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POSTĘPY BIOLOGII KOM ÓRKI TOM 16, NR I, 1989 (I 18)

KOM ÓRKI LAK (LYM PHOKINE ACTIVATED KILLER CELLS): 
CHARAKTERYSTYKA I ROLA W TERAPII NOWOTWORÓW

LAK (LYM PHOKINE ACTIVATED KILLER) CELLS:
THEIR CHARACTERIZATION AND ROLE IN CANCER THERAPY

Agnieszka MIGDALSKA 

Zakład Hematologii Radiacyjnej, Wojskowy Instytut Higieny i Epidemiologii, Warszawa

Streszczenie. Aktywność LAK (aktywność cytotoksyczna wywołana interleukiną 2) stała się 
ostatnio przedmiotem intensywnych badań. Powodem tak dużego zainteresowania jest zdolność 
komórek LAK do niszczenia komórek nowotworowych, opornych na atak komórek NK. Ta cecha 
komórek LAK otwiera nowe możliwości przed immunoterapią nowotworów. Celem pracy jest 
scharakteryzowanie komórek LAK, określenie ich pochodzenia oraz ich klinicznego zastosowania.

Summary. Lymphokine activated killer (LAK) activity has recently been extensively investigated. 
The capability of cytotoxic damage of NK resistant tum or cells by LAK cells is the main reason 
for this great interest. This feature of LAK cells gives a new chance to cancer immunotherapy. The 
review presents a characteristic of LAK cells, their derivation and clinical application.

Wykaz stosowanych skrótów

CTL — limfocyty T cytotoksyczne
CY — cyklofosfamid
EBV — wirus Epstein-Barra
IL-2 — interleukina 2
IFN — interferon
komórki LAK — komórki cytotoksyczne aktywowane interleukiną-2
LGL — duże ziarniste limfocyty
MHC — główny układ zgodności tkankowej
PGE — prostaglandyna E
PGF — prostaglandyna F
TNBS — kwas 2,4,6-trójnitrobenzenosulfonowy
TNP — trójnitrofenol
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2 A. MIGDALSKA

Antygeny różnicowania występujące na ludzkich limfocytach T i komór­
kach NK:
CD3 — limfocyty T
CD4 — limfocyty T pomocnicze
CD5 — limfocyty T
CD8 — limfocyty T cytotoksyczne/supresyjne
CD16 -  komórki NK
NKH1 — komórki NK, część limfocytów T cytotoksycznych/supresyjnych

Antygeny różnicowania występujące na mysich limfocytach T i komórkach 
NK:
Thy 1 — limfocyty T, Część komórek NK 
L3T4 — limfocyty T pomocnicze 
Lyt 2 — limfocyty T cytotoksyczne/supresyjne 
AsGM l — komórki NK

Jednym z mechanizmów odpornościowych, jakim dysponuje układ im­
munologiczny, jest tzw. efekt cytotoksyczny, polegający na niszczeniu kom ó­
rek rozpoznawczych jako ,,obce” przez wyspecjalizowane populacje komórek 
organizmu. Najlepiej poznanymi komórkami mającymi zdolność uszkadzania 
cytotoksycznego, bez udziału przeciwciał, są limfocyty T cytotoksyczne, 
komórki NK oraz makrofagi. Te trzy typy komórek spełniają bardzo ważną 
rolę w niszczeniu komórek nowotworowych [83, 84, 85]. W pracy tej, opisując 
komórki LAK, będę porównywać je z cytotoksycznymi limfocytami T i komór­
kami NK, ponieważ, jak sądzi się obecnie, stanowią one źródło komórek LAK.

Działanie limfocytów T cytotoksycznych jest uwarunkowane ich swoistoś­
cią dla anygenu konwencjonalnego i jednocześnie zgodnością ich antygenów 
MHC klasy I z antygenami atakowanej komórki. Limfocyty T cytotoksyczne 
mają na swojej powierzchni receptor rozpoznający kompleksowo antygen 
konwencjonalny wraz z antygenami MHC. Ekspansja limfocytów T cytotok­
sycznych zależy od wytwarzanej przez limfocyty T (głównie limfocyty T pom o­
cnicze) interleukiny 2 (IL-2), która jest dla nich bodźcem do proliferacji [85, 90].

W odróżnieniu od limfocytów T cytotoksycznych, komórki NK mają 
zdolność cytotoksycznego niszczenia komórek w sposób niezależny od an­
tygenów zdolności tkankowej oraz wykazują w swoim działaniu ograniczoną 
swoistość antygenową. Komórki NK wykazują względną swoistość gatun­
kową, tzn. efektywniej niszczą komórki allogeniczne niż ksenogeniczne [84, 92].

W 1982 r. Grimm i in. opisali pojawienie się limfocytów cytotoksycznych 
pod wpływem IL-2 [17]. Limfocyty te, które nazwano komórkami LAK 
(lymphokine activated killer cells), niszczyły w sposób niezależny od an­
tygenów M HC wiele komórek nowotworowych, opornych na atak komórek 
NK. Komórki LAK uznano początkowo za populację odrębną od limfocytów
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KOM ÓRKI LAK 3

T i komórek NK. Sądzono, że odkryto nowy rodzaj limfocytów cytotoksycz- 
nych [17]. Obecnie coraz powszechniejszy staje się pogląd, że zjawisko LAK 
jest nowym rodzajem aktywności cytotoksycznej, a nie cechą odrębnej popula­
cji komórkowej. Aktywność tę przejawiają głównie komórki NK, a w nie­
których przypadkach również limfocyty T cytotoksyczne [26, 48],

I. METODY INDUKOW ANIA AKTYWNOŚCI LAK IN VITRO

Komórki o aktywności LAK mogą być indukowane spośród limfocytów 
wyizolowanych z krwi obwodowej [23, 91, 97], węzłów chłonnych [22], 
śledziony [3, 51, 94, 98], grasicy [7, 68], szpiku kostnego [37, 47], jamy 
otrzewnowej [45] i limfocytów infiltrujących guzy nowotworowe [22, 81], 
Źródłem ich może być praktycznie większość tkanek limfatycznych. Również 
limfocyty płodowe, pochodzące z krwi pępowinowej [22], łożyska [9] czy 
grasicy [82] wykazywały pod wpływem inkubacji z IL-2 aktywność LAK.

Do uworzenia komórek LAK in vitro preferowana jest rekombinowana 
IL-2 [22]. Stosowane stężenia IL-2 zawierają się w granicach 30-1000 jedno­
stek/l ml podłoża, zwykle wynoszą 100-400 jednostek/1 ml [9, 33, 69, 91, 97].

Optymalna gęstość limfocytów hodowanych z IL-2 wynosi 1 -5106 [4, 8, 
15, 35, 41, 52]. Do hodowli limfocytów ludzkich najczęściej stosuje się podłoża 
zawierające dodatek surowicy AB [8, 12, 42, 97] lub surowicy autologicznej 
[32], w przypadku zaś limfocytów mysich płodowej surowicy cielęcej [51-53, 
59, 98], Hodowle można prowadzić również w podłożu bezsurowiczym [22, 54, 
60].

Zazwyczaj komórki LAK pojawiają się już po 18-24 godz. [73]. Zawiesinę 
komórek inkubuje się z IL-2 minimum 48 godz. przeważnie 3-7 dni [2, 16, 36, 
52, 53, 98],

Najczęściej stosowanym testem czynnościowym dla komórek LAK jest 4- 
lub 5-godzinny test cytotoksyczny z komórkami docelowymi znakowanymi 
51 Cr [23, 36, 37, 42, 53].

II. M ECHANIZM  POWSTAWANIA KOMÓREK O AKTYWNOŚCI LAK

Do utworzenia komórek LAK nie jest wymagany wcześniejszy kontakt 
prekursorów tych komórek z antygenem, niezbędna jest jedynie IL-2 [17-19, 
36, 75]. Wydaje się, że prekursory komórek LAK nie mają na swojej 
powierzchni receptora dla IL-2 lub mają ten receptor w ilości trudnej do 
wykrycia stosowanymi metodami [88]. Aktywacja komórek LAK może pole­
gać bądź na bezpośrednim oddziaływaniu IL-2 na błonę komórkową, bądź
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4 A. M IGDALSKA

komórki nabywają receptory podczas inkubacji z IL-2 [23]. Być może właśnie 
brak receptora dla IL-2 lub receptor o bardzo niskim powinowactwie na 
prekursorach LAK, może wytłumaczyć zjawisko zaobserwowane we wspólnej 
hodowli prekursorów LAK i limfocytów T cytotoksycznych. Stwierdzono, że 
komórki te współzawodniczą o IL-2. Prawdopodobnie z powodu większego 
powinowactwa limfocytów T cytotoksycznych do IL-2 niż prekursorów 
komórek LAK, tworzenie aktywności LAK w tym układzie zostaje silnie 
zahamowane. Dopiero nadmiar IL-2 w środowisku może przywrócić zdolność 
powstawania komórek LAK [88, 89]. Eksperymenty z przeciwciałami anty-Tac 
(przeciwko receptorowi dla IL-2) dowiodły, że receptor dla IL-2 pojawia się 
w trakcie inkubacji komórek z IL-2 równocześnie z pojawieniem sję aktywnoś­
ci cytotoksycznej [22, 97].

W jednej z najnowszych prac autorzy sugerują, że powstawanie komórek 
LAK jest zależne od innego receptora dla IL-2 niż receptor Tac. Istnienie 
alternatywnego receptora dla IL-2 stwierdzono indukując komórki LAK 
z prekursorów, którym usunięto bądź zablokowano receptor Tac [65]. Stwier­
dzono również, że „nowy” receptor jest zaangażowany w początkowe stadium 
indukowania komórek LAK [65], natomiast receptor Tac jest odpowiedzialny 
za podtrzymanie proliferacji [12, 14, 45, 65] oraz funkcji cytolitycznej komórek 
LAK [65],

TABELA 1

Wrażliwość komórek linii nowotworowych na cytotoksyczność typu NK i LAK

Wrażliwość na
Ustalona Pierwotne źródło atak komórek

linia komórek o aktywności Literatura
nowotworowa (typ nowotworu)

NK LAK

YAC 1 chłoniak + + 2, 7, 36, 37, 51, 52, 53
K 562 białaczka szpikowa + + 23, 32, 35, 42, 78
EL 4 grasiczak - + 2, 7, 33, 61
MCA 102 mięśniak indukowany

mety'ocholantrenem - + 41, 98
AKSL grasiczak - + 51
P 815 guz z komórek tucznych - + 2, 7, 36, 51, 52, 53, 94
CL 27A chłoniak - + 2
Daudi chłoniak Burkitta - + 4, 35, 42, 86
M 5076 mięsak siateczkowy - + 4
A 498 rak nerki - + 4
Raji limfocyty B zainfeko­

wane EBV - + 97
MBL 2 chłoniak - + 97
FBL 3 białaczka wywołana

wirusem Frienda - + 94
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KOM ÓRKI LAK 5

III. ZAKRES DZIAŁANIA KOM ÓREK LAK

Stwierdzono, że komórki LAK wykazują dużo szersze spektrum działania 
niż komórki NK. Okazało się, że istnieje wiele linii nowotworowych opornych 
na atak komórek NK, a jednocześnie wrażliwych na atak komórek LAK. 
Zestawienie zamieszczono w tab. 1. Okazało się, że komórki LAK działają 
cytotoksycznie również w stosunku do świeżych komórek guzów autologicz- 
nych, syngenicznych i allogenicznych [24].

Także komórki z sztucznie wprowadzonym onkogenem mogą być nisz­
czone przez komórki LAK. Udowodniły to doświadczenia z flbroblastami 
NIH 3T3, transfekowanymi onkogenem pochodzącym z ludzkiej ostrej biała­
czki limfatycznej. Te zmienione nowotworowo komórki były oporne na atak 
NK, natomist wrażliwe na cytotoksyczność komórek LAK [41].

Komórki LAK uszkadzają również komórki nienowotworowe, lecz zmody­
fikowane haptenami, np. TNBS [2, 3, 20] lub TNP [38]. Także komórki 
(makrofagi) zainfekowane bakteriami [69] lub komórki zainfekowane rikets- 
jami [8] były niszczone przez komórki LAK.

Zaobserwowano, że komórki aktywowane IL-2, pochodzące z populacji 
LGL i małych, nie posiadających ziarnistości limfocytów w sposób zależny od 
dawki IL-2, powodują liżę komórek endotelialnych, nie uszkadzają natomiast 
fibroblastów i komórek epitelium. Liza komórek endotelium była poprzedzona 
przylgnięciem do nich komórek LAK [10].

W części prac stwierdzono, że komórki LAK nie niszczą normalnych 
limfocytów [34], a w innych zwrócono uwagę na niski poziom uszkadzania 
limfocytów [38, 86]. W literaturze przeważa pogląd na braku efektu cytotok- 
sycznego w stosunku do nie zmienionych nowotworowo komórek organizmu 
[8, 12, 21, 51, 79].

IV. POCHODZENIE KOM ÓREK LAK

W pracach, w których starano się dać odpowiedź na pytanie, które 
populacje komórkowe są prekursorami komórek LAK, często przedstawiane 
były sprzeczne ze sobą wyniki. Obecnie ugruntował się pogląd, że komórki NK  
są głównym źródłem cytotoksyczności aktywowanej IL-2. Zanim jednak do 
tego doszło, wykonano wiele badań, z których wyniki zostaną tu przed­
stawione. Zdarza się, że doświadczenia te są trudne do porównania z uwagi na 
różne parametry, jakie poddano badaniu, i nie dające się porównać układy 
doświadczalne.

Z doświadczeń wynika, że komórki LAK, podobnie jak komórki NK, nie 
podlegają restrykcji M HC oraz działają w sposób nieswoisty [17, 67]. Pod tym
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6 A. M IGDALSKA

względem różnią się zasadniczo od limfocytów T cytotoksycznych, zależnych 
w swoim działaniu od antygenów M HC I klasy i działających swoiście [94].

Trzy rodzaje aktywności cytotoksycznej: limfocytów T, komórek LAK 
oraz komórek NK można rozróżnić także na podstawie czasu potrzebnego do 
ich aktywacji. Komórki NK pojawiają się spontanicznie, komórki LAK po 
około 2-3 dniach inkubacji z IL-2, natomiast limfocyty T cytotoksyczne stają 
się aktywne po około 5-6 dniach od kontaktu z antygenem [29, 71].

Powiązania między komórkami NK, limfocytami T cytotoksycznymi 
i komórkami LAK próbowano wyjaśnić badając kolejność pojawiania się 
różnych aktywności cytotoksycznych po przeszczepie szpiku, subletalnym 
napromienieniu organizmu lub po podaniu subletalnej dawki cyklofosfamidu 
(CY). Stwierdzono, że u myszy po syngenicznym lub allogenicznym (zgodnym 
antygenowo) przeszczepie szpiku już po dwóch tygodniach pojawiają się 
prekursory komórek LAK, natomiast funkcjonalnie dojrzałe limfocyty T wy­
magają co najmniej 4 tygodni do ujawnienia swojej cytotoksyczności [51]. 
Bardzo zbliżone wyniki uzyskano dla subletalnego napromienienia, gdzie 
komórki LAK wykazywały aktywność po około tygodniu, podczas gdy 
limfocyty T cytotoksyczne po 4 tygodniach od napromienienia [51]. Badania 
z CY dały odmienne wyniki. Okazało się, że najwcześniej, bo po 6 dniach, 
pojawiła się aktywność limfocytów T cytotoksycznych, następnie po 9-12 
dniach aktywność NK, natomiast komórki LAK można było indukować po 
około 21 dniach od podania CY [51].

Niektóre prace dowodzą, że komórki zwierząt z linii wsobnych z wrodzo­
nym deficytem komórek NK [1] lub traktowanych przez dłuższy czas przeciw­
ciałami antyasialo-GM I [52] mogą przejawiać po indukcji IL-2 aktywność typu 
LAK. Inne doświadczenia wskazują, że szczepy kongeniczne z deficytem 
aktywności NK są niezdolne do produkowania prekursorów komórek LAK
[52].

Doświadczalnie stwierdzono, że aktywność LAK może wiązać się z linią 
limfocytów T. Stwierdzono, że komórki LAK mogą powstawać z tymocytów 
[67, 68, 82], oraz że mogą one mieć markery charakterystyczne dla limfocytów 
T [4, 27, 33, 38, 82]. Zaobserwowano również, że limfocyty T w obecności IL-2 
mogą wykazywać aktywność cytotoksyczną, nie podlegającą restrykcji głów­
nego układu zgodności tkankowej [67, 82]. Stwierdzono, że w ciągu pierwszych 
dni hodowli cytotoksyczność ich ogranicza się do komórek nowotworowych 
wrażliwych na atak komórek NK [27, 50, 80]. Dopiero dłuższa hodowla 
powoduje tworzenie komórek T cytotoksycznych w stosunku do wielu 
opornych na atak NK komórek nowotworowych [3, 4, 27, 80, 97].

Najnowsze prace, w których przeprowadzono zarówno analizę negatywną, 
tzn. traktowano komórki przeciwciałami i dopełniaczem, oraz analizę pozyty­
wną, czyli rozdział komórek na sorterze komórkowym, potwierdziły, że 
komórki LAK mogą mieć podwójne pochodzenie. Większość komórek LAK
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KOM ÓRKI LAK 7

pochodzi z linii komórek NK, a tylko pewna część może wywodzić się od 
limfocytów T [47, 76, 97].

Udział obu populacji w tworzeniu komórek LAK zależy od narządu, 
z jakiego pochodzą limfocyty, i od rodzaju komórek docelowych, na których 
przeprowadza się test cytotoksyczny [66, 70, 91, 97].

W krwi obwodowej, w porównaniu z innymi tkankami, często stwierdzano 
dużo wyższy udział komórek LAK pochodzących od komórek NK (NK-LAK) 
niż od limfocytów T (T-LAK) [31, 46, 63, 91, 97].

Wspomniana proporcja zależy też od rodzaju komórek docelowych, 
użytych do testowania aktywności LAK. Na przykład komórki LAK po­
chodzące ze splenocytów, a testowane z linią EL 4 lub MCA 5, zachowywały 
40% NK-LAK i 60% T-LAK. Gdy jako komórek docelowych użyto linii Yac 
1, NK-LAK uzyskiwały ilościową przewagę [33].

Innym przykładem może być usunięcie z populacji mysich splenocytów 
komórek o fenotypie T h y l+, Lyt2 + . Usunięcie to spowodowało całkowite 
zahamowanie tworzenia aktywności LAK, skierowanej przeciwko własnym 
komórkom zmodyfikowanym TNBS, natomiast nie miało efektu na cytotok- 
syczność LAK przeciwko komórkom nowotoworowym. Z kolei eliminacja 
komórek o fenotypie AsGM 1 + powodowała zupełne usunięcie aktywności 
LAK w stosunku do wszystkich testowanych komórek [3].

Za tym, że komórki LAK należą głównie do populacji komórek NK 
przemawiają liczne eksperymenty. Zwrócono uwagę na korelację między 
zwiększoną aktywnością komórek LAK a wzbogaceniem limfocytów w komór­
ki populacji bogatej w aktywność NK, tzw. populacji LGL (Large G ranular 
Lymphocytes) [23, 70, 90, 93, 97]. Są to limfocyty morfologicznie rozróżniane 
na podstawie większej niż przeciętnie ilości cytoplazmy oraz licznych ziarnis­
tości na jej terenie [45]. Również wtedy, gdy po aktywacji limfocytów IL-2 
eliminowano za pomocą przeciwciał monoklonalnych i dopełniacza spośród 
nich komórki NK, akywność LAK zostawała prawie całkowicie zniesiona [31, 
70]. W przeciwieństwie do opisanego zjawiska przeciwciała przeciwko an­
tygenom powierzchniowym limfocytów T miały niewielki wpływ na poziom 
cytotoksyczności wywołanej IL-2 [31, 63].

Porównanie aktywności cytotoksycznej komórek indukowanych IL-2 spoś­
ród różnych frakcji limfocytów krwi obwodowej człowieka wykazało różnice 
między działaniem komórek powstałych z populacji LGL i limfocytów 
T cytotoksycznych. NK-LAK były dużo aktywniejsze cytotoksycznie w stosun­
ku do komórek linii K 562 niż T-LAK, obydwa rodzaje komórek działały 
jednakowo na komórki linii MBL 2, natomiast cytotoksyczność w stosunku do 
komórek Raji pochodziła tylko z frakcji tworzącej NK-LAK [97],

Badania składu antygenów powierzchniowych prekursorów i komórek 
dojrzałych o aktywności LAK nie dały jednoznacznych wyników. Opisywano 
zarówno sytuacje, kiedy komórki o różnych markerach powierzchniowych
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(mysie splenocyty Thy 1.2." i Thy 1.2+) po aktywacji nie różniły się rodzajem 
m arkera (Thy 1.2+) [98], jak również powstawanie niejednorodnej populacji 
komórek dojrzałych (ludzkie komórki C D 5+ i C D 5- ) z prekursorów o jed­
nakowych antygenach (limfocyty C D 5- ) [91].

Również komórki LAK tworzone z prekursorów ze szpiku kostnego 
o fenotypie Qa2 + , Qa5 + , T h y l+, A sG M l+, NK + , Lyt2~ stanowiły dwie 
różne populacje komórek: NK-podobne o fenotypie NK1 +, Qa5 + , AsG M l +, 
T h y l+, Lyt2-  oraz T-podobne o fenotypie N K 1- , Qa5 + , A sG M l+, Thyl + , 
Lyt2+ [36].

Tymocyty ludzkie C D I- i C D 3- po inkubcji z IL-2 tworzyły komórki 
efektorowe LAK o fenotypie C D 3- , H N K 1- , CD 16- , N K H 1+ [68].

TABELA 2

Występowanie antygenów różnicowania na prekursorowych i efektorowych komórkach LAK

K o m ó rk i  lu d z k ie

komórki prekursorowe komórki efektorowe

CD3 -  [18, 26, 68] CD3 + [8, 18]
CD4 nie badano +  / - [55]
CD5 -  [91] - [26, 68, 48]
CD8 nie badano CD4 - [8, 48, 55]
CD16 +  [26, 48] CD5 +  / - [91]
NKH1 +  [26, 48] CD8 + [8, 18]

- [48, 55]
CD16 + [26, 48]

- [68]
NKH1 + [26, 48, 68]

K o m ó rk i  m y sie

komórki prekursorowe komórki efektorowe

Thyi + [82] Thyi + [13, 26, 38, 59, 98]
+  / - [48, 98] L3T4 - [26, 38]

— [3, 13, 59] Lyt2 + [13, 38]
L3T4 - [26, 48, 76] +  / - [33]
Lyt2 - [3, 26, 48, 76] - [26]
A sGM l + [3, 13, 26, 48, 76, 98] A sGM l + [26, 48, 94]

+  / - [33]
— [38]

N a podstawie badań mysich komórek śledziony, otrzymanych po wirowa­
niu w gradiencie gęstości na Percollu, stwierdzono, że prekursory komórek 
LAK są obecnie we frakcjach bogatych w komórki NK i we frakcjach 
bogatych w limfocyty T cytotoksyczne. Frakcja pierwsza składała się z komó­
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rek T h y l- , Lyt2~ i A sG M l+, a frakcja druga z komórek T h y l+, Lyt2 + 
i AsG M l +. Frakcja pierwsza, składająca się z komórek NK-LAK, uzyskiwała 
aktywność cytotoksyczną szybciej niż komórki frakcji drugiej (T-LAK). 
NK-LAK wymagały też mniejszych ilości IL-2 niż T-LAK [3].

Rozdzielenia prekursorów komórek LAK na Percollu dokonano również 
używając mysich komórek szpiku. Wyniki były bardzo zbliżone do wyników 
uzyskanych dla komórek śledziony [53].

Najczęściej występujące markery powierzchniowe na komórkach prekur- 
sorowych i efektorowych LAK przedstawiono w tab. 2. Jak widać, komórki
0 aktywności LAK powstają zarówno z komórek populacji NK, jak i lim­
focytów T cytotoksycznych. Jednakże należy przyznać, że limfocyty T cytotok- 
syczne o aktywności LAK często mają na swojej powierzchni antygeny 
charakterystyczne dla komórek NK, takie jak NKH1 [28, 77] czy Leu7 [91]; nie 
są to więc typowe limfocyty T. Generalnie można stwierdzić, że większa część 
aktywności LAK pochodzi od komórek NK, jednak proporcje NK-LAK do 
T-LAK zależą od tkanki, z której pochodzą komórki LAK, oraz od rodzaju 
komórek docelowych.

V. WPŁYW M EDIATORÓW  IM M UNOLOGICZNYCH I ŚRODKÓW 
FA RM AK OLOG ICZNY CH  NA AKTYW NOŚĆ LAK

Aktywność komórek LAK może być zależna od obecności cytokinin 
w środowisku. Zbadano wpływ interferonów na aktywność LAK i NK. 
Inkubacja komórek śledziony z rekombinowanym ludzkim interferonem-a 
A /D (rH ulFN -a A/D) w przeciwieństwie do wyników uzyskanych dla komó­
rek NK  hamowała powstawanie komórek LAK. Maksymalne zahamowanie 
miało miejsce, gdy rH uIFN -a A/D podawano razem z IL-2. Hamowanie to 
zmniejszało się, a nawet całkowicie ustępowało, gdy interferon podawano po
1 lub 2 dniu inkubacji komórek z IL-2 [5]. Podobne działanie ludzkiego 
IFN -aA  było opisywane przez innych autorów [87]. W części badań stwier­
dzono, że dodanie rIFN-y do komórek inkubowanych wraz z IL-2 powoduje 
wzrost aktywności cytolitycznej komórek LAK [5, 32, 62], nie ma natomiast 
wpływu na proliferację tych komórek [5]. Inne doświadczenia wykazały, że 
ludzki IFN-y nie ma wpływu na aktywność komórek LAK [87].

Istnieją sprzeczne doniesienia dotyczące działania IFN -ß na komórki LAK. 
Część badaczy uważa, że IFN-ß może podwyższać aktywność komórek LAK 
[62], wyniki innych badaczy sugerują jego hamujący wpływ [87].

Zbadano również działanie ß-IL-1 na aktywność komórek LAK. Stwier­
dzono, że wywiera on efekt pobudzający [62].

Do innych czynników, których wpływ na komórki LAK został opisany, 
należą hydrokortyzon i cyklosporyna A. Zauważono, że komórki LAK są 
wyjątkowo wrażliwe na hydrokortyzon. Jednocześnie ustalono, że hydrokor-

http://rcin.org.pl



10 A. M IGDALSKA

tyzon miał niewielki wpływ na aktywność limfocytów T cytotoksycznych [22]. 
Zupełnie przeciwny efekt wywierała cyklosporyna A. Nie miała ona wpływu na 
aktywność komórek LAK, całkowicie natomiast hamowała aktywację lim­
focytów T cytotoksycznych [21, 22].

Zbadano także wpływ środków farmakologicznych na cytotoksyczność 
komórek LAK. Stwierdzono, że EDTA hamuje w jednakowym stopniu 
aktywność LGL, aktywność LAK pochodzącą z LGL oraz aktywność LAK 
pochodzącą od cytotoksycznych limfocytów T. Świadczy to o roli C a2 + 
i Mg2+ w procesie cytotoksyczności z udziałem tych populacji komórek. 
Dwuwartościowe kationy są niezbędne do utworzenia wiązania między kom ór­
ką efektorową a docelową [97].

Trypsyna, fosforan D-mannozy [97] i deksametazon [30], które prawie 
całkowicie hamowały cytotoksyczność LGL, miały niewielki hamujący wpływ 
na aktywność cytotoksyczną hodowanych z IL-2 LGL i cytotoksycznych 
limfocytów T.

W ykonano również eksperymenty z prostaglandynami (PGE2 i PGF2oc). 
Okazało się, że PGE2 zmiejsza o połowę cytotoksyczność LGL, o jedną 
czwartą aktywność T-LAK, a na aktywność LAK pochodzącą od LGL ma 
znikomy hamujący wpływ [30, 97]. Prostaglandyna F2a nie hamowała żadnej 
z tych cytotoksyczności [97].

VI. ANTYNOW OTW OROW E DZIAŁANIE KOM ÓREK LAK IN VIVO

Nie tylko in vitro cytotoksyczność komórek LAK okazała się bardziej 
efektywna w niszczeniu komórek nowotworowych od innych rodzajów cytoto­
ksyczności. Również eksperymenty na zwierzętach oraz obserwacje kliniczne 
wykazały dużą skuteczność działania komórek LAK.

Stwierdzono, że in vivo komórki LAK mogą być cytotoksyczne w stosunku 
do komórek nowotworowych z niehodowanych, litych guzów niewrażliwych 
na cytotoksyczność typu NK [17, 32, 45],

Przeprowadzono badania na zwierzętach z przerzutami takich nowo­
tworów jak  mięsaki i czerniaki do płuc i wątroby. Badania te wykazały 
skuteczność podawania komórek LAK i IL-2 w całkowitym lub częściowym 
hamowaniu wzrostu tych nowotworów [6, 39, 40, 49, 56-59]. Niezależnie od 
tego, czy komórki LAK były autologiczne, czy allogeniczne w stosunku do 
biorcy, działały w jednakowym stopniu cytotoksycznie na komórki zmienione 
nowotworowo [14].

Stwierdzono, że przeszczepione komórki LAK podane zwierzęciu wraz 
z IL-2 mogą rozmnażać się w płucach, wątrobie i nerkach [12]. Podawana IL-2 
jednocześnie z komórkami LAK stymuluje in vivo ich proliferację [11, 12, 14] 
i migrację [12]. Wnioski te wyciągnięto m. in. z doświadczeń, w których
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zauważono, że napromienione zwierzę po podaniu IL-2 nie tworzy komórek 
LAK, natomiast podanie takiemu zwierzęciu komórek LAK z IL-2 powodo­
wało proliferację tych komórek i powstawanie aktywności antynowotworowej, 
zależnej od IL-2 [12].

Badano również aktywność antynowotworową samej IL-2. Okazało się, że 
stymulowała ona tworzenie się in vivo komórek LAK z endogennych 
limfocytów oraz pobudzała je do proliferacji [11, 12]. Stwierdzono jednak, że 
IL-2 tylko w bardzo wysokich stężeniach powodowała skuteczne niszczenie 
komórek nowotworowych [57, 58, 96].

VII. K LINICZNE ZASTOSOWANIE KOM ÓREK O AKTYWNOŚCI LAK

Próby leczenia nowotworów u zwierząt doświadczalnych podawaniem 
interleukiny 2 dały pozytywne wyniki. Zdecydowano się więc zastosować ją 
w terapii nowotworów u ludzi. Pierwsze próby takiego leczenia podjął zespół 
S.A. Rosenberga. Chorym podawano początkowo samą IL-2. Stwierdzono, że 
dawki podzielone dawały lepsze rezultaty niż pojedyncze wstrzyknięcie całej 
porcji leku [73]. Ilości IL-2, które działały skutecznie antynowotworowo, były 
jednak źle tolerowane przez organizm [43, 44, 96]. Silne skutki uboczne 
uniemożliwiły kliniczne wprowadzenie takiej terapii na szerszą skalę. Inter- 
leukina 2 powodowała podciśnienie, gorączkę, zatrzymanie płynów w ograniz- 
mie, zmiany w obrazie krwi, zmiany w poziomie niektórych hormonów 
i enzymów oraz wiele innych objawów często niebezpiecznych dla życia 
pacjenta [54, 74, 96].

Leczenie tylko za pomocą komórek LAK nie dało także oczekiwanych 
rezultatów [64]. Dzieje się tak prawdopodobnie z powodu braku czynnika, 
który podtrzymywałby aktywność lub stymulował proliferację tych komórek 
in vivo. Wcześniej stwierdzono, że efektywność niszczenia nowotworu jest 
zależna od liczby przetoczonych komórek efektorowych [14, 39, 57].

W praktyce najkorzystniejsze okazało się połączenie obu tych metod [39, 
40, 56-58, 72, 74]. Zmniejszono w ten sposób ilości podawanej IL-2, a więc 
i działanie uboczne, jakie towarzyszyło leczeniu interleukiną 2, a wykorzystano 
synergistyczny efekt działania IL-2 i komórek LAK. Pierwszym etapem 
leczenia było uzyskanie przy użyciu separatora komórkowego dużej liczby 
limfocytów chorego. Następnie inkubowano je in vitro z IL-2, indukując 
aktywność komórek LAK i „oddawano” choremu w kroplówce dożylnej. 
Stwierdzono, że najkorzystniejszy efekt uzyskano stosując wielokrotnie przeta­
czania komórek LAK i IL-2 [13, 17, 24]. Zapewniono w ten sposób stały 
poziom IL-2 i komórek LAK w organizmie.

Aby leczenie IL-2 i komórkami LAK było skuteczne, pacjentom podawano 
dożylnie od 10000 do 100000 jednostek IL-2 na kg wagi ciała, co 8 godz. przez
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3-7 dni. Limfocyty autologiczne były hodowane przez 3-5 dni w obecności 
1000 jednostek IL-2/ml, a następnie 1010 lub więcej tych Jcomórek wstrzykiwa­
no pacjentowi [17, 74]. Stwierdzono, że lepszy efekt daje miejscowe podanie 
komórek LAK niż ogólne. Na przykład w przypadku leczenia nowotworu 
wątroby miejscowe podanie komórek LAK, tzn. do żyły wątrobowej, daje 
lepszy efekt niż podanie ogólne. Gdy leczony jest nowotwór jamy otrzew­
nowej, najlepszy skutek odnosi podanie komórek dootrzewnowo [88].

Immunoterapię komórkami LAK i IL-2 zastosowano w leczeniu raka 
nerki, czerniaka, raka okrężnicy, chłoniaka nieziarniczego często z bardzo 
dobrym skutkiem, tzn. całkowitym zanikiem guza [17, 74].

W części prac opisano tworzenie in vitro komórek LAK z limfocytów od 
chorych na ostrą i przewlekłą białaczkę szpikową, białaczkę limfatyczną i raka 
jajnika. Wcześniej stwierdzono, że przypadki tych nowotworów były połączo­
ne z defektem komórek NK, jednak z krwi tych chorych, po dłuższej niż 
w przypadku normalnych limfocytów inkubacji z IL-2, udało się wytworzyć 
komórki LAK. Komórki te powodowały in vitro niszczenie świeżych komórek 
białaczkowych [45]. Również komórki ostrej białaczki T limfocytarnej, nie 
wykazujące aktywności cytotoksycznej, po inkubacji z IL-2 niszczyły komórki 
nowotworowe oporne na cytotoksyczność NK [34].

Podsumowując, należy podkreślić, że nowa metoda immunoterapii kom ór­
kami LAK i IL-2 stworzyła duże możliwości leczenia chorób nowotworowych. 
Z pewnością metody leczenia komórkami LAK i IL-2 wymagają jeszcze 
dopracowania, zwłaszcza w aspekcie zmniejszenia skutków ubocznych oraz 
wysokich kosztów kuracji, lecz w chwili obecnej można mieć nadzieję, że 
uciążliwości te zostaną w przyszłości usunięte.
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PEROKSYSOM Y KOM ÓREK ZW IERZĘCYCH

PEROXISOMES OF ANIM AL CELLS 

Jan A. LITWIN

Zakład Histologii, Akademia Medyczna im. M. Kopernika w Krakowie

Streszczenie. Pomimo 30 lat intensywnych badań, peroksysomy, powszechnie występujące 
w komórkach roślinnych i zwierzęcych, są wciąż jedną z najbardziej zagadkowych organeli. 
Artykuł przedstawia obecny (połowa 1988 r.) stan wiedzy na temat peroksysomów komórek 
zwierzęcych. Autor omawia morfologię peroksysomów, ich wyposażenie enzymatyczne oraz udział 
w procesach metabolicznych komórki. Dyskutowane są również zjawiska indukowanej eks­
perymentalnie proliferacji peroksysomów, ich zmiany towarzyszące różnym procesom patologicz­
nym, a także aktualne poglądy na ich biogenezę.

Summary. In spite of 30 years of extensive research, peroxisomes — ubiquitous constituents of 
plant and animal cells — still remain perhaps the most mysterious cell organelle. This review 
presents the current (mid 1988) state of knowledge in this field. The author describes morphology 
of peroxisomes, their enzymatic content and involvement in the cell metabolism. Experimentally 
induced peroxisome proliferation, peroxisomal alterations accompanying various pathological 
processes and current concepts concerned with the biogenesis and turnover of peroxisomes are also 
discussed.

W 1954 r., kiedy mikroskopia elektronowa wkraczała dopiero do badań 
przyrodniczych, Rhodin opublikował swą pracę doktorską poświęconą ultra- 
strukturze kanalika proksymalnego nerki. Opisał w niej pęcherzykowe twory, 
które nazwał mikrociałkami (microbodies) i wysunął przypuszczenie, iż może 
to być nie znany do tej pory rodzaj organeli komórkowej [143]. Dwa lata 
później Rouiller i Bernhard zaobserwowali mikrociałka w komórkach wąt­
robowych [148]. Pierwsze informacje dotyczące funkcjonalnego znaczenia 
nowo poznanej organeli przyniosło w latach sześćdziesiątych zastosowanie 
techniki frakcjonowania komórki przez De Duve’a i współpracowników, 
którzy wykazali, że mikrociałka zawierają oksydazy utleniające wiele sub­
stratów i wytwarzające jako produkt uboczny nadtlenek wodoru, oraz 
katalazę, która ten nadtlenek na miejscu rozkłada [25]. Z uwagi na te własności 
enzymatycznego wyposażenia mikrociałek, De Duve zaproponował dla nich
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nową nazwę — peroksysomy, która weszła odtąd na stałe do słownika biologii 
komórki. Pojęcie mikrociałko odnosi się obecnie wyłącznie do niektórych 
struktur spokrewnionych z peroksysomami, ale zawierających odmienne od 
nich zestawy enzymów.

Pod koniec lat sześćdziesiątych opracowano metodę cytochemicznej iden­
tyfikacji peroksysomów poprzez uwidocznienie peroksydacyjnej aktywności 
katalazy w reakcji z dwuaminobenzydyną [28]. Od tej chwili badania nad 
morfologią i biochemią peroksysomów stały się jednym z istotnych działów 
biologii komórki.

Paradoksem jest, że około 30 lat badań nad peroksysomami, przy 
zastosowaniu wszystkich dostępnych technik cytofizjologii i biologii molekula­
rnej, przyniosło więcej znaków zapytania niż odpowiedzi. Nie będzie przesadą 
stwierdzenie, że peroksysomy są dziś najbardziej tajemniczą organelą kom ór­
kową. Ich kształt przestrzenny, biogeneza oraz rola w procesach życiowych 
komórki poznane są tylko fragmentarycznie.

Przegląd stanu wiedzy na temat peroksysomów należy zatem otworzyć 
podstawowym pewnikiem: peroksysomy występują we wszystkich komórkach 
eukariotycznych — nie tylko u organizmów wyższych, ale także u pierwo­
tniaków, grzybów i roślin zielonych. To rozpowszechnienie peroksysomów 
w świecie ożywionym wyraźnie wskazuje na ich istotne znaczenie w wewnętrz­
nej organizacji komórki i prowadzonych przez nią procesach metabolicznych.

Najwięcej informacji pochodzi z badań nad peroksysomami komórek 
wyższych kręgowców, głównie ssaków. Dlatego przedstawiona poniżej charak­
terystyka peroksysomów dotyczyć będzie tych właśnie organizmów. Odmienne 
funkcjonalnie peroksysomy i pokrewne mikrociałka pierwotniaków, grzybów 
i roślin (glikosomy, hydrogenosomy, glioksysomy) wymagają, ze względu na 
odrębność problematyki, osobnego opracowania. Czytelników pragnących 
rozszerzyć podane tu, z konieczności skrótowo, informacje, odsyłam do 
wyczerpujących artykułów przeglądowych i monografii opublikowanych za 
granicą [14, 15, 38, 87, 123, 138, 151, 194],

1. M ORFOLOGICZNA CHARAKTERYSTYKA PEROKSYSOMÓW

1.1. DANE M ORFOM ETRYCZNE

Na ultracienkich skrawkach oglądanych w mikroskopie elektronowym 
peroksysomy widoczne są z reguły jako okrągłe, owalne lub poligonalne twory 
o średnicy od 0,1 do 1,0 pm. Bardzo liczne i duże peroksysomy (powyżej 0,5 
pm) spotyka się przede wszystkim w hepatocytach i komórkach kanalików 
proksymalnych nerki. Komórki te stanowią wdzięczny i szeroko wykorzys­
tywany materiał badawczy. Stosunkowo bogate w peroksysomy są także
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komórki nabłonka jelitowego, kory nadnerczy i innych struktur produkują­
cych hormony sterydowe, oraz komórki gruczołów łojowych i cytotrofoblastu. 
W pozostałych komórkach peroksysomy są bardzo małe i jest ich niewiele. Tak 
znaczny rozrzut wielkości i liczebności peroksysomów uniemożliwia sfor­
mułowanie ogólnych wniosków dotyczących liczby peroksysomów czy objętoś­
ci zajmowanej przez nie w komórce, aczkolwiek dysponujemy takimi danymi 
w odniesieniu do komórek wątrobowych różnych gatunków zwierząt [145] 
(tab. 1).

TABELA 1

Charakterystyka morfometryczna peroksysomów obecnych w hepato- 
cytach różnych gatunków ssaków (wg [145])

Gatunek
Liczba 

peroksysomów 
w komórce

Średnia
objętość

peroksysomu
[pm3]

% objętości 
komórki

Szczur 718 0,15 1,56
9 715 0,13 1,23

Chomik 6 462 0,35 2,77
9 354 0,44 2,96

Pies <J 791 0,15 2,60
9 423 0,18 1,76

Rezus <J 500 0,25 2,48
9 500 0,16 1,59

Człowiek 850 0,12 1,20

1.2. KSZTAŁT PEROKSYSOMÓW

Do niedawna uważano powszechnie, opierając się na obrazach z m ikro­
skopu elektronowego, iż peroksysomy, podobnie jak lizosomy, są pęcherzyka­
mi. Wyniki badań ostatnich kilku lat wskazują jednak wyraźnie, że obraz taki 
był znacznie uproszczony. Rekonstrukcje przestrzenne seryjnych skrawków, 
a także zastosowanie do badań wysokonapięciowego mikroskopu elektro­
nowego wykazały, że typowe sferoidalne peroksysomy hepatocytów mogą się 
łączyć wąskimi kanalikowymi mostkami w „koralikowe” formacje o znacznej 
niekiedy długości, dochodzącej nawet do 5 pm (rye. 1) [41, 110, 186]. Często 
spotykaną strukturą, urozmaicającą kształt wątrobowych peroksysomów, są 
„ogonki” — krótkie, palczaste wypustki błony peroksysomów występujące 
pojedynczo i ślepo zakończone (rye. 1) [41, 171]. W komórkach wątrobowych 
liczba peroksysomów o urozmaiconych kształtach jest wyraźnie większa 
w trakcie ich namnażania się, np. podczas rozwoju embrionalnego, po 
hepatektomii, a także przy proliferacji peroksysomów indukowanej chemicznie 
[140, 171, 186].
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Rye. 1. Postulowany schemat morfologicznych przekształceń perokśysomów w komórkach 
zwierzęcych: od hipotetycznego prekursora (x) — małego pęcherzyka o średnicy ok. 100 nm do 
skomplikowanych form błonowych spotykanych w niektórych komórkach (np. w gruczołach 
łojowych). Wyodrębniono dwie główne linie: przekształcenia prowadzące do powstania struktur 
koralikowych (3), typowych pęcherzyków (T) i form dyskowatych (5-8) oraz przekształcenia 
prowadzące do powstania form tubularnych (numeracja rzymska) (wg [42], zmodyfikowane)
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Interesujące wyniki przyniosła seria prac Gorgas i wsp., którzy badali 
peroksysomy komórek gruczołów łojowych u różnych gatunków zwierząt. 
Okazało się bowiem, iż w komórkach tych peroksysomy cechuje wyjątkowa 
wręcz polimorficzność. W gruczole okołoodbytniczym psa peroksysomy mają 
postać spłaszczonych, wklęsłych cystern, naśladujących diktiosomy aparatu 
Golgiego [44]. Peroksysomy gruczołu napletkowego myszy tworzą labiryn­
towe, tubularne formacje zmieniające swój kształt wraz z cyklem wydziel- 
niczym komórki i przyjmujące w sposób typowy formę zaklęśniętego dysku, 
a następnie kubka (rye. 1) [40]. W komórkach gruczołu Meiboma u myszy 
występują prawie wyłącznie peroksysomy tubularne (rye. 1), które w trakcie 
dojrzewania komórki tworzą bardzo zagęszczone heksagonalne układy [43]. 
Również tubularne peroksysomy znacznej długości i silnie rozgałęzione wy­
stępują w białym gruczole pachwinowym królika [42] i w gruczole kuprowym 
kaczki [189]; w obu przypadkach mogą one również tworzyć układy koraliko­
we. W tzw. lipidowym segmencie kanalika proksymalnego nerki psa perok­
sysomy mają kształt układających się w stosy spłaszczonych dysków [190].

Obserwacje te skłoniły Gorgas do zaproponowania schematycznej sekwen­
cji morfologicznych przekształceń peroksysomów w komórkach zwierzęcych, 
obejmującej wszystkie poznane dotychczas ich formy przestrzenne (rye. 1) [42].

Lazarów i wsp. [90] stworzyli koncepcję tzw. siateczki peroksysomowej, 
która zakłada, iż peroksysomy tworzą w komórce skomplikowany, labiryn­
towy układ błon, analogiczny do siateczki śródplazmatycznej. Hipoteza ta 
wyjaśnia wiele problemów dotyczących biogenezy tych organeli, jednakże 
znajduje tylko częściowe potwierdzenie w badaniach morfologicznych. Analiza 
morfometryczna peroksysomów w normalnej wątrobie szczura dowiodła, iż 
w narządzie tym peroksysomy są oddzielnymi, sferoidalnymi tworami [182]. 
Przestrzenna rekonstrukcja peroksysomów w regenerującej wątrobie szczura 
wykazała natomiast, że koralikowa czy labiryntowa forma charakteryzuje 
jedynie niewielką część peroksysomów, natomiast większość ma nadal postać 
pojedynczych pęcherzyków [186]. Występowanie zarówno typowych, oddziel­
nych peroksysomów, jak i elementów „siateczki peroksysomowej” , hipoteza 
Lazarowa tłumaczy dużą plastycznością i dynamiką systemu peroksysomowego, 
którego błony miałyby się nieustannie rozdzielać i łączyć, tworząc w efekcie 
zarówno pojedyncze pęcherzykowe struktury, jak i bardziej złożone formacje. 
Nie zmienia to jednak faktu, iż wyjaśnienie takie ma charakter spekulatywny, 
a uzyskane dotychczas dane nie pozwalają na razie na wyciągnięcie ogólnych 
wniosków na temat rzeczywistego kształtu peroksysomów.

1.3. W EW NĘTRZNE STRU KTURY  PEROKSYSOMÓW

Peroksysomy hepatocytów wielu kręgowców zawierają charakterystyczny 
cylindryczny rdzeń o parakrystalicznej strukturze, składający się z równolegle 
ułożonych białkowych rurek o średnicy ok. 10 nm [170]. Rdzeń, nazywany

http://rcin.org.pl



24 J. A. LITWIN

także nukleoidem, wykazuje znaczną zmienność międzygatunkową: może mieć 
formę wstęgowatą lub rozgałęzioną, a także nie zawsze cechuje go wysoki 
stopień strukturalnego uporządkowania [61]. U naczelnych Nowego Świata 
i u człowieka peroksysomy wątrobowe nie zawierają rdzenia.

Parakrystaliczny rdzeń peroksysomów wątroby szczura zbudowany jest 
głównie z oksydazy moczanowej [56]. W badaniach porównawczych, obej­
mujących różne gatunki zwierząt, zaobserwowano dość ścisłą korelację między 
występowaniem oksydazy moczanowej i obecnością rdzenia w peroksysomach, 
aczkolwiek u niektórych gatunków pozbawionych tego enzymu peroksysomy 
również zawierały nukleoid o nietypowej jednak, niekrystalicznej formie [61].

Szczególną morfologią wewnętrzną charakteryzują się peroksysomy w ko­
mórkach kanalików proksymalnych nerki szczura: w ich centralnej części 
znajduje się homogenny, bezpostaciowy obszar (tzw. centralna jasna macierz), 
natomiast strefa obwodowa ma większą gęstość elektronową i zawiera 
równolegle ułożone rurki białkowe o średnicy 120 nm [9]. Ich obecność 
pozwala na identyfikację peroksysomów nerkowych szczura w replikach 
sporządzanych metodą mrożenia i łamania [66].

1.4. PŁYTKA BRZEŻNA

U wielu gatunków, szczególnie u zwierząt owadożernych i u naczelnych, 
peroksysomy wątroby i nerki często zawierają elektronowo gęstą płytkę 
grubości 8-15 nm i długości dochodzącej do 0,5 pm, zlokalizowaną tuż pod 
błoną peroksysomu i powodującą w tym rejonie spłaszczenie jego obrysu [61]. 
U człowieka płytki brzeżne spotyka się raczej rzadko, aczkolwiek opisywano 
ich obecność zarówno w peroksysomach hepatocytów [162], jak i komórek 
kanalika proksymalnego nerki [146]. Nie powiodły się, jak dotąd, próby 
izolacji płytek brzeżnych, stąd ich skład chemiczny i znaczenie funkcjonalne są 
niejasne.

1.5. M ACIERZ PEROKSYSOMU

W konwencjonalnie przygotowanym materiale biologicznym, peroksysomy 
obserwowane w mikroskopie elektronowym zawierają macierz o delikatnie 
ziarnistej lub kłaczkowatej strukturze. Frakcjonowanie peroksysomów z wąt­
roby szczura, których błona została uszkodzona w wyniku działania zmien­
nych temperatur (zamrażanie i rozmrażanie), ultradźwięków lub detergentów 
uwidoczniło wewnątrz organeli delikatny włókienkowy zrąb przyczepiony 
z jednej strony do błony peroksysomu, z drugiej zaś powiązany z parakrys- 
talicznym rdzeniem [2]. Niektóre enzymy peroksysomowe (oksydaza acy- 
lo-CoA, białko dwufunkcyjne), koenzym A, a także niezidentyfikowane dotąd 
białka niebłonowe (29 kD) wydają się dość mocno związane z tym właśnie 
zrębem, i dopiero wysokie stężenia detergentów powodują ich oddzielenie się 
i przejście do nadsączu [2, 177].
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1.6. MIKROPF.ROKSYSOMY

W 1972 r. Novikoff i wsp. wyodrębnili spośród peroksysomów wy­
stępujących w komórkach zwierzęcych szczególną klasę, którą nazwali mikro- 
peroksysomami. Według tych autorów, mikroperoksysomy charakteryzowały 
się następującymi cechami: niewielką średnicą, od 0,1 do 0,3 pm, brakiem 
rdzenia oraz często obserwowanymi bezpośrednimi połączeniami z kanałami 
siateczki śródplazmatycznej [119]. W odróżnieniu od dużych peroksysomów 
z rdzeniem, występujących w komórkach wątroby i nerki, mikroperoksysomy 
zaobserwowano praktycznie we wszystkich komórkach zwierzęcych [120]. 
Podział ten, spotykany jeszcze niekiedy w literaturze, traktowany jest obecnie 
z dużą rezerwą i nie wydaje się uzasadniony, gdyż opisywane przez Novikoffa 
połączenia mikroperoksysomów z siateczką środplazmatyczną okazały się 
połączeniami między poszczególnymi segmentami „koralikowych” układów 
peroksysomów [141, 144, 186]. Formacje takie często zawierają zarówno duże 
peroksysomy z rdzeniem, jak i mikroperoksysomy zgodne z opisem Novikoffa 
[41, 186]. Można zatem przyjąć, że mikroperoksysomy są po prostu arbitralnie 
wyodrębnioną częścią heterogennej pod względem wielkości i kształtu popula­
cji peroksysomów komórek zwierzęcych.

1.7. BLISKIE RELACJE PRZESTRZENNE Z INNYM I STRU KTURA M I KOM ÓRKOW YM I

Badania ostatnich lat wykazały jednoznacznie, iż peroksysomy nie łączą się 
bezpośrednio z żadnymi innymi organelami komórkowymi. Obserwuje się 
natomiast regularnie bliskie związki przestrzenne z siateczką środplazmatyczną 
i kroplami lipidowymi.

Najbardziej charakterystyczne i najczęściej spotykane jest częściowe oto­
czenie peroksysomu przez pojedynczą cysternę gładkiej siateczki śródplaz­
matycznej [29, 40, 41]. Błony peroksysomu i siateczki zbliżają się na odległość 
zaledwie 10-15 nm; można również zaobserwować spinające je elektronowo 
gęste mostki [69]. Cysterny siateczki połączone mostkami z błonami perok­
sysomów utrzymują się nawet po izolacji peroksysomów i ich starannym 
oczyszczeniu metodami biochemicznymi [192]. W trakcie namnażania się 
peroksysomów sąsiadujące bezpośrednio elementy siateczki mogą wykazywać 
liczne fenestracje, a także tworzyć kilkuwarstwowe pokłady [10]. W komór­
kach niektórych gruczołów łojowych peroksysomy tworzą regularne szeregi 
przeplatające się z równolegle ułożonymi cysternami siateczki [189]. Obserwac­
je te wyraźnie wskazują na powiązanie funkcjonalne obu organeli. Przypuszcza 
sie, iż między peroksysomami a siateczką dochodzi do stałej wymiany 
produktów pośrednich biosyntezy złożonych lipidów [10, 192].

Udział peroksysomów w metabolizmie tłuszczów może także tłumaczyć 
częste występowanie peroksysomów w bezpośredniej bliskości kropli lipido­
wych, co zaobserwowano w komórkach wątrobowych [97], nerkowych [190] 
i niektórych gruczołów łojowych [42].
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Wzajemne powiązania przestrzenne peroksysomów z mitochondriami opi­
sane zostały w komórkach gruczołu napletkowego myszy w trakcie cyklu 
wydzielniczego. Peroksysomy i mitochondria wykazują tu równolegle za­
chodzące przekształcenia w rozgałęzione, labiryntowe formacje, przy czym 
błony mitochondriów i peroksysomów w wielu miejscach zbliżają się do siebie 
na bardzo niewielką odległość [40]. Znaczenie tego bliskiego związku prze­
strzennego obu organeli nie jest jasne, zwłaszcza że brak dotychczas podob­
nych obserwacji.

2. BŁONA PEROKSYSOMU

Peroksysomy otoczone są pojedynczą błoną o wyraźnie zaznaczonej 
trój warstwowej strukturze i grubości ok. 7 nm. Jest ona nieco cieńsza niż błona 
lizosomów, pęcherzyków wewnątrzkomórkowych i błona komórkowa. Od 
innych błon komórki różni ją także większa odporność na uszkodzenie 
detergentami [18].

W skład błony peroksysomu wchodzą fosfolipidy i białka. Stosunek obu 
składników wynosi ok. 200 nM/mg i jest niższy niż w błonie siateczki 
śródplazmatycznej. Głównymi elementami fosfolipidowymi są fosfatydylocho- 
lina i fosfatydyloetanolamina oraz niewielka ilość estrów cholesterolu [31]. 
W błonie peroksysomu nie występuje kardiolipina, charakterystyczna dla 
wewnętrznej błony mitochondrialnej.

Wśród białek błony peroksysomu zidentyfikowano niśkocząsteczkowe 
białko (15 kD), występujące także w innych błonach komórki, oraz 4 główne 
polipeptydy specyficzne wyłącznie dla tej błony: 22, 26, 27, i 70 kD. Rozdział 
białek błony peroksysomu metodą SDS-PAGE ujawnia także wyraźne prążki 
odpowiadające białkom o m. cz. 41 i 68 kD, jednakże są one najprawdopodob­
niej wynikiem proteolizy białka 70 kD [31, 52, 54, 79], Białka błonowe 
stanowią ok. 12% całkowitej ilości białek w peroksysomach. Niektóre z nich 
występują w formie ufosforylowanej [152], jednak znaczenie fizjologiczne tego 
zjawiska jest niejasne.

Błona peroksysomu jest swobodnie przepuszczalna dla jonów, sacharozy, 
niskocząsteczkowych substratów (moczany, mleczany, aminokwasy, karnity- 
na, ATP) i koenzymów (NAD + , CoA), nie przepuszcza natomiast inuliny (m. 
cz. 5 kD) [25, 175]. ‘

Badania przepuszczalności błony peroksysomu sugerują, iż zawiera ona 
białko kanałowe, pozwalające na swobodne przechodzenie przez błonę sub­
stancji o m. cz. do ok. 1 kD. Białko to wymaga dla swej aktywności obecności 
niektórych lipidów błonowych, a jego charakterystyka wskazuje, że odpowiada 
ono polipeptydowi 22 kD [176]. Tworzone przez nie kanały są selektywne dla 
kationów i modulowane przez różnice potencjałów po obu stronach błony: 
otwierają się przy braku różnicy potencjałów, zamykają natomiast przy
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jej pojawieniu się, niezależnie od biegunowości. Przybliżona średnica kanału 
wynosi ok. 3 nm w formie otwartej i ok. 1,5 nm w formie zamkniętej. Wyniki 
badań nad przepuszczalnością błony peroksysomu przemawiają również za 
istnieniem drugiego typu kanałów, selektywnych dla anionów, charakteryzują­
cych się średnicą ok. 0,3 nm i dwoma stanami funkcjonalnymi [83].

TABELA 2

Enzymy zlokalizowane w peroksysomach komórek zwierzęcych

Enzym E.C. Lokalizacja Literatura

Katalaza 1.11.1.6 macierz [25]

Oksydaza moczanowa 1.7.3.3 rdzeń [25]
Oksydaza D-aminokwasów 1.4.3.3 macierz [25]
Oksydaza L-aminokwasów 1.4.3.2 macierz [25]
Oksydaza a-hydroksykwasów 1.1.3.15 macierz, rdzeń [25]
Oksydaza ksyntynowa 1.2.3.2 rdzeń [153]
Oksydaza poliamin macierz [60]
Oksydaza acylo-CoA 1.3.99.3 macierz [86]
Oksydaza glutarylo-CoA macierz [173]

Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanu 1.1.1.49 macierz [128]
Dehydrogenaza glicerofosforanu 1.1.1.8 macierz [35]
Dehydrogenaza izocytrynianowa 1.1.1.42 macierz [25]
Dehydrogenaza aldehydowa 1.2.1.3 błona [5]
Dehydrogenaza 3-hydroksyacylo-CoA* 1.1.1.35 zrąb macierzy [86]

Acylotransferaza (AcT)karnitynowa 2.3.1.23 macierz [101]
AcT fosforanu dwuhydroksyacetonu (DHA) 2.3.1,42 błona [49]
AcT choloilo-CoA.glicyna/tauryna macierz [71]

Aminotransferaza (AT) seryna:pirogronian 2.6.1.51 macierz [122]
AT alanina:glioksylan 2.6.1.44 macierz [111]
AT asparagina:pirogronian 2.6.1.14 macierz [115]

Reduktaza acylo-CoA macierz [12]
Reduktaza 2,4-dwuenoilo-CoA 1.3.1.34 macierz [27]
Reduktaza 3-OH-3-metyloglutarylo-CoA 1.1.1.34 macierz [73]
Reduktaza acylo/alkilo fosforanu DHA 1.1.1.101 błona [48]

Syntaza acylo-CoA 6.2.1.3 błona [80]
Syntaza alkilo-fosforanu DHA błona [48]
Syntaza jabłczanowa 4.1.3.2 macierz [23]

H ydrataza enoilo-CoA* 4.2.1.17 zrąb macierzy [86]
Tiolaza 3-ketoacylo-CoA 2.3.1.16 macierz [86]
Izomeraza <d3,d 2-enoilo-CoA 5.3.3.8 macierz [68]
Epimeraza D-3-hydroksyacylo-CoA 5.1.2.3 macierz [187]
Allantoinaza 3.5.2.5 macierz [153]
Allantoikaza 3.5.3.4 macierz [118]
Hydrolaza epoksydowa 3.3.2.3 macierz [180]
Lucyferaza 1.13.12.7 macierz [74]

* enzym dwufunkcyjny
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Peroksysomy zawierają kilkadziesiąt enzymów, z których część występuje 
wyłącznie w tej organeli, natomiast pozostałe spotyka się również w innych 
przedziałach komórki: w mitochondriach, siateczce śródplazmatycznej i w cy- 
tozolu. Enzymy peroksysomowe mające swe odpowiedniki w innych prze­
działach komórki, bywają jednak często odmienne od nich pod wieloma 
względami i kodowane są przez odrębne geny.

Dotychczasowe badania wykazały, iż pod względem wyposażenia en­
zymatycznego peroksysomy stanowią bardzo niejednorodną populację: wy­
stępowanie wielu enzymów uzależnione jest od różnic gatunkowych, narządo­
wych, a nawet może wykazywać zmienność w obrębie peroksysomów jednej 
komórki. Tabela 2 przedstawia enzymy zidentyfikowane dotychczas w perok- 
sysomach komórek zwierzęcych, z zaznaczeniem ich lokalizacji w obrębie 
peroksysomu.

Enzymy peroksysomowe badane są zarówno metodami biochemicznymi, 
stosowanymi po izolacji czystej subkomórkowej frakcji tych organeli [52, 94, 
179], jak i przy użyciu technik mikroskopowych, pozwalających na uwidocz­
nienie lokalizacji konkretnych enzymów in situ. Opracowane dotychczas 
metody cytoenzymatyczne umożliwiają śledzenie aktywności katalazy [28, 119, 
146] (ryc. 2) i oksydaz peroksysomowych [3, 4, 51], natomiast wprowadzone 
w ostatnich latach techniki immunocytochemiczne pozwoliły na mikroskopo­
wą lokalizację również ‘tych enzymów peroksysomowych, które nie mogły być 
uwidocznione metodami klasycznej histochemii enzymów [73, 95, 96] (ryc. 3).

Enzymatycznym znacznikiem peroksysomów, stosowanym zarówno w do­
świadczeniach biochemicznych, jak i cytochemicznych, jest katalaza. Fakt, iż 
występuje ona także w cytozolu (tzw. katalaza pozaperoksysomowa), nie 
rzutuje na użyteczność tego enzymu jako znacznika: podczas frakcjonowania 
enzymy cytozolowe są skutecznie eliminowane, natomiast w eksperymentach 
cytochemicznych aktywność katalazy pozaperoksysomowej jest — poza nieli­
cznymi wyjątkami — zbyt niska, aby uwidoczniała się w obrazie m ikro­
skopowym.

Wyniki badań biochemicznych, cytochemicznych i immunocytochemicz- 
nych dowodzą, że większość enzymów peroksysomowych znajduje się w płyn­
nej macierzy peroksysomu, w formie nie związanej z żadnymi elementami 
strukturalnymi: uszkodzenie błony peroksysomu powoduje ich natychmias­
towe przejście do otoczenia [2, 85, 94, 132], Jedynie kilka enzymów wydaje się 
wiązać ściślej z upostaciowanymi składnikami peroksysomu. Syntaza acy- 
lo-CoA zatopiona jest w błonie, przy czym jej centrum aktywne znajduje się na 
powierzchni zewnętrzej [100]; lokalizację błonową wykazuje również dehyd­
rogenaza aldehydowa [6] oraz dwa enzymy odpowiedzialne za biosyntezę 
eterolipidów: acylotransferaza i syntaza fosforanu dwuhydroksyacetonu [48].

3. ENZY M Y PEROKSYSOM OW E
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Ryc. 2. Peroksysomy w komórkach wątrobowych szczura uwidocznione cytocherr.iczną reakcją (z 
3,3'-dwuaminobenzydyną) wykrywającą peroksydacyjną aktywność katalazy w mikroskopie 
optycznym (2a) i elektronowym (2b), gdzie dostrzec można zarówno typowe, duże peroksysomy, 

jak i „mikroperoksysomy” o znacznie mniejszych rozmiarach (strzałki)
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Rye. 3. Peroksysomy w komórkach wątrobowych szczura uwidocznione przy użyciu metod 
immunocytochemicznych z przeciwciałami przeciw enzymom /J-oksydacji kwasów tłuszczowych. 
3a: pośrednia reakcja immunoperoksydazowa wykrywająca oksydazę acylo-CoA. 3b: reakcja 
z białkiem A i złotem koloidalnym, wykrywająca enzym dwufunkcyjny (hydratazę enoilo-Co- 

A/dehydrogenazę 3-hydroksyacylo-CoA). M — mitochondria
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Białko dwufunkcyjne (hydrataza enoilo-CoA/dehydrogenaza 3-hydroksyacy- 
lo-CoA) związane jest ze słabo dotychczas scharakteryzowanym zrębem 
włóknistym macierzy [2]. Oksydaza moczanowa występuje zawsze w obrębie 
parakrystalicznego rdzenia i nie spotyka się jej wcale w peroksysomach nie 
wykazujących tej struktury [19]. Wyjątek stanowią peroksysomy proliferujące: 
w regenerujących komórkach wątrobowych opisano przejściową lokalizację 
oksydazy moczanowej w macierzy zarówno peroksysomów z rdzeniem, jak 
i bez rdzenia. Lokalizacja ta przypuszczalnie odzwierciedla proces inkorporacji 
nowo zsyntetyzowanego enzymu do namnażających się peroksysomów [185]. 
W obrębie rdzenia wykazano także aktywność oksydazy ksantynowej [3]. 
W obu przypadkach produkt reakcji enzymatycznej gromadzi się we wnętrzu 
rurek tworzących rdzeń. Oksydaza a-hydroksykwasów wykazywała zmienną 
lokalizację w zależności od użytego w eksperymencie substratu: produkt 
reakcji cytochemicznej znajdowano w macierzy, w rdzeniu, albo równocześnie 
w obu tych przedziałach [4]. Peroksysomy komórek kanalika proksymalnego 
nerki szczura zawierają oksydazę D-aminokwasów wyłącznie w swojej central­
nej, elektronowo jasnej części [172]. W pracach, w których uwidoczniono 
złożone, „koralikowe” formy peroksysomów, zaobserwowano niejednorodne 
rozmieszczenie katalazy: koncentrowała się ona w sferoidalnych segmentach 
układu, nie było jej natomiast, albo występowała w śladowych ilościach 
w kanalikowych połączeniach między tymi segmentami [41, 186].

Enzymy peroksysomowe nie wykazują latencji, co świadczy o swobodnej 
penetracji substratów do wnętrza peroksysomów [25].

4. M ETABOLICZNE FU NK CJE PEROKSYSOMÓW

4.1. U TLENIA N IE BIOLOGICZNE

Zespół flawoproteidowych oksydaz, występujący w peroksysomach, zużyt- 
kowuje tlen molekularny do bezpośredniego utleniania wielu substratów, przy 
czym w reakcji wytwarzany jest nadtlenek wodoru. Około 20% tlenu zużywa­
nego w procesach metabolicznych przez komórkę wątrobową przypada na 
procesy utleniania, odbywające się w peroksysomach. Substratami dla oksydaz 
peroksysomowych są aminokwasy, kwasy tłuszczowe, mleczany, glikolany 
i inne a-hydroksywasy, moczany, ksantyny i poliaminy. Enzymy te, z wyjąt­
kiem oksydazy a-hydroksykwasów, mają duże powinowactwo do tlenu [25].

Wysunięto hipotezę, iż fizjologicznymi substratami dla peroksysomowych 
oksydaz są związki z grupy adduktów glioksylanów i tioli lub aminotioli, np. 
oksalilotioloestry (RSCOCOO- ). Produkty ich utlenienia w peroksysomach 
mają odgrywać rolę wewnątrzkomórkowych przekaźników dla niektórych 
hormonów (insulina) [50].
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Nadtlenek wodoru, powstający w reakcjach katalizowanych przez ok­
sydazy peroksysomowe, jest natychmiast rozkładany przez katalazę wykazują­
cą podwójny mechanizm działania: w reakcji katalatycznej proces oksydoredu- 
kcyjny dotyczy dwóch cząsteczek nadtlenku wodoru, natomiast w reakcji 
peroksydacyjnej utlenieniu ulega inny substrat (ryc. 4). Substratami dla 
peroksydacyjnej aktywności katalazy mogą być alkohole, mrówczany, azotyny 
i chinony [25]. W wątrobie peroksysomy uczestniczą tylko w niewielkim 
stopniu (ok. 10%) w katabolizmie alkoholu etylowego, gdyż za proces ten 
odpowiedzialne są głównie systemy enzymatyczne cytozolu i siateczki śród- 
plazmatycznej [76], natomiast w innych narządach, np. w mięśniu sercowym, 
peroksydacyjna aktywność peroksysomowej katalazy stanowi prawdopodobnie 
podstawowy mechanizm eliminacji etanolu [30]. Peroksydacyjna aktywność 
katalazy wydaje się dominować nad aktywnością katalatyczną z uwagi na 
warunki panujące wewnątrz peroksysomu: znaczne stężenie enzymu i stosun­
kowo wolną, stałą produkcję nadtlenku wodoru. Mechanizm katalatyczny 
włącza się jedynie w przypadku nagłego wzrostu stężenia nadtlenku [25].

Nadtlenek wodoru, z uwagi na swoją wysoką aktywność chemiczną, 
wywiera silnie toksyczny wpływ na komórkę. Peroksysomowa katalaza oraz 
znajdująca się w cytozolu peroksydaza glutationu stanowią dwa podstawowe 
mechanizmy obrony komórki’ przed tym cytotoksycznym działaniem [160].

W odróżnieniu od procesów oksydoredukcyjnych, przebiegających w mito- 
chondriach, energia wyzwolona podczas utleniania peroksysomowego nie jest 
wiązana w wysokoenergetycznych związkach typu ATP, lecz rozprasza się 
w postaci ciepła. W związku z tym dyskutowana jest rola peroksysomów 
w procesie termogenezy. Według obliczeń przedstawionych przez Hryba [63], 
przebiegające w peroksysomach reakcje utleniania i rozkładu nadtlenku 
wodoru generują 0,065 cal/min/g tkanki wątrobowej. Peroksysomy tkanki 
tłuszczowej brunatnej mają uczestniczyć w procesie termogenezy u szczurów 
wystawionych na działanie niskich temperatur [113]. Ten aspekt procesów 
utleniania w peroksysomach niewątpliwie wymaga dalszych badań.

4.2. ^-OKSYDACJA KWASÓW TŁUSZCZOW YCH

Odkrycie przez Lazarowa i De Duve’a enzymatycznego systemu ^-ok­
sydacji kwasów tłuszczowych w peroksysomach komórek zwierzęcych [84, 86] 
otworzyło nowy rozdział w badaniach nad tymi organelami i ich funkcjami. 
Udział peroksysomów w metabolizmie lipidów stał się pierwszoplanowym 
problemem badawczym, który przez ostatnie 10 lat przyniósł szczególnie wiele 
wartościowych wyników.

Proces ^-oksydacji kwasów tłuszczowych, przebiegający w peroksysomach 
(ryc. 5), jest prawie identyczny z reakcjami zachodzącymi w mitochondriach. 
Odmienny jest jedynie pierwszy etap cyklu: w peroksysomach katalizuje go
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Ryc. 4. Schemat procesów utleniania przebiegających w peroksysomach (wg [25])

oksydaza acylo-CoA, podczas gdy w mitochondriach enzymem inicjującym 
/^-oksydację jest dehydrogenaza [24]. Pozostałe reakcje przebiegają w ten sam 
sposób, aczkolwiek odpowiednie enzymy peroksysomowe różnią się od mito-

Ryc. 5. Przebieg wewnątrzperoksysomowej ^-oksydacji kwasów tłuszczowych
(wg [24])

chondrialnych swymi własnościami (powinowactwem do substratów, kinetyką 
reakcji, cechami antygenowymi itd.) i stanowią de facto odmienne białka 
kodowane przez odrębne geny [34, 53, 106, 125].

Oksydaza acylo-CoA ma typowe własności oksydaz peroksysomowych, 
tzn. przenosi elektrony bezpośrednio na tlen molekularny z wytworzeniem

i * PBK 1189
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nadtlenku wodoru. Aktywność tego enzymu decyduje o szybkości całego 
procesu ^-oksydacji. Dwie kolejne aktywności enzymatyczne — hydra- 
tazy enoilo-CoA i dehydrogenazy 3-hydroksyacylo-CoA realizowane są 
przez pojedyncze białko, zwane z tego powodu białkiem dwufunkcyjnym 
[53]. Ostatnią reakcję cyklu katalizuje peroksysomowa tiolaza 3-ketoacy- 
lo-CoA.

Do optymalnego przebiegu ß-oksydacji kwasów tłuszczowych nie jest 
konieczne ani zachowanie integralności błony peroksysomu, ani obecność 
karnityny, wymagany jest natomiast wysoki poziom ATP i N A D + [24], System 
peroksysomowy, w odróżnieniu od mitochondrialnego, nie jest sprzężony 
z łańcuchem oddechowym, ani z fosforylacją, stąd cechuje go niewrażliwość 
na inhibitory blokujące ^-oksydację w mitochondriach: cyjanki, rotenon 
i antymycynę A [86, 178], Mogą go stymulować niektóre leki i związki 
chemiczne, a także dieta wysokotluszczowa lub wysokocholesterolowa [55, 
86, 112].

TABELA 3

Czynniki stymulujące /^-oksydację kwasów tłuszczowych w peroksysomach hepatocytów

leki hypolipidemiczne 
estry ftalanowe
herbicydy zawierające kwas propionowy
fluorowane kwasy tłuszczowe
dieta wysokotłuszczowa i wysokocholesterolowa
głodówka
cukrzyca
niektóre leki przeciwwymiotne i przeciwzapalne 
związki będące antagonistami leukotrienu D 
adaptacja do niskich temperatur 
niedobór witaminy E 
umiarkowana nadczynność tarczycy 
ACTH, deksametazon-)-ACTH

Peroksysomowe enzymy ^-oksydacji kwasów tłuszczowych nie metabolizu­
ją kwasów krótkołańcuchowych (poniżej 8 atomów węgla), natomiast charak­
teryzują się bardzo wysoką efektywnością w stosunku do kwasów o długich, 
a zwłaszcza bardzo długich łańcuchach (powyżej 22 atomów węgla) [53, 84]. 
Szybkość procesu dla kwasów tłuszczowych o różnych długościach łańcucha 
zależy także od innych czynników, takich jak stężenie substratu czy narząd 
[178]. Wymagania substratowe całego systemu zdeterminowane są przez 
własności oksydazy acylo-CoA, dla której dolną granicą długości łańcucha 
kwasu tłuszczowego, rozpoznawanego jako substrat, jest 8 atomów węgla
[53].
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Aktywacja kwasów tłuszczowych, za którą odpowiedzialna jest syntaza 
acylo-CoA, zachodzi na cytoplazmatycznej powierzchni błony peroksysomu, 
w związku z czym przez błonę przechodzi już forma aktywna kwasu, a nie, jak 
w mitochondriach, wolny kwas tłuszczowy [100]. Peroksysomowa syntaza 
acylo-CoA wymaga ATP do swej aktywności i również nie wykazuje powino­
wactwa do kwasów krótszych niż 8-węglowe [80]. Wydaje się, że kwasy 
tłuszczowe o bardzo długich łańcuchach aktywowane są przez swoistą dla nich 
syntazę, która nie występuje w mitochondriach [156]. Z danych tych wynika, że 
/^-oksydacja zachodząca w peroksysomach skraca kwasy tłuszczowe tylko do 
granicznej dla systemu długości łańcucha (8 atomów węgla). Kwasy te 
przenoszone są następnie do mitochondriów za pośrednictwem mitochondrial- 
nej acylotransferazy karnitynowej i tam ulegają dalszej ^-oksydacji [101, 112].

Zważywszy, iż import kwasów tłuszczowych do wnętrza peroksysomów jest 
niezależny od karnityny, wciąż niejasna jest funkcja wykrytych w macierzy 
peroksysomów oktanoilotransferazy i palmitylotransferazy karnitynowej 
— pierwsza z nich jest enzymem specyficznym dla peroksysomów [105], 
a druga występuje zarówno w peroksysomach, jak i w mitochondriach [65]. 
Być może enzymy te pomagają przy eksporcie kwasów tłuszczowych z perok­
sysomów, aczkolwiek przeczy temu ich lokalizacja (w macierzy, a nie błonie).

Przeprowadzone dotychczas oceny ilościowego udziału peroksysomów 
i mitochondriów w ß-oksydacji kwasów tłuszczowych dowodzą, że w perok­
sysomach komórki wątrobowej zachodzi od łO do 30% tego procesu [78, 99]. 
Stosunkowo znaczną rozbieżność uzyskanych wyników można tłumaczyć 
zależnością badanych proporcji od metabolizowanych substratów: w przypad­
ku kwasów tłuszczowych o średniej długości łańcucha ß-oksydacja w perok­
sysomach stanowi zaledwie niewielki margines, podczas gdy kwasy długołań- 
cuchowe metabolizowane są głównie — jeżeli nie wyłącznie — w perok­
sysomach [157],

Substratami dla peroksysomowej ^-oksydacji mogą być również nienasyco­
ne kwasy tłuszczowe, zarówno z jednym, jak i z licznymi wiązaniami 
podwójnymi. Proces ten wymaga jednakże enzymów pomocniczych, które 
także zostały zlokalizowane na terenie peroksysomów. D-3-hydroksyacy- 
lo-CoA powstały na skutek działania hydratazy może być utleniany jedynie po 
przekształceniu w izomer L, katalizowanym przez odpowiednią epimerazę 
[187]. Innym enzymem pomocniczym jest izomeraza A3, d 2-enoilo-CoA [68]. 
Jednak najistotniejszą rolę przypisuje się reduktazie 2,4-dienoilo-CoA, katali­
zującej zależną od NA DPH redukcję podwójnego wiązania w pozycji A4, które 
blokuje dalsze skracanie łańcucha. Enzym ten jest niezbędny do degradacji 
nienasyconych kwasów tłuszczowych z podwójnymi wiązaniami w pozycji cis, 
wytworzonymi przez parzyste atomy węgla [27].

W peroksysomach mogą również zachodzić niektóre etapy metabolizmu
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prostanoidów i innych pochodnych kwasu arachidonowego: skracanie cząs­
teczki prostaglandyny PG F2a o 4 atomy węgla do tetranor-PG F2a [26], 
skracanie karboksylowego łańcucha bocznego PG E2 [154], a także retrokon- 
wersja kwasu adrenowego (22:4(n-6)) i doksoheksanowego (22:6(«-3)) do 
kwasu arachidonowego [47].

Peroksysomy przeprowadzają ^-oksydację dwukarboksylowych kwasów 
tłuszczowych, powstających w procesie mikrosomowej m-oksydacji [108], 
a także mają zdolność metabolizowania glutarylo-CoA [173] i ksenobiotycz- 
nych kwasów tłuszczowych, które nie są katabolizowane przez mitochondria 
[184].

Szczególną rolę wydaje się odgrywać wykryta niedawno w peroksysomach 
hydrolaza epoksydowa, przekształcająca tlenki arenowe i alkenowe w dwuhyd- 
rodiole, co umożliwia ^-oksydację kwasów tłuszczowych zawierających pierś­
cień oksyranowy [180].

Jak się obecnie wydaje, systemy ß-oksydacji kwasów tłuszczowych, zawarte 
w mitochondriach i peroksysomach, mają charakter bardziej uzupełniający niż 
konkurencyjny: peroksysomy metabolizują głównie te substraty (długołań- 
cuchowe kwasy tłuszczowe), które utleniane są słabo (lub wcale) przez system 
mitochondrialny [16].

4.3. BIOSYNTEZA ETEROLIPIDÓW

Eterolipidy (O-alkiloglicerolipidy, gliceroeterolipidy) są specyficzną grupą 
tłuszczowców, charakteryzującą się obecnością eterowego połączenia między 
alkilowymi rodnikami długołańcuchowych alkoholi i glicerolem. Najczęściej 
spotykanym w komórkach rodzajem eterolipidów są tzw. plazmalogeny 
(alkenilogliceroetery) posiadające w cząsteczce resztę fosfatydyloetanolaminy 
(rzadziej fosfatydylocholiny) i wchodzące w skład fosfolipidowej warstwy błon 
biologicznych. Jedynym eterolipidem o znanej funkcji fizjologicznej jest 
czynnik aktywujący płytki krwi [98].

Biosynteza eterolipidów przebiega tzw. szlakiem fosforanu dwuhydrok- 
syacetonu [98]. Enzymy katalizujące pierwsze dwie reakcje szlaku: acylotrans- 
feraza fosforanu dwuhydroksyacetonu i syntaza fosforanu alkilodwuhydrok- 
syacetonu zostały zlokalizowane zarówno w peroksysomach, jak i we frakcji 
mikrosomalnej. Rozmieszczenie enzymów w tych dwóch przedziałach kom ór­
kowych jest zmienne gatunkowo: w wątrobie świnki morskiej zlokalizowane są 
one wyłącznie w peroksysomach, natomiast u szczurów występują w perok­
sysomach i siateczce śródpf zmatycznej [48, 135]. W tkankach ludzkich 
biosynteza eterolipidów przebiega głównie w peroksysomach, bowiem u pac­
jentów z genetycznie uwarunkowanym brakiem tych organeli obserwuje się 
znaczny spadek poziomu plazmalogenów w błonach komórkowych [22, 59].
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4.4. BIOSYNTEZA CHOLESTEROLU I DOLICHOLU

Do niedawna sądzono, iż cholesterol wytwarzany jest wyłącznie na terenie 
siateczki śródplazmatycznej. Wykrycie kluczowego enzymu inicjującego bio­
syntezę cholesterolu, a także dolicholu i izopentyloadenozyny — reduktazy 
3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA — w peroksysomach hepatocytów szczura 
[73] dostarczyło dowodów na udział peroksysomów w tym procesie. Badania 
ilościowe wykazały, że w warunkach normalnych peroksysomy zawierają 
ok. 5% całkowitej aktywności reduktazy w komórce wątrobowej, a pod 
wpływem cholestyraminy, która selektywnie stymuluje enzym peroksysomowy, 
nieznacznie tylko wpływając na reduktazę z frakcji mikrosomowej, udział ten 
zwiększa się do 20-30% [75]. Przypuszczenie, iż peroksysomowa aktywność 
reduktazy może wynikać z inkorporacji do tej organeli produktów proteolity­
cznego rozszczepienia enzymu z siateczki nie potwierdziło się, bowiem oba 
enzymy dają przy rozdziale podobne dwa polipeptydy (97 i 55 kD). Wskazy­
wałoby to raczej na ich niezależność i być może specyficzność dla danej 
organeli [81], tak jak w przypadku peroksysomowych i mitochondrialnych 
enzymów ß-oksydacji kwasów tłuszczowych.

Jak wynika z najnowszych badań, izolowane peroksysomy mogą w obec­
ności białek cytozolowych przeprowadzać kompletną biosyntezę cholesterolu, 
mając przypuszczalnie także inne enzymy niezbędne do tego procesu [169].

Wykryto również w peroksysomach obecność niespecyficznego białka 
przenoszącego lipidy (dawna nazwa: białko przenoszące sterole 2) [174]. In 
vitro katalizuje ono przenoszenie fosfolipidów i cholesterolu między błonami 
biologicznymi i stymuluje niektóre etapy sterydogenezy. W powiązaniu z omó­
wionym już tu udziałem w biosyntezie cholesterolu i kwasów żółciowych 
wskazuje to wyraźnie na istotną rolę peroksysomów w różnych aspektach 
wewnątrzkomórkowego metabolizmu cholesterolu i jego pochodnych.

Peroksysomy uczestniczą również w biosyntezie dolicholu — lipidu od­
grywającego rolę w regulacji stabilności, płynności i przepuszczalności błon 
biologicznych, a w formie ufosforylowanej — niezbędnego do syntezy oligo- 
sacharydów i do procesu N-glikozylacji białek [7]. Dolichol produkowany jest 
również w siateczce śródplazmatycznej. Oba systemy — peroksysomowy 
i mikrosomowy reagują inaczej na chemiczne regulatory metabolizmu lipidów 
(klofibrat, estry ftalanowe, cholestyramina), co sugeruje ich wzajemną niezale­
żność i pozostawanie pod kontrolą odrębnych mechanizmów regulacyjnych [7].

4.5. UDZIAŁ W BIOSYNTEZIE KWASÓW ŻÓŁCIOWYCH

Peroksysomy przeprowadzają in vitro wiele przemian związanych z biosyn­
tezą kwasów żółciowych:

(1) utlenienie kwasu 3a,7a,12a-trójhydroksy-5/i-cholestanowego do kwasu
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cholowego [70] i kwasu 3a,7a-dwuhydroksy-5/?-cholestanowego do kwasu 
chenodezoksycholowego [134];

(2) odcinanie bocznego łańcucha cholesterolu [46];
(3) utlenianie 26-hydroksycholesterolu do kwasu 3/f-hydroksy-5-choleno- 

wego [82];
(4) koniugację kwasów żółciowych z glicyną i tauryną [71].
Pierwsza z wymienionych reakcji jest ściśle uzależniona od obecności CoA,

ATP, Mg2+ i N A D + [70], a jej intensywność jest znacznie wyższa w perok- 
sysomach niż w innych frakcjach subkomórkowych [72]. Jak się wydaje, 
peroksysoiny odcinają boczny łańcuch cholesterolu przy C27 za pośrednict­
wem mechanizmu identycznego lub zbliżonego do procesu ^-oksydacji kwa­
sów tłuszczowych. Nie wiadomo, czy w obu procesach uczestniczą te same 
enzymy, choć możliwość ta wydaje się raczej mało prawdopodobna, gdyż 
klofibrat, który silnie stymuluje ^-oksydację, nie wpływa na peroksysomowe 
przemiany kwasów żółciowych [129].

4.6. KATABOLIZM PURYN

Peroksysomy komórek zwierzęcych uczestniczą w katabolizmie puryn, 
aczkolwiek ich udział w tym procesie wykazuje znaczną zmienność gatunkową. 
W procesie ewolucji gatunki zwierzęce stopniowo traciły enzymy odpowiedzia­
lne za degradację puryn, wydalając jako produkty końcowe tego procesu 
związki powstające na coraz wcześniejszym etapie szlaku (ryc. 6).

W peroksysomach różnych gatunków zwierząt wykryto wprawdzie wszyst­
kie enzymy uczestniczące w katabolizmie puryn, ale nie opisano dotychczas 
przypadku obecności pełnego kompletu tych enzymów w peroksysomach 
jednego gatunku. I tak np. u ryb peroksysomy zawierają oksydazę moczano­
wą, alantoinazę i alantoikazę, ale oksydaza ksantynowa występuje w cytozolu 
[118]. Peroksysomy płazów wykazują obecność dwóch pierwszych enzymów, 
natomiast alantoikaza jest w tej grupie zwierząt enzymem pozaperoksysomo- 
wym [153]. Większość ssaków wydala z moczem alantoinę, a ich peroksysomy 
zawierają oksydazę ksantynową i moczanową o charakterystycznej lokalizacji 
w rdzeniu. Naczelne (małpy Nowego Świata) i człowieka cechuje najbardziej 
zredukowany szlak przemian puryn: komórki nie zawierają oksydazy mocza­
nowej (w związku z czym w peroksysomach nie obserwuje się rdzenia), 
a wydalany jest kwas moczowy. Wydaje się, że peroksysomy odgrywają istotną 
rolę w katabolizmie puryn, współpracując w tym zakresie z innymi prze­
działami komórkowymi (cytozol, siateczka śródplazmatyczna).

4.7. UDZIAŁ W M ETABOLIZM IE AMINOKW ASÓW

Peroksysomy wykazują aktywność aminotransferazową. Doniesiono do­
tychczas o wewnątrzperoksysomowej lokalizacji 3 aminotransferaz: alani- 
na:glioksylan [111], seryna:pirogr.onian [12] i asparagina:pirogronian [115].
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Ryc. 6. Katabolizm puryn z zaznaczeniem etapów odbywających się w peroksysomach u przed­
stawicieli różnych grup zwierząt

Choć aktywności te przypisuje się różnym enzymom wyodrębnionym w mię­
dzynarodowej klasyfikacji (tab. 2), istnieją przekonujące dowody, iż perok­
sysomy zawierają tylko jeden enzym tego typu — aminotransferazę alani- 
na:glioksylan 1 (AGT 1), która może wykorzystywać zarówno glioksylan, jak 
i pirogronian jako akceptory grupy aminowej, a jako donory — szerokie 
spektrum L-aminokwasów (m.in. alaninę, serynę, glutaminę, metioninę, aspa- 
raginę, leucynę i in.) [117]. Enzym ten występuje zarówno w peroksysomach, 
jak i w mitochondriach. Enzymy AGT 1 wyizolowane z obu organeli cechują 
się identycznymi własnościami i charakterem antygenowym i prawdopodobnie 
kodowane są przez ten sam gen, jednakże podlggają różnym mechanizmom 
regulacyjnym. Glukagon i c-AMP aktywują aminotransferazę mitochondrial- 
ną, pozostając bez wpływu na enzym peroksysomowy [116], natomiast klofibrat 
ma działanie odwrotne [168]. W ewnątrzkomórkowe rozmieszczenie tego en­
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zymu jest gatunkowo zmienne: u człowieka, małp, królika i świnki morskiej 
AGT 1 zawarta jest wyłącznie w peroksysomach, u psa i kota wyłącznie 
w mitochondriach, natomiast u szczura i myszy w obu organelach [114].

Jak się wydaje, fizjologiczną rolą AGT 1 jest eliminacja glioksylanów, 
które są bezpośrednimi prekursorami szczawianów. Nadmierne gromadzenie 
się szczawianów w tkankach prowadzi z kolei do tworzenia złogów krystalicz­
nych, powodujących ciężkie zaburzenia funkcji organizmu. Genetycznie uwa­
runkowany brak peroksysomowej AGT 1 jest podłożem pierwotnej hyperok- 
salurii I typu — poważnego schorzenia objawiającego się przede wszystkim 
uporczywą i nieuleczalną kamicą nerkową, która prowadzi po kilkunastu 
latach do śmierci na skutek niewydolności nerek [21].

W peroksysomach metabolizowany jest również kwas pipekolowy — imi- 
nokwas, produkt pośredni degradacji L-lizyny [188], który gromadzi się 
w tkankach pacjentów z wrodzonymi dysfunkcjami peroksysomowymi.

4.8. IN NE FU N K CJE PEROKSYSOMÓW

Niektóre reakcje metaboliczne zachodzące w peroksysomach oraz wykryte 
w nich enzymy wskazują na dalsze funkcje tych organeli, aczkolwiek dys­
ponujemy na ich temat jak dotąd jedynie fragmentarycznymi danymi.

W gruczołach łojowych peroksysomy uczestniczą w biosyntezie specyficz­
nej dla tych gruczołów wydzieliny: złożonych długołańcuchowych lipidów 
o charakterze estrów wosków lub steroli. Związki te mogą funkcjonować jako 
feromony, a ich biosynteza podlega regulacji hormonalnej [77].

Sugeruje się, iż peroksysomy komórek zwierzęcych mogą, podobnie jak 
peroksysomy komórek roślinnych, odgrywać ważną rolę w glukoneogenezie. 
Mechanizm polegałby na tworzeniu w peroksysomach substratów do tego 
procesu, a-ketokwasów, w reakcjach katalizowanych przez peroksysomowe 
oksydazy [25].

Niedawno wykryto w peroksysomach płazów syntazę jabłczanową, co dało 
asumpt do spekulacji na temat możliwości prowadzenia reakcji cyklu gliok- 
salowego nie tylko przez specyficzne peroksysomy roślinne (glioksysomy), lecz 
również przez peroksysomy komórek zwierzęcych [23].

5. CHEM ICZN IE INDUKOW ANA PROLIFERACJA PEROKSYSOMÓW

W 1965 r. Hess i wsp. [58] opisali nagłe zwiększenie liczby peroksysomów 
w komórkach wątrobowych szczurów, którym podawano w paszy kiofibrat 
(Clofibrate, etylo-p-chlorofenoksyizomaślan, CPIB) — lek hypolipidemiczny, 
powodujący spadek poziomu cholesterolu i trójglicerydów w surowicy. Dalsze 
badania ujawniły, iż efekt namnażania peroksysomów w hepatocytach i towa­
rzyszącą temu zjawisku hepatomegalię wywołuje wiele leków hypolipidemicz- 
nych, zarówno spokrewnionych chemicznie z klofibratem, jak i o odmiennej 
strukturze, a także niektóre estry ftalanowe używane w charakterze plas-
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TABELA 4

Związki chemiczne wywołujące proliferację peroksysomów w hepatocytach szczura

A. Leki hypolipidemiczne spokrewnione strukturalnie z klofibratem (nazwy oryginalne) 
Clofibrate
Ciprofibrate
Bezafibrate
Fenofibrate
Nafenopin
Methyl Clofenapate
Gemfibrozil
Clobuzarit (ICI 55897)

B. Plastyfikatory 
Dwu-(2-etyloheksylo)ftalan (DEHP)
Monoetyloheksyloftalan (MEHP)
Dwu-(2-etyloheksylo)apdypinian (DEHA)

C. Leki hypolipidemiczne i związki odmienne strukturalnie od klofibratu 
W Y -14643
BM-15766 
LY-171883 
Kwas tibrowy 
Kwas trójchlorooctowy

tyfikatorów (zmiękczaczy) w przemyśle (tab. 4) [138]. Proliferacji perok­
sysomów (z 2% objętości komórki do 15-25%) towarzyszy znamienny (nawet 
20-30-krotny) wzrost aktywności enzymów peroksysomowej ß-oksydacji kwa­
sów tłuszczowych, co tłumaczy mechanizm hypolipidemicznego działania 
klofibratu i jego pochodnych [86]. Tak znaczna aktywacja katabolizmu 
lipidów jest rezultatem nasilonej biosyntezy enzymów, gdyż ilość funkcjonalnie 
czynnego m-RNA dla enzymów ^-oksydacji wzrasta pod wpływem proliferato- 
rów 10-20-krotnie, a szybkość transkrypcji odpowiednich genów zwiększa się 
9-15-krotnie już po 1 godz. od jednorazowego podania proliferatora i utrzy­
muje się na tym poziomie ok. 16 godz. [137].

Inne enzymy peroksysomowe reagują na proliferatory w zróżnicowany 
sposób: oktanoilotransferaza karnitynowa wykazuje, podobnie jak enzymy 
ß-oksydacji, znaczny wzrost pozostający w liniowej korelacji z procesem 
namnażania się peroksysomów, aktywność katalazy wzrasta umiarkowanie (o 
100%), natomiast aktywność oksydaz: moczanowej, D-aminokwasów
i L-a-hydroksykwasów spada [93].

Reakcję peroksysomów można zauważyć już po 24 godz. podawania 
proliferatora; nasila się ona wyraźnie po 3 dniach, a swe maksimum przecho­
dzące następnie w fazę plateau osiąga po 10 dniach. Namnażające się 
peroksysomy zasadniczo zachowują swą normalną morfologię, choć częściej 
obserwuje się ich złożone, koralikowe formy [140]. Zdolność układu perok- 
sysomowego do proliferacji indukowanej chemicznie wykazuje znaczne zróż­
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nicowanie gatunkowe, a także uzależniona jest w pewnym stopniu od płci 
[145]. Namnażanie się peroksysomów jest najsilniej wyrażone u szczurów 
(samców) i myszy, nieco słabiej u innych gryzoni, a znacznie słabiej lub wcale 
u pozostałych ssaków (tab. 5). Raczej fragmentaryczne badania przeprowa­
dzone na pacjentach leczonych środkami hypolipidemicznymi nie dostarczyły 
przekonujących dowodów na indukowaną proliferację peroksysomów w ludz­
kich hepatocytach [145].

TABELA 5

Porównanie wpływu niekórych leków hypolipidemicznych i estrów ftalanowych 
na proliferację peroksysomów w hepatocytach różnych gatunków ssaków

(wg [145])

Proliferator Szczur Mysz Chomik Pies Rezus Człowiek

Clofibrate + + + + n.b. - /  +
Fenofibrate + — + - - -

Gemfibrozil + n.b. + - + -
ICI 55897 + + + - n.b. n.b
LY 171883 + + + - - n.b.
DEHP + + + n.b. n.b. n.b.

n.b.: nie badano

Wydaje się, że indukowane chemicznie namnażanie się peroksysomów 
dotyczy wyłącznie komórek wątrobowych, które wykazują ten efekt nawet 
w warunkach hodowli in vitro, podczas gdy peroksysomy kanalików pro- 
ksymalnych nerki czy komórek innych narządów praktycznie nie reagują na 
proliferatory zmianami morfologicznymi, choć wykazują — w mniejszym 
stopniu niż peroksysomy hepatocytów — aktywację procesu ^-oksydacji 
lipidów [142, 158].

Mechanizm działania proliferatorów jest jak dotąd niejasny, a dotyczące go 
hipotezy są różne. Pewne przesłanki (swoistość komórkowa odpowiedzi, 
proliferacja peroksysomów w hepatocytach przeszczepionych do innych rejo­
nów organizmu) wskazują na mechanizm receptorowy. Ostatnio wyizolowano 
hipotetyczny receptor — białko o m.cz. 70 kD wiązane na kolumnie 
z zaadsorbowanym proliferatorem [139], choć interpretacja tych wyników 
została zakwestionowana [103]. Zauważono równocześnie, że proliferatory 
mają pewne wspólne cechy strukturalne: albo mają grupę karboksylową 
w obrębie struktury amfifatycznej, albo też mogą być metabolizowane do 
kwasu karboksylowego — w obu przypadkach stanowią „fałszywe substraty” 
dla ^-oksydacji, gdyż nie mogą ulec dalszemu rozkładowi w tym procesie. 
Nieskuteczny atak enzymów na te substraty ma powodować — być może na 
drodze sprzężenia zwrotnego — aktywację całego systemu /i-oksydacji i wtór­
nie proliferację peroksysom ów '[11]. Hipoteza ta zakłada swobodny dostęp 
proliferatów do wnętrza peroksysomów i jest trudna do pogodzenia z mechani­
zmem receptorowym.
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W mechanizmie działania proliferatorów uczestniczy w bliżej nieznany 
sposób acylotransferaza karnitynowa, bowiem jej inhibitory zapobiegają 
chemicznie indukowanemu namnażaniu się peroksysomów [57]. Proliferatory 
zwiększają przepuszczalność błony peroksysomów [102], powodują zmiany 
ilościowe jej składników lipidowych (spadek poziomu fosfatydylocholiny, 
a wzrost lizofosfatydylocholiny, która ma charakter detergentu i może 
destabilizować błonę) [20], a także hamują biosyntezę fosfatydylocholiny [127]. 
W związku z tym sugeruje się, iż proliferatory zaburzają cykl deacylacji 
— reacylacji tych dwóch fosfolipidów [20].

Przewlekłe podawanie szczurom związków wywołujących proliferację pero­
ksysomów indukuje powstawanie pierwotnych nowotworów wątroby. Prolife­
ratory nie wykazują własności mutagennych, nie wiążą się z DNA, ani też nie 
powodują zmian w jego strukturze. W związku z tym Reddy i wsp. [138] uznali 
je za nową klasę karcynogenów o odmiennym mechanizmie działania: trans­
formacja nowotworowa komórek miałaby być wtórnym efektem proliferacji 
peroksysomów i związanego z nią nasilenia procesów oksydacyjnych, połączo­
nych z nadmierną produkcją agresywnych chemicznie wolnych rodników 
tlenowych i nadtlenku wodoru (stres oksydacyjny).

6. PEROKSYSOMY W ZJAWISKACH PATOLOGICZNYCH

6.1. ZABURZENIA SYSTEMU PEROKSYSOMÓW W PROCESACH CHOROBOWYCH

W trakcie dotychczasowych badań nad peroksysomami komórek wąt­
robowych nagromadziło się wiele danych świadczących o zmianach ilości 
i struktury peroksysomów w przebiegu niektórych procesów chorobowych.

W ostrym zakażeniu bakteryjnym (pneumokokowym), wywołanym eks­
perymentalnie u szczurów, stwierdzono redukcję liczby peroksysomów do 
około połowy oraz wyraźny* spadek aktywności katalazy i oksydazy moczano­
wej [18]. Podobną reakcję peroksysomów uzyskano po indukowanym chemicz­
nie aseptycznym zapaleniu wątroby [17]. W przebiegu ostrego wirusowego 
zapalenia wątroby obserwowano reaktywny wzrost liczby peroksysomów 
zarówno u myszy [92], jak i u ludzi [150, 162].

Wiele doniesień dotyczy zmian układu peroksysomowego w patologii 
człowieka: cytochemiczne badania 85 biopsji wątrobowych pochodzących od 
pacjentów z różnymi schorzeniami tego narządu wykazały wzrost liczby 
peroksysomów w marskości i procesach przebiegających z zastojem żółci, 
a także spadek cytochemicznie wykrywanej aktywności katalazy w tych dwóch 
stanach oraz w wirusowym zapaleniu wątroby i w nowotworach tego narządu 
[147]. W chorobie Wilsona (genetycznie uwarunkowane zaburzenie przemiany 
miedzi doprowadzające do odkładania się tego metalu w tkankach) sporadycz­
nie obserwowano wzrost liczby peroksysomów [161] i zwiększenie ich roz­
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miarów [162]. Zwiększona ilość peroksysomów oraz występowanie w nich 
nukleoidów, których nie spotyka się u człowieka, opisano w przypadkach 
zespołu Reye’a (ostra encefalopatia przebiegająca ze stłuszczeniem wątroby) 
[166]. Zmniejszenie rozmiarów peroksysomów ma natomiast towarzyszyć 
chorobie Menkesa i wrodzonej analbuminemii [162].

Obserwowane w opisanych schorzeniach zmiany peroksysomów są raczej 
objawami towarzyszącymi niż cechami charakterystycznymi, a ponadto opisa­
no je na podstawie nielicznych przypadków. Podkreśla się również, że 
stosowana tu mikroskopia elektronowa daje zaledwie wycinkowy obraz 
badanego narządu (wynika to z bardzo małych rozmiarów próbek tkanki) 
i jedynie rzetelna analiza morfometryczna mogłaby stanowić podstawę do 
wysuwania uzasadnionych wniosków.

6.2. PEROKSYSOMY W PROCESACH NOW OTWOROWYCH

Pierwotnym nowotworom wątroby u zwierząt (wątrobiak, chłoniak, rak, 
mięsak) towarzyszy znaczny spadek aktywności katalazy w tym narządzie (do 
5% normy). Efekt ten jest odwracalny: aktywność enzymu powraca do 
fizjologicznych wartości po chirurgicznej lub chemioterapeutycznej likwidacji 
guza [67]. Podobne zjawisko zauważono w procesach nowotworowych u czło­
wieka [124, 183]. W przeszczepialnych liniach komórek transformowanych 
nowotworowo obserwuje się, oprócz zróżnicowanego spadku aktywności 
enzymów peroksysomowych, także wyraźne zmniejszenie liczby samych perok­
sysomów: w komórkach guza wysiękowego Ehrlicha ilość peroksysomów 
spada o 40% [107], a w wątrobiakach różnego typu (Morrisa, Npvlkoffa) 
liczba peroksysomów jest ujemnie skorelowana z dynamiką wzrostu guza, przy 
czym w najszybciej rozwijających się guzach peroksysomy zanikają zupełnie [62].

6.3. CHOROBY PEROKSYSOMOWE

W 1973 r. Goldfischer i wsp. [37] opisali całkowity brak wykrywalnych 
ultrastrukturalnie i cytochemicznie peroksysomów w komórkach w ątrobo­
wych i nerkowych pacjentów z zespołem mózgowo-wątrobowo-nerkowym 
Zellwegera. Odkrycie to dało początek szeroko zakrojonym badaniom perok­
sysomów i występujących w nich enzymów w wrodzonych zaburzeniach 
metabolicznych. W chwili obecnej wiadomo, że przynajmniej w 10 schorze­
niach tego typu dysfunkcja peroksysomów (defekt enzymatyczny, a niekiedy 
również zaburzenie biogenezy całej organeli) stanowi zasadniczy, jeżeli nie 
jedyny patomechanizm. Zespołom tym nadano zbiorczą etykietę „chorób 
peroksysomowych” [109, 151]. Choroby te, z wyjątkiem jednej, charakteryzuje 
autosomalny recesywny sposób dziedziczenia, przeważnie występują we wczes­
nym okresie życia i kończą się niepomyślnie.
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Choroby peroksysomowe podzielono wstępnie na 3 grupy:
(1) zespoły z defektem pojedynczego enzymu i normalną liczbą perok­

sysomów w hepatocytach;
(2) zespoły z defektem wieloenzymatycznym i normalną liczbą perok­

sysomów;
(3) zespoły z defektem wieloenzymatycznym i obniżoną liczbą perok­

sysomów lub ich całkowitym brakiem (tab. 6).

TABELA 6 

Choroby peroksysomowe

Grupa Nazwa zespołu
Przeciętny

czas
życia

Początek
manifestacji

objawów

Enzym
podlegający
defektowi

Liczba 
peroksysomów 

w hepatocytach

Akatalazemia normalny do 10 r.ż. katalaza normalna

I

Pierwotna hyperok- 
saluria I typu

18 lat 0-3 r.ż aminotransferaza
alaninaiglioksylan

normalna

Adrenoleukodystrofia 
sprzężona z chromo­
somem X

15 lat 3-5 r.ż. syntaza (ligaza) 
acylo-CoA

normalna

Hyperacydemia pipe- 
kolowa

2 lata 0-1 r.ż. defekt
wieloenzymatyczny

normalna

II Pseudozespół
Zellwegera

1 rok 0-6 m.ż. tiolaza
3-ketoacylo-CoA 
(defekt wielo­
enzymatyczny?)

normalna

Zespół Zellwegera 1 rok 0-6 m.ż. defekt
wieloenzymatyczny

brak

Noworodkowa
adrenoleukodystrofia

2-10 lat 0-1 r.ż. defekt
wieloenzymatyczny

zmniejszona 
do 10%

III

Pseudoadrenoleukody- 
strofia noworod­
kowa [130]

? 0-1 r.ż. oksydaza acylo-CoA 
(defekt
wieloenzymatyczny?)

zmniejszona, 
duże peroksy­
somy

Niemowlęca postać 
choroby Refsum

15 lat 0-3 r.ż. defekt
wieloenzymatyczny

brak lub zmniej­
szona

Chondrodysplazja 
punktowa, typ 
ryzomeliczny

1 rok 0-6 m.ż. defekt
wieloenzymatyczny

zmniejszona

Choroby należące do pierwszej grupy charakteryzują się odrębną sym­
ptomatologią kliniczną: w akatalazemii objawy ograniczają się do wrzodzieją- 
co-martwiczych zmian w jamie ustnej, nie pociągających za sobą — przy 
prawidłowym leczeniu — żadnych konsekwencji dla pacjenta, natomiast 
w pierwotnej hyperoksalurii wiodącym objawem jest ciężka kamica nerkowa, 
prowadząca z reguły do śmierci na skutek niewydolności nerek.

Jest interesujące, iż zespoły z wieloenzymatyczną dysfunkcją percksyso-
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mów wykazują wiele wspólnych objawów klinicznych. Na pierwszy plan 
wysuwają się ciężkie zaburzenia neurologiczne, wynikające z upośledzonego 
procesu mielinizacji włókien nerwowych. Zjawisko to wyjaśnia rola perok- 
sysomów w biosyntezie eterolipidów, stanowiących istotny składnik błon 
biologicznych i zapewne niezbędnych także do tworzenia osłonek mielinowych. 
Inne wspólne cechy kliniczne: zaburzenia rozwojowe twarzoczaszki, zmiany 
degeneracyjne siatkówki i zaburzenia kostnienia, wynikają być może również 
z dysfunkcji peroksysomów, aczkolwiek ewentualny związek przyczynowy 
pozostaje wciąż nieznany.

Wieloenzymatyczne dysfunkcje peroksysomów cechują się także podob­
nymi zaburzeniami biochemicznymi, odzwierciedlającymi wypadnięcie meta­
bolicznych funkcji peroksysomów: u pacjentów stwierdza się podwyższony 
poziom długołańcuchowych kwasów tłuszczowych w płynach ustrojowych 
i tkankach, upośledzoną ^-oksydację tych kwasów, obniżony poziom plaz- 
malogenów w błonach komórkowych i ich zmniejszoną biosyntezę, a także 
zaburzenia syntezy kwasów żółciowych.

Obiektem szczególnie intensywnych badań jest zespół Zellwegera, z uwagi 
na jego modelowe własności spowodowane całkowitym brakiem peroksyso­
mów. Jak się okazało, defekt ten nie jest w pełni uogólniony, bowiem nieliczne 
i bardzo małe peroksysomy wykryto u tych pacjentów w komórkach nabłonka 
jelitowego [13] i w hodowanych fibroblastach skórnych [8]. W hepatocytach, 
w których peroksysomy nie występują, syntetyzowane są jednak białka błony 
peroksysomowej [88, 149]. Pomimo braku wszystkich enzymów peroksysomo- 
wej ^-oksydacji lipidów, wykryto w pełni funkcjonalny m-RNA dla tych 
enzymów [163]. Wyniki te sugerują, iż w zespole Zellwegera tworzone są 
zarówno błony peroksysomów, jak i enzymy peroksysomowe, natomiast defekt 
dotyczy ostatniego etapu biogenezy organeli — łączenia się tych składników 
w prawidłowe, aktywne peroksysomy. W tej sytuacji błony peroksysomowe mogą 
tworzyć w komórce niecharakterystyczne formacje, nie do odróżnienia od 
elementów siateczki śródplazmatycznej czy pęcherzyków wewnątrzkomórkowych, 
natomiast enzymy peroksysomowe, nie mogąc dotrzeć do swej „stacji docelo­
wej” , są degradowane prawie natychmiast po ich translacji [167].

Jak wynika z przedstawionej tu bardzo skrótowo problematyki, choroby 
peroksysomowe stanowią cenny materiał badawczy, mogący w znacznej mierze 
przyczynić się do poszerzenia naszej wiedzy na temat biogenezy peroksysomów 
i ich fizjologicznej roli w skali zarówno komórki, jak i całego organizmu.

7. BIOGENEZA PEROKSYSOMÓW

Przez wiele lat akceptowano hipotezę wyjaśniającą biogenezę peroksy­
somów w bardzo prosty sposób: miałyby one odszczepiać się z cystern siateczki 
śródplazmatycznej po uprzednim zgromadzeniu w jej fragmentach odpowie­
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dnich enzymów, które w procesie takiego „pączkowania” dostawałyby się do 
nowo wytworzonych peroksysomów [25]. W ciągu ostatniego dziesięciolecia 
nagromadziło się jednakże wiele danych jednoznacznie przeczących tej hipo­
tezie, którą należy obecnie uznać za fałszywą, choć wciąż można się z nią 
spotkać nawet w stosunkowo nowych i cieszących się bardzo dobrą opinią 
podręcznikach biologii komórki [1]. Prowadzone w ostatnich latach badania 
nad biogenezą peroksysomów przyniosły znacznie więcej argumentów negaty­
wnych, obalających dotychczasowe poglądy na ten temat, niż danych wyjaś­
niających mechanizm tego procesu. Naszą obecną wiedzę można przedstawić 
następująco.

A. Peroksysomy nie wykazują żadnej morfologicznej łączności z siateczką 
śródplazmatyczną. Kanalikowe wypustki peroksysomów, które błędnie inter­
pretowano jako połączenia z siateczką [121] okazały się połączeniami między 
peroksysomami [41, 141, 186], Zastosowanie metod cytochemicznych, uwida­
czniających aktywność enzymów specyficznych dla siateczki i peroksysomów, 
nie wykazało w żadnym przypadku współistnienia obu rodzajów enzymów 
w tym samym przedziale błonowym [155].

B. W błonie peroksysomów obecnie są swoiste tylko dla niej białka [31, 54]. 
Różni się ona ponadto od błon siateczki śródplazmatycznej i mitochondriów 
ilością białek i lipidów [31], a także przepuszczalnością [176]. Błona perok­
sysomów ma zatem charakter unikatowy i nie można wykazać jej pokrewień­
stwa z żadnym innym systemem błonowym w komórce.

C. Wszystkie zbadane dotychczas pod tym kątem białka peroksysomowe 
(zarówno enzymy, jak i białka błonowe) syntetyzowane są na wolnych 
(cytoplazmatycznych) rybosomach i zostają posttranslacyjnie włączone do 
peroksysomów z pominięciem siateczki śródplazmatycznej. Udowodniono to, 
jak dotąd, w odniesieniu do katalazy, oksydazy moczanowej, enzymów 
/7-oksydacji kwasów tłuszczowych oraz białek błonowych o m.cz. 22 i 70 kD 
[32, 39, 79, 89, 104, 164]. W odróżnieniu od podobnego mechanizmu syntezy 
egzogennych białek mitochondrialnych oraz białek tworzonych na ryboso­
mach związanych z siateczką, białka peroksysomowe produkowane są w swo­
jej finalnej wielkości, tzn. bez dodatkowego peptydu sygnałowego. W konsek­
wencji ich inkorporacja do peroksysomów nie wymaga proteolitycznego 
skrócenia cząsteczki [32, 136], Wyjątek stanowi tiolaza 3-ketoacylo-CoA, która 
syntetyzowana jest w postaci dłuższego prekursora o m.cz. 44 kD, skracanego 
do 41 kD przed włączeniem do peroksysomu [33]. Proteolityczne skrócenie 
cząsteczki tego enzymu nie jest sprzężone z procesem jego inkorporacji do 
peroksysomów [104]. Badania prowadzone nad katalazą wykazały, iż przecięt­
ny czas upływający między translacją a włączeniem do peroksysomu wynosi 14 
min. Enzym ten syntetyzowany jest w formie apomonomeru i dopiero 
w obrębie peroksysomu dołącza hem i agreguje w aktywny tetramer [85].

Proces inkorporacji białek z cytozolu do peroksysomów jest wciąż mało
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znany. Wymaga on hydrolizy ATP, jednakże w odróżnieniu od analogicznego 
mechanizmu dotyczącego mitochondriów nie jest uzależniony od potencjału 
błony [64], Import dwóch zbadanych dotąd pod tym kątem białek, oksydazy 
acylo-CoA i lucyferazy, rozpoczyna się od końca karboksylowego [45, 159], 
podczas gdy do błon siateczki śródplazmatycznej i mitochondriów białka 
wbudowywane są od przeciwnego, aminowego końca. Istnienie mechanizmu 
receptorowego przy inkorporacji białek peroksysomowych jest sporne z uwagi 
na nieobecność typowych, odszczepianych odcinków sygnałowych. Równo­
cześnie sugeruje się możliwość pełnienia tej roli przez końcowy fragment 
cząsteczki każdego białka peroksysomowego i w przypadku lucyferazy ustalo­
no, iż cechy odcinka sygnałowego wykazuje 12-aminokwasowy fragment na 
karboksylowym końcu łańcucha [45]. Wyizolowano nawet niedawno przypusz­
czalny receptor z błony peroksysomowej [91].

Badania komórek nie zawierających peroksysomów, pochodzących od 
pacjentów z zespołem Zellwegera, pozwoliły stwierdzić, że obecność perok­
sysomów jest niezbędna dla posttranslacyjnej „żywotności” białek perok­
sysomowych: przy braku „stacji docelowej” enzymy te są syntetyzowane, lecz 
prawie natychmiast ulegają degradacji [163, 165].

Biosynteza lipidów wchodzących w skład błony peroksysomu jest dość 
zagadkowa. Przyjmuje się, że powstają one w siateczce śródplazmatycznej, 
gdyż nie wykryto dotychczas w peroksysomach enzymów odpowiedzialnych za 
ich syntezę (wyjątek stanowią enzymy biosyntezy eterolipidów). Nowo po­
wstałe fosfolipidy mają być dostarczane do peroksysomów za pośrednictwem 
białek nośnikowych [19].

D. Nowe peroksysomy powstają przez podział dotychczas istniejących 
peroksysomów. Stwierdzenie to, będące obecnie pewnego rodzaju dogmatem, 
implikuje sposób dziedziczenia organeli: podobnie jak mitochondria, perok­
sysomy mogą być przekazywane z pokolenia na pokolenie wyłącznie przez 
komórkę jajową [36]. Nikt jednak dotychczas nie wykrył peroksysomów 
w komórkach jajowych.

Wszystkie przytoczone tu dane najlepiej łączy hipoteza „siateczki perok­
sysomowej” , wysunięta przez Lazarowa i wsp. już w 1980 r. [90]. Według tej 
hipotezy peroksysomy są nie tyle odrębnymi jednostkami, co specyficznym, 
samopowielającym się przedziałem błonowym w komórce. Elementy tego 
przedziału mogą się w sposób przypadkowy łączyć i rozdzielać, wymieniając 
przy tym składniki w nich zawarte. W odróżnieniu od innego przedziału 
błonowego, siateczki śródplazmatycznej, która stanowi dosyć statyczną struk­
turalnie całość, w „siateczce peroksysomowej” przeważają procesy rozdziału, 
co prowadzi do powstawania odrębnych pęcherzyków jako dominującej formy 
morfologicznej. Nowe składniki peroksysomów syntetyzowane są poza ich 
obrębem, wbudowywane, a następnie rozprowadzane do różnych fragmentów 
„siateczki peroksysomowej” na skutek wspomnianych już zjawisk przypad­
kowego łączenia się i rozdzielania jej elementów.
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TABELA 7

Porównanie danych dotyczących biogenezy peroksysomów i mitochondriów

Peroksysomy Mitochondria

Miejsce biosyntezy białek wolne rybosomy wolne rybosomy*
Im port białek do organeli posttranslacyjny posttranslacyjny
Białka syntetyzowane w postaci
większych prekursorów nie tak
Proteoliza białek niezbędna
do ich importu nie tak
Źródło energii dla importu białek hydroliza ATP gradient elektro­

chemiczny
Kierunek inkorporacji białka od końca — COOH od końca — N H 2
Sposób namnażania podział podział
Autonomiczny DNA brak obecny

* dotyczy białek kodowanych w jądrze komórkowym.

Z uwagi na swoistą autonomię, a także mechanizmy syntezy i inkorporacji 
białek, peroksysomy wykazują pewne podobieństwo do mitochondriów i chlo­
roplastów, które jak wiadomo wywodzą się ewolucyjnie z organizmów 
prokariotycznych. Niemniej podobieństwom towarzyszą różnice (tab. 7), 
a ewentualnych zwolenników przypisania endosymbiotycznej drogi ewolucyj­
nej także peroksysomom skutecznie odstrasza fakt, iż nie wykryto jak dotąd 
w peroksysomach nawet śladowych ilości DNA ani też żadnych innych 
elementów składowych autonomicznego aparatu genetycznego. W arto byłoby 
może rozważyć sytuację, w której nie część (jak w mitochondriach i chloroplas­
tach), lecz całość informacji genetycznej byłego endosymbionta została „prze­
niesiona" do jądra komórki-gospodarza. Sytuacja taka zdaje się dość dobrze 
odpowiadać rozszyfrowanej do tej pory części historii naturalnej perok­
sysomów.

8. OBRÓT PEROKSYSOMÓW W KOM ÓRCE

„Cykl życiowy" peroksysomów był, jak dotąd, przedmiotem tylko nielicz­
nych badań. W obrazach z mikroskopu elektronowego wielokrotnie obser­
wowano peroksysomy wewnątrz typowych wakuoli autofagicznych, co wska­
zuje, iż są one, podobnie jak inne organele komórkowe, degradowane przy 
użyciu własnego systemu trawiennego komórki [61]. Peroksysomy hepatocy- 
tów szczura charakteryzują się podobnym czasem półtrwania, wynoszącym ok. 
36 godz. [131]. Czas ten jest zgodny z czasem półtrwania katalazy, określonym 
przy użyciu dwóch niezależnych do siebie metod [133]. Nie wykryto dotychczas 
żadnych morfologicznych ani biochemicznych wykładników „starzenia się”
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peroksysomów; wydaje się, że nie zmieniają one w żaden określony sposób 
kształtu, wielkości ani wyposażenia enzymatycznego [132]. Obserwacje te 
popierają pogląd, iż peroksysomy nieustannie wymieniają między sobą zawar­
tość, a ich eliminacja z komórki ma charakter przypadkowy.

9. UWAGI KOŃCOWE

Czytelnik, który dotarł do końca tego przydługiego przeglądu, może 
odnieść wrażenie, iż ma przed sobą dość chaotyczny zbiór danych, z których 
nie wynikają żadne wnioski ogólniejszej natury. Tak właśnie przedstawia się 
obecny stan wiedzy na temat tej organeli. Nie wiadomo nawet, czy perok­
sysomy są elementami istotnymi dla funkcjonowania komórki zwierzęcej, czy 
też być może — jak przypuszczają niektórzy — stanowią swego rodzaju 
skamielinę, ewolucyjny rudyment zamierzchłych szlaków metabolicznych. Jest 
to bowiem jedyna organela, przy której braku komórki mogą żyć i namnażać 
się, o czym świadczą tkanki pacjentów z zespołem Zellwegera, a także 
zmutowana linia komórkowa pozbawiona peroksysomów, wyizolowana nieda­
wno z jajnika chomika chińskiego [139]. Brak natomiast peroksysomów 
związany jest z poważnymi zaburzeniami metabolicznymi w skali narządów 
i całego organizmu, przy czym nie sposób na razie wyrokować, czy zaburzenia 
te są skutkiem eliminacji organeli, czy też brak peroksysomów jest jedynie 
objawem ubocznym jakiegoś głębszego defektu.

Nauka czeka zatem na dalsze dane, które umożliwiłyby dokonanie 
„wielkiej syntezy” , wyjaśniającej rolę i ustalającej miejsce peroksysomów 
w funkcjonalnej organizacji komórki i w fizjologii organizmu zwierzęcego. 
W badaniach nad peroksysomami otworzyły się niedawno nowe perspektywy, 
wynikające z zastosowania najbardziej wyrafinowanych metod biologii mole­
kularnej [126], z możliwości znakowania błon peroksysomowych swoistymi 
przeciwciałami [149] oraz z dostępności atrakcyjnego modelu badawczego, 
jakim są komórki pozbawione peroksysomów. Można żywić nadzieję, iż 
nadchodzące dziesięciolecie rozwiąże wiele zagadek dotyczących tej organeli.
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BUDOWA I BIOLOGICZNA ROLA M ATRIKS JĄDROW EJ*

STRUCTURE AND BIOLOGICAL ROLE OF NUCLEAR MATRIX

Zofia KILIAŃSKA 

Zakład Cytobiochemii, Instytut Biochemii Uniwersytetu Łódzkiego

Streszczenie. Artykuł jest przeglądem danych na temat metod izolowania, ultrastruktury i składu 
chemicznego matriks jądrowej. Przedstawiono w nim doniesienia dotyczące biologicznej roli tej 
istotnej struktury jąder komórkowych, przede wszystkim związane z organizacją przestrzenną 
cząsteczek DNA, ich replikacją i transkrypcją.

Abstract. This article reviews work on the isolation, ultrastructure and chemical composition of 
the nuclear matrix. It presents the data concerning biological role of this im portant structure of the 
cell nuclei, especially for the spatial organization of DNA molecules, their replication and 
transcription.

Wykaz stosowanych skrótów

cAMP — cykliczny adenozynomonofosforan, 
cDNA — komplementarny DNA,
DNA-aza — deoksyrybonukleaza,
EDTA — etylenodiaminotetraoctan, 
kpz — kilo par zasad,
LIS — 3,5-dijodosalicylan litu, 
m. cz. — masa cząsteczkowa,
NaTT — tetrationian sodu, 
pi — punkt izoelektryczny,
PM SF — fluorek fenylometanosulfonowy,
RNA-aza — rybonukleaza,
hnRNA — niejednorodny jądrowy RNA,
rRNA — rybosomalny RNA,

* Referat wygłoszony na III Ogólnopolskiej Konferencji Biologii Komórki, Łódź,
4-5 lipca 1988 r.

Praca wykonana w ramach CPBR 11.5.
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snRNA — niskocząsteczkowy jądrowy RNA,
U(1...6)RNA — urydylowe(l ...6)RNA,
RNP — rybonukleoproteiny,
SDS — siarczan dodecylu sodu

WSTĘP

Sposób upakowania długich cząsteczek DNA wewnątrz niewielkiej obję­
tości jąder komórkowych stanowi wciąż fundamentalny problem biologii 
molekularnej. Organizacja przestrzenna DNA, wymagająca istotnego skróce­
nia jego długości, musi zabezpieczać podstawowe funkcje związane z jego 
ekspresją i replikacją. Z badań prowadzonych w ostatnim dziesięcioleciu 
wynika, że rolę tę w dużym stopniu sprawują tzw. struktury szkieletowe jądra 
komórkowego [2, 53, 58, 59, 90, 113, 1 17, 150, 156]. Ten strukturalny zrąb 
jądra nazywany jest: matriks, macierzą [10, 150, por. 77], interfazowym 
szkieletem jądra [58, 59, 96, 124] lub w nomenklaturze angielskiej „nuclear 
cage” [32, 67, 93]. Obecnie lansuje się pogląd, że struktury szkieletowe 
chromosomów mitotycznych (ang. scaffold; [2, 3, 113] powstają w wyniku 
przeorganizowania znacznej części białek matriks jąder komórek interfazo- 
wych [84, 85, 123, 124].

Pionierskie badania struktur jądrowych o charakterze niechromatynowym 
pochodzą z lat czterdziestych. W 1942 r. Mayer i Gulick [92], a rok później 
Dounce [37] wykazali obecność białek jądrowych nierozpuszczalnych w bufo­
rach o wysokiej sile jonowej (>  IM). Mirsky i Ris [98] wydzielili tzw. resztkowe 
chromosomy z jąder komórek grasicy cielęcia, po ich wyczerpującej ekstrakcji 
0,14 i 2,OM roztworami NaCl. Na przełomie lat pięćdziesiątych pojawiły się 
pierwsze analizy tak traktowanych jąder komórkowych, dodatkowo trawio­
nych nukleazami, w mikroskopie elektronowym [54, 131, 137, 163]. Uzyskane 
struktury zachowywały kształt jąder, w których odnajdowano tzw. resztkowe 
jąderka oraz gąbczastą sieć rybonukleinową, rozpościerającą się od otoczki 
jądrowej do jąderek.

Termin matriks jądrowa wprowadzili Berezney i Coffey [10] w 1974 r. 
Określili oni matriks jako resztkową, „pozachromatynową” infrastrukturę 
jądra, odporną na działanie detergentów, nukleaz oraz wysokich stężeń soli 
[10, 17, 71]. W obrazie mikroskopowym jąder komórkowych matriks nie jest 
widoczna, gdyż maskują ją składniki chromatyny i nukleoplazmy. Matriks 
jądrową budują: warstwa peryferyczna, składająca się z blaszki (lamina) 
i porów otoczki jądrowej, oraz tzw. resztkowe struktury jąderkowe (matriks 
jąderkowa) połączone ze sobą przez wewnątrzjądrową sieć włóknisto-ziarnistą 
[12, 13, 16, 58, 74, 150],
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1. METODY IZOLOWANIA MATRIKS JĄDROW EJ

Zasadą większości technik izolowania matriks są ekstrakcje jąder komór­
kowych niejonowymi detergentami oraz buforami zawierającymi wysokie 
stężenia NaCl w celu wymycia lipidów i histonów, a także trawienie enzymami 
nukleolitycznymi w celu usunięcia kwasów nukleinowych.

Klasyczna metoda wydzielania matriks, zaproponowana przez Berezneya 
i Coffeya [10], obejmuje:

ekstrakcję jąder lOmM roztworem TrisCl (pH 7.4), zawierającym 0,2mM 
MgCl, (usunięcie ok. 75% DNA);

wymycie histonów za pomocą zbuforowanego 2M roztworu NaCl;
odlipidowanie pozostałości jądrowej zbuforowanym 1% roztworem Trito- 

nu X-100;
trawienie tak traktowanych jąder nukleazami (DNA-aza I i RNA-aza; 200 

pg/ml) w lOmM TrisCl (pH 7,4) zawierającym 5mM M gC f.
W ostatnich publikacjach z laboratorium Berezneya [16, 146] zastosowano 

modyfikację przedstawionej techniki, polegającą na eliminacji trawienia jąder 
egzogennymi nukleazami w końcowym etapie preparatyki. Natomiast trawie­
nie, ale endogennymi nukleazami (37°C, 45 min), wprowadzono na początku 
procedury otrzymywania matriks.

W laboratorium  Pogo [120] matriks wydziela się z jąder komórkowych po 
ich nukleolitycznym trawieniu DNA-azą I i RNA-azą A i odlipidowaniu 
Tritonem X-100. Większość białek jądrowych ekstrahuje się za pomocą 
mieszaniny polianionów: siarczan dekstranu — heparyna.

Poważnym zarzutem w stosunku do metod izolowania matriks jądrowej 
jest stosowanie wysokich stężeń NaCl (używanych zresztą do dzisiaj), z uwagi 
na możliwość powstawania artefaktów w postaci ślizgania się bądź percypitacji 
kompleksów replikacyjnych czy transkrypcyjnych, odnajdowanych w tej struk­
turze [78, 79, 97].

W metodzie opracowanej przez Longa i Ochsa [89], eliminującej ekstrakcję 
za pomocą wysokich stężeń NaCl oraz trawienie RNA-azą, jądra komórkowe 
w pierwszej kolejności pozbawia się lipidów przez przemycie zbuforowanymi 
roztworami Tritonu X-100 i saponiny, a następnie prowadzi się trawienie 
DNA-azą I w układzie zawierającym jony Mg2+ i C a2 + . Pozostałość jądrową 
ekstrahuje się za pomocą 2mM roztworu EDTA w celu usunięcia chromatyny. 
Analiza mikroskopowa i biochemiczna tak otrzymanych struktur wykazała 
obecność blaszki i wewnątrzjądrowej sieci, bogatej w niejednorodny jądrowy 
RNA (hnRNA; 63%) i niskocząsteczkowy jądrowy RNA (snRNA; 74%). Sieć 
ta składa się z włókienek o średnicy 5-10 nm z przyczepionymi do nich 
ziarenkami o średnicy około 15 nm. Struktury otrzymane tą techniką nie 
zawierają resztkowych jąderek, co zapewne wynika z obecności w środowisku
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EDTA i wiązania jonów dwuwartościowych podczas ich wydzielania. Z kolei 
ich inkubacja w roztworze zawierającym 2mM MgCĘ pozwala na obserwację 
resztkowych jąderek, co świadczy o tym, że elementy odtwarzające je muszą 
być w nich obecne.

W laboratorium Laemmliego [97] opracowano ciekawą technikę izo­
lowania matriks, wykorzystującą detergent 3,5-dijodosalicylan litu (LIS) do 
usunięcia histonów. Detergent ten działa podobnie jak siarczan dodecylu sodu 
(SDS), z tą istotną różnicą, że z łatwością można go usunąć w toku 
preparatyki. Po ekstrakcji histonów, jądra odlipidowuje się digitoniną w obec­
ności trasylolu, a pozostałość jądrową poddaje się trawieniu mieszaniną 
enzymów restrykcyjnych.

U ltrastruktura i skład chemiczny matriks jądrowej w znacznym stopniu 
zależą od procedury jej otrzymywania, tj. kolejności ekstrakcji jąder, sposobu 
usunięcia histonów (NaCl, LIS, siarczan amonu, polianiony: siarczan dekst- 
ranu-heparyna), stosowanych detergentów wymywających lipidy (dezoksycho- 
lan sodu, Nonidet NP-40, Triton X-100, Tween 40, saponina) oraz enzymów 
nukleolitycznych (DNA-aza I, mikrokokalna nukleaza, RNA-aza A, restryk- 
tazy), a także od obecności jonów dwuwartościowych. Istotne różnice w skła­
dzie matriks powodują: eliminacja w procedurze jej izolowania trawienia 
RNA-azą, blokowanie grup tiolowych oraz umożliwienie powstania wewnątrz- 
cząsteczkowych połączeń białek poprzez mostki dwusiarczkowe [51, 64, 73, 74, 
89, 121, 151, 152].

Z laboratorium Kaufmanna [46, 71-74] pochodzi wiele prac dokumen­
tujących zmiany w morfologii i składzie białkowym struktur szkieletowych 
hepatocytów szczura, uwarunkowane czynnikami preparatywnymi. Okazało 
się, że przy trawieniu jąder tych komórek DNA-azą I i RNA-azą A, po którym 
usuwa się większość białek chromatynowych zbuforowanym 1,6M roztworem 
NaCl (pH 7, 4), pozostałość* jądrowa zawiera głównie ziarnisty materiał, 
otoczony warstwą peryferyczną. Po takich zabiegach w preparatach pozostaje 
około 18-20% białek jądrowych [71, 73, 74]. Analiza tych białek za pomocą 
elektroforezy dwuwymiarowej w żelu poliakryloamidowym wskazuje na ich 
prosty skład polipeptydowy. W elektroferogramie dominują białka blaszki 
— laminy A, B i C oraz kompleks polipeptydów w zasadowym regionie żelu 
o m.cz. 60000-70000, 100000 daltonów i powyżej.

Pominięcie trawienia jąder komórkowych za pomocą RNA-azy, przy 
zachowaniu pozostałych warunków preparatyki, dostarcza obrazu m ikro­
skopowego, w którym oprócz wymienionych już tu podstruktur występują 
resztkowe jąderka. W składzie chemicznym tak wyodrębnionych preparatów 
obserwowano około 40% jądrowego RNA, bez istotnych zmian w składzie 
polipeptydowym. Uważa się, że trawienie nukleazami jąder komórkowych 
przed ich ekstrakcją wysokimi stężeniami soli (1,6-2,OM NaCl) dostarcza
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struktur zawierających głównie warstwę peryferyczną [3, 16, 71], natomiast po 
tej ekstrakcji — preparatów z bogatą siecią wewnątrzjądrową [21, 52]. 
Zachowanie składników sieci wewnątrzjądrowej po ekstrakcji może być 
wynikiem oddzielenia pewnych elementów matriks, ochraniających RNA 
przed działaniem atakujących go enzymów.

Jądra komórkowe po uprzedniej inkubacji (1 godz.) w obecności lOmM 
roztworu jodoacetamidu lub N-etylomaleimidu, związków blokujących grupy 
tiolowe, poddane nukleolitycznemu działaniu DNA-azy I i RNA-azy A oraz 
ekstrakcji 1,6M roztworem NaCl, w mikroskopie elektronowym przedstawiały 
sobą „puste” wnętrza otoczone warstwą peryferyczną. Te resztkowe struktury 
zawierają około 10-15% białek, 3% RNA oraz 1% DNA. W elektrofero- 
gramie białek tak otrzymanej matriks występują przede wszystkim laminy A, 
B i C.

Jeśli jądra hepatocytów inkubowano (1 godz.) w środowisku ułatwiającym 
powstanie wewnątrzcząsteczkowych mostków S —S (2mM tetrationian sodu; 
NaTT) i wydzielano z nich matriks poprzez ich trawienie nukleazami i ekstrak­
cję 1,6M roztworem NaCl, to otrzymywano struktury szkieletowe zawierające 
resztkowe jąderka i bogatą wewnątrzjądrową sieć włóknisto-ziarnistą, otoczo­
ne warstwą peryferyczną. W składzie chemicznym tak wyodrębnionej matriks 
występuje około 30-35% białek jądrowych (brak histonów) oraz 30% RNA. 
Wydaje się, że działanie czynników utleniających grupy tiolowe (np. NaTT, 
H 20 2, kompleks C u2 + -o-fenantrolina) powoduje stabilizację wewnątrzjąd­
rowej sieci przez wytworzenie wiązań dwusiarczkowych budujących ją białek 
[46, 74, 120, 121]. W obrazie elektroforetycznym białek tak wyizolowanych 
struktur dominują laminy A, B i C. Jednakże ilość składników nielaminowych 
znacznie wzrasta w porównaniu z preparatami matriks pochodzącymi z jąder, 
które nie były inkubowane wobec NaTT. Na uwagę zasługuje wzrost zawar­
tości komponentów w regionie żelu odpowiadającym m.cz. 32000-36000; są 
to zapewne białka budujące rdzenie cząstek RNP. Według Kaufmanna i wsp. 
[46], bogaty ilościowo polipeptyd o m.cz. 38 000 i pi około 5,3, odpowiada 
jąderkowej fosfoproteinie B23, wykrytej w laboratorium Buscha [87].

Efekty działania NaTT przy izolowaniu matriks można odwrócić przez 
inkubację tej struktury jądrowej (20 min) w środowisku zawierającym duże 
stężenia czynników redukujących, np. 20mM ditiotreitol w zbuforowanym IM 
roztworze NaCl. W obrazie mikroskopowym matriks, po takim zabiegu, 
obserwuje się wyłącznie warstwę peryferyczną. Rozwiązanie to stało się 
podstawą opracowania metody izolowania blaszki jądrowej [73]. Po od­
wirowaniu tak potraktowanych preparatów matriks, w osadzie pozostają 
składniki warstwy peryferycznej, w której głównymi polipeptydami są laminy 
A, B i C. Natomiast, w płynie nadosadowym odzyskuje się pozostałe składowe
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matriks, wśród których przeważają białka o m.cz. 60000-70000, różne od 
lamin, białka rdzeni cząstek RNP oraz fosfoproteina o m.cz. 38 000 [46, 74], 

W 1986 r. Smith i wsp. [140] przedstawili dowody immunologiczne 
i biochemiczne na istnienie matriks jądrowej in situ. Badacze ci zwracają 
uwagę na bezwzględną konieczność stosowania w toku preparatyki matriks 
inhibitorów proteaz i rybonukleaz. Z ich doświadczeń wynika, że w metodzie 
izolowania tej struktury, wykorzystującej standardowe warunki podane przez 
Berezneya [10, 12] oraz obecność inhibitora proteaz — PMSF (ImM ), matriks 
przedstawia wyraźnie zarysowaną warstwę peryferyczną, otaczającą słabo 
widoczną sieć włóknisto-ziarnistą i resztkowe jąderka. Dopiero wprowadzenie 
innych inhibitorów proteolitycznych, tj. aprotyniny i leupeptyny oraz kom­
pleksu rybozydów wanadylu — blokującego rozkład RNA, zabezpiecza pełną 
morfologię matriks, w której poza warstwą peryferyczną uwidocznione są 
włóknisto-ziarnista sieć RNP, elementy włókniste i ziarniste jąderek oraz 
ziarnistości interchromatynowe. Na podkreślenie zasługuje fakt dystrybucji 
wewnątrzjądrowej sieci RNP, elementów jąderek i ziarnistości, praktycznie nie 
zmienionych w porównaniu z jądrami kontrolnymi.

2. SKŁAD CHEM ICZNY

W składzie chemicznym matriks jądrowej dominują białka (73-98%). 
Ponadto występuje w niej niewielki procent RNA (0,05-1,2%), DNA 
(0,1-1,2%) i fosfolipidów (0,5-6,9%) [10, 12, 13, 61, 64, 134]. Ostatnio 
zasygnalizowano o wykryciu w tej strukturze jądra cukrowców [34, 42, 130]. 
W metodach izolowania matriks, eliminujących trawienie jąder RNA-azą, 
a także wykorzystujących inhibitory enzymów atakujących RNA, główne

TABELA 1

Skład chemiczny matriks jądrowej różnych komórek

Komórki Białko RNA DNA
[%]

Fosfolipidy

Hepatocyty szczura [12] 97,6 1,2 <0,1 1,1
Tetrahymena pyriformis
(makrojądra) [61] 96,8 0,8 1,0 1,4
HeLa [64] 92,3 0,05 1,2 6,9
BHK [134] 73 23 1 3

różnice w jej składzie dotyczą ilościowej reprezentacji RNA [12, 134]. Zwraca 
uwagę znaczna zbieżność w składzie chemicznym matriks izolowanej z odleg­
łych ewolucyjnie organizmów, tj. orzęsek Telrahymena pyriformis [61], szczur 
[10] oraz człowiek [64] (tab. 1).
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2.1. BIAŁKA

Białka matriks jądrowej stanowią tzw. białka niehistonowe. Cechuje je 
kwasowy charakter i stosunek aminokwasów kwaśnych do zasadowych około 
1,5. Dominującymi aminokwasami w tych białkach są kwas glutaminowy, 
kwas asparaginowy, glicyna, leucyna, oraz hydroksyaminokwasy: seryna 
i treonina [12, 13]. Białka te wykazują silne powinowactwo do DNA.

2.1.1. BIAŁKA WARSTWY PERYFERYCZNEJ

Najbardziej stabilny składnik matriks reprezentuje blaszka wraz z porami 
otoczki jądrowej. Blaszkę buduje w miarę jednorodna warstwa rozpościerająca 
się między wewnętrzną błoną otoczki jądrowej a peryferyczną chromatyną [56, 
72]. Jej grubość (20-200 nm) zmienia się w zależności od typu komórek [50, 55, 
105], W niektórych komórkach można blaszkę obserwować dopiero po 
usunięciu otoczki jądrowej [55]. Blaszkę cechuje prosty skład chemiczny. 
U ssaków w tej podstrukturze matriks występują trzy polipeptydy, opisywane 
jako laminy A, B i C, wędrujące w żelu poliakryloamidowym z SDS 
w przedziale m.cz. 65 000-80000 [1, 55, 72, 81, 83, 132, 143]. Kaufmann i wsp. 
[72] określili m.cz. laminy A, B i C hepatocytów szczura odpowiednio 
— 69 000, 67 000 i 62000 daltonów. Laminy stanowią od 25 do 50% białek 
otoczki jądrowej [1, 83]. Na podstawie analizy map tryptycznych i badań 
immunologicznych stwierdzono znaczne podobieństwo laminy A i C [41, 55, 
56, 83, 143]. Prawdopodobnie lamina C stanowi produkt rozpadu laminy 
A [132]. Analiza sekwencji cDNA kodujących laminy A i C [105] wykazuje, że 
mają one identyczną sekwencję, z wyjątkiem dodatkowego odcinka kodujące­
go 133 aminokwasy w C-końcowym fragmencie cząsteczki laminy A. Praw­
dopodobnie różnice w ekspresji genu tych dwóch białek blaszki są wynikiem 
odrębności składania ich mRNA.

Lamina B charakteryzuje się pewną odrębnością molekularną w porów­
naniu z laminą A i C; pozostaje najsilniej związana z wewnętrzną błoną 
otoczki jądrowej [133]. Laminy A i B reprezentują produkty odmiennych 
genów [132].

Podczas ogniskowania izoelektrycznego lamina A rozdziela się na cztery 
składniki, lamina C zaś na trzy, w zakresie pH od 6,8 do 7,2, natomiast lamina 
B wędruje jako jedno pasmo o pi około 5,7 [72].

Ostatnio odnotowano zaskakujący fakt znacznej homologii sekwencji 
aminokwasowej lamin i białek filamentów pośrednich [105]. To zjawisko 
sugeruje, że obydwie grupy białek mogą tworzyć włókienka zorganizowane we 
włókna czy sieć, powiązane z otoczką jądrową.

Zaobserwowano, że przejściu komórek z interfazy w cykl mitotyczny 
towarzyszy depolimeryzacja białek blaszki, przebiegająca równolegle z roz­
padem otoczki jądrowej i reorganizacją chromatyny w chromosomy. Laminy
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ulegają rozproszeniu w cytoplazmie, występując w formie monomerów, które 
podlegają intensywnej fosforylacji (1,4-2,2 mole fosforanu/mol lamin), której 
poziom przewyższa 4—7-krotnie średnią wartość typową dla tych białek 
w jądrze interfazowym (0,27-0,46 mola fosforanu/mol lamin) [110].

W warstwie peryferycznej matriks wykryto również dwie glikoproteiny 
jądrowe gp 188 i gp76/74, które są zapewne charakterystyczne dla porów 
otoczki jądrowej [47].

2.1.2. BIAŁKA M ATRIKS JĄDERKOW EJ

Dotychczas najmniej poznanym komponentem matriks są tzw. resztkowe 
struktury jąderkowe. Można je obserwować w takich strukturach szkieleto­
wych, które izolowano z jąder, z pominięciem ich trawienia RNA-azą lub 
w obecności jej inhibitorów [14, 21, 22, 71, 140]. Struktura matriks jąderkowej 
pozostaje w ścisłej korelacji z obecnością rodzimych cząsteczek RNP. Z do­
świadczeń Olsona i wsp. [109] wynika, że matriks jąderkowa zawiera około 26 
białek, 50% RNA oraz 3,7% DNA, obecnych w kontrolnych jądrach komórek 
wątrobiaka Novikoffa. W składzie białkowym tej podstruktury matriks 
dominują polipeptydy o m.cz. 28 000, 37 500, 40000, 70000, 72 000, 110000 
i 160000. Białko o m.cz. 110000, odpowiadające fosfoproteinie jąderkowej 
C23, opisanej w laboratorium Buscha [87], obserwowali również Long i Ochs 
[89] w resztkowych jąderkach komórek erytroleukemicznych myszy.

2.1.3. BIAŁKA W EW NĄTRZJĄDROW EJ SIECI W ŁÓKNISTO-ZIARNISTEJ

Wciąż mało jest danych na temat składu białkowego dyskusyjnej podstruk­
tury matriks, jaką jest wewnątrzjądrowa sieć włóknisto-ziarnista, której 
obecność w istotny sposób warunkuje procedura jej otrzymywania (eliminacja 
trawienia jąder RNA-azą, wprowadzenie czynników utleniających grupy 
tiolowe, inhibitorów proteaz i rybonukleaz) oraz obecność RNA [25, 46, 48, 
71, 114, 121].

W tej podstrukturze matriks wykryto białka tworzące kompleksy z hnRNA 
oraz z snRNA. Przy zastosowaniu [154] przeciwciał monoklonalnych przeciw­
ko cząstkom rdzeni hnRNP, zaobserwowano w wewnątrzjądrowej sieci m at­
riks komórek HeLa, białka o m.cz. 39 000 (C l) i 41 000 (C2). Z kolei technika 
immunocytochemicznej lokalizacji antygenów, wykorzystująca przeciwciała 
monoklonalne przeciwko cząstkom snRNP [140], pozwoliła stwierdzić obec­
ność antygenu Sm o m.cz. 28 000, tworzącego kompleksy z U l, U2, U4, U5 
i U6 snRNA oraz składnika o m.cz. 70000, asocjującego z U l-snR N A  [155]. 
Rola tych białek w połączeniach z snRNA nie jest wyjaśniona. Sugeruje się 
jednak ich udział w procesie składania RNA, podobnie jak opisanego ostatnio 
[140] białka o m.cz. 107 000 (pl07; pi 8,7-8,8). Na uwagę zasługują doświad­
czenia Smitha i wsp. [140]. W doświadczeniach tych wykazano, że otrzymywanie 
matriks wątroby szczura w obecności EDTA, a także trawienie jąder RNA-azą 
prowadzi do usunięcia z tej struktury białka p!07 oraz do zaniku sieci RNP.
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Z wieloletnich badań laboratorium Berezneya [11, 15, 138, 145-147], 
dotyczących udziału matriks jądrowej w procesie replikacji DNA, należy 
podkreślić zlokalizowanie w wewnątrzjądrowej sieci aktywności podstawo­
wych enzymów kompleksu replikacyjnego, tj. polimerazy DNA typu a, 
prymazy DNA, 3’-5 ’egzonukleazy, RNA-azy H i metylazy DNA. W wewnątrz­
jądrowej sieci włóknisto-ziarnistej wykryto niezależnie w dwóch laboratoriach 
— Savaljevic [121] i Kaufmanna [46, 74] białko(a) o m.cz. 36000-38 000, które 
występuje(ą) w matriks tylko wtedy, gdy jej preparatykę prowadzi się 
w warunkach zapewniających powstawanie mostków dwusiarczkowych (kom­
pleks C uS 04-o-fenantrolina, NaTT). Białko(a) to buduje cząstki RNP.

W 1987 r. Feuerstein i Mond [44] opisali w tej podstrukturze matriks 
limocytów B myszy białko o m.cz. 40000 i pi 5,0, nazwane numatryną (ang. 
numatrin). Aktywacja limfocytów B mitogenami (np. liposacharydy, estry 
forbolu, przeciwciała) prowadzi do intensywnego wzrostu biosyntezy 
(5-20-krotnego) numatryny. Produkcja tego białka nasila się już po 60-120 
min od podania mitogenów, osiągając najwyższą wartość po 16 godz., oraz 
spadek do poziomu kontroli po 48 godz. aktywacji. Interesujący pozostaje fakt 
wysokiej syntezy numatryny w komórkach nowotworowych, wywodzących się 
z komórek linii B, np. Raji, BAL-17, WEHI-231. Białko to wydaje się 
regulować wzrost prawidłowych i nowotworowych limfocytów linii B.

2.1.4. BIAŁKA CYTOSZKIELETU A M ATRIKS JĄDROWA

Oddzielnego, krótkiego omówienia wymaga dyskusyjny problem występo­
wania białek cytoszkieletu w strukturach szkieletowych jądra komórkowego. 
Na podstawie techniki cytochemicznej lokalizacji antygenów, z zastosowaniem 
przeciwciał monoklonalnych przeciwko wimentynie, cytokeratynom [154], 
a także aktynie [102, 103, 154], wykryto te białka w matriks jądrowej. Wciąż 
jednak nie wiadomo, czy stanowią one integralny składnik tej struktury jądra, 
czy też zanieczyszczenia cytoplazmatyczne [25, 45, 105, 142]. Z przekony­
wających prac laboratorium Uedy [101-103], opartych na biochemicznej 
i immunologicznej analizie wynika, że aktyna jest składnikiem wewnątrzjąd­
rowej sieci włóknisto-ziarnistej limfocytów prawidłowych i białaczkowych. 
Aktyna silnie zasocjowana z tą siecią nie ulega trawieniu trypsyną w warun­
kach, kiedy z matriks uwalnia się ponad 80% jej białek. Białko to pozostaje 
związane z snRNA [102].

2.1.5. BIAŁKA M ATRIKS JĄDROW EJ I RUSZTOW ANIA CHROM OSOM ÓW  (SCAFFOLD)

Bardzo interesujący problem stanowi dynamika przejścia komórek z inter­
fazy w stan mitozy na poziomie struktur szkieletowych. Uważa się, że 
następuje przeorganizowanie dużej ilości białek, matriks w rusztowanie chro­
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mosomów. Mechanizm ten jest mało poznany [8, 84, 85, 123, 160]. Istotną rolę 
odgrywają w nim zapewne modyfikacje posttranslacyjne [25, 115].

Białka szkieletowe (scaffold) stanowią sieć włókien. Sieć ta rozciąga się 
wzdłuż wnętrza chromosomów, zachowując morfologię par siostrzanych 
chromatyd. Mogą one występować w dwóch odwracalnych konformacjach, tj. 
silnie rozluźnionej (forma rozciągnięta) oraz skondensowanej (forma skonden­
sowana) sieci włókien.

Na początku lat osiemdziesiątych opisano [84, 85] dwa białka szkieletu 
chromosomów komórek HeLa o m.cz. 170000 i 135000, nazwane odpowied­
nio SCI i SC2, stanowiące aż około 40% tej struktury. Ostatnio udowodniono, 
że białko SĆ2 odpowiada topoizomerazie II [38, 39].

W laboratorium Wanki [115, 116] przeprowadzono porównawczą analizę 
białek matriks jądrowej i szkieletu chromosomów komórek wątroby krowy. 
Elektroforeza jednowymiarowa w żelu poliakryloamidowym białek tych struk­
tur wykazała, że podstawowe składniki matriks — laminy A, B i C nie są 
obecne w szkielecie chromosomalnym, natomiast białka o m.cz. 37 000 i 83 000 
występują przede wszystkim w rusztowaniu chromosomów. Większość pozos­
tałych białek jest wspólna dla obydwu struktur. Wyniki te potwierdzono 
również techniką elektroforezy dwuwymiarowej [116]. Białka tych struktur 
rozdzielają się głównie w kwasowym regionie żelu, co wyraźnie obserwowano 
w elektroferogramach chromosomów metafazowych, w których brak lamin. 
Komponent o m.cz. 47000, widoczny w elektroferogramach białek obydwu 
struktur, odpowiada ruchliwością elektroforetyczną aktynie cytoplazmatycznej 
badanych komórek.

2.2. DNA

Właściwoścf DNA pozostającego w strukturach szkieletowych po wyczer­
pujących ekstrakcjach roztworami soli o wysokiej sile jonowej oraz po 
trawieniu nukleazami poznano w niewielkim stopniu. Stanowi on zwykle 
około 1% jądrowego DNA. Przeprowadzono wiele badań w celu wyjaśnienia 
natury sekwencji DNA w miejscach jego zakotwiczenia w matriks jądrowej. 
M atsumoto [91] podał, że około 60% DNA matriks jąder nerki wołu 
reprezentuje sekwencje satelitarne. Z kolei szkielet interfazowych jąder komó­
rek myszy P815 zawiera DNA, w którym sekwencje o wysokiej powtarzalności 
stanowią około 40-50% [59]. DNA matriks jąder komórek L myszy, a także 
chromosomów metafazowych chomika chińskiego jest wzbogacony w sekwen­
cje o średniej powtarzalności [68, 122]. Niektórzy badacze [33, 104, 127] 
obserwowali obecność sekwencji unikatowych w DNA matriks. Natomiast 
DNA matriks wątroby szczura i myszy czy chromosomów metafazowych 
komórek linii DON chomika wydaje się nie wykazywać wzbogacenia w specy­
ficzne klasy sekwencji w porównaniu z całkowitym, jądrowym DNA [7, 14, 
111].

http://rcin.org.pl



BUDOWA I ROLA M ATRIKS JĄDROW EJ 71

W obszernych badaniach grupy Razina [124] obserwowano w obrębie 
szkieletu jąder interfazowych komórek wysiękowych Ehrlicha obecność dwóch 
klas DNA, opisywanych jako długie i krótkie fragmenty. Długie fragmenty 
DNA, zawierające około 10 kpz, bogate w sekwencje satelitarne są odporne na 
działanie czynników fizykochemicznych i jest ich w jądrze diploidalnym 102. 
Z kolei krótkie fragmenty DNA, liczące około 140 pz, są bardzo wrażliwe na 
wpływ czynników środowiskowych. Zaobserwowano je w warunkach stabiliza­
cji struktur szkieletowych przez jony Cu2+ (w mniejszym stopniu jony Zn2 + ). 
W jądrze diploidalnym jest ich 105. Preparaty matriks wydzielone z komórek 
wysiękowych myszy, których nie traktowano we wstępnym etapie preparatyki 
jonami Cu2 + , zawierają wyłącznie fragmenty DNA długości 10 kpz.

2.3. RNA

RNA stanowi integralny składnik struktur szkieletowych, szczególnie 
ważny do utrzymania wewnątrzjądrowej sieci włóknisto-ziarnistej [71, 73, 74, 
140]. Zawartość RNA w matriks zależy od sposobu jej wyodrębniania. 
Pominięcie w procedurze izolowania tej struktury trawienia jąder RNA-azą 
bądź stosowanie inhibitorów rozkładu RNA dostarcza preparatów, które 
zawierają około 23% RNA (tab. 1) [134],

Pod koniec lat siedemdziesiątych wykazano na podstawie włączania 
[3H]-urydyny, że znaczna część hnRNA reprezentuje składnik szkieletu jąder 
interfazowych [62, 88, 89, 96]. Okazało się również, że prekursory rRNA [61, 
96, 107, 109, 140], a także snRNA [89, 101, 155, 157] budują matriks jądrową.

Long i Ochs [89] określili ilościowy udział poszczególnych klas RNA 
w matriks jąder komórek erytroleukemicznych myszy. W tej strukturze 
odnaleziono około 65% całkowitego RNA, 60-80% hnRNA, 74% snRNA 
oraz śladowe ilości rRNA. Badacze ci zanalizowali snRNA matriks w toku 
elektroforezy w 10% żelu poliakryloamidowym. W tej strukturze jądra 
występują U l, U2, U3, U4, U5 i U6snRNA. Obecność w matriks Ul snRNA, 
związku pośredniczącego w składaniu prekursorów mRNA, wydaje się mieć 
istotne znaczenie w tym procesie.

Nordstrom  i wsp. [29, 107] zwrócili uwagę na dystrybucję RNA we 
frakcjach jądrowych komórek jajowodu kurczęcia (rozpuszczalnych i nieroz­
puszczalnych w 2M roztworze NaCl). Prekursorowy rRNA (ok. 95%) oraz pre 
mRNA albuminy jaja kurzego oraz owomukoidu wiążą się z matriks tych 
komórek, podczas gdy dojrzały rRNA odnajduje się we frakcjach jądrowych 
poza matriks. Natomiast tylko część (50%) dojrzałego mRNA badanych 
białek pozostaje związana ze szkieletem jądrowym. Wydaje się, że matriks 
jądrowa stanowi główne miejsce dojrzewania transkryptów DNA, a ponadto 
bierze udział w ich transporcie na teren cytoplazmy [9, 29, 107, 144, 155].
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3. UDZIAŁ M ATRIKS JĄDROW EJ W ORG AN IZACJI PRZESTRZENNEJ M ATERIAŁU 
GENETYCZNEGO, JEGO REPLIKACJI I TRANSKRYPCJI

Analiza w mikroskopie elektronowym odhistonowanych jąder kom ór­
kowych czy chromosomów metafazowych organizmów, począwszy od niskich 
eukariontów po człowieka [8, 33, 58, 119, 135, 150, 152], dostarcza obrazów 
pętli (domen) DNA, zakotwiczonych swoimi podstawami w strukturach 
szkieletowych. Tak umocowane pętle DNA, wybarwione np. bromkiem 
etydyny, można oglądać w mikroskopie jako tzw. halo (aureola) [24. 27, 36, 
150, 156]. Określono, że pętle DNA człowieka długości około 70 kpz wykazują 
halo o średnicy 13 pm [104]. Długość pętli DNA wydzielonych z organizmów 
na różnym szczeblu rozwoju ewolucyjnego waha się w zakresie 10-300 kpz [58, 
59, 119, 122, 156]. Na podkreślenie zasługuje fakt, że wielkość pętli DNA 
w jądrze interfazowym jest zbliżona do tej w chromosomach metafazowych 
[113, 122, 124]. Z licznych doniesień [24, 27, 104, 124, 156] można wnioskować, 
że długość pętli DNA między dwoma miejscami zakotwiczenia w matriks 
odpowiada wielkością funkcjonalnym jednostkom materiału genetycznego 
— replikonom. Uwolnienie pętli DNA następuje w warunkach degradacji 
struktury matriks, co obserwowano po traktowaniu jej detergentami jonowymi 
czy roztworem zawierającym 2M NaCl — 5M mocznik [100, 124, 158]. Stąd 
sugestia, że w wiązaniu pętli DNA do matriks istotną rolę odgrywają wiązania 
o charakterze jonowym i wodorowe.

Razin i wsp. [124] sugerują, że długie fragmenty DNA matriks oddziałują

Ryc. 1. Model organizacji materiału genetycznego z udziałem składników matriks jądrowej według
Razina i wsp. [124]
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z blaszką jądrową, krótkie zaś, wrażliwe na wiele czynników fizykochemicz­
nych i wymagające do ich stabilizacji jonów C u2 + , są zaangażowane 
w infrastrukturę sieci wewnątrzjądrowej i stanowią wraz z jej białkami główne 
miejsce zakotwiczenia pętli DNA (rye. 1). Model ten zbliżony jest do 
wcześniejszej koncepcji grupy Laemmliego [84, 85], dotyczącej dwupoziomowej 
organizacji włókna chromatynowego w jądrze komórkowym. Zgodnie z nią, 
pierwszy poziom odpowiada wiązaniu DNA z blaszką, natomiast drugi 
— z białkami sieci wewnątrzjądrowej.

Wydaje się, że obszary zakotwiczenia pętli DNA nie są przypadkowe. 
Zwraca się uwagę na rolę fragmentów DNA, bogatych w pary AT [49, 97]. 
Ostatnio zanalizowano specyficzne sekwencje nukleotydowe w miejscach 
zakotwiczenia pętli DNA długości 5 kpz, zawierającej zespół pięciu genów 
histonowych komórek Kc Drosophila melanogaster [97]. Zlokalizowano je we 
fragmencie DNA (657 pz) uwalnianym przez restryktazę EcoRl, który 
znajduje się w miejscu zakotwiczenia opisywanej pętli, w odcinku łącz­
nikowego DNA, bogatym w pary AT, między genami histonów H l i H3.

Na podstawie autoradiograficznej mikroskopii elektronowej, w wyniku 
pionierskich doświadczeń laboratorium Berezneya [11], zademonstrowano 
preferencyjną lokalizację nowo syntetyzującego się DNA w matriks jądrowej, 
regenerującej wątroby szczura.

Wykorzystując technikę pulsowego znakowania [3H]-tymidyną komórek 
wątroby krowy na początku fazy S, połączoną z analizą rozkładu piętna 
izotopowego, w lizatach jądrowych po trawieniu DNA-azą I stwierdzono [149, 
150] izotop w strukturach szkieletowych chromosomów w czasie mitozy oraz 
w matriks jądrowej podczas następnej fazy G r  Natomiast radioaktywny 
nukleozyd podany w środkowej czy późnej fazie S rozmieszcza się równomier­
nie w pętlach DNA. Takie wyniki przemawiają za tym, że piętno izotopowe 
związane z miejscami inicjacji replikacji pozostaje w DNA, który jest zasoc- 
jowany zarówno ze szkieletem chromosomów mitotycznych, jak i matriks 
jądrową komórek będących w fazie Gj interfazy.

Na podstawie badań autoradiograficznych wykazano, że włączona pul- 
sowo [3H]-tymidyna we wczesnej fazie S wiąże się z DNA struktur szkieleto­
wych jądra przez cały cykl komórkowy [5, 27]. Analiza znakowanych 
fragmentów DNA, zasocjowanych z matriks jąder wątroby krowy po trawie­
niu nukleazami ujawniła, że wiązanie odbywa się w pobliżu rozgałęzienia 
widełek replikacyjnych bądź w ich obrębie [35, 36]. Okazuje się, że po 
wydłużonym okresie znakowania piętno izotopowe może być łatwo usunięte 
z matriks jądrowej, co przemawia za jego przemieszczaniem się z podstawy 
pętli do jej wnętrza [35]. Podobne wyniki uzyskane przez kilka ośrodków 
naukowych [15, 27, 112, 139, 146, 150] sugerują, że replikujący się DNA „przewija 
się” przez matriks, z którą związany jest kompleks replikacyjny (replisom). 
Również za pomocą autoradiografii udowodniono, że wkrótce po krótkiej 
pulsowej inkorporacji [3H]-tymidyny, prawie całe piętno pojawia się w DNA
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matriks jądrowej, a później odnajdowane jest także w halo otaczającym pętle 
DNA [150]. Po zakończeniu replikacji pętli DNA jest ona uwalniana z miejsc 
wiązania widełek replikacyjnych. Przemawia za tym zwiększone tempo usuwa­
nia produktów trawienia DNA-aząl, znakowanych [3H]-tymidyną fragmentów 
DNA, zsyntetyzowanych w bardzo późnej fazie S w porównaniu z całkowitym 
DNA następnej fazy G , [5].

W 1987 r. w laboratorium Wanki [150] przedstawiono propozycję modelu 
replikacji DNA z udziałem matriks (ryc. 2).

Ryc. 2. Model replikacji DNA /  ud/iałem matriks jądrowej według van der Veldena i Wanki [150]

W czasie fazy G, włókna wewnątrzjądrowej sieci matriks stanowią szkielet, 
wzdłuż którego zakotwiczone są kolejne miejsca replikacji w bliskiej odległości 
(A). Z chwilą inicjacji syntezy DNA, zakotwiczone miejsca inicjacji podwajają 
się (B), a widełki replikacyjne wkrótce przyłączają się w pozycjach między 
sąsiadującymi miejscami inicjacji. Replikujące się pętle DNA ,,przewijają się" 
przez miejsca zakotwiczenia widełek, które sprawują kontrolę w rozplątywaniu 
podwójnego heliksu DNA (C), miejsce zaś terminacji uwalnia się z matriks, 
podczas gdy miejsce inicjacji zakotwiczone jest na stałe w tej strukturze jądra 
[5, 158]. Włókna matriks ulegają duplikacji (E) równocześnie z replikacją 
zakotwiczonej cząsteczki DNA.

Kolejne dowody podtrzymujące funkcję matriks w procesie replikacji DNA 
to stwierdzenie asocjacji z tą strukturą fragmentów Okazaki [35] oraz 
wieloenzymatycznego kompleksu replikacyjnego [146, 147]. Również wykrycie 
nowo syntetyzującego się DNA wirusów rodziny Popova w matriks jąder 
komórek ich gospodarza potwierdza rolę tej struktury w procesie replikacji 
[23, 69]. Na podkreślenie zasługują dane wykrycia w matriks zainfekowanych 
komórek antygenu T, białka niezbędnego do regulacji replikacji wirusów tej 
rodziny [23, 63, 65, 69, 143].
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Wśród prac dokumentujących zaangażowanie matriks jądrowej organiz­
mów na różnym szczeblu rozwoju ewolucyjnego w syntezę DNA, należy 
wspomnieć doniesienia wskazujące, że replikacja jest inicjowana wewnątrz 
pętli DNA, w regionach odległych od miejsc ich zakotwiczenia w matriks [59, 95].

Technika hybrydyzacji kwasów nukleinowych okazała się owocna w stwie­
rdzeniu asocjacji wielu aktywnie transkrybowanych genów z matriks jądrowej, 
m.in. genu albuminy jaja kurzego [30, 127, 128], ß-globuliny [60], vitellogeniny 
[70], aktyny [66], kolagenu a2 [108], rRNA [76, 141] i genów białek fazy ostrej 
[20]. Rozmieszczenie miejsc wiązania aktywnych fragmentów genów wydaje się 
mieć charakter dynamiczny. Molekularne podstawy wzbogacenia tej struktury 
w aktywne geny są nieznane.

Fakt, że matriks jest również docelowym miejscem wiązania receptorów dla 
hormonów [6, 75, 80, 82, 118] nie pozostaje zapewne bez znaczenia. W labora­
torium Lammliego [86] oraz Razina [125] wykazano w matriks aktywność 
polimerazy RNA typu ß.

Do przedstawionych tu wyników należy dodać, że nie znaleziono korelacji 
między aktywnością transkrypcyjną genów a-globiny [78, 79] czy białek szoku 
cieplnego [136] a ich asocjacją z matrik». Geny białek szoku cieplnego są 
związane z tą strukturą zarówno przed działaniem podwyższonej temperatury, 
gdy ich transkrypcja nie odbywa się, jak i również w czasie szoku, gdy jej 
poziom gwałtownie wzrasta.

Istotne wydają się obserwacje Flickingera [49], że DNA zakotwicza się 
w matriks głównie w obrębie sekwencji bogatych w pary AT. Z kolei wiadomo, 
że fragmenty DNA bogate w sekwencje AT występują w bezpośrednim 
sąsiedztwie aktywnych genów, np. genów rRNA i histonów [49, 97], Należy 
również zwrócić uwagę na sugestię niektórych badaczy [31, 97, 141], że tylko 
flankujące sekwencje genów uczestniczą w ich wiązaniu z matriks.

G rupa Razina [126] przedstawiła wyniki świadczące, że wykrycie miejsc 
wiązania aktywnych genów (np. stałego regionu łańcuchów IgM-c^) z matriks 
jąder komórek hybrydomy myszy jest uwarunkowane czynnikami preparatyw- 
nymi. Okazało się, że przemycie jąder komórkowych trawionych uprzednio 
DNA-azą I lub mikrokokalną nukleazą hipotonicznym buforem (bez jonów 
Mg2+), przed ich ekstrakcją za pomocą 2M roztworu NaCl, niszczy miejsca 
przyłączenia aktywnych genów do elementów matriks.

UW AGI KOŃCOWE

Tabela 2 jest próbą syntetycznego przedstawienia najważniejszych skład­
ników opisanych w matriks jądrowej oraz roli tej struktury w życiu komórek 
prawidłowych i patologicznych.

W matriks wykryto białka odpowiadające za przestrzenną organizację 
DNA w postaci pętli. Reprezentują je pozachromatynowe białka niehistonowe 
o silnym powinowactwie do DNA. W tej strukturze jądra stwierdzono nowo
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TABELA 2

Składniki wykryte w matriks jądrowej i rola tej struktury w życiu
komórek

76

Najważniejsze dane bibliograficzne

Organizacja przestrzenna DNA
Białka zakotwiczające pętle DNA 2. 3, 16, 32, 33, 53, 58, 59, 84, 85, 

90, 97, 104. 113, 117, 124, 135, 
150, 156

Replikacja DNA
Nowo syntetyzujący się DNA 
Wieloenzymatyczny kompleks repli-

11, 67, 93, 112, 139

kacyjny: 146
Polimeraza DNA typu a 69, 106, 138, 146, 162
Prymaza DNA
3'-5'-egzonukleaza, RNA-aza H.

146, 147, 161

metylaza DNA 146
Polimeraza DNA typu ß 106
Topoizomeraza I i II 18, 38, 39, 106
Procesy naprawcze DNA 94, 100
Widełki replikacyjne 35, 36, 112, 145
Fragmenty Okazaki 35

Ekspresja genów
Aktywne geny: albuminy jaja kurzegp 30, 127, 128
0-globiny 60
vitellogeniny 70
aktyny 66
kolagenu a2 108
rRNA 76, 141
białek fazy ostrej 20
hnRNA 89, 96, 107, 120, 151
snRNA 89, 96, 101, 102, 155, 157
Intermcdiaty procesu składania RNA 9, 29, 107, 129, 140, 155, 157
Receptory hormonów 6, 75, 80, 82, 118
Polimeraza RNA typu ß 86, 125

Transformacja nowotworowa
Produkty onkogenów 40, 43, 153
Antygeny wirusów transformujących 23, 63, 65, 143
Wiązanie kancerogenów 148

Inne
Wiązanie cząsteczek wirusów 
Nagromadzenie polimerów

19, 23, 134, 144

ADP-rybozy
Miejsca akceptorowe dla białek

4, 26, 159

wiążących cAMP 57
Asocjacja fibronektyny 164
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syntetyzujący się DNA, enzymy związane z kompleksem replikacyjnym, 
naprawą DNA [94, 100], a także z relaksacją superhelikalnych pętli DNA [104, 
158] oraz widełki replikacyjne i odcinki DNA odpowiadające długością 
fragmentom Okazaki, co wskazuje na jej zaangażowanie w proces replikacji.

Z matriks wielu zbadanych organizmów asocjują aktywne transkrypcyjnie 
geny hnRNA, snRNA, intermediaty procesu składania RNA, a także recep­
tory dla wielu hormonów oraz polimeraza RNA typu ß, co z kolei sugeruje 
udział tej struktury jądra w ekspresji informacji genetycznej.

Ukazały się wstępne doniesienia na temat obecności w matriks produktów 
niektórych onkogenów, np. v-myc, c-myc, v-myb [40, 43, 153], a także 
związaniu z nią antygenów wirusów transformujących [23, 63, 65, 143], co 
wyjaśnia jej funkcję w transformacji nowotworowej. Ukazały się prace [19, 
134, 144] dotyczące roli tej struktury jądra w wirogenezie.

M atriks jest miejscem nagromadzenia polimerów ADP-rybozy [4, 26, 159], 
które mogą być wykorzystywane m.in. w procesie naprawy DNA. Zawiera ona 
również miejsca akceptorowe dla białek wiążących cAMP [57], co zapewne ma 
znaczenie dla fosforylacji białek jądrowych.

Interesujący wydaje się fakt asocjacji z tą strukturą szkieletową jądra białka 
stresu — fibronektyny w komórkach HeLa [164].

Przedstawione tu dane dotyczące budowy chemicznej i roli matriks 
jądrowej obfitują w wiele nie rozwiązanych problemów. Bardzo frapującym 
zagadnieniem jest poznanie relacji DNA — matriks w jądrach komórek 
nowotworowych. Na podkreślenie zasługuje doniesienie [148] wskazujące na 
preferencyjną lokalizację niektórych kancerogenów (np. benzo-a-pirenu, nit- 
rozomocznika) w miejscach zakotwiczenia pętli DNA w matriks jądrowej. 
Wydaje się, że oddziaływania kancerogeny — struktury szkieletowe jądra nie 
pozostają bez wpływu na przestrzenną organizację materiału genetycznego, 
jego powielenie i ekspresję w komórkach, do których wniknął czynnik 
nowotworowy.

Serdecznie dziękuję pani Monice Radwan za wykonanie rycin oraz mgr Janowi Gierakowi za 
przygotowanie wydruku pracy.
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MIEJSCA ŁAM LIW E W GENOM IE CZŁOWIEKA: 
ZNACZENIE TEORETYCZNE I PRAKTYCZNE

FRAG ILE SITES IN HUM AN GENOM E:
THEORETICAL AND PRACTICAL SIGNIFICANCE

Grzegorz GÓRSKI, Halina ANTOSZ 

Samodzielna Pracownia Genetyki Człowieka Akademii Medycznej w Lublinie

Streszczenie. Przedstawiono udział dziedzicznych i powszechnych miejsc łamliwych w indukcji 
przemieszczeń chromosomowych. Zależności między łamliwymi miejscami, nieprzypadkowymi 
miejscami złamań i przemieszczeń chromosomów w komórkach nowotworowych a lokalizacją 
protoonkogenów pozwala sugerować molekularny mechanizm kancerogenezy.

Summary. The role of the heritable and common fragile sites in the induction of chromosomal 
rearrangements was discussed. The correlations among the fragile sites, specific cancer chromo­
some breakpoints and localization of oncogenes let to speculate the molecular mechanism of 
cancerogenesis.

Wykaz stosowanych skrótów

T
h-fra — dziedziczne miejsce łamliwe (heritable fragile site)
r-fra — rzadkie miejsce łamliwe (rare fragile site)
c-fra — konstytutywne lub powszechne miejsce łamliwe (constitutive or 

common fragile site)
t — translokacja
inv — inwersja
dei — delecja
ter — terminalny lub końcowy
P — krótkie ramiona chromosomu
q — długie ramiona chromosomu
q + — naddatek części ramion długich chromosomu
; — rozdzielenie dwóch morfologicznie zmienionych chromosomów 

przy translokacji zrównoważonej
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— o d - d o
MTX — methotrexate (ametopteryna)
FdU — fluorodezoksyurydyna
PHA — • fitohemaglutynina
Ig — immunoglobulina
v H — segment genu kodujący część zmienną łańcucha ciężkiego im-

munoglobuliny (variable)
D — segment genu kodujący odcinek superzmienny łańcucha ciężkiego

immunoglobuliny (diversity)
•Ih — segment genu kodujący część zrębu łańcucha ciężkiego immuno­

globuliny (joining)
v L — segment genu kodujący część zmienną łańcucha lekkiego im­

munoglobuliny
JL — segment genu kodujący część zrębu łańcucha lekkiego imuno-

globuliny (variable)
PD GF — płytkowopochodny czynnik wzrostu (platelet-derived growth factor)
EGF — czynnik wzrostu naskórka (epidermal growth factor)
CSF-1 — czynnik pobudzający wytwarzanie kolonii (colony stimulating

factor)

Łamliwe miejsca w chromosomach człowieka przez wiele lat uważane były 
za zwykłe zjawisko cytogenetyczne, które pojawia się przypadkowo w hodowli 
in vitro. Większe zainteresowanie tym zagadnieniem datuje się od chwili, gdy 
Lubs [49] wykazał, że łamliwość długich ramion chromosomu X jest dziedzicz­
na i towarzyszy temu zjawisku niedorozwój umysłowy. Harvey i wsp. [25] 
stwierdzili, że łamliwe miejsce w terminalnym segmencie chromosomu X jest 
cytologicznym markerem upośledzenia umysłowego, sprzężonego z płcią, 
w postaci klinicznej opisywanej przez M artina i Bell już w 1943 r. [51]. Dało to 
początek poszukiwaniom łamliwego miejsca Xq27 w przypadkach niedoroz­
woju umysłowego, jak również poszukiwaniom miejsc łamliwych w innych 
chromosomach, w przypadkach różnych schorzeń. Hecht i Kaiser-McCaw [27] 
twierdzą, że łamliwe miejsca są jednym z najciekawszych fenomenów cyto- 
genetycznych. Od 1985 r. pojawiły się pierwsze doniesienia o występowaniu 
łamliwych miejsc także u innych ssaków [43, 64, 73].

Wyodrębniono dwie duże grupy miejsc łamliwych:
1) dziedziczne lub rzadkie (heritable or rare fragile sites =  h-fra lub r-fra);
2) konstytutywne lub powszechne (constitutive or common fragile si­

tes =  c-fra).
Oba typy miejsc łamliwych cechuje swoista, bardzo dokładna, dotycząca 

tego samego prążka i podprążka, lokalizacja w chromosomach.
Grupa pierwsza ma od 18 [54, 63, 64] do 21 [15] miejsc łamliwych. 

Występują one rodzinnie, dziedziczą się w sposób mendlowski dominująco
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i z wyjątkiem łamliwego miejsca w chromosomie X — fraXq27; w przeważają­
cej większości nie powodują zmian fenotypowych, ani objawów klinicznych [2, 
26, 66].

Druga grupa to miejsca łamliwe nabyte, konstytutywne, które można 
spostrzec przypadkowo. Są one przeważnie następstwem działania czynników 
fizycznych lub chemicznych, najczęściej mutagenu lub karcinogenu, np. 
antyfolianu MTX, FdU, i występują często w komórkach nowotworowych. 
Miejsc tego typu jest dużo, od 72 podanych przez Miro i wsp. [54] i 90 przez 
Ahuja [2] do 110 indukowanych doświadczalnie i analizowanych przez grupę 
Yunisa [81]. Coraz większa liczba nowo opisywanych miejsc łamliwych 
skłoniła jedną z grup badaczy, zajmujących się tym zagadnieniem, do 
zaproponowania dla tej nowej dyscypliny naukowej nazwy fragilesitology [2].

1. POW SZECHNE MIEJSCA ŁAM LIW E C-FRA

Yunis i Soreng [80] w 1984 r. wysunęli koncepcję możliwej korelacji między 
lokalizacją miejsc łamliwych indukowanych in vitro mutagenem w hodowa­
nych limfocytach zdrowych osób (inducible fragile sites) a punktami złamań 
chromosomów w charakterystycznych przemieszczeniach (rearrangement), 
występujących nieprzypadkowo w komórkach nowotworowych (specific can­
cer chromosome breakpoints). Dalsze szczegółowe badania tych autorów [81] 
wykazały, że prawie połowa (50 na 110) miejsc łamliwych indukowanych 
mutagenem c-fra pokrywa się na mapie chromosomów zróżnicowanych 
wzorem prążkowym z 67% charakterystycznych punktów złamań okreś­
lających nowotworową aberrację chromosomową (50 na 75 punktów złamań). 
Natom iast lokalizacja 72% protoonkogenów(26 na 36 znanych onkogenów) 
pokrywa się z c-fra (ryc. 1). Zbieżność ta polegała częściowo na umiejscowieniu 
w obrębie tego samego prążka lub identycznego podprążka.

Yunis i wsp. [81] użyli 16 różnych mutagenów, wzmacniając efekt ich 
działania kofeiną. Stwierdzili, że różne mutageny użyte razem z kofeiną 
powodowały około 1200 złamań chromosomów na 100 analizowanych mitoz. 
Definicję miejsca c-fra uściślono następująco: przyjmując, że każdy z 650 
prążków chromosomowych ma tę samą szansę złamania, spodziewana liczba 
przypadkowych złamań przypadających na dany prążek wynosi 1,8 (przy 
notowaniu około 1200 złamań wywołanych mutagenem). Jeżeli jednak liczba 
złamań w tym samym miejscu była co najmniej 5 razy większa w komórkach 
od 4 osób na 5 badanych lub w komórkach od 6 osób na 8 badanych, to takie 
miejsca kwalifikowano jako c-fra z prawdopodobieństwem odpowiednio 
p  =  0,04 lub p < 0,0001. Wyniki tych ostatnich badań wskazały jednocześnie 
na fakt, że duża liczba miejsc łamliwych w ludzkich chromosomach jest 
docelowym miejscem działania wielu mutagenów i karcinogenów oraz odwrot-
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nie, że zachodzi pewna generalnie wybiórcza lokalizacja uszkodzeń w obrębie 
chromosomów po zadziałaniu mutagenami i karcinogenami. Przypuszcza się, 
że duża część c-fra odpowiada miejscom superpodatnej chromatyny (hipersen- 
sitive chromatin) aktywnych genów bogatych w guaninę [7, 81]. Wskazuje na 
to znacznie większa proporcja c-fra po zadziałaniu takimi mutagenami, jak 
dwumetylosiarczan i aldehyd bromooctowy, których mechanizm działania 
polega na metylowaniu zasad guanylowych [81].

2. C-FRA A ABERRACJE CHROMOSOMÓW  W PROLIFERACJACH 
NOWOTWOROWYCH B-LIMFOCYTOWYCH

W ostatnich latach poświęcono szczególną uwagę tym różnym aberracjom 
chromosomowym (jest ich niewiele ponad 10), charakterystycznych dla okreś­
lonego typu białaczki, w których określone przemieszczenia genów nastąpiły 
w określonych punktach złamań, przy czym 1 lub 2 punkty złamań pokrywają 
się z indukowanym doświadczalnie miejscem łamliwym c-fra. Należą do nich: 
przemieszczenia locus protoonkogenu c-myc, bel-1, bcl-2 z różnymi loci genów 
ciężkich i lekkich łańcuchów immunoglobulinowych [1, 8, 12, 13, 68, 71, 72]; 
przemieszczenie w obrębie locus protoonkogenu H-ets, wszystkie spotykane 
w komórkach różnego typu chłoniaków B-komórkowych [8, 9, 42], a także 
w komórkach szpiczaka mnogiego [74]; 4 różne przemieszczenia loci łańcucha 
alfa i beta receptora antygenu limfocytów T w komórkach białaczek 
T-limfocytowych [8, 9, 16, 28] oraz najwcześniej wykryte przemieszczenia locus 
protoonkogenu c-abl i regionu ber w przewlekłej białaczce szpikowej [30, 31, 
35]. Le Beau i Rowley [42, 61] opisały niedawno pęknięcie kompleksu loci 
genowych interferonu i metalothioneiny w dwóch typach ostrej białaczki 
mielomonocytowej. Topografia kolejno wymienionych przemieszczeń przed­
stawia się następująco:

I. Chłoniaki i białaczki 1. t/8; 14//q24;q32/
B-komórkowe 2. t/8;22//q24;q 11//

3. t/2;8//pl l;q24/
4. t/l 1; 14//ql3;q32/
5. t / l 4; 18//q32;q21 /

II. Rozrosty nowotworowe 6. t/8; 14//q24;q 11/
T-komórkowe 7. t/7; 14//q34;q 11/

8. t/7; 14//pl 3;q 11/
9. inv/14//ql 1.2;q32.2/

III. Przewlekła białaczka 10. t/9;22//q34;ql 1/
szpikowa i ostre 11. t/9; 1 l//p22;q23/
mielomonocytowe 12. inv/16//p 13;q22/

Więcej uwagi poświęcimy badaniom molekularnym ludzkich białaczek 
limfocytowych, chłoniaków i ich linii komórkowych in vitro. Są to w dużej
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mierze wyniki badań grupy Croce i grupy Yunisa w USA. Przebieg tych badań 
jest dlatego pouczający, że procesy wzrostu i różnicowania limfocytów 
(interleukiny, ich receptory, geny strukturowe Ig, geny receptorów antygenów 
komórki T) zostały szczegółowo zbadane. Zaburzenia tych procesów daje się 
wykryć na szczeblu molekularnym w zrekombinowanym genomie.

3. BADANIA M OLEKULARNE W CHŁONIAKACH B-KOMÓRKOW YCH

W chłoniaku B-komórkowym z translokacją t/l 1; 14/ miejsce złamania 
w chromosomie 11 występuje zawsze w prążku q 13 (pokrywa się z c-fra), 
natomiast w chromosomie 14 w q32 (także pokrywa się z c-fra) i obejmuje 
bezpośrednio locus genu ciężkiego łańcucha immunoglobulinowego [9, 60, 71, 
72]. W prążku q 13 chromosomu 11 znajduje się locus protoonkogenu bcl-1, 
którego ekspresję wzmaga sąsiedztwo genu łańcucha ciężkiego immunog- 
lobuliny, przemieszczonego w wyniku wymiennej translokacji t/l 1; 14/ [9, 71, 
72]. Jest to tym bardziej ciekawe, że punkt złamania w chromosomie 11, 
obserwowany w nowotworach B-komórkowych z tą translokacją t/l 1; 14/, 
obejmuje bardzo niewielki odcinek DNA zawierający około 3,5 tysiąca par 
zasad [72]. Dowodzi to, że tego typu translokacja nie jest spowodowana 
przypadkowym pęknięciem chromosomu w okolicy locus protoonkogenu, lecz 
złamaniem w specyficznie łamliwym miejscu.

W chłoniaku grudkowym (follicular lymphoma) obserwuje się translokację 
t / l 4; 18/ [68, 69, 78]. W tych przypadkach punkt złamania w chromosomie 18 
pokrywa się z c-fra i obejmuje prążek q21, w którym znajduje się locus 
protoonkogenu bcl-2 [9, 68]. Wynikła z translokacji bliskość locus ciężkiego 
łańcucha immunoglobulinowego i onkogenu bcl-2 powoduje wzmożoną eks­
presję tego ostatniego. Translokację t / 14; 18/ obok t/8; 14/ opisano także 
w ostrej białaczce limfoblastycznej B-komórkowej B-ALL [9], przy czym 
interesujący jest fakt, że obydwie wymienione translokację mogą występować 
w tych samych komórkach nowotoworowych.

Badania hybrydów komórkowych w liniach i klonach komórek chłoniaka 
Burkitta pozwoliły udowodnić, że obserwowany chromosom 14q +  ma prze­
mieszczony z chromosomu 8 fragment zawierający protoonkogen c-myc [1, 12, 
13]. Początkowo sądzono, że translokacja t/8; 14/ jest jedynyrfi markerem 
chłoniaków typu Burkitta. Jednak w ciągu ostatnich lat opisano w tych 
nowotworach różne translokację chromosomowe, obejmujące ten sam segment 
chromosomu 8, przemieszczony albo do krótkiego ramienia chromosomu 2, 
albo do długiego ramienia chromosomu 22 (ryc. 2) [9, 46]. Translokacja t/8; 14/ 
obserwowana jest u około 75% przypadków chłoniaków typu Burkitta, t/8;22/ 
u około 16%, a t/2;8/ u około 9% [9]. Za każdym razem jednak, bez względu 
na rodzaj translokacji, przenoszony jest fragment chromosomu 8q24->qter 
zawierający protoonkogen c-myc. Dalsze badania nad lokalizacją genów
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wykazały, że w tych trzech chromosomach, tj. 2, 14, 22, znajdują się geny 
łańcuchów immunoglobulinowych. W chromosomie 2p 11 znajduje się locus 
genu lekkiego łańcucha kappa, w chromosomie 14q32 — locus genu ciężkiego 
łańcucha, a w chromosomie 22ql 1.2 locus genu lekkiego łańcucha lambda [10, 
20, 50].

Z tymi translokacjami ma bardzo bliski związek nowy fenotyp komórki, 
a w ostatecznej konsekwencji jej złośliwa transformacja. Obserwuje się 
jednocześnie podwyższenie poziomu transkryptów genu c-myc, tzw. białko 
c-myc p57 [19]. Wyniki badań Nishikury i wsp. [59] oraz Croce i wsp. [11] 
wskazują również, że istnieją zasadnicze różnice między ekspresją kom ór­
kowego protoonkogenu c-myc, a ekspresją tego genu przemieszczonego do 
chromosomu 2, 14 lub 22. Nienaruszony komórkowy gen c-myc jest nieaktyw­
ny w całkowicie zróżnicowanych komórkach B, natomiast przemieszczony gen 
c-myc jest transkrypcyjnie aktywny [11, 19, 59].

Na temat mechanizmu aktywacji transkrypcyjnej genu c-myc istnieją różne 
przypuszczenia. Jedną z przyczyn aktywacji może być zmiana sekwencji 
nukleotydów w sąsiedztwie onkogenu spowodowana translokacją. W wyniku 
tego dochodzi do zestawienia onkogenu z promotorami lub sekwencjami 
wzmacniającymi innych genów [36, 44]. Badania Croce i wsp. [9, 11] wykazują 
nieco inny mechanizm aktywacji genu c-myc w przypadku translokacji t/2;8/ 
i t/8;22/ niż w przypadku translokacji t/8; 14/. Badania molekularne komórek 
z translokacją t/2;8/ wykazały, że punkty złamań znajdują się wobec onkogenu 
c-myc w orientacji 3', a część stała lekkiego łańcucha kappa przemieszcza się 
do tego regioml [11]. Natomiast w przypadku translokacji t/8;22/ onkogen 
c-myc pozostaje w chromosomie 8, a gen części stałej łańcucha lambda jest 
przemieszczony do końca 3' wobec onkogenu c-myc [19].

We wszystkich tych typach translokacji punkty złamań w chromosomie 
8 mogą występować w odległości od kilku do kilkudziesięciu tysięcy par zasad 
od końca 3' protoonkogonu c-myc [11]. Niezależnie jednak od odległości od 
punktu złamania ilość produktu genu c-myc jest znacznie podwyższona. 
Wyniki te wskazują na to, że funkcja onkogenu c-myc na skutek wymiennej 
translokacji chromosomów zostaje zaburzona zarówno jeśli pozostaje on 
w swoim locus, jak również nawet wtedy, gdy fragment genu immunog- 
lobulinowego zostaje przyłączony w pewnej odległości od onkogenu c-myc.

Ostatnie badania Haluski i wsp. [23, 24] sugerują w zaskakujący sposób, że 
u podstawy tych translokacji leży prawdopodobnie rekombinacja somatyczna 
DNA, zachodząca podczas składania genu immunoglobulinowego.

Jak wiadomo, dokładna analiza sekwencji nukleotydowych, kodujących 
część zmienną łańcuchów ciężkich immunoglobuliny (VH, D, JH) i część 
zmienną łańcuchów lekkich (VL, JL), ujawniła obecność dwóch charakterys­
tycznych sekwencji DNA w pobliżu miejsca, gdzie zachodzi rekombinacja. Po 
stronie 3' regionów VH i VL znajdują się zawsze charakterystyczne sekwencje
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sygnałowe 7-nukleotydowe (heptamer) i dalej, w niewielkiej odległości 9-nuk- 
leotydowe (nonamer). Z kolei regiony JH i JL poprzedzają sekwencje sygnałowe 
nonamer i heptamer. Nonamery oddzielone są od heptamerów sekwencją 
przerywnikową, złożoną z 12+1 lub 23 ±1 nukleotydów, co odpowiada 
jednemu lub dwóm pełnym skrętom helisy DNA. W wyniku takiego ułożenia 
te dwie specyficzne sekwencje są zorientowane prawie w tym samym kierunku 
w stosunku do osi helisy. W przypadku DNA kodującego regiony VL i J, 
łańcuchów lekkich, sekwencje sygnałowe po stronie 3' oddzielone są od 
segmentu VL sekwencją przerywnikową 12-nukleotydową, natomiast sekwen­
cje sygnałowe poprzedzające region JL są rozdzielone sekwencją przeryw­
nikową 23-nukleotydową. W przypadku DNA kodującego łańcuchy ciężkie 
(region VH-D-JH) sekwencje sygnałowe zarówno dla segmentu VH, jak i JH są 
rozdzielone sekwencją przerywnikową 23-nukleotydową, natomiast sekwencje 
sygnałowe przy segmentach D zarówno od strony VH, jak i JH oddzielone są 
krótkimi sekwencjami przerywnikowymi 12-nukleotydowymi. W procesie 
dojrzewania limfocytów B następuje rekombinacja jednego segmentu VH 
z jednym D i jednym JH (w przypadku łańcuchów ciężkich immunoglobulin), 
przez co powstaje zwarty egzon VDJ. W procesie tym uczestniczy swoista 
rekombinaza, która składa się z dwóch podjednostek. Jedna podjednostka 
rozpoznaje sekwencje sygnałowe heptamer-nonamer rozdzielone 12-nukleoty­
dową sekwencją przerywnikową. Druga podjednostka rozpoznaje sekwencje 
sygnałowe rozdzielone 23-nukleotydową sekwencją przerywnikową. Jest to 
tzw. reguła 12/23.

Analogiczne sekwencje sygnałowe heptamer-nonamer z 23-nukleotydową 
sekwencją przerywnikową znaleziono także w chromosomie 8 [23, 24] i to 
w miejscu, w którym dochodzi do translokacyjnego złamania tego chrom o­
somu. Powstało wobec tego przypuszczenie, że skoro sekwencja sygnałowa 
podobna do tej, jaką spotykamy w segmencie VH chromosomu 14q, występuje 
w pobliżu genu c-myc w chromosomie 8, to może być ona mylnie rozpoz­
nawana przez rekombinazy podczas łączenia fragmentu VH i D [23, 24, 70]. 
Rozpoznawanie sekwencji sygnałowych i łączenie fragmentów DNA między 
dwoma różnymi chromosomami, np. 8 i 2, 8 i 22, czy 8 i 14 zamiast 
wewnątrzchromosomowo, stanowi „pomyłkę” , która może być podstawą 
translokacji. Podobne zdarzenia mogą mieć miejsce w rekombinacji genów Ig 
receptorów antygenu limfocytów T w procesie powstania białaczek T-lim- 
focytowych.

We wszystkich tych translokacjach, bez względu na rodzaj procesu 
chorobowego, zauważyć można schemat wspólnego mechanizmu. Złamanie 
jednego chromosomu następuje w miejscu łamliwym w pobliżu lub w obrębie 
protoonkogenu, np. c-myc, bel-1, bcl-2, a w drugim chromosomie w pobliżu 
lub wewnątrz aktywnego transkrypcyjnie genu, ważnego dla różnicowania się 
danej populacji komórkowej. W wyniku wymiennej translokacji w pobliżu
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aktywnego genu, jego prom otora lub sekwencji wzmacniającej (enhancer) 
pojawia się nieaktywny do tej pory, transkrypcyjnie „cichy” onkogen lub jego 
egzony. To nowe sąsiedztwo najprawdopodobniej jest przyczyną uaktywnienia 
onkogenu. Produktem onkogenów są białka, które mogą zastępować:

1) peptydy regulujące w warunkach fizjologicznych wzrost komórek, np. 
produkt onkogenu c-sis — białko p28 strukturalnie i funkcjonalnie podobne 
do części PD G F (płytkowopochodnego czynnika wzrostu — platelet-derived 
growth factor) [17, 40, 76, 77];

2) białka regulujące cykl komórkowy, np. produkty onkogenów c-myc 
i c-fos białka p57 i p55 — regulujące aktywność transkrypcyjną, czy onkogenu 
c-abl — pl50 oraz onkogenów c-H-ras-1, c-K-ras-2, N-ras — białko p21 
— wszystkie wpływające na wewnątrzkomórkowe przeniesienie sygnału [3, 12, 
13, 22, 33];

3) wreszcie białka o właściwościach receptorów dla czynników wzrostu, 
np. produkty onkogenów c-erb-B i c-neu — białka pl70 i p 185 receptor dla 
EG F (czynnika wzrostu naskórka — epidermal growth factor), czy produkt 
onkogenu c-fms — białko pl70 — receptor dla CSF-1 (czynnika pobudzające­
go wytwarzanie kolonii — colony stimulating factor) [4, 18, 32, 34, 41, 53].

W komórce z tego typu translokacją stale podwyższony poziom produktów 
onkogenów przyczynia się do rozregulowania cyklu komórkowego i niekon­
trolowanej proliferacji prowadzącej do zapoczątkowania procesu nowo­
tworowego.

4. CZY MOŻNA OPISANY M ECHANIZM  KANCEROGENEZY UOGÓLNIĆ?

M itelman [55, 56] zestawił wyniki badań chromosomów 5345 chorych na 
różne choroby nowotworowe. Dokładna analiza chromosomów pozwoliła 
stwierdzić, że w przypadkach tych można spotkać dużą liczbę aberracji 
chromosomowych (od 226 do 318 aberracji). Powstała ona w wyniku 
stosunkowo niewielkiej liczby punktów złamań chromosomów (od 61 do 68 
punktów), co oznacza, że złamania w tych samych punktach chromosomu 
mogą być przyczyną powstania różnych translokacji, delecji, inwersji itp. Są to 
punkty, gdzie do złamań chromosomów dochodzi łatwiej niż w innych 
miejscach chromosomu, tzw. hot spots. 67% tych punktów złamań znajduje 
się blisko lub w tym samym prążku, w którym znajdują się miejsca łamliwe, 
indukowane przez czynniki mutagenne, działające z zewnątrz na komórkę, 
uszkadzające chromosomy w powtarzalnych, często tych samych miejscach, 
o czym donosiliśmy na początku artykułu na podstawie badań Yunisa i wsp. 
[80, 81]. Tak wysoka korelacja c-fra indukowanych mutagenami z miejscami 
złamań charakterystycznymi dla chorób nowotworowych oraz z lokalizacją 
onkogenów sugeruje, że nie jest to zbieżność przypadkowa.

Godne szczególnej uwagi jest indukowanie przez promieniowanie gamma
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(rad) w linii limfocytów pre-B in vitro zmiany chromosomowej identycznej 
z tą. jaką spotykamy w nieziarniczych chłoniakach (non-Hodgkin’s lymp­
homa) — t/l I;14//q23;q32.3/, a w' limfocytach stymulowanych PHA i potrak­
towanych czwartego dnia hodowli busulfanem, fluorouracylem lub radem
— znalezienie wielokrotne takich defektów chromosomowych, które trudno 
odróżnić od znanych aberracji w chromosomach komórek nowotworowych, 
np. del/3//pl4.2p23/ — w raku drobnokomórkowym płuc; del/l l//p  13p 14.2/
— w guzie Wilmsa; del/l 3//ql 3.2q21.2/ -  w retinoblastoma czy 
t/10; 14//q24;ql 1.2/ -  w białaczce T-limfocytowej [81]. Obserwacja ta stwarza 
podstawę do zastosowania testu c-fra jako czułego, wykrywającego mutagenne 
działanie różnych substacji bezpośrednio na komórki ludzkie in vitro [81].

Rzuca to pewne światło na znaczenie czynników mutagennych w chrom o­
somowej ewolucji procesu nowotworowego, równocześnie pozwala na sugero­
wanie wspólnego mechanizmu procesu nowotworowego bez względu na to, czy 
zapoczątkowany on zostaje przypadkowym „błędem” rekombinazy DNA, czy 
też działaniem czynników mutagennych.

5. D ZIEDZICZNE MIEJSCA ŁAM LIW E h-fra?

Opisano do chwili obecnej 21 h-fra (ryc. 3) [15]. Przeważająca liczba tych 
miejsc łamliwych nie pokrywa się, ani nie występuje w pobliżu żadnego ze 
znanych onkogenów oraz genów aktywnych transkrypcyjnie, czy ważnych 
w procesie różnicowania komórek z wyjątkiem fra 11 -q 11, fral lq23 i fraXq27/ 
[29, 52]. Być może z tego też powodu dziedziczne miejsca łamliwe, pomimo że 
mogą być przyczyną aberracji chromosomowych w postaci delecji, translokacji 
czy figur triradialnych, nie powodują znacznego zaburzenia funkcji komórek 
i nie są przyczyną pojawienia się jakichkolwiek objawów klinicznych, z wyjąt­
kiem fraXq27, któremu towarzyszy niedorozwój umysłowy [25, 49, 66] i pewne 
zaburzenia czynności włókien sprężystych, stawiające ten zespół w rzędzie 
chorób tkanki łącznej [48], Z tego samego powodu najprawdopodobniej 
łamliwe miejsca tego typu mogą się dziedziczyć, gdyż nie powodują zmian, 
które upośledzają funkcję komórki do tego stopnia, że zaburzałyby jej cykl 
komórkowy, proliferację, czy zróżnicowanie. Skutki aberracji chromosomowych, 
pojawiających się w komórkach obarczonych dziedzicznymi miejscami łamliwymi, 
nie ujawniają się w fenotypie osobników, u których pierwotnie wystąpiły. Są to 
bowiem zmiany zrównoważone. Przeciwnie jest u ich potomstwa, gdzie dochodzić 
może do delecji lub translokacji niezrównoważonej [21, 47, 75].

Jak wynika z przedstawionej dyskusji, dziedziczne, jak również powszechne 
miejsca łamliwe, poza wspólną nazwą i wyglądem morfologicznym, nie 
mają ze sobą wiele wspólnego, a konsekwencje ich występowania są dramaty­
cznie różne. Nie oznacza to jednak, że mechanizm powstawania obu rodzajów 
miejsc łamliwych nie może być, przynajmniej dla części tych miejsc, podobny
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lub identyczny. Również identyczny mechanizm może być przyczyną aberracji 
chromosomowych, pojawiających się w następstwie wystąpienia obu typów 
miejsc łamliwych. Nic nie wiadomo na razie o tym, czy w pobliżu h-fra 
znajdują się sekwencje podobne do sekwencji sygnałowych dla rekombinazy 
DNA, które mogłyby „zmylić” ten enzym, i czy tego typu sekwencje są 
powtarzalne w genomie. Na możliwość powstania dziedzicznego łamliwego 
miejsca w chromosomie X w następstwie działania rekombinazy DNA 
wskazuje praca Loesch [48]. Przyczyną tego może być zachodzący w trakcie 
mejozy crossing over, polegający na wymianie submikroskopowej ilości DNA 
między chromosomami X i Y. Na taką możliwość w'skazuje podobieństwo 
sekwencji homologicznych w krótkich i długich ramionach chromosomów 
X i Y [5, 37]. Odchylenia w fenotypie dermatoglifów u osobników obojga płci 
sugerują bowiem pewien nadmiar dawki genów Y u kobiet, bądź deficyt dawki 
genów X u mężczyzn, zmieniający w niektórych szczegółach wzór listewek 
skórnych [48].

Wiele prac wskazuje na to, że właśnie łamliwe miejsca były przyczyną 
ewolucyjnych zmian chromosomów [39, 54, 64]. Niektórzy dopatrują się 
istnienia „łamliwych miejsc” już u Drosophila [39]. Wykazano na przykład, że 
chromosom nr 8 u goryla powstał przez pericentryczną inwersję /p21.2q22.1/ 
chromosomu 8, typowego dla szympansa i człowieka [45, 79]. W jednym 
z punktów złamania wywołującego tę inwersję znajduje się dziedziczne miejsce 
łamliwe h-fra 8q22.1, które wykryto u człowieka, szympansa i goryla [54]. 
Również 14 innych miejsc łamliwych (h-fra i c-fra) włączonych jest w ewolucyj­
ne zmiany chromosomów [54], Co więcej, udowodniono, że miejsca te są 
ewolucyjnie chronione [64.]

Podsumowując, miejsca łamliwe zarówno dziedziczne, jak i powszechne 
pojawiają się losowo w komórkach, być może na skutek indukcji różnymi 
czynnikami środowiskowymi. Miejsce łamliwe samo w sobie nie jest przyczyną 
powstania objawów chorobowych, jest to natomiast miejsce „rekombinogen- 
ne” [39], „miejsce gorące” [14, 58, 67], miejsce o superpodatnej chromatynie [7, 
81], wreszcie miejsce powodujące zwiększenie częstości wymiany chromatyd 
siostrzanych [38], Tego typu miejsce prędzej czy później będzie prawdopodob­
nie przyczyną nieprzypadkowej aberracji chromosomowej [6, 57, 62, 65]. 
Dalsze losy komórki „obarczonej” miejscem łamliwym zależą najprawdopodo­
bniej od aktywności genów sąsiadujących oraz od rodzaju powstałej aberracji 
chromosomu. W następstwie aberracji dojść może bowiem do przegrupowania 
aktywnych genów' w inne miejsce, uaktywnienie transkrypcyjnie cichych genów 
lub zahamowanie transkrypcyjnie aktywnych, a w końcu powstanie nowego 
„hybrydowego" genu. Tego typu zmiany mogą się zdarzyć we wczesnym etapie 
karcinogenezy, zapoczątkować chorobę dziedziczną, również mogą obdarzyć 
komórkę, czy linię komórkową nowymi cechami, które pozwolą im wejść na 
kolejny szczebel „drabiny ewolucyjnej” .
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STRESZCZENIE KOM UNIKATÓW

Łódź, 4-5 lipca 1988 r.

Zamieszczamy część materiałów przedstawionych na III Ogólnopolskiej 
Konferencji Biologii Komórki, która odbyła się 4—5 lipca 1988 r. w Łodzi

Redakcja

IM M UNOFLUORESCENCJA TUBULINY I AKTYNY W M EJOTYCZNYCH 
KOM ÓRKACH ROŚLIN WYŻSZYCH

Józef B e d n a ra

Zakład Anatomii i Cytologii Roślin Uniwersytetu Marii Curie-Skłodowskiej, al. Akademicka 19,
20-033 Lublin

Posługując się poliklonalną antytubuliną i monoklonalną antyaktyną bada­
no rozmieszczenie fluorescencji tubuliny i aktyny w megasporogenezie Gasteria 
verrucosa i Chamaenerion angustifolium, w sporogenezie Equisetum hyemale oraz 
rozmieszczenie aktyny w mikrosporogenezie Gasteria verrucosa. W żadnym 
z mejocytów nie znaleziono preprofazowego pierścienia mikrotubul i mikro- 
filamentów; pierścień taki jest właściwy komórkom rozpoczynającym mitozę.

We wczesnoprofazowych mejocytach tubulina jest homogennie rozproszo­
na w cytoplazmie, nieco później jest jej więcej w pobliżu jądra komórkowego. 
Podczas metafazy i anafazy znajduje się głównie w obrębie wrzeciona 
podziałowego. W I i II telofazie silnie fluoryzują także wiązki mikrotubul 
fragmoplastu, rozbudowujące się od środka komórki ku brzegom. W II 
telofazie wokół jąder tworzą się strefy radialnie ułożonych mikrotubul, 
a później mikrotubule są także w miejscach, gdzie zakładają się przegrody 
pierwotne między komórkami tetrady.
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Aktyna pojawia się w późnej profazie jako grube, rozgałęzione wiązki, 
leżące głównie przy ścianach mejocytów. W metafazie, anafazie i telo- 
fazie fluorescencja aktyny związana jest głównie z wrzecionem, w II telofazie 
zaś skupia się przy przegrodach pierwotnych i przy zewnętrznych ścianach 
tetrady.

BŁONA OTRZEW NOW A IN VITRO -  ZM IANY ZDOLNOŚCI TRANSPORTOW YCH 
WYWOŁANE METOTREKSATEM  (MTX)

Krystyna C z y ż e w sk a , Jan K n a p o w s k i

Katedra i Zakład Patofizjologii Akademii Medycznej im. Karola Marcinkowskiego, 
60-781 Poznań, ul. Święcickiego 6

Przyjmuje się, iż cytotoksyczne działanie MTX związane jest z hamowa­
niem aktywności reduktazy dihydrofolianowej. Wcześniejsze analizy, z za­
stosowaniem wielokomórkowego modelu błonowego, sugerowały oddziaływa­
nie tego leku na poziomie błony komórkowej poprzez zmianę jej właściwości 
transportowych (Czyżewska K., Knapowski J., Transperitoneal transport of 
methotrexate in vitro. Arch. Immunol. Therap. Exp., 35, 161-167, 1987). 
W celu zweryfikowania tej hipotezy podjęto dalsze badania dotyczące wpływu 
MTX na przezotrzewnowy transport związków o zróżnicowanej masie cząs­
teczkowej. Otrzewną izolowano z przedniej ściany brzucha królików i umiesz­
czano w zmodyfikowanej komorze Ussinga. Analizowano dwukierunkowy 
transport mocznika, kwasu moczowego, inuliny oraz albuminy w warunkach 
kontrolnych (45 min), a także jego zmiany wywołanie działaniem MTX (dalsze 
45 min). Stwierdzono, iż w tym czasie MTX obniżał obukierunkowy transfer 
mocznika i kwasu moczowego średnio o około 35%, nie wpływał natomiast na 
transport inuliny. Odmienne rezultaty obserwowano w przypadku albuminy: 
MTX podwyższał, średnio o około 35%, wielkości transportu skierowanego 
z mezotelialnej do śródmiąższowej strony błony. Zmiany tego parametru 
w kierunku przeciwnym były nieistotne statystycznie. W rezultacie pojawił się 
transport wypadkowy, skierowany z mezotelialnej do śródmiąższowej strony 
błony otrzewnowej. Wynosił on średnio 4 ,3 -10-4 mg cm _2-s_1. Uzyskane 
rezultaty potwierdzają hipotezę o błonowym kierunku działania MTX w ob­
rębie błony otrzewnowej. Działanie to mogłoby obejmować zarówno transport 
bierny (niespecyficzny), jak i aktywny (specyficzny). Nie wykluczone, że 
wspomniane oddziaływanie ma związek z cytotoksycznym efektem tego 
analogu kwasu foliowego.

http://rcin.org.pl



KOM UNIKATY 107

ULTRASTRUKTUR A MFJOCYTÓW I TAPETUM W M 1K ROSPOROGENEZIE NYM PHAEA

Ewa D u d a

Zakład Anatomii i Cytologii Roślin, Uniwersytet Marii Curie-Skłodowskiej, ul. Akademicka 19,
20-033 Lublin

Podczas mejozy w mikrosporocytach Nymphaea alba L. zmienia się 
struktura i rozmieszczenie organeli. We wczesnej I profazie komórki mejotycz- 
ne ulegają polaryzacji — organele (plastydy i mitochondria) grupują się po 
jednej stronie jądra komórkowego. Następnie grupa organeli rozprasza się, ale 
pod koniec I profazy wszystkie plastydy i mitochondria zbierają się w nowy 
agregat położony obok jądra. Agregat Jen po I telofazie zmienia kształt 
i w postaci płytki zajmuje równikową płaszczyznę dwujądrowej komórki. 
W płytce tej podczas interkinezy różnicują się warstwy: środkowa mitochond- 
rialna i zewnętrzne plastydowe. Warstwy te wkrótce znikają, ale płytka 
utrzymuje się do końca II telofazy. Po II telofazie warstwy organeli powstałe 
z przekształcenia się płytki rozgraniczają cztery jednojądrowe obszary przy­
szłych komórek tetrady. W tych warstwach zakładają się przegrody pierwotne.

Plastydy od wczesnej I profazy do późnej II telofazy zawierają ziarna 
skrobi.

Równocześnie z I profazą i metafazą odbywają się mitozy w tapetum oraz 
zmienia się ultrastruktura następujących organeli: plastydów, mitochodriów 
i ER. Część plastydów ulega deformacji i hydrolizie, ER przybiera formę 
koncentrycznych układów, a w cytoplazmie zjawiają się liczne wakuole.

ZM IANY M O RFOLOG II ŚLEDZIONY KUM AKÓW  GÓRSKICH BOM BINA VARIEG ATA  
PRZETRZYM YW ANYCH W LABORATORIUM

Józef D u la k , Barbara P ły ty c z  

Zakład Anatomii Porównawczej, Instytut Zoologii UJ, ul. M. Karasia 6, 30-060 Kraków

Celem eksperymentu było zbadanie zmian morfologicznych, towarzyszą­
cych obserwowanemu uprzednio spadkowi masy śledziony kumaków prze­
trzymywanych w laboratorium (Płytycz i wsp.. Folia Biol., 34: 85, 1986). 
Średnia masa śledziony dorosłych kumaków górskich złowionych na początku 
lipca wynosiła 16,0 mg, a złowionych w połowie września — 17,7 mg, 
natomiast średnia masa śledziony zwierząt przetrzymywanych w dobrych
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warunkach laboratoryjnych od lipca do września spadła do 11,6 mg, od lipca 
do grudnia — do 6,8 mg, a od lipca do kwietnia następnego roku — do 5,2 mg. 
Średnia masa śledziony kumaków złowionych pod koniec kwietnia wynosiła 
natomiast 14,0 mg. W porównaniu ze zwierzętami badanymi wkrótce po 
złowieniu, u kumaków przetrzymywanych w laboratorium zmniejszyła się 
liczba limfocytów w miazdze białej i zanikały skupienia tych komórek wokół 
naczyń krwionośnych w miazdze białej. Równocześnie zwiększyła się ilość 
tkanki łącznej na terenie miazgi białej i wyraźniejsza stała się łącznotkankowa 
strefa graniczna miazgi białej i czerwonej. W miazdze czerwonej wzrosła liczba 
i rozmiary centrów melanomakrofagowych. Przyczyną zmian może być stres 
oraz zmniejszona stymulacja antygenowa w laboratorium w porównaniu ze 
środowiskiem naturalnym kumaków.

KLASYFIKACJA W ŁÓKIEN M IĘŚNIOW YCH KOŃCZYNY PRZED NIEJ ŻABY 
NA PODSTAWIE AKTYW NOŚCI ICH ATP-AZY AKTOM IOZYNOW EJ

Jadwiga F a b e r ,  Bożena Z a w a d o w s k a  

Zakład Cytologii i Histologii, Uniwersytet Jagielloński, Kraków

Przeprowadzono charakterystykę włókien mięśniowych występujących 
w mięśniach kończyny przedniej żaby trawnej Rana. temporaria. Do badań 
użyto 5 samców pochodzących z okolic Krakowa, odłowionych w okresie 
wiosenno-letnim. Mięśnie — extensor carpi radialis caput superius (ECRsup), 
ßexor antibrachii lateralis superficialis caput inferius (FALSinf), flexor carpi 
radialis (FCR),  flexor carpi ulnaris (FCU), anconaeus caput medialis (ANmed), 
anconaeus caput scapular is (ANscap) oraz anconaeus caput profundum (AN 
prof) wycinano natychmiast po zabiciu zwierzęcia, a następnie zamrażano 
w izopentanie chłodzonym ciekłym azotem. Reakcje przeprowadzono na 
skrawkach seryjnych grubości około 10 pm, krojonych w kriostacie w tem­
peraturze około — 25°C. Podstawowym kryterium charakteryzującym włókna 
mięśniowe była aktywność ich ATP-azy aktomiozynowej po zasadowej i kwaś­
nej preinkubacji, przeprowadzona według metody Gutha i Samahy (Exp. 
Neurol. 1970, 28, 365) zmodyfikowanej przez Johnstona i in. (Can. J. Zool. 
1974, 52, 871). Wyniki uzyskane w tej reakcji pozwalają określić szybkość 
skurczu włókna mięśniowego, a mianowicie włókna, których ATP-aza ak- 
tomiozynowa jest aktywna po preinkubacji zasadowej, uważane są za szybko 
kurczące się, podczas gdy włókna posiadające ATP-azę nieaktywną po 
zasadowej preinkubacji, a aktywną po kwaśnej, są włóknami wolnymi (Burkę 
i in., Science 1971, 174, 709.; J. Physiol 1973, 234, 723.; Peter i in., 
Biochemistry 1972, 11, 2627). W badanych mięśniach stwierdzono obecność
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5 typów włókien mięśniowych. Włókna wykazujące aktywność ATP-azową po 
zasadowej preinkubacji (pH 10,4) określono jako włókna typu II, w przeci­
wieństwie do włókien typu I, posiadających ATP-azę nieodporną na tę 
preinkubację. Po tym wstępnym zróżnicowaniu włókien na typy I i II 
zastosowano 3 preinkubacje kwaśne (pH 3,9; 4,2; 4,4), na których podstawie 
podzielono włókna typu II na podtypy IIA, IIB i IIC. Stwierdzono, że 
rozmieszczenie poszczególnych typów i aktywności ich ATP-azy aktomiozyno- 
wej różnią się w poszczególnych badanych mięśniach.

Oprócz opisanych 4 typów włókien fazowych, w badanych mięśniach 
stwierdzono obecność zupełnie odmiennego typu włókien mięśniowych, a mia­
nowicie włókien tonicznych. Ich ATP-aza jest aktywna w środowisku kwaś­
nym o pH 3,9 i nieaktywna w środowisku zasadowym o pH 10,4. Stwierdzono 
jednak pewną aktywność ATP-azy tych włókien po preinkubacji w silnie 
zasadowym płynie preinkubacyjnym o pH 10,8.

Oprócz określenia aktywności ATP-azowej włókien mięśniowych zbadano 
także typ ich metabolizmu na podstawie reakcji na aktywność dehydrogenazy 
bursztynianowej (SDH). Zakresy aktywności tego enzymu pokrywają się 
w dużym stopniu dla włókien należących do różnych typów ATP-azowych. Na 
podstawie wykonanych badań nie stwierdzono wyraźnej korelacji między 
typem włókna, zdefiniowanym na podstawie aktywności ATP-azy aktomiozy- 
nowej, a jego profilem metabolicznym.

PORÓW NANIE DZIAŁANIA MONO- I BIS-AMONIOWYCH POCHODNYCH ESTRÓW 
GLICYNY NA PROCES DESORPCJI JONÓW WAPNIOWYCH Z BŁONY LIPOSOMÓW

LECYTYNOWYCH

Andrzej F o g t, Janina K u c z e ra , Stanisław W itek*

Katedra Fizyki i Biofizyki, Akademia Rolnicza, ul. Norwida 25, 50-375 Wrocław 
*Instytut Technologii Organicznej i Tworzyw Sztucznych, Politechnika Wrocławska, 

ul. Łukasiewicza 2, 50-377 Wrocław

W pracy badano wpływ 2 grup związków biologicznie aktywnych na 
wielkość stałej szybkości procesu desorpcji jonów wapniowych z błony 
liposomów lecytynowych. Pierwszą grupę związków stanowił homologiczny 
szereg pochodnych tetrametyloetyleno-diaminy o liczbie atomów węgla w łań­
cuchu alkilowym n — 8, 10, '12, 14, drugą homologiczny szereg pochodnych 
estrów trimetyloglicyriy dla n — 8, 10, 12, 14. Otrzymane wyniki wskazują na 
zależność aktywności obu grup związków od długości ich łańcuchów al­
kilowych w cząsteczkach. Porównanie działania związków z obu grup o tej 
samej długości łańcuchów alkilowych prowadzi do wniosku, że związki 
posiadające po 2 łańcuchy w cząsteczce mają większą aktywność.
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ZAHAM OW ANIE WZROSTU I ŚM IERĆ KOMÓREK A USZKODZENIA PREFORM O 
W ANEGO I NOWO SYNTETYZOW ANEGO DNA W W YNIKU KRÓTKOTRW AŁEGO 

DZIAŁANIA ANALOGU FOLANU NA LIMFOBLASTY L5178Y IN VITRO

Barbara G o ło s , Janina M a lec  

Zakład Biochemii Instytutu Hematologii, ul. Chocimska 5, 00-957 Warszawa

W poszukiwaniu zależności między cytotoksycznością krótkotrwałego 
działania inhibitora reduktazy dwuhydrofolanowej — metotreksatu (MTX) 
a powstawaniem pęknięć nici DNA badano odpowiedź komórek na 1-3-go- 
dzinne działanie tego związku w stężeniach 0,5-0,05-0,005 mM w hodowlach 
bez inhibitora reperacji DNA lub z jego dodatkiem (kofeina).

Stwierdzono, że działanie MTX powodowało w okresie postinkubacji bez 
cytostatyku zahamowanie wzrostu i wzmożone obumieranie komórek. Nasile­
nie tych efektów było zależne od stężenia cytostatyku. Obecność kofeiny 
w czasie działania MTX i w czasie postinkubacji potęgowała cytotoksyczne 
działanie cytostatyku. W tych samych warunkach doświadczalnych stwier­
dzono metodą analizy na hydroksyapatycie zwiększenie proporcji DNA 
jednopasmowego zarówno w DNA preformowanym, jak w nowo syntetyzo­
wanym. Efekt ten był również zależny od obecności kofeiny.

Uzyskane wyniki sugerują, że w wyniku ostrego działania MTX na 
komórki in vitro mogą powstawać pęknięcia nici DNA preformowanego 
i nowo syntetyzowanego. Pęknięcia te są normalnie przynajmniej częściowo 
reperowane. Zredukowanie wydajności procesu reperacji DNA przez obecność 
kofeiny powoduje ujawnienie tych uszkodzeń. Znajduje to swoje odzwierciedlenie 
we wzmożonej cytotoksyczności MTX w obecności inhibitora reperacji DNA.

OCZYSZCZANIE I CHARAKTERYSTYKA DNA -  ZALEŻNEJ POLIMERAZY II RNA 
Z BYDLĘCEJ KORY NADNERCZY*

Edward J. G o rz e la ń c z y k ,  Wiesław H. T rz e c ia k  

Katedra i Zakład Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej, ul. Święcickiego 6, 60-781 Poznań

Badano DNA — zależną jądrową polimerazę II RNA (pol II RNA) z kory 
nadnerczy. Polimerazy RNA wyizolowano za pomocą sorpcji na Poliminie 
P i elucji 0,4 M roztworem siarczanu amonu i oczyszczano na kolumnie

* Pracę finansowano z programu A.M. V-9-1.
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DEAE-Sephadex A-25 w gradiencie ciągłym siarczanu amonu. Preparat 
rozdzielał się na trzy główne frakcje białkowe eluujące się siarczanem amonu 
o stężeniach 0,16, 0,22 i 0,3 M, odpowiadające pol RNA I, II i III. Polimerazy 
identyfikowane przez pomiar ^H-CTP wbudowanego do łańcucha polirybonuk- 
leotydowego w układzie programowanym DNA z grasicy cielęcej, w nieobec­
ności i obecności alfa amanityny, a także na podstawie analizy podjednostek za 
pomocą elektroforezy w żelu poliakrylamidowym w warunkach denatrujących.

Stwierdzono optymalną aktywność transkrypcyjną pol II RNA w stęże­
niach Mg2+ — 10 mM oraz M n2+ — 0,75 niM. W optymalnych stężeniach 
M g2+ i M n2+ jony Zn2+ stymulowały aktywność pol II RNA około 
trzykrotnie.

REAKTYW NE ZACHOW ANIE ASTROCYTÓW W M ÓZGU SZCZURA USZKODZONYM 
W RÓŻNYCH STADIACH ROZWOJU POSTNATALNEGO. BADANIA IM MUNOCYTO- 

CHEM ICZNE I AUTORADIOGRAFICZNE*

Krzysztof J a n e c z k o

Zakład Neuroanatomii, Instytut Zoologii, Uniwersytet Jagielloński, ul. M. Karasia 6,
30-060 Kraków

Badano przebieg reakcji astrocytów na uszkodzenie półkuli mózgu u szczu­
rów nowo narodzonych i 30-dniowych. W tym celu wykrywano immunocyto- 
chemicznie komórki zawierające glial fibrillary acidic protein (GFAP) oraz 
znakowano przy użyciu 3H-tymidyny autoradiograficznie komórki dzielące 
się. Następnie, w rejonie uszkodzenia, rejestrowano rozmieszczenie komórek 
podwójnie znakowanych i porównywano wyniki pochodzące z obydwu grup 
wiekowych.

U szczurów nowo narodzonych wykryto strefy wzrostu liczby znakowa­
nych komórek GFAP-pozytywnych. Strefy te uznano za rezultat reaktywnych 
podziałów astrocytów.

U szczurów 30-dniowych liczne reaktywne podziały astrocytów zaczynają 
się już po 2 godz. od wykonania uszkodzenia. Wszystkie komórki typu 
neuroektodermalnego, dzielące się w tym czasie, znajdują się jednak w znacz­
nej odległości od brzegu lezji. Mimo to, po 40-dniowym okresie przeżycia, 
wywodzące się z nich GFAP-pozytywne komórki potomne formują skupisko 
w samym centrum lezji. Fakt ten świadczy o zdolności astrocytów do migracji 
ku miejscu uszkodzenia.

* Praca wykonana w ramach CPBR 11.7.U .17.02.10.
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STRUKTURA GENOM U U A LLIU M  M O N TAN U M . DYSTRYBUCJA HETEROCHRO- 
MATYNY W OBRĘBIE CHROMOSOMÓW  I ICH UPORZĄDKOW ANIE W INTERFAZIE

Andrzej J o a c h im ia k 1, Józef K ra w c z y k 2, Andrzej K o r n a ś 2

1 Zakład Cytologii i Embriologii Roślin UJ, 31-044 Kraków, ul. Grodzka 52 
2 Zakład Botaniki WSP, 31-054 Kraków, ul. Podbrzezie 3

Badania tetraploidalnego (2/? =  32) Allium montanum metodą prążków 
C wykazały, iż jest on przypuszczalnie autotetraploidem. W jego kariotypie 
wyróżniono bowiem 4 prawie identyczne pod względem morfologii i dys­
trybucji heterochromatyny kompleksy chromosomów. Zawierają one stosun­
kowo dużo heterochromatyny rozlokowanej telomerycznie, interkalarnie 
i w obrębie centromerów. Wykazano, iż lokalizacja heterochromatyny w geno­
mach A. montanum jest nieprzypadkowa, co potwierdza mechanistyczny model 
rozprzestrzeniania się heterochromatyny w obrębie genomu oraz hipotezę 
nieprzypadkowego ułożenia chromosomów w jądrze interfazowym.

ZM IANY POPULACJI TYMOCYTÓW POD WPŁYWEM WZROSTU NOWOTWORU
U MYSZY

Maciej K aw alec* , Jerzy K aw iak * , Tomasz S k ó rsk i* , Zygmunt P o jda**

* Zakład Cytofizjologii, Centrum Medyczne Kształcenia Podyplomowego, Warszawa,
ul. Marymoncka 99

** Zakład Hematologii Radiacyjnej, W. I. H. i E., Warszawa, ul. Kozielska 4

Komórki mysiej białaczki limfatycznej L 1210 (106 komórek) podawano 
i.p. syngenicznym (DBA/2) lub semisyngenicznym (C D Fj) myszom. Po 
7 dniach wzrostu nowotworu obserwowano zmniejszenie liczby tymocytów (o 
około 50%) oraz zmniejszenie tymocytów Lyt 2 + od około 80% w kontroli do 
około 60% w grupie doświadczalnej. Zawartość tymocytów Thy 1,2+ (około 
90%) i L3T4+ (około 55%) nie ulegała zmianie. Podobne zjawisko obser­
wowano gdy komórki białaczki umieszczano w komorach dyfuzyjnych, które 
wszczepiano następnie do jamy otrzewnej. Dane te sugerują, że zmiany 
w populacji tymocytów następują pod wpływem czynnika wydzielanego przez 
komórki białaczki.
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OTRZYM YW ANIE IM M UN OG ENN YCH  KOM ÓREK NOWOTWOROWYCH 
ZA POMOCĄ CYKLOFOSFAM IDU

Maciej K a w a le c , Tomasz S k ó rs k i,  Grażyna H o s e r

Zakład Cytofizjologii, Centrum Medyczne Kształcenia Podyplomowego, 01-813 Warszawa,
ul. Marymoncka 99

Badano immunogenność traktowanych cyklofosfamidem mysich komórek 
nowotworowych u syngenicznych lub semisyngenicznych myszy. Większość 
myszy immunizowanych modyfikowanymi cyklofosfamidem komórkami raka 
Ehrlicha, białaczki L 1210 lub mięsaka AA przeżywała podanie letalnej dawki 
odpowiednich niemodyflkowanych komórek nowotworowych. Komórki plaz- 
mocytoma RPC-5 i MOPC 104E oraz białaczki L 5178Y były mniej im- 
munogenne, a mięsaka L-l nie wykazywały immunogenności.

IM M UN OTERAPEUTY CZN E WŁASNOŚCI KOM ÓREK MYSIEJ BIAŁACZKI L 1210 
TRAKTOW ANYCH M AFOSFAM IDEM  (ASTA Z 7654)

Maciej K a w a le c , Tomasz S k ó rs k i ,  Jerzy K a w ia k

Zakład Cytofizjologii, Centrum Medyczne Kształcenia Podyplomowego, Warszawa,
ul. Marymoncka 99

Myszy Balb/cxD B A /2 F, zaszczepione i.p. 10 komórkami limfatycznej 
białaczki L 1210 (w dniu 0) poddawano chemioimmunoterapii. Otrzymywały 
one w dniu + 8  cyklofosfamid i.p. w dawce 100 mg/kg oraz w dniach 0, + 3 , 
+  6, + 9 , + 12  immunogenne komórki L 1210 traktowane in vitro mafos- 
famidem (L1210-Maf). Komórki L 1210-Maf podawano dootrzewnowo (106 
lub 107) lub dootrzewnowo i podskórnie (5 106 +  5 106). Myszy zaszczepione 
białaczką i nie leczone ginęły w 100%, natomiast około 5% przeżywało po 
podaniu wyłącznie cyklofosfamidu, a około 30% — po podaniu cyklofos- 
famidu i komórek L 1210-Maf i.p. Najlepsze rezultaty (54% wyleczonych 
myszy) osiągano, gdy stosowano cyklofosfamid i.p. i komórki L 1210-Maf 
jednocześnie s.c. i i.p. Związki modyfikujące odpowiedź immunologiczną 
(levamisol, BCG, bestatyna) w użytych dawkach nie poprawiały wyników 
chemioimmunoterapii. Skuteczność chemioimmunoterapii zależy od zastoso­
wania komórek L 1210-Maf i cyklofosfamidu, który nie tylko zwalnia wzrost 
nowotworu, lecz może także nasilać antynowotworową odpowiedź immunolo­
giczną.

8 ł  PBK 1]89
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RECEPTORY ESTRU FORBOLU W KOM Ó RKA CH  KOSTNYCH MYSZY ZDROW YCH
I Hyp

J. K a w ia k , B. E c a r o t - C h a r r i e r * ,  F. H. G lo r ie u x *

Zakład Cytofizjologii, Centrum Medyczne Kształcenia Podyplomowego, Warszawa,
ul. M arymoncka 99 

* Szpital Shrinersów, M ontreal, K anada

Kinaza białkowa C specyficznie wiąże estry forbolu będące promotorami 
nowotworu i aktywatorami samej kinazy. Sprawdzono wiązanie [3H]-dwumaś- 
lanu forbolu przez komórki kości calvariae myszy hodowane in vitro. 
Komórki pochodziły od myszy C57BL/6J zdrowych lub z dziedziczną krzywicą 
sprzężoną z chromosomem X (myszy Hyp). Wyniki przeliczano na DNA 
komórek.

Stała dysocjacji (K D) estru forbolu określona wykresem Scatcharda była 
wyższa dla komórek myszy Hyp niż myszy zdrowych, a również w komórkach 
Hyp więcej było miejsc wiążących forbol. Ponieważ kinaza C uczestniczy 
w transdukcji sygnałów do komórki, wnioskowano więc, że ten układ jest 
zmieniony w komórkach kostnych myszy Hyp.

EFFECT OF BIS-AM M ONIUM  QUATERNA RY SALTS ON THE RED
BLOOD CELLS

H. K le s z c z y ń s k a , M. K il ia n , S. Przestalski, S. W itek*

Department of Physics and Biophysics, Agricultural Academy, ul. Norwida 25, 50-375 Wrocław,
Poland

* Institute of Organic and Polymer Technology, Technical University, ul. Łukasiewicza 2,
50-371 Wrocław, Poland

The investigations were concerned with five compounds belonging to 
quarternary ammonium salts differing between each other in the alkyl chain 
length and thus also in their hemolytic activity. Their hemolytic activity was 
the greater the longer was the alkyl chain of the studied compound. For 
estimated maximum concentrations of the investigated salts, that did not

http://rcin.org.pl



KOM UNIKATY 115

caused hemolysis yet, no clear change was found in the peneration rate of 
sulphate ions through the membrane of red blood cells modified by those 
compounds.

POLIM ORFIZM  HETEROCHROM ATYNY W GENOM ACH PIĘCIU ODM IAN 
JĘCZM IENIA (.HORDEUM  VULGARE  L.)

M arian K o b rz y ń s k i  

WSP, Instytut Biologii, 31-054 Kraków, ul. Podbrzezie 3

Przeprowadzone badania cytologiczne dotyczyły kariologii pięciu hodowa­
nych w Polsce odmian jęczmienia: Aramir, Diva, Grit, Polon i Menuet.

Materiał badano metodą Feulgena i prążków C. Badane odmiany mają 
somatyczną liczbę chromosomów 2n — 14. Podobieństwa dotyczyły również 
morfologii chromosomów, tj. lokalizacji centromeru, występowania tylko 
heterochromatyny centromerycznej i interkalarnej. Różnice między odmiana­
mi odnosiły się do ilości heterochromatyny i lokalizacji prążków interkalar- 
nych w chromosomach. Szczególnie bogaty w heterochromatynę jest chromo­
som czwarty i wraz z chromosomem drugim wykazuje największy polimorfizm 
między badanymi odmianami. Kariotypy odmian Polon i Menuet wykazują 
duże podobieństwo, pozostałe trzy odmiany tworzą odrębną grupę. Ilość 
heterochromatyny zmniejsza się u kolejno wymienionych odmian Polon 
=  M enuet)G rit)D iva)A ram ir.

Stwierdzono polimorfizm chromosomowy między odmianami świadczy 
o tym, że zmiany w ilości i lokalizacji heterochromatyny odgrywają rolę 
w ewolucji kariotypu Hordeum vulgare L.

D ZIAŁANIE SYNTETYCZNYCH PYRETROIDÓW  NA PAR A M E C IU M  PRIM A U RE L I A

Zofia K o m a la

Zakład Zoologii Systematycznej i Doświadczalnej PAN, ul. Sławkowska 17, 31-016 Kraków

Paramecium jako przedstawiciel środowiska wodnego, narażonego na 
skażenie pestycydami, stanowi dogodny materiał testowy1 do badania stopnia 
toksyczności tych związków i ich wpływu na potomstwo przeżywających

1 Komala Z., Bull. Environ. Contam. Toxicol. 28, 660 (1982).
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osobników uzyskany drogą autogamii, i wegetatywną. Materiałem badań były 
pantofelki z homogenicznej hodowli, w zsynchronizowanym stadium cyklu 
życiowego (dojrzałe do koniugacji), należące do jednego z 2 typów koniugacyj- 
nych. Badano roztwory insektycydów pyretroidowych Cymbush 25 EC i Am­
bush 25 EC o różnej koncentracji substancji czynnych cypermetryny i permet- 
ryny. Uzyskane wyniki wskazują, że badane insektycydy nie powodowały 
zaburzeń mechanizmu podziału komórkowego i anomalii morfologicznych, 
jak to miało miejsce w przypadku innych pestycydów, jak Gesagard2 i Cartap, 
testowanych na pantofelkach.

DŁUGOŚĆ OKRESU M IĘDZYAUTOGAM ICZNEGO W ZESPOLE BLIŹNIACZYCH 
GATUNKÓW  P AR A M E C IU M  AURELIA

Halina K o ś c iu s z k o , Małgorzata P r a je r

Zakład Zoologii Systematycznej i Doświadczalnej Polskiej Akademii Nauk, ul. Sławkowska 17,
31-016 Kraków

Badania przeprowadzano na poautogamicznych klonach wyprowadzonych 
z 25 szczepów standardowych, należącyh do 15 gatunków zespołu Paramecium 
aurelia. Długość okresu międzyautogamicznego badano w liniach codziennego 
izolowania w standardowych warunkach hodowli. Do określenia okresu 
międzyautogamicznego przyjęto średnią z liczby podziałów między trzema 
kolejnymi autogamiami.

Rozpiętość okresu między autogamami wynosiła od 12 do 53 podziałów, 
przy czym jego długość wykazywała zależność od wielkości komórek badanych 
gatunków. I tak gatunki o małych wymiarach komórek charakteryzowały się 
średnią liczbą podziałów wynoszącą 22. Gatunki o komórkach średniej 
wielkości wymagały przeciętnie 28 podziałów do wystąpienia masowej auto­
gamii, natomiast u gatunków o dużych komórkach autogamia pojawiała się 
dopiero po 34 podziałach. Od tej prawidłowości istnieją nieliczne odstępstwa. 
Wyniki opracowano statystycznie.

2 Komala Z., Folia Biol. (Kraków), 23, 231-243 (1975).
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A DH EZY JNE ODDZIAŁYW ANIE KOM ÓREK Z PODŁOŻAMI O M ODYFIKOW ANEJ
HYDROFILNOŚCI

Hanna M. K o w a lc z y ń s k a , Jarosław K a m iń s k i

Centrum Medyczne Kształcenia Podyplomowego, Zakład Biofizyki, ul. Marymoncka 99,
01-813 Warszawa

Instytut Chemii Przemysłowej, Zakład Lekkiej Syntezy Organicznej, ul. Rydygiera 8, 01-793 Warszawa

Badano adhezję komórek L 1210 do podłoży kopolimerowych o modyfiko­
wanej hydrofilności. Kopolimery styren-metakrylan metylu różniły się iloś­
ciowym stosunkiem merów. Modyfikacje hydrofilności podłoża uzyskano 
przez wprowadzenie grup sulfonowych do merów styrenu w reakcji sul­
fonowania gazowym S 0 3. Hydrofilność powierzchni oceniano metodą pomia­
ru kąta zwilżania. Stwierdzono, że adhezyjne oddziaływanie komórek zależy 
od hydrofilności podłoża i od czasu oddziaływania komórek z podłożem.

POLIM ORFIZM  SEGM ENTÓW  HETEROCHROM ATYNOW YCH U A LLIU M  VINEALE  

Józef K ra w c z y k 1, Andrzej K o r n a ś 1, Andrzej J o a c h im ia k 2

1 Zakład Botaniki WSP, 31-054 Kraków, ul. Podbrzezie 3 
2 Zakład Cytologii i Embriologii Roślin UJ, 31-044 Kraków, ul. Grodzka 52

Allium vineale jest tetraploidem o liczbie chromosomów 2n =  32. Badania 
chromosomów metodą prążków C wykazały, że jest to gatunek alotetrap- 
loidalny. Chromosomy A. vineale zawierają bardzo dużo heterochromatyny 
telomerowej i interkalarnej, ponadto niewielką ilość heterochromatyny cen- 
tromerowej. Różne rośliny w obrębie jednej populacji mogą się różnić 
udziałem heterochromatyny w kariotypie (od 31 do 38%). Szczególną zmien­
ność wykazują segmenty heterochromatyny telomerowej. Przeanalizowano 
także zmienność poszczególnych typów chromosomowych pod tym względem.

WPŁYW ALKILOSULFONIANÓW  NA AKTYWNOŚĆ DZIAŁANIA CHLORKU 
DODECYLOOKSYM ETYLENO-M ORFOLINIOW EGO NA PROCES DESORPCJI JONÓW 

WAPNIA Z BŁON LIPOSOMÓW LECYTYNOWYCH

J. K u c z e ra , A. F o g t, K. K u b ic a , S. P rz e s ta ls k i ,  S. W itek* , I. P lu c iń sk i*

Katedra Fizyki i Biofizyki, Akademia Rolnicza, ul. Norwida 25, 50-375 Wrocław 
* Instytut Technologii Organicznej i Tworzyw Sztucznych, Politechnika Wrocławska, ul. Łukasie-

wicza 2, 50-377 Wrocław

W pracy badano wpływ kompleksów alkilosulfonianów o liczbie atomów 
węgla w łańcuchu alkilowym n =  2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 z chlorkiem dodecylook- 
symetyleno-morfoliniowym na wartość względnej stałej szybkości desorpcji
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jonów wapnia z błon liposomów lecytynowych. Analogiczne pomiary prze­
prowadzono z liposomami modyfikowanymi oddzielnie chlorkiem dodecylo- 
oksymetyleno-morfoliniowym i homologicznym szeregiem alkilosulfonianów.

Otrzymane wyniki wskazują na silną zależność stałej szybkości procesu 
desorpcji jonów wapnia od stężenia oraz od długości łańcucha alkilowego 
anionu w kompleksie. Kompleksy o łańcuchu alkilowym sulfonianu zawierają­
cym mniej niż 10 atomów węgla zwiększają kilkakrotnie efektywność działania 
chlorku dodecylooksymetyleno-morfoliniowego.

Przedyskutowano efektywność ich działania ze względu na kształt i polar- 
ność cząsteczek.

TERM INA LNE KOM PLEKSY SYNTEZY CELULOZY 

Krystyna K u d lic k a

Zakład Anatomii i Cytologii Roślin, Uniwersytet Marii Curie-Skłodowskiej, ul. Akademicka 19,
20-033 Lublin

Makrocząsteczkowe, liniowe struktury połączone z błoną cytoplazmatycz- 
ną (komórkową) są opisywane jako terminalne kompleksy syntetyzujące 
mikrofibryle celulozy. Dotychczasowe badania nad morfologią tych struktur 
oparte były na metodzie freeze-fracture. W pracy tej terminalne kompleksy 
były identyfikowane i charakteryzowane w mikroskopie elektronowym na 
materiale utrwalonym w aldehydzie glutarowym. Na przekrojach ściany 
komórkowej glonu Boergesenia forbesii (Harvey Feldmann) terminalne kom­
pleksy bardzo ściśle przypominają rozmiarami (około 600 nm długości, 30 nm 
szerokości i 35 nm grubości) i rozmieszczeniem takie same struktury uwidocz­
nione metodą freeze-fracture. W sąsiedztwie wewnętrznej warstwy ściany 
komórkowej terminalne kompleksy są połączone z nowo syntetyzowanymi 
mikrofibrylami celulozy. W pobliżu terminalnych kompleksów od strony 
cytoplazmatycznej znajdowano liczne polisomy, pęcherzyki i mikrotubule 
(Kudlicka K, W ardrop A., Itoch T., Brown R. M. Jr., Protoplasma, 136: 
96-103, 1987).

Inny rodzaj kompleksów, nazywanych kompleksami stacjonarnymi, obser­
wowano w otoczce Acetobacter xylinum. Kompleksy te związane są z mikrofib­
rylami celulozy wychodzącymi z komórki w postaci długich pasm.
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AKTYWNOŚĆ MITOTYCZNA KOM ÓREK GRASICY ŻABY TRAW NEJ RANA  
TEM PO RARIA  W CYKLU ROCZNYM

Barbara P ły ty c z 1, J. D u la k 1, J. B ig a j2, K. J a n e c z k o 3

1 Zakład Anatomii Porównawczej, Instytut Zoologii UJ, ul. M. Karasia 6, 30-060 Kraków 
2 Pracownia Mikroskopii Elektronowej AR, Kraków 

3 Zakład Neuroanatomii UJ, Kraków

Grasica żab trawnych Rana temporaria podlega bardzo wyraźnym, cyklicz­
nym zmianom rocznym (Płytycz i Bigaj, Thymus, 5: 327, 1983). Latem 
podzielona jest wyraźnie na bogatą w limfocyty korę i nabłonkowy rdzeń. 
Strefa korowa praktycznie zanika podczas hibernacji, a narząd ten obfituje 
wówczas w komórki wydzielnicze i cysty. Odbudowa części korowej następuje 
wiosną, głównie po zakończeniu okresu godowego. Zmianom tym towarzyszy 
wysoce zróżnicowana aktywność mitotyczna, szacowana na podstawie auto- 
radiograficznego wykrywania komórek z wbudowaną do jądra tymidyną 
znaczoną trytem. W okresie hibernacji nieliczne komórki syntetyzujące DNA 
rozproszone są w centrum narządu. Wiosną ich liczba gwałtownie wzrasta 
głównie w strefie podkapsularnej, osiągając maksimum w maju, gdy znaczone 
trytem komórki występują w znacznej liczbie w części korowej i są również 
dość liczne w rdzeniu narządu. Proliferacja komórek stopniowo słabnie latem 
i jesienią.

PRÓBA IZOLACJI Z NERKI GŁOWOWEJ PSTRĄGA TĘCZOW EGO SA LM O  
G A IR D N E R l LEUKOCYTÓW  ZDOLNYCH DO CHEM ILUM INESCENCJI

Barbara P ły ty c z 1, G. M. F lo ry , Irja G a lv a n , Ch. J. B ay n e

Department of Zoology, Oregon State University, Corvallis, Oregon, USA 
1 Zakład Anatomii Porównawczej, Instytut Zoologii UJ, ul. M. Karasia 6, 30-060 Kraków

Podjęto próbę izolacji z nerki głowowej pstrąga tęczowego populacji 
leukocytów zdolnych do wzmocnionej luminogenem chemiluminescencji (CL), 
towarzyszącej wytwarzaniu wysoce reaktywnych rodników tlenowych o sil­
nych właściwościach bakteriobójczych. Spośród czterech prążków uzyskanych 
podczas wirowania zawiesiny w ciągłym gradiencie roztworu Percollu (Bayne, 
Vet. Immunol. Immunopathol., 12: 141, 1986), bardzo silną reakcję CL
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indukowaną przez PM A (Phorboi Myristate Acetate) obserwowano jedynie 
w komórkach odzyskanych z prążka drugiego. Zarówno obserwacje m or­
fologiczne, jak i analiza z zastosowaniem cytometrii przepływowej dowiodły 
jednak, że prążek ten nie jest homogenny i zawiera populacje dużych komórek 
ziarnistych (heterofili i monocytów/makrofagów) oraz populację drobnych 
komórek (limfocytów). Limfocyty dominowały wśród komórek prążka trzecie­
go, wykazujących znikomą reakcję CL. Trwają próby izolacji z prążka 
drugiego dużych komórek ziarnistych, odpowiedzialnych za zjawisko chemilu- 
minescencji.

CHROM OSOM Y P AR A M E C IU M  JE N N IN G SI (CILIOPHORA, PROTISTA)

Ewa P rz y b o ś

Zakład Zoologii Systematycznej i Doświadczalnej, PAN, 31-016 Kraków, ul. Sławkowska 17

Chromosomy Paramecium jenningsi badano stosując nową m etodę1 (Ju­
rand, Przyboś, 1984; Przyboś, 1986) analizy 0,5 pm skrawków dzielących się 
pantofelków utrwalonych i zatopionych jak do mikroskopii elektronowej, ale 
po zabarwieniu błękitem toluidyny, badanych w mikroskopie świetlnym. 
Diploidalną liczbę chromosomów określano w poszczególnym mikrojądrze 
będącym w anafazie mitozy przez dodanie chromosomów z wszystkich 
kolejnych skrawków tego mikrojądra. Przy zastosowaniu tej metody, bardziej 
precyzyjnej niż stosowana poprzednio analiza preparatów gniecionych, stwier­
dzono kariologiczne zróżnicowanie szczepów P. jenningsi w obrębie jednego 
genetycznego gatunku.

W YZNACZANIE W SPÓŁCZYNNIKÓW  PODZIAŁU WYBRANYCH SOLI ESTRÓW 
GLICYNY MIĘDZY FAZĄ W ODNĄ I LIPIDOWĄ

B. R o sz a k , A. M a c ią g , S. P r z e s ta ls k i ,  S. W itek*

Katedra Fizyki i Biofizyki, Akademia Rolnicza, Wrocław 
* Instytut Technologii Organicznej i Tworzyw Sztucznych, Politechnika Wrocławska

Wyznaczono współczynniki podziału wybranych pochodnych estrów glicyny: 
(CH3)3N + — C H 2 — COOCnH 2„+1 e r  « = 1 0 ,  12 V-n,
(c h 3)3n + - c h 2- c o o c h 2c h 2c i e r  v - b ,

między fazą wodną i lipidową (liposomy).

1 Jurand A., Przyboś E., Folia Biol. (Kraków), 32: 295-300, 1984; Przyboś E., Folia Biol. 
(Kraków), 34: 133-160, 1986.
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Liposomy formowano z lecytyny jaja kurzego.
Pomiary wykonano dla dwóch różnych stężeń lecytyny, tj. 31, 8 i 9,4 

mg/ml. Ponadto dla każdego stężenia lecytyny wykonano pomiary dla dwóch 
różnych stężeń badanych związków.

Molowy współczynnik podziału obliczano ze wzoru

" z

n H 20

gdzie nz — ilość moli związku w fazie lipidowej, n, — ilość moli fazy lipidowej, 
nw — ilość związku w fazie wodnej, nH 0 — ilość moli wody.

Przyjęto, że stężenie związku w fazie wodnej jest równe stężeniu jonów 
chlorkowych w roztworze. Stężenie jonów chlorkowych określano przez 
pomiar siły elektromotorycznej ogniwa.

Stwierdzono, że związek V-B nie wbudowuje się do błony lipidowej, oraz 
że współczynnik podziału zależy od stężenia badanego związku i jest wyższy 
dla związków o dłuższym łańcuchu alifatycznym.

EFFECT OF SELECTED AM M ONIUM  SALTS ON PROPERTIES OF BLMs

J. S a ra p u k ,  S. P r z e s ta ls k i ,  S. W itek*

Department of Physics and Biophysics, Agricultural Academy, ul. Norwida 25, 50-375 Wroclaw,
Poland

* Institut of Organic and Polymer Technology, Technical University, ul. Lukasiewicza 2, 50-371
Wroclaw, Poland

The effect has been studied of a series of biologically active quaternary 
ammonium salts (AS) of chemical formula (CH3)3N + C H ,O R  on flat bio- 
molecular lipid membranes (BLM) formed of the total phospholipid fraction 
of bovine erythrocytes. The respective compounds of the series differed in their 
alkyl chain lenght. The aim of the study was find the critical concentration 
(CC) that destroyed the BLM. The effectiveness of BLM destruction was 
found to increase with increasing alkyl chain length of the AS, the difference in 
critical concentrations between salts with shortest chain (R =  C4H Q) and salts 
with longest chain (R =  C 18H 37) being about two orders of magnitude. It 
seems however, that the salt with R =  C 14H ,9 exhibits maximum interaction 
with the model membranes studied, this showing ifself in a slightly lower 
artical concentration. The results obtained correlate well with biological tests 
performed on Alternaria tenuis and Botritis cinerea fungi.
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CYTOTOKSYCZNE KONSEKW ENCJE PRZEDŁUŻONEGO ZAHAM OW ANIA 
SYNTEZY DNA PRZEZ ZW IĄZKI PRZECIW NOW OTW OROW E O CHA RAKTERZE

ANTY METABOLITÓW

Jadwiga S a w e c k a , Janina M a lec  

Zakład Biochemii Instytutu Hematologii. 00-957 Warszawa, ul. Chocimska 5

Zahamowanie syntezy DNA z zachowaniem syntezy białek prowadzi do 
stopniowego zaburzenia równowagi białko/DNA oraz patologicznego wzrostu 
wielkości komórek (wzrost niezrównoważony). Według ostatnio sformułowa­
nej hipotezy towarzyszy temu pobudzenie syntezy, akumulacja i wyciek 
hydrolaz komórkowych. Udział endonukleaz w tym procesie może powodo­
wać częściowo reperowane uszkodzenia DNA. Zahamowanie reperacji DNA 
prowadzi do ujawnienia tych uszkodzeń (Chem.-Biol. Interact. 57, 315, 1986; 
60, 47, 1986).

Celem naszej pracy było zbadanie zależności między stopniem zahamowa­
nia syntezy DNA i proliferacji komórek, ich obumieraniem oraz przyrostem 
aktywności kwaśnej DN-azy a stopniem uszkodzenia DNA. Efekty te porów­
nywano w komórkach L5178Y poddanych w ciągu 48 godz. działaniu 
hydroksymocznika (HU) lub metotreksatu (MTX) w hodowlach bez inhibitora 
reperacji DNA lub z jego dodatkiem (kofeina).

Uzyskane wyniki wykazały, że HU w stężeniach 0,1 — 0,05 — 0,02 mM 
powodował zależne od dawki zahamowanie proliferacji komórek i syntezy 
DNA, wzrost liczby komórek martwych oraz autolizy preformowanego DNA. 
Elektroforeza na agarozie DNA lizatów komórkowych wskazywała na wczes­
ną stopniową fragmentację preformowanego DNA. Efekty te pogłębiały się 
w obecności kofeiny. Aktywność wewnątrzkomórkowej DN-azy stopniowo 
wzrastała, przy czym efekt ten był wyraźniej widoczny w komórkach in- 
kubowanych w 0,05 niż w 0,1 mM HU. Równocześnie komórki te wykazywały 
największą wrażliwość na obecność kofeiny.

W komórkach poddanych działaniu 0,001 — 0,0001 — 0,00001 MTX 
obserwowano również zależność efektów cytotoksycznych od obecność kofei­
ny, chociaż była ona mniej wyraźnie zaznaczona niż w HU. Stosowane dawki 
MTX były jednak zbyt wysokie lub zbyt niskie, aby spowodować wyraźne 
zróżnicowanie stopnia wzrostu niezrównoważonego w ciągu 48 godz.

Reasumując dotychczasowe wyniki oceniamy jako zgodne z naszą roboczą 
hipotezą o istnieniu zależności między stopniem wzrostu niezrównoważonego 
a stopniem uszkodzenia DNA.
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THE PINOCYTOSIS IN AMOEBA PROTEUS INDUCED BY SUBTHRESHOLD 
CONCENTRATION OF HEPARIN

Lucyna G rę b e c k a , Wanda K ło p o c k a

Department of Cell Biology, Nencki Institute of Experimental Biology, 02-093 Warszawa,
ul. Pasteura 3, Poland

The formation of pseudopodia with channels is the typical response of 
amoebae to the pinocytotic inducers. The motionless pinocytotic rosettes are 
formed only when the concentration of an inducer is high enough for channel 
formation. The application of heparin in the subthreshold concentration limits 
the response of amoeba to the formation of rosettes with short pseudopodia 
devoid of pinocytotic channels. Dissection of such a rosette provokes arising of 
local pinocytotic activity and transient recovery of locomotion. The pinocyto­
tic channels are formed always near the wound — at the uroidal poles of 
migrating halves. The microoperation may be considered as a very mechanical 
stimulus, which complements the insufficient contractile effect of the subthres­
hold heparin on the cell cortex around the wound.

THE PINOCYTOTOSIS IN THE THERM IC HYALOSPHERES OF AMOEBA PROTEUS 
AND CA FFEIN E-IN D U CED  M ICROPLASM ODIA OF PHYSARUM POLYCEPHALUM

Andrzej G rę b e c k i ,  Joanna K o ło d z ie jc z y k , Ewa M. K w ia tk o w s k a

Department of Cell Biology, Nencki Institute of Experimental Biology, 02-093 Warszawa.
Pasteura 3, Poland.

The spherical, non-locomotive forms of Amoeba proteus and Physarum 
polycephalum, which have been produced, respectively, either by heat shock or 
incubation of caffeine solutions, are characterized by very large (up to 50pm) 
peripheral ring of transparent hyaloplasm. That creates favourable optical 
conditions for investigating in the light microscope the course and mechanism 
of pinocytosis. The pinocytosis is spontaneously manifested by such cell 
models, or may induced in them as well by the classical inducers (NaCl, KC1, 
heparin) as by local anaesthetics (ethanol, benzamid, DMSO). In both model 
systems the pinocytosis is produced as a cyclic phenomenon, i.e., the invagi­
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nation of channels and/or separation of endosomes are continuously repeated 
at regular time intervals (5-15 sec., usually) by the same active spots on the 
cell surface. Involvement of the submembrane contractile layer of mic- 
rofilaments in the invagination and inward transport of the surface material 
could be, in these two models, put in evidence in vivo by cinematography and 
videorecording.

TH E IN FLU EN C E OF A M PHIPHILIC DERIVATIVES OF GLYCINE ESTERS ON THE 
ELECTRICAL PROPERTIES OF CHARACEAE CELLS MEMBRANES

T. Ja n a s * , Z. T re la ,  S. P r z e s ta ls k i ,  S. W itek**
Department of Physics and Biophysics, Agricultural Academy, Norwida 25, 50-375 Wroclaw, Poland 
*Department of Applied Mathematics and Informatics, Higher College of Engineering, Zielona

Góra, Poland
**Institute of Organic and Polymer Technology, Technical University of Wroclaw, Wroclaw,

Poland

The effect of amphiphilic derivatives of glycine esters of the formula 
(CH 3)3N + C H 2COOCnH 2n + 1C r , n =  10,12,14,16 (V -n )  on electrical proper­
ties of Nitellopsis obtusa plasmalemma was studied. The microelectrode 
technique was used to elucidate the influence of the compounds on the 
membrane resting potential, the light — induced membrane hyperpolarization 
and the conductance of the plasmalemma.

These compounds caused a decrease in the potential difference between 
vacuole and external medium and simultaneous increase in electric conductan­
ce. The effects depend on the length of the alkyl chain (n) and the 
concentration of the ammonium salts. The light — induced hyperpolarization 
was suppressed by the ammonium salts.

It is suggested that the studied ammonium salts inhibit electrogenic proton 
pump in the plasmalemma and enhance the passive efflux of C l-  ions from the 
alge cell.
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