu biatek histono-
wych, nalezy wiec sgdzi¢, ze znaczny wptyw na ujawnianie sie LA moga
mie¢ biatka kwasne. Stwierdzono, ze sole srebra reagujg znacznie silniej
z chromosomowymi biatkami kwasnymi niz z biatkami histonowymi lub
kwasami nukleinowymi [40, 79]. Stosujagc barwienie solami srebra Howell
i Denton [40] zauwazyli, ze najbardziej charakterystyczng cechg tego
barwienia jest brak wigzania sie srebra w przewezeniach wtornych chro-
mosomow 1, 9 i 16 oraz w dystalnej czesci ramion dtugich chromosomu Y,
a wiec w regionach heterochromatynowych. Te rdznice wybarwiania sie,
w poréwnaniu z pozostatymi chromosomami, moga odzwierciedla¢ za-
rédwno ilosciowe, jak i jakoSciowe roznice sktadu biatek kwasnych tych
regiondw. Wskazuje to rdwnocze$nie na molekularne podobienstwo chro-
mosomoéw 1, 9, 16 i Y. Wykazano jednak, ze traktowanie chromosoméw
goragcymi piynami hipotonicznymi i nastepnie barwienie Giemsg ujaw-
nia réznice w wybarwianiu sie wymienionych regionéw [45]. Przypuszcza
sie, ze biatka kwasne, odpowiedzialne za efekt barwienia, sg usuwane
w czasie barwienia lub zmieniajg swojg strukture tracgc powinowactwo
do soli srebrowych [40]. Wiadomo, ze np. satelitarny DNA chromoso-
mu Y denaturuje najszybciej sposrod wszystkich chromosoméw czto-
wieka [14] i fakt ten moze powodowaé utrate powinowactwa otaczajg-
cych go biatek do soli srebrowych. Nowych informacji o biatkach, wy-
stepujacych w chromosomie Y cztowieka, dostarczyt Goyanes [36], ktdry
zastosowat dwustopniowg procedure barwienia tego chromosomu srebrem.
Zaobserwowat on w nim dwa prazki ,srebrowe”: jeden zlokalizowany
blisko centromeru oraz drugi na granicy eu- i heterochromatyny
(qll/gql12), doktadnie w tym samym miejscu, gdzie opisano wystepowa-
nie LA typu Y-2LA [52]. Technikg srebrowa nie wybarwiat sie region
drugiej LA (Y-1LA), co Swiadczy o rdéznicach w sktadzie biatek obu
regiondéw.

Na podstawie omowionych faktow nalezy sadzi¢, ze podiozem mo-
lekularnego zjawiska asymetrii bocznej heterochromatyny konstytutyw-
nej obserwowanego w chromosomach metafazalnych jest:

(@) obecnos¢ odmiennych frakcji satelitarnego DNA o nierdwnomier-
nym rozkladzie tyminy miedzy komplementarnymi taricuchami w sio-
strzanych chromatydach chromosomu;

(b) niesymetryczne wbudowywanie sie BrdU do chromosomowego
DNA, prowadzgce do zaburzen w oddziatywaniach biatlek z podstawio-
nym BrdU DNA w siostrzanych chromatydach;

(c) dziatanie czynnikéw fizykochemicznych, stosowanych w techni-
ce FPG, prowadzgce do fotolizy okreSlonych rejonow DNA i nastepnie
preferencyjnej ekstrakcji czesci DNA z chromatydy, w ktérej DNA za-
wiera BrdU w obu niciach, co powoduje po wybarwieniu roztworem
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barwnika Giemsy ujawnienie sie asymetrycznej struktury heterochro-
matyny konstytutywnej.

ZNACZENIE ASYMETRII BOCZNEJ HETEROCHROMATYNY
KONSTYTUTYWNEJ CHROMOSOMOW CZELOWIEKA

Cytologiczne uwidocznienie zjawiska asymetrii bocznej heterochro-
matyny konstytutywnej w chromosomach cztowieka ma znaczenie nie
tylko w poznawaniu molekularnego zrdéznicowania tych chromosomow,
ale réwniez wnosi nowe informacje dotyczace roli tych obszarow w funk-
cji chromosomow oraz ich ewolucyjnego pochodzenia.

Znajomos$¢ wystepowania dwoch LA chromosomu Y znalazta prak-
tyczne zastosowanie w cytogenetyce klinicznej. £aczne uzycie kilku tech-
nik barwienia pozwala na precyzyjniejsza lokalizacje miejsc peknie¢ te-
go chromosomu. Badania niefluoryzujagcych chromosoméw Y (nfY), prze-
prowadzone technika FPG, wykazuja, ze majg one jedynie jeden typ
asymetrii — asymetrie Y-2LA (ryc. 3). Sugeruje to utrate regionu Yql2
z asymetrig typu Y-1LA [32, 44, 52, 53]. Na og6t przyjmuje sie, ze pier-
wotnym mechanizmem prowadzacym do powstania u cztowieka nfY jest
pekniecie chromosomu, zachodzace miedzy silnie fluoryzujgcg czescig
heterochromatynowa ramion dtugich, a stabo fluoryzujgcg euchromaty-
nowg tych ramion, albo w obrebie gl2 [59]. Badania 15 przypadkdow
nfY [44] wykazujg jednoznacznie, ze w 13 spos$rdd nich doszto do peknie-
cia miedzy Y-1LA i Y-2LA. Utrata dystalnej czesci ql2 chromosomu Y
jest w mniejszym lub wiekszym stopniu ograniczeniem wybarwiajgcego
sie regionu Y-2LA. Szczeg6lna wrazliwo$¢ na pekniecie tego regionu jest
bardzo wazna, gdyz zlokalizowano w nim geny kontrolujgce spermato-
geneze [85] i wszelkie uszkodzenia tego miejsca moga mie¢ implikacje
kliniczne. Stwierdzono ponadto, ze jezeli pekniecie nastagpi powyzej obu
typéw asymetrii, to u osobnikéw tych wystgpi mozaicyzm komorkowy
mos 46,XY /45X [44]. Tak wiec utrata satelitarnych frakcji DNA pro-
wadzi do destabilizacji mitotycznej tego chromosomu. Przypuszcza sie
zatem, iz obecno$¢ powtarzalnych sekwencji DNA w chromosomie Y
odgrywa ochronng role w zapobieganiu formowania sie aberracji tego
chromosomu [44].

Znajomos$¢ zjawiska LA rozszerza takze informacje o polimorfizmie
heterochromatyny konstytutywnej niektorych chromosoméw i znajduje
zastosowanie w badaniach populacyjnych i medycynie sadowej [2, 22, 69].

Najczesciej obserwowanym w populacjach ludzkich polimorfizmem
heterochromatyny konstytutywnej jest powiekszenie tego regionu w po-
staci Igh+, 9gh+ i 16qgh+. Rzadziej spotykanym wariantem polimor-
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ficznym jest cze$ciowa badz catlkowita inwersja heterochromatyny chro-
mosoméw 1 i 9 oraz warianty zwigzane z utratg tego obszaru w postaci
Yg-, 99- i lq- [22, 24, 41, 48, 69]. Czestos¢ wystepowania wariantow
chromosomowych na 1000 zywych urodzeA wynosita 132 w ZSRR,
150 w Danii, 15,6 w Kanadzie, 21,3 w Szkocji, 73,4 w USA oraz 106,0
w lzraelu (cyt. [22]).

W badaniach populacyjnych przeprowadzonych u 6250 o0s6b przez
Hsu i wsp. [41] wykazano istnienie duzych rdoznic w czestosci wystepo-
wania niektérych wariantéw polimorficznych miedzy czterema grupami
etnicznymi ludnosci Nowego Jorku (biali Europejczycy, amerykanscy
Murzyni, ludno$¢ pochodzenia hiszpanskiego, Azjaci pochodzenia orien-
talnego, Indianie). Czesto$é wystepowania pericentrycznej inwersji chro-
mosomu 9 jest najwyzsza w populacji Murzynéw amerykanskich
(3,57°/0), nizsza wsréd ludnosci pochodzenia hiszpanskiego i relatywnie
najnizsza w populacji biatych Europejczykéw i Azjatow (odpowiednio
2,42, 0,73 i 0,26%), natomiast chromosom Y wykazywal najwyzszg
zmienno$¢ w populacji Azjatdw (3,37%) i ludnosci pochodzenia hiszpan-
skiego (1,82%) w pordwnaniu z dwoma pozostatymi grupami. Nie udo-
wodniono do tej pory wpitywu wariantéw polimorficznych heterochro-
matyny konstytutywnej na fenotyp [22, 41, 69].

Do oceny polimorfizmu heterochromatyny konstytutywnej chromoso-
méw 1, 9 i 16 stosuje sie najczesciej metode prazkéw C. Jednak subiek-
tywizm w ocenie wielko$ci tego regionu powoduje powstawanie ogra-
niczen przy poréwnywaniu wynikow uzyskanych z zastosowaniem tej
metody. Catkowicie nowe mozliwosci oceny polimorfizmu heterochro-
matyny tych chromosoméw stwarza analiza zjawiska asymetrii bocznej.

Probe zastosowania analizy tego zjawiska do oceny rodzinnego dzie-
dziczenia wariantéw polimorficznych chromosomu 1 podejmujg Angell
i Jacobs [2], Ocena jedynie wielkosci pragzka C tego chromosomu pozwo-
lita na stwierdzenie heterozygotycznos$ci tylko u 4 sposréd 44 badanych
osobnikow. Liczba wykrytych heterozygot wzrosta do 20 po uzyciu tech-
niki FPG i zastosowaniu analizy zjawiska asymetri bocznej chromoso-
mu 1 W przedstawionym na ryc. 4 przyktadzie rodzinnego dziedzicze-
nia wariantow LA heterochromatyny chromosomu 1, na podstawie wiel-
kosci prazka C nie mozna odrézni¢ od siebie chromosoméw pochodzenia
matczynego (ryc. 4, chromosomy c i d). Stalo sie to mozliwe po zabar-
wieniu ich technikg FPG. Uwidocznita ona w ich heterochromatynie
dwa odmienne warianty ztozonej asymetrii bocznej, co pozwolito okresli¢
chromosom c¢ jako 4 (5,5), natomiast chromosom d jako 4 (2,8).

Prawdopodobienstwo wykluczenia ojcostwa na podstawie cech poli-
morficznych heterochromatyny konstytutywnej jest duze. W badaniach
przeprowadzonych na ludnosci populacji czeskiej oceniono je na 64% [3],
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Ryc. 4. Rodzinne dziedziczenie wzoréw asymetrii bocznej chromosomu 1 u czto-
wieka [2]

dunskiej — na 84,4% [64] i niemieckiej — na 86,7% (cyt. [69]). Jego
doktadnosé, po uwzglednieniu analizy zjawiska asymetrii bocznej, po-
rownuje sie z doktadnoscig badarn uktadu antygenéw zgodnos$ci tkanko-
wej HLA [69].

Wiekszo$¢ badaczy zajmujacych sie indukcja aberracji w chromoso-
mach cztowieka stwierdza, ze regiony heterochromatyny konstytutyw-
nej ulegaja peknieciom czesciej niz nalezaloby to oczekiwac biorgc pod
uwage wielko$¢ tych regionéw (cyt. [18]). Pod wptywem mitomycyny C
stwierdzano wysoka czesto$¢ aberracji chromosoméw 1, 9, 16 i chromo-
soméw akrocentrycznych oraz chromosomu Y [7, 39], Uwaza sie, ze
obserwowane aberracje heterochromatyny konstytutywnej wynikajg
z nierbwnomiernego crossing-over zachodzacego po procesie napraw-
czym, czemu sprzyja repetytywnos¢ DNA w tych regionach [39]. W lite-
raturze spotyka sie rozne opinie na temat lokalizacji peknie¢ oraz wy-
mian chromatyd siostrzanych w chromosomach eukariotycznych [78].
Wiele doniesien wskazuje jednoznacznie na fakt, ze pekniecia chromatyd
pod wptywem mutagendw powstajg gtdwnie na granicy przejScia eu-
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w heterochromatyne [78]. Ponadto wielu autoréw uwaza, ze wysoka
czestos¢ SCE wystepuje takze w miejscu przejscia eu- w heterochro-
tyny [5, 46]. Badania crossing-over u muchy owocowej wykazujg, ze
regiony heterochromatynowe sg oporne na miedzychromosomowe rekom-
binacje, natomiast czesto zachodza one w regionach granicznych [70].
Tak wiec struktura chromatyny chromosomu w rejonach granicznych
wydaje sie podatna zaréwno na pekniecia pod wptywem mutagendéw, jak
i na wymiany chromatyd siostrzanych. Rejony przejsciowe miedzy obu
typami chromatyny sg przypuszczalnie zbudowane z satelitarnego DNA
o powtarzalnych sekwencjach i konfiguracja kompleksow DNA — biatka
wydaje sie w tych regionach przejsciowo rozluzniona. Heterochroma-
tyna o zbitej strukturze jest stabiej dostepna zaréwno dla mutagenow
jak i enzymdw naprawczych, stad wykazuje niskg czestos¢ SCE [5, 12,
13, 19, 48],

Zbyt mato jest jeszcze danych eksperymentalnych, aby wykazaé za-
lezno$¢ miedzy nierownomiernym rozkiadem tyminy w regionach bocz-
nej asymetrii a wrazliwos$cia tych miejsc na pekanie czy SCE. W chro-
mosomach bobu stwierdzono, ze czes¢ regionéow LA wystepuje w miej-
scach tzw. hot spots, podatnych na dziatanie mutagenow [21]. Z kolei
Bostock i Chriestie [5] wykazali wysokg czesto§¢ SCE miedzy regiona-
mi LA w chromosomach skoczka (Dipodomys ordii). Jest to zgodne
z obserwacjami chromosomu Y cztowieka, w ktérym, jak juz wykazano,
w czasie formowania sie aberracji strukturalnych miejsca peknie¢ zlo-
kalizowano na granicy miedzy eu- i heterochromatyng, a wiec na przej-
$ciu miedzy Y-1LA a Y-2LA. W chromosomie 9 czlowieka, ktory jest
najbardziej zblizony do chromosomu Y pod wzgledem zawartosci sate-
litarnego DNA [33, 37, 62], w czasie formowania sie aberracji struktu-
ralnych miejsca peknieé¢ zlokalizowane sg w heterochromatynie lub S$cisle
na granicy przejscia eu- w heterochromatyne [37]. Zwraca réwniez uwa-
ge fakt, ze czesto$¢ polimorfizmu heterochromatyny chromosomu Y jest
wyzsza anizeli chromosomoéw 1, 9, 16 i chromosomdw akrocentrycznych
[18, 41]. Uwaza sie, ze polimorfizm heterochromatyny konstytutywnej
powstaje w wyniku nierbwnomiernego crossing-over, zachodzacego
w satelitarnym DNA. Sag dowody na to, ze nieréwnomierny crossing-
-over moze zachodzi¢ zar6wno w mejozie, jak i mitozie [18]. To odchy-
lenie powinno cze$ciej wystepowaé w regionach zawierajgcych powta-
rzalny DNA. Niezaleznie od delecji, duplikacja jest przyczyng powsta-
wania polimorfizmu autosomow i chromosomu Y, a ten wzrost zawar-
tosci DNA powinien mie¢ zrédto w nierbwnomiernym crossing-over,
zachodzacym w komorkach somatycznych [28].

Przy zalozeniu, ze powstanie wymiany chromatyd siostrzanych jest
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rowniez wynikiem nieréwnomiernego crossing-over, obserwowane wy-
sokie czestoSci SCE na granicy eu- i heterochromatyny moga by¢ odpo-
wiedzialne za stopniowy wzrost lub utrate powtarzalnych sekwencji
z koncow regionéw heterochromatynowych [5]. Opisane jest tu zwieksze-
nie czestosci peknie¢ pod wpltywem mutagendéw na granicy przejscia eu-
i heterochromatyny w chromosomach 1, 9, 16 i Y zwieksza prawdopo-
dobienstwo wystapienia nierbwnomiernego crossing-over w tym regio-
nie. To preferencyjne zlokalizowanie SCE i ,,hot spots” na granicy eu-
i heterochromatyny moze mie¢ znaczenie w proponowanym mechanizmie
ewolucji i amplifikacji satelitarnego DNA [83].

Analiza poréwnawcza asymetrycznych regiondw heterochromatyno-
wych matp naczelnych i cztowieka powinna dostarczy¢ nowych infor-
macji o ewolucji kariotypowej na poziomie organizacji DNA w chro-
mosomie. Pierwsze, zachecajagce wyniki uzyskat Ghosh i wsp. [30], kt6ry
zlokalizowat jedng asymetrie boczng w chromosomie 13 matpy Rhesus
i wyciggnat wniosek, ze asymetryczny rozktad tyminy w DNA chromo-
somu 1 cztowieka powstal p6Zniej ewolucyjnie anizeli taka sama asy-
metria w chromosomie 15 czlowieka. Niestety, nie pojawity sie do tej
pory dalsze prace nad lokalizacja LA w chromosomach matp naczelnych.
Interesujgce bytoby zwiaszcza wybarwienie technikg FPG chromosomu Y
goryla, ktory wykazuje, podobnie jak u cztowieka, intensywng fluo-
rescencje i hybrydyzuje z wszystkimi frakcjami satelitarnego DNA czto-
wieka [81]. Analiza zjawiska bocznej asymetrii chromosoméw Y oraz
innych nie znanych jeszcze regionéw LA w chromosomach matp naczel-
nych pozwolitaby na pogiebienie naszej wiedzy o ewolucyjnym pocho-
dzeniu chromosomdw cztowieka.
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PODSTAWY GENETYCZNE INDUKCJI NOWOTWOROW
KOMOREK PLAZMATYCZNYCH

GENETIC BASIS OF PLASMACYTOMAS INDUCTION

Jan SALWA

Zaktad Immunologii Nowotwor6éw, Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej
PAN

Streszczenie. W pracy przedstawiono przeglad piSmiennictwa dotyczacego gene-
tycznych uwarunkowan zwigzanych z indukcjag nowotworéw komdérek plazmatycz-
nych. Jedynie w szczepach myszy BALB/c i NZB mozna indukowaé te nowotwory
poprzez dootrzewnowa iniekcje oleju mineralnego. Wrazliwo$¢ tych szczepéw na
indukcje jest cechg recesywnag i uwarunkowana jest prawdopodobnie obecnoscig
genu czy genéw wrazliwosci zlokalizowanych na chromosomie dziewigtym. Czeste
wystepowanie translokacji chromosomowych tl2:15 i t6:15 w plazmocytoma, w kté-
rych wyniku nastepuje aktywacja onkogenu c-myc, sugerowa¢ moga przyczynowy
zwigzek tego onkogenu w indukcji nowotworu.

Summary. In this reviev the problems concerning genetical aspects of plasma-
cytoma induction are presented. The BALB/c and NZB are unique mice strains
where plasmacytomas may be developed after intraperitoneal injection of mineral
oils. Sensitivity to the plasmacytoma induction is probably conditioned by recessive
gene or genes located on 9 chromosome. Also chromosome translocations tl2:15 and
t6:15, often found in plasmacytoma can activate c-myc oncogene are discussed as
a possible cause in these tumors induction.

Plazmocytoma u myszy indukuje sie poprzez dootrzewnowe wszcze-
pienie niektorych tworzyw sztucznych albo przez iniekcje olejow mine-
ralnych, wsréd ktérych najlepiej poznanym i najczesciej stosowanym
jest pristan [23, 28, 33, 34]. Dootrzewnowa iniekcja pristanu powoduje
powstawanie odczynu zapalnego w jamie otrzewnej myszy oraz naptyw
komorek zernych pochtaniajgcych krople oleju. Komérki obtadowane
olejem majg tendencje do gromadzenia sie w postaci ziarniakow olejo-
wych. Zbiory komérek w formie agregatéw moga krazyé swobodnie
w jamie otrzewnej lub moga przylega¢ do powierzchni jamy otrzewnej,
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gdzie tworzg unaczynione ziarniniaki. Badania histopatologiczne ziarni-
niakdw olejowych ujawniajg w nich obecno$¢ oprocz makrofagow roz-
nych rodzajow komdrek pochodzenia limfoidalnego. Obecno$¢ nowotwo-
rowych komorek plazmatycznych mozna obserwowa¢ po 120 dniach od
iniekcji pristanu, a zaawansowang chorobe nowotworowga stwierdza sie
miedzy 180 a 280 dniem od podania pristanu [23, 33].

POSZUKIWANIA GENU WRAZLIWOSCI NA INDUKCJE PLAZMOCYTOMA
U MYSZY BALB/c | NZB

Plazmocytoma mozna indukowa¢ wytgcznie w dwdch wrazliwych,
wsobnych szczepach myszy, ktore zostaly otrzymane niezaleznie od sie-
bie (ryc. 1), mianowicie w szczepach BALB/c i NZB. Myszy szczepu
BALB/c wychodowat H. Bagg w 1913 r. w Ohio i z tego szczepu otrzy-

dostadca
z Ohio

I.R.C.S. Mill Hill
1930

Bagg 1913

stado myszy
Univ. Otago biatych
Nowa Zelandia

Mac Dowell 1922

Bielschowsky
1948 Snell 1932

Jax 1947 Andervont 1933

Nowa Zelandia

| | | Bailey 1964 Potter 1964
czarne biate czekoladowe

| I I
NZB NZW NZC BALB/cJ BALB/cBy BALBI/cl

H-2d H-2Z H-2d H-2d H-2 H-2¢

Ryc. 1. Rodowdéd myszy szczepéw BALB/c i NZB (wg Morse) [19]

mano rdézne podszczepy myszy wsobnych BALB/c, oznaczone symbolem
zaleznie od os$rodka, w ktorym byty hodowane [19]. Myszy NZB otrzy-
mano w hodowli Mill Hill, skad wystane zostaly do Nowej Zelandii
i utrzymywane w hodowli wsobnej przez Bielschowsky’go [19]. Jest mato
prawdopodobne, zeby wrazliwo$¢ na indukcje plazmocytoma byta na-
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stepstwem nieumys$inej kontaminacji genetycznej jednego szczepu dru-
gim. Oba te szczepy majg wprawdzie taki sam haplotyp antygenow
zgodnosci tkankowej (H-2d), lecz r6znig sie innymi cechami [19]. Myszy
BALB/c charakteryzujg sie niska zapadalno$cia na nowotwory gruczotu
mlekowego, ptuc i na biataczki, natomiast myszy NZB wykazujg w star-
szym wieku wysokag zapadalnos¢ na anemie hemolityczng o podiozu
autoimmunolologicznym [19, 42].

Wrazliwo$¢ myszy szczepéw BALB/c i NZB na indukcje plazmocyto-
ma sugerowata istnienie u tych myszy genu czy tez genoéw wrazliwosci
na indukcje tego nowotworu. Tabela 1 przedstawia wyniki badan nad
prébag indukcji plazmocytoma w jedenastu szczepach myszy. Myszy
BALB/c i NZB charakteryzujg sie wysoka wrazliwos$cig na indukcje
tego nowotworu, podczas gdy inne szczepy niska wrazliwoscig lub sg

TABELA 1
Wrazliwo$¢ szczepdw myszy na indukcje plazmocytoma [20]

Myszy z nowo- % Czynnik

Szczep tworem  (Myszy  plazmocytoma  indukujacy
w doswiadcz.)

BALB/c 59/89 71 MO
BALB/c 73/120 61 P
BALB/cWehi 21/56 38 PO
BALB/cANN 11/20 55 LU
NZB/Wehi 5/15 35 PO
C57B1/6N 3/108 3 B
C57BI/KaN 0/56 0 B
C57Bl/KaWehi 0/85 0 PO
NZC/Wehi 0/81 0 PO
NZW/B.IN 0/50 0 P
B.10.D2/SnJ 0/32 0 MO
DBA/2N 0/36 0 MO
AL/N 1/59 1 MO
SWR/J 0/30 0 MO
C3H/HeN 4/80 5 LU
C58/LwN 0/67 0 P
MO — olej mineralny, P — pristan, PO — olej parafinowy,

LU — plastik, B — Bayol F

niewrazliwe. Cecha wrazliwosci ma charakter recesywny. Pierwsze po-
kolenie szczepéw wrazliwych i szczepow opornych jest oporne na in-
dukcje plazmocytoma (tab. 2). Potwierdzono to badaniami nad wrazli-
woscig na indukcje plazmocytoma w krzyzéwkach wstecznych miedzy
szczepem wrazliwym i opornym (BALB/c X C57B1) Fx X BALB/c, w kté-
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TABELA 2

Wrazliwo$¢ na indukcje plazmocytoma myszy mieszancow Fx szczepédw
BALB/c i NZB ze szczepami opornymi [26, 42]

Myszy z nowotwo-

Szgzgp Szczep oporny rem (myszy w dos- 1
wrazliwy wiadcz) plazmocytoma

BALB/c AL/N 4/32 12
DBA/2 0/81 0

C57BI/KaN 4/25 16

C57Bl/KaWehi 4/40 10

NH 2/42 5

C57B1/6N 16/227 8

CBA 1/76 1

C3H 1/28 4

SJL 2/53 4

NZC/Wehi 0/56 0

NZB/Wehi 79/163 49

NZB/B1N 226/860 30

NZB C57BI/KaWehi 1/38 3
NZC/Wehi 5/67 7

(BALB/cx C57Bl/Ka)F! 5/88 6
(BALB/c XC57BI/Ka)F1XBALB/c 17/75 20
(NzZB x C57BI/Ka)F1XBALB/c 30/160 29

rym 20°/0 myszy okazato sie wrazliwych. Takze potomstwo myszy pierw-
szego pokolenia Fj mieszancow szczepow NZB X C57B1 ze szczepem
BALB/c jest wrazliwe na indukcje plazmocytoma (29%), co rowniez su-

TABELA 3

Wrazliwo$¢ na indukcje plazmocytoma myszy linii rekombinacyjnych
(IR), otrzymanych ze skrzyzowania miedzy szczepami BALB/c i C57B1/6N

[26]

Szczep Liczba myszy z nowotworem % plazmocytoma
lub linia IR (liczba myszy w doswiadcz.) ~ wysoki 1 niski
BALB/cAnN 219/373 58 —
C57B1/6N 3/108 — 3
CxBD 15/53 28 -
CxBE 11/63 17 -
CxBG 31/85 36 -
CxBH 0/56 - 0
CxBI 2/69 - 3
CxBJ 33/69 48 -

CxBK 2/46 - 4
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geruje, ze gen wrazliwosci u myszy BALB/c jest alleliczny w stosunku
do genu wrazliwos$ci u myszy NZB [20].

W badaniach rekombinantéw wsobnych (RI) (tab. 3), wywodzacych
sie ze skrzyzowania szczepow myszy BALB/c i C57B1, otrzymano cztery
z siedmiu linii Rl z podwyzszong wrazliwoscig na indukcje plazmo-
cytoma w poréwnaniu z mieszancami pierwszego pokolenia (BALB/c X
X C57B1)F!, z czego autorzy wnioskujg, ze u myszy BALB/c jeden gen
determinuje fenotyp wrazliwosci [20, 26].

Podsumowujgc, z badan tych wynika, ze myszy BALB/c | NZB majg
gen wrazliwos$ci na indukcje plazmocytoma. Gen ten wykazuje cechy
genu recesywnego i wedtug Pottera jest zlokalizowany na chromosomie
dziewigtym [26].

Sanford i wspdipr. [35] wiazg ceche wrazliwosci na indukcje plazmo-
cytoma z genetycznie uwarunkowanymi réznicami wystepujacymi
w chromatynie szczepéw opornych i wrazliwych. Stwierdzili, ze DNA
w fazie G2 cyklu komorkowego limfocytow B, pochodzacych od myszy
wrazliwych na indukcje plazmocytoma, ulega uszkodzeniu w wiekszym
stopniu podczas naswietlania promieniami X niz DNA z limfocytéw B
otrzymanych od myszy szczepu DBA/2 opornego na indukcje plazmo-
cytoma. Rd&znice takie wystepowaty rédwniez miedzy szczepem BALB/
/[cAnPt (szczep wrazliwy na indukcje plazmocytoma) [25] a szczepem
opornym, mianowicie BALB/cJ. Podlinia BALB/cJ r6zni sie tylko opor-
noscig na indukcje plazmocytoma w pordwnaniu z innymi podliniami
szczepu BALB/c. Cecha wrazliwosci DNA w G2 cyklu komdrkowego na
naswietlanie promieniami X jest cechg recesywnag.

TRANSLOKACJE CHROMOSOMOWE | ZWIAZANA Z NIMI AKTYWACJA
ONKOGENU C-MYC A INDUKCJA PLAZMOCYTOMA

Badania kariotypow mysich komaérek plazmocytoma wykazaty w wiek-
szoSci pierwotnych i przeszczepialnych nowotworéw zmienng liczbe chro-
mosomow, bliska tetraploidalnej. Wprowadzenie techniki prazkowania
chromosomoéw umozliwito ich identyfikacje. Niezaleznie od siebie, dwie
grupy badaczy,, mianowicie Shepard i wspotpr. [37] oraz Yosida [43]
stwierdzity translokacje chromosomowe w komorkach przeszczepialnych
plazmocytomata sugerujac, ze te translokacje sg wymienne i nieprzy-
padkowe. Ohno i wspotpr. [21] badali 7 pierwotnych nowotworéw lub
ich wczesne generacje przeszczepialne. Stwierdzili we wszystkich ko-
maérkach tych linii translokacje dotyczace chromosoméw 6, 12 i 15.
Translokacje te byty monosomiczne, tj. tylko jedng translokacje stwier-
dzano w diploidalnej komérce i dwie w komérce blisko tetraploidalnej.
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Punkty pekniecia na chromosomie 15 wystepowaty miedzy prazkami
D3/E. Udziat chromosoméw 6 i 12 w tym procesie jest znaczacy, gdyz
na tych chromosomach zlokalizowane sg sekwencje kodujace tancuchy
ciezkie immunoglobulin (chromosom 12) i tancuch lekki kappa (chro-
mosom 6). Okazato sie, ze w roznych nowotworach punkty peknie¢ na
chromosomach 6 i 12 sg w tych samych charakterystycznych miejscach.
Punkt przetamania na chromosomie 6 jest zgodny z lokalizacjg locus
dla tancucha kappa, a punkt pekniecia na chromosomie 12 jest w locus
dla tancucha ciezkiego.

Translokacje chromosomowe wystepujag w 95% plazmocytomata.
Stwierdzono trzy rodzaje nieprawidtowosci chromosomalnych; pierwsza,
najliczniejsza, dotyczyta chromosoméw 12 i 15 (69%); druga —\ 6 i 15
(21%), a trzecia to delecja chromosomu 15 obejmujgca prazek DJ/E
[9, 10, 24, 25]. Najczesciej wystepujaca translokacja tl2:15 przyczynita
sie do wykrycia genu na chromosomie 15, ktérym okazat sie onkogen
c-myc i w niej tez zostaty doktadnie scharakteryzowane punkty peknieé
na obu chromosomach. Okazato sie, ze na chromosomie 12 punkt pek-
niecia znajduje sie w miejscach przetagcznikowych Sa i to zarbwno w no-
wotworach wydzielajgcych i niewydzielajgcych IgA [9]. Ta obserwacja
sugeruje, ze miejsca te sg wrazliwe na pekniecia, a komérki mogly juz
ulec procesowi przetgczenia klas S/, -> Su Translokacje zachodzityby wiec
w limfocytach B w fazie, kiedy mial miejsce proces przetgczenia klas
immunoglobulin w wyniku stymulacji przez antygen [9, 24], Punkty pek-
nie¢ na chromosomie 15 wystepuja w pierwszym egzonie lub intronie
genu c-myc. Rycina 2 obrazuje trzy mozliwe konfiguracje chromosomow
po ich translokacji. Najczesciej, bo w 23 z 24 badanych plazmocytomata
stwierdzono konfiguracje pierwsza [9].

Podobne translokacje chromosomowe, jak u plazmocytoma myszy,
stwierdzono w ludzkim chioniaku Burkitta. Translokacje dotyczyty chro-
mosomoéw noszacych locus dla taricucha ciezkiego (chromosom 14) i lek-
kiego (chromosom 22) z chromosomem 8. Na chromosomie 8 zlokalizo-
wany jest onkogen c-myc [9, 17, 32, 40].

Mysi onkogen c-myc jest homologiczny do ptasiego onkogenu v-myc
wystepujacego w retrowirusie MC29, a indukujgcego ptasie myelocyto-
matoses. Mysi onkogen c-myc zbudowany jest z trzech egzondéw i dwdch
intronéw. Homologia z ptasim onkogenem v-myc dotyczy egzondw dru-
giego i trzeciego, gdyz w ptasim onkogenie egzon pierwszy nie wyste-
puje [3]. Egzon pierwszy mysiego onkogenu c-myc jest egzonem nie
kodujagcym biatka prawdopodobnie dlatego, gdyz zawiera liczne przery-
wajace kodony ,stop codons” [39]. W przeciwienistwie do mysiego stwier-
dzono, ze pierwszy egzon ludzkiego onkogenu c-myc koduje biatko
0 188 aminokwasach o jeszcze nie znanej funkcji [12], Drugi i trzeci
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Ryc. 2. Wzajemne potozenie chromosoméw 12 i 15 po translokacji chromosomowej:
1. Budowa onkogenu c-myc. Poziome linie wskazujg obszar peknie¢ w obrebie
egzona 1 genu c-myc. 2. Schemat sekwencji kodujgcej tancuch ciezki immunoglo-
buliny na chromosomie 12. 3. Mozliwe wzajemne pozycje chromosomu 12 i onko-
genu c-myc po translokacji chromosomowej: a) najczesciej wystepujgce potgczenie
miedzy onkogenem c-myc w obszarze egzonu lub intronu pierwszego i miejsca
przetgcznikowego Sa dla tancucha ciezkiego; b) punkt pekniecia wystepuje blisko
genu c-myc (2 kb) od konca 5' i; c) wiecej niz 18 kb od konca 5 genu c-myc
(wg Cory [9])

egzon mysiego onkogenu koduje biatko o ciezarze 67 000 daltonow.
Biatko to charakteryzuje sie wysoka zawartoscig proliny, krétkim okre-
sem péttrwania (20-30 min), jest zlokalizowane w jadrze komorkowym
i in vitro wigze sie do DNA [9, 24, 25], Ekspresje onkogenu c-myc
stwierdza sie w komorkach normalnych i nowotworowych [13, 24], Gdy
komdrki normalne znajdujg sie w stanie spoczynkowym, ekspresja tego
genu jest niska. Gdy fibroblasty w stanie GO potraktowa¢ mitogenem,
np. LPS, to w odpowiedzi na mitogen wzrasta kilkakrotnie (20-30) w cig-
gu 2-3 godz. ilos¢ onkogenowego mRNA. Indukcja genu c-myc zwigzana
jest z wejsciem komorki do cyklu komérkowego, a w szczeg6lnoSci
z przejsciem ze stanu GO do Gx Na podstawie wcze$niejszych badan
sadzono, ze poziom mRNA onkogenu c-myc zmienia sie podczas cyklu
komorkowego [24], lecz ostatnio wykazano, ze poziomy zardwno mRNA
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genu c-myc, jak i poziomy biatka produktu tego genu sg state w cyklu
komérkowym [14, 41].

Zmiany w ekspresji onkogenu c-myc moga by¢ spowodowane chro-
mosomowag translokacjg tego genu do locus genu immunoglobulinowego,
wbudowaniem sekwencji promotorowych retrowirusa do genomu ko-
madrki w sasiedztwie onkogenu c-myc czy tez jego amplifikacjg, i wy-
daje sie, ze sa zwigzane z procesem onkogenezy nowotworéw pocho-
dzenia limfoidalnego u ludzi i zwierzat. Mechanizm aktywacji onkogenu
c-myc w wyniku translokacji chromosomowej nie jest wyjasniony.
Stwierdzane czeste wystepowanie translokacji u plazmocytoma, powig-
zane z utrata pierwszego egzonu genu c-myc, sugerowato, ze gen c-myc
traci swe sekwencje promotorowe znajdujgce sie w pierwszym egzonie
lub w jego bliskim sasiedztwie od korica 5. W takich przypadkach u nie-
ktérych plazmocytoma mozna bytoby przypuszczaé, ze gen c-myc jest
aktywowany przez wzmacniacz immunoglobulinowy IgH [5, 11, 17], na-
tomiast z badan nad mapowaniem punktéw przetamania stranslokowa-
nych chromosoméw wynika, ze sekwencje wzmacniajace sg zbyt odda-
lone od kodujgcych sekwencji genu c-myc, aby mogly na niego oddzia-
tywaé [9]. W przypadku translokacji t6:15, gdy punkt peknigcia na chro-
mosomie 15 jest zlokalizowany poza genem c-myc, miejsce przetamania
na chromosomie 15 zlokalizowano w odlegtosci 72 kb od genu c-myc [8]
i od korica 3 [4]. Punkt ten oznaczono pvt (plasmocytomas variant trans-
location). Bez odpowiedzi pozostajg pytania, czy pvt reprezentuje jaki$
nieznany onkogen i czy efekt dziatania pvt moze byé przeniesiony na
onkogen c-myc [8, 9]. O wptywie sekwencji wzmacniajacych IgH na
proces aktywacji onkogenu c-myc $wiadczg dosSwiadczenia Adamsa
i wspOtpr. [1, 2]. W badaniach tych u myszy transgenicznych transdu-
kowanych genem c-myc zwigzanym z sekwencjami wzmacniajacymi E
wystgpity liczne samoistne nowotwory limfocytéw B.

Badania nad ekspresjg genu c-myc sugerujg, ze gen ten moze by¢
aktywowany przez zmiany stabilnosci mRNA genu c-myc [6, 7, 22], utra-
te zahamowania zwrotnego ekspresji genu c-myc [38] lub zmiany
w strukturze chromatyny spowodowane translokacjg, w ktérej wyniku
udostepnione sg sekwencje genu c-myc do transkrypcji [15, 16, 36].

AKTYWACJA INNYCH ONKOGENOW W PLAZMOCYTOMA

W mysich plazmocytoma opisywano aktywacje innych onkogenéw
niz c-myc. JeSli myszy traktowane pristanem zainfekowano wirusem
Abelsona, to $rednio po 100 dniach pojawiaty sie plazmocytomata. Wirus
Abelsona, to $rednio po 100 dniach pojawiaty sie plazmocytomata. Wirus
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wiera on dwa elementy: komponent replikujacy, ktérym jest wirus Molo-
neja (MuLV), i defektywny element transformujgcy, ktéry pochodzi od
mysiego oncogenu c-abl. Wirus Abelsona indukuje u myszy chioniaki
komérek pre-B. Plazmocytoma indukowane wirusem Abelsona produ-
kowaty czgstki wirusowe. Podobnie jak w nowotworach indukowanych
pristanem, stwierdzono u nich translokacje chromosomowe i zaburzenia
regulacji genu c-myc [18, 27].

Opisywano rowniez aktywacje genu c-mos w mysich plazmocytoma.
Wedtug autoréw, aktywacja onkogenu c-mos byta wynikiem przegru-
powan DNA w obrebie onkogenu c-mos, skutkiem czego aktywnos$é bio-
logiczna onkogenu wzrastata 50-70-krotnie [31].

W literaturze utrzymywany jest poglad, ze onkogen c-myc odgrywa
istotng role w procesie proliferacji i réznicowania komérki. Komorki
plazmatyczne reprezentuja koncowy etap réznicowania, w ktérym onko-
gen c-myc nie jest aktywny i wydaje sie¢ prawdopodobne, ze uaktyw-
nienie tego onkogenu w tych komdrkach przyczynia sie do utrzymania
ich w ciggtej prolifera-cji. To jednak nie wystarcza do przemienienia ko-
morki normalnej w nowotworowg. W przypadku mysich nowotworéw
komorek plazmatycznych, indukowanych olejem mineralnym, gdzie in-
dukcja nowotwordéw ograniczona jest do nielicznych szczepdw myszy,
rozwazane sg, oprécz genetycznych, inne czynniki biorgce udziat w po-
wstawaniu tego nowotworu [29, 30]. Zachowanie sie guzéw olejowych
po dootrzewnowej iniekcji oleju mineralnego u myszy opornych i wraz-
liwych na indukcje plazmocytoma jest odmienne. U szczepdéw opornych
powstate guzy olejowe ulegajg martwicy i zwapnieniu, natomiast u my-
szy wrazliwych komorki plazmatyczne znajdujgce sie w guzach olejo-
wych zaczynajg proliferowaé¢ i formowaé rdznego ksztattu skupiska.
Uwaza sie, ze stanowig one stan przednowotworowy komdrki plazma-
tycznej [30]. Warunkiem rozwoju plazmocytoma na tym etapie jest obec-
no$¢ guzéw olejowych. Podanie hydrokortizonu, ktéry hamuje powsta-
wanie odczynu zapalnego przez eliminacje komdrek biorgcych w nim
udziat, powoduje zatrzymanie powstawania nowotworu. U takich myszy
stwierdza sie w jamie otrzewnej zmniejszong liczbe lub brak guzéw
olejowych, natomiast gdy poda sie zwierzetom indometacyne (niesterydo-
wy czynnik o dziataniu przeciwzapalnym), stwierdza sie zahamowanie
powstawania nowotworu, lecz nie guzéw olejowych. Stad przypuszcze-
nie, ze indometacyna hamuje powstawanie wolnych rodnikow wytwa-
rzanych w nastepstwie fagocytowania oleju mineralnego. Wolne rodniki
w procesie powstawania plazmocytoma moga dziata¢ mutagennie na ko-
morki plazmatyczne powodujgc np. pekanie chromosoméw, co moze
utatwia¢ ich translokacje [24].

3 — PBK 2/88
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CZY MOZNA REGULOWAC TEMPO FAGOCYTOZY U ORZESKOW?

CAN THE RATE OF PHAGOCYTOSIS IN CILIATES BE REGULATED?

Anna WASIK

Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego, Zaktad Biologii Komoérki,
Warszawa

Streszczenie. Orzeski sg dogodnym modelem do badania poszczeg6lnych etapow
procesu pobierania pokarmu przez komérki. Zaréwno fagocytoza, jak i peten cykl
przemian wodniczek pokarmowych sa regulowane przez czynniki endogenne. Pro-
cesy te moga by¢ jednak istotnie modyfikowane przez niektére czynniki egzogenne.
Wsrod czynnikéw endogennych, regulujagcych tempo fagocytozy, najistotniejszg role
odgrywa ilo$¢ dostepnych pecherzykéw btonowych, stanowigcych materiat do bu-
dowy nowych wodniczek pokarmowych. Ze wzgledu na charakter oddziatywan
mozna wyrézni¢ dwie grupy czynnikéw egzogennych: dziatajace na zasadzie fizycz-
nej i chemicznej. W wyniku dziatania pierwszych, tempo fagocytozy modyfikowane
jest przez mechaniczne pobudzenie btony przez czastki obecne w srodowisku, a tak-
ze jest zalezne od temperatury Srodowiska zewnetrznego. Ws$réd czynnikéw egzo-
gennych w sposéb istotny na przebieg i tempo fagocytozy wplywajg wihasciwosci
chemiczne pobranego pokarmu, czyli stopien jego atrakcyjnosci dla komérki. Oka-
zato sie ponadto, ze na proces ten wplywa takze stopien wygtodzenia komoérek.
Mozna wiec przyjaé, ze nie tylko cechy $rodowiska zewnetrznego i obecno$¢ w nim
pokarmu, jako mechanicznego stymulatora, wptywajg na przebieg i tempo fago-
cytozy, ale takze modyfikowana jest ona przez rodzaj pobranych czastek. Infor-
macja ze S$rodowiska zewnetrznego, dzieki receptorom powierzchniowym, przeka-
zywana jest do wnetrza komorki, powodujgc zmiany nie tylko tempa fagocytozy,
ale catego cyklu wodniczkowego. Mechanizm przekazywania tych sygnatéw pozo-
staje nadal nieznany.

Summary. Ciliates are the useful models for studying the phagocytosis and the
subsequent stages of food uptake by the cells.. Phagocytosis and the whole vacuole
cycle are regulated by the endogenous factors. These processes can be also essen-
tially modified by some exogenous factors. The most important, among the endo-
genous factors, regulating the fagocytosis, seems to be the number of available
disc-shaped vesicles, as a source of membrane of the newly formed food vacuoles.

Praca finansowana z CPBP nr 04.01.
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Regarding the mode of action, the exogenous factors can be divided into two
groups: the factors of physical and chemical nature. The physical stimuli affect
mainly the rate of phagocytosis due to the presence of the particles in the medium
as well as the medium temperature. The chemical properties of the particulate
food being more or less attractive to the cell, influence the rate of phagocytosis.
It appeared that the process of the food uptake in ciliates depends on the degree
of the cell starvation. We can assume that not only the attributes of the medium
and the presence of the particles influence the rate of phagocytosis but also this
process is modified by the nature of the particles. The signal from the external
medium, thanks to the surface receptors, is transmitted to the cell interior and
changes not only the rate of the phagocytosis but the whole vacuole cycle. The
mechanism of this transmission remains unknown so far.

WSTEP

Orzeski stanowig dogodny model do badania fizjologii pierwotnia-
kéw, a szczegdlnie niektérych aspektdw zwigzanych z ich odzywianiem.
W grupie tej najlepiej poznanym sposobem pobierania pokarmu jest
fagocytoza [51]. Dowody na istnienie innego sposobu pobierania pokar-
mu, a mianowicie pinocytozy [44], ktora zapewne jest odpowiednikiem
endocytozy receptorowej (receptore-mediated endocytosis), wykryto do-
tychczas jedynie w komorkach Tetrahymena pyriformis [62]. U innych
orzeskow zjawisko to nie zostato jeszcze stwierdzone, aczkolwiek nalezy
spodziewac sie jego istnienia.

Pobieranie pokarmu jest pierwszym etapem rozbudowanego ciggu
wewnatrzkomoérkowych przemian, wchodzacego w sktad szeroko pojete-
go procesu transportu przez btone komdrkowa, okreslanego jako cytoza
[85]. Strukturg odgrywajgcag decydujgcg role w przebiegu cytozy jest
btona komoérkowa, ktora stanowi bariere izolujagcg cytoplazme od $ro-
dowiska zewnetrznego, a zarazem za jej posrednictwem odbywa sie
wprowadzanie pokarmu w postaci ptynnej lub statej do wnetrza ko-
morki, na drodze transportu biernego, czynnego, jak i objetoSciowego
[34]. Stockem [85, 86] zaproponowat, aby transport réznych substancji,
z jednej strony btony komoérkowej na druga, a takze transport miedzy
dwiema wewnatrzkomdérkowymi domenami oddzielonymi btong trakto-
waé jako proces pozytywny lub negatywny, w zaleznosci od tego, czy
mamy do czynienia z lokalng stratg, czy zyskiem btony. W tym kon-
tekScie fagocytoza i pinocytoza traktowane sg jako endocytoza nega-
tywna.

Cho¢ fagocytoza u orzeskéw jest procesem badanym od wielu lat,
ma jednak jeszcze wiele nie wyjasnionych szczeg6tow. Podjete proby
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doswiadczalnej modyfikacji tego zjawiska powinny pomé6c w wyjasnie-
niu drég i mechanizméw pobierania pokarmu oraz jego dalszego trans-
portu wewnatrz komorki. Dotychczas nie wiemy, ktory z czynnikdw
odgrywa decydujaca role w procesie fagocytozy.

Wielu autorow probowato rozwikta¢ to zagadnienie, jednak w roz-
nych publikacjach spotyka sie wiele sprzecznosci. Celowg wydata sie
wiec préba usystematyzowania podawanych w literaturze informacji do-
tyczacych roli czynnikéw endogennych i egzogennych we wzbudzeniu
i przebiegu fagocytozy w komorkach orzeskéw, a takze przedstawienie
wynikéw wiasnych badan dotyczacych tych zagadnien w odniesieniu do
komorek Paramecium hursaria.

FAGOCYTOZA | CYKL WODNICZKOWY

Proces tworzenia wodniczek pokarmowych, zawierajgcych pobrane
ze Srodowiska czastki o Srednicy przekraczajgcej 0,5 am, nazywany jest
fagocytozg [51]. Jest to pierwszy etap szeroko pojetego procesu odzy-
wiania. Fagocytoza to rozpowszechniona forma pobierania pokarmu nie
tylko wsérod pierwotniakéw, ale réwniez wsrod komérek organizméw
tkankowych. Orzeski stanowia jednak wyjagtkowo dogodny model do ba-
dania jej przebiegu. Mozna ponadto stosunkowo tatwo oceni¢ i analizo-
waé wplyw rdéznego rodzaju czynnikéw na ten proces. Sama fagocytoza
sktada sie z czterech zasadniczych, powtarzajgcych sie etapdéw. Sg to:
dostarczanie czastek, ktore majg by¢ pobrane w okolice cytostomu, wy-
twarzanie w dnie cytostomu Wodniczki pokarmowej, oddzielenie sie
Wodniczki od dna cytostomu i jej aktywny transport do wnetrza ko-
morki. Roznorodne czastki pokarmowe sg dostarczane w okolice cyto-
stomu przez rzeski lokomotoryczne [12, 35] oraz przez rzeski cytosto-
malne [33, 49]. W komérkach Paramecium, w chwilach intensywnego
zerowania w strefie bogatej w pokarm, cze$¢ rzesek lokomotorycznych
zatrzymuje sie i orzeski, na zasadzie tigmotaksji, przywieraja na krotko
do podioza [38]. Pozostate rzeski lokomotoryczne pracujac nadal, biorg
aktywny udziat w napedzaniu czastek zawiesiny w okolice cytostomu.
Zadanie dalszego przesuwania ich w giagb przejmuje na siebie zespot
rzesek oralno-cytostomalnych. Po nagromadzeniu materiatu pokarmowe-
go, a przede wszystkim po osiggnieciu przez wodniczke odpowiedniej
wielkosci, oddziela sie ona od dna cytostomu i przesuwana jest gwat-
townie wzdtuz witbdkien postezofagalnych [95].

Podczas badania cyklu wodniczkowego u orzeskdw stwierdzono ko-
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lejne zmiany: wielkosci samych wodniczek, struktury ich btony oraz
wewnatrzkomoérkowego pH [2-4, 7, 26, 30, 59, 69]. Prace prowadzone
przez grupe Allena na orzeskach z rodzaju Paramecium pozwolity na
wyroznienie kilku etapdw tego procesu [7, 26]. Sg to: tworzenie wodni-
czek, zakwaszanie i kondensacja zawartoSci, trawienie oraz wydalanie.
W komdrkach Paramecium, gdzie kolejne zmiany odbywajg sie w trak-
cie przemieszczania sie Wodniczki unoszonej wewngtrzkomdrkowym
strumieniem cytoplazmatycznym [82], czas trwania trzech pierwszych
etapow waha sie od 20 do 60 min [26], podczas gdy w komérkach
Tetrahymena, gdzie nie wystepuje strumien cytoplazmatyczny, jest on
okoto dwa razy diuzszy [25].

Rejestrowane w czasie kolejnych etapéw cyklu wodniczkowego zmia-
ny wielkosci zwigzane sg z dotgczaniem dyskowatych pecherzykéw (two-
rzenie wodniczek), acidosomdéw (zakwaszanie), a nastepnie lizosomow
(trawienie). Ponadto obserwuje sie odsznurowywanie diugich, tubular-
nych pecherzykéw z powierzchni wodniczek pokarmowych prawie we
wszystkich etapach cyklu [5].

Po zakonczeniu procesu trawienia nastepuje wydalanie pozostatosci
pokarmu poza obreb komérki. Btona Wodniczki, ulegajac rozpadowi na
dyskowate pecherzyki i pozostajgc wewngtrz komorki, stanowi pule bto-
nowg, wykorzystywang do budowy nowych wodniczek pokarmowych [7].

CZYNNIKI ENDOGENNE

Tempo tworzenia wodniczek pokarmowych podlega wielostronnej re-
gulacji. Czynniki wptywajgce na ten proces podzieli€ mozna na dwie
zasadnicze grupy: endogenne i egzogenne.

Wséréd czynnikéw endogennych, warunkujgcych tworzenie nowej
Wodniczki, wymieni¢ nalezy odpowiednig ilos¢ materiatu btonowego, ko-
nieczng do jej budowy.

Pierwotnie Bozler [10], Dembowski [20] i Mast [49] sadzili, ze fago-
cytoza jest procesem rytmicznym. Bozler [9] sugerowat nawet istnienie
lokalnego pradu cytoplazmatycznego, ktérego zadaniem jest odrywanie
od dna cytostomu wodniczek tworzonych z czestotliwo$cig 30-60 s. Mast
[49], bedac przekonany o rytmicznosci fagocytozy, negowat jednak istnie-
nie pradu, przypisujagc wtoknom postezofagalnym decydujaca role w pro-
cesie odrywania $wiezo utworzonych wodniczek pokarmowych. Wediug
Wichtermana [95], dno cytostomu utworzone jest z btony o duzej ela-
stycznosci, ktéra wypetniajac sie czgstkami moze ulega¢ znacznemu roz-
cigganiu, prowadzac w konsekwencji do wzrostu objetosci Wodniczki
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i oderwania sie jej. Zgodnie z sugestig Nilsson i Williamsa [63] oraz
Nilsson i wsp. [64], w dnie cytostomu komoérek Tetrahymena pyriformis
znajduje sie struktura okreslana przez nich jako ,oral lips”, ktéra mia-
taby odgrywaé decydujaca role w procesie odrywania wodniczek pokar-
mowych.

Rozw6j badan spowodowat wyrazny zwrot w pogladach dotyczacych
warunkow, ktorych spetnienie jest niezbedne do utworzenia nowej Wod-
niczki pokarmowej, a nastepnie oddzielenia sie jej od dna cytostomu.
Schneider [77] przedstawit hipoteze postulujgcg wzrost objetosci Wod-
niczki dzieki whudowywaniu w dno cytostomu makroczastek. Pdzniejsze
badania pozwolity na udowodnienie, ze powiekszanie wodniczek odbywa
sie dzieki wigczaniu w dno cytostomu fragmentéw btony [1, 7]. Allen [1]
badajagc zmiany zachodzace w wodniczkach pokarmowych w trakcie ca-
tego cyklu wodniczkowego w komérkach Paramecium doszedt do prze-
konania, ze orzeski te dysponujg statg pulg blonowg. Okazato sie bo-
wiem, ze w czasie defekacji jedynie nie strawione resztki zawartosci
wodniczek sg wydalane poza obreb komdrki, natomiast btona pozostaje
w niej w postaci dyskowatych pecherzykéw i stanowi materiat budulco-
wy do utworzenia w dnie cytostomu nowych wodniczek. Podobne wnio-
ski spotykamy w pracach Chapman-Andresen, Nilsson [14] i Rickettsa
[70, 71, 73], dotyczacych Tetrahymena pyriformis. Ricketts [73] suge-
ruje, ze nawet przy zachowaniu dosy¢ statych warunkéw zewnetrznych
tempo fagocytozy w komérkach tych moze ulega¢ zmianie. Obserwowane
przez niego periodyczne zahamowanie tworzenia wodniczek pokarmo-
wych jest, jak twierdzi, wynikiem wyczerpania sie zapaséw btony lub
lizosoméw niezbednych do rozpoczecia procesu trawienia. Dowody po-
twierdzajgce zmienno$¢ tempa fagocytozy w komorkach Tetrahymena
pyriformis przedstawita réwniez Nilsson [58, 59]. Z jej badan wynika,
ze pierwsza wodniczka powstaje najszybciej, osiagajac jednoczesnie naj-
wieksze rozmiary, natomiast tempo tworzenia kolejnych jest coraz wol-
niejsze. Autorka wykazuje takze, ze 30% wodniczek powstajacych w cig-
gu 10-minutowej inkubacji w zawiesinie czgstek karminu tworzonych
jest w pierwszej minucie, 60% po uptywie 5 min., a nastepnie szybkos¢
procesu wyraznie spada. Podobng zmienno$¢ tempa fagocytozy, uwarun-
kowang wyczerpywaniem sie zapaséw btony, stwierdzono u Euplotes [39]
i u Blepharisma [16].

Stwierdzono ponadto, ze pojawienie sie i przebieg fagocytozy w znacz-
nym stopniu zalezy od etapu w cyklu zyciowym orzeskow. Na krotko
przed rozpoczeciem oraz w trakcie podziatu proces ten zanika catkowicie
[41, 57, 95], aby pojawié¢ sie ponownie w siostrzanych komdrkach po-
podziatowych. Podobne zjawisko czasowego zahamowania tworzenia
wodniczek pokarmowych zaobserwowano podczas koniugacji [81, 84].
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CZYNNIKI EGZOGENNE NATURY FIZYCZNEJ

mechaniczne; pobudzenie

Mechaniczne pobudzenie btony przez czastki obecne w S$rodowisku
zewnetrznym oraz temperatura otoczenia sg czynnikami egzogennymi
natury fizycznej, w sposéb istotny wplywajacymi na tempo fagocytozy
orzeskow.

Zwolennicy koncepcji mechanicznej stymulacji fagocytozy podkresla-
ja decydujaca role podraznienia btony w czasie kontaktu z czagstkami
zawiesiny, uwazajac, ze czynnik ten inicjuje tworzenie wodniczek po-
karmowych. Tempo procesu jest SciSle zwigzane ze stezeniem czastek
w $Srodowisku [14, 49, 60, 66-68, 90, 93, 95]. Ricketts [72] zauwazyl,
ze w komdrkach Tetrahymena pyriformis tempo tworzenia wodniczek
pokarmowych zmienia sie proporcjonalnie do stezenia zawiesiny czastek,
czyli ze odpowiedz komorki nie ma charakteru ,,wszystko albo nic”, ale
zalezna jest zapewne od stopnia pobudzenia bitony komérkowej. Moje
badania potwierdzity stuszno$é¢ tych wnioskéw roéwniez w stosunku do
komorek Paramecium [90, 93].

Efekt dziatania czastek w duzym stopniu zalezy od ich wiasciwosci,
tj. geometrii, wielkoSci, ciezaru wilasciwego, a takze wilasciwosci che-
micznych czastek stymulujacych.

W warunkach naturalnych wiele gatunkéw orzeskéw odzywia sie bak-
teriami. Istnieje jednak prawdopodobienstwo kontaktu pierwotniaka
z czastkami, ktdre nie stanowig pokarmu, a wiec takimi, ktore nie bedg
trawione. W celu doktadnego poznania przebiegu procesu pobierania
pokarmu, w badaniach laboratoryjnych stosuje sie modele czastek po-
karmowych, ktore ze wzgledu na swojg geometrie, ciezar wtasciwy oraz
atrakcyjnos$¢ przypominajg bakterie. Modele te pozwalajg precyzyjnie
opisa¢ zaréwno sam przebieg formowania sie wodniczek, jak réwniez
droge przebyta przez nie w komorce. Najczesciej stosowanymi modela-
mi czastek pokarmowych sa; nierozpuszczalne w wodzie, sproszkowane
barwniki [14, 26, 49, 58, 59, 90], kulki lateksowe [26, 70, 71, 93, 94],
sproszkowane diamenty [67] oraz zitoto [23]. Wymienione czagstki mode-
lowe sg bardzo chetnie pobierane przez orzeski, a wszystkie powstajgce
Wodniczki sg nimi wypetnione w mniejszym lub wiekszym stopniu
[17-19, 59], tak wiec mozemy prze$ledzi¢ kolejne etapy fagocytozy, a tak-
ze oznaczaé jej tempo.

Nilsson [58] przedstawita dowody, ze nawet kilka czgstek jest w sta-
nie wywota¢ fagocytoze u Tetrahymena, a Bozler [9] juz przed wielu
laty wykazal, ze Paramecium w S$rodowisku nie zawierajgcym czastek
nie tworzy wodniczek. Identyczne wyniki uzyskatam w doswiadczeniach
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z komérkami Paramecium bursaria [91], inkubowanymi w S$rodowisku
pozbawionym zawiesin. W badaniach tych stosowane byty rozpuszczalne
w wodzie barwniki: oranz G i czerwien obojetna, ktore wedlug Grebec-
kiego i Kuznickiego [37] indukujg fagocytoze. Okazato sie, ze wyelimi-
nowanie czastek z roztwordw rozpuszczalnych barwnikéw prowadzi do
zahamowania fagocytozy. Podobne wyniki w pracach z komdrkami Tetra-
hymena uzyskat Rasmussen [68].

Potwierdzeniem koncepcji mechanicznej stymulacji fagocytozy moze
byé takze obserwacja Masta [49] wskazujaca na wyrazny ruch czgstek
wewnatrz cytostomu. Istnieje wiec duze prawdopodobienstwo, ze miej-
scem mechanicznej stymulacji jest dno cytostomu, bilona przylegajgca
bezposrednio do tej strefy lub tez konce rzesek gebowych [76].

TEMPERATURA

Czynnikiem egzogennym w sposob istotny wplywajgcym na stan
fizjologiczny orzeskow jest temperatura otoczenia. Pamieta¢ nalezy, ze
dla komorek tych, jak i dla wszystkich zywych organizmow, istnieje
pewien zakres temperatur, w ktérego obrebie sg one w stanie przezy¢,
a takze pewna warto$¢ optymalna, najkorzystniejsza do ich rozwoju.
Jest oczywiste, ze gwattowne zmiany moga doprowadzi¢ nawet do $mier-
ci komérki, natomiast tagodne, w zakresie temperatur optymalnych, po-
zwalajg na badanie przebiegu i mechanizméw wielu wewnatrzkomor-
kowych proceséw.

Szczegdblnie wyrazny wplyw temperatury na poszczegélne etapy cyklu
wodniczkowego w komorkach Paramecium zostat stwierdzony przez
Leunga i Fok [43]. U orzeskéw hodowanych w temperaturze pokojowej
(ok. 20°C) cykl ten, do momentu rozpoczecia wydalania, trwa co naj-
mniej 20 min. Autorzy ci wykazali, ze po adaptacji komorek przez 24 h
do temperatury 24, 27 i 30°C czas catego cyklu ulega skréceniu. Jest to
szczeg6lnie wyrazne w trzecim etapie cyklu (trawienie), ktérego czas
trwania jest odwrotnie proporcjonalny do temperatury. Podobne obser-
wacje przeprowadzita takze Fok i wsp. [27] badajgc optymalne tempe-
ratury dla przebiegu poszczegdlnych etapéw cyklu wodniczkowego w ho-
dowlach Paramecium caudatum. Okazato sie, ze najkorzystniejszg tem-
peraturg dla tworzenia wodniczek jest 28-30°C, a dla zakwaszania i kon-
densacji 26°C. Trawienie, aczkolwiek rzeczywiscie ulega skroceniu wraz
ze wzrostem temperatury, jednak przebiega jakby dwuetapowo: ponizej
22°C jest to proces powolny, podczas gdy powyzej tej temperatury
jego tempo gwaltownie wzrasta. Etap czwarty cyklu, czyli defekacja,
w ogdble nie byt obserwowany ponizej 15°C, natomiast powyzej tej tem-
peratury tempo defekacji rosto wraz ze wzrostem temperatury. Mozna
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wiec przypuszczaé, ze cykl wodniczkowy sktada sie z czterech odreb-
nych procesdéw, z ktérych kazdy odmiennie reaguje na zmiany tempe-
ratury Srodowiska.

Przedstawione badania nad wptywem temperatury na proces odzy-
wiania sie orzeskdw wskazujg na mozliwosci regulacji nie tylko fago-
cytozy, ale takze peitnego cyklu wodniczkowego. Obieg wodniczek po-
karmowych w komdrkach Paramecium jest zwigzany z wewngtrzkomor-
kowym ruchem cytoplazmy [92], ktéry w sposdb istotny zalezy nie tylko
od wartosci, ale takze od tempa zmian temperatury $Srodowiska [42, 82].
Koenuma [40] wykazat, ze szybko$¢ strumienia cytoplazmatycznego
ro$nie liniowo wraz ze wzrostem temperatury od 5 do 30°C.

Jest bardzo prawdopodobne, Zze jedng z przyczyn przyspieszenia
tempa fagocytozy jest wzrost szybkoSci przeptywu wewngtrzkomorko-
wej cytoplazmy, dzieki ktérej dostarczane sg w okolice dna cytostomu
dyskowate pecherzyki, niezbedne do budowy nowych wodniczek pokar-
mowych.

CZYNNIKI EGZOGENNE NATURY CHEMICZNEJ

Przeciwnicy koncepcji fizycznej stymulacji fagocytozy szczegdlna role
przypisywali czynnikom egzogennym natury chemicznej, twierdzac jed-
noczesnie, ze czestotliwo$¢ tworzenia wodniczek pokarmowych nie za-
lezy od gestosci zawiesiny w $rodowisku [20, 50]. Wedtug nich istotne
znaczenie majag witasciwosci chemiczne pobieranych czastek, ktére przede
wszystkim muszg by¢ atrakcyjne dla komoérek jako pokarm lub tez jego
substytut. Uwzgledni¢ nalezy ponadto roznice w wartosci pokarmowej
czastek, a wiec czy moga one by¢ strawione, czy tez nie.

Badania prowadzone na orzeskach z rodzaju Paramecium wykazaly,
ze pierwotniaki te mogg pobiera¢ zar6wno czastki stanowigce pokarm,
jak i takie, ktdre sg tylko jego modelami. Sugerowano ponadto, ze tem-
po tworzenia wodniczek zawierajagcych zawiesing, ktéra moze by¢ stra-
wiona, jest znacznie wieksze, niz tempo tworzenia wodniczek wypeitnio-
nych czgstkami niepokarmowymi [11, 17-20], a wiec stopien atrakcyj-
nosci jest czynnikiem determinujacym szybko$é pobierania zawiesiny.
Badania te potwierdzili Seaman [78, 79] oraz Seaman i Mancilla [80]
dla komérek Tetrahymena pyriformis. Okazato sie, ze orzeski te hodo-
wane w pozywce syntetycznej w ogo6le nie pobierajg btekitu trypano-
wego, jezeli $srodowisko nie zostanie wzbogacone niewielka ilosScig pro-
teozopeptonu.
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Informacje dotyczace r6znic tempa pobierania czastek pokarmowych
oraz substytutow pokarmu znajdujemy takze w pracy Millera i wsp.
[52], dotyczacej komdrek Paramecium i Tetrahymena. Dowodzili oni, ze
pojawienie sie kwasnej fosfatazy, niezbednej do rozpoczecia procesu
trawienia, jest zalezne od utworzenia wodniczek, a nie od ich zawar-
tosci. Przeciwstawne wnioski wysuneli Rosenbaum i Wittner [75], ktd-
rzy prowadzili pomiary aktywno$ci enzymow zwigzanych z pobieraniem
pokarmu oraz wydalaniem nie strawionych resztek przez orzeski Para-
mecium caudatum. Ocena aktywnos$ci kwasnej fosfatazy wykazata wy-
razng réznice miedzy komoérkami karmionymi tuszem i bakteriami. Wy-
sokg aktywno$¢ enzymatyczng rejestrowano wokot wodniczek, gdy orze-
skom podawano czastki pokarmowe, natomiast gdy karmiono je tuszem,
wysoka aktywnos$é obserwowano wytgcznie w peryferycznych warstwach
cytoplazmy. Szczeg6towe badania [28] wykazaly, ze kwasna fosfataza
pojawia sie w $ciSle okreSlonym etapie cyklu wodniczkowego. Syntety-
zowana jest w endoplazmatycznym retikulum, magazynowana w apara-
cie Golgiego, z ktérego odsznurowywane sg lizosomy | rzedu. Zlewaja
sie one z btong tylko wtedy, gdy nastgpito zakwaszenie zawartosci wod-
niczek. Proces ten rozpoczyna sie bezposrednio po utworzeniu nowej
Wodniczki, a konczy po uptywie 7 min [29]. Autorzy tej pracy sugeruja,
ze lizosomy moga taczy¢ sie wytgcznie z btong acidosomdw, ktdre zlaty
sie z wodniczka w stadium zakwaszania, jednak nie wcze$niej niz po
uptywie 3 min. Uzyskane przez grupe Allena wyniki catkowicie zaprze-
czaja sugestiom Rickettsa [73], iz lizosomy sa czynnikiem endogennym,
regulujgcym tempo tworzenia wodniczek pokarmowych.

Poza badaniem wptywu réznego rodzaju pokarmu na tempo fagocy-
tozy w komoédrkach orzeskéw, przeprowadzono takze wiele obserwacji
dotyczacych dziatania enzymow i innych zwigzkéw chemicznych na bto-
ne komérkowa [6, 87-89, 96]. Kilka prac na ten temat opublikowata
ToHoczko [87-89]. Stosujac dwa enzymy: trypsyne i pronaze, trawita
ona zewnetrzng cze$¢ korteksu komérki Paramecium. W wyniku uszko-
dzenia btony w cytostomie nastepowato zahamowanie akumulacji czgstek
w zaglebieniu cytostomalnym oraz przerwanie tworzenia wodniczek po-
karmowych. Wyniki te sugeruja, ze miejscem kontaktu czastek stymu-
lujgcych proces fagocytozy jest btona cytostomu orzeskdw. Potwierdzity
to takze wyniki prac Wyroby i Brutkowskiej [96] z zastosowaniem ha-
mujgcej fagocytoze pronazy. Podobny efekt zahamowania tworzenia
wodniczek wywotuje mukopolisacharyd lizozym. Zwigzek ten redukuje
liczbe miejsc anionowych na powierzchni komorki, a co za tym idzie,
uniemozliwia zapewne przekazywanie informacji o obecnosci zawiesiny
w Srodowisku [87].

Inny zwigzek chemiczny — cytochalazyna B, zgodnie z wynikami
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prac ToHoczko [89], blokuje oddzielenie sie powstajgcych wodniczek od
dna cytostomu, co wedtug autorki sugeruje kierunkowe dziatanie zwigz-
ku na btone komdrkowga. Badania prowadzone przez grupe Allena [6, 31,
43] wykazaty natomiast wptyw cytochalazyny B na wszystkie etapy
cyklu wodniczkowego, z tym ze intensywnos$¢ dzialania zalezy od zasto-
sowanego stezenia. Sugerujg oni ponadto, ze wszystkie obserwowane
zmiany sg wynikiem rozpadu siateczki aktynowej, zwigzanej z biona.
Tak wiec struktury wrazliwe na dziatanie CB odgrywalyby istotng role
w przebiegu catego cyklu wodniczkowego, cho¢ Cohen i wsp. [15] sto-
sujac metode znakowania przeciwciat fluoresceina, uwidocznili aktyne
jedynie w Swiezo utworzonych wodniczkach pokarmowych.

Podobny efekt dziatania CB na przebieg fagocytozy stwierdzono
w komorkach Tetrahymena [64, 74],

Badajac wptyw kolchicyny na cytoszkielet komérkowy u Paramecium
caudatum ToHoczko [89] wykazata wyrazny efekt hamujgcy tego zwigzku
na przebieg fagocytozy. Przedstawita ponadto dowody, iz nie wywotuje
on ultrastrukturalnych zmian w obrazie mikrotubul gebowych. Leung
i Fok [43] oraz Fok i wsp. [31] stwierdzili natomiast brak wptywu kol-
chicyny na trzeci i czwarty etap cyklu wodniczkowego, przy jedno-
czesnym, zaleznym od zastosowanego stezenia, zahamowaniu efektu
tworzenia wodniczek pokarmowych oraz ich zakwaszania.

Przedstawione wyniki sugeruja, ze zardwno cytochalazyna B, jak
i kolchicyna, w zaleznosci od uzytego stezenia, modyfikujg przebieg
fagocytozy w wyniku interakcji z btong komédrkowa orzeskéw.

WPLYW GLODZENIA NA TEMPO TWORZENIA WODNICZEK POKARMOWYCH

Sadzi¢ nalezy, ze zaréwno czynniki endogenne, jak i egzogenne od-
grywaja istotng role w stymulacji procesu tworzenia wodniczek pokar-
mowych. Trzeba jednak odpowiedzie¢ na kolejne pytanie: czy stopien
wygtodzenia komoérek moze mieé wpltyw na tempo fagocytozy? Jest to
tym bardziej istotne, poniewaz, jak wykazano w badaniach nad komor-
kami Paramecium, glodzenie prowadzi do wielu zmian patologicznych,
z ktorych najwazniejszymi sa: wyrazna wakuolizacja cytoplazmy, utrata
rzesek, a nawet degeneracja wewnagatrzkomaérkowych struktur [95]. Bar-
barin [8] sugerowat ponadto, ze orzeski takie wykazujg znacznie wyzsza
wrazliwo$¢ na lokalne stezenia roznych zwigzkdéw chemicznych. Nilsson
[61] gtodzeniem indukowata w komdrkach Tetrahymena pyriformis od-
wracalng autofagie. Po 1 h orzeski zmniejszaty objetosé do 80%, a po
48 h inkubacji w Srodowisku soli nieorganicznych — do 25%.

Gtodzenie jest takze metoda synchronizacji dzielagcych sie komoérek
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Tetrahymena pyriformis [13]. Orzeski te sg ponadto zdolne do modyfi-
kacji syntezy biatek pod wptywem gtodzenia, regulujgc ekspresje genow
na poziomie zaréwno transkrypcji, jak i translacji [32].

Ro6zni autorzy maja przeciwstawne opinie na temat wpltywu glodze-
nia orzeskéw na ich zdolno$¢ do fagocytozy. Miuller i wsp. [52] badajac
komérki Paramecium multimicronucleatum i Tetrahymena pyriformis
nie stwierdzili réznic w tempie pobierania czastek pokarmowych i mo-
deli pokarmu w zaleznos$ci od uprzedniego glodzenia orzeskéw. Roéwniez
Chapman-Andresen i Nilsson [14] nie obserwowaty zmian tempa fago-
cytozy zawiesiny karminu w komodrkach Tetrahymena gtodzonych przez
53 h, w stosunku do komorek kontrolnych. Okresowe zahamowanie pro-
cesu byto, zgodnie z sugestia autorek, zwigzane wylgcznie ze stanem
komorki w cyklu zyciowym [14, 59]. Natomiast m.in. Ricketts [71, 72]
wykazat istotny wplyw glodzenia na zdolno$¢ do pobierania pokarmu.
Komdérki Tetrahymena sg, wedtug niego, w stanie rozréznia¢ czgstki po-
karmowe od niepokarmowych, a istotnym czynnikiem wptywajgcym na
ich fagocytowanie jest stopien wygtodzenia orzeskéw. Wyniki te wy-
raznie wskazujg, ze najedzone komérki Tetrahymena pyriformis pobie-
rajag szybko zaréwno czastki pokarmowe, jak i nie bedace pokarmem,
natomiast wygtodzone zdecydowanie preferujg czastki pokarmowe. Po-
dobnie zachowuje sie Tetrahymena w kontakcie z biekitem trypano-
wym [78], Dopiero po potgczeniu barwnika z biatkiem rozpoczyna sie
jego fagocytoza. Gtodna Tetrahymena moze nawet selekcjonowac czastki
w mieszaninie pod wzgledem ich przydatnosci pokarmowej [23]. Gdy
komérki karmiono zawiesing ztota, obserwowano powstawanie licznych
wodniczek pokarmowych, natomiast gdy zloto pomieszano z bakteriami,
w wodniczkach znalazty sie wytacznie bakterie. Zdolno$¢ do tak daleko
posunietej selekcji stwierdzono tylko w przypadku mieszaniny zlota
i bakterii, gdyz w doswiadczeniach z mieszaning barwnikéw i bakterii
Wodniczki zawieraly oba sktadniki. Nasze ostatnie badania sugeruja [94]
wystepowanie podobnej zaleznoSci réwniez w aposymbiontycznych ko-
madrkach Paramecium hursaria. Okazato sie, ze wydtuzenie czasu gtodze-
nia prowadzi do obnizenia tempa tworzenia wodniczek pokarmowych.

Istotng role w procesie fagocytozy odgrywa takze rodzaj stosowanych
w doswiadczeniach czastek réznych zawiesin. Sproszkowany karmin
i kulki lateksowe, uzyte jako modele czastek pokarmowych, pobierane
sg przez orzeski mniej chetnie niz te same czastki zawieszone w roz-
tworze biatka. Procent komorek, ktore po diugotrwatym glodzeniu
w ogole nie tworzg wodniczek w obecnosci modeli pokarmowych, wzra-
sta wyraznie, natomiast czastki pokarmowe nadal pobierane sg chetnie.
Wyniki badan [94] pozwalajg stwierdzi¢, ze tempo tworzenia wodniczek
pokarmowych jest $ciSle zwigzane nie tylko z obecnos$cig i stezeniem
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zawiesiny w S$rodowisku, ale takze z rodzajem uzytych czastek oraz
stopniem wygtodzenia komoérek. Pozwala to przypuszczaé, ze gdy czastki
modelowe zostang pomieszane z substancjami okreslanymi jako induk-
tory fagocytozy [14, 70, 78, 79, 80], takimi jak np. biatko, zmieniajg sie
prawdopodobnie ich wiasciwosci powierzchniowe. Induktory prowadza
do zmian witasciwosci chemicznych i/lub elektrycznych czastek, z kté-
rymi wchodzg w kontakt. Giese [34] dowodzit nawet, ze ,,Tetrahymena
chetnie pobiera czastki niestrawialne, o ile pokryte sga one strawialng
powtoka”.

ROLA POWIERZCHNIOWYCH RECEPTOROW W FAGOCYTOZIE

Sattler i Staehelin [76], stosujac technike kriorytowania, stwierdzili
w komorkach Tetrahymena, na zewnetrznych rzeskach membranelli
pierwszej, obecno$¢ szczecinek, ktorym przypisywali nie tylko udziat
w napedzaniu i kierowaniu pokarmu do wnetrza cytostomu, ale takze
funkcje powierzchniowych receptorow. Jest prawdopodobne, ze analo-
giczne miejsca wrazliwe znajdujg sie w komdrkach Paramecium, gdyz
poglad o obecnosci receptoré6w na powierzchni ciata orzeskdéw jest po-
wszechny [22, 24, 45, 54]. Przypuszcza sig, ze miejscem lokalizacji recep-
torow wrazliwych na kontakt z czastkami ze $rodowiska przed ich po-
braniem przez komorke Paramecium sg rzeski [83], btona cytostomu lub
sam cytostom [96]. Konsekwencja mechanicznego pobudzenia przez za-
wiesine obecng w Srodowisku jest proporcjonalne przyspieszenie nie tyl-
ko tempa fagocytozy, ale takze predkosci przeptywu cytoplazmy [90, 93],
co zostato potwierdzone przy uzyciu biekitu alcjanowego [91]. Barwnik
ten blokuje w sposob mechaniczny mozliwo$¢ tworzenia wodniczek po-
karmowych. Pomimo zahamowania fagocytozy sama obecno$¢ zawiesiny
w Srodowisku nadal przyspiesza ruch cytoplazmy. Zapewnia to obfitosé
materiatu btonowego, niezbednego do utworzenia nowych wodniczek po-
karmowych. Na tej podstawie przypuszcza sie, ze oba procesy: fagocy-
toza i ruch cytoplazmy sg regulowane m.in. przez sygnaty pochodzace
od powierzchniowych mechanoreceptoréw.

Wielu autordw sugerowato, ze strefa cytostomu u orzeskdw jest wy-
soce wrazliwa na bodzce zaréwno chemiczne, jak i mechaniczne [20, 21,
36, 53, 55, 75]. Okazato sie jednak, ze jest ona w poréwnaniu z przodem
i tylem komorki [45, 65], mato wrazliwa na mechaniczne pobudzenie.

Mochanoreceptory odbierajace sygnaty ze srodowiska zewnetrznego
zlokalizowane sg na btonie somatycznej komdrek Paramecium [46-48]. Po
przeprowadzeniu doSwiadczen z komodrkami odrzesionymi stwierdzono,
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ze btona rzeskowa, aksonemy i ciatka podstawowe speiniajg raczej bier-
ng role w przekazywaniu mechanicznego pobudzenia ze $rodowiska ze-
whnetrznego do komdrki. Sugeruje to, ze miejscem kontaktu czastek sty-
mulujagcych fagocytoze jest zapewne biona cytostomu [87, 96], choé
trudno wykluczyé inne partie btony somatycznej.

Jest prawdopodobne, ze fagocytoza u orzeskow jest procesem regu-
lowanym przez wiele réznych receptoréw. Sg wsrdd nich, by¢ moze,
takze chemoreceptory. Potwierdzeniem tego jest zdolno$¢ do rozroznia-
nia przez orzeski rodzaju pobieranych czastek. Ponadto na podstawie
ostatnich badan okazato sie, ze wrazliwo$s¢ komorek Paramecium na
bodzce termiczne ma podtoze jonowe [56]. Podobnie jak w przypadku
mechanorecepcji, wystepuje zroznicowanie wrazliwosci przodu i tytu ko-
morki. Wedtug Nakaoki i wsp. [56], termoreceptory te sg jednak rdzne
od mechanoreceptoréw.

PODSUMOWANIE

Informacje przedstawione w tej pracy wskazujg na wielostronng re-
gulacje procesu pobierania pokarmu przez komorki orzeskéw. Tempo
i przebieg fagocytozy uzaleznione sg od stanu fizjologicznego komorki,
a takze od fazy w cyklu zyciowym, w ktérej sie ona znajduje. Okazato
sie ponadto, ze zmiany warunkow fizycznych i chemicznych $rodowiska
zewnetrznego w sposob istotny wpiywajg na tworzenie wodniczek po-
karmowych.

Rdéznorodnos$¢ bodzcéw ze srodowiska zewnetrznego, z jakimi spoty-
kajag sie wolnozyjace orzeski, jest przez nie odbierana dzieki wyspecja-
lizowanym receptorom powierzchniowym, zlokalizowanym w btonie so-
matycznej. Miejscami o szczeg6lnej wrazliwosci okazaty sie przdd i tyt
komorki. Tam wiasnie znajduje sie wiekszo$¢ kanatéw jonowych (Ca++,
K+) biorgcych udzial w odbieraniu informacji ze $rodowiska zewnetrz-
nego. Obserwowang doswiadczalnie konsekwencjg pobudzenia jest zmia-
na przebiegu i tempa roéznych wewnatrzkomorkowych proceséw. Me-
chanizm i droga przekazu informacji do wnetrza komdrki pozostaje na-
dal nie wyjasniona.

Fagocytoza, jej dynamika i przebieg u orzeskdw uzalezniona jest od
réznorodnych czynnikow. Poniewaz niektore z nich wywotujg dominu-
jacy w danych okolicznosciach efekt, daje to wiec mozliwo$¢ kierowa-
nia procesem pobierania pokarmu.

4 — PBK 2/88
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BIALKOWA KOMPONENTA BLONY KOMORKOWEJ W BADANIACH
METODA KRIORYTOWNICTWA

CELL MEMBRANE PROTEINS IN FREEZE-FRACTURING

Leszek KORDYLEWSKI

Zaktad Cytologii i Histologii, Instytut Zoologii, Uniwersytet Jagiellonski

Streszczenie. Przedyskutowano zagadnienia morfologii, sposobu rozmieszczenia i za-
geszczenia czastek biatkowych widocznych w btonie komérkowej w obserwacjach
mikroskopowo-elektronowych replik powstatych w wyniku zastosowania techniki
kriorytownictwa (freeze-fracturing). Obszernie oméwiono obecne poglady na cha-
rakter czastek z uwzglednieniem ograniczen techniki FF i jej artefaktow.

Summary. The morphology, distribution and surface density of the protein particles
seen in the electron micrographs of the replicas obtained through freeze-fracturing
are discussed. Present views on the character of the particles are reviewed, with
particular reference to the limitations and artifacts of the FF technique.

Wykaz stosowanych termindéw i skroty

kriorytownictwo (FF)
roztupywanie mrozeniowe — freeze fracturing (FF)
rytowanie mrozeniowe — freeze etching (FE)
gtebokie rytownictwo — deep etching
krioprotektant — cryoprotectant
prefiksacja = utrwalanie wstepne — prefixation
roztupywanie zamrozonej probki — fracturing
rozszczepianie sie bton — membrane splitting
napylanie prdébki platyng i weglem — Pt-C coating
replika platynowo-weglowa — Pt-C replica
repliki komplementarne — complementary replicas
replikacja rotacyjna — rotary replication
cieniowanie rotacyjne — rotary shadowing
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cieniowanie bez rotacji — non-rotary shadowing

autoradiografia w kriorytownictwie — freeze fracture autoradiography
(FARG)

dwuwarstwowa btona lipidowa — lipid bilayer

biatka integralne btony — integral proteins

biatka peryferyczne — peripheral proteins

czastki biatkowe — protein particles

czastki wewnatrzbtonowe (Srodbtonowe) — intramembrane particles
(IMP)
czastki przezbtonowe — transmembrane particles (TMP)

czastki lipidowe — lipidic particles

odwrdcone micele — inverted micelles

dekoracja czastek biatkowych — particle decoration
ptaszczyzna przetomu — fracture plane
ptaszczyzna $srodkowa btony — central piane
liposomy — liposomes
ztgcze szczelinowe — gap junction (GJ)
agregacja czastek — particle aggregation
doteczek — pit
szeroko$¢ cienia czastki — particle shadow width (PSW)
szerokos¢ platynowo-weglowej czapeczki na czastce — particle cap width
(PCW)
powierzchnie btony komdrkowej — surfaces
powierzchnia zewnetrzna — external surface (ES)
powierzchnia wewnetrzna (zwrocona do cytoplazmy) — protoplasmic
surface (PS)
czesci natywnej btony (przed rozszczepieniem)
listek zewnetrzny (przylegajacy do przestrzeni pozakomdrkowej)
listek wewnetrzny (przylegajacy do cytoplazmy)
strony roztupanej btony — faces
strona P (protoplazmatyczna) — protoplasmic face (PF)
strona E (zewnetrzna) — external face (EF)
mikroskop elektronowy (ME)

STRUKTURA BLONY KOMORKOWEJ]

Budowe btony komorkowej uwaza sie obecnie za dobrze poznang,
a obowigzujagcy model jej organizacji jest szeroko rozpowszechniany
w podrecznikach biologii komérki. Nie oznacza to jednak, ze wszystko
w dziedzinie struktury bton biologicznych zostato wyjasnione. Wrecz
przeciwnie, intensywne badania prowadzone w licznych o$rodkach na
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Swiecie dostarczajg wcigz nowych szczeg6téw, ujawniajg roznorodnosé
bton, wskazujg na nie rozwigzane problemy i na niejasnoSci interpre-
tacyjne. Poprzez intensywne rozwijanie rozmaitych metodycznie form
badan atakowane sg przede wszystkim czynniki ograniczajgce mozli-
wosci lepszego poznania struktury btony [167].

Aktualne poglady na organizacje molekularng btony biologicznej
omoéwione sg w pracy Kilarskiego [61]. Obecnie uwaza sig, ze integralne
biatka btony komdérkowej zanurzone sg w dwuwarstwowej lipidowej bto-
nie elementarnej (rys. 1-5). Biatka te decydujg o fizjologicznych wt#as-

Ryc. 1. Klasyczny model ptynnej mozaiki, wyjasniajacy strukture btony komoérkowej
wg Singera i Nicolsona [138, z 121]

Ryc. 2. Aktualniejszy niz na rye. 1 schemat struktury btony biologicznej, uwzgled-
niajgcy obudowanie warstwy dwulipidowej biatkami powierzchniowymi [112]
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Ryc. 3. Schemat ilustrujacy rozmaity stopien zagiebienia réznych biatek przedsta-

wionych jako warzywa i owoce (np. GP — glikofosforyna, 3 — biatko trzeciego
szczytu elektroforetycznego) tkwigce w szarym tle gleby (warstwa lipidowa). Nie-
ktére z biatek przechodza przez bione (biatka przezblonowe — transmembrane

proteins TMP), podczas gdy inne zanurzone sg w niej jedynie cze$ciowo. Niektére

wykazujg zwigzek z elementami cytoszkieletowymi wewngtrz komoérki (u dotu),

podczas gdy od strony zewnetrznej (u géry) majag w réznym stopniu rozbudowane
tancuchy glikoproteinowe [179]

Ryc. 4. Schemat osadzenia pojedynczej czgstki biatkowej (B) w dwulipidowej war-
stwie (L) btony biologicznej [31]
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Ryc. 5. Schemat struktury biony biologicznej, ukazujacy warstwe dwulipidowg (L)
oraz przenikajgce przez nig biatka integralne (lI) i towarzyszace im biatka pery-
feryczne (P) (wg Amersham Research News, 1981)

nosciach btony komérkowej. Kompleksy biatkowe btony sa odpowie-
dzialne za zespdt zjawisk elektrofizjologicznych komorki i transport
substancji przez btone. Stanowig one m.in. kanaty selektywne jonowo,
nos$niki specyficznych substratow oraz specyficzne receptory [79, 121].
Czastki biatkowe btony sg rowniez miejscami zakotwiczenia elementéw
cytoszkieletowych oraz tworzg regionalne specjalizacje btony [79]. Przy
uzyciu konwencjonalnych technik transmisyjnego mikroskopu elektro-
nowego czastki biatkowe nie sg jednak bezposrednio widoczne na pre-
paratach skrawanych. Ich obecno$¢ w btonie mozna stwierdzi¢ w mikro-
skopie elektronowym jedynie przy zastosowaniu techniki kriorytow-
nictwa (freeze-fracturing).

KRIORYTOWNICTWO

W technice tej, po zamrozeniu tkanki w cieklym azocie (—196°C)
i po przytozeniu do prébki sit rozrywajacych, zawarte w niej btony bio-
logiczne rozszczepiajg sie w plaszczyznie miedzy obu warstwami lipi-
dowymi (ryc. 7-9). Jest to wiec unikatowa metoda ukazania wnetrza
btony, niedostepnego na drodze innych metod [16]. Wyeksponowane
w ten sposob kompleksy biatkowe, wystajgce z lipidowego tta btony,
dajg zna¢ o swej obecnosSci po wycieniowaniu platyng i weglem. Po roz-
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Ryc. 6. Schemat struktury wewnetrznej btony mitochondrialnej proponowany przez
Sjostranda [143]. Duze puste kregi reprezentujg biatka, mate ciemne punkty przed-
stawiajg hydrofobowe grupy fosfolipidéw; a — przekrdj modelu w ptaszczyznie
prostopadtej do btony, b — widok z géry analogicznego obszaru biony. Btona mito-
chondrialna jest bogatsza w czastki biatkowe niz btona komérkowa; nieliczne fosfo-
lipidy zgrupowane sg wyspowo i nie tworzg wyraznej podwoéjnej warstwy. Trudno
wiec moéwié¢ o centralnym rozszczepieniu takiej btony w procesie roztupywania [143]

Ryc. 7. Schemat roztupywanej btony komodérkowej, zaktadajacy, ze cze$¢ czastek

biatkowych zostaje wysunieta z warstwy lipidowej L, podczas gdy inne czastki

pekaja centralnie w procesie roztupywania FF. C — cytoplazma komdrki ([70],
wg [53])
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Ryc. 8. Schemat sposobu pekania zamrozonej btony pod wpitywem uderzenia no-
zem (n), zaktadajgcy wysuwanie sie catych czastek biatkowych z potdwek warstwy
lipidowej [31]

puszczeniu tkanki otrzymuje sie w ten sposéb jej platynowo-weglowg
replike, stanowiaca jakby odlew powierzchni przetomu powstatego
w trakcie roztupywania.

Repliki otrzymuje sie stosujac seryjne aparaty produkcji firm Balzers
i Denton. Poréwnywalne rezultaty mozna otrzymaé rédwniez bez drogiej
aparatury, w niefirmowych, wykonanych ,domowym sposobem” urza-
dzeniach. Roziupywanie odbywa sie tam pod cieklym azotem, a nastep-
nie w prozni przeprowadza sie napylanie zamrozonej probki platyng
i weglem [12, 16, 181]. Zalete stosowania firmowych aparatow stanowi
fakt, ze roztupywanie i napylanie prdébki przeprowadza sie w jednym
urzadzeniu w wysokiej prézni (10~9 milibara). Ponadto istnieje mozli-
wos¢ precyzyjnego kontrolowania grubosci napylonego metalu. Tkanke
zwykle wstepnie zamraza sie w cieklym freonie, a nastepnie przecho-
wuje w cieklym azocie. Bezpos$rednio przed roziupywaniem prdébke
umieszcza sie pod proznig na stoliku aparatu chtodzonym przeptywem
ciektego azotu (ryc. 10a), a nastepnie uderza sie w nig nozem (réwniez
ochtadzanym ciektym azotem) (ryc. 10b). Uzywany no6z to po prostu
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Ryc. 9. Przestrzenny schemat rozszczepienia btony, zaktadajacy wysuwanie sie cza-
stek biatkowych B z warstw lipidowych L, co w efekcie prowadzi do powstawania
doteczkow i komplementarnych do nich czastek P [153]



BIALKOWA KOMPONENTA BLONY KOMORKOWEJ 179

ostrze stalowej zyletki lub skalpela; nie jest to néz diamentowy, jak
mylnie podaje Przestalski [112, s. 78]. Niektére schematy sugeruja, ze
sam noz przechodzi miedzy warstwami lipidowymi (ryc. 8). Niestety nie
jest tak, gdyz nie pozwala na to rozbiezno$¢ rozmiaréw noza i grubosci
btony. N6z wywotuje jedynie site nacisku na tkanke, ktora peka (kruszy
sie) wzdtuz najstabszych miejsc w ptaszczyznie przesuwania sie noza,
tuz przed nim. Nastepnie roztamany preparat wystawia si¢ w prozni na
dziatanie par rozzarzonej elektrody platynowo-weglowej (ryc. 10c).

Napylanie przeprowadza sie zwykle pod katem 45° do plaszczyzny
stolika. Gdy stolik jest nieruchomy, napylanie powoduje powstawanie
jednokierunkowych cieni wypuktych szczeg6tow preparatu. Jezeli nato-
miast w trakcie napylania stolik zostaje poddany rotacji wzgledem osi
prostopadtej do ptaszczyzny powstania przetomu, nastepuje réwnomier-
ne wykontrastowanie szczegbtébw preparatu, bez wyraZznie ukierunko-
wanych cieni. Metoda cieniowania rotacyjnego (rotary shadowing lub
rotary replication) [81] nie jest uwzgledniona w tej pracy.

Zazwyczaj gOrna cze$¢ prébki, zerwana nozem, zostaje stracona,
a replikacji i obserwacjom podlega jedynie dolna, pozostajgca na stoliku
cze$¢ preparatu (ryc. 10). Zamiast uderzania nozem stosowaé mozna tak-

Ryc. 10. Schemat postepowania w technice Kkriorytownictwa: a) zamrazanie —
probke S zamraza sie na metalowej podstawce M; b) roztupywanie — uderzeniem
noza (strzatka) odrywa sie goérng cze$¢ probki od dolnej; c) replikacja — pod
prézniag (ponizej temp. —140°C) probke napyla sie bocznie parami platyny i wegla
(Pt — C) oraz wzmacnia napylaniem odgérnym parami wegla C; d) uzyskiwanie
repliki (R) — po rozmrozeniu i rozpuszczeniu prébki pozostaje cienka warstwa
platyny i wegla odzwierciedlajgca szczegdty powierzchni przetomu; e) rytowanie —
miedzy roztupywaniem (b) a replikacja (c) mozna prébke ogrza¢ do ok. —100°C
i z jej powierzchni odparowa¢ zamrozong wode [181]
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ze sity rozrywania. Zamrozong prébke umieszcza sie wtedy w specjal-
nych podwdjnych podstawkach zmontowanych na stoliku wyposazonym
w blat otwierany jak ksigzka. Otwierajgc blat stolika uzyskuje sie re-
pliki z obu powierzchni powstatych w wyniku rozerwania probki: dolnej
i zerwanej z niej gornej, ktéra nastepnie zostaje odwrocona dla wyekspo-
nowania i napylenia powierzchni przetomu (ryc. 11). Jest to tzw. meto-

Ryc. 11. Schemat ilustrujacy powstawanie replik komplementarnych. Po lewej
fragment prébki przed roztupywaniem, zawierajacy dwa btoniaste pecherzyki.
Ptaszczyzna pekniecia zaznaczona strzatkami i linig przerywana. Wnetrza peche-
rzykéw zakropkowano. Po prawej dwa komplementarne fragmenty probki po roz-
tamaniu. Cze$¢ gbérng obrocono o 180° celem wyeksponowania do napylenia repliki.
FM — szczeg6t Srodowiska miedzy bloniastymi pecherzykami, OFF — zewnetrzny
listek btony pecherzyka, IFF — wewnetrzny listek biony pecherzyka [175]

da replik komplementarnych, niezmiernie cenna do poznania przebiegu
ptaszczyzny roztupywania w probce i do identyfikacji szczegétéw probki
roztamanych miedzy obie powierzchnie [37, 70, 155, 182]. Metoda ta ma
te zalete, ze powstate powierzchnie wolne sg od obszaréw zniszczonych
przesuwaniem sie noza po preparacie, tzw. rys [6, 97, 152, 182]. Catos¢
powierzchni przetoméw w replikach komplementarnych powstaje w wy-
niku naturalnego pekniecia zamrozonej tkanki, podczas gdy w pojedyn-
czych replikach, wytworzonych przy zastosowaniu noza, cze$¢ obszarow
powstatych podczas pekniecia, wystajgcych w postaci ,,szczytéw” ponad
ptaszczyzne, w Kktdérej porusza sie noz, zostaje nim nastepnie zdarta.
Jedynie szczegOty lezace nizej, w ,dolinach” przetlomu, zostajg zacho-
wane. Metoda replik komplementarnych, mimo swych zalet, jest jednak
niezmiernie kaprysna i czasochtonna, a uzyskanie zadowalajgcych wy-
nikow nie jest tatwe. Stad tez nie jest ona szeroko stosowana.
Przetomy przez cytoplazme komorki sa trudne do interpretacji. Je-
dynie elementy wiokniste (filamenty) daja obiecujace obrazy po zasto-
sowaniu techniki kriorytownictwa [15]. W ognisku zainteresowania ba-
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daczy stosujgcych te technike sg przede wszystkim odwzorowania we-
wnetrznych powierzchni bton [23]. Jak wierne jest odwzorowanie, jakie
powstaja przy zastosowaniu tej techniki artefakty oraz jak je interpre-
towac, jest obecnie przedmiotem licznych dyskusji i badan.

W technice ,kriorytownictwa” wyr6znia sie dwie odmiany proce-
dury. Pierwsza to proces freeze-fracturing (FF) (nazywany tez czasem
freeze-cleaving), ktory polega na natychmiastowym napyleniu platyny
i wegla, tuz po uzyskaniu przetomu przez prébke (ryc. IOa-d). Druga
odmiana, tzw. freeze-etching (FE), pozwala na odparowanie wody (a wtas-
ciwie na sublimacje lodu) z powierzchni zamrozonej probki wystawionej
na dziatanie prézni przez pewien czas po przetamaniu tkanki i podgrza-
niu jej do temperatury ok. —100°C (ryc. 10e). Daje to w rezultacie
odstoniecie gtebiej lezacych struktur, zamaskowanych w plaszczyznie
przetomu drobinami wody. Na tym polega witasciwe rytowanie (etching).
Sublimujace z prébki czasteczki wody wytapywane sa przez chtodzony
néz lub inng ostone preparatu, na ktérych nastepuje ich kondensacja
[157]. Stopien zagiebienia sie ponizej poziomu przetomu jest proporcjo-
nalny do czasu, jaki uptywa miedzy wytworzeniem pekniecia a momen-
tem rozpoczecia napylania warstwy platyny i wegla [16]. Dosy¢ czesto
stosuje sie jeszcze inng modyfikacje rytowania, tzw. deep-etching (gte-
bokie rytownictwo), gdzie czas odparowywania prébki pod chitodzonym
nozem (na ktorym nastepuje kondensacja ulatniajgcej sie wody) docho-
dzi do kilku minut [53, 54, 56, 135, 181]. Problematyka niniejszego arty-
kutu ogranicza¢ sie bedzie w zasadzie wytgcznie do techniki FF.

Terminy freeze-etching i freeze-fracturing sg czesto uzywane nie-
stusznie jako synonimy. Dotyczy to nie tylko Zrddet polskich, lecz przede
wszystkim anglosaskich. W polskim nazewnictwie réwniez przyjeta sie
mylgca nazwa Kkriorytownictwa, stosowana do obu odmian procedury.
Nalezy wiec podkresli¢, ze fracturing (roztupywanie) jest tu procesem
podstawowym, w ktérego wyniku powstaje przetom przez badany ma-
teriat, podczas gdy ,etching” (rytowanie) jest nie zawsze stosowanym
procesem uzupetniajgcym, w ktérego wyniku uzyskaé mozna informacje
0 przestrzennej organizacji struktur w warstwach lezgcych ponizej ptasz-
czyzny przetomu [9]. »

Stosowana nomenklatura polska nie jest tez ani konsekwentna ani
trafna. Na przyktad w przettumaczonej na jezyk polski ,Fizjologii ko-
morki” Giesego [44] na freeze-etching i freeze-fracture proponowane sg
mato praktyczne terminy: metoda wytrawiania zamrozeniowego i me-
toda roztupywania zamrozeniowego. Przestalski natomiast [112] uzywa
innego okres$lenia FE: metoda wytrawiania sublimacyjnego. Cieciura [23]
stosuje termin mrozenie-rytowanie bez rozréznienia obu rodzajéw tech-
nik (FF i FE). Wydaje sie, ze zartobliwy termin ,metoda mrozotupu”

5 — PBK 288
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[112] zastuguje na wiekszg popularyzacje. Ze wzgledu na swg zwiezto$¢
powinien on sie przyja¢ w polskim nazewnictwie, szczegélnie na ozna-
czanie techniki FF. Termin kriorytownictwo (rytowanie) powinien wy-
tacznie odnosi¢ sie do techniki freeze-etching (FE).

Obrazy uzyskiwane w kazdej z metod (FF i FE) sa bardzo rdzne,
a odmienno$¢ ich charakteru jest dla wprawnego obserwatora oczy-
wista. Repliki uzyskane po wylgcznym zastosowaniu procesu roztupy-
wania (FF) sg strukturami bardzo przestrzennymi, ale repliki pocho-
dzace z rytowania (FE) sa o wiele bogatsze w struktury tréjwymiarowe
i majg znaczng giebie. Stad tez oznaczanie ich jednym terminem jest
duzym uproszczeniem.

Technika kriorytownictwa (FF i FE) ma wazng zalete, ktéra sta-
nowi o jej wyzszosci nad innymi technikami mikroskopii elektronowej.
Ukazuje ona mianowicie morfologie struktur komdérkowych nie zmie-
niong chemicznym utrwalaniem, odwodnieniem, przepajaniem, skrawa-
niem oraz barwieniem metalami ciezkimi [16]. Pozwala na wglad w te
struktury niezaleznie od ich wiasnosci chemicznego powinowactwa od
odczynnikow kontrastujgcych, a uzyskane obrazy charakteryzujg sie
wysoka zdolnoscig rozdzielcza [181]. Jedyne powazne zmiany, jakich
mozna sie spodziewac, to mozliwe artefakty zwigzane z zamrazaniem
tkanki. Wyeliminowaé je mozna (niezaleznie od stosowania krioprotek-
tantéw mogacych by¢ zrodtem innych artefaktow) odpowiednio obniza-
jac temperature i skracajac czas procedury zamrazania do niezbednego
minimum [110, 136]. Ponadto na malych powiekszeniach technika ta
daje rozeznanie w tréjwymiarowej organizacji badanych struktur. Na
duzych powiekszeniach pozwala pozna¢ makromolekularng organizacje
badanego obiektu, np. btony organeli, plazmolemy, struktury witok-
niste [119].

JAK PEKA ZAMROZONA BLONA?

Poglad, iz btony biologiczne po zamrozeniu i przytozeniu do prébki
sity (nacisku noza lub rozrywania) pekajg wzdtuz ich ptaszczyzny $rod-
kowej (miedzy dwiema warstwami lipidowymi), jest zgodny z rozwa-
zaniami teoretycznymi, ktére mdwia, ze istniejgce tam niekowalentne
wigzania miedzy sasiadujgcymi ze sobg grupami hydrofobowymi obu
warstw lipidowych sg stabsze niz sity spojnosci wystepujace w otacza-
jacych je obszarach wypetnionych zamrozong wodg [7-9, 16, 62]. Stad
tez powszechnie uwaza sie, ze procedura FF ujawnia wnetrze apolarne
podwdjnej warstwy lipidowej [169].
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Inny przebieg pekniecia w roztupywanej probce jest o wiele mniej
prawdopodobny. Oczywiscie zdarza sie, ze ptaszczyzna przetomu opusz-
cza btone i przechodzi przez pozbawiony bton obszar cytoplazmy lub
przestrzeni miedzykomorkowych. Uwaza sie jednak, ze przebieg prze-
tomu wzdtuz biony, po jej stronie powierzchniowej, zewnetrznej lub
protoplazmatycznej, zdarza sie rzadko, jedynie w przypadku wystepo-
wania bton ciasno upakowanych obok siebie, jak np. w granach chloro-
plastow [8] lub w ostonkach mielinowych widkien nerwowych [7, 84,
105, 154].

Poglad, ze ptaszczyzna przetomu z regutly biegnie wzdiuz zewnetrz-
nej lub wewnetrznej (protoplazmatycznej) powierzchni btony, miat swych
zwolennikow w poczatkach zastosowania techniki kriorytownictwa (FF)
[64, 91, 121, 161, 176]. Obecnie tylko nieliczni badacze obstajg przy ta-
kiej interpretacji [139-143]. Cho¢ wiekszos¢ przyznaje racje koncepcji
Brantona [9], ze btona peka w plaszczyznie Srodkowej, to jednak poglad
ten nie wydaje sie niezachwiany. Problem ten bedzie poruszony jeszcze
w dalszej czesSci niniejszego artykutu. Byé moze w przysztosSci znajda
sie tez inne fakty, ktére zmienig nasze obecne przekonanie o sposobie,
w jaki roztupuje sie zamrozona btona.

CZASTKI OBECNE W BLONIE

Na replikach uzyskanych metodag roztupywania (FF) obraz wnetrza
btony po rozszczepieniu jawi sie jako jednorodna powierzchnia warstwy
lipidowej, ktéra w rdéznym stopniu usiana jest wystajgcymi z niej na
rozmaitg wysoko$¢ czastkami [79, 121] (ryc. 9 i 16). Charakteryzujg sie
one Srednicami okoto 85 nm [16]. Czastki te zwane s czastkami we-
wnatrzbtonowymi (intramembrane particles, IMP) lub przezbtonowymi
(transmembrane particles, TMP) [23].

W wyniku centralnego rozszczepienia zamrozonej biony powstaja
dwie niejednakowe powierzchnie przetomu przez btone. Uwaza sie, ze
potowa biony pozostaje zwigzana z protoplazma, podczas gdy druga jej
potowa, przylegajaca do przestrzeni pozakomorkowej, zostaje od niegj
oderwana (ryc. 7).

Cze$¢ btony zwigzana z protoplazmag komorki nazywana jest strong P
(protoplasmic — P face), natomiast cze$¢ zewnetrzna — strong E
(external — E face) (ryc. 12-15). Zgodnie z obecnie powszechnie przy-
jetymi pogladami, w replice ogladane sg zawsze powierzchnie wewnetrz-
ne rozszczepionej blony (faces), pierwotnie skierowane do jej wnetrza.
Faktyczne powierzchnie btony (surfaces): zewnetrzna (stanowigca po-
wierzchnie komérki) i wewnetrzna (na granicy cytoplazmy i biony)
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(ryc. 15) nie sg widoczne w replikach, gdyz ptaszczyzna przetomu w za-
sadzie nigdy nie przebiega wzdtuz tych powierzchni (ryc. 12-14). O obec-
nosci tych powierzchni wnioskowa¢ mozna jedynie wtedy, gdy przetom
w pewnych miejscach opuszcza centralng ptaszczyzne biony i Kieruje
sie w gigb cytoplazmy lub w kierunku na zewnatrz komdrki. Wtedy
krawedzie przetomu przebiegaja w poprzek btony dajac w replice wy-
razne uskoki stanowigce granice obszarow bioniastych (ryc. 14 i 27).
Nalezy wyjasni¢, ze przebieg ptaszczyzny przetomu w tkance jest
sprawg przypadku i daje ograniczone mozliwos$ci sterowania nim przez
osobe dokonujgca roztupywania. W uzyskanej replice wyszukuje sie do-
piero obszary bton (lub innych struktur), w ktérych roztupywanie prze-
biegto w sposdb interesujgcy badacza lub nadajacy sie do interpretacji,
np. ukazujacy duze obszary bton wolne od uskokéw, albo powierzchnie
poszczegblnych organeli komorkowych. W jednej replice wystepujg cze-
sto na przemian oba rodzaje powierzchni (P i E), w zaleznosci od tego,

Ryc. 12. Schemat komérki z zaznaczona strzatkami ptaszczyzng roztupywania.

Oznaczono rodzaje powstajacych powierzchni przetoméw biony komoérkowej, mozli-

wych do identyfikacji w replice powstatej w ptaszczyznie oznaczonej linig prze-

rywang (fracture plane). PF — strona docytoplazmatyczna (P-face), ES — po-

wierzchnia zewnetrzna btony (external surface), dostepna jedynie na drodze ryto-

wania (etching), EF — strona zewnetrzna (E-face), PS — powierzchnia cytoplazma-
tyczna btony, dostepna jedynie na drodze rytowania (etching) [93]
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czy zerwana zostata cala komdrka, a w dolnej czesci prébki pozostat
jedynie zewnetrzny listek jej btony (E-face), czy tez komdrka pozostata
zachowana (wraz z P-face jej plazmolemy), a oderwaniu podlegat jedy-
nie zewnetrzny listek jej btony (ryc. 12 i 14). Podobna sytuacja wyste-
puje w przypadku kazdej btoniastej organeli wzgledem jej wnetrza
(macierzy) i przestrzeni zewnetrznej (ryc. 13-14). Lezace obok siebie
w tej samej replice obszary P i E btony komdrkowej nigdy zatem nie
moga naleze¢ do tej samej komdrki, poniewaz komplementarne frag-
menty tej samej blony danej komodrki rozszczepiane sg do dwoch frag-
mentéw probki podlegajacej roztupywaniu: dolnej (pozostajgcej na sto-
liku) i gérnej (od dolnej odrywanej). Stad tez sasiadujace ze sobg obsza-
ry P i E w danej replice zawsze naleze¢ musza do dwéch réznych ko-
morek, ktore lezaly obok siebie w preparacie przed roziupywaniem
(ryc. 14).

Strona protoplazmatyczna (P-face, PF) jest zawsze bogatsza w czastki
biatkowe niz komplementarna do niej strona zewnetrzna (ryc. 15), przy-
legajgca do przestrzeni pozakomérkowej (E-face, EF) [7-9, 121]. Na ogot
przechodzi sie nad tym do porzadku dziennego i mato jest prob inter-

Ryc. 13. Analogiczny do ryc. 12 schemat ukazujgcy powierzchnie przetomu i ryto-

wania powstajace po roztupywaniu (i ewentualnym rytowaniu) btoniastej orga-

neli — mitochondrionu. Oznaczenia jak w ryc. 12. Cyt — cytoplazma, x — prze-
strzen miedzybtonowa [93]
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Ryc. 14. Schemat powstawania réznych rodzajow powierzchni w btonach roztupy-
wanych po zamrozeniu. W — przestrzen miedzykomérkowa, P — btona komdérkowa
(plazmolema), V — Swiatto btoniastych pecherzykéw, M — matriks mitochon-
drionu, C — matriks chloroplastu, PFv — listek plazmatyczny btony budujacej
pecherzyk, EFv — listek wewnetrzny btony budujgcej pecherzyk, PFp — strona
plazmatyczna (P-face) btony komoérkowej, EFp — strona zewnetrzna (E-face) btony
komérkowej, PFcs, EFss, EFcv, PFcv — powierzchnie bton budujacych lamele
chloroplastu. Protoplazme komdrek wykropkowano (wedtug Préparationsmetodik
in der Elektronmikroskopie, Springer 1986)

pretacji tego zjawiska. Przyjeto sie, ze réznica we wzglednym zageszcze-
niu obu powierzchni (P i E) jest kryterium ich rozpoznawania, bez wni-
kania, czy istotnie strona gesciej obsadzona czgstkami jest strong blizsza
cytoplazmy, a strona rzadziej obsadzona — strong dalsza od cytoplazmy.
Jest to bardzo istotne, gdyz u niektorych organizmdw zachodzi zjawisko
odwrotne: strona E (zewnetrzna) jest bogatsza w czastki niz strona P
(protoplazmatyczna) [77, 83]. Podkresli¢ rowniez nalezy, ze w prébach
interpretacji obrazow przetomoéw FF rozpowszechnione sa rdzne inne,
nie zupetnie sprawdzone dogmaty, zwykle powielane z opracowania na
opracowanie.

W JAKI SPOSOB ROZLUPUJA SIE CZASTKI?

Jezeli zalozy sie, ze przed rozszczepieniem kazda czastka obecna
w nie tknietej btonie stanowi jeden kompleks biatkowy, bedacy np. ka-
natem, nosnikiem lub receptorem, to nierdbwne obsadzenie obu stron
btony po rozszczepieniu ttumaczy¢ mozna dwojako. Po pierwsze, przy
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Ryc. 15. Schemat powierzchni btony komorkowej (zewnetrznej — Surface ES
i wewnetrznej — Surface PS) oraz jej powierzchni wewnetrznych odstonietych
przez roztupywanie (protoplazmatycznej — Face PF i zewnetrznej — Face EF) na

przyktadzie krwinki czerwonej [181]

zatozeniu, ze bilona peka symetrycznie, nasuwa sie wniosek, ze biona
zbudowana jest asymetrycznie, tzn. ze w natywnej blonie przed roz-
szczepieniem czastki biatkowe zlokalizowane sg bardziej po stronie cyto-
plazmatycznej (ryc. 19Aa). Taka interpretacja zaktada, ze asymetryczny
rozdziat czastek miedzy strone P (silniej obsadzong) i strone E (stabiej
obsadzong) pozostaje w zwigzku z wyzsza zawartoScig biatek w we-
wnetrznym listku btony [10, 84]. Mozna tez zalozy¢, ze biona zbudo-
wana jest symetrycznie, tzn. ze ilo$¢ biatek blony skierowanych od jej
ptaszczyzny centralnej w kierunku do cytoplazmy i na zewnatrz jest
jednakowa, za to pekniecie btony lipidowej przebiega asymetrycznie, bli-
zej przestrzeni pozakomorkowej niz cytoplazmy (ryc. 19Ba) i w kon-
sekwencji wiekszo$¢ czastek widoczna jest po stronie P (ryc. 19Bb).
W tym modelu interpretacyjnym wiekszo$¢ z nich wykazuje silniejsze
powinowactwo do cytoplazmy niz do przestrzeni pozakomdrkowej, tzn.
ze w czasie rozszczepiania btony segregacja biatkowych drobin miedzy
zewnetrzny (E) i wewnetrzny (P) listek lipidowy nastepuje nierdwno-
miernie, z wiekszg tendencjg przylegania struktur biatkowych do strony
cytoplazmatycznej (P) [60]. Na strone P przechodzag te czastki (IMP),
ktére zanurzone sg w btonie czeSciowo, od strony plazmy, oraz te, ktore
przenikaja btone na wskro$ (TMP), lecz w procesie roztupywania wy-
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ciggane sg z zewnetrznego listka lipidowego i wykazujg wiekszg tenden-
cje do przylegania do strony P. Z listkiem zewnetrznym pozostawatyby
jedynie te drobiny biatka (IMP), ktére sg niekompletnie zanurzone w bto-
nie od strony zewnetrznej (ryc. 3, 8, 9).

Problem interpretacji zjawisk zachodzacych w metodzie FF zaryso-
wuje sie ostro przy opracowywaniu wynikéw analizy iloSciowej gestosci
obsadzenia bton czastkami biatkowymi [65-67]. Wtltasciwe rozumienie
roztupywania sie biatkowych elementéw biony na dwie komplementarne
czesci jest niezmiernie wazne przy pordwnywaniu wartosci zageszczenia
czastek otrzymanych po stronie P i E [69]. Poréwnania takie majg, jak
dotad, jedynie charakter statystyczny. ldentyfikacja obszaréw komple-
mentarnych i ich komplementarnych szczegétéw strukturalnych jest
niezmiernie trudna. Dlatego tez nie zostaty dotychczas przeprowadzone
zadne ilosciowe analizy na replikach komplementarnych z identyfikacjg
komplementarnych szczegétéow w obu przylegajacych do siebie przed
rozszczepieniem obszarach tej samej btony.

Porownania takie zostaly dokonane jedynie na sgsiadujacych ze soba
w jednej replice obszarach P i E (ze wzgledu na czasochtonno$¢ i ztozo-
no$¢ procedury identyfikacji obszaréw komplementarnych). Nie jest wiec
wcale oczywisty, ani tym bardziej udowodniony potoczny poglad, iz
czastce biatkowej na jednej stronie, np. P, odpowiada doteczek (pit)
w warstwie lipidowej po stronie drugiej (E) [184], choé czesto sytuacja
taka przedstawiana jest na niektdrych schematach, np. ryc. 7-9, 17a,
18A, 20a. Doteczki po jednej stronie btony, ktore daje sie zidentyfiko-
wac¢ z wysunietymi z nich czastkami po stronie drugiej, sg bardzo nie-
liczne [182]. Brak komplementarnosci tych struktur tlumaczy sie czasem
mozliwoscig wypetniania faktycznych doteczkéw platyng w procesie re-
plikacji [184]. Wydaje sie jednak, ze réwnie dobrze w trakcie rozszcze-
piania biony czastka moze nie zostawia¢ zadnego $ladu po stronie kom-
plementarnej, jak i ze czastce moze odpowiada¢ komplementarna czastka
(ryc. 20b i ¢). W tym ostatnim przypadku dochodzitoby do poprzecznego
pekniecia kompleksu biatkowego, ktorego obie czesSci wystepowatyby
w przeciwlegtych potdwkach btony. Zagadnienie to w duzej mierze wdaze
sie z omoOwiong juz tu problematyka symetrii badZz asymetrii organizacji
btony i symetrycznosci badz asymetrycznosci jej pekania po zamroze-
niu. Obraz powierzchni wewnetrznej rozszczepionej btony zalezny byitby
od stopnia, w jakim w natywnej btonie zagtebione sg kompleksy biat-
kowe, widoczne na replikach w postaci czastek. Z punktu widzenia za$
sit oddziatujacych w czasie roztupywania na natywne czastki w bitonie,
nie jest jasne, czy czastki biatkowe sg oporne na pekanie w poprzek ich
rdzenia [35, 95], czy tez raczej z reguty podlegaja poprzecznemu peka-
niu w ptaszczyznie btony [28, 95].



Ryc. 16. Fragment repliki btony komérkowej (strona P) miocytu serca 19-dniowego

zarodka kury. Na szarym tle lipidow widoczne liczne czastki biatkowe, ktére rzu-

caja cienie o réznej diugosci, zaleznie od stopnia wystawania czgstki z podtoza

i lokalnego nachylenia powierzchni. Zageszczenia tta Swiadczg o pofalowanym
przebiegu btony. Powiekszenie 150 000 X
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Ryc. 17. Schemat ilustrujagcy rozbiezno$¢ miedzy teoretycznym sposobem roziupy-

wania btony, gdzie kazdej czgstce odpowiada komplementarny doteczek (a) i stanem

faktycznym, gdy najczesciej doteczki nie wystepujg na powierzchni komplemen-

tarnej z powierzchnia obsadzona czastkami (b). Linig przerywang f zaznaczono
teoretyczny przebieg pekniecia [16]

Istniejg zatem trzy mozliwosci wzajemnych relacji elementéw struk-
turalnych w replikach komplementarnych (ryc. 20): (a) czastka wyste-
puje naprzeciw zaglebienia, z ktorego zostata wysunieta, (b) naprzeciw
czastki brak jest zagtebienia, (c) czastka wystepuje naprzeciw czastki.
Sytuacja (¢) moze oznacza¢, ze natywna czastka IMP zostala rozfrag-
mentowana na dwie czesci, ktore rozeszty sie do dwu komplementarnych
listkbw roztupanej btony. W takim przypadku jeden z powstatych frag-
mentdbw moze by¢é za maly, aby uwidoczni¢ sie w postaci czastki, co
w efekcie datoby sytuacje (b). Sytuacje (b) najczesciej spotyka sie w re-
plikach komplementarnych [16] (ryc. 17b, 18B i C, 20b, 27).

Analizujac zageszczenie czastek na powierzchniach bton w replikach
zainteresowani jesteSmy nie tyle odpowiedzig na pytanie, ile czastek
znajduje sie na powierzchni przetomu przez btone, lecz chcielibySmy sie
dowiedzie¢, jaka jest catkowita liczba czastek biatkowych w natywnej
btonie komérkowej oraz czy rozmaite btony réznig sie pod wzgledem
tej cechy. Niejasno$¢ co do sposobu roztupywania czastek biatkowych
zaburza nam prostg interpretacje naszych wynikéw pomiaréw. Nie wia-
domo, czy czastki po stronie P reprezentujg cato$¢ populacji czastek
biatkowych btony, a czastki strony E sa jedynie odtamkami niektérych
z nich; a moze tez catos¢ populacji czastek biatkowych btony oszacowad
mozna z zsumowania ich po obu stronach P i E? Tak nalezatoby uczyni¢
przyjmujac za prawdziwy ten wariant interpretacyjny, w ktérym czastki
§rod- lub przezbtonowe nie pekalyby poprzecznie w ptaszczyznie btony,
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Ryc. 18. Schemat ilustrujacy trzy mozliwe sposoby roztupywania btony: A — czastki
po stronie cytoplazmatycznej (PF) wykazuja komplementarno$¢ do doteczkéw po
stronie zewnetrznej (EF), gdy btona w zasadzie rozszczepia sie symetrycznie. Obser-
wowany faktycznie brak komplementarnosci maégtby by¢é ttumaczony w tym mo-
delu rozszczepienia jedynie przez mozliwo$¢ zamaskowywania doteczkéw napylang
platyng; B — brak komplementarnosci powstaly w wyniku asymetrycznego roz-
szczepienia bitony; C — brak komplementarnosci wynikly z asymetrycznosci roz-
mieszczenia czastek, przy symetrycznym sposobie rozszczepienia btony [37]

a jedynie dochodzitoby do ich wysuwania z komplementarnej warstwy
lipidowej w procesie roztupywania btony.

Nalezy podkresli¢, stosujac terminologie przyjeta przez Cieciure [23],
ze W zwigzku z tymi niejasnoSciami w literaturze S$Swiatowej terminy
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Ryc. 19. Schemat ilustrujacy dwa mozliwe sposoby powstawania nieréwnego obsa-
dzenia czgstkami roztupywanych czesci btony — zewnetrznej (EF) i wewnetrz-
nej (PF) w zatozeniu, ze nie dochodzi do fragmentacji czastek (czarne kregi). Aa —
natywna biona obsadzona czgstkami niesymetrycznie wzgledem ptaszczyzny S$rod-
kowej, Ba — blona obsadzona czgstkami symetrycznie peka niesymetrycznie, zo-
stawiajac selektywnie wiekszg liczbe czastek przy stronie plazmatycznej (PF).
W obu hipotetycznych sposobach rozszczepienia btony efekt koncowy (Ab i Bb)
jest ten sam, mimo ze uwarunkowany réznymi przyczynami

TMP i IMP czesto uzywane sg zamiennie. Rozwazajac stosunki biatko-
wo-lipidowe w btonie przed jej roztupaniem, tradycyjnie uwaza sige, ze
TMP sg czastkami przebiegajgcymi przez btone na wskro$, podczas gdy
IMP catkowicie aawarte sg w obrebie podwojnej warstwy lipidowej. Nie
jest natomiast catkiem jasne, czy w ogéle czastki biatkowe pekajg po-
przecznie w trakcie roztupywania (w plaszczyznie rownolegtej do po-
wierzchni btony, przebiegajgcej miedzy warstwami lipidowymi), czy tez
jedynie wysuwajg sie sposrod lipidow komplementarnej potéwki btony,
bez podziatu na fragmenty. Stad tez podziat na IMP i TMP ([23], s. 27)
trudno opiera¢ na spekulatywnym sposobie ich roztupywania.
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Ryc. 20. Schemat przedstawiajacy trzy mozliwosci wzajemnych relacji struktur

w replikach komplementarnych: a — czastce odpowiada doteczek, b — czastce nie

odpowiada doteczek ani czastka, ¢ — czgstce odpowiada czastka (prawdopodobnie
zachodzi fragmentacja natywnej czastki)

CZY BLONA ISTOTNIE ULEGA ROZSZCZEPIENIU?

Okazuje sie, ze koncepcja rozszczepiania btony w plaszczyznie $rod-
kowej, mimo iz powszechnie przyjeta, nie jest nie do podwazenia.
Z obserwacji Sjostranda [141-143] nad bionami mitochondriow wynika,
ze (zapewne ze wzgledu na niskg zawarto$¢ lipidow w tych btonach,
a wysoki stopien zawartosci biatkowych czastek) nie ma tam wyraznej
warstwy dwulipidowej, a wiec ptaszczyzna przetomu wydaje sie prze-
biega¢ wzdtuz faktycznych powierzchni bton (lub czasem poprzecznie
poprzez bione), nie zas wzdtuz jej ptaszczyzny sSrodkowej. Opierajac sie
na obserwacjach poprzecznych i sko$nych przetoméw przez btony mito-
chondrialne Sjostrand [143] stwierdzit w grzebieniach, ze btony skiadajg
sie gtéwnie z globularnych biatek widocznych w postaci czastek. Sg one
ciasno upakowane, a lipidy wystepujg wsrdd nich wyspowo, zgrupowane
gtdwnie po stronie macierzy (matrix) mitochondrialnej (ryc. 6).

Sjostrand [141] twierdzi, ze to, co uwaza sie¢ za wewnetrzne po-
wierzchnie btony P i E jest w istocie obrazem faktycznych powierzchni
bton (surfaces): zewnetrznej i protoplazmatycznej, zwroconej do cyto-
plazmy. Btona, zdaniem Sjostranda, nie peka w ptaszczyznie centralnej,
lecz ptaszczyzna pekniecia w zamrozonym materiale przebiega na ze-
wnatrz blony, wzdiuz niej, odstaniajgc badz podbtonowg powierzchnie
cytoplazmy, badz prawdziwe powierzchnie nie tknietej btony, ktore wy-
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kazujg obecno$¢ czastek. Po uwaznym przyjrzeniu sie nowszemu sche-
matowi modelu budowy btony biologicznej, ktéry uwzglednia wystepo-
wanie biatek powierzchniowych (ryc. 2), trudno oprzeé sie wrazeniu, ze
to witasnie prawdziwe powierzchnie btony moga przedstawiaé sie na re-
plikach jako obszary obsiane biatkowymi czgstkami.

Sjostrand [141] poddaje dobrze uargumentowanej krytyce obserwa-
cje Brantona [7], Pinto da Silva i Brantona [103], Tillacka i Marchesi
[161], Weinsteina i in. [177] oraz Nanninga [92]. Wskazuje, ze ogdlnie
przyjeta koncepcja Brantona [7] odno$nie sposobu roziupywania btony
w technice FF nie jest calkowicie pewna, jak réwniez obowigzujacy
obecnie model budowy btony biologicznej Singera i Nicolsona [138] nie
jest zapewne modelem ostatecznym. Fakt centralnego rozszczepienia bto-
ny uwaza on za dogmat, ktérego bezkrytyczne przyjecie paralizuje mo-
zliwo$¢ wiasciwego zrozumienia nie wyjasnionych spraw, takich jak np.
brak petnej komplementarno$ci struktur w replikach komplementar-
nych. Obserwacje Sjostranda [143] nie znajdujg jednak powszechnego
uznania, choé mogtyby stanowi¢ podstawe do wniesienia poprawki do
ogdlnie przyjetego modelu struktury btony biologicznej. Obserwacje nad
roztupywaniem bton w potgczeniach miedzykomérkowych typu zigcza
szczelinowego (gap junction) [68] mogg rdwniez wskazywac, ze powszech-
nie przyjety schemat modelu btony komérkowej i jej roziupywanie
w procesie kriorytownictwa nie zawsze daje sie bez zastrzezern pogodzié
z wynikami obserwacji.

Obsadzenie zewnetrznej powierzchni btony znanym wyznacznikiem
(markerem), rozpoznawalnym w mikroskopie elektronowym, a nastepnie
roztupywanie jej i replikacja miaty bezspornie wyjasni¢ miejsce po-
wstawania przetomu w bionie [109, 133]. Branton [9] np. uzyt ziarn
ferrytyny, a Tillack i Marchesi [161] obtozyli zewnetrzng powierzchnie
erytrocytéw widknami aktyny. W replikach obecno$¢ wyznacznika (mar-
kera) wykluczata sie z obszarami obsadzonymi przez czastki $rédbto-
nowe, co w efekcie pozwolito stwierdzi¢, ze nie sg to te same powierzch-
nie btony. Wyznacznik obecny byt zawsze w obszarach uznanych za
faktycznie zewnetrzng powierzchnie biony, podczas gdy czastki widocz-
ne byty w wolnych od wyznacznika obszarach uznanych za wewnetrzne
strony rozszczepionej btony [161].

Dla rozstrzygniecia problemu, ktéredy przebiega pekniecie w btonie,
Bullivant i Weinstein [13] przeprowadzili oryginalny eksperyment,
w ktérym po roztupaniu, zamiast replikacji, materiat zatopiono do ultra-
cienkiego skrawania prostopadle do ptaszczyzny pekniecia FF i obser-
wowano w transmisyjnym mikroskopie elektronowym. Okazato sie, ze
wzdtuz roztupanej krawedzi tkanki byty albo cate, nietkniete btony, albo
tez same rybosomy oddzielone w procesie FF od zerwanej z nich blony
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szorstkiej siateczki. Obserwacje te przemawiatyby za tym, ze pekniecie
przebiega wzdtuz faktycznej powierzchni btony, bez naruszania jej
wnetrza. Whniosku takiego nie wyciggnieto jednak, a niektore obrazy,
ktore mozna zinterpretowa¢ jako potowki bton, bylty dowodem tego, ze
ptaszczyzna pekniecia FF przebiega w centrum blony. Problem nie zo-
stat wiec rozstrzygniety, natomiast obserwacje niezgodne z powszechnie
a bezkrytycznie akceptowang koncepcjg Brantona [9] zostaty odrzucone.
Wydaje sie, ze wczesny eksperyment Bullivanta i Weinsteina [13] na-
lezatoby obecnie zweryfikowa¢ i powtérzy¢é, uwzgledniajgc osiggniecia
w technice mikroskopii elektronowej.

CZYM SA CZASTKI SRODBLONOWE?

Model struktury biony komérkowej Singera i Nicolsona [138], tzw.
ptynnej mozaiki (ryc. 1), zyskat znaczng popularno$¢, gdyz oprdcz tego,
ze ttumaczyt fakt ptynnosci biony, zgadzat sie z obserwowanym obra-
zem licznych czastek biatkowych IMP, zwigzanych z podwdjng warstwa
lipidowg. Stabg jego strong byto jednak zatozenie, ze miedzy ptywajacy-
mi jak gory lodowe kompleksami biatek zanurzonych w lipidach zakta-
dat istnienie duzych obszar6w nieostonietych lipidow (ryc. 1), co nie
byto w zgodzie z obserwowanymi mechanochemicznymi wiasnosciami
bton [121]. W miare postepu naszej wiedzy o biatkach bilony, szczegdty
strukturalne biatkowej komponenty blony rozwijaty nasz dotychczasowy
model btony z obu stron: cytoplazmatycznej i zewnetrznej. W naszym
pojeciu btona staje sie obecnie jakby coraz bardziej biatkowa. Nastgpit
pewien nawrot do pierwotnej koncepcji, ze biatka (tzw. biatka peryfe-
ryczne) obudowujg obustronnie warstwe lipidowg (ryc. 2). Roéznica za-
sadnicza z dawniejszymi modelami (typu biatko-lipid-biatko) polega na
tym, ze cze$¢ biatek (biatka integralne) wystepuje takze we wnetrzu
btony (ryc. 5), natomiast frakcja lipidowa, stanowigca zapewne mnigj
aktywne, a zarazem mniej ciekawe strukturalnie i funkcjonalnie tlo,
schodzi na plan dalszy zainteresowan badaczy.

Integralne biatka btony uwaza sie za zwigzane z wystepowaniem
czastek srodbtonowych (IMP). Cho¢ sugerujg to niektore schematy, np.
ryc. 21, to jest jednak znacznym uproszczeniem zatozenie, ze w repli-
kach w postaci czgstek ogladaé mozna bezposrednio drobiny biatek, po-
kryte warstwg platyny i wegla [121]. Na przykiad liczba i rozmiary
czastek IMP wskazujg na o wiele wyzszg zawarto$¢ biatek budujgcych
btone, niz ma to miejsce w rzeczywistosci. W istocie wiec natura cza-
stek IMP, a przynajmniej znacznej ich liczby, nie jest wyjasniona [34].
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Trudnosci w rozszyfrowaniu natury czastek IMP, widocznych w bio-
nie po FF, wynikaja z tego, ze kryteria morfologiczne tych czastek sg
niejednoznaczne, tzn. nie da sie przypisa¢ konkretnej formy czastki spe-
cyficznemu biatku, receptorowi lub innej makroczasteczce [84]. Wszy-
stkie czastki w zreplikowanej btonie wygladajg podobnie, a odmiennosci
ich morfologii sg niespecyficzne. Ze wzgledu jednak na wielofunkcyj-
no$¢ bton, a takze ztozono$¢ zadahn kazdej pojedynczej blony, spodzie-
wacé sie nalezy wystepowania wielu rodzajow czastek [16]. Poréwnanie
danych biochemicznych o skiadnikach ekstrahowanych z bton z danymi
dotyczacymi morfologii btony po FF jest dosy¢ trudne [84].

Populacja czastek IMP moze przedstawia¢ homogenng populacje bia-
tek lub wiele rozmaitych biatek moze jawic¢ sie jako populacja podobnych
czastek, co wiecej, wiele rozmaitych biatek moze wchodzi¢ w skiad jed-
nej czastki [84]. Widoczne w replice czastki sg zbyt duze, aby przed-
stawia¢ miaty pojedynczy polipeptyd [137]. Uwaza sie, ze moga sktadac
sie one z wielu, zapewne rozmaitych polipeptydow, tworzacych funkcjo-
nalne jednostki. Fisher i Stockenius [33] wykazali, ze jedna czastka mo-
ze zawiera¢ od 9 do 12 drobin biatka. Gerritsen i in. [43], McDonnel
i Staehelin [86] oraz Steinback i in. [158] dostarczyli dowodu, ze przy-
najmniej niektore czastki majg charakter biatkowy. Poddanie proceso-
wi FF i replikacji preparatu stanowigcego roztwér biatka daje w efekcie
obrazy czgstek podobne do IMP obecnych w bionach [73]. Dowodu na
biatkowy charakter czastek IMP dostarczajg eksperymenty ze sztucznie
utworzonymi pecherzykami lipidowymi, tzw. liposomami [16, 24, 62, 150].
Roztupywane liposomy wykazujg gtadkie powierzchnie, natomiast po
dodaniu polipeptydéw ujawniajg obecno$¢ czastek podobnych do czgstek
w bionach biologicznych [84, 90]. Tego typu eksperymenty nazywane sg
rekonstytucyjnymi [169].

Enzymatyczne wytrawianie biatek z bton nie daje jednoznacznej od-
powiedzi na pytanie, czy czastki IMP majg charakter biatkowy [16]. Po
wytrawieniu pronaza [9, 16] liczba czastek w zreplikowanych btonach
nie zmniejsza sie, lecz wykazujg one zaburzenia w rozmieszczeniu (agre-
gacje). Tiumaczy sie to oddzialywaniem enzymu na zwigzki czastek
z elementami cytoszkieletowymi, ktére majg by¢ odpowiedzialne za
utrzymywanie biatek w odpowiednim uktadzie rozmieszczenia w btonie.
Sadzi sie natomiast, ze biatka integralne sg zbytnio obudowane hydro-
fobowa frakcjg lipidowa w btonie, by mogty podlegaé bezposredniemu
dziataniu enzymu. Zadziatanie dwujodosalicylanem litu, ktdry zaburza
strukture komplekséw lipidowo-biatkowych, powodowato zanik czastek
w roztupywanej btonie [16, 162]. Samo za$ trawienie enzymatyczne da-
wato nieznaczne obnizenie liczby czastek w bionach dopiero po diugo-
trwatej inkubacji [9].
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Za biatkowym charakterem czastek przemawia rowniez asymetrycz-
ny rozdziat czastek IMP miedzy strone P (silniej obsadzong) i strone E
(stabiej obsadzong), co pozostaje w zwigzku z wykazang wyzsza zawar-
toscig biatek w wewnetrznym listku btony [10, 84], W bionach, w kt6-
rych udziat biatek jest znikomy, np. w mielinie, obserwuje sie mini-
malng liczbe czastek IMP [84, 154]. Przemawia to wyraznie za biatko-
wym charakterem tych czastek, a rdwnoczes$nie Swiadczy o tym, ze gtad-
kie tto w roztupanych bitonach ma bezspornie charakter lipidowy.

Cho¢ licznie wystepujace czastki w replikach bton prawie powszech-
nie uznaje sie za biatkowe, to jednak tylko nieliczne ze znanych inte-
gralnych biatek btony zostaty zidentyfikowane jako zwigzane z wyste-
powaniem czastek IMP. Niektore znane biatka btony wystepuja jako
czastki IMP po wbudowaniu ich do liposoméw (w eksperymentach re-
konstytucyjnych) [169]. Mozna je zidentyfikowaé przez specyficzne zna-
kowanie [116, 137], zwkaszcza immunocytochemiczne [95, 108]. Autoradio-
grafia w kriorytownictwie (freeze-fracture autoradiography — FARG)
nie przyniosta jak dotad obiecujagcych rezultatéw, ze wzgledu na trud-
nosci interpretacyjne. W tej metodzie nie jest bowiem pewne, czy Zrddto
promieniowania lezy w ptaszczyznie roztupywania, czy tez nie pochodzi
z warstw tuz pod nig, ktore nie sg widoczne w replice [32, 95, 120, 127].
Wsréd oznaczonych biatek bton najlepiej zbadane sg: biatko trzeciego
szczytu elektroforetycznego (3SE; band 3 protein) blon erytrocytéw
[43, 183], ATP-aza aktywowana przez sod i potas [25, 114, 144], ATP-aza
aktywowana wapniem w siateczce sarkoplazmatycznej [126] oraz rodo-
psyna zewnetrznych segmentow w precikach siatkowki oka [57].

Biatko- trzeciego szczytu elektroforetycznego (3 SE) jest glikoproteing,
ktéra przebiega na wskro$ przez blone od przestrzeni pozakomorkowej
po cytoplazmatyczne wnetrze komorki. Kazda 9300-daltonowa drobina
moze by¢ rozszczepiona na 3 fragmenty: zewnetrzny, przezbtonowy i cy-
toplazmatyczny (ryc. 5). Od strony cytoplazmatycznej wykazano zwig-
zek tego biatka z aktyng i spektryng [29, 84], podczas gdy na powierzchni
btony erytrocytéw drobiny tego biatka zidentyfikowano jako lektyny,
receptory wirusé6w oraz determinanty grup krwi [80, 84, 104, 106, 107,
163]. Cato$¢ drobiny 3 SE (band 3) uwaza sie za czastke [178-180].
Stwierdzono, ze glikoproteing 3 SE (band 3) i inne biatko — glikofosfo-
ryna, stanowig wiekszos¢ licznej populacji czastek w btonach erytrocytéw
[84, 180].

W wielu przypadkach identyfikacji czastek z okreSlonymi biatkami
sprzyja fakt, ze ciasne zgrupowanie czastek IMP w zreplikowanych bto-
nach odpowiada znanym ogniskom aktywnosSci, np. w zlgczach szczeli-
nowych (gap junction) [48] lub w btonach purpurowych u Holobacterium
[5, 79]. Z takich obszaréw udawato sie wyizolowa¢ pojedyncze biatka,

6 — FBK 2/88
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np. bakteriorodopsyne z bton purpurowych Holobacterium [167]. Poprzez
potaczenie techniki FF z metodg dyfrakcji, czastki IMP w btonach pur-
purowych zostaty zidentyfikowane z drobinami bakteriorodopsyny. Po-
rownano wzory dyfrakcji elektronéw z odpowiednimi obrazami przeto-
moéw przez bione, w ktorej IMP wykazywaty ciasne, regularne upako-
wanie [33].

W narzadach elektrycznych Torpedo liczne czastki IMP uwaza sie za
wyznaczniki receptoréw acetylocholiny [19, 53, 63]. Rowniez w btonie
postsynaptycznej zakonczeh nerwowych udato sie zidentyfikowaé IMP
jako receptory [30, 79, 170, 171, 173], Furcht i Wendelschafer-Crabb [42]
ustosunkowujg sie jednak krytycznie do zatozenia, ze w miotubach kury
receptory konkawaliny A miatyby mie¢ funkcjonalny zwigzek z czgstka-
mi IMP. Dopatruja sie oni raczej funkcjonalnego zwigzku miedzy recep-
torami i elementami cytoszkieletowymi komorki.

W miejscach o znanych funkcjach, jak np. w przewezeniach Ranviera
aksonow, liczne czastki IMP zidentyfikowano jako kanaly sodowe [122].
Heuser i in. [52] oraz Pumplin i in. [113] zidentyfikowali kanaty sodowe
w czastkach IMP w zakonczeniach nerwowych.

Wiekszo$¢ niezgrupowanych czastek IMP, wystepujacych powszech-
nie we wszystkich btonach, nie zostata jednak zidentyfikowana i natura
ich pozostaje nieznana. Trudno sie nawet domys$la¢, czy wszystkie one
petnig jaka$ czynnosSciowa role, czy sa tylko skiadnikiem budulcowym
btony. Przy uzyciu monoklonalnych przeciwciat z zastosowaniem mikro-
skopii immunofluorescencyjnej przed roztupywaniem tych samych zna-
kowanych komoérek stwierdzono w miotubach miesni szkieletowych kury
hodowanych in vitro, ze (Na, K) ATP-aza daje sie skorelowac jedynie
z 50% iloSci obserwowanych czagstek IMP [114].

Nie brak i catkiem odmiennych pogladéw na nature czastek IMP.
Bullivant [16] uwaza, ze catkowicie niestuszne jest utozsamianie czgstek
srodbtonowych (IMP), uwidocznionych metoda FF, z wystepujacymi
w btonie biatkami integralnymi. Wedlug niego czastki sg jedynie wy-
znacznikami (markerami) miejsc, w ktdrych w blonie przed replikacja
obecne byto biatko, a powstanie czgstki miatoby by¢ wynikiem interakcji
biatek z otaczajgcymi je lipidami. Tonosaki i in. [164] skianiajg sie ku
pogladowi, ze czastka IMP nie jest specyficzng drobing biatka, lecz mo-
lekularnym ,,kompartmentem” lub ,,wyspg” sktadajaca sie z rdzenia biat-
kowego, obudowywanego lipidami w czasie procedury utrwalania i za-
mrazania. Czastka wedtug nich nie istnieje w natywnej btonie, lecz po-
wstaje w wyniku procesu tzw. dekoracji biatek inng komponentg (w tym
wypadku lipidowg) w toku obrébki preparatu. Ververgaert i Verkelij
[174] uwazajg, ze przynajmniej cze$¢ czastek obserwowanych w zrepli-
kowanej btonie moze by¢ zbudowana wytgcznie z lipidow. Nazywa sie
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je wtedy czastkami lipidowymi (lipidic particles). Pochodzg one z od-
wrdconych miceli (inverted micelles) [168, 169]. By¢ moze powstawanie
czastek jest tez wynikiem dekoracji biatek innym czynnikiem, np. za-
mrozong wodg. Gross i Moor [47] zwracajg uwage, ze w niektérych przy-
padkach moze dochodzi¢ do kondensacji wody w roztupywanej btonie
w taki sposob, ze powstate krysztaty lodu moga przypomina¢ czastki
IMP.

ROZMIARY | KSZTALTY CZASTEK

W zwigzku z wielofunkcyjnoscig bton wystepowanie wielu rodzajéw
czastek wydaje sie oczywiste [16]. Istotnie, w tkankach zwierzecych roz-
miary i ksztatty czastek sg bardzo rozmaite [84] i to zarbwno w roznych
btonach, jak i w sgsiadujgcych ze sobg obszarach tej samej btony. Od-
nosnie zroznicowania ksztattdw czastek brakuje systematycznych opra-

TABELA 1

Zageszczenie czastek btonowych strony P sarkolemmy rozmaitych ko-
morek serca owcy (por. ryc. 24) [66]

Rodzaj komorek Srednia gesto$é czastek na 1 p.m2 blony
miocyty komory serca 4680
miocyty przedsionka serca 3340
wiékna Purkiniego 4096

cowan. Przy szacowaniu ich rozmiarow przyjmuje sie zwykle teoretyczny
ksztatt kulisty czastek i podaje sie wartosci ich $rednic, mimo ze wiasci-
wie obserwowane czgstki nigdy regularnymi kulami nie sg. Pomiary
tzw. $rednic dokonywane sg zwykle w kierunku prostopadtym do kie-
runku cienia rzucanego przez czastke. Zamiast terminu $rednica powinno
sig zatem uzywac terminu szeroko$¢. Cho¢ najczesciej w opracowaniach

TABELA 2

Srednice [66] i zageszczenie [65] czastek blonowych strony P sarkolemy
miocytéw komory serca réznych kregowcow (por. ryc. 22 i 23)

Srednia gesto$¢ czastek Srednia $rednica czastek

Gatunek na 1(im2btony + SE [nm]
szczur 4525+231 7,09
krolik 4799235 6,94
kura 4281+218 6,71

zaba 5848+300 7,65



200 L. KORDYLEWSKI

podaje sie jedng $rednig warto$¢ S$rednicy IMP (7-10 nm); wiadomo, ze
w badanym materiale istnieje zawsze szerokie spektrum rozmiaréw tych
czgstek.

W tubulach systemu T komoérek miesniowych oraz w siateczce sarko-
plazmatycznej czastki przyjmujg rozmiary ok. 9 nm [119]. W przypadku
pierwotniakéw po stronie P $rednia warto$¢ S$rednic czgstek wynosi
9,96 + 0,64 nm, a po stronie E — 9,68 £ 0,54 nm, podczas gdy rozrzut
wynosi 52 do 16,1 nm [84]. Obszary specjalizacji bton, np. zlgcza szczeli-
nowe, charakteryzujg sie wystepowaniem czastek wiekszych niz w in-
nych rejonach [88, 153]. Rowniez zostato wykazane, ze rozmiary czastek
w homologicznych btonach réznych gatunkéw sg rozmaite [65] (tab. 2).
W btonach komoérek serca zaby stwierdzono wystepowanie statystycznie
istotnie wiekszych czastek niz u innych kregowcéw (ryc. 22 i 23).

Ryc. 21. Schemat ilustrujagcy powstawanie obrazu czastki i jej cienia w replice
obserwowanej w mikroskopie elektronowym. Pt — kierunek napylania platyng (45°),
e— — kierunek strumienia elektronéw tworzacych obraz (O) w mikroskopie elektro-
nowym. Goérna linia ciggta wyznacza przekr6j przez napylona powierzchnie z wi-
doczng centralnie czgstka. Warstwa wykropkowana oznacza platyne napylong w po-
staci repliki (R). Obszar ukos$nie zakreskowany ilustruje stopien gestosci elektro-
nowej w poszczeg6lnych miejscach repliki i jej obrazu (punkty odpowiadajace
sobie potgczono liniami pionowymi). Obraz napylonej czastki daje wysoki pik
(spowodowany akumulacjg metalu na czastce), podczas gdy cien (w ktérym brak
depozytu metalu) oznaczony jest depresja w wykresie gesto$ci obrazu (por. ryc.
28) [156]

Najmniejsze czastki moga zostaé pominiete w analizie, gdyz roz-
miary ich zblizajg sie do granicy rozdzielczosci wyznaczonej wielkoScig
platynowych ziarn samej repliki (ok. 2 nm) [93, 145]. Réwnocze$nie
czastki duze mogg by¢ produktem fuzji czastek mniejszych [84]. Roz-
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Ryc. 23. Por6wnanie zageszczenia, sposobu rozmieszczenia i rozmiaréw czastek

strony P w obszarach 0,16 am2 bton miocytéw serca kury (A) i zaby (B). Diagramy

sporzadzone z ryc. 22. Kreski podziatek oznaczajg 0,1 gm. Widoczne r6znice w za-

geszczeniu czastek (4443 czastki/jim2 — kura, 5781 czgstki/am2 — zaba) oraz w $red-
nicach czastek [65]

miary czastek w duzej mierze podlegaja tez deformacji zwigzanej z pro-
cesem roztupywania i napylania [123], dlatego tez nalezy bardzo ostroz-
nie interpretowa¢ wyniki pomiarow. Zreferowane tu watpliwosci nie-
ktérych autoréw (odnosnie tego, czym sg czastki obserwowane w repli-
kach, i czy powstajag one w procesie roztupywania i/tub replikacji oraz
jakim podlegajg artefaktom) poddajg w watpliwo$s¢ wnioski dotyczace
oceny ksztattéw i rozmiaréw czastek IMP.

ANALIZA ILOSCIOWA ZAGESZCZENIA CZASTEK W BLONIE

Wystepowanie rozmaitej liczby czagstek w blonach obserwowane byto
wielokrotnie. Krancowymi przypadkami sg np. btona ostonki mielinowej,
praktycznie pozbawiona czastek [7, 84, 105, 154] oraz btony lameli chloro-
plastow, bardzo bogate w czastki [8]. (Mielina jest metabolicznie nie-
aktywna i stuzy jako warstwa izolujgca dla witdkien nerwowych, pod-
czas gdy lamele chloroplastow wykazujg wysoki stopien aktywnosci
w procesach fotosyntezy [7].)

W literaturze nie brak danych liczbowych zageszczenia czastek po-
dawanych dla rozmaitych bton biologicznych. W limfocytach szczura
obserwowano 860 = 27 IMP/agm2 po stronie P i 362 + 17 IMP/am2 po
stronie E, w komorkach leukemicznych za$ 2692 + 82 IMP/gm2 po stro-
nie P i 799 + 29 IMP/gm2 po stronie E [84]. W miocytach komory serca
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myszy po stronie P obserwowano $rednio 1373 IMP/pm2 [46]. W miocy-
tach przegrody miedzykomorowej serca krdlika obserwowano okoto
2300 IMP/pm2 [38, 39]. W komdrkach wezta zatokowo-przedsionkowego
krolika stwierdzono 1339 = 69 IMP/pm2 [85]. Po stronie E w weztach
Ranviera aksondéw obserwowano 1200-1500 IMP/pm2 [160]. W miobla-
stach serca szczura in vitro wykazano 1756 + 95 IMP/pm2 [65]. Berry
i wsp. [3] obserwowali okoto 2200 IMP/pm2 po stronie P i okoto
700 IMP/pm2 po stronie E w sarkolemie miocytdw serca chomika syryj-
skiego. Rayns i in. [118] stwierdzili 400-700 czastek/pm2 po stronie P
i 80-120 czastek/pm2 po stronie E w sarkolemie miocytow komory serca
Swinki morskiej. Baker i Baldwin [2] dla komdrek mie$nia szkieleto-
wego szczura podajg 1508 + 236 IMP/pm2 po stronie P i 169 + 159
IMP/fim2 po stronie E. Nie u wszystkich organizméw strona P charak-
teryzuje sie wyzszym zageszczeniem niz strona E; np. u pierwotniakéw
strona E wykazuje wyzsze zageszczenie czastek (1875 IMP/pm2 niz stro-
na P (1866 IMP/pm2 [77, 83],

Systematyczne poréwnania zageszczenia czastek w btonach poparte
analizg statystyczng nie sg jednak liczne. Z przytoczonych ponizej wy-
nikow analiz ilosSciowych wynika, ze nawet ograniczajgc sie jedynie do
bogatszej w czastki strony P, uzyskuje sie statystycznie istotne rdznice
mierzonego parametru gestosci czastek btonowych w bitonach komérko-
wych rozmaitych tkanek. Podobnie réznice wystepujg w blonach ko-
morkowych w tych samych tkankach u rozmaitych gatunkow zwierzat.

Ryc. 24. Pordéwnanie zageszczenia i sposobu rozmieszczenia czastek strony P

w obszarach 0,16 pm2 bton réznych komédrek serca owcy: miocytu komory

(a) 5143 czastek/pm2 i komoérki ukladu przewodzacego serca (b) 4343 czastki/pm2

W wyniku analizy komputerowej S$rodki obryséw czastek zaznaczono krzyzyka-
mi [66]
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Wykazane zostaly réznice zageszczenia czastek bilonowych strony P
sarkolemy miocytdw serca u owcy miedzy komérkami w przedsionkach
oraz komorach i komdrkami uktadu przewodzgcego serca (wioknami
Purkiniego) [66] (tab. 1, ryc. 24). Sarkolema w rozmaitych typach wié-
kien miesni szkieletowych (wolnych i szybkich) ptazoéw rdzni sie liczbg
IMP po stronie P, jak rowniez uktadem czastek [171]. Wykazano réw-
niez statystycznie istotne roznice miedzy sarkolema miocytéw serca roz-
maitych gromad kregowcéw (ssaki, ptaki i ptazy) [65] (tab. 2, ryc. 22
i 23). Przypuszcza sig, ze btony w odmiennych regionach tej samej ko-
morki mogg rozni¢ sie strukturg, a stosunkowo fatwo mierzalna cecha
gestosci czastek blonowych jest wyraznie zalezna od rozmaitych stanéw
fizjologicznych komérki [59, 84, 169]. Jest ona takze zmienna w czasie,
w szczegdlnosci podlega zmianom rozwojowym w ontogenezie.

ROZNICOWANIE SIE BLON POLEGA NA ZWIEKSZANIU SIE ZAGESZCZENIA
CZASTEK

Wzrost zageszczenia czastek z wiekiem byt obserwowany w btonach
precikOdw siatkOwki oka myszy [99, 165]. W procesie mielinizacji obser-
wowano wzrost zageszczenia czagstek w weztach Ranviera od 600-14 500
IMP/fim2 do 1200-1500 IMP/am2 po stronie E [160]. W miocytach ko-
mory serca mysich embrionéw stwierdzono nieznaczny wzrost zagesz-
czenia czastek btony komorowej po stronie P miedzy 10 a 18 dniem
cigzy (od 1404 do 1493 IMP/am?2 [46]). Wzrost liczby czastek w repliko-
wanych btonach (P-face) stwierdzono réwniez w niektorych stanach pa-
tologicznych, jak nowotwdr pecherza moczowego [101] i kardiomiopatia
u chomika [3]. Rownoczesnie w dystrofii miesniowej [129], u mutantow
Drosophila oraz przy niedostatku witaminy A [128], w eksperymental-
nym niedotlenieniu [38] i we wildknach mie$niowych szczura unierucho-

TABELA 3

Wzrost zageszczenia czastek btonowych strony P w embriogenezie serca
kurczecia (por. ryc. 25). Wartosci $rednie z 3-6 replik dla kazdego stadium
rozwojowego [67]

Stadium rozwojowe Czas inkubacji Gestos¢ czastek
wg [49] w dobach (37°C) na 1 pm2 btony

12+ 2 2228+139

24 4 3064+109

30 7 3048 + 138

37 n 3234+285

40 15 3274+ 69

45 19 3762+234
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mionych przez tenotomie [2] obserwowano spadek wartoSci zageszczenia
czgstek w btonach zaréwno po stronie P, jak i E.

W sercach zarodkéw kury [67] stwierdzono staly wzrost gestosci
czastek w toku embriogenezy, przy czym najintensywniejszy przyrost
liczby czastek na jednostke powierzchni btony po stronie P obserwowa-
no w poczatkowych stadiach rozwojowych, we wczesnej embriogenezie
serca bezposrednio po rozpoczeciu akcji skurczowej (tab. 3, ryc. 25).

Ryc. 25. Wykres ilustrujgcy wzrost wartosci zageszczenia czgstek strony P w mio-

cytach embriondéw kurczecia (0§ rzednych — liczba czastek/pim2 powierzchni btony)

z wiekiem embrionalnym (0§ odcietych — dni inkubacji). Odpowiednie numery

badanych stadiow rozwojowych wg [49] podano na go6rze wykresu. Najwczesniejsze

stadium badano tuz po rozpoczeciu akcji skurczowej serca. W pierwszych dniach

rozwoju obserwowano najintensywniejszy przyrost wartosci zageszczenia czastek
btony (por. tab. 3) [67]

Podobnie u ptaza Xenopus laevis [69], najintensywniejszy przyrost
gestosci obsadzenia bton miocytéw serca wystepuje w rozwoju najmtod-
szych larw, tuz po rozpoczeciu akcji skurczowej serca (tab. 4, ryc. 26);
dalszy rozwo6j kijanek Xenopus charakteryzuje sie statym, cho¢ nieco
stabszym wzrostem gestosci czastek. W korncu jednak gestos¢ czastek
w btonie miocytow serca po stronie P u dorostych ptazéw osigga o wiele
wyzsze wartosci niz u statocieplnych kregowcow (ptakdéw i ssakow)
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Ryc. 26. Poréwnanie przyrostu zageszczenia czastek btony miocytéw serca po stro-
nie P (ciemne punkty, ciggta linia) oraz po stronie E (jasne punkty, linia prze-
rywana) we wczesnym okresie rozwoju larwy ptaza Xenopus laevis w okresie bez-
posrednio po rozpoczeciu akcji skurczowej serca. Gesto$¢ czastek — o0$ rzednych,
dni od zaptodnienia — o0$ odcietych. Numery badanych stadiéw rozwojowych po-
dano wg [98], Przyrost zageszczenia jest szczeg6lnie intensywny we wczesnym
rozwoju, ale nie przebiega identycznie po obu stronach P i E (por. tab. 4) [69]

TABELA 4

Wzrost zageszczenia czastek blonowych po stronie P i po stronie E w em-
briogenezie serca ptaza Xenopus laevis (por. ryc. 26). Wartosci Srednie
z 3-6 replik dla kazdego stadium rozwojowego [69]

Stadium Dni Gesto$¢ czastek Gestos¢ czastek
rozwojowe ad zaplodnienia na 1 urn2 biony na 1 pim2 btony
wg [98] po stronie P £ SE po stronie E = SE
33/34 13/4 2444+158 653+ 90
37/38 2 1/4 3167+286 1361+194
42 313 4702+394 1446+122
46 43/4 4564+265 1616+ 193
47 51/2 4898 +143 2061+208
50 15 5009+206 2053+191
56 38 5499+244 2144+ 135

66 58 6116+232 1996+209
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[65-67, 69]. Przyrost gestoSci czastek jest wiec wiekszy w rozwoju ptaza
(X. laevis) niz ptaka (kura) i ustala sie na wysokim poziomie, je$li po-
rowna¢ wartosci dla dorostych osobnikéw (4281 — kura, 6116 — Xeno-
pus). Jest rzeczg znamienng, iz u gatunku zimnokrwistego (Xenopus)
liczba czastek jest znacznie wyzsza niz u innych badanych statocieplnych,
ktére nie réznig sie miedzy sobg gestoscig czastek btonowych [65] (tab. 2).

Ze wzgledu na wiekszg niz u innych kregowcow liczebno$¢ czastek
biatkowych w btonach miocytéw serca ptazéow [65], podjete zostaty po-
rébwnawcze badania tempa wzrostu gestosci czastek w obu czesciach
btony (po stronie P i po stronie E) w ontogenezie Xenopus [69]. Ktopot-
liwos¢ techniki replik komplementarnych (w szczegdlnosci niemozno$é
uzyskania wiekszej liczby komplementarnych replik) nie pozwolita na
przeprowadzenie iloSciowej analizy na komplementarnych obszarach P
i E, lecz jedynie na sgsiadujacych ze sobg obszarach P i E w tych sa-
mych (a wiec nie komplementarnych) replikach miocytéw serca larw
Xenopus laevis. Cho¢ we wszystkich stadiach rozwojowych gestosci cza-
stek strony E sg zawsze mniejsze niz po stronie P, po obu stronach bto-
ny obserwuje sie wzrost ich zageszczenia z wiekiem embrionalnym lar-
wy plaza [69] (tab. 4, ryc. 26). Tak jak w przypadku strony P w mio-
cytach serca zarodkéw kury [67], tak po stronie E wzrost gestosci czastek
jest najbardziej intensywny we wczesnych okresach embriogenezy
serca Xenopus (tab. 4, ryc. 26). Tendencja wzrostowa utrzymuje sie
w dalszym rozwoju, lecz jej tempo jest zwolnione [69]. Mozna zatem po-
wiedzieé, ze rdéznicowanie sie bton miocytow serca w ontogenezie kre-
gowcow polega na dodawaniu czgstek biatkowych do frakcji lipidowej,
czyli na zageszczeniu bitony komponentg biatkowg. Bytoby interesujgce
znalez¢ potwierdzenie tej informacji w prostych, jak sie wydaje, obser-
wacjach biochemicznych nad rozwojem bton.

FIZJOLOGICZNA INTERPRETACJA ZAGESZCZENIA CZASTEK

Wartosci gestosci czastek btonowych mozna poréwnaé do zageszcze-
nia poszczeg6lnych kanatéw, nosnikéw i receptoréw oznaczanych przez
analize wbudowywania w bione ligandow specyficznych dla poszczegdl-
nych typéw kanatdow, noé$nikow lub receptorow biatkowych [27]. Z po-
rbwnania tego wynika, ze szybkie kanaly sodowe (zaréwno oznaczane
tetrodoksyna, jak i saksitoksyng) oraz kanaly wapniowe oznaczane nitren-
dyping stanowig jedynie matg frakcje w catej populacji biatkowych cza-
stek btony widocznych na replikach w ME, natomiast ich znaczng czes¢
stanowi¢ moga ogniska pompy sodowo-potasowej oznaczane ouabaing
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[27]. Mimo to gesto$¢ czastek obserwowanych po stronie P znacznie prze-
wyzsza gestos¢ miejsc wbudowujgcych znane ligandy. Wartosci tych
ostatnich sa jednak zblizone do gestosci czastek obserwowanych w repli-
kach po stronie E. Stad sugestia, aby czastki strony E (niestety w mniej-
szym stopniu skupiajagce uwage badaczy) uzna¢ za wyktadnik liczby
czynnych kanatéw, receptoréw czy nosnikéw biony [70].

Bezsporna wydaje sie korelacja wysokiej gestosci czastek btony z jej
aktywnos$cig czynnosSciowa. Za przyktad postuzyé moga wspomniane juz
btony ostonek mielinowych, ktérych bierna izolacyjna rola skorelowana
jest z niskg zawartoscig czastek [7-9, 84, 105], jak réwniez gesto obsa-
dzone czastkami btony lameli chloroplastéw, zaangazowane w procesy
fotosyntezy [8], lub bogate w czastki btony grzebieni mitochondriéw,
na ktérych intensywnie przebiegajg procesy fosforylacji oksydacyjnej
[139-143],

ROZMIESZCZENIE CZASTEK W BLONIE

Najbardziej typowym ukladem czastek, obserwowanym w roztupy-
wanych btonach (szczeg6lnie zwierzat wielokomérkowych — Metazoa)
jest uktad réwnomierny [84]. Z wyjatkiem wyspecjalizowanych obsza-
row bitony, jak np. potgczenia miedzykomdérkowe, czastki nie tworza
wtedy zadnych regularnych uktadéw i wydaje sie, ze ich rozmieszcze-
nie jest kwestig przypadku. W pewnych szczeg6lnych stanach mogg wy-
stepowacé agregacje czastek [169].

Obszary specjalizacyjne bton o pewnych szczegdlnych uktadach cza-
stek mozna podzieli¢ na state i przejsciowe [23]. State obszary specjaliza-
cyjne wystepuja przede wszystkim w potgczeniach miedzykomérkowych,
ktérych szczeg6towe oméwienie wykracza poza ramy niniejszego opra-
cowania. Przyktadem moga by¢ tutaj dwuszeregowo ustawione czastki
w bionach zakonczehA nerwowych [30, 170, 171, 173], charakterystyczne
dla stref aktywnych btony presynaptycznej [30, 41, 52, 78, 115, 117] lub
regularnie rozmieszczone w uktadzie heksagonalnym czastki w rejonie
zlgcza szczelinowego (gap junction), ktére uwaza sie za wyznaczniki
koneksonéw [4]. Ponadto state obszary zrdznicowanego rozmieszczenia
czastek wystepuja np. u niektérych pierwotniakéw, gdzie spotyka sie
obszary bton pozbawione czagstek [83, 147]. W miocytach mies$ni gtadkich
i serca kaweole, tj. zagiebienia sarkolemy, uwazane dawniej za peche-
rzyki pinocytotyczne, w zasadzie sg wolne od czastek [76]. Plemnik ssa-
kow jest charakterystycznym przyktadem specjalizacji rozmieszczenia
czastek btony [40].
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Do przejsciowych odchylen od réwnomiernego rozmieszczenia czastek
dochodzi w procesie egzocytozy [125]. W czasie endocytozy lub fuzji
bton dochodzi do usuniecia czastek z obszarow bion zaangazowanych
w te procesy [22, 72, 84, 96, 100, 169]. Uwaza sie, ze warunkiem inter-
akcji bton jest zanik czgstek IMP w rejonach podlegajacych fuzji. Otwie-
ranie sie pecherzykéw synaptycznych, w wyniku fuzji bton pecherzy-
kéw i btony presynaptycznej zakonczen nerwowych, zwigzane jest z wy-
stepowaniem w strefach aktywnych szczeg6lnych uktadéw duzych cza-
stek, ktore uwaza sie za miejsca kanatow do przeptywu jondw wapnia
[52, 54, 78, 114]. W niezroznicowanych mioblastach czastki IMP wyste-
puja grupowo. Rdznicowanie sie mioblastow i ich fuzja towarzyszy po-
jawieniu sie réwnomiernego rozmieszczenia czastek IMP na btonach
miotub [42]. Dojrzewanie zakonczen nerwowych polega na przejsciu od
chaotycznego do wysoce uporzadkowanego rozmieszczenia czastek w stre-
fach aktywnych biony presynaptycznej [78], natomiast wiele lokalnych
agregacji czastek, obserwowanych w rozmaitych tkankach, nie znajduje
na razie funkcjonalnego wyttumaczenia; stanowig one zapewne nieznane
specjalizacje bton [135].

Zgodnie z przyjetym modelem pitynnej mozaiki zakiada sie mozli-
wos¢ przemieszczania sie struktur biatkowych w komponencie lipidowej
btony. Ruch poprzez btone ma byé zwigzany z zadaniami transportowy-
mi btony (transport substancji przez btong). Przemieszczanie sie czgstek
w plaszczyznie btony (jak liscie ptywajace po stawie) objawia sie okre-
sowymi lub lokalnymi zmianami zageszczenia czastek lub zmiang spo-
sobu ich rozmieszczania (agregacja). Ruchliwo$¢ czgstek w preparacie
zmieni¢ mozna wahaniami pH [84, 102], dziataniem glicerolu na komorke
[83, 87] oraz oddziatywaniem hormonow [59]. W krwinkach czerwonych
stwierdzono, ze ruch ten zwigzany jest z wystepowaniem antygenow
powierzchniowych, lektyn i receptorow wirusowych [84]. Zmiana za$
wyspowego na réwnomierne obsadzenie bton czastkami jest charaktery-
styczna dla réznicujgcych sie komadrek [42, 69].

OBSERWACJA STEREOSKOPOWA ZWIEKSZA WYKRYWALNOSC CZASTEK

Ro6zny stopied wystawania czastek biatkowych ponad poziom lipido-
wego tta repliki jest zazwyczaj przyczyng zanizania mierzonych wartosci
liczby czastek na jednostke powierzchni btony [38, 39, 46, 85]. Dzieje
sie tak z powodu subiektywnej oceny co czastkg jest, a co nie jest,
a w przypadku niejasnego jej obrazu — pomijania czastki [38]. Niskie



Ryc. 27. Przykitad par zdje¢ stereoskopowych wykonanych (przy roéznicy nachylenia
repliki wzgledem Kkierunku strumienia elektronéw 5°) w celu lepszego rozeznania
w organizacji btony komérkowej na replikach komplementarnych miocytéw serca
owcy po stronie P (gorna para) i E (dolna para). Dla uzyskania efektu stereosko-
powego gorng i dolng pare zdje¢ nalezy ogladaé¢ za pomocag stereoskopu. Obszary
komplementarne pozostajg w przyblizeniu utozone symetrycznie wzgledem poziomej
linii oddzielajgcej obie stereopary. Widoczne w centrum zigcze szczelinowe (gap
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czastki odznaczajg sie krotkim cieniem, ktéry przy niekorzystnym na-
chyleniu lokalnego tta lipidowego moze w ogodle nie wystepowaé (ryc. 31).

Najlepsze rezultaty w rozpoznawaniu czastek osigga sie stosujac
obserwacje trojwymiarowych obrazéw replik, poprzez robienie par zdjec
(ryc. 27) roznigcych sie katem ustawienia stolika goniometrycznego.
Obrazowanie stereoskopowe zwieksza czuto$¢ metody wykrywania obec-
noSci czastek [65]. W obrazie ptaskim (w przypadku cieniowania bez
rotacji preparatu) czastke rozpoznaje sie po obecnosci jej cienia (ryc. 16,
21, 28). Na zmontowanych stereoparach fakt obecnos$ci cienia czastki jest
jedynie pomocniczy, natomiast do rozpoznawania czastki stuzg elementy
struktury jej samej, widziane pod réznymi katami i w ten sposéb skia-
dajagce sie na tréjwymiarowy jej obraz (ryc. 27). Stad tez nawet naj-
nizsze ,bezcieniowe” czastki widoczne sg bezspornie jako wyniostosci
wystajgce ponad powierzchnie lipidowa.

Stosujagc konsekwentnie metode obrazowania stereoskopowego uzyski-
watem wyniki pomiaréw gestosci czgstek btonowych o wartosSciach prze-
cietnie dwukrotnie wyzszych niz cytowane w literaturze [65-67, 69].
Oznacza to, ze przy metodzie mono (ptaskiego odwzorowania replik)
okoto potowa liczby czastek jest pomijana. Przydatno$¢ metody stereo
(przestrzennego obrazowania replik) jest zatem bezsporna, niestety me-
toda ta nie jest zbyt popularna [26, 93, 151, 155, 156], Poza tym, ze
w mikroskopie elektronowym wymaga ona stolika goniometrycznego
i odpowiednich uchwytéw preparatu, umozliwiajagcych jego nachylenie
i rotacje, jest to metoda, ktéra podwaja zuzycie materiatow fotograficz-
nych, co przy duzych liczbach zdje¢ do analizy iloSciowej nie jest spra-
wg bagatelna.

Btagd wynikty z zanizania liczby czastek btonowych jest wiekszy po
stronie E niz po stronie P. Wynika to z faktu, iz po stronie E tylko bar-
dzo nieliczne czastki sg wyrazne, wysokie, podczas gdy wiekszos¢ tej
(o wiele mniej liczebnej niz po stronie P) populacji czgstek strony E
stanowig czastki niskie, bardziej podatne na pominiecie przy zliczaniu.
Po stronie P natomiast czastki wysokie stanowiag wiekszos¢, a frakcja
czgstek niskich pozostaje w mniejszo$ci; pominiecie mniej licznych cza-
stek niskich ma zatem mniejszy wptyw na btad w wyznaczaniu gestosci
czastek na jednostke powierzchni strony P.

junction) charakteryzuje sie regularnym ukladem wiekszych niz gdzie indziej

czastek (gorna para) oraz regularnym ukitadem doteczkéw (dolna para). Na gdrnych

zdjeciach ponad zigczem widoczny obszar desmosomu, ponizej ztgcza mata kaweola,

dwie dalsze kaweole w lewo w skos. Po prawej wyrazny uskok spowodowany

przejsciem ptaszczyzny przetomu z jednej btony na druga, a co za tym idzie — ze

strony P na strone E. Czarna krawedZz uskoku przedstawia przestrzen miedzyko-
mdérkowa. Pow. 100 000 X
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Dalsze btedy w oszacowaniu gestosci czastek biatkowych w btonie,
ktérych nawet obrazowaniem stereoskopowym wyeliminowaé sie nie da,
mogg by¢ spowodowane zanikaniem niektorych czastek, ich fragmenta-
cja lub agregacja w wyniku chemicznego utrwalania tkanki, kriopro-
tekcyjnej glicerynacji, mrozenia, roztupywania i napylania.

PROBLEM KOMPLEMENTARNOSCI

Obserwacje replik komplementarnych sg niezbedne do wiasciwego
zrozumienia lokalizacji czastek btony wzgledem ptaszczyzny przetomu.
Waga badan nad komplementarnoscig roztupywania doceniana jest przez
wielu badaczy [37, 65, 68, 166, 175]. Jedynie na podstawie replik kom-
plementarnych rozstrzygng¢ mozna kwestie sposobu przylegania odpo-
wiednich szczegétdw rozszczepionych potéwek btony. Niestety tylko nie-
liczni autorzy decydujg sie na konsekwentne stosowanie obserwacji replik
komplementarnych. Gtéwnie ma to miejsce z uwagi na bardziej ztozong
procedure wytwarzania replik komplementarnych wzgledem techniki
uzyskiwania replik pojedynczych, trudnosci w odnalezieniu komplemen-
tarnych fragmentdw na duzych powiekszeniach, czesta utrate komple-
mentarnych fragmentéw w wyniku uszkodzen wytwarzanych replik
oraz liczne niejasnosci interpretacyjne szczegétow komplementarnych
przy granicy rozdzielczosci repliki (2 nm). Mimo wielu zalet metoda ta
nie jest zatem atrakcyjna dla badaczy, gdyz zwykle nie daje wynikéw
proporcjonalnych do koniecznego naktadu pracy.

Wszystkie schematy ilustrujgce, co dzieje sie z btong w czasie roz-
tupywania (np. ryc. 7-9, 11), przedstawiajg sytuacje tak, jakby po roz-
szczepieniu blony powstawaly jej dwie potowki, ktorych szczegoty ideal-
nie pasujg do siebie. Schematow tych jednak nie tworzono na podstawie
porownawczych badan replik komplementarnych. W rzeczywistosci
(szczegblnie na duzych powiekszeniach) trudno jest dopatrzy¢ sie takie-
go regularnego przylegania szczeg6tow w replikach komplementarnych
(ryc. 27). W szczegdlnosci szeroko dyskutowany jest problem, dlaczego
zwykle trudno jednoznacznie doszuka¢ sie zagtebien (pits) majacych od-
powiada¢ wysunietym z nich czgstkom (ryc. 17b, 18B, C, 20b, c). Nawet
w wypadku bardzo regularnych uktadéw czastek, jak np. w obszarach
ztgcz szczelinowych, sprawa przylegania czastek (bedacych wyznaczni-
kami koneksonow) do obserwowanych w komplementarnych replikach
doteczkow (pits) nie jest jednoznaczna [68]. W zlgczu szczelinowym sy-
tuacja jest jednak inna niz w przypadku pojedynczej biony, gdyz na
obraz btony w rejonie zlgcza ma wptyw bardzo bliskie (lezgce tuz za



BIALKOWA KOMPONENTA BLONY KOMORKOWEJ 213

szczeling) sasiedztwo elementdw strukturalnych drugiej btony, ktéra
sama nie podlega peknieciu (Kordylewski, w przygotowaniu).

W przypadku roztupywania pojedynczej btony sytuacja jest prostsza,
ale i tak absolutnej komplementarnosci obu jej rozszczepionych potéwek
nie ma. ldealne dopasowanie szczeg6téw replik komplementarnych byto-
by mozliwe teoretycznie tylko woéwczas, gdyby roztupywanie nie byto
zwigzane z zadnymi deformacjami pekajacych struktur, a nastepujgce
po nim wystawienie powierzchni przetomu na dziatanie prozni i depozyt
metalu nie powodowatoby ubytkdw ani pozyskiwania materiatu. Wtedy
kazde zagtebienia i kazda wypukto$¢ musiatyby idealnie odpowiada¢ od-
powiednim wypuktosciom i zagtebieniom w ,siostrzanej” replice. W isto-
cie jednak zagtebienia mogace by¢ ,bliznami” po czastkach sg obser-
wowane o wiele rzadziej niz majace im odpowiada¢ czastki [20]. Fakt
ten byl nawet podstawg do kwestionowania realnosci istnienia czastek.
Nie brak tez jednak doniesien o mozliwosci identyfikacji czastek pasu-
jacych do doteczkéw [16, 36, 151, 155]. Powszechne generalizowanie tych
przypadkdw jest jednak nieporozumieniem.

Za stwierdzony brak komplementarnosci potéwek rozszczepionych
i replikowanych bton obarcza sie odpowiedzialnoscig tzw. deformacje
plastyczng (ktéra bedzie tu omdwiona), mozliwo$¢ wypetniania si¢ do-
teczkow platyng lub zanikania ich w wyniku kondensacji substancji na
powierzchni przetomu, a takze mozliwo$¢ zacierania sie ostrych kra-
wedzi drobnych wpuklen i wypukled przetomu w wyniku napylania [37].
Wszystkie te argumenty majg charakter spekulatywny i sg poparte je-
dynie teoretycznymi rozwazaniami. Systematyczne badania artefaktow,
w szczegolnosci artefaktéw prowadzacych do braku komplementarnosci,
praktycznie nie zostaty przeprowadzone.

OGRANICZENIA TECHNIKI FF

Tak jak w kazdej innej metodzie preparatyki mikroskopii elektro-
nowej. technika FF charakteryzuje sie rozmaitymi ograniczeniami [84,
181]. lialezy tu:

zdcIno$é rozdzielcza rzedu 2 nm [145], nie pozwalajgcg na rozrdznie-
nie szczegotéw struktur wielkoczasteczkowych;

brak specyficznych wyznacznikéw do identyfikacji rozmaitych che-
micznych komponentéw obecnych w replikowanej btonie;

przypadkowos$¢ przebiegu ptaszczyzny przetomu;

trulno$é w uzyskaniu duzych obszar6w dobrej jakosci do pomiaréw
iloSciowych;

7 — PBK 2/88
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zestaw rozmaitych artefaktéw powstajacych na réznych etapach pro-
cedury, ktére utrudniajg poprawng interpretacje uzyskiwanych obrazéw
[6, 70, 111, 124, 152, 181].

ARTEFAKTY TECHNIKI FF

W zadnej technice preparacyjnej artefaktéw unikng¢ sie nie da. Ko-
nieczna jest wiec wiasciwa interpretacja zmian zaistniatych w prepara-
cie [75]. Stosujac warianty procedury czesto trzeba wybiera¢ mniejsze
zto, gdyz srodek zapobiegajacy jednym artefaktom jest czesto zrodiem
powstawania innych. Nalezy przede wszystkim usSwiadomié sobie, ze
w technice FF sama replika, ktérg poddaje sie obserwacji, jest niczym
innym jak artefaktem, a nie biologiczng strukturg. Mimo iz istnieje ten-
dencja interpretowania zdje¢ replik w taki spos6b, jakoby widoczne tam
szczeg6ty mialy byé szczeg6tami preparatu, to jednak nie sa one niczym
innym jak tylko depozytami platyny i wegla. Ziarna platyny, budujace
replike, rozmieszczone sg zaleznie od organizacji replikowanej probki
oraz w wyniku nie catkiem poznanych proceséw interakcji miedzy cza-
stkami deponowanego metalu i czastkami zamrozonej probki. Ponadto,
zanim dochodzi do wytworzenia jej obrazu, probka zostaje nie tylko pod-
dana drastycznej obrdbce, ale nawet zostaje catkowicie usunieta (roz-
puszczona) i nie jest przedmiotem obserwacji w mikroskopie.

Artefakty techniki FF podzieli¢ mozna na zasadnicze grupy zaleznie
od etapu procedury, na ktorym powstajg:

wywotane utrwalaniem,

wywotane krioprotektantem,

wywotane procedurg zamrazania,

wywotane procedurg roztupywania,

wynikajace z sublimacji i kondensacji,

poreplikacyjne,

wynikajgce z zaburzenia odtwarzania obrazu w mikroskopie,

interpretacji obrazu.

O niektérych z nich wspomniano juz w tym artykule. Obecnie zaj-
miemy sie omoOwieniem, w jaki spos6b poszczegdlne rodzaje artefaktow
techniki kriorytownictwa wptywajg na interpretacje struktury bton bio-
logicznych.

ARTEFAKTY UTRWALANIA

Poczatkowo preferowano roztupywanie tkanek bez uprzedniego che-
micznego ich utrwalania, uwazajac, ze na tej drodze eliminuje sie arte-
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fakty zwigzane z drastyczng ingerencjg substancji chemicznej — utrwa-
lacza. Okazato sie jednak, Zze zabiegi krioprotekcyjne i sama procedura
zamrazania nieutrwalonej tkanki wprowadzaty nowe, inne artefakty.
Okazato sig, ze zaréwno utrwalone, jak i nieutrwalone tkanki po roziu-
pywaniu dajag podobne obrazy, a zamrazanie nieutrwalonej tkanki jest
bardziej ktopotliwe i zwigzane z ryzykiem nowych artefaktow. Koniecz-
ne jest wtedy stosowanie tzw. quick freezing lub rapid freezing ze
zmniejszonym do minimum czasem zamrazania [58, 132, 135, 136].

Uzyskiwanie bardzo podobnych obrazéw replik po zastosowaniu che-
micznego utrwalania i bez zastosowania utrwalania pozwala zatem przy-
puszcza¢, ze utrwalanie chemiczne przy uzyciu powszechnych utrwala-
czy do mikroskopii elektronowej, np. aldehydu glutarowego (nie stosuje
sie czterotlenku osmu), nie wprowadza znacznych zmian w strukturze
bton. Stad tez kilopotliwa procedura szybkiego zamrazania bez utrwa-
lania jest bardzo czesto z powodzeniem zastepowana przez mrozenie
utrwalonych tkanek, tatwiejszych w obrébce [58],

Lefort-Tran i in. [74] zalecajg duzg ostrozno$¢ w interpretacji obra-
z6w zamrozonych prébek w odniesieniu do makromolekularnej organi-
zacji bton biologicznych. Uwazajg oni, ze wstepne utrwalanie (prefiksa-
cja) glutaraldehydem moze po6zniej prowadzi¢ do fragmentacji niektd-
rych czastek btony, jak rowniez do zaburzenia (czesto wystepujacego
w niektérych obszarach) ich parakrystalicznego ukfadu, poniewaz glu-
taraldehyd moze zmieniaé sity przylegania biatkowych czastek do reszty
btony. Ponadto pH utrwalacza moze mie¢ znaczenie dla procesu agre-
gacji czastek w btonie [84, 102].

Ryc. 29. Schemat sferycznej czastki (L) o $rednicy 100 nm, poddanej napylaniu

platyng i weglem. Strzatka wskazuje kierunek napylania (45°) wzgledem podioza.

Zachowano skale grubosci napylonej warstwy platyny 22 nm (ciemna linia — Pt)
oraz wegla 20 nm (jasny obszar wok6t czagstki — C) [134]
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Nastepujaca po utrwaleniu procedura odwodnienia tkanki moze pro-
wadzi¢ do jej obkurczenia, co w rezultacie moze spowodowaé zaburze-
nie wynikdw obserwacji iloSciowych, zaréwno warto$ci zageszczenia czg-
stek w btonie, jak i rozmiaréw samych czastek. Brak jednak na ten te-
mat jednoznacznych danych. Pecznienie lub obkurczanie sie komérki
i jej organeli moze powodowaé zmiane przebiegu bton oraz rozpad struk-
tur btoniastych na pecherzyki. Rozmaici autorzy dyskutujg tez inne
artefakty utrwalania [1, 11, 21, 45, 50, 51, 58, 132].

ARTEFAKTY KRIOPROTEKCJI

Krioprotektant, np. 30% zbuforowany wodny roztwér glicerolu,
z reguty stosuje sie po chemicznym utrwaleniu tkanki, stad nie nalezy
spodziewaé sie drastycznych zmian w tkance po jego zastosowaniu [84,
111]. Nieliczne prace zwracajg jednak uwage na mozliwo$¢ zmian w bilo-
nach pod wplywem wprowadzenia krioprotektanta [1, 87, 94, 110, 132].
Utrwalanie tkanki przed krioprotekcjg niekoniecznie zapobiega artefak-
tom zwigzanym z penetracjg substancji krioprotekcyjnej [17, 132]. Na
przyktad zbyt gwatltowne przepajanie krioprotektantem moze spowodo-
wacé obkurczanie sie prébki. Uwaza sie, ze krioprotektant moze miec
wplyw na cytoarchitekture komdrki, stad tez moze zaburza¢ rozmiesz-
czenie czastek IMP w blonie [82, 84, 87, 181].

ARTEFAKTY ZAMRAZANIA

Powstawanie krysztatow lodu w wyniku niewta$ciwego, zbyt wolne-
go zamrazania powoduje zwykle totalng destrukcje struktur preparatu
[181]. Trudno zatem zgrubne artefakty zamrazania pomyli¢ ze szczego-
tami strukturalnymi preparatu. Replika dotknieta tego rodzaju artefak-
tami nie nadaje sie zwykle w og6le do analizy. Klopotliwa jest nato-
miast interpretacja mikrokrysztatéw, ktérych rozmiary moga leze¢ w po-
blizu zdolno$ci rozdzielczej repliki (2 nm), a ich wystepowanie moze
byé ograniczone do niektérych tylko rejonéw preparatu.

Hudson i in. [58] uwazajg, ze powstawaniu krysztaldw w zamrozonej
probce zapobiec sie nie da; tworza sie one zawsze, chodzi jednak o to,
aby specyficznymi zabiegami (krioprotekcjg lub/i przyspieszeniem tempa
zamrazania) spowodowaé, by rozmiary ich byly jak najmniejsze, tzn.
by lezaly ponizej rozdzielczosci repliki (mniejsze niz 1 nm). Tempo za-
mrazania powinno wynosi¢ —1000°C/s, tzn. obnizenie temperatury od
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+ 4°C do —100°C musi nastgpi¢ w ciggu mniej niz 1/10 s [58]. Ideatem
jest takie zamrozenie nieutrwalonego materiatu (umieszczonego w roz-
tworze fizjologicznym bez krioprotektanta), aby w trakcie zamrazania
nie doszto do zmiany aktywnos$ci biologicznej prébki. Ultraszybkie za-
mrazanie (nieutrwalonych tkanek bez krioprotekcji) uzyskuje sie przez
spuszczenie matego skrawka tkanki na blok czystej miedzi, oziebiony
ciektym helem do temperatury —266°C [18, 55]. Daje to zadowalajgce
efekty w tkance na grubo$¢ do 20 gm od powierzchni bloku miedzia-
nego [54, 157].

ARTEFAKTY ROZLUPYWANIA

Jawne ,grube” artefakty, powstajgce w trakcie roztupywania préb-
ki, to rysy od noza, depozyty pokruszonej tkanki (debrisu), odrywane
i przenoszone przez néz na inne miejsce w preparacie oraz mechaniczne
przemieszczenie fragmentdw probki. Sg one tatwe do identyfikacji i in-
terpretacji. Gorzej jest z delikatnymi zmianami strukturalnymi na po-
ziomie zdolnosci rozdzielczej repliki. Moze tam dochodzi¢ do fuzji czgstek
lezgcych blisko siebie lub tez poszczegdlne czastki moga by¢é wyrywane
z podtoza. W ten spos6b zaburzeniu ulega¢ moze ich liczba. Na czoto wy-
suwa sie tu problem deformacji plastycznej, ktéry szeroko dyskutowa-
ny jest przez badaczy [6, 14, 15, 28, 75, 89, 124, 146].

Sposbéb odksztatcenia czastki pod wpltywem sit rozrywajacych, zasto-

Ryc. 30. Schtemat ilustrujacy przyktad odksztatcenia czgstki na drodze deformacji
plastycznej w trakcie roztupywania po zamrozeniu w ciektym azocie. Strzatka
wskazuje ptaszczyzne rozrywania. Czastka najpierw ulega rozciggnieciu (@ — «c),
po czym cze$¢ stabiej zwigzana ze Srodowiskiem (gorna) zostaje wysunieta (d), lecz
ostateczny ksztatt czastki znacznie odbiega od pierwotnego (e) [146]
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Ryc. 31. Schemat ilustrujacy zalezno$¢ diugosci cienia poszczegdlnych czastek P
od lokalnego uksztattowania biony (na przyktadzie powierzchni zewnetrznej btony
mitochondrionu M) przy statym kacie napylania SA 45° [93]

sowanych w niskiej temperaturze, zalezy na pewno od charakteru samej
czastki i od jej zwigzkdw ze Srodowiskiem (ryc. 30). Dobre utrwalanie
i roztupywanie w niskiej temperaturze moze zlagodzi¢ powstawanie
artefaktow w tym zakresie. Nie wiadomo jednak, czy wielo$¢ ksztattow
czastek i szerokie spektrum ich rozmiarow jest wynikiem natywnej roz-
norodnosci, czy tez wynikiem artefaktéw roztupywania. Przyjeto sie, ze
za wszelka (faktyczng lub domniemang) niezgodno$¢ obserwowanych
detali z oczekiwaniami, odpowiedzialnoscig obarcza sie niesprecyzowang
deformacje plastyczng prébki.

ARTEFAKTY SUBLIMACJI | KONDENSACJI

W technice ,freeze-etching” (FE) po dokonaniu roztupywania celowo
doprowadza sie do sublimacji wody z powierzchni preparatu. Przed
przypadkowym zanieczyszczeniem jest on wtedy zabezpieczony nozem
lub inng ostong. Ewentualne zanieczyszczenia osiadte na rytowanej po-
wierzchni sg i tak zaraz usuwane przez prad sublimujacej wody [157].
Moze tez dochodzi¢ nawet do porywania przez sublimujacy prad nie-
ktorych elementow struktury preparatu i przemieszczania ich lub gu-
bienia, co jest artefaktem specyficznym dla techniki freeze-etching (FE).

W technice freeze-fracture (FF) czas miedzy przetamaniem tkanki
a replikacjg powinien by¢ mozliwie najkrotszy, aby unikngé niepozada-
nego ,etchingu”, a takze aby nie naraza¢ przetomu na zanieczyszczenie.
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Zimna powierzchnia przetomu podatna jest na kondensacje na niej dro-
bin wody sublimujacej z odtamkoéw preparatu pozostatych na nozu lub
z innych rejonéw preparatu [152, 159], a takze innych resztkowych cza-
stek z otoczenia — oleju z pompy prozniowej oraz innych lotnych sub-
stancji (np. weglowodorow) [156]. Aby zmniejszy¢ wytapywanie tych za-
nieczyszczen przez preparat, stosuje sie takze zimne ostony. RoOwniez
wysoka proznia zmniejsza zanieczyszczenia [159]. Nie rozwigzany pro-
blem stanowi mozliwo$¢ dekoracji natywnych czgstek preparatu innymi
substancjami [47].

ARTEFAKTY REPLIKACYJNE

Replika zanieczyszczona jest czesto grubymi depozytami platyny lub
wegla, ktére ,,odpadty” od elektrody w procesie jej odparowywania. Sg
to zwykle czastki grubsze, state, ktére nie zostaty zdeponowane na po-
wierzchni preparatu w postaci pary. Delikatna btonka repliki (grubosci
25 A platyny i 200 A wegla, ryc. 29) moze tez ulec peknigeciom lub ro-
zerwaniom w procesie jej przenoszenia na siatke. Pekniecia lub braki
ciggtosci replik sg czesto przeszkodg w identyfikacji odpowiadajgcych
sobie obszaréw w replikach komplementarnych. Niepozgdane jest row-
niez zanieczyszczenie repliki resztkami rozpuszczonej tkanki.

Depozyt platyny i wegla moze wptywa¢ na zmiane rozmiaréw obser-
wowanych szczegétéw strukturalnych, np. $rednic czastek. Mimo stoso-
wanego statego kata napylania, lokalne zmiany uksztaltowania repliko-
wanego podtoza moga by¢ przyczyng rozmaicie ksztaltujgcego sie cienia
wystepujacych na tym podiozu wypukitosci, np. czastek (ryc. 31). Moze
to byé przyczyng niedostrzegania bezcieniowych czastek i w zwigzku
z tym zanizenia ich liczby. Zakrzywienie napylanej powierzchni ma
wptyw na wyniki szacunku zageszczenia czastek [148]. Szczegdty blisko
siebie lezace, np. sgsiadujace ze sobg czastki, moga nawzajem zastaniaé
sie cieniami (ryc. 28). Réwniez moze dochodzi¢ do wypetnienia platyna
matych zagtebien (doteczkéw — pits), a ich zanik moze byé przyczyna
braku komplementarnosci tych struktur do czgstek w replikach komple-
mentarnych [37]. Ostre krawedzie wpuklen i wypuklern mogg ulega¢ zta-
godzeniu w wyniku depozytu metalu w replice [37]. Depozyt wegla daje
przejrzyste ,halo” wokét ostrych platynowych konturéw czastek (ryc. 29)
[134]. ZiarnistoSci platyny w strukturze repliki zaburzaé mogg wyra-
zisto$¢ obrazu na duzych powiekszeniach i sg przyczyna ograniczenia
zdolnosci rozdzielczej repliki do 2 nm [145].

Ruben [123] zwraca uwage na mozliwg deformacje struktur zwigzang
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z napylaniem platyna. Stwierdza on, ze ani szeroko$¢ cienia czastki
(particle shadow width — PSW), ani tez szeroko$¢ ,czapeczki” wytwo-
rzonej na czastce przez platynowo-weglowy nalot (particle cap width —
PCW) nie sg jednoznaczne z faktycznymi rozmiarami natywnej czastki.
PCW jest zalezna od charakteru chemicznego czastki: inaczej powstaje
na czastkach biatkowych, a inaczej na metalicznych. Jest ona réwniez
zalezna od kata napylania i grubosci podtoza. PSW jest wytwarzana nie-
zaleznie od sktadu chemicznego czgstki i moze by¢ lepszym wyznaczni-
kiem jej rozmiaréw. Cien czastki nie powstaje jednak tak, jakby wy-
nikato to z prostoliniowego rozchodzenia sie ,,promieni” napylanego me-
talu. Tworzenie sie cienia jest procesem niezaleznym od tworzenia sig
»,Czapeczki”. Odgrywaja tu role niezupeinie poznane, a skomplikowane
mechanizmy interakcji miedzy czasteczkami deponowanego metalu i ele-
mentami pokrywanej struktury [123].

ARTEFAKTY PROJEKCYJNE

Kat nachylenia repliki wzgledem kierunku strumienia elektronéw
w mikroskopie jest bardzo wazny dla witasciwej kontrastowos$ci obrazu
(ryc. 21). W krancowych wypadkach pokrycie sie kierunku strumienia
elektron6w z kierunkiem, pod jakim zostatla napylona platyna (zwykle
45°), moze wywota¢ efekt zaniku wytworzonych w replice cieni [71, 156].
Ze wzgledu na znaczng trojwymiarowos¢ powierzchni repliki, kat jej
nachylenia w trakcie wykonywania zdje¢ ma duze znaczenie dla od-
wzorowania odlegtosci miedzy poszczegdlnymi szczeg6tami w replice.
Jest to bardzo istotne przy wykonywaniu wszelkich pomiarow na zdje-
ciach replik. Dzieki tym réznicom mozliwe jest tworzenie obrazow tréj-
wymiarowych z par zdje¢ robionych przy réznym nachyleniu repliki
w kolumnie mikroskopu [157],

PROBLEMY INTERPRETACJI OBRAZU

Istniejag dwa sposoby przedstawiania zdje¢ replik z mikroskopu elek-
tronowego. Niekiedy stosuje sie tzw. obrazy pozytywne, czyli takie, ja-
kie powstajg bezposrednio na ekranie fosforyzujacym mikroskopu elek-
tronowego. Wypuktosci obecne w replice sg ciemne, a ich cienie jasne.
Na ogdt jednak lepsze efekty osigga sie stosujac obrazy negatywowe,
tzn. takie, jakie otrzymuje sie na kliszy naswietlanej w kolumnie mikro-
skopu [181]. Wypukitosci repliki sg wtedy jasne, a ich cienie ciemne.
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Na odbitkach fotograficznych efekt ten uzyskuje sie przez tzw. double
printing: przed ostatecznym uzyskaniem obrazu na papierze fotogra-
ficznym z oryginalnego negatywu uzyskuje sie stykowo odwrécony ne-
gatyw posredni, ktory dopiero kopiowany jest na papier [130]. Takie
przedstawienie struktur repliki (wypukto$ci jasne, cienie ciemne) uwaza
sie za bardziej naturalne, zgodne z codziennym doswiadczeniem, gdzie
oSwietlone obiekty rzucajg ciemne cienie. Jest to jednak odwrdceniem
sytuacji w replice, gdzie cien wypuktosci jest rezultatem braku depozytu
metalu i daje jasng plame na ekranie mikroskopu elektronowego, pod-
czas gdy metal osadzony na wypuktej strukturze powoduje brak Swie-
cenia ekranu w tym miejscu (ryc. 21). Biate cienie mogg jednak prowa-
dzi¢ do biednych interpretacji struktury obserwowanych detali [157].
W szczegolnosci cyklicznie powtarzajgce sie szczeg6ty, bedace doteczka-
mi, zinterpretowaé mozna jako twory krateropodobne [18, 157]. Z tego
tez wzgledu wiekszo$¢ czasopism ultrastrukturalnych zaleca autorom
przedstawianie zdje¢ replik z czarnymi cieniami.

Niewtasciwa orientacja cienia moze rowniez prowadzi¢ do biedéw
interpretacji obrazu. Dawniej zawsze stosowano oznaczenie kKierunku na-
pylania w postaci strzatki w kotku w rogu zdjecia, informujgce réwno-
cze$nie o kierunku cienia. Obecnie coraz czesciej widzi sie reprodukcje
zdje¢ replik bez tej informacji, za to stosowane sg ujednolicone zasady
orientacji cienia przy montowaniu zdje¢ do publikacji. Cienie skiero-
wane skosem w dét dajg naturalne ziudzenie boczno-gdérnego oswietle-
nia i uwypuklajg wystajgce detale. Gdy zdjecie takie obroci sie ,,do goéry
nogami” i cienie zostang skierowane ku go6rze, dla niektérych obserwa-
toréw nieobeznanych z faktyczng strukturg preparatu wypuktosci ukaza
sie jako zagtebienia [157]. Jest to typowy przyktad ziudzenia optyczne-
go, demonstrowany na obrazach stosu kostek o czarnych i bialych $cia-
nach. Obrdcenie takiego rysunku ,do gory nogami” powoduje, ze kostki
wydajg sie wkleste. Dlatego wiekszos¢ czasopism zaleca obecnie takie
montowanie zdje¢ replik, aby ciemne cienie skierowane byty w dot. Aby
wiasciwie zinterpretowaé obraz z biatymi cieniami (w wypadku stoso-
wania obrazu nieodwroconego fotograficznie), zdjecia fotograficzne na-
lezy montowaé tak, aby cienie skierowane byty ku gérze [157]. Wszystkie
zdjecia replik reprodukowane w niniejszej pracy (ryc. 16, 22, 27, 28) sa
przedstawione z ciemnymi cieniami skierowanymi ku dotowi.

Ze wzgledu na znaczng trojwymiarowos$¢ struktury repliki oraz mo-
zliwos¢ wadliwej interpretacji, co jest w niej wglebieniem, a co wy-
puktoscig, zaleca sie stosowanie obserwacji stereoskopowej (ryc. 27) [26,
65, 93, 155, 156], ktéra daje jednoznacznag orientacje w preparacie co do
jego wypukiosci i zaklesnieé, pod warunkiem wiasciwego zmontowania
zdjeé w pare. Zamiana zdjecia prawego z lewym powoduje specyficzny
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»artefakt” widzenia tréjwymiarowego: wszystkie wypukiosci przedsta-
wiajg sie jako zagiebienia, a wklestosci sg wypukte.

Przedstawione tu trudnosci techniczne i interpretacyjne, zwigzane
z zastosowaniem obserwacji replik bton biologicznych, narzucajg ko-
niecznos¢ znacznej ostroznos$ci w wycigganiu wnioskow z uzyskiwanych
obrazéw. Mimo to, metoda kriorytownictwa nadal stuzy do lepszego po-
znania organizacji bton. Kierunki badan oparte na tej technice, ktore
beda rozwijane w przysztosci, to zmudne opracowania iloSciowe oraz
eksperymenty majace na celu identyfikacje czastek obecnych w btonie.
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