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Streszczenie. Aktywno$¢ LAK (aktywno$¢ cytotoksyczna wywotana interleuking 2) stata sie
ostatnio przedmiotem intensywnych badan. Powodem tak duzego zainteresowania jest zdolnos$¢
komérek LAK do niszczenia komérek nowotworowych, opornych na atak komérek NK. Ta cecha
komoérek LAK otwiera nowe mozliwosci przed immunoterapia nowotworéw. Celem pracy jest
scharakteryzowanie komdrek LAK, okre$lenie 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 tumor 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 skrotow

CTL — limfocyty T cytotoksyczne

CY — cyklofosfamid

EBV — wirus Epstein-Barra

IL-2 — interleukina 2

IFN — interferon

komorki LAK — komorki cytotoksyczne aktywowane interleuking-2
LGL — duze ziarniste limfocyty

MHC — gtéwny uktad zgodnosci tkankowej
PGE — prostaglandyna E

PGF — prostaglandyna F

TNBS — kwas 2,4,6-trjnitrobenzenosulfonowy

TNP — tréjnitrofenol
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Antygeny réznicowania wystepujgce na ludzkich limfocytach T i komar-
kach NK:
CD3 —limfocyty T

CD4 —limfocyty T pomocnicze
CD5 —limfocyty T
CD8 —limfocyty T cytotoksyczne/supresyjne

CD16 - komérki NK
NKH1 — komdrki NK, czes¢ limfocytow T cytotoksycznych/supresyjnych

Antygeny réznicowania wystepujagce na mysich limfocytach T i komorkach
NK:
Thy 1 — limfocyty T, czes¢ komoérek NK

L3T4 — limfocyty T pomocnicze
Lyt 2 — limfocyty T cytotoksyczne/supresyjne
AsGMI — komérki NK

Jednym z mechanizmdéw odpornosciowych, jakim dysponuje uktad im-
munologiczny, jest tzw. efekt cytotoksyczny, polegajacy na niszczeniu komo-
rek rozpoznawczych jako ,,obce” przez wyspecjalizowane populacje komérek
organizmu. Najlepiej poznanymi komdérkami majacymi zdolno$¢ uszkadzania
cytotoksycznego, bez udziatu przeciwciat, sg limfocyty T cytotoksyczne,
komdrki NK oraz makrofagi. Te trzy typy komorek spetniajg bardzo wazng
role w niszczeniu komoérek nowotworowych [83, 84, 85]. W pracy tej, opisujac
komérki LAK, bede poréwnywac je z cytotoksycznymi limfocytami T i komor-
kami NK, poniewaz, jak sadzi sie obecnie, stanowig one Zrédto komorek LAK.

Dziatanie limfocytow T cytotoksycznych jest uwarunkowane ich swoistos-
cig dla anygenu konwencjonalnego i jednoczesnie zgodnos$cig ich antygenéw
MHC klasy | z antygenami atakowanej komorki. Limfocyty T cytotoksyczne
maja na swojej powierzchni receptor rozpoznajacy kompleksowo antygen
konwencjonalny wraz z antygenami MHC. Ekspansja limfocytow T cytotok-
sycznych zalezy od wytwarzanej przez limfocyty T (gtéwnie limfocyty T pomo-
cnicze) interleukiny 2 (IL-2), ktéra jest dla nich bodzcem do proliferacji [85, 90].

W odroéznieniu od limfocytow T cytotoksycznych, komérki NK majg
zdolnos$¢ cytotoksycznego niszczenia komérek w spos6b niezalezny od an-
tygenow zdolnosSci tkankowej oraz wykazujg w swoim dziataniu ograniczong
swoistos¢ antygenowa. Komérki NK wykazujg wzgledng swoisto$¢ gatun-
kowa, tzn. efektywniej niszczag komarki allogeniczne niz ksenogeniczne [84, 92].

W 1982 r. Grimm i in. opisali pojawienie sie limfocytow cytotoksycznych
pod wplywem IL-2 [17]. Limfocyty te, ktére nazwano komoérkami LAK
(lymphokine activated Killer cells), niszczyty w sposéb niezalezny od an-
tygendbw MHC wiele komorek nowotworowych, opornych na atak komorek
NK. Komorki LAK uznano poczatkowo za populacje odrebng od limfocytow
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T i komdrek NK. Sadzono, ze odkryto nowy rodzaj limfocytow cytotoksycz-
nych [17]. Obecnie coraz powszechniejszy staje sie poglad, ze zjawisko LAK
jest nowym rodzajem aktywnosci cytotoksycznej, a nie cechg odrebnej popula-
cji komorkowej. Aktywno$¢ te przejawiajg gtownie komorki NK, a w nie-
ktorych przypadkach réwniez limfocyty T cytotoksyczne [26, 48],

. METODY INDUKOWANIA AKTYWNOSCI LAK IN VITRO

Komorki o aktywnosci LAK mogg by¢ indukowane sposrod limfocytow
wyizolowanych z krwi obwodowej [23, 91, 97], weztéw chitonnych [22],
Sledziony [3, 51, 94, 98], grasicy [7, 68], szpiku kostnego [37, 47], jamy
otrzewnowej [45] i limfocytdw infiltrujacych guzy nowotworowe [22, 81],
Zrodlem ich moze by¢ praktycznie wiekszo$¢ tkanek limfatycznych. Rowniez
limfocyty ptodowe, pochodzace z krwi pepowinowej [22], tozyska [9] czy
grasicy [82] wykazywaty pod wptywem inkubacji z IL-2 aktywno$¢ LAK.

Do uworzenia komoérek LAK in vitro preferowana jest rekombinowana
IL-2 [22]. Stosowane stezenia IL-2 zawierajg sie w granicach 30-1000 jedno-
stek/l ml podtoza, zwykle wynoszg 100-400 jednostek/1 ml [9, 33, 69, 91, 97].

Optymalna gesto$¢ limfocytéw hodowanych z IL-2 wynosi 1-5106 [4, 8,
15, 35, 41, 52]. Do hodowli limfocytéw ludzkich najczesciej stosuje sie podioza
zawierajgce dodatek surowicy AB [8, 12, 42, 97] lub surowicy autologicznej
[32], w przypadku za$ limfocytow mysich ptodowej surowicy cielecej [51-53,
59, 98], Hodowle mozna prowadzi¢ réwniez w podtozu bezsurowiczym [22, 54,
60].

Zazwyczaj komorki LAK pojawiajg sie juz po 18-24 godz. [73]. Zawiesing
komdrek inkubuje sie z IL-2 minimum 48 godz. przewaznie 3-7 dni [2, 16, 36,
52, 53, 98],

NajczeSciej stosowanym testem czynnosciowym dla komoérek LAK jest 4-
lub 5-godzinny test cytotoksyczny z komérkami docelowymi znakowanymi
51Cr [23, 36, 37, 42, 53].

. MECHANIZM POWSTAWANIA KOMOREK O AKTYWNOSCI LAK

Do utworzenia komorek LAK nie jest wymagany wczesniejszy kontakt
prekursorow tych komorek z antygenem, niezbedna jest jedynie IL-2 [17-19,
36, 75]. Wydaje sie, ze prekursory komérek LAK nie maja na swojej
powierzchni receptora dla IL-2 lub majg ten receptor w ilosci trudnej do
wykrycia stosowanymi metodami [88]. Aktywacja komorek LAK moze pole-
ga¢ badz na bezposrednim oddziatywaniu IL-2 na btone komoérkowa, badZ
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komarki nabywajg receptory podczas inkubacji z IL-2 [23]. By¢ moze wiasnie
brak receptora dla IL-2 lub receptor o bardzo niskim powinowactwie na
prekursorach LAK, moze wyttumaczy¢ zjawisko zaobserwowane we wspoélnej
hodowli prekursoréw LAK i limfocytow T cytotoksycznych. Stwierdzono, ze
komarki te wspotzawodnicza o IL-2. Prawdopodobnie z powodu wigkszego
powinowactwa limfocytéw T cytotoksycznych do IL-2 niz prekursoréw
komédrek LAK, tworzenie aktywnosSci LAK w tym ukladzie zostaje silnie
zahamowane. Dopiero nadmiar IL-2 w $rodowisku moze przywréci¢ zdolnos¢
powstawania komérek LAK [88, 89]. Eksperymenty z przeciwciatami anty-Tac
(przeciwko receptorowi dla IL-2) dowiodly, ze receptor dla IL-2 pojawia sie
w trakcie inkubacji komorek z IL-2 rownocze$nie z pojawieniem sje aktywnos-
ci cytotoksycznej [22, 97].

W jednej z najnowszych prac autorzy sugerujg, ze powstawanie komorek
LAK jest zalezne od innego receptora dla IL-2 niz receptor Tac. Istnienie
alternatywnego receptora dla IL-2 stwierdzono indukujac komdrki LAK
z prekursorow, ktéorym usunieto badz zablokowano receptor Tac [65]. Stwier-
dzono réwniez, ze ,,nowy” receptor jest zaangazowany w poczatkowe stadium
indukowania komoérek LAK [65], natomiast receptor Tac jest odpowiedzialny
za podtrzymanie proliferacji [12, 14, 45, 65] oraz funkcji cytolitycznej komorek
LAK [65],

TABELA 1
Wrazliwo$¢ komorek linii nowotworowych na cytotoksyczno$é typu NK i LAK

Wrazliwo$é na

Ustalona Pierwotne zrdédto atak komoérek
linia komérek o aktywnosci Literatura
nowotworowa (typ nowotworu)
NK LAK
YAC 1 chtoniak + + 2, 7, 36, 37, 51, 52, 53
K 562 biataczka szpikowa + + 23, 32, 35, 42, 78
EL 4 grasiczak + 2, 7, 33, 61
MCA 102 miedniak indukowany
mety'ocholantrenem - + 41, 98
AKSL grasiczak - + 51
P 815 guz z komérek tucznych - + 2, 7, 36, 51, 52, 53, 94
CL 27A chtoniak - + 2
Daudi chtoniak Burkitta - + 4, 35, 42, 86
M 5076 miesak siateczkowy - + 4
A 498 rak nerki - + 4
Raji limfocyty B zainfeko-
wane EBV - + 97
MBL 2 chtoniak - + 97
FBL 3 biataczka wywotana

wirusem Frienda - + 94
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I1l. ZAKRES DZIALANIA KOMOREK LAK

Stwierdzono, ze komérki LAK wykazujg duzo szersze spektrum dziatania
niz komorki NK. Okazato sie, ze istnieje wiele linii nowotworowych opornych
na atak komoérek NK, a jednocze$nie wrazliwych na atak komorek LAK.
Zestawienie zamieszczono w tab. 1 Okazato sig, ze komorki LAK dziataja
cytotoksycznie réwniez w stosunku do Swiezych komorek guzéw autologicz-
nych, syngenicznych i allogenicznych [24].

Takze komoérki z sztucznie wprowadzonym onkogenem mogg by¢ nisz-
czone przez komorki LAK. Udowodnity to doSwiadczenia z flbroblastami
NIH 3T3, transfekowanymi onkogenem pochodzacym z ludzkiej ostrej biata-
czki limfatycznej. Te zmienione nowotworowo komérki byly oporne na atak
NK, natomist wrazliwe na cytotoksycznos¢ komdérek LAK [41].

Komérki LAK uszkadzajg rowniez komérki nienowotworowe, lecz zmody-
fikowane haptenami, np. TNBS [2, 3, 20] lub TNP [38]. Takze komdrki
(makrofagi) zainfekowane bakteriami [69] lub komérki zainfekowane rikets-
jami [8] byty niszczone przez komorki LAK.

Zaobserwowano, ze komorki aktywowane IL-2, pochodzace z populacji
LGL i matych, nie posiadajagcych ziarnistosci limfocytow w sposob zalezny od
dawki IL-2, powoduja lize komorek endotelialnych, nie uszkadzajg natomiast
fibroblastéw i komorek epitelium. Liza komorek endotelium byta poprzedzona
przylgnieciem do nich komodrek LAK [10].

W czesci prac stwierdzono, ze komoérki LAK nie niszczg normalnych
limfocytéw [34], a w innych zwr6cono uwage na niski poziom uszkadzania
limfocytow [38, 86]. W literaturze przewaza poglad na braku efektu cytotok-
sycznego w stosunku do nie zmienionych nowotworowo komérek organizmu
[8, 12, 21, 51, 79].

IV. POCHODZENIE KOMOREK LAK

W pracach, w ktérych starano sie da¢ odpowiedZz na pytanie, ktére
populacje komorkowe sg prekursorami komorek LAK, czesto przedstawiane
byly sprzeczne ze sobg wyniki. Obecnie ugruntowat sie poglad, ze komorki NK
sq gtéwnym zrodiem cytotoksycznosci aktywowanej IL-2. Zanim jednak do
tego doszto, wykonano wiele badan, z ktérych wyniki zostang tu przed-
stawione. Zdarza sig, ze doSwiadczenia te sg trudne do poréwnania z uwagi na
rézne parametry, jakie poddano badaniu, i nie dajace sie porownaé¢ uktady
doswiadczalne.

Z doswiadczen wynika, ze komérki LAK, podobnie jak komdrki NK, nie
podlegaja restrykcji MHC oraz dziatajg w sposéb nieswoisty [17, 67]. Pod tym
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wzgledem réznig sie zasadniczo od limfocytow T cytotoksycznych, zaleznych
w swoim dziataniu od antygenéw MHC | klasy i dziatajgcych swoiscie [94].

Trzy rodzaje aktywnosci cytotoksycznej: limfocytow T, komoérek LAK
oraz komdrek NK mozna rozrozni¢ takze na podstawie czasu potrzebnego do
ich aktywacji. Komorki NK pojawiajg sie spontanicznie, komdrki LAK po
okoto 2-3 dniach inkubacji z IL-2, natomiast limfocyty T cytotoksyczne staja
sie aktywne po okoto 5-6 dniach od kontaktu z antygenem [29, 71].

Powigzania miedzy komodrkami NK, limfocytami T cytotoksycznymi
i komorkami LAK proébowano wyjasni¢ badajgc kolejnos¢ pojawiania sie
réznych aktywnosci cytotoksycznych po przeszczepie szpiku, subletalnym
napromienieniu organizmu lub po podaniu subletalnej dawki cyklofosfamidu
(CY). Stwierdzono, ze u myszy po syngenicznym lub allogenicznym (zgodnym
antygenowo) przeszczepie szpiku juz po dwodch tygodniach pojawiajg sie
prekursory komorek LAK, natomiast funkcjonalnie dojrzate limfocyty T wy-
magaja co najmniej 4 tygodni do ujawnienia swojej cytotoksycznosci [51].
Bardzo zblizone wyniki uzyskano dla subletalnego napromienienia, gdzie
komorki LAK wykazywaty aktywno$¢ po okoto tygodniu, podczas gdy
limfocyty T cytotoksyczne po 4 tygodniach od napromienienia [51]. Badania
z CY daly odmienne wyniki. Okazato sie, ze najwczesniej, bo po 6 dniach,
pojawita sie aktywno$¢ limfocytow T cytotoksycznych, nastepnie po 9-12
dniach aktywno$¢ NK, natomiast komdrki LAK mozna byto indukowaé po
okoto 21 dniach od podania CY [51].

Niektore prace dowodza, ze komorki zwierzat z linii wsobnych z wrodzo-
nym deficytem komérek NK [1] lub traktowanych przez dtuzszy czas przeciw-
ciatami antyasialo-GM1 [52] moga przejawiaé po indukcji IL-2 aktywnos¢ typu
LAK. Inne doswiadczenia wskazuja, ze szczepy kongeniczne z deficytem
aktywnosci NK sg niezdolne do produkowania prekursoréw komorek LAK
[52].

Doswiadczalnie stwierdzono, ze aktywno$é LAK moze wigzaé sie z linig
limfocytéw T. Stwierdzono, ze komérki LAK moga powstawa¢ z tymocytéw
[67, 68, 82], oraz ze moga one mie¢ markery charakterystyczne dla limfocytow
T [4, 27, 33, 38, 82]. Zaobserwowano réwniez, ze limfocyty T w obecnosci IL-2
moga wykazywac aktywno$¢ cytotoksyczna, nie podlegajaca restrykcji gtow-
nego uktadu zgodnosci tkankowej [67, 82]. Stwierdzono, ze w ciggu pierwszych
dni hodowli cytotoksycznos$¢ ich ogranicza sie do komoérek nowotworowych
wrazliwych na atak komoérek NK [27, 50, 80]. Dopiero dtuzsza hodowla
powoduje tworzenie komoérek T cytotoksycznych w stosunku do wielu
opornych na atak NK komdrek nowotworowych [3, 4, 27, 80, 97].

Najnowsze prace, w ktérych przeprowadzono zarowno analize negatywna,
tzn. traktowano komdarki przeciwciatami i dopetniaczem, oraz analize pozyty-
wna, czyli rozdziat komorek na sorterze komérkowym, potwierdzity, ze
komorki LAK moga mie¢ podwdjne pochodzenie. Wiekszo$é komérek LAK
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pochodzi z linii komoérek NK, a tylko pewna czes¢ moze wywodzi¢ sie od
limfocytow T [47, 76, 97].

Udziat obu populacji w tworzeniu komoérek LAK zalezy od narzadu,
z jakiego pochodzg limfocyty, i od rodzaju komorek docelowych, na ktérych
przeprowadza sie test cytotoksyczny [66, 70, 91, 97].

W krwi obwodowej, w poréwnaniu z innymi tkankami, czesto stwierdzano
duzo wyzszy udziat komoérek LAK pochodzacych od komérek NK (NK-LAK)
niz od limfocytow T (T-LAK) [31, 46, 63, 91, 97].

Wspomniana proporcja zalezy tez od rodzaju komorek docelowych,
uzytych do testowania aktywnosci LAK. Na przyktad komérki LAK po-
chodzgce ze splenocytéw, a testowane z linig EL 4 lub MCA 5, zachowywaty
40% NK-LAK i60% T-LAK. Gdy jako komorek docelowych uzyto linii Yac
1, NK-LAK uzyskiwaly ilosciowg przewage [33].

Innym przyktadem moze by¢ usuniecie z populacji mysich splenocytéw
komorek o fenotypie Thyl+, Lyt2+. Usuniecie to spowodowato catkowite
zahamowanie tworzenia aktywnos$ci LAK, skierowanej przeciwko wiasnym
komoérkom zmodyfikowanym TNBS, natomiast nie miato efektu na cytotok-
sycznos¢ LAK przeciwko komoérkom nowotoworowym. Z kolei eliminacja
komdrek o fenotypie AsGM 1+ powodowata zupetne usuniecie aktywnosci
LAK w stosunku do wszystkich testowanych komorek [3].

Za tym, ze komérki LAK nalezag gtéwnie do populacji komoérek NK
przemawiajg liczne eksperymenty. Zwrocono uwage na korelacje miedzy
zwiekszong aktywnoscig komorek LAK a wzbogaceniem limfocytéw w komor-
ki populacji bogatej w aktywno$¢ NK, tzw. populacji LGL (Large Granular
Lymphocytes) [23, 70, 90, 93, 97]. Sg to limfocyty morfologicznie rozrézniane
na podstawie wiekszej niz przecietnie ilosci cytoplazmy oraz licznych ziarnis-
tosci na jej terenie [45]. ROwniez wtedy, gdy po aktywacji limfocytow IL-2
eliminowano za pomocg przeciwciat monoklonalnych i dopetniacza sposréd
nich komdrki NK, akywnos¢ LAK zostawata prawie catkowicie zniesiona [31,
70]. W przeciwienstwie do opisanego zjawiska przeciwciata przeciwko an-
tygenom powierzchniowym limfocytéw T miaty niewielki wptyw na poziom
cytotoksycznosci wywotanej IL-2 [31, 63].

Porownanie aktywnosci cytotoksycznej komorek indukowanych IL-2 spos-
réd roznych frakcji limfocytow krwi obwodowej cztowieka wykazato réznice
miedzy dziataniem komorek powstatych z populacji LGL i limfocytéow
T cytotoksycznych. NK-LAK byly duzo aktywniejsze cytotoksycznie w stosun-
ku do komérek linii K 562 niz T-LAK, obydwa rodzaje komoérek dziataty
jednakowo na komarki linii MBL 2, natomiast cytotoksycznos¢ w stosunku do
komérek Raji pochodzita tylko z frakcji tworzacej NK-LAK [97],

Badania sktadu antygenéw powierzchniowych prekursoréw i komorek
dojrzatych o aktywnosci LAK nie daty jednoznacznych wynikéw. Opisywano
zar6wno sytuacje, kiedy komorki o réznych markerach powierzchniowych
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(mysie splenocyty Thy 1.2." i Thy 1.2+) po aktywacji nie roznity sie rodzajem
markera (Thy 1.2+) [98], jak réwniez powstawanie niejednorodnej populacji
komorek dojrzatych (ludzkie komérki CD5+ i CD5-) z prekursoréw o jed-
nakowych antygenach (limfocyty CD5-) [91].

Rowniez komorki LAK tworzone z prekursorow ze szpiku kosthego
o fenotypie Qa2+, Qa5+, Thyl+, AsGMI+, NK+, Lyt2~ stanowily dwie
rézne populacje komorek: NK-podobne o fenotypie NK1 +, Qa5+, AsGMI +,
Thyl+, Lyt2- oraz T-podobne o fenotypie NK1-, Qa5+, AsGM I+, Thyl +,
Lyt2+ [36].

Tymocyty ludzkie CDI- i CD3- po inkubcji z IL-2 tworzyly komorki
efektorowe LAK o fenotypie CD3-, HNK1-, CD16-, NKH1+ [68].

TABELA 2
Wystepowanie antygenoéw rdéznicowania na prekursorowych i efektorowych komoérkach LAK

Komérki ludzkie

komérki prekursorowe komorki efektorowe
CD3 - [18, 26, 68] CD3 + [8, 18]
CDh4 nie badano +/- [59]
CD5 - [91] - [26, 68, 48]
CD8 nie badano CD4 - [8, 48, 55]
CD16 + [26, 48] CD5 +/-  [91]
NKH1 +  [26, 48] CcD8 + 8, 18]
- [48, 55]
CD16 +  [26, 48]
[68]

NKH1  +  [26, 48, 68]

Komaérki mysie

komorki prekursorowe komorki efektorowe
Thyi + [82] Thyi + [13, 26, 38, 59, 98]
+/- [48, 98] L3T4 - [26, 38]
- [3, 13, 59] Lyt2 + [13, 38]
L3T4 - [26, 48, 76] +/- [39]
Lyt2 - I3, 26, 48, 76] - [26]
AsGMI + [3, 13, 26, 48, 76, 98] AsGMI + [26, 48, 94]
+/- [3]
— [39]

Na podstawie badan mysich komérek $ledziony, otrzymanych po wirowa-
niu w gradiencie gestosci na Percollu, stwierdzono, ze prekursory komorek
LAK sa obecnie we frakcjach bogatych w komorki NK i we frakcjach
bogatych w limfocyty T cytotoksyczne. Frakcja pierwsza sktadata sie¢ z komé-
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rek Thyl-, Lyt2~ i AsGMI+, a frakcja druga z komoérek Thyl+, Lyt2+
i AsGMI +. Frakcja pierwsza, sktadajaca sie z komdrek NK-LAK, uzyskiwata
aktywno$¢ cytotoksyczng szybciej niz komérki frakcji drugiej (T-LAK).
NK-LAK wymagaty tez mniejszych ilosci IL-2 niz T-LAK [3].

Rozdzielenia prekursoré6w komorek LAK na Percollu dokonano réwniez
uzywajac mysich komorek szpiku. Wyniki byly bardzo zblizone do wynikow
uzyskanych dla komoérek sledziony [53].

NajczeSciej wystepujagce markery powierzchniowe na komérkach prekur-
sorowych i efektorowych LAK przedstawiono w tab. 2. Jak wida¢, komaérki
0 aktywnosci LAK powstajg zaré6wno z komorek populacji NK, jak i lim-
focytow T cytotoksycznych. Jednakze nalezy przyznac, ze limfocyty T cytotok-
syczne o aktywnosSci LAK czesto majg na swojej powierzchni antygeny
charakterystyczne dla komoérek NK, takie jak NKH1 [28, 77] czy Leu7 [91]; nie
sg to wiec typowe limfocyty T. Generalnie mozna stwierdzi¢, ze wieksza czes¢
aktywnosci LAK pochodzi od komorek NK, jednak proporcje NK-LAK do
T-LAK zalezg od tkanki, z ktorej pochodzg komoérki LAK, oraz od rodzaju
komorek docelowych.

V. WPLYW MEDIATOROW IMMUNOLOGICZNYCH | SRODKOW
FARMAKOLOGICZNYCH NA AKTYWNOSC LAK

Aktywnos$¢ komérek LAK moze by¢ zalezna od obecnosci cytokinin
w $rodowisku. Zbadano wpltyw interferonéw na aktywno$¢ LAK i NK.
Inkubacja komoérek S$ledziony z rekombinowanym ludzkim interferonem-a
A/D (rHulFN-a A/D) w przeciwienstwie do wynikow uzyskanych dla komo-
rek NK hamowata powstawanie komorek LAK. Maksymalne zahamowanie
miato miejsce, gdy rHulFN-a A/D podawano razem z IL-2. Hamowanie to
zmniejszato sie, a nawet catkowicie ustepowato, gdy interferon podawano po
1 lub 2 dniu inkubacji komérek z IL-2 [5]. Podobne dziatanie ludzkiego
IFN-aA bylo opisywane przez innych autoréw [87]. W czeSci badan stwier-
dzono, ze dodanie rIFN-y do komérek inkubowanych wraz z IL-2 powoduje
wzrost aktywnosci cytolitycznej komdérek LAK [5, 32, 62], nie ma natomiast
wptywu na proliferacje tych komdrek [5]. Inne dosSwiadczenia wykazaly, ze
ludzki IFN-y nie ma wplywu na aktywno$¢ komorek LAK [87].

Istniejg sprzeczne doniesienia dotyczace dziatania IFN-B na komérki LAK.
Czes$¢ badaczy uwaza, ze IFN-B moze podwyzsza¢ aktywno$é komoérek LAK
[62], wyniki innych badaczy sugerujg jego hamujacy wptyw [87].

Zbadano rowniez dziatanie B-IL-1 na aktywno$¢ komérek LAK. Stwier-
dzono, ze wywiera on efekt pobudzajacy [62].

Do innych czynnikow, ktorych wpltyw na komorki LAK zostat opisany,
nalezag hydrokortyzon i cyklosporyna A. Zauwazono, ze komdrki LAK sg
wyjatkowo wrazliwe na hydrokortyzon. Jednoczes$nie ustalono, ze hydrokor-
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tyzon miat niewielki wptyw na aktywno$¢ limfocytow T cytotoksycznych [22].
Zupeinie przeciwny efekt wywierata cyklosporyna A. Nie miata ona wptywu na
aktywno$é komorek LAK, catkowicie natomiast hamowata aktywacje lim-
focytow T cytotoksycznych [21, 22].

Zbadano takze wplyw Srodkdw farmakologicznych na cytotoksycznosc
komoérek LAK. Stwierdzono, ze EDTA hamuje w jednakowym stopniu
aktywnos$¢ LGL, aktywno$¢ LAK pochodzacg z LGL oraz aktywnos$¢ LAK
pochodzaca od cytotoksycznych limfocytéw T. Swiadczy to o roli Ca2+
i Mg2+ w procesie cytotoksycznosci z udziatem tych populacji komorek.
Dwuwartosciowe kationy sg niezbedne do utworzenia wigzania miedzy komor-
ka efektorowa a docelowg [97].

Trypsyna, fosforan D-mannozy [97] i deksametazon [30], ktére prawie
catkowicie hamowaty cytotoksyczno$¢ LGL, mialy niewielki hamujgcy wptyw
na aktywnos$¢ cytotoksyczng hodowanych z IL-2 LGL i cytotoksycznych
limfocytow T.

Wykonano rédwniez eksperymenty z prostaglandynami (PGE2 i PGF2oc).
Okazato sie, ze PGE2 zmiejsza o potowe cytotoksycznos¢ LGL, o jedng
czwartg aktywno$¢é T-LAK, a na aktywno$¢ LAK pochodzacg od LGL ma
znikomy hamujacy wptyw [30, 97]. Prostaglandyna F2a nie hamowata zadnej
z tych cytotoksycznosci [97].

VI, ANTYNOWOTWOROWE DZIALANIE KOMOREK LAK IN VIVO

Nie tylko in vitro cytotoksyczno$s¢ komdrek LAK okazata sie bardziej
efektywna w niszczeniu komdrek nowotworowych od innych rodzajéw cytoto-
ksycznosci. Rowniez eksperymenty na zwierzetach oraz obserwacje kliniczne
wykazaty duzg skuteczno$¢ dziatania komorek LAK.

Stwierdzono, ze in vivo komorki LAK mogga by¢ cytotoksyczne w stosunku
do komorek nowotworowych z niehodowanych, litych guzédw niewrazliwych
na cytotoksycznos$¢ typu NK [17, 32, 45],

Przeprowadzono badania na zwierzetach z przerzutami takich nowo-
tworéw jak miesaki i czerniaki do pluc i watroby. Badania te wykazaly
skuteczno$¢ podawania komoérek LAK i IL-2 w catkowitym lub czeSciowym
hamowaniu wzrostu tych nowotworéw [6, 39, 40, 49, 56-59]. Niezaleznie od
tego, czy komorki LAK byly autologiczne, czy allogeniczne w stosunku do
biorcy, dziataty w jednakowym stopniu cytotoksycznie na komarki zmienione
nowotworowo [14].

Stwierdzono, ze przeszczepione komdrki LAK podane zwierzeciu wraz
z IL-2 mogg rozmnazac sie w ptucach, watrobie i nerkach [12]. Podawana IL-2
jednoczesnie z komdérkami LAK stymuluje in vivo ich proliferacje [11, 12, 14]
i migracje [12]. Wnioski te wyciggnieto m. in. z doSwiadczen, w ktérych
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zauwazono, ze napromienione zwierze po podaniu IL-2 nie tworzy komdrek
LAK, natomiast podanie takiemu zwierzeciu komérek LAK z IL-2 powodo-
wato proliferacje tych komorek i powstawanie aktywnosci antynowotworowej,
zaleznej od IL-2 [12].

Badano réwniez aktywno$¢ antynowotworowga samej IL-2. Okazato sie, ze
stymulowala ona tworzenie sie in vivo komoérek LAK z endogennych
limfocytéw oraz pobudzata je do proliferacji [11, 12]. Stwierdzono jednak, ze
IL-2 tylko w bardzo wysokich stezeniach powodowata skuteczne niszczenie
komdrek nowotworowych [57, 58, 96].

VIl. KLINICZNE ZASTOSOWANIE KOMOREK O AKTYWNOSCI LAK

Proby leczenia nowotworéw u zwierzat doswiadczalnych podawaniem
interleukiny 2 daty pozytywne wyniki. Zdecydowano sie wiec zastosowac jg
w terapii nowotworow u ludzi. Pierwsze proby takiego leczenia podjat zespét
S.A. Rosenberga. Chorym podawano poczatkowo samg IL-2. Stwierdzono, ze
dawki podzielone dawaty lepsze rezultaty niz pojedyncze wstrzyknigecie catej
porcji leku [73]. llosci IL-2, ktére dziataty skutecznie antynowotworowo, byty
jednak Zle tolerowane przez organizm [43, 44, 96]. Silne skutki uboczne
uniemozliwity kliniczne wprowadzenie takiej terapii na szerszg skale. Inter-
leukina 2 powodowata podcisnienie, goraczke, zatrzymanie ptynéw w ograniz-
mie, zmiany w obrazie krwi, zmiany w poziomie niektérych hormonoéw
i enzyméw oraz wiele innych objawdw czesto niebezpiecznych dla zycia
pacjenta [54, 74, 96].

Leczenie tylko za pomocg komérek LAK nie dato takze oczekiwanych
rezultatéw [64]. Dzieje sie tak prawdopodobnie z powodu braku czynnika,
ktéry podtrzymywatby aktywnos$¢ lub stymulowat proliferacje tych komorek
in vivo. Wczesniej stwierdzono, ze efektywnos$¢ niszczenia nowotworu jest
zalezna od liczby przetoczonych komérek efektorowych [14, 39, 57].

W praktyce najkorzystniejsze okazato sie potgczenie obu tych metod [39,
40, 56-58, 72, 74]. Zmniejszono w ten sposob ilosci podawanej IL-2, a wiec
i dziatanie uboczne, jakie towarzyszyto leczeniu interleuking 2, a wykorzystano
synergistyczny efekt dziatania IL-2 i komorek LAK. Pierwszym etapem
leczenia byto uzyskanie przy uzyciu separatora komérkowego duzej liczby
limfocytow chorego. Nastepnie inkubowano je in vitro z IL-2, indukujac
aktywnos$¢ komoérek LAK i ,,oddawano” choremu w kropléwce dozylnej.
Stwierdzono, ze najkorzystniejszy efekt uzyskano stosujgc wielokrotnie przeta-
czania komoérek LAK i IL-2 [13, 17, 24]. Zapewniono w ten spos6b staly
poziom IL-2 i komérek LAK w organizmie.

Aby leczenie IL-2 i komorkami LAK byto skuteczne, pacjentom podawano
dozylnie od 10000 do 100000 jednostek IL-2 na kg wagi ciata, co 8 godz. przez
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3-7 dni. Limfocyty autologiczne byly hodowane przez 3-5 dni w obecnosci
1000 jednostek IL-2/ml, a nastepnie 1010 lub wiecej tych Jcomoérek wstrzykiwa-
no pacjentowi [17, 74]. Stwierdzono, ze lepszy efekt daje miejscowe podanie
komérek LAK niz og6lne. Na przyktad w przypadku leczenia nowotworu
watroby miejscowe podanie komorek LAK, tzn. do zyly watrobowej, daje
lepszy efekt niz podanie ogdlne. Gdy leczony jest nowotwdr jamy otrzew-
nowej, najlepszy skutek odnosi podanie komérek dootrzewnowo [88].

Immunoterapie komorkami LAK i IL-2 zastosowano w leczeniu raka
nerki, czerniaka, raka okreznicy, chtoniaka nieziarniczego czesto z bardzo
dobrym skutkiem, tzn. catkowitym zanikiem guza [17, 74].

W czesci prac opisano tworzenie in vitro komoérek LAK z limfocytéw od
chorych na ostrg i przewleklg biataczke szpikowa, biataczke limfatyczng i raka
jajnika. Wczesniej stwierdzono, ze przypadki tych nowotworow byly potgczo-
ne z defektem komérek NK, jednak z krwi tych chorych, po diuzszej niz
w przypadku normalnych limfocytéw inkubacji z IL-2, udato sie wytworzyc¢
komérki LAK. Komaérki te powodowaty in vitro niszczenie $wiezych komorek
biataczkowych [45]. Rowniez komdrki ostrej biataczki T limfocytarnej, nie
wykazujgce aktywnosci cytotoksycznej, po inkubacji z IL-2 niszczyty komorki
nowotworowe oporne na cytotoksycznosé¢ NK [34].

Podsumowujac, nalezy podkresli¢, ze nowa metoda immunoterapii komor-
kami LAK i IL-2 stworzyta duze mozliwosci leczenia chor6b nowotworowych.
Z pewnoscig metody leczenia komérkami LAK i IL-2 wymagajg jeszcze
dopracowania, zwlaszcza w aspekcie zmniejszenia skutkdw ubocznych oraz
wysokich kosztéw kuracji, lecz w chwili obecnej mozna mie¢ nadzieje, ze
ucigzliwosci te zostang w przysztosci usuniete.
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PEROKSYSOMY KOMOREK ZWIERZECYCH

PEROXISOMES OF ANIMAL CELLS

Jan A. LITWIN

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

Streszczenie. Pomimo 30 lat intensywnych badan, peroksysomy, powszechnie wystepujace
w komoarkach rosdlinnych i zwierzecych, sg wcigz jedng z najbardziej zagadkowych organeli.
Artykut przedstawia obecny (potowa 1988 r.) stan wiedzy na temat peroksysoméw komérek
zwierzecych. Autor omawia morfologie peroksysoméw, ich wyposazenie enzymatyczne oraz udziat
w procesach metabolicznych komérki. Dyskutowane sa réwniez zjawiska indukowanej eks-
perymentalnie proliferacji peroksysoméw, ich zmiany towarzyszace ré6znym procesom patologicz-
nym, a takze aktualne poglady na ich biogeneze.

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 wkraczata dopiero do badan
przyrodniczych, Rhodin opublikowat swg prace doktorska poswiecong ultra-
strukturze kanalika proksymalnego nerki. Opisat w niej pecherzykowe twory,
ktore nazwat mikrociatkami (microbodies) i wysunat przypuszczenie, iz moze
to by¢ nie znany do tej pory rodzaj organeli komorkowej [143]. Dwa lata
pdzniej Rouiller i Bernhard zaobserwowali mikrociatka w komadrkach wat-
robowych [148]. Pierwsze informacje dotyczace funkcjonalnego znaczenia
nowo poznanej organeli przyniosto w latach sze$édziesigtych zastosowanie
techniki frakcjonowania komérki przez De Duve’a i wspotpracownikow,
ktorzy wykazali, ze mikrociatka zawierajg oksydazy utleniajace wiele sub-
stratow i wytwarzajace jako produkt uboczny nadtlenek wodoru, oraz
katalaze, ktora ten nadtlenek na miejscu rozklada [25]. Z uwagi na te whasnosci
enzymatycznego wyposazenia mikrociatek, De Duve zaproponowal dla nich
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nowg nazwe — peroksysomy, ktora weszta odtagd na state do stownika biologii
komérki. Pojecie mikrociatko odnosi sie obecnie wylgcznie do niektérych
struktur spokrewnionych z peroksysomami, ale zawierajagcych odmienne od
nich zestawy enzyméw.

Pod koniec lat sze$édziesiatych opracowano metode cytochemicznej iden-
tyfikacji peroksysoméw poprzez uwidocznienie peroksydacyjnej aktywnosci
katalazy w reakcji z dwuaminobenzydyng [28]. Od tej chwili badania nad
morfologia i biochemig peroksysomdw staty sie jednym z istotnych dziatéw
biologii komorki.

Paradoksem jest, ze okoto 30 lat badah nad peroksysomami, przy
zastosowaniu wszystkich dostepnych technik cytofizjologii i biologii molekula-
rnej, przyniosto wiecej znakow zapytania niz odpowiedzi. Nie bedzie przesada
stwierdzenie, ze peroksysomy sg dzi$ najbardziej tajemniczg organelg komor-
kowag. Ich ksztatt przestrzenny, biogeneza oraz rola w procesach zyciowych
komérki poznane sg tylko fragmentarycznie.

Przeglad stanu wiedzy na temat peroksysomoéw nalezy zatem otworzyé
podstawowym pewnikiem: peroksysomy wystepuja we wszystkich komérkach
eukariotycznych — nie tylko u organizméw wyzszych, ale takze u pierwo-
tniakow, grzybéw i roslin zielonych. To rozpowszechnienie peroksysomoéw
w $Swiecie ozywionym wyraznie wskazuje na ich istotne znaczenie w wewnetrz-
nej organizacji komorki i prowadzonych przez nig procesach metabolicznych.

Najwiecej informacji pochodzi z badahn nad peroksysomami komodrek
wyzszych kregowcow, gtownie ssakow. Dlatego przedstawiona ponizej charak-
terystyka peroksysomow dotyczy¢ bedzie tych wiasnie organizméw. Odmienne
funkcjonalnie peroksysomy i pokrewne mikrociatka pierwotniakow, grzybdow
i roslin (glikosomy, hydrogenosomy, glioksysomy) wymagaja, ze wzgledu na
odrebnos$¢ problematyki, osobnego opracowania. Czytelnikdw pragnacych
rozszerzyé podane tu, z koniecznosci skrétowo, informacje, odsytam do
wyczerpujacych artykutdw przegladowych i monografii opublikowanych za
granicg [14, 15, 38, 87, 123, 138, 151, 194],

1 MORFOLOGICZNA CHARAKTERYSTYKA PEROKSYSOMOW

11. DANE MORFOMETRYCZNE

Na ultracienkich skrawkach oglgdanych w mikroskopie elektronowym
peroksysomy widoczne sg z reguty jako okragte, owalne lub poligonalne twory
o $rednicy od 0,1 do 1,0 pm. Bardzo liczne i duze peroksysomy (powyzej 0,5
pm) spotyka sie przede wszystkim w hepatocytach i komorkach kanalikéw
proksymalnych nerki. Komorki te stanowig wdzieczny i szeroko wykorzys-
tywany materiat badawczy. Stosunkowo bogate w peroksysomy sg takze
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komérki nabtonka jelitowego, kory nadnerczy i innych struktur produkuja-
cych hormony sterydowe, oraz komorki gruczotow tojowych i cytotrofoblastu.
W pozostatych komaérkach peroksysomy sg bardzo mate ijest ich niewiele. Tak
znaczny rozrzut wielkosci i liczebnosci peroksysomow uniemozliwia sfor-
mutowanie ogdlnych wnioskéw dotyczacych liczby peroksysoméw czy objetos-
ci zajmowanej przez nie w komorce, aczkolwiek dysponujemy takimi danymi
w odniesieniu do komorek watrobowych réznych gatunkéw zwierzat [145]
(tab. 1).
TABELA 1

Charakterystyka morfometryczna peroksysoméw obecnych w hepato-
cytach réznych gatunkéw ssakéw (wg [145])

Liczba Srednia
Gatunek peroksysomaow objetos¢ % objetosci
w komorce peroksysomu komorki
[pm3]
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
Cztowiek 850 0,12 1,20

12. KSZTALT PEROKSYSOMOW

Do niedawna uwazano powszechnie, opierajagc sie na obrazach z mikro-
skopu elektronowego, iz peroksysomy, podobnie jak lizosomy, sa pecherzyka-
mi. Wyniki badan ostatnich kilku lat wskazujg jednak wyraznie, ze obraz taki
byt znacznie uproszczony. Rekonstrukcje przestrzenne seryjnych skrawkow,
a takze zastosowanie do badan wysokonapieciowego mikroskopu elektro-
nowego wykazaty, ze typowe sferoidalne peroksysomy hepatocytéw moga sie
taczy¢ waskimi kanalikowymi mostkami w , koralikowe” formacje o znacznej
niekiedy diugosci, dochodzacej nawet do 5 pm (rye. 1) [41, 110, 186]. Czesto
spotykang struktura, urozmaicajaca ksztatt watrobowych peroksysomow, sg
»ogonki” — Kkrdtkie, palczaste wypustki bitony peroksysoméw wystepujace
pojedynczo i $lepo zakonczone (rye. 1) [41, 171]. W komdérkach watrobowych
liczba peroksysomow o urozmaiconych ksztattach jest wyraznie wieksza
w trakcie ich namnazania sie, np. podczas rozwoju embrionalnego, po
hepatektomii, a takze przy proliferacji peroksysoméw indukowanej chemicznie
[140, 171, 186].
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Rye. 1 Postulowany schemat morfologicznych przeksztalcen perok§ysoméw w komérkach
zwierzecych: od hipotetycznego prekursora (x) — matego pecherzyka o $rednicy ok. 100 nm do
skomplikowanych form btonowych spotykanych w niektérych komérkach (np. w gruczotach
fojowych). Wyodrebniono dwie gtéwne linie: przeksztatcenia prowadzace do powstania struktur
koralikowych (3), typowych pecherzykéw (T) i form dyskowatych (5-8) oraz przeksztatcenia
prowadzace do powstania form tubularnych (numeracja rzymska) (wg [42], zmodyfikowane)
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Interesujace wyniki przyniosta seria prac Gorgas i wsp., ktérzy badali
peroksysomy komdrek gruczotéw tojowych u roéznych gatunkdw zwierzat.
Okazato sie bowiem, iz w komoérkach tych peroksysomy cechuje wyjatkowa
wrecz polimorficzno$é. W gruczole okotoodbytniczym psa peroksysomy maja
posta¢ sptaszczonych, wklestych cystern, nasladujgcych diktiosomy aparatu
Golgiego [44]. Peroksysomy gruczotu napletkowego myszy tworzg labiryn-
towe, tubularne formacje zmieniajgce swoj ksztatt wraz z cyklem wydziel-
niczym komérki i przyjmujace w sposob typowy forme zakle$nietego dysku,
a nastepnie kubka (rye. 1) [40]. W komdrkach gruczotu Meiboma u myszy
wystepujg prawie wytgcznie peroksysomy tubularne (rye. 1), ktére w trakcie
dojrzewania komorki tworza bardzo zageszczone heksagonalne uktady [43].
Rowniez tubularne peroksysomy znacznej dtugosci i silnie rozgatezione wy-
stepuja w biatym gruczole pachwinowym krélika [42] i w gruczole kuprowym
kaczki [189]; w obu przypadkach moga one réwniez tworzy¢ uktady koraliko-
we. W tzw. lipidowym segmencie kanalika proksymalnego nerki psa perok-
sysomy majg ksztatt uktadajgcych sie w stosy spiaszczonych dyskéw [190].

Obserwacje te sktonity Gorgas do zaproponowania schematycznej sekwen-
cji morfologicznych przeksztatcern peroksysomoéw w komorkach zwierzecych,
obejmujacej wszystkie poznane dotychczas ich formy przestrzenne (rye. 1) [42].

Lazarow i wsp. [90] stworzyli koncepcje tzw. siateczki peroksysomowej,
ktora zaktada, iz peroksysomy tworzg w komorce skomplikowany, labiryn-
towy uktad bton, analogiczny do siateczki $rédplazmatycznej. Hipoteza ta
wyjasnia wiele problemow dotyczacych biogenezy tych organeli, jednakze
znajduje tylko czesciowe potwierdzenie w badaniach morfologicznych. Analiza
morfometryczna peroksysomoéw w normalnej watrobie szczura dowiodta, iz
w narzadzie tym peroksysomy sg oddzielnymi, sferoidalnymi tworami [182].
Przestrzenna rekonstrukcja peroksysomow w regenerujacej watrobie szczura
wykazata natomiast, ze koralikowa czy labiryntowa forma charakteryzuje
jedynie niewielka cze$¢ peroksysomow, natomiast wiekszo$¢ ma nadal postac
pojedynczych pecherzykow [186]. Wystepowanie zaréwno typowych, oddziel-
nych peroksysomoéw, jak i elementéw ,siateczki peroksysomowej”, hipoteza
Lazarowa tlumaczy duzg plastycznoscia i dynamika systemu peroksysomowego,
ktérego btony mialyby sie nieustannie rozdziela¢ i taczy¢, tworzac w efekcie
zaréwno pojedyncze pecherzykowe struktury, jak i bardziej ztozone formacje.
Nie zmienia to jednak faktu, iz wyjasnienie takie ma charakter spekulatywny,
a uzyskane dotychczas dane nie pozwalajg na razie na wyciggniecie ogdlnych
wnioskéw na temat rzeczywistego ksztattu peroksysomoéw.

1.3. WEWNETRZNE STRUKTURY PEROKSYSOMOW

Peroksysomy hepatocytow wielu kregowcdw zawierajg charakterystyczny
cylindryczny rdzen o parakrystalicznej strukturze, sktadajacy sie z réwnolegle
utozonych biatkowych rurek o $rednicy ok. 10 nm [170]. Rdzen, nazywany
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takze nukleoidem, wykazuje znaczng zmienno$¢ miedzygatunkowa: moze miec
forme wstegowata lub rozgateziong, a takze nie zawsze cechuje go wysokKi
stopiefi strukturalnego uporzadkowania [61]. U naczelnych Nowego Swiata
i u cztowieka peroksysomy watrobowe nie zawierajg rdzenia.

Parakrystaliczny rdzefh peroksysoméw watroby szczura zbudowany jest
gtébwnie z oksydazy moczanowej [56]. W badaniach poréwnawczych, obej-
mujacych rézne gatunki zwierzat, zaobserwowano dos¢ $cistg korelacje miedzy
wystepowaniem oksydazy moczanowej i obecnos$cia rdzenia w peroksysomach,
aczkolwiek u niektérych gatunkéw pozbawionych tego enzymu peroksysomy
réwniez zawieraty nukleoid o nietypowej jednak, niekrystalicznej formie [61].

Szczeg6lng morfologia wewnetrzng charakteryzujg sie peroksysomy w ko-
moérkach kanalikéw proksymalnych nerki szczura: w ich centralnej czesci
znajduje sie homogenny, bezpostaciowy obszar (tzw. centralna jasna macierz),
natomiast strefa obwodowa ma wiekszg gestos¢ elektronowg i zawiera
réwnolegle utozone rurki biatkowe o $rednicy 120 nm [9]. Ich obecnos¢
pozwala na identyfikacje peroksysomow nerkowych szczura w replikach
sporzagdzanych metodg mrozenia i tamania [66].

14. PLYTKA BRZEZNA

U wielu gatunkow, szczegélnie u zwierzat owadozernych i u naczelnych,
peroksysomy watroby i nerki czesto zawierajg elektronowo gestg ptytke
grubosci 8-15 nm i dtugosci dochodzacej do 0,5 pm, zlokalizowang tuz pod
btong peroksysomu i powodujgcg w tym rejonie sptaszczenie jego obrysu [61].
U cztowieka ptytki brzezne spotyka sie raczej rzadko, aczkolwiek opisywano
ich obecno$¢ zardbwno w peroksysomach hepatocytow [162], jak i komédrek
kanalika proksymalnego nerki [146]. Nie powiodty sie, jak dotad, proby
izolacji ptytek brzeznych, stad ich sktad chemiczny i znaczenie funkcjonalne sg
niejasne.

15. MACIERZ PEROKSYSOMU

W konwencjonalnie przygotowanym materiale biologicznym, peroksysomy
obserwowane w mikroskopie elektronowym zawierajg macierz o delikatnie
ziarnistej lub klaczkowatej strukturze. Frakcjonowanie peroksysomow z wat-
roby szczura, ktérych btona zostata uszkodzona w wyniku dziatania zmien-
nych temperatur (zamrazanie i rozmrazanie), ultradzwiekéw lub detergentow
uwidocznito wewnatrz organeli delikatny wiokienkowy zrgh przyczepiony
z jednej strony do btony peroksysomu, z drugiej za$ powigzany z parakrys-
talicznym rdzeniem [2]. Niektére enzymy peroksysomowe (oksydaza acy-
lo-CoA, biatko dwufunkcyjne), koenzym A, a takze niezidentyfikowane dotad
biatka niebtonowe (29 kD) wydajg sie dos¢ mocno zwigzane z tym wiasnie
zrebem, i dopiero wysokie stezenia detergentow powodujg ich oddzielenie sie
i przejScie do nadsaczu [2, 177].
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16. MIKROPF.ROKSYSOMY

W 1972 r. Novikoff i wsp. wyodrebnili sposréd peroksysomow wy-
stepujacych w komdérkach zwierzecych szczeg6lng klase, ktérg nazwali mikro-
peroksysomami. Wedtug tych autorow, mikroperoksysomy charakteryzowaty
sie nastepujacymi cechami: niewielka $rednicg, od 0,1 do 0,3 pm, brakiem
rdzenia oraz czesto obserwowanymi bezposrednimi potaczeniami z kanatami
siateczki $rédplazmatycznej [119]. W odroznieniu od duzych peroksysomow
z rdzeniem, wystepujacych w komorkach watroby i nerki, mikroperoksysomy
zaobserwowano praktycznie we wszystkich komodrkach zwierzecych [120].
Podziat ten, spotykany jeszcze niekiedy w literaturze, traktowany jest obecnie
z duzg rezerwg i nie wydaje sie uzasadniony, gdyz opisywane przez Novikoffa
potaczenia mikroperoksysomow z siateczkg Srodplazmatyczng okazaly sie
potaczeniami miedzy poszczeg6lnymi segmentami ,koralikowych” uktadow
peroksysoméw [141, 144, 186]. Formacje takie czesto zawierajg zaréwno duze
peroksysomy z rdzeniem, jak i mikroperoksysomy zgodne z opisem Novikoffa
[41, 186]. Mozna zatem przyjac, ze mikroperoksysomy sg po prostu arbitralnie
wyodrebniong czescig heterogennej pod wzgledem wielkosci i ksztattu popula-
cji peroksysoméw komorek zwierzecych.

1.7. BLISKIE RELACJE PRZESTRZENNE Z INNYMI STRUKTURAMI KOMORKOWYMI

Badania ostatnich lat wykazaty jednoznacznie, iz peroksysomy nie tgczg sie
bezposrednio z zadnymi innymi organelami komorkowymi. Obserwuje sie
natomiast regularnie bliskie zwiazki przestrzenne z siateczka srodplazmatyczna
i kroplami lipidowymi.

Najbardziej charakterystyczne i najczesciej spotykane jest czeSciowe oto-
czenie peroksysomu przez pojedynczg cysterne gladkiej siateczki $rodplaz-
matycznej [29, 40, 41]. Btony peroksysomu i siateczki zblizajg sie na odlegtos¢
zaledwie 10-15 nm; mozna réwniez zaobserwowac spinajgce je elektronowo
geste mostki [69]. Cysterny siateczki potgczone mostkami z btonami perok-
sysomow utrzymujg sie nawet po izolacji peroksysoméw i ich starannym
oczyszczeniu metodami biochemicznymi [192]. W trakcie namnazania sie
peroksysomow sgsiadujgce bezposrednio elementy siateczki mogag wykazywaé
liczne fenestracje, a takze tworzy¢ kilkuwarstwowe poktady [10]. W komér-
kach niektérych gruczotéw tojowych peroksysomy tworzg regularne szeregi
przeplatajgce sie z rGwnolegle utozonymi cysternami siateczki [189]. Obserwac-
je te wyraznie wskazuja na powigzanie funkcjonalne obu organeli. Przypuszcza
sie, iz miedzy peroksysomami a siateczkg dochodzi do statej wymiany
produktéw posrednich biosyntezy ztozonych lipidow [10, 192].

Udziat peroksysomow w metabolizmie tluszczOw moze takze tlumaczyé
czeste wystepowanie peroksysomow w bezposredniej bliskosci kropli lipido-
wych, co zaobserwowano w komorkach watrobowych [97], nerkowych [190]
i niektérych gruczotéw tojowych [42].
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Wzajemne powigzania przestrzenne peroksysoméw z mitochondriami opi-
sane zostaty w komdrkach gruczotu napletkowego myszy w trakcie cyklu
wydzielniczego. Peroksysomy i mitochondria wykazujg tu réwnolegle za-
chodzgce przeksztatcenia w rozgatezione, labiryntowe formacje, przy czym
btony mitochondriéw i peroksysomoéw w wielu miejscach zblizajg sie do siebie
na bardzo niewielkg odlegtos¢ [40]. Znaczenie tego bliskiego zwigzku prze-
strzennego obu organeli nie jest jasne, zwiaszcza ze brak dotychczas podob-
nych obserwaciji.

2. BLONA PEROKSYSOMU

Peroksysomy otoczone sg pojedyncza btong o wyraznie zaznaczonej
tréjwarstwowej strukturze igrubosci ok. 7 nm. Jest ona nieco ciefisza niz btona
lizosoméw, pecherzykéw wewnatrzkomérkowych i btona komdérkowa. Od
innych bton komorki rézni ja takze wieksza odporno$¢ na uszkodzenie
detergentami [18].

W sktad btony peroksysomu wchodzg fosfolipidy i biatka. Stosunek obu
sktadnikéw wynosi ok. 200 nM/mg i jest nizszy niz w bionie siateczki
$rédplazmatycznej. Gtownymi elementami fosfolipidowymi sg fosfatydylocho-
lina i fosfatydyloetanolamina oraz niewielka ilo$¢ estrow cholesterolu [31].
W btonie peroksysomu nie wystepuje kardiolipina, charakterystyczna dla
wewnetrznej btony mitochondrialnej.

Wsrod biatek biony peroksysomu zidentyfikowano niskoczasteczkowe
biatko (15 kD), wystepujace takze w innych btonach komorki, oraz 4 gtéwne
polipeptydy specyficzne wytgcznie dla tej btony: 22, 26, 27, i 70 kD. Rozdziat
biatek btony peroksysomu metodg SDS-PAGE ujawnia takze wyraZzne prazki
odpowiadajgce biatkom o m. cz. 41 i 68 kD, jednakze sg one najprawdopodob-
niej wynikiem proteolizy biatka 70 kD [31, 52, 54, 79], Biatka btonowe
stanowig ok. 12% catkowitej ilosci biatek w peroksysomach. Niektore z nich
wystepujg w formie ufosforylowanej [152], jednak znaczenie fizjologiczne tego
zjawiska jest niejasne.

Btona peroksysomu jest swobodnie przepuszczalna dla jonow, sacharozy,
niskoczgsteczkowych substratow (moczany, mleczany, aminokwasy, karnity-
na, ATP) i koenzyméw (NAD +, CoA), nie przepuszcza natomiast inuliny (m.
cz. 5 kD) [25, 175].

Badania przepuszczalnosci btony peroksysomu sugeruja, iz zawiera ona
biatko kanatowe, pozwalajgce na swobodne przechodzenie przez btone sub-
stancji o m. cz. do ok. 1kD. Biatko to wymaga dla swej aktywnosci obecnosci
niektérych lipidow btonowych, ajego charakterystyka wskazuje, ze odpowiada
ono polipeptydowi 22 kD [176]. Tworzone przez nie kanaty sg selektywne dla
kationdw i modulowane przez rdznice potencjatdbw po obu stronach biony:
otwieraja sie przy braku réznicy potencjatdw, zamykajag natomiast przy
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jej pojawieniu sie, niezaleznie od biegunowosci. Przyblizona $rednica kanatu
wynosi ok. 3 nm w formie otwartej i ok. 1,5 nm w formie zamknietej. Wyniki
badan nad przepuszczalnoscig btony peroksysomu przemawiajg réwniez za
istnieniem drugiego typu kanatdéw, selektywnych dla aniondw, charakteryzuja-
cych sie Srednicg ok. 0,3 nm i dwoma stanami funkcjonalnymi [83].

TABELA 2

Enzymy zlokalizowane w peroksysomach komérek zwierzecych

Enzym

Katalaza

Oksydaza moczanowa
Oksydaza D-aminokwasow
Oksydaza L-aminokwaséw
Oksydaza a-hydroksykwasow
Oksydaza ksyntynowa
Oksydaza poliamin
Oksydaza acylo-CoA
Oksydaza glutarylo-CoA

Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanu
Dehydrogenaza glicerofosforanu
Dehydrogenaza izocytrynianowa
Dehydrogenaza aldehydowa
Dehydrogenaza 3-hydroksyacylo-CoA*

Acylotransferaza (AcT)karnitynowa
AcT fosforanu dwuhydroksyacetonu (DHA)
AcT choloilo-CoA.glicyna/tauryna

Aminotransferaza (AT) seryna:pirogronian
AT alanina:glioksylan
AT asparagina:pirogronian

Reduktaza acylo-CoA

Reduktaza 2,4-dwuenoilo-CoA
Reduktaza 3-OH-3-metyloglutarylo-CoA
Reduktaza acylo/alkilo fosforanu DHA

Syntaza acylo-CoA
Syntaza alkilo-fosforanu DHA
Syntaza jabiczanowa

Hydrataza enoilo-CoA*
Tiolaza 3-ketoacylo-CoA
lzomeraza <B,d2-enoilo-CoA
Epimeraza D-3-hydroksyacylo-CoA
Allantoinaza
Allantoikaza
Hydrolaza epoksydowa
Lucyferaza

* enzym dwufunkcyjny

E.C.

11116

1.7.33
1433
1432
1.1.3.15
1.2.3.2

1.3.99.3

1.1.1.49
11138

1.1.1.42
1213

1.1.1.35

2.3.1.23
2.3.1,42

2.6.1.51
2.6.1.44
2.6.1.14

1.3.1.34
1.1.1.34
1.1.1.101

6.2.1.3

4132

4.2.1.17

2.3.1.16
5.3.3.8
5.1.2.3
35.25
3534
3.3.2.3

1.13.12.7

Lokalizacja

macierz

rdzen

macierz
macierz
macierz, rdzen
rdzen

macierz
macierz
macierz

macierz
macierz
macierz

btona

zragb macierzy

macierz
btona
macierz

macierz
macierz
macierz

macierz
macierz
macierz
btona

btona
btona
macierz

zragb macierzy
macierz
macierz
macierz
macierz
macierz
macierz
macierz
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3. ENZYMY PEROKSYSOMOWE

Peroksysomy zawierajg kilkadziesigt enzymow, z ktérych cze$¢ wystepuje
wytacznie w tej organeli, natomiast pozostate spotyka sie réwniez w innych
przedziatach komoérki: w mitochondriach, siateczce srédplazmatycznej i w cy-
tozolu. Enzymy peroksysomowe majgce swe odpowiedniki w innych prze-
dziatach komérki, bywaja jednak czesto odmienne od nich pod wieloma
wzgledami i kodowane sa przez odrebne geny.

Dotychczasowe badania wykazaty, iz pod wzgledem wyposazenia en-
zymatycznego peroksysomy stanowig bardzo niejednorodng populacje: wy-
stepowanie wielu enzyméw uzaleznione jest od réznic gatunkowych, narzado-
wych, a nawet moze wykazywa¢ zmienno$¢ w obrebie peroksysomow jednej
komérki. Tabela 2 przedstawia enzymy zidentyfikowane dotychczas w perok-
sysomach komorek zwierzecych, z zaznaczeniem ich lokalizacji w obrebie
peroksysomu.

Enzymy peroksysomowe badane sg zar6bwno metodami biochemicznymi,
stosowanymi po izolacji czystej subkomoérkowej frakcji tych organeli [52, 94,
179], jak i przy uzyciu technik mikroskopowych, pozwalajgcych na uwidocz-
nienie lokalizacji konkretnych enzymoéw in situ. Opracowane dotychczas
metody cytoenzymatyczne umozliwiajg $ledzenie aktywnos$ci katalazy [28, 119,
146] (ryc. 2) i oksydaz peroksysomowych [3, 4, 51], natomiast wprowadzone
w ostatnich latach techniki immunocytochemiczne pozwolity na mikroskopo-
wa lokalizacje réwniez tych enzymdw peroksysomowych, ktore nie mogty byc
uwidocznione metodami klasycznej histochemii enzymow [73, 95, 96] (ryc. 3).

Enzymatycznym znacznikiem peroksysoméw, stosowanym zaréwno w do-
Swiadczeniach biochemicznych, jak i cytochemicznych, jest katalaza. Fakt, iz
wystepuje ona takze w cytozolu (tzw. katalaza pozaperoksysomowa), nie
rzutuje na uzyteczno$¢ tego enzymu jako znacznika: podczas frakcjonowania
enzymy cytozolowe sg skutecznie eliminowane, natomiast w eksperymentach
cytochemicznych aktywno$¢ katalazy pozaperoksysomowej jest — poza nieli-
cznymi wyjatkami — zbyt niska, aby uwidoczniata sie w obrazie mikro-
skopowym.

Wyniki badan biochemicznych, cytochemicznych i immunocytochemicz-
nych dowodzg, ze wiekszo$¢ enzymdéw peroksysomowych znajduje sie w ptyn-
nej macierzy peroksysomu, w formie nie zwigzanej z zadnymi elementami
strukturalnymi: uszkodzenie btony peroksysomu powoduje ich natychmias-
towe przejscie do otoczenia [2, 85, 94, 132], Jedynie kilka enzyméw wydaje sie
wigza¢ S$cislej z upostaciowanymi sktadnikami peroksysomu. Syntaza acy-
lo-CoA zatopiona jest w btonie, przy czym jej centrum aktywne znajduje sie na
powierzchni zewnetrzej [100]; lokalizacje btonowa wykazuje réwniez dehyd-
rogenaza aldehydowa [6] oraz dwa enzymy odpowiedzialne za biosynteze
eterolipidéw: acylotransferaza i syntaza fosforanu dwuhydroksyacetonu [48].
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Ryc. 2. Peroksysomy w komérkach watrobowych szczura uwidocznione cytocherr.iczng reakcja (z

3,3'-dwuaminobenzydyng) wykrywajaca peroksydacyjng aktywno$¢ katalazy w mikroskopie

optycznym (2a) i elektronowym (2b), gdzie dostrzec mozna zaréwno typowe, duze peroksysomy,
jak i ,,mikroperoksysomy” o znacznie mniejszych rozmiarach (strzatki)
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Rye. 3. Peroksysomy w komoérkach watrobowych szczura uwidocznione przy uzyciu metod
immunocytochemicznych z przeciwciatami przeciw enzymom /J-oksydacji kwaséw ttuszczowych.
3a: posrednia reakcja immunoperoksydazowa wykrywajaca oksydaze acylo-CoA. 3b: reakcja
z biatkiem A i ztotem koloidalnym, wykrywajaca enzym dwufunkcyjny (hydrataze enoilo-Co-
Aldehydrogenaze 3-hydroksyacylo-CoA). M — mitochondria
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Biatko dwufunkcyjne (hydrataza enoilo-CoA/dehydrogenaza 3-hydroksyacy-
lo-CoA) zwigzane jest ze stabo dotychczas scharakteryzowanym zrebem
widknistym macierzy [2]. Oksydaza moczanowa wystepuje zawsze w obrebie
parakrystalicznego rdzenia i nie spotyka sie jej wcale w peroksysomach nie
wykazujacych tej struktury [19]. Wyjatek stanowia peroksysomy proliferujgce:
w regenerujagcych komérkach watrobowych opisano przejSciowa lokalizacje
oksydazy moczanowej w macierzy zardbwno peroksysomOw z rdzeniem, jak
i bez rdzenia. Lokalizacja ta przypuszczalnie odzwierciedla proces inkorporacji
nowo zsyntetyzowanego enzymu do namnazajacych sie peroksysoméw [185].
W obrebie rdzenia wykazano takze aktywno$¢ oksydazy ksantynowej [3].
W obu przypadkach produkt reakcji enzymatycznej gromadzi sie we wnetrzu
rurek tworzgcych rdzed. Oksydaza a-hydroksykwaséw wykazywata zmienng
lokalizacje w zaleznoSci od uzytego w eksperymencie substratu: produkt
reakcji cytochemicznej znajdowano w macierzy, w rdzeniu, albo réwnoczesnie
w obu tych przedziatach [4]. Peroksysomy komérek kanalika proksymalnego
nerki szczura zawierajg oksydaze D-aminokwasow wytgcznie w swojej central-
nej, elektronowo jasnej czesci [172]. W pracach, w ktérych uwidoczniono
ztozone, ,koralikowe” formy peroksysomoéw, zaobserwowano niejednorodne
rozmieszczenie katalazy: koncentrowata sie ona w sferoidalnych segmentach
uktadu, nie byto jej natomiast, albo wystepowata w $ladowych ilosciach
w kanalikowych potgczeniach miedzy tymi segmentami [41, 186].

Enzymy peroksysomowe nie wykazujg latencji, co Swiadczy o swobodnej
penetracji substratow do wnetrza peroksysoméw [25].

4. METABOLICZNE FUNKCJE PEROKSYSOMOW

4.1. UTLENIANIE BIOLOGICZNE

Zespot flawoproteidowych oksydaz, wystepujacy w peroksysomach, zuzyt-
kowuje tlen molekularny do bezposredniego utleniania wielu substratéw, przy
czym w reakcji wytwarzany jest nadtlenek wodoru. Okoto 20% tlenu zuzywa-
nego w procesach metabolicznych przez komdrke watrobowg przypada na
procesy utleniania, odbywajgce sie w peroksysomach. Substratami dla oksydaz
peroksysomowych sg aminokwasy, kwasy ttuszczowe, mleczany, glikolany
i inne a-hydroksywasy, moczany, ksantyny i poliaminy. Enzymy te, z wyjat-
kiem oksydazy a-hydroksykwasdw, maja duze powinowactwo do tlenu [25].

Wysunieto hipoteze, iz fizjologicznymi substratami dla peroksysomowych
oksydaz sg zwigzki z grupy adduktéw glioksylanéw i tioli lub aminotioli, np.
oksalilotioloestry (RSCOCOO-). Produkty ich utlenienia w peroksysomach
maja odgrywac role wewnatrzkomoérkowych przekaznikéw dla niektérych
hormondéw (insulina) [50].
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Nadtlenek wodoru, powstajacy w reakcjach katalizowanych przez ok-
sydazy peroksysomowe, jest natychmiast rozktadany przez katalaze wykazuja-
cg podwdjny mechanizm dziatania: w reakcji katalatycznej proces oksydoredu-
kcyjny dotyczy dwoéch czasteczek nadtlenku wodoru, natomiast w reakcji
peroksydacyjnej utlenieniu ulega inny substrat (ryc. 4). Substratami dla
peroksydacyjnej aktywnos$ci katalazy mogg by¢ alkohole, mréwczany, azotyny
i chinony [25]. W watrobie peroksysomy uczestniczg tylko w niewielkim
stopniu (ok. 10%) w katabolizmie alkoholu etylowego, gdyz za proces ten
odpowiedzialne sg gtéwnie systemy enzymatyczne cytozolu i siateczki $réd-
plazmatycznej [76], natomiast w innych narzadach, np. w mie$niu sercowym,
peroksydacyjna aktywnos$¢ peroksysomowej katalazy stanowi prawdopodobnie
podstawowy mechanizm eliminacji etanolu [30]. Peroksydacyjna aktywno$¢
katalazy wydaje sie dominowa¢ nad aktywnosScig katalatyczng z uwagi na
warunki panujgce wewnatrz peroksysomu: znaczne stezenie enzymu i stosun-
kowo wolng, stalg produkcje nadtlenku wodoru. Mechanizm Kkatalatyczny
wigcza sie jedynie w przypadku nagtego wzrostu stezenia nadtlenku [25].

Nadtlenek wodoru, z uwagi na swojg wysoka aktywnos$¢ chemiczna,
wywiera silnie toksyczny wptyw na komorke. Peroksysomowa katalaza oraz
znajdujaca sie w cytozolu peroksydaza glutationu stanowig dwa podstawowe
mechanizmy obrony komorki’ przed tym cytotoksycznym dziataniem [160].

W odr6znieniu od proceséw oksydoredukcyjnych, przebiegajgcych w mito-
chondriach, energia wyzwolona podczas utleniania peroksysomowego nie jest
wigzana w wysokoenergetycznych zwigzkach typu ATP, lecz rozprasza sie
w postaci ciepta. W zwiagzku z tym dyskutowana jest rola peroksysoméw
w procesie termogenezy. Wedtug obliczen przedstawionych przez Hryba [63],
przebiegajace w peroksysomach reakcje utleniania i rozktadu nadtlenku
wodoru generuja 0,065 cal/min/g tkanki watrobowej. Peroksysomy tkanki
thuszczowej brunatnej majg uczestniczy¢ w procesie termogenezy u szczuréw
wystawionych na dziatanie niskich temperatur [113]. Ten aspekt procesow
utleniania w peroksysomach niewatpliwie wymaga dalszych badan.

42. ~-OKSYDACJA KWASOW TLUSZCZOWYCH

Odkrycie przez Lazarowa i De Duve’a enzymatycznego systemu "-ok-
sydacji kwaséw ttuszczowych w peroksysomach komorek zwierzecych [84, 86]
otworzyto nowy rozdziat w badaniach nad tymi organelami i ich funkcjami.
Udziat peroksysomow w metabolizmie lipidéw stat sie pierwszoplanowym
problemem badawczym, ktory przez ostatnie 10 lat przynidst szczegdlnie wiele
wartosciowych wynikow.

Proces ~-oksydacji kwasow ttuszczowych, przebiegajacy w peroksysomach
(ryc. 5), jest prawie identyczny z reakcjami zachodzacymi w mitochondriach.
Odmienny jest jedynie pierwszy etap cyklu: w peroksysomach katalizuje go
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Ryc. 4. Schemat proceséw utleniania przebiegajgcych w peroksysomach (wg [25])

oksydaza acylo-CoA, podczas gdy w mitochondriach enzymem inicjujagcym
/"-oksydacje jest dehydrogenaza [24]. Pozostate reakcje przebiegajg w ten sam
sposéb, aczkolwiek odpowiednie enzymy peroksysomowe r6znig sie¢ od mito-

Ryc. 5. Przebieg wewnatrzperoksysomowej ~-oksydacji kwaséw tluszczowych
(wg [24])

chondrialnych swymi wiasnosciami (powinowactwem do substratow, kinetyka
reakcji, cechami antygenowymi itd.) i stanowig de facto odmienne biatka
kodowane przez odrebne geny [34, 53, 106, 125].

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

i *~PBK 1189
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nadtlenku wodoru. Aktywnos$¢ tego enzymu decyduje o szybkosci catego
procesu ”-oksydacji. Dwie kolejne aktywnosci enzymatyczne — hydra-
tazy enoilo-CoA i dehydrogenazy 3-hydroksyacylo-CoA realizowane sa
przez pojedyncze biatko, zwane z tego powodu biatkiem dwufunkcyjnym
[53]. Ostatnig reakcje cyklu Kkatalizuje peroksysomowa tiolaza 3-ketoacy-
lo-CoA.

Do optymalnego przebiegu R-oksydacji kwasow ttuszczowych nie jest
konieczne ani zachowanie integralnosci btony peroksysomu, ani obecnos$é
karnityny, wymagany jest natomiast wysoki poziom ATP i NAD + [24], System
peroksysomowy, w odrdéznieniu od mitochondrialnego, nie jest sprzezony
z tancuchem oddechowym, ani z fosforylacja, stad cechuje go niewrazliwo$é
na inhibitory blokujgce ~-oksydacje w mitochondriach: cyjanki, rotenon
i antymycyne A [86, 178], Moga go stymulowaé niektore leki i zwigzki
chemiczne, a takze dieta wysokotluszczowa lub wysokocholesterolowa [55,
86, 112].

TABELA 3

Czynniki stymulujace /"-oksydacje kwaséw ttuszczowych w peroksysomach hepatocytéw

leki hypolipidemiczne

estry ftalanowe

herbicydy zawierajgce kwas propionowy
fluorowane kwasy tluszczowe

dieta wysokottuszczowa i wysokocholesterolowa
gtodowka

cukrzyca

niektoére leki przeciwwymiotne i przeciwzapalne
zwigzki bedgce antagonistami leukotrienu D
adaptacja do niskich temperatur

niedobér witaminy E

umiarkowana nadczynnos$¢ tarczycy

ACTH, deksametazon-)-ACTH

Peroksysomowe enzymy “~-oksydacji kwaséw ttuszczowych nie metabolizu-
ja kwasow krdtkotancuchowych (ponizej 8 atomow wegla), natomiast charak-
teryzuja sie bardzo wysoka efektywnoscig w stosunku do kwaséw o dtugich,
a zwilaszcza bardzo dtugich tancuchach (powyzej 22 atoméw wegla) [53, 84].
Szybkos$¢ procesu dla kwaséw ttuszczowych o réznych diugosciach tahncucha
zalezy takze od innych czynnikéw, takich jak stezenie substratu czy narzad
[178]. Wymagania substratowe catego systemu zdeterminowane sa przez
wiasnosci oksydazy acylo-CoA, dla ktérej dolng granicq diugosci tancucha
kwasu tluszczowego, rozpoznawanego jako substrat, jest 8 atomdéw wegla
[53].
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Aktywacja kwaséw tluszczowych, za ktéra odpowiedzialna jest syntaza
acylo-CoA, zachodzi na cytoplazmatycznej powierzchni btony peroksysomu,
w zwigzku z czym przez btone przechodzi juz forma aktywna kwasu, a nie, jak
w mitochondriach, wolny kwas tluszczowy [100]. Peroksysomowa syntaza
acylo-CoA wymaga ATP do swej aktywnoS$ci i rowniez nie wykazuje powino-
wactwa do kwaséw krotszych niz 8-weglowe [80]. Wydaje sie, ze kwasy
thuszczowe o bardzo dtugich tafcuchach aktywowane sa przez swoistg dla nich
syntaze, ktéra nie wystepuje w mitochondriach [156]. Z danych tych wynika, ze
/"-oksydacja zachodzgca w peroksysomach skraca kwasy tluszczowe tylko do
granicznej dla systemu diugosci tancucha (8 atomow wegla). Kwasy te
przenoszone sg nastepnie do mitochondriow za posrednictwem mitochondrial-
nej acylotransferazy karnitynowej i tam ulegajg dalszej ~-oksydacji [101, 112].

Zwazywszy, iz import kwasow ttuszczowych do wnetrza peroksysomow jest
niezalezny od karnityny, wcigz niejasna jest funkcja wykrytych w macierzy
peroksysomow oktanoilotransferazy i palmitylotransferazy karnitynowej
— pierwsza z nich jest enzymem specyficznym dla peroksysoméw [105],
a druga wystepuje zarobwno w peroksysomach, jak i w mitochondriach [65].
By¢ moze enzymy te pomagajg przy eksporcie kwaséw tluszczowych z perok-
sysomow, aczkolwiek przeczy temu ich lokalizacja (w macierzy, a nie btonie).

Przeprowadzone dotychczas oceny ilosciowego udziatlu peroksysomoéw
i mitochondriéw w R-oksydacji kwaséw ttuszczowych dowodza, ze w perok-
sysomach komérki watrobowej zachodzi od +O do 30% tego procesu [78, 99].
Stosunkowo znaczng rozbiezno$¢ uzyskanych wynikéw mozna tlumaczyé
zaleznoscig badanych proporcji od metabolizowanych substratow: w przypad-
ku kwasow tluszczowych o $redniej dtugosci tancucha R-oksydacja w perok-
sysomach stanowi zaledwie niewielki margines, podczas gdy kwasy dtugotan-
cuchowe metabolizowane sg gtownie — jezeli nie wytgcznie — w perok-
sysomach [157],

Substratami dla peroksysomowej *-oksydacji moga byé réwniez nienasyco-
ne kwasy tluszczowe, zaréwno z jednym, jak i z licznymi wigzaniami
podwojnymi. Proces ten wymaga jednakze enzyméw pomocniczych, ktore
takze zostaty zlokalizowane na terenie peroksysomow. D-3-hydroksyacy-
lo-CoA powstaly na skutek dziatania hydratazy moze by¢ utleniany jedynie po
przeksztatceniu w izomer L, katalizowanym przez odpowiednig epimeraze
[187]. Innym enzymem pomocniczym jest izomeraza A3, d 2-enoilo-CoA [68].
Jednak najistotniejsza role przypisuje sie reduktazie 2,4-dienoilo-CoA, katali-
zujacej zalezng od NADPH redukcje podwdjnego wigzania w pozycji A4, ktore
blokuje dalsze skracanie taricucha. Enzym ten jest niezbedny do degradacji
nienasyconych kwaséw tluszczowych z podwojnymi wigzaniami w pozycji cis,
wytworzonymi przez parzyste atomy wegla [27].

W peroksysomach mogg réwniez zachodzi¢ niektdre etapy metabolizmu
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prostanoidéw i innych pochodnych kwasu arachidonowego: skracanie czas-
teczki prostaglandyny PGF2a o 4 atomy wegla do tetranor-PGF2a [26],
skracanie karboksylowego taficucha bocznego PGE?2 [154], a takze retrokon-
wersja kwasu adrenowego (22:4(n-6)) i doksoheksanowego (22:6(«-3)) do
kwasu arachidonowego [47].

Peroksysomy przeprowadzajg ”-oksydacje dwukarboksylowych kwasow
thuszczowych, powstajagcych w procesie mikrosomowej m-oksydacji [108],
a takze majg zdolno$¢ metabolizowania glutarylo-CoA [173] i ksenobiotycz-
nych kwaséw tluszczowych, ktére nie sg katabolizowane przez mitochondria
[184].

Szczeg6lna role wydaje sie odgrywa¢ wykryta niedawno w peroksysomach
hydrolaza epoksydowa, przeksztatcajgca tlenki arenowe ialkenowe w dwuhyd-
rodiole, co umozliwia ~-oksydacje kwasoéw ttuszczowych zawierajacych piers-
cien oksyranowy [180].

Jak sie obecnie wydaje, systemy R-oksydacji kwaséw ttuszczowych, zawarte
w mitochondriach i peroksysomach, maja charakter bardziej uzupetniajgcy niz
konkurencyjny: peroksysomy metabolizuja gtéwnie te substraty (dtugotan-
cuchowe kwasy tluszczowe), ktére utleniane sg stabo (lub wcale) przez system
mitochondrialny [16].

43. BIOSYNTEZA ETEROLIPIDOW

Eterolipidy (O-alkiloglicerolipidy, gliceroeterolipidy) sg specyficzng grupg
thuszczowcow, charakteryzujacag sie obecnoscig eterowego potgczenia miedzy
alkilowymi rodnikami dtugotancuchowych alkoholi i glicerolem. Najczesciej
spotykanym w komdrkach rodzajem eterolipidow s tzw. plazmalogeny
(alkenilogliceroetery) posiadajace w czasteczce reszte fosfatydyloetanolaminy
(rzadziej fosfatydylocholiny) i wchodzace w sktad fosfolipidowej warstwy bton
biologicznych. Jedynym eterolipidem o znanej funkcji fizjologicznej jest
czynnik aktywujacy ptytki krwi [98].

Biosynteza eterolipidow przebiega tzw. szlakiem fosforanu dwuhydrok-
syacetonu [98]. Enzymy katalizujgce pierwsze dwie reakcje szlaku: acylotrans-
feraza fosforanu dwuhydroksyacetonu i syntaza fosforanu alkilodwuhydrok-
syacetonu zostaty zlokalizowane zaréwno w peroksysomach, jak i we frakcji
mikrosomalnej. Rozmieszczenie enzyméw w tych dwoch przedziatach komor-
kowych jest zmienne gatunkowo: w watrobie $winki morskiej zlokalizowane sa
one wylgcznie w peroksysomach, natomiast u szczuroOw wystepujg w perok-
sysomach i siateczce S$rddpf zmatycznej [48, 135]. W tkankach ludzkich
biosynteza eterolipidow przebiega gtownie w peroksysomach, bowiem u pac-
jentdw z genetycznie uwarunkowanym brakiem tych organeli obserwuje sie
znaczny spadek poziomu plazmalogenéw w btonach komérkowych [22, 59].
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4.4. BIOSYNTEZA CHOLESTEROLU | DOLICHOLU

Do niedawna sgdzono, iz cholesterol wytwarzany jest wytgcznie na terenie
siateczki $rodplazmatycznej. Wykrycie kluczowego enzymu inicjujgcego bio-
synteze cholesterolu, a takze dolicholu i izopentyloadenozyny — reduktazy
3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA —w peroksysomach hepatocytéw szczura
[73] dostarczyto dowodéw na udziat peroksysoméw w tym procesie. Badania
ilosciowe wykazaty, ze w warunkach normalnych peroksysomy zawieraja
ok. 5% catkowitej aktywnosci reduktazy w komorce watrobowej, a pod
wptywem cholestyraminy, ktdra selektywnie stymuluje enzym peroksysomowy,
nieznacznie tylko wptywajac na reduktaze z frakcji mikrosomowej, udziat ten
zwigksza sie do 20-30% [75]. Przypuszczenie, iz peroksysomowa aktywno$¢
reduktazy moze wynika¢ z inkorporacji do tej organeli produktoéw proteolity-
cznego rozszczepienia enzymu z siateczki nie potwierdzito sig, bowiem oba
enzymy dajg przy rozdziale podobne dwa polipeptydy (97 i 55 kD). Wskazy-
watoby to raczej na ich niezalezno$¢ i by¢ moze specyficzno$é dla danej
organeli [81], tak jak w przypadku peroksysomowych i mitochondrialnych
enzymow RB-oksydacji kwasow tluszczowych.

Jak wynika z najnowszych badan, izolowane peroksysomy mogg w obec-
nosci biatek cytozolowych przeprowadza¢ kompletng biosynteze cholesterolu,
majac przypuszczalnie takze inne enzymy niezbedne do tego procesu [169].

Wykryto réwniez w peroksysomach obecno$¢ niespecyficznego biatka
przenoszacego lipidy (dawna nazwa: biatko przenoszace sterole 2) [174]. In
vitro katalizuje ono przenoszenie fosfolipiddw i cholesterolu miedzy btonami
biologicznymi i stymuluje niektére etapy sterydogenezy. W powigzaniu z omé-
wionym juz tu udziatem w biosyntezie cholesterolu i kwaséw zo6tciowych
wskazuje to wyraznie na istotng role peroksysomoéw w roznych aspektach
wewngtrzkomérkowego metabolizmu cholesterolu i jego pochodnych.

Peroksysomy uczestnicza rowniez w biosyntezie dolicholu — lipidu od-
grywajacego role w regulacji stabilnosci, ptynnosci i przepuszczalnosci bton
biologicznych, a w formie ufosforylowanej — niezbednego do syntezy oligo-
sacharydéw i do procesu N-glikozylacji biatek [7]. Dolichol produkowany jest
réwniez w siateczce $rddplazmatycznej. Oba systemy — peroksysomowy
i mikrosomowy reaguja inaczej na chemiczne regulatory metabolizmu lipidow
(klofibrat, estry ftalanowe, cholestyramina), co sugeruje ich wzajemng niezale-
zno$¢ i pozostawanie pod kontrolg odrebnych mechanizmoéw regulacyjnych [7].

45. UDZIAL W BIOSYNTEZIE KWASOW ZOtCIOWYCH
Peroksysomy przeprowadzajg in vitro wiele przemian zwigzanych z biosyn-

tezg kwaséw zo6iciowych:
(1) utlenienie kwasu 3a,7a,12a-tréjhydroksy-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 tancucha cholesterolu [46];

(3) utlenianie 26-hydroksycholesterolu do kwasu 3/f-hydroksy-5-choleno-
wego [82];

(4) koniugacje kwasow zotciowych z glicyng i taurynag [71].

Pierwsza z wymienionych reakcji jest Scisle uzalezniona od obecnosci CoA,
ATP, Mg2+ i NAD+ [70], a jej intensywnos$¢ jest znacznie wyzsza w perok-
sysomach niz w innych frakcjach subkomorkowych [72]. Jak sie wydaje,
peroksysoiny odcinajg boczny tafncuch cholesterolu przy C27 za posrednict-
wem mechanizmu identycznego lub zblizonego do procesu ~-oksydacji kwa-
sow ttuszczowych. Nie wiadomo, czy w obu procesach uczestniczg te same
enzymy, cho¢ mozliwos¢ ta wydaje sie raczej mato prawdopodobna, gdyz
klofibrat, ktory silnie stymuluje ~-oksydacje, nie wptywa na peroksysomowe
przemiany kwaséw zéiciowych [129].

46. KATABOLIZM PURYN

Peroksysomy komorek zwierzecych uczestnicza w katabolizmie puryn,
aczkolwiek ich udziat w tym procesie wykazuje znaczng zmiennos$¢ gatunkowa.
W procesie ewolucji gatunki zwierzece stopniowo tracity enzymy odpowiedzia-
Ine za degradacje puryn, wydalajagc jako produkty kohAcowe tego procesu
zwigzki powstajgce na coraz wczesniejszym etapie szlaku (ryc. 6).

W peroksysomach réznych gatunkow zwierzat wykryto wprawdzie wszyst-
kie enzymy uczestniczagce w katabolizmie puryn, ale nie opisano dotychczas
przypadku obecnosci petnego kompletu tych enzyméw w peroksysomach
jednego gatunku. | tak np. u ryb peroksysomy zawierajg oksydaze moczano-
wag, alantoinaze i alantoikaze, ale oksydaza ksantynowa wystepuje w cytozolu
[118]. Peroksysomy ptazdéw wykazujg obecno$é dwoéch pierwszych enzymow,
natomiast alantoikaza jest w tej grupie zwierzat enzymem pozaperoksysomo-
wym [153]. Wiekszos$¢ ssakéw wydala z moczem alantoine, a ich peroksysomy
zawierajg oksydaze ksantynowg i moczanowg o charakterystycznej lokalizacji
w rdzeniu. Naczelne (malpy Nowego Swiata) i cztowieka cechuje najbardziej
zredukowany szlak przemian puryn: komorki nie zawierajg oksydazy mocza-
nowej (w zwigzku z czym w peroksysomach nie obserwuje sie rdzenia),
a wydalany jest kwas moczowy. Wydaje sie, ze peroksysomy odgrywajg istotng
role w katabolizmie puryn, wsplipracujagc w tym zakresie z innymi prze-
dziatami komoérkowymi (cytozol, siateczka $rédplazmatyczna).

47. UDZIAt W METABOLIZMIE AMINOKWASOW

Peroksysomy wykazujg aktywno$¢ aminotransferazowa. Doniesiono do-
tychczas o wewnatrzperoksysomowej 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 etapéw odbywajacych sie w peroksysomach u przed-
stawicieli réznych grup zwierzat

Cho¢ aktywnosci te przypisuje sie r6znym enzymom wyodrebnionym w mie-
dzynarodowej klasyfikacji (tab. 2), istnieja przekonujagce dowody, iz perok-
sysomy zawierajg tylko jeden enzym tego typu — aminotransferaze alani-
na:glioksylan 1 (AGT 1), ktéra moze wykorzystywac zaréwno glioksylan, jak
i pirogronian jako akceptory grupy aminowej, a jako donory — szerokie
spektrum L-aminokwaséw (m.in. alanine, seryne, glutamine, metionine, aspa-
ragine, leucyne i in.) [117]. Enzym ten wystepuje zaréwno w peroksysomach,
jak i w mitochondriach. Enzymy AGT 1 wyizolowane z obu organeli cechujg
sie identycznymi witasnosciami i charakterem antygenowym i prawdopodobnie
kodowane sg przez ten sam gen, jednakze podlggaja réznym mechanizmom
regulacyjnym. Glukagon i c-AMP aktywujg aminotransferaze mitochondrial-
ng, pozostajgc bez wptywu na enzym peroksysomowy [116], natomiast klofibrat
ma dziatanie odwrotne [168]. Wewnatrzkomoérkowe rozmieszczenie tego en-
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zymu jest gatunkowo zmienne: u cztowieka, matp, krélika i Swinki morskiej
AGT 1 zawarta jest wylgcznie w peroksysomach, u psa i kota wytgcznie
w mitochondriach, natomiast u szczura i myszy w obu organelach [114].

Jak sie wydaje, fizjologiczng rolg AGT 1 jest eliminacja glioksylanéw,
ktore sg bezposrednimi prekursorami szczawiandw. Nadmierne gromadzenie
sie szczawianow w tkankach prowadzi z kolei do tworzenia ztogéw krystalicz-
nych, powodujgcych ciezkie zaburzenia funkcji organizmu. Genetycznie uwa-
runkowany brak peroksysomowej AGT 1jest podtozem pierwotnej hyperok-
salurii | typu — powaznego schorzenia objawiajacego sie przede wszystkim
uporczywa i nieuleczalng kamica nerkowa, ktéra prowadzi po Kkilkunastu
latach do $mierci na skutek niewydolnosci nerek [21].

W peroksysomach metabolizowany jest rdwniez kwas pipekolowy — imi-
nokwas, produkt posredni degradacji L-lizyny [188], kt6ry gromadzi sie
w tkankach pacjentéw z wrodzonymi dysfunkcjami peroksysomowymi.

48. INNE FUNKCJE PEROKSYSOMOW

Niektore reakcje metaboliczne zachodzace w peroksysomach oraz wykryte
w nich enzymy wskazujg na dalsze funkcje tych organeli, aczkolwiek dys-
ponujemy na ich temat jak dotad jedynie fragmentarycznymi danymi.

W gruczotach tojowych peroksysomy uczestniczg w biosyntezie specyficz-
nej dla tych gruczotdw wydzieliny: ztozonych diugotancuchowych lipidéw
o charakterze estrow woskéw lub steroli. Zwigzki te moga funkcjonowac jako
feromony, a ich biosynteza podlega regulacji hormonalnej [77].

Sugeruje sig, iz peroksysomy komorek zwierzecych moga, podobnie jak
peroksysomy komérek roslinnych, odgrywa¢ wazng role w glukoneogenezie.
Mechanizm polegatby na tworzeniu w peroksysomach substratbw do tego
procesu, a-ketokwasow, w reakcjach katalizowanych przez peroksysomowe
oksydazy [25].

Niedawno wykryto w peroksysomach ptazéw syntaze jabtczanowa, co dato
asumpt do spekulacji na temat mozliwosci prowadzenia reakcji cyklu gliok-
salowego nie tylko przez specyficzne peroksysomy roslinne (glioksysomy), lecz
réwniez przez peroksysomy komorek zwierzecych [23].

5. CHEMICZNIE INDUKOWANA PROLIFERACJA PEROKSYSOMOW

W 1965 r. Hess i wsp. [58] opisali nagte zwiekszenie liczby peroksysoméw
w komoérkach watrobowych szczuréw, ktéorym podawano w paszy kiofibrat
(Clofibrate, etylo-p-chlorofenoksyizomaslan, CPIB) — lek hypolipidemiczny,
powodujgcy spadek poziomu cholesterolu i tréjglicerydow w surowicy. Dalsze
badania ujawnity, iz efekt namnazania peroksysomoéw w hepatocytach i towa-
rzyszaca temu zjawisku hepatomegalie wywotuje wiele lekéw hypolipidemicz-
nych, zaréwno spokrewnionych chemicznie z klofibratem, jak i 0 odmiennej
strukturze, a takze niektére estry ftalanowe uzywane w charakterze plas-
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TABELA 4
Zwigzki chemiczne wywotujace proliferacje peroksysoméw 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 zwigzki odmienne strukturalnie od klofibratu

WY -14643

BM-15766

LY-171883

Kwas tibrowy

Kwas tréjchlorooctowy

tyfikatorow (zmiekczaczy) w przemys$le (tab. 4) [138]. Proliferacji perok-
sysomow (z 2% objetosci komérki do 15-25%) towarzyszy znamienny (nawet
20-30-krotny) wzrost aktywnosci enzyméw peroksysomowej R-oksydacji kwa-
sow ttuszczowych, co tlumaczy mechanizm hypolipidemicznego dziatania
klofibratu i jego pochodnych [86]. Tak znaczna aktywacja katabolizmu
lipidoéw jest rezultatem nasilonej biosyntezy enzyméw, gdyz ilos¢ funkcjonalnie
czynnego m-RNA dla enzymdw ~-oksydacji wzrasta pod wptywem proliferato-
réw 10-20-krotnie, a szybkos¢ transkrypcji odpowiednich genéw zwieksza sie
9-15-krotnie juz po 1 godz. od jednorazowego podania proliferatora i utrzy-
muje sie na tym poziomie ok. 16 godz. [137].

Inne enzymy peroksysomowe reagujg na proliferatory w zréznicowany
sposdb: oktanoilotransferaza karnitynowa wykazuje, podobnie jak enzymy
R-oksydacji, znaczny wzrost pozostajacy w liniowej korelacji z procesem
namnazania sie peroksysomoéw, aktywnos$¢ katalazy wzrasta umiarkowanie (o
100%), natomiast aktywnos$¢ oksydaz: moczanowej, D-aminokwasow
i L-a-hydroksykwasow spada [93].

Reakcje peroksysomdw mozna zauwazy¢ juz po 24 godz. podawania
proliferatora; nasila sie ona wyraznie po 3 dniach, a swe maksimum przecho-
dzgce nastepnie w faze plateau osigga po 10 dniach. Namnazajgce sie
peroksysomy zasadniczo zachowujg swa normalng morfologie, cho¢ czesciej
obserwuje sie ich ztozone, koralikowe formy [140]. Zdolno$¢ uktadu perok-
sysomowego do proliferacji indukowanej chemicznie wykazuje znaczne zr6z-
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nicowanie gatunkowe, a takze uzalezniona jest w pewnym stopniu od pici
[145]. Namnazanie sie peroksysomow jest najsilniej wyrazone u szczurow
(samcow) i myszy, nieco stabiej u innych gryzoni, a znacznie stabiej lub wcale
u pozostatych ssakéw (tab. 5). Raczej fragmentaryczne badania przeprowa-
dzone na pacjentach leczonych srodkami hypolipidemicznymi nie dostarczyty
przekonujacych dowoddw na indukowang proliferacje peroksysoméw w ludz-
kich hepatocytach [145].

TABELA 5
Poréwnanie wptywu niekérych lekéw hypolipidemicznych i estrow ftalanowych
na proliferacje peroksysoméw w hepatocytach réznych gatunkow ssakow

(wg [145])
Proliferator Szczur Mysz Chomik Pies  Rezus Cztowiek
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 sie, ze indukowane chemicznie namnazanie sie peroksysomoéw
dotyczy wylgcznie komorek watrobowych, ktére wykazujg ten efekt nawet
w warunkach hodowli in vitro, podczas gdy peroksysomy kanalikéw pro-
ksymalnych nerki czy komoérek innych narzaddéw praktycznie nie reaguja na
proliferatory zmianami morfologicznymi, cho¢ wykazuja — w mniejszym
stopniu niz peroksysomy hepatocytébw — aktywacje procesu ~-oksydacji
lipidow [142, 158].

Mechanizm dziatania proliferatorow jest jak dotad niejasny, a dotyczace go
hipotezy sg rozne. Pewne przestanki (swoistos¢ komorkowa odpowiedzi,
proliferacja peroksysomow w hepatocytach przeszczepionych do innych rejo-
néw organizmu) wskazujg na mechanizm receptorowy. Ostatnio wyizolowano
hipotetyczny receptor — biatko o m.cz. 70 kD wigzane na kolumnie
z zaadsorbowanym proliferatorem [139], cho¢ interpretacja tych wynikdw
zostata zakwestionowana [103]. Zauwazono réwnoczesnie, ze proliferatory
maja pewne wspblne cechy strukturalne: albo majg grupe karboksylowa
w obrebie struktury amfifatycznej, albo tez moga by¢ metabolizowane do
kwasu karboksylowego —w obu przypadkach stanowia ,,falszywe substraty”
dla ~-oksydacji, gdyz nie moga ulec dalszemu rozkiadowi w tym procesie.
Nieskuteczny atak enzymoOw na te substraty ma powodowaé — by¢ moze na
drodze sprzezenia zwrotnego — aktywacje catego systemu /i-oksydacji i wtér-
nie proliferacje peroksysomoéw'[11]. Hipoteza ta zaktada swobodny dostep
proliferatow do wnetrza peroksysomow ijest trudna do pogodzenia z mechani-
zmem receptorowym.
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W mechanizmie dziatania proliferatorow uczestniczy w blizej nieznany
spos6b acylotransferaza karnitynowa, bowiem jej inhibitory zapobiegaja
chemicznie indukowanemu namnazaniu sie peroksysomow [57]. Proliferatory
zwiekszajg przepuszczalno$é btony peroksysoméw [102], powoduja zmiany
ilosciowe jej skladnikéw lipidowych (spadek poziomu fosfatydylocholiny,
a wzrost lizofosfatydylocholiny, ktdra ma charakter detergentu i moze
destabilizowac btone) [20], a takze hamujg biosynteze fosfatydylocholiny [127].
W zwigzku z tym sugeruje sie, iz proliferatory zaburzajg cykl deacylacji
— reacylacji tych dwdch fosfolipidow [20].

Przewlekte podawanie szczurom zwigzkéw wywotujacych proliferacje pero-
ksysomow indukuje powstawanie pierwotnych nowotworéw watroby. Prolife-
ratory nie wykazujg wasnosci mutagennych, nie wigza sie z DNA, ani tez nie
powodujg zmian w jego strukturze. W zwigzku z tym Reddy i wsp. [138] uznali
je za nowg klase karcynogendw o odmiennym mechanizmie dziatania: trans-
formacja nowotworowa komorek miataby by¢é wtornym efektem proliferacji
peroksysomoOw i zwigzanego z nig nasilenia proceséw oksydacyjnych, potgczo-
nych z nadmierng produkcjg agresywnych chemicznie wolnych rodnikéw
tlenowych i nadtlenku wodoru (stres oksydacyjny).

6. PEROKSYSOMY W ZJAWISKACH PATOLOGICZNYCH

6.1. ZABURZENIA SYSTEMU PEROKSYSOMOW W PROCESACH CHOROBOWYCH

W trakcie dotychczasowych badan nad peroksysomami komérek wat-
robowych nagromadzito sie wiele danych S$wiadczacych o zmianach ilosci
i struktury peroksysomow w przebiegu niektorych proceséw chorobowych.

W ostrym zakazeniu bakteryjnym (pneumokokowym), wywotanym eks-
perymentalnie u szczuréw, stwierdzono redukcje liczby peroksysoméw do
okoto potowy oraz wyrazny* spadek aktywnos$ci katalazy i oksydazy moczano-
wej [18]. Podobng reakcje peroksysoméw uzyskano po indukowanym chemicz-
nie aseptycznym zapaleniu watroby [17]. W przebiegu ostrego wirusowego
zapalenia watroby obserwowano reaktywny wzrost liczby peroksysomow
zarébwno u myszy [92], jak i u ludzi [150, 162].

Wiele doniesien dotyczy zmian uktadu peroksysomowego w patologii
cztowieka: cytochemiczne badania 85 biopsji watrobowych pochodzacych od
pacjentdw z rdznymi schorzeniami tego narzadu wykazaty wzrost liczby
peroksysomdw w marskosci i procesach przebiegajacych z zastojem z6ici,
a takze spadek cytochemicznie wykrywanej aktywnosci katalazy w tych dwéch
stanach oraz w wirusowym zapaleniu watroby i w nowotworach tego narzadu
[147]. W chorobie Wilsona (genetycznie uwarunkowane zaburzenie przemiany
miedzi doprowadzajgce do odktadania sie tego metalu w tkankach) sporadycz-
nie obserwowano wzrost liczby peroksysomoéw [161] i zwiekszenie ich roz-
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miarow [162]. Zwiekszona ilo$¢ peroksysomoéw oraz wystepowanie w nich
nukleoiddw, ktérych nie spotyka sie u czlowieka, opisano w przypadkach
zespotu Reye’a (ostra encefalopatia przebiegajgca ze stluszczeniem watroby)
[166]. Zmniejszenie rozmiaréw peroksysomdédw ma natomiast towarzyszyé
chorobie Menkesa i wrodzonej analbuminemii [162].

Obserwowane w opisanych schorzeniach zmiany peroksysomow sg raczej
objawami towarzyszacymi niz cechami charakterystycznymi, a ponadto opisa-
no je na podstawie nielicznych przypadkéw. Podkres$la sie rowniez, ze
stosowana tu mikroskopia elektronowa daje zaledwie wycinkowy obraz
badanego narzadu (wynika to z bardzo matych rozmiaréw prébek tkanki)
i jedynie rzetelna analiza morfometryczna mogtaby stanowi¢ podstawe do
wysuwania uzasadnionych wnioskéw.

6.2. PEROKSYSOMY W PROCESACH NOWOTWOROWYCH

Pierwotnym nowotworom watroby u zwierzat (watrobiak, chtoniak, rak,
miesak) towarzyszy znaczny spadek aktywnos$ci katalazy w tym narzadzie (do
5% normy). Efekt ten jest odwracalny: aktywno$¢ enzymu powraca do
fizjologicznych wartosci po chirurgicznej lub chemioterapeutycznej likwidacji
guza [67]. Podobne zjawisko zauwazono w procesach nowotworowych u czto-
wieka [124, 183]. W przeszczepialnych liniach komdrek transformowanych
nowotworowo obserwuje sie, oprocz zréznicowanego spadku aktywnosci
enzyméw peroksysomowych, takze wyrazne zmniejszenie liczby samych perok-
sysoméw: w komorkach guza wysiekowego Ehrlicha ilos¢ peroksysomow
spada o 40% [107], a w watrobiakach réznego typu (Morrisa, Npvlkoffa)
liczba peroksysomoéw jest ujemnie skorelowana z dynamika wzrostu guza, przy
czym w najszybciej rozwijajacych sie guzach peroksysomy zanikaja zupetnie [62].

6.3. CHOROBY PEROKSYSOMOWE

W 1973 r. Goldfischer i wsp. [37] opisali catkowity brak wykrywalnych
ultrastrukturalnie i cytochemicznie peroksysoméw w komérkach watrobo-
wych i nerkowych pacjentow z zespotem médzgowo-watrobowo-nerkowym
Zellwegera. Odkrycie to dato poczatek szeroko zakrojonym badaniom perok-
sysomow i wystepujacych w nich enzymoéw w wrodzonych zaburzeniach
metabolicznych. W chwili obecnej wiadomo, ze przynajmniej w 10 schorze-
niach tego typu dysfunkcja peroksysomow (defekt enzymatyczny, a niekiedy
réwniez zaburzenie biogenezy catej organeli) stanowi zasadniczy, jezeli nie
jedyny patomechanizm. Zespotom tym nadano zbiorczg etykiete ,,choréb
peroksysomowych” [109, 151]. Choroby te, z wyjatkiem jednej, charakteryzuje
autosomalny recesywny sposéb dziedziczenia, przewaznie wystepujg we wczes-
nym okresie zycia i kofAczg sie niepomyslnie.
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Choroby peroksysomowe podzielono wstepnie na 3 grupy:

(1) zespoty z defektem pojedynczego enzymu i normalng liczbg perok-
sysoméw w hepatocytach;

(2) zespoty z defektem wieloenzymatycznym i normalng liczbg perok-
sysomow;

(3) zespoty z defektem wieloenzymatycznym i obnizong liczbg perok-
sysoméw lub ich catkowitym brakiem (tab. 6).

TABELA 6
Choroby peroksysomowe

Przecietny Poczatek Enzym Liczba
Grupa Nazwa zespotu czas manifestacji podlegajacy peroksysomow
zycia objawéw defektowi w hepatocytach
Akatalazemia normalny do 10 r.z. katalaza normalna
Pierwotna hyperok- 18 lat 0-3 rz aminotransferaza  normalna
I saluria | typu alaninaiglioksylan
Adrenoleukodystrofia 15 lat 3-5 r.z. syntaza (ligaza) normalna
sprzezona z chromo- acylo-CoA
somem X
Hyperacydemia pipe- 2 lata 0-1 rz. defekt normalna
kolowa wieloenzymatyczny
I Pseudozesp6t 1 rok 0-6 m.z. tiolaza normalna
Zellwegera 3-ketoacylo-CoA
(defekt wielo-
enzymatyczny?)
Zesp6t Zellwegera 1 rok 0-6 m.z. defekt brak
wieloenzymatyczny
Noworodkowa 2-10 lat 0-1 r.z. defekt zmniejszona
adrenoleukodystrofia wieloenzymatyczny do 10%
Pseudoadrenoleukody- ? 0-1 r.z. oksydaza acylo-CoA zmniejszona,
" strofia noworod- (defekt duze peroksy-
kowa [130] wieloenzymatyczny?) somy
Niemowleca posta¢ 15 lat 0-3 r.z. defekt brak lub zmniej-
choroby Refsum wieloenzymatyczny szona
Chondrodysplazja 1 rok 0-6 m.z. defekt zmniejszona
punktowa, typ wieloenzymatyczny

ryzomeliczny

Choroby nalezagce do pierwszej grupy charakteryzujg sie odrebng sym-
ptomatologig kliniczng: w akatalazemii objawy ograniczajg sie do wrzodziejg-
co-martwiczych zmian w jamie ustnej, nie pociggajacych za sobg — przy
prawidtowym leczeniu — zadnych konsekwencji dla pacjenta, natomiast
w pierwotnej hyperoksalurii wiodgcym objawem jest ciezka kamica nerkowa,
prowadzaca z reguty do $mierci na skutek niewydolnosci nerek.

Jest interesujace, iz zespolty z wieloenzymatyczng dysfunkcja percksyso-
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moéw wykazujg wiele wspolnych objawow klinicznych. Na pierwszy plan
wysuwajg sie ciezkie zaburzenia neurologiczne, wynikajace z upo$ledzonego
procesu mielinizacji widkien nerwowych. Zjawisko to wyjasnia rola perok-
sysomoéw w biosyntezie eterolipidéw, stanowigcych istotny skiadnik bton
biologicznych i zapewne niezbednych takze do tworzenia ostonek mielinowych.
Inne wspolne cechy kliniczne: zaburzenia rozwojowe twarzoczaszki, zmiany
degeneracyjne siatkowki i zaburzenia kostnienia, wynikajg byé moze réwniez
z dysfunkcji peroksysoméw, aczkolwiek ewentualny zwigzek przyczynowy
pozostaje wcigZz nieznany.

Wieloenzymatyczne dysfunkcje peroksysomow cechujg sie takze podob-
nymi zaburzeniami biochemicznymi, odzwierciedlajgcymi wypadniecie meta-
bolicznych funkcji peroksysomow: u pacjentéw stwierdza sie podwyzszony
poziom dtugotancuchowych kwaséw ttuszczowych w piynach ustrojowych
i tkankach, uposledzong ~-oksydacje tych kwaséw, obnizony poziom plaz-
malogenow w btonach komaérkowych i ich zmniejszona biosynteze, a takze
zaburzenia syntezy kwasow zétciowych.

Obiektem szczeg6lnie intensywnych badan jest zespot Zellwegera, z uwagi
na jego modelowe witasnosci spowodowane catkowitym brakiem peroksyso-
mow. Jak sie okazato, defekt ten nie jest w petni uog6lniony, bowiem nieliczne
i bardzo mate peroksysomy wykryto u tych pacjentdw w komdrkach nabtonka
jelitowego [13] i w hodowanych fibroblastach skérnych [8]. W hepatocytach,
w ktérych peroksysomy nie wystepujg, syntetyzowane sg jednak biatka btony
peroksysomowej [88, 149]. Pomimo braku wszystkich enzyméw peroksysomo-
wej ~-oksydacji lipiddw, wykryto w peini funkcjonalny m-RNA dla tych
enzyméw [163]. Wyniki te sugeruja, iz w zespole Zellwegera tworzone sa
zaréwno btony peroksysomoéw, jak i enzymy peroksysomowe, natomiast defekt
dotyczy ostatniego etapu biogenezy organeli — tgczenia sie tych skladnikéw
w prawidtowe, aktywne peroksysomy. W tej sytuacji btony peroksysomowe moga
tworzy¢ w komdrce niecharakterystyczne formacje, nie do odr6znienia od
elementéw siateczki Srédplazmatycznej czy pecherzykéw wewnatrzkomorkowych,
natomiast enzymy peroksysomowe, nie mogac dotrze¢ do swej ,,stacji docelo-
wej”, sg degradowane prawie natychmiast po ich translacji [167].

Jak wynika z przedstawionej tu bardzo skrétowo problematyki, choroby
peroksysomowe stanowig cenny materiat badawczy, mogacy w znacznej mierze
przyczynié¢ sie do poszerzenia naszej wiedzy na temat biogenezy peroksysoméw
i ich fizjologicznej roli w skali zar6wno komdrki, jak i catego organizmu.

7. BIOGENEZA PEROKSYSOMOW
Przez wiele lat akceptowano hipoteze wyjasniajagcg biogeneze peroksy-

somow w bardzo prosty sposéb: miatyby one odszczepiac sie z cystern siateczki
$rédplazmatycznej po uprzednim zgromadzeniu w jej fragmentach odpowie-
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dnich enzymow, ktére w procesie takiego ,,pgczkowania” dostawatyby sie do
nowo wytworzonych peroksysomow [25]. W ciggu ostatniego dziesieciolecia
nagromadzito sie jednakze wiele danych jednoznacznie przeczacych tej hipo-
tezie, ktorg nalezy obecnie uzna¢ za falszywg, choé wcigz mozna sie z nig
spotkaé nawet w stosunkowo nowych i cieszacych sie bardzo dobra opinig
podrecznikach biologii komorki [1]. Prowadzone w ostatnich latach badania
nad biogenezg peroksysomdw przyniosty znacznie wiecej argumentéw negaty-
wnych, obalajacych dotychczasowe poglady na ten temat, niz danych wyjas-
niajagcych mechanizm tego procesu. Naszg obecng wiedze mozna przedstawic
nastepujaco.

A. Peroksysomy nie wykazujg zadnej morfologicznej tacznosci z siateczka
$rédplazmatyczng. Kanalikowe wypustki peroksysomow, ktore btednie inter-
pretowano jako potgczenia z siateczkg [121] okazaly sie potgczeniami miedzy
peroksysomami [41, 141, 186], Zastosowanie metod cytochemicznych, uwida-
czniajacych aktywnos$¢ enzymoéw specyficznych dla siateczki i peroksysomow,
nie wykazato w zadnym przypadku wspoétistnienia obu rodzajow enzymow
w tym samym przedziale btonowym [155].

B. W btonie peroksysoméw obecnie sg swoiste tylko dla niej biatka [31, 54].
R&zni sie ona ponadto od bton siateczki srodplazmatycznej i mitochondriéw
iloscig biatek i lipidéw [31], a takze przepuszczalnoscia [176]. Btona perok-
sysomOow ma zatem charakter unikatowy i nie mozna wykaza¢ jej pokrewien-
stwa z zadnym innym systemem blonowym w komorce.

C. Wszystkie zbadane dotychczas pod tym katem biatka peroksysomowe
(zarobwno enzymy, jak i biatka btonowe) syntetyzowane sg na wolnych
(cytoplazmatycznych) rybosomach i zostajg posttranslacyjnie wiaczone do
peroksysomow z pominieciem siateczki $rédplazmatycznej. Udowodniono to,
jak dotad, w odniesieniu do katalazy, oksydazy moczanowej, enzymow
/7-oksydacji kwasow ttuszczowych oraz biatek btonowych o m.cz. 22 i 70 kD
[32, 39, 79, 89, 104, 164]. W odrdznieniu od podobnego mechanizmu syntezy
egzogennych biatek mitochondrialnych oraz biatek tworzonych na ryboso-
mach zwigzanych z siateczka, biatka peroksysomowe produkowane sg w swo-
jej finalnej wielkosci, tzn. bez dodatkowego peptydu sygnatowego. W konsek-
wencji ich inkorporacja do peroksysomOw nie wymaga proteolitycznego
skrécenia czasteczki [32, 136], Wyjatek stanowi tiolaza 3-ketoacylo-CoA, ktéra
syntetyzowana jest w postaci dtuzszego prekursora o m.cz. 44 kD, skracanego
do 41 kD przed wigczeniem do peroksysomu [33]. Proteolityczne skrdcenie
czasteczki tego enzymu nie jest sprzezone z procesem jego inkorporacji do
peroksysoméw [104]. Badania prowadzone nad katalazg wykazaly, iz przeciet-
ny czas uptywajacy miedzy translacja a wigczeniem do peroksysomu wynosi 14
min. Enzym ten syntetyzowany jest w formie apomonomeru i dopiero
w obrebie peroksysomu dotgcza hem i agreguje w aktywny tetramer [85].

Proces inkorporacji biatek z cytozolu do peroksysomdw jest wcigz mato



48 3. A LITWIN

znany. Wymaga on hydrolizy ATP, jednakze w odrdznieniu od analogicznego
mechanizmu dotyczacego mitochondriéw nie jest uzalezniony od potencjatu
btony [64], Import dwoch zbadanych dotad pod tym katem biatek, oksydazy
acylo-CoA i lucyferazy, rozpoczyna sie od konca karboksylowego [45, 159],
podczas gdy do bton siateczki Srédplazmatycznej i mitochondriow biatka
wbudowywane sg od przeciwnego, aminowego konca. Istnienie mechanizmu
receptorowego przy inkorporacji biatek peroksysomowych jest sporne z uwagi
na nieobecno$¢ typowych, odszczepianych odcinkéw sygnatowych. Réwno-
cze$nie sugeruje sie mozliwo$¢ peinienia tej roli przez koncowy fragment
czasteczki kazdego biatka peroksysomowego i w przypadku lucyferazy ustalo-
no, iz cechy odcinka sygnatowego wykazuje 12-aminokwasowy fragment na
karboksylowym korcu tafncucha [45]. Wyizolowano nawet niedawno przypusz-
czalny receptor z btony peroksysomowej [91].

Badania komorek nie zawierajgcych peroksysoméw, pochodzacych od
pacjentéw z zespotem Zellwegera, pozwolity stwierdzi¢, ze obecno$¢ perok-
sysomOw jest niezbedna dla posttranslacyjnej ,zywotnosci” biatek perok-
sysomowych: przy braku ,stacji docelowej” enzymy te sg syntetyzowane, lecz
prawie natychmiast ulegajg degradacji [163, 165].

Biosynteza lipidow wchodzacych w sktad btony peroksysomu jest dosc¢
zagadkowa. Przyjmuje sie, ze powstajg one w siateczce $rdédplazmatycznej,
gdyz nie wykryto dotychczas w peroksysomach enzymoéw odpowiedzialnych za
ich synteze (wyjatek stanowig enzymy biosyntezy eterolipidéw). Nowo po-
wstate fosfolipidy majg by¢ dostarczane do peroksysoméw za posrednictwem
biatek nos$nikowych [19].

D. Nowe peroksysomy powstajg przez podzial dotychczas istniejgcych
peroksysomow. Stwierdzenie to, bedace obecnie pewnego rodzaju dogmatem,
implikuje sposob dziedziczenia organeli: podobnie jak mitochondria, perok-
sysomy mogg byé przekazywane z pokolenia na pokolenie wylacznie przez
komorke jajowag [36]. Nikt jednak dotychczas nie wykryt peroksysomow
w komorkach jajowych.

Wszystkie przytoczone tu dane najlepiej taczy hipoteza ,,siateczki perok-
sysomowej”, wysunieta przez Lazarowa i wsp. juz w 1980 r. [90]. Wedtug tej
hipotezy peroksysomy sa nie tyle odrebnymi jednostkami, co specyficznym,
samopowielajagcym sie przedziatem btonowym w komérce. Elementy tego
przedziatu moga sie w sposob przypadkowy taczyC i rozdziela¢, wymieniajac
przy tym skiadniki w nich zawarte. W odr6znieniu od innego przedziatu
btonowego, siateczki srodplazmatycznej, ktéra stanowi dosy¢ statyczng struk-
turalnie cato$¢, w ,siateczce peroksysomowej” przewazajg procesy rozdziatu,
co prowadzi do powstawania odrebnych pecherzykdédw jako dominujacej formy
morfologicznej. Nowe sktadniki peroksysoméw syntetyzowane sg poza ich
obrebem, wbudowywane, a nastepnie rozprowadzane do réznych fragmentéw
»Siateczki peroksysomowej” na skutek wspomnianych juz zjawisk przypad-
kowego fagczenia sie i rozdzielania jej elementéw.
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TABELA 7
Poréwnanie danych dotyczacych biogenezy peroksysomoéw i mitochondriow

Peroksysomy Mitochondria
Miejsce biosyntezy biatek wolne rybosomy wolne rybosomy*
Import biatek do organeli posttranslacyjny posttranslacyjny
Biatka syntetyzowane w postaci
wiekszych prekursoréw nie tak
Proteoliza biatek niezbedna
do ich importu nie tak
Zrédio energii dla importu biatek hydroliza ATP gradient elektro-

chemiczny

Kierunek inkorporacji biatka od koica —COOH od korica —NH2
Sposéb namnazania podziat podziat
Autonomiczny DNA brak obecny

* dotyczy biatek kodowanych w jadrze komérkowym.

Z uwagi na swoistg autonomie, a takze mechanizmy syntezy i inkorporacji
biatek, peroksysomy wykazuja pewne podobienstwo do mitochondriow i chlo-
roplastow, ktére jak wiadomo wywodzg sie ewolucyjnie z organizméw
prokariotycznych. Niemniej podobiefistwom towarzyszg roéznice (tab. 7),
a ewentualnych zwolennikéw przypisania endosymbiotycznej drogi ewolucyj-
nej takze peroksysomom skutecznie odstrasza fakt, iz nie wykryto jak dotad
w peroksysomach nawet $ladowych ilosci DNA ani tez zadnych innych
elementéw skladowych autonomicznego aparatu genetycznego. Warto bytoby
moze rozwazy¢ sytuacje, w ktorej nie czes¢ (jak w mitochondriach ichloroplas-
tach), lecz cato$¢ informacji genetycznej bylego endosymbionta zostata ,,prze-
niesiona" do jadra komorki-gospodarza. Sytuacja taka zdaje sie dos¢ dobrze
odpowiada¢ rozszyfrowanej do tej pory czeSci historii naturalnej perok-
sysomow.

8. OBROT PEROKSYSOMOW W KOMORCE

»CYkl zyciowy" peroksysoméw byt jak dotad, przedmiotem tylko nielicz-
nych badan. W obrazach z mikroskopu elektronowego wielokrotnie obser-
wowano peroksysomy wewnatrz typowych wakuoli autofagicznych, co wska-
zuje, iz sa one, podobnie jak inne organele komdrkowe, degradowane przy
uzyciu wiasnego systemu trawiennego komorki [61]. Peroksysomy hepatocy-
téw szczura charakteryzujg sie podobnym czasem péirwania, wynoszacym ok.
36 godz. [131]. Czas ten jest zgodny z czasem péitrwania katalazy, okreslonym
przy uzyciu dwdéch niezaleznych do siebie metod [133]. Nie wykryto dotychczas
zadnych morfologicznych ani biochemicznych wyktadnikdéw ,starzenia sie”

4 i PBK 1189



50 J. A LITWIN

peroksysomow; wydaje sie, ze nie zmieniajg one w zaden okreslony sposéb
ksztattu, wielkosci ani wyposazenia enzymatycznego [132]. Obserwacje te
popieraja poglad, iz peroksysomy nieustannie wymieniajg miedzy sobg zawar-
to$¢, a ich eliminacja z komérki ma charakter przypadkowy.

9. UWAGI KONCOWE

Czytelnik, ktéry dotart do konca tego przydtugiego przegladu, moze
odnies¢ wrazenie, iz ma przed sobg dos$¢ chaotyczny zbidr danych, z ktérych
nie wynikajg zadne wnioski ogolniejszej natury. Tak wiasnie przedstawia sie
obecny stan wiedzy na temat tej organeli. Nie wiadomo nawet, czy perok-
sysomy sg elementami istotnymi dla funkcjonowania komarki zwierzecej, czy
tez by¢ moze — jak przypuszczajg niektérzy — stanowig swego rodzaju
skamieline, ewolucyjny rudyment zamierzchtych szlakbw metabolicznych. Jest
to bowiem jedyna organela, przy ktérej braku komdrki moga zyé i namnazac
sie, 0 czym S$wiadczg tkanki pacjentow z zespotem Zellwegera, a takze
zmutowana linia komorkowa pozbawiona peroksysomow, wyizolowana nieda-
wno z jajnika chomika chinskiego [139]. Brak natomiast peroksysomow
zwigzany jest z powaznymi zaburzeniami metabolicznymi w skali narzagdow
i calego organizmu, przy czym nie sposob na razie wyrokowaé, czy zaburzenia
te sg skutkiem eliminacji organeli, czy tez brak peroksysoméw jest jedynie
objawem ubocznym jakiego$ glebszego defektu.

Nauka czeka zatem na dalsze dane, ktore umozliwityby dokonanie
»wielkiej syntezy”, wyjasniajagcej role i ustalajgcej miejsce peroksysomow
w funkcjonalnej organizacji komorki i w fizjologii organizmu zwierzecego.
W badaniach nad peroksysomami otworzyty sie niedawno nowe perspektywy,
wynikajace z zastosowania najbardziej wyrafinowanych metod biologii mole-
kularnej [126], z mozliwosci znakowania bton peroksysomowych swoistymi
przeciwciatami [149] oraz z dostepnos$ci atrakcyjnego modelu badawczego,
jakim sg komorki pozbawione peroksysomdéw. Mozna zywi¢ nadzieje, iz
nadchodzgce dziesieciolecie rozwigze wiele zagadek dotyczacych tej organeli.
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STRUCTURE AND BIOLOGICAL ROLE OF NUCLEAR MATRIX

Zofia KILIANSKA

Zaktad Cytobiochemii, Instytut Biochemii Uniwersytetu tddzkiego

Streszczenie. Artykut jest przegladem danych na temat metod izolowania, ultrastruktury i sktadu
chemicznego matriks jadrowej. Przedstawiono w nim doniesienia dotyczace biologicznej roli tej
istotnej struktury jader komoérkowych, przede wszystkim zwigzane z organizacjg przestrzenng

czasteczek DNA, ich replikacjg i transkrypcja.

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 important structure of the
cell nuclei, especially for the spatial organization of DNA molecules, their replication and

transcription.

Wykaz stosowanych skrétow

cAMP — cykliczny adenozynomonofosforan,
cDNA — komplementarny DNA,
DNA-aza — deoksyrybonukleaza,

EDTA — etylenodiaminotetraoctan,

kpz — kilo par zasad,

LIS — 3,5-dijodosalicylan litu,

m. cz. — masa czasteczkowa,

NaTT — tetrationian sodu,

pi — punkt izoelektryczny,

PMSF — fluorek fenylometanosulfonowy,
RNA-aza — rybonukleaza,

hnRNA — niejednorodny jadrowy RNA,
rRNA — rybosomalny RNA,

* Referat wygtoszony na Il Ogélnopolskiej Konferencji Biologii
4-5 lipca 1988 r.
Praca wykonana w ramach CPBR 115.
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SNnRNA — niskoczasteczkowy jadrowy RNA,
U(1...6)RNA — urydylowe(l...6)RNA,

RNP — rybonukleoproteiny,

SDS — siarczan dodecylu sodu

WSTEP

Spos6b upakowania diugich czasteczek DNA wewnatrz niewielkiej obje-
tosci jgder komorkowych stanowi wcigz fundamentalny problem biologii
molekularnej. Organizacja przestrzenna DNA, wymagajaca istotnego skroce-
nia jego dtugosci, musi zabezpiecza¢ podstawowe funkcje zwiazane z jego
ekspresja i replikacjag. Z badan prowadzonych w ostatnim dziesiecioleciu
wynika, ze role te w duzym stopniu sprawujg tzw. struktury szkieletowe jgdra
komérkowego [2, 53, 58, 59, 90, 113, 117, 150, 156]. Ten strukturalny zragb
jadra nazywany jest: matriks, macierzg [10, 150, por. 77], interfazowym
szkieletem jadra [58, 59, 96, 124] lub w nomenklaturze angielskiej ,,nuclear
cage” [32, 67, 93]. Obecnie lansuje sie poglad, ze struktury szkieletowe
chromosoméw mitotycznych (ang. scaffold; [2, 3, 113] powstajg w wyniku
przeorganizowania znacznej czeSci biatek matriks jader komdrek interfazo-
wych [84, 85, 123, 124].

Pionierskie badania struktur jagdrowych o charakterze niechromatynowym
pochodzg z lat czterdziestych. W 1942 r. Mayer i Gulick [92], a rok p06zniej
Dounce [37] wykazali obecno$é biatek jadrowych nierozpuszczalnych w bufo-
rach o wysokiej sile jonowej (> IM). Mirsky i Ris [98] wydzielili tzw. resztkowe
chromosomy z jader komdérek grasicy cielecia, po ich wyczerpujacej ekstrakcji
0,14 i 2,0M roztworami NaCl. Na przetomie lat piecdziesigtych pojawity sie
pierwsze analizy tak traktowanych jader komérkowych, dodatkowo trawio-
nych nukleazami, w mikroskopie elektronowym [54, 131, 137, 163]. Uzyskane
struktury zachowywaly ksztatt jader, w ktérych odnajdowano tzw. resztkowe
jaderka oraz gabczastg sie¢ rybonukleinowg, rozposcierajgcg sie od otoczki
jadrowej do jaderek.

Termin matriks jadrowa wprowadzili Berezney i Coffey [10] w 1974 r.
Okreslili oni matriks jako resztkowa, ,,pozachromatynowa” infrastrukture
jadra, odporng na dziatanie detergentéw, nukleaz oraz wysokich stezen soli
[10, 17, 71]. W obrazie mikroskopowym jader komorkowych matriks nie jest
widoczna, gdyz maskuja ja skiadniki chromatyny i nukleoplazmy. Matriks
jadrowa budujg: warstwa peryferyczna, skladajgca sie z blaszki (lamina)
i porow otoczki jadrowej, oraz tzw. resztkowe struktury jaderkowe (matriks
jaderkowa) potgczone ze sobg przez wewnatrzjgdrowa sie¢ wioknisto-ziarnistg
[12, 13, 16, 58, 74, 150],
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1 METODY IZOLOWANIA MATRIKS JADROWEJ

Zasada wiekszosci technik izolowania matriks sg ekstrakcje jader komar-
kowych niejonowymi detergentami oraz buforami zawierajgcymi wysokie
stezenia NaCl w celu wymyecia lipidéw i histonoéw, a takze trawienie enzymami
nukleolitycznymi w celu usuniecia kwaséw nukleinowych.

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

ekstrakcje jader 10mM roztworem TrisCl (pH 7.4), zawierajgcym 0,2mM
MgCl, (usuniecie ok. 75% DNA);

wymycie histonéw za pomocg zbuforowanego 2M roztworu NaCl;

odlipidowanie pozostatosci jadrowej zbuforowanym 1% roztworem Trito-
nu X-100;

trawienie tak traktowanych jader nukleazami (DNA-aza | i RNA-aza; 200
pg/ml) w IOmM TrisCl (pH 7,4) zawierajgcym 5mM MgCf.

W ostatnich publikacjach z laboratorium Berezneya [16, 146] zastosowano
modyfikacje przedstawionej techniki, polegajaca na eliminacji trawienia jader
egzogennymi nukleazami w koricowym etapie preparatyki. Natomiast trawie-
nie, ale endogennymi nukleazami (37°C, 45 min), wprowadzono na poczatku
procedury otrzymywania matriks.

W laboratorium Pogo [120] matriks wydziela sie z jader komérkowych po

ich nukleolitycznym trawieniu DNA-azg | i RNA-azg A i odlipidowaniu
Tritonem X-100. Wiekszo$¢ biatek jadrowych ekstrahuje sie za pomoca
mieszaniny polianionéw: siarczan dekstranu — heparyna.

Powaznym zarzutem w stosunku do metod izolowania matriks jadrowe;j
jest stosowanie wysokich stezenn NaCl (uzywanych zresztg do dzisiaj), z uwagi
na mozliwo$¢ powstawania artefaktéw w postaci $lizgania sie badZ percypitacji
komplekséw replikacyjnych czy transkrypcyjnych, odnajdowanych w tej struk-
turze [78, 79, 97].

W metodzie opracowanej przez Longa i Ochsa [89], eliminujacej ekstrakcje
za pomocg wysokich stezenn NaCl oraz trawienie RNA-azg, jadra komorkowe
w pierwszej kolejnosci pozbawia sie lipidow przez przemycie zbuforowanymi
roztworami Tritonu X-100 i saponiny, a nastepnie prowadzi sie trawienie
DNA-azg | w uktadzie zawierajgcym jony Mg2+ i Ca2+. Pozostato$¢ jadrowa
ekstrahuje sie za pomocg 2mM roztworu EDTA w celu usuniecia chromatyny.
Analiza mikroskopowa i biochemiczna tak otrzymanych struktur wykazata
obecnos¢ blaszki i wewnatrzjgdrowej sieci, bogatej w niejednorodny jadrowy
RNA (hnRNA; 63%) i niskoczasteczkowy jadrowy RNA (snRNA; 74%). Sie¢
ta sktada sie z wibkienek o $rednicy 5-10 nm z przyczepionymi do nich
ziarenkami o Srednicy okoto 15 nm. Struktury otrzymane tg technikg nie
zawierajg resztkowych jaderek, co zapewne wynika z obecnosci w $rodowisku
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EDTA i wiazania jonéw dwuwartosciowych podczas ich wydzielania. Z kolei
ich inkubacja w roztworze zawierajgcym 2mM MgCE pozwala na obserwacje
resztkowych jaderek, co Swiadczy o tym, ze elementy odtwarzajace je musza
by¢ w nich obecne.

W laboratorium Laemmliego [97] opracowano ciekawg technike izo-
lowania matriks, wykorzystujgca detergent 3,5-dijodosalicylan litu (LIS) do
usuniecia histonéw. Detergent ten dziata podobnie jak siarczan dodecylu sodu
(SDS), z ta istotng roznica, ze z fatwosSciag mozna go usung¢ w toku
preparatyki. Po ekstrakcji histonéw, jadra odlipidowuje sie digitoning w obec-
nosci trasylolu, a pozostato$¢ jadrowa poddaje sie trawieniu mieszaning
enzymow restrykcyjnych.

Ultrastruktura i sktad chemiczny matriks jadrowej w znacznym stopniu
zalezg od procedury jej otrzymywania, tj. kolejnosci ekstrakcji jader, sposobu
usuniecia histondw (NaCl, LIS, siarczan amonu, polianiony: siarczan dekst-
ranu-heparyna), stosowanych detergentéw wymywajacych lipidy (dezoksycho-
lan sodu, Nonidet NP-40, Triton X-100, Tween 40, saponina) oraz enzymoéw
nukleolitycznych (DNA-aza I, mikrokokalna nukleaza, RNA-aza A, restryk-
tazy), a takze od obecnosci jonéw dwuwartosciowych. Istotne réznice w skita-
dzie matriks powoduja: eliminacja w procedurze jej izolowania trawienia
RNA-azg, blokowanie grup tiolowych oraz umozliwienie powstania wewnatrz-
czasteczkowych potaczen biatek poprzez mostki dwusiarczkowe [51, 64, 73, 74,
89, 121, 151, 152].

Z laboratorium Kaufmanna [46, 71-74] pochodzi wiele prac dokumen-
tujgcych zmiany w morfologii i sktadzie biatkowym struktur szkieletowych
hepatocytow szczura, uwarunkowane czynnikami preparatywnymi. Okazato
sie, ze przy trawieniu jader tych komoérek DNA-aza | i RNA-azg A, po ktérym
usuwa sie wiekszos¢ biatek chromatynowych zbuforowanym 1,6M roztworem
NaCl (pH 7, 4), pozostato$¢* jadrowa zawiera gtéwnie ziarnisty materiat,
otoczony warstwg peryferyczng. Po takich zabiegach w preparatach pozostaje
okoto 18-20% biatek jadrowych [71, 73, 74]. Analiza tych biatek za pomocg
elektroforezy dwuwymiarowej w zelu poliakryloamidowym wskazuje na ich
prosty skiad polipeptydowy. W elektroferogramie dominujg biatka blaszki
— laminy A, B i C oraz kompleks polipeptydoéw w zasadowym regionie zelu
0 m.cz. 60000-70000, 100000 daltonéw i powyzej.

Pominiecie trawienia jagder komorkowych za pomoca RNA-azy, przy
zachowaniu pozostatych warunkéw preparatyki, dostarcza obrazu mikro-
skopowego, w ktérym oprécz wymienionych juz tu podstruktur wystepuja
resztkowe jaderka. W skiadzie chemicznym tak wyodrebnionych preparatéw
obserwowano okoto 40% jadrowego RNA, bez istotnych zmian w skiadzie
polipeptydowym. Uwaza sie, ze trawienie nukleazami jader komorkowych
przed ich ekstrakcjg wysokimi stezeniami soli (1,6-2,0M NaCl) dostarcza
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struktur zawierajagcych gtownie warstwe peryferyczng [3, 16, 71], natomiast po
tej ekstrakcji — preparatbw z bogatg sieciag wewnatrzjadrowag [21, 52].
Zachowanie skiadnikdéw sieci wewnatrzjagdrowej po ekstrakcji moze by¢
wynikiem oddzielenia pewnych elementéw matriks, ochraniajgcych RNA
przed dziataniem atakujacych go enzymoéw.

Jadra komorkowe po uprzedniej inkubacji (1 godz.) w obecnosci IOmM
roztworu jodoacetamidu lub N-etylomaleimidu, zwigzkéw blokujacych grupy
tiolowe, poddane nukleolitycznemu dziataniu DNA-azy | i RNA-azy A oraz
ekstrakcji 1,6M roztworem NaCl, w mikroskopie elektronowym przedstawiaty
sobg ,,puste” wnetrza otoczone warstwg peryferyczng. Te resztkowe struktury
zawierajg okoto 10-15% biatek, 3% RNA oraz 1% DNA. W elektrofero-
gramie biatek tak otrzymanej matriks wystepujg przede wszystkim laminy A,
BiC.

Jesli jadra hepatocytéw inkubowano (1 godz.) w srodowisku utatwiajagcym
powstanie wewnatrzczasteczkowych mostkow S—S (2mM tetrationian sodu;
NaTT) i wydzielano z nich matriks poprzez ich trawienie nukleazami i ekstrak-
cje 1,6M roztworem NaCl, to otrzymywano struktury szkieletowe zawierajace
resztkowe jaderka i bogatg wewnatrzjadrowga sie¢ witdknisto-ziarnista, otoczo-
ne warstwg peryferyczng. W skladzie chemicznym tak wyodrebnionej matriks
wystepuje okoto 30-35% biatek jadrowych (brak histonéw) oraz 30% RNA.
Wydaje sie, ze dziatanie czynnikdw utleniajacych grupy tiolowe (np. NaTT,
H20 2, kompleks Cu2+-o-fenantrolina) powoduje stabilizacje wewnatrzjad-
rowej sieci przez wytworzenie wigzan dwusiarczkowych budujacych jg biatek
[46, 74, 120, 121]. W obrazie elektroforetycznym biatek tak wyizolowanych
struktur dominuja laminy A, B i C. Jednakze ilo$¢ sktadnikéw nielaminowych
znacznie wzrasta w porownaniu z preparatami matriks pochodzacymi z jader,
ktore nie byly inkubowane wobec NaTT. Na uwage zastuguje wzrost zawar-
tosci komponentéw w regionie zelu odpowiadajgcym m.cz. 32000-36000; sg
to zapewne biatka budujgce rdzenie czastek RNP. Wedtug Kaufmanna i wsp.
[46], bogaty ilosciowo polipeptyd o m.cz. 38000 i pi okoto 5,3, odpowiada
jaderkowej fosfoproteinie B23, wykrytej w laboratorium Buscha [87].

Efekty dziatania NaTT przy izolowaniu matriks mozna odwroci¢ przez
inkubacje tej struktury jadrowej (20 min) w S$rodowisku zawierajgcym duze
stezenia czynnikow redukujgcych, np. 20mM ditiotreitol w zbuforowanym IM
roztworze NaCl. W obrazie mikroskopowym matriks, po takim zabiegu,
obserwuje sie wylacznie warstwe peryferyczng. Rozwigzanie to stato sie
podstawg opracowania metody izolowania blaszki jgdrowej [73]. Po od-
wirowaniu tak potraktowanych preparatow matriks, w osadzie pozostaja
sktadniki warstwy peryferycznej, w ktdérej gtownymi polipeptydami sg laminy
A, Bi C. Natomiast, w ptynie nadosadowym odzyskuje sie pozostate sktadowe

5 4 PBK PRO
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matriks, wséréd ktérych przewazajg biatka o m.cz. 60000-70000, rézne od
lamin, biatka rdzeni czastek RNP oraz fosfoproteina o m.cz. 38000 [46, 74],

W 1986 r. Smith i wsp. [140] przedstawili dowody immunologiczne
i biochemiczne na istnienie matriks jgdrowej in situ. Badacze ci zwracajg
uwage na bezwzgledng koniecznos$¢ stosowania w toku preparatyki matriks
inhibitorow proteaz i rybonukleaz. Z ich doSwiadczen wynika, ze w metodzie
izolowania tej struktury, wykorzystujacej standardowe warunki podane przez
Berezneya [10, 12] oraz obecno$é inhibitora proteaz — PMSF (ImM), matriks
przedstawia wyraznie zarysowang warstwe peryferyczng, otaczajagcg stabo
widoczng sie¢ widknisto-ziarnistg i resztkowe jgderka. Dopiero wprowadzenie
innych inhibitoréw proteolitycznych, tj. aprotyniny i leupeptyny oraz kom-
pleksu rybozydow wanadylu — blokujacego rozkitad RNA, zabezpiecza peing
morfologie matriks, w ktorej poza warstwg peryferyczng uwidocznione s3
wioknisto-ziarnista sie€ RNP, elementy widkniste i ziarniste jaderek oraz
ziarnistos$ci interchromatynowe. Na podkreslenie zastuguje fakt dystrybucji
wewnatrzjgdrowej sieci RNP, elementow jaderek i ziarnistosci, praktycznie nie
zmienionych w porédwnaniu z jadrami kontrolnymi.

2. SKLAD CHEMICZNY

W skladzie chemicznym matriks jadrowej dominujg biatka (73-98%).
Ponadto wystepuje w niej niewielki procent RNA (0,05-1,2%), DNA
(0,1-1,2%) i fosfolipidow (0,5-6,9%) [10, 12, 13, 61, 64, 134]. Ostatnio
zasygnalizowano o wykryciu w tej strukturze jadra cukrowcow [34, 42, 130].
W metodach izolowania matriks, eliminujgcych trawienie jader RNA-azg,
a takze wykorzystujgcych inhibitory enzymoéw atakujgcych RNA, gtowne

TABELA 1
Sktad chemiczny matriks jadrowej réznych komoérek

Biatko RNA DNA Fosfolipidy

Komoérki (%]
Hepatocyty szczura [12] 97,6 12 <0,1 1,1
Tetrahymena pyriformis
(makrojadra) [61] 96,8 0,8 10 14
HelLa [64] 92,3 0,05 1,2 6,9
BHK [134] 73 23 1 3

réznice w jej skladzie dotycza iloSciowej reprezentacji RNA [12, 134]. Zwraca
uwage znaczna zbieznos¢ w sktadzie chemicznym matriks izolowanej z odleg-
tych ewolucyjnie organizmoéw, tj. orzesek Telrahymena pyriformis [61], szczur
[10] oraz cztowiek [64] (tab. 1).
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2.1. BIALKA

Biatka matriks jgdrowej stanowig tzw. biatka niehistonowe. Cechuje je
kwasowy charakter i stosunek aminokwaséw kwasnych do zasadowych okoto
1,5. Dominujagcymi aminokwasami w tych biatkach sg kwas glutaminowy,
kwas asparaginowy, glicyna, leucyna, oraz hydroksyaminokwasy: seryna
i treonina [12, 13]. Biatka te wykazujg silne powinowactwo do DNA.

2.1.1. BIALKA WARSTWY PERYFERYCZNEJ

Najbardziej stabilny sktadnik matriks reprezentuje blaszka wraz z porami
otoczki jadrowej. Blaszke buduje w miare jednorodna warstwa rozposcierajaca
sie miedzy wewnetrzng btong otoczki jadrowej a peryferyczng chromatyng [56,
72]. Jej grubos¢ (20-200 nm) zmienia sie w zaleznos$ci od typu komorek [50, 55,
105], W niektorych komorkach mozna blaszke obserwowaé dopiero po
usunieciu otoczki jadrowej [55]. Blaszke cechuje prosty skiad chemiczny.
U ssakow w tej podstrukturze matriks wystepuja trzy polipeptydy, opisywane
jako laminy A, B i C, wedrujagce w zelu poliakryloamidowym z SDS
w przedziale m.cz. 65000-80000 [1, 55, 72, 81, 83, 132, 143]. Kaufmann i wsp.
[72] okreslili m.cz. laminy A, B i C hepatocytow szczura odpowiednio
— 69000, 67000 i 62000 daltonéw. Laminy stanowig od 25 do 50% biatek
otoczki jgdrowej [1, 83]. Na podstawie analizy map tryptycznych i badan
immunologicznych stwierdzono znaczne podobienstwo laminy A i C [41, 55,
56, 83, 143]. Prawdopodobnie lamina C stanowi produkt rozpadu laminy
A [132]. Analiza sekwencji cDNA kodujgcych laminy A i C [105] wykazuje, ze
maja one identyczng sekwencje, z wyjatkiem dodatkowego odcinka kodujace-
go 133 aminokwasy w C-koncowym fragmencie czasteczki laminy A. Praw-
dopodobnie réznice w ekspresji genu tych dwoch biatek blaszki sa wynikiem
odrebnosci sktadania ich mRNA.

Lamina B charakteryzuje sie pewng odrebnoscig molekularng w porow-
naniu z laming A i C; pozostaje najsilniej zwigzana z wewnetrzng btong
otoczki jadrowej [133]. Laminy A i B reprezentujg produkty odmiennych
genow [132].

Podczas ogniskowania izoelektrycznego lamina A rozdziela sie na cztery
sktadniki, lamina C za$ na trzy, w zakresie pH od 6,8 do 7,2, natomiast lamina
B wedruje jako jedno pasmo o pi okoto 5,7 [72].

Ostatnio odnotowano zaskakujacy fakt znacznej homologii sekwencji
aminokwasowej lamin i biatek filamentéw posrednich [105]. To zjawisko
sugeruje, ze obydwie grupy biatek moga tworzy¢ widkienka zorganizowane we
widékna czy sie¢, powigzane z otoczka jadrowa.

Zaobserwowano, ze przejSciu komdrek z interfazy w cykl mitotyczny
towarzyszy depolimeryzacja biatek blaszki, przebiegajgca réwnolegle z roz-
padem otoczki jadrowej i reorganizacjg chromatyny w chromosomy. Laminy
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ulegajg rozproszeniu w cytoplazmie, wystepujac w formie monomerdéw, ktére
podlegajg intensywnej fosforylacji (1,4-2,2 mole fosforanu/mol lamin), ktérej
poziom przewyzsza 4—7-krothie $rednig warto$¢ typowg dla tych biatek
w jadrze interfazowym (0,27-0,46 mola fosforanu/mol lamin) [110].

W warstwie peryferycznej matriks wykryto réwniez dwie glikoproteiny
jadrowe gp188 i gp76/74, ktére sa zapewne charakterystyczne dla poréw
otoczki jgdrowej [47].

2.1.2. BIALKA MATRIKS JADERKOWE]

Dotychczas najmniej poznanym komponentem matriks sg tzw. resztkowe
struktury jaderkowe. Mozna je obserwowaé w takich strukturach szkieleto-
wych, ktore izolowano z jgder, z pominieciem ich trawienia RNA-azg lub
w obecnosci jej inhibitoréw [14, 21, 22, 71, 140]. Struktura matriks jaderkowej
pozostaje w Scistej korelacji z obecnoscig rodzimych czasteczek RNP. Z do-
Swiadczen Olsona i wsp. [109] wynika, ze matriks jgderkowa zawiera okoto 26
biatek, 50% RNA oraz 3,7% DNA, obecnych w kontrolnych jadrach komaérek
watrobiaka Novikoffa. W skiadzie biatkowym tej podstruktury matriks
dominujg polipeptydy o m.cz. 28000, 37500, 40000, 70000, 72000, 110000
i 160000. Biatko o m.cz. 110000, odpowiadajgce fosfoproteinie jaderkowej
C23, opisanej w laboratorium Buscha [87], obserwowali réwniez Long i Ochs
[89] w resztkowych jaderkach komdrek erytroleukemicznych myszy.

2.1.3. BIALKA WEWNATRZJADROWEJ SIECI W£OKNISTO-ZIARNISTEJ

Wciaz mato jest danych na temat skiadu biatkowego dyskusyjnej podstruk-
tury matriks, jakg jest wewnatrzjgdrowa sie¢ widknisto-ziarnista, ktorej
obecno$¢ w istotny spos6b warunkuje procedura jej otrzymywania (eliminacja
trawienia jader RNA-aza, wprowadzenie czynnik6éw utleniajgcych grupy
tiolowe, inhibitoréw proteaz i rybonukleaz) oraz obecno$¢ RNA [25, 46, 48,
71, 114, 121].

W tej podstrukturze matriks wykryto biatka tworzace kompleksy z hnRNA
oraz z SnRNA. Przy zastosowaniu [154] przeciwciat monoklonalnych przeciw-
ko czgstkom rdzeni hnRNP, zaobserwowano w wewnatrzjagdrowej sieci mat-
riks komérek Hela, biatka o m.cz. 39000 (CI) i 41 000 (C2). Z kolei technika
immunocytochemicznej lokalizacji antygenow, wykorzystujgca przeciwciata
monoklonalne przeciwko czastkom snRNP [140], pozwolita stwierdzi¢ obec-
no$¢ antygenu Sm o m.cz. 28 000, tworzacego kompleksy z Ul, U2, U4, U5
i U6 sSnRNA oraz sktadnika o m.cz. 70000, asocjujagcego z Ul-snRNA [155].
Rola tych biatek w potaczeniach z sSnRNA nie jest wyjasniona. Sugeruje sie
jednak ich udziat w procesie sktadania RNA, podobnie jak opisanego ostatnio
[140] biatka o m.cz. 107000 (pl07; pi 8,7-8,8). Na uwage zastuguja doswiad-
czenia Smitha i wsp. [140]. W doSwiadczeniach tych wykazano, ze otrzymywanie
matriks watroby szczura w obecnosci EDTA, a takze trawienie jader RNA-aza
prowadzi do usuniecia z tej struktury biatka p!07 oraz do zaniku sieci RNP.
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Z wieloletnich badan laboratorium Berezneya [11, 15, 138, 145-147],
dotyczacych udziatu matriks jadrowej w procesie replikacji DNA, nalezy
podkresli¢ zlokalizowanie w wewnatrzjgdrowej sieci aktywno$ci podstawo-
wych enzymoéw kompleksu replikacyjnego, tj. polimerazy DNA typu a,
prymazy DNA, 3’-5’egzonukleazy, RNA-azy H i metylazy DNA. W wewnatrz-
jadrowej sieci wtoknisto-ziarnistej wykryto niezaleznie w dwéch laboratoriach
— Savaljevic [121] i Kaufmanna [46, 74] biatko(a) o m.cz. 36000-38 000, ktére
wystepuje(a) w matriks tylko wtedy, gdy jej preparatyke prowadzi sie
w warunkach zapewniajgcych powstawanie mostkow dwusiarczkowych (kom-
pleks CuS04-o-fenantrolina, NaTT). Biatko(a) to buduje czastki RNP.

W 1987 r. Feuerstein i Mond [44] opisali w tej podstrukturze matriks
limocytow B myszy biatko o m.cz. 40000 i pi 5,0, nazwane numatryng (ang.
numatrin). Aktywacja limfocytow B mitogenami (np. liposacharydy, estry
forbolu, przeciwciala) prowadzi do intensywnego wzrostu biosyntezy
(5-20-krotnego) numatryny. Produkcja tego biatka nasila sie juz po 60-120
min od podania mitogenéw, osiggajac najwyzsza wartos¢ po 16 godz., oraz
spadek do poziomu kontroli po 48 godz. aktywacji. Interesujgcy pozostaje fakt
wysokiej syntezy numatryny w komaorkach nowotworowych, wywodzacych sie
z komdérek linii B, np. Raji, BAL-17, WEHI-231. Biatko to wydaje sie
regulowa¢ wzrost prawidtowych i nowotworowych limfocytéw linii B.

2.1.4. BIALKA CYTOSZKIELETU A MATRIKS JADROWA

Oddzielnego, krdtkiego omoéwienia wymaga dyskusyjny problem wystepo-
wania biatek cytoszkieletu w strukturach szkieletowych jagdra komérkowego.
Na podstawie techniki cytochemicznej lokalizacji antygenow, z zastosowaniem
przeciwciat monoklonalnych przeciwko wimentynie, cytokeratynom [154],
a takze aktynie [102, 103, 154], wykryto te biatka w matriks jadrowej. Wciaz
jednak nie wiadomo, czy stanowia one integralny skfadnik tej struktury jadra,
czy tez zanieczyszczenia cytoplazmatyczne [25, 45, 105, 142]. Z przekony-
wajacych prac laboratorium Uedy [101-103], opartych na biochemicznej
i immunologicznej analizie wynika, ze aktyna jest skiadnikiem wewnatrzjad-
rowej sieci wioknisto-ziarnistej limfocytow prawidtowych i biataczkowych.
Aktyna silnie zasocjowana z tg siecig nie ulega trawieniu trypsyng w warun-
kach, kiedy z matriks uwalnia sie ponad 80% jej biatek. Biatko to pozostaje
zwigzane z snRNA [102].

2.1.5. BIALKA MATRIKS JADROWEJ | RUSZTOWANIA CHROMOSOMOW (SCAFFOLD)
Bardzo interesujacy problem stanowi dynamika przejscia komdrek z inter-

fazy w stan mitozy na poziomie struktur szkieletowych. Uwaza sie, ze
nastepuje przeorganizowanie duzej ilosci biatek, matriks w rusztowanie chro-
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mosoméw. Mechanizm ten jest mato poznany [8, 84, 85, 123, 160]. Istotng role
odgrywajg w nim zapewne modyfikacje posttranslacyjne [25, 115].

Biatka szkieletowe (scaffold) stanowia sie¢ widkien. Sie¢ ta rozcigga sie
wzdtuz wnetrza chromosomoéw, zachowujac morfologie par siostrzanych
chromatyd. Moga one wystepowa¢ w dwoch odwracalnych konformacjach, fj.
silnie rozluznionej (forma rozciggnieta) oraz skondensowanej (forma skonden-
sowana) sieci widkien.

Na poczatku lat osiemdziesigtych opisano [84, 85] dwa biatka szkieletu
chromosomdw komorek HelLa o m.cz. 170000 i 135000, nazwane odpowied-
nio SCI i SC2, stanowigce az okoto 40% tej struktury. Ostatnio udowodniono,
ze biatko SC2 odpowiada topoizomerazie Il [38, 39].

W laboratorium Wanki [115, 116] przeprowadzono poréwnawczg analize
biatek matriks jadrowej i szkieletu chromosoméw komdrek watroby krowy.
Elektroforeza jednowymiarowa w zelu poliakryloamidowym biatek tych struk-
tur wykazala, ze podstawowe skiadniki matriks — laminy A, B i C nie sg
obecne w szkielecie chromosomalnym, natomiast biatka o m.cz. 37 000 i 83 000
wystepuja przede wszystkim w rusztowaniu chromosomoéw. Wiekszo$¢ pozos-
tatych biatek jest wspdlna dla obydwu struktur. Wyniki te potwierdzono
réwniez technikg elektroforezy dwuwymiarowej [116]. Biatka tych struktur
rozdzielajg sie gtownie w kwasowym regionie zelu, co wyraZznie obserwowano
w elektroferogramach chromosomoéw metafazowych, w ktérych brak lamin.
Komponent o m.cz. 47000, widoczny w elektroferogramach biatek obydwu
struktur, odpowiada ruchliwoscig elektroforetyczng aktynie cytoplazmatycznej
badanych komérek.

2.2. DNA

Wiasciwoscf DNA pozostajagcego w strukturach szkieletowych po wyczer-
pujgcych ekstrakcjach roztworami soli o wysokiej sile jonowej oraz po
trawieniu nukleazami poznano w niewielkim stopniu. Stanowi on zwykle
okoto 1% jadrowego DNA. Przeprowadzono wiele badan w celu wyjasnienia
natury sekwencji DNA w miejscach jego zakotwiczenia w matriks jadrowej.
Matsumoto [91] podal, ze okoto 60% DNA matriks jader nerki wotu
reprezentuje sekwencje satelitarne. Z kolei szkielet interfazowych jader koma-
rek myszy P815 zawiera DNA, w ktérym sekwencje o wysokiej powtarzalnosci
stanowig okoto 40-50% [59]. DNA matriks jagder komorek L myszy, a takze
chromosoméw metafazowych chomika chinskiego jest wzbogacony w sekwen-
cje o S$redniej powtarzalnosci [68, 122]. Niektorzy badacze [33, 104, 127]
obserwowali obecno$¢ sekwencji unikatowych w DNA matriks. Natomiast
DNA matriks watroby szczura i myszy czy chromosoméw metafazowych
komérek linii DON chomika wydaje sie nie wykazywac¢ wzbogacenia w specy-
ficzne klasy sekwencji w poréwnaniu z catkowitym, jagdrowym DNA [7, 14,
111).
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W obszernych badaniach grupy Razina [124] obserwowano w obrebie
szkieletu jader interfazowych komérek wysiekowych Ehrlicha obecnos¢ dwéch
klas DNA, opisywanych jako diugie i krdtkie fragmenty. Diugie fragmenty
DNA, zawierajagce okoto 10 kpz, bogate w sekwencje satelitarne sg odporne na
dziatanie czynnikéw fizykochemicznych i jest ich w jadrze diploidalnym 102.
Z kolei krotkie fragmenty DNA, liczace okoto 140 pz, sa bardzo wrazliwe na
wptyw czynnikéw Srodowiskowych. Zaobserwowano je w warunkach stabiliza-
cji struktur szkieletowych przez jony Cu2+ (w mniejszym stopniu jony Zn2+).
W jadrze diploidalnym jest ich 105. Preparaty matriks wydzielone z komorek
wysiekowych myszy, ktérych nie traktowano we wstepnym etapie preparatyki
jonami Cu2+, zawierajg wytacznie fragmenty DNA dtugosci 10 kpz.

23. RNA

RNA stanowi integralny sktadnik struktur szkieletowych, szczegélnie
wazny do utrzymania wewnatrzjgdrowej sieci widknisto-ziarnistej [71, 73, 74,
140]. Zawarto$¢ RNA w matriks zalezy od sposobu jej wyodrebniania.
Pominiecie w procedurze izolowania tej struktury trawienia jader RNA-azga
badz stosowanie inhibitorow rozktadu RNA dostarcza preparatow, ktore
zawierajag okoto 23% RNA (tab. 1) [134],

Pod koniec lat siedemdziesigtych wykazano na podstawie wigczania
[3H]-urydyny, ze znaczna cze$¢ hnRNA reprezentuje skiadnik szkieletu jader
interfazowych [62, 88, 89, 96]. Okazato sie réwniez, ze prekursory rRNA [61,
96, 107, 109, 140], a takze snRNA [89, 101, 155, 157] budujg matriks jadrowa.

Long i Ochs [89] okreslili ilosciowy udziat poszczeg6lnych klas RNA
w matriks jader komorek erytroleukemicznych myszy. W tej strukturze
odnaleziono okoto 65% catkowitego RNA, 60-80% hnRNA, 74% snRNA
oraz $ladowe ilosci rRNA. Badacze ci zanalizowali snRNA matriks w toku
elektroforezy w 10% zelu poliakryloamidowym. W tej strukturze jadra
wystepujg Ul, U2, U3, U4, U5 i U6snRNA. Obecno$¢ w matriks Ul snRNA,
zwigzku posredniczacego w skiadaniu prekursorow mRNA, wydaje sie miec
istotne znaczenie w tym procesie.

Nordstrom i wsp. [29, 107] zwrécili uwage na dystrybucje RNA we
frakcjach jadrowych komorek jajowodu kurczecia (rozpuszczalnych i nieroz-
puszczalnych w 2M roztworze NaCl). Prekursorowy rRNA (ok. 95%) oraz pre
MRNA albuminy jaja kurzego oraz owomukoidu wigzg sie z matriks tych
komorek, podczas gdy dojrzaty rRNA odnajduje sie we frakcjach jadrowych
poza matriks. Natomiast tylko cze$¢ (50%) dojrzalego mRNA badanych
biatek pozostaje zwigzana ze szkieletem jagdrowym. Wydaje sig, ze matriks
jadrowa stanowi gtdwne miejsce dojrzewania transkryptdw DNA, a ponadto
bierze udziat w ich transporcie na teren cytoplazmy [9, 29, 107, 144, 155].
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3. UDZIAL MATRIKS JADROWEJ W ORGANIZACJI PRZESTRZENNEJ MATERIALU
GENETYCZNEGO, JEGO REPLIKACIJI I TRANSKRYPCIJI

Analiza w mikroskopie elektronowym odhistonowanych jader komor-
kowych czy chromosoméw metafazowych organizmoéw, poczagwszy od niskich
eukariontéw po cztowieka [8, 33, 58, 119, 135, 150, 152], dostarcza obrazow
petli (domen) DNA, zakotwiczonych swoimi podstawami w strukturach
szkieletowych. Tak umocowane petle DNA, wybarwione np. bromkiem
etydyny, mozna oglada¢ w mikroskopie jako tzw. halo (aureola) [24. 27, 36,
150, 156]. Okreslono, ze petle DNA cztowieka dtugosci okoto 70 kpz wykazuja
halo o $rednicy 13 pm [104]. Dtugos¢ petli DNA wydzielonych z organizméw
na roznym szczeblu rozwoju ewolucyjnego waha sie w zakresie 10-300 kpz [58,
59, 119, 122, 156]. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze wielkos¢ petli DNA
w jadrze interfazowym jest zblizona do tej w chromosomach metafazowych
[113, 122, 124]. Z licznych doniesien [24, 27, 104, 124, 156] mozna wnioskowac,
ze dtugos¢ petli DNA miedzy dwoma miejscami zakotwiczenia w matriks
odpowiada wielkoscig funkcjonalnym jednostkom materiatu genetycznego
— replikonom. Uwolnienie petli DNA nastepuje w warunkach degradacji
struktury matriks, co obserwowano po traktowaniu jej detergentami jonowymi
czy roztworem zawierajgcym 2M NaCl — 5M mocznik [100, 124, 158]. Stad
sugestia, ze w wigzaniu petli DNA do matriks istotng role odgrywajg wigzania
o0 charakterze jonowym i wodorowe.

Razin i wsp. [124] sugeruja, ze dtugie fragmenty DNA matriks oddziatuja

Ryc. 1 Model organizacji materiatu genetycznego z udziatem sktadnikéw matriks jadrowej wedtug
Razina i wsp. [124]
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z blaszka jadrowa, krotkie za$, wrazliwe na wiele czynnikéw fizykochemicz-
nych i wymagajgce do ich stabilizacji jonéw Cu2+, sg zaangazowane
w infrastrukture sieci wewnatrzjgdrowej i stanowig wraz z jej biatkami gtéwne
miejsce zakotwiczenia petli DNA (rye. 1). Model ten zblizony jest do
wczesniejszej koncepcji grupy Laemmliego [84, 85], dotyczacej dwupoziomowej
organizacji witokna chromatynowego w jagdrze komérkowym. Zgodnie z nig,
pierwszy poziom odpowiada wigzaniu DNA z blaszka, natomiast drugi
— z biatkami sieci wewnatrzjgdrowej.

Wydaje sie, ze obszary zakotwiczenia petli DNA nie sg przypadkowe.
Zwraca sie¢ uwage na role fragmentéw DNA, bogatych w pary AT [49, 97].
Ostatnio zanalizowano specyficzne sekwencje nukleotydowe w miejscach
zakotwiczenia petli DNA dtugosci 5 kpz, zawierajgcej zesp6t pieciu gendéw
histonowych komérek Kc Drosophila melanogaster [97]. Zlokalizowano je we
fragmencie DNA (657 pz) uwalnianym przez restryktaze EcoRI, ktory
znajduje sie w miejscu zakotwiczenia opisywanej petli, w odcinku tacz-
nikowego DNA, bogatym w pary AT, miedzy genami histonéw HI i H3.

Na podstawie autoradiograficznej mikroskopii elektronowej, w wyniku
pionierskich doswiadczenn laboratorium Berezneya [11], zademonstrowano
preferencyjng lokalizacje nowo syntetyzujgcego sie DNA w matriks jagdrowej,
regenerujacej watroby szczura.

Wykorzystujgc technike pulsowego znakowania [3H]-tymidyng komorek
watroby krowy na poczatku fazy S, potgczong z analiza rozktadu pietna
izotopowego, w lizatach jagdrowych po trawieniu DNA-azg | stwierdzono [149,
150] izotop w strukturach szkieletowych chromosoméw w czasie mitozy oraz
w matriks jadrowej podczas nastepnej fazy Gr Natomiast radioaktywny
nukleozyd podany w $rodkowej czy p6znej fazie S rozmieszcza sie rGwnomier-
nie w petlach DNA. Takie wyniki przemawiajg za tym, ze pietno izotopowe
zwigzane z miejscami inicjacji replikacji pozostaje w DNA, ktory jest zasoc-
jowany zardéwno ze szkieletem chromosomow mitotycznych, jak i matriks
jadrowg komorek bedacych w fazie Gj interfazy.

Na podstawie badan autoradiograficznych wykazano, ze wiaczona pul-
sowo [3H]-tymidyna we wczesnej fazie S wigze sie z DNA struktur szkieleto-
wych jadra przez caly cykl komérkowy [5 27]. Analiza znakowanych
fragmentéw DNA, zasocjowanych z matriks jader watroby krowy po trawie-
niu nukleazami ujawnita, ze wigzanie odbywa sie w poblizu rozgatezienia
widetek replikacyjnych badZ w ich obrebie [35, 36]. Okazuje sie, ze po
wydtuzonym okresie znakowania pietno izotopowe moze by¢ tatwo usuniete
z matriks jgdrowej, co przemawia za jego przemieszczaniem sie z podstawy
petli do jej wnetrza [35]. Podobne wyniki uzyskane przez kilka osrodkow
naukowych [15, 27, 112, 139, 146, 150] sugeruja, ze replikujacy sie DNA ,,przewija
sie” przez matriks, z ktorg zwigzany jest kompleks replikacyjny (replisom).
Rowniez za pomocg autoradiografii udowodniono, ze wkrétce po krotkiej
pulsowej inkorporacji [3H]-tymidyny, prawie cale pietno pojawia sie w DNA
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matriks jadrowej, a pdzniej odnajdowane jest takze w halo otaczajgcym petle
DNA [150]. Po zakonczeniu replikacji petli DNA jest ona uwalniana z miejsc
wigzania widetek replikacyjnych. Przemawia za tym zwiekszone tempo usuwa-
nia produktéw trawienia DN A-azgl, znakowanych [3H]-tymidyna fragmentéw
DNA, zsyntetyzowanych w bardzo pdznej fazie S w porownaniu z catkowitym
DNA nastepnej fazy G, [5].

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

Ryc. 2. Model replikacji DNA / ud/iatem matriks jadrowej wedtug van der Veldena i Wanki [150]

W czasie fazy G, widkna wewnatrzjgdrowej sieci matriks stanowig szkielet,
wzdtuz ktérego zakotwiczone sg kolejne miejsca replikacji w bliskiej odlegtosci
(A). Z chwilg inicjacji syntezy DNA, zakotwiczone miejsca inicjacji podwajaja
sie (B), a widetki replikacyjne wkrotce przytgczajg sie w pozycjach miedzy
sgsiadujgcymi miejscami inicjacji. Replikujace sie petle DNA ,,przewijajg sie"
przez miejsca zakotwiczenia widetek, ktore sprawujg kontrole w rozplatywaniu
podwojnego heliksu DNA (C), miejsce za$ terminacji uwalnia sie z matriks,
podczas gdy miejsce inicjacji zakotwiczone jest na state w tej strukturze jadra
[5, 158]. Widkna matriks ulegaja duplikacji (E) réwnoczes$nie z replikacja
zakotwiczonej czasteczki DNA.

Kolejne dowody podtrzymujace funkcje matriks w procesie replikacji DNA
to stwierdzenie asocjacji z tg strukturg fragmentow Okazaki [35] oraz
wieloenzymatycznego kompleksu replikacyjnego [146, 147]. R6wniez wykrycie
nowo syntetyzujagcego sie DNA wiruséw rodziny Popova w matriks jader
komorek ich gospodarza potwierdza role tej struktury w procesie replikacji
[23, 69]. Na podkreSlenie zastugujg dane wykrycia w matriks zainfekowanych
komoérek antygenu T, biatka niezbednego do regulacji replikacji wiruséw tej
rodziny [23, 63, 65, 69, 143].
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Wsrod prac dokumentujgcych zaangazowanie matriks jadrowej organiz-
méw na réznym szczeblu rozwoju ewolucyjnego w synteze DNA, nalezy
wspomnie¢ doniesienia wskazujace, ze replikacja jest inicjowana wewnatrz
petli DNA, w regionach odlegtych od miejsc ich zakotwiczenia w matriks [59, 95].

Technika hybrydyzacji kwasow nukleinowych okazata sie owocna w stwie-
rdzeniu asocjacji wielu aktywnie transkrybowanych genéw z matriks jadrowej,
m.in. genu albuminy jaja kurzego [30, 127, 128], R-globuliny [60], vitellogeniny
[70], aktyny [66], kolagenu a2 [108], rRNA [76, 141] i gendéw biatek fazy ostrej
[20]. Rozmieszczenie miejsc wigzania aktywnych fragmentéw gendw wydaje sie
mie¢ charakter dynamiczny. Molekularne podstawy wzbogacenia tej struktury
w aktywne geny sg nieznane.

Fakt, ze matriks jest rowniez docelowym miejscem wigzania receptoréow dla
hormonéw [6, 75, 80, 82, 118] nie pozostaje zapewne bez znaczenia. W labora-
torium Lammliego [86] oraz Razina [125] wykazano w matriks aktywnos$¢
polimerazy RNA typu R.

Do przedstawionych tu wynikéw nalezy dodaé, ze nie znaleziono korelacji
miedzy aktywnos$cig transkrypcyjng gendéw a-globiny [78, 79] czy biatek szoku
cieplnego [136] a ich asocjacjg z matrik». Geny bialek szoku cieplnego sg
zwigzane z tg strukturg zaréwno przed dziataniem podwyzszonej temperatury,
gdy ich transkrypcja nie odbywa sie, jak i réwniez w czasie szoku, gdy jej
poziom gwaltownie wzrasta.

Istotne wydajg sie obserwacje Flickingera [49], ze DNA zakotwicza sie
w matriks gtéwnie w obrebie sekwencji bogatych w pary AT. Z kolei wiadomo,
ze fragmenty DNA bogate w sekwencje AT wystepujg w bezposrednim
sgsiedztwie aktywnych genéw, np. genéw rRNA i histondw [49, 97], Nalezy
réwniez zwrdci¢ uwage na sugestie niektorych badaczy [31, 97, 141], ze tylko
flankujace sekwencje genow uczestnicza w ich wigzaniu z matriks.

Grupa Razina [126] przedstawita wyniki Swiadczace, ze wykrycie miejsc
wigzania aktywnych genéw (np. statego regionu taficuchéw IgM-c*) z matriks
jader komoérek hybrydomy myszy jest uwarunkowane czynnikami preparatyw-
nymi. Okazato sie, ze przemycie jader komoérkowych trawionych uprzednio
DNA-azg | lub mikrokokalng nukleazg hipotonicznym buforem (bez jonow
Mg2+), przed ich ekstrakcjg za pomoca 2M roztworu NaCl, niszczy miejsca
przytaczenia aktywnych genéw do elementéw matriks.

UWAGI KONCOWE

Tabela 2 jest probg syntetycznego przedstawienia najwazniejszych skiad-
nikoéw opisanych w matriks jagdrowej oraz roli tej struktury w zyciu komorek
prawidtowych i patologicznych.

W matriks wykryto biatka odpowiadajgce za przestrzenna organizacje
DNA w postaci petli. Reprezentujg je pozachromatynowe biatka niehistonowe
o silnym powinowactwie do DNA. W tej strukturze jadra stwierdzono nowo
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TABELA 2
Sktadniki wykryte w matriks jadrowej i rola tej struktury w zyciu
komarek

Organizacja przestrzenna DNA
Biatka zakotwiczajgce petle DNA

Replikacja DNA
Nowo syntetyzujacy sie DNA

Wieloenzymatyczny kompleks repli-

kacyjny:

Polimeraza DNA typu a
Prymaza DNA
3'-5'-egzonukleaza, RNA-aza H.
metylaza DNA

Polimeraza DNA typu R
Topoizomeraza | i Il

Procesy naprawcze DNA
Widetki replikacyjne

Fragmenty Okazaki

Ekspresja gendéw

Aktywne geny: albuminy jaja kurzegp

0-globiny
vitellogeniny
aktyny

kolagenu a2
rRNA

biatek fazy ostrej
hnRNA

SNRNA

Intermcdiaty procesu sktadania RNA

Receptory hormonéw
Polimeraza RNA typu R

Transformacja nowotworowa
Produkty onkogenéw

Antygeny wiruséw transformujacych

Wigzanie kancerogenéw

Inne

Wiazanie czasteczek wiruséw
Nagromadzenie polimeréw
ADP-rybozy

Miejsca akceptorowe dla biatek
wigzacych cAMP

Asocjacja fibronektyny

Najwazniejsze dane bibliograficzne

2. 3, 16, 32, 33, 53, 58, 59, 84, 85,
90, 97, 104. 113, 117, 124, 135,
150, 156

11, 67, 93, 112, 139

146
69, 106, 138, 146, 162
146, 147, 161

146

106

18, 38, 39, 106
94, 100

35, 36, 112, 145
35

30, 127, 128

60

70

66

108

76, 141

20

89, 96, 107, 120, 151

89, 96, 101, 102, 155, 157
9, 29, 107, 129, 140, 155, 157
6, 75, 80, 82, 118

86, 125

40, 43, 153
23, 63, 65, 143
148

19, 23, 134, 144
4, 26, 159

57
164
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syntetyzujacy sie DNA, enzymy zwigzane z kompleksem replikacyjnym,
naprawg DNA [94, 100], a takze z relaksacja superhelikalnych petli DNA [104,
158] oraz widetki replikacyjne i odcinki DNA odpowiadajgce diugoscia
fragmentom Okazaki, co wskazuje na jej zaangazowanie w proces replikacji.

Z matriks wielu zbadanych organizmoéw asocjujg aktywne transkrypcyjnie
geny hnRNA, snRNA, intermediaty procesu sktadania RNA, a takze recep-
tory dla wielu hormonéw oraz polimeraza RNA typu B, co z kolei sugeruje
udziat tej struktury jadra w ekspresji informacji genetycznej.

Ukazaly sie wstepne doniesienia na temat obecnosci w matriks produktow
niektérych onkogenéw, np. v-myc, c-myc, v-myb [40, 43, 153], a takze
zwigzaniu z nig antygenéw wiruséw transformujacych [23, 63, 65, 143], co
wyjasnia jej funkcje w transformacji nowotworowej. Ukazaly sie prace [19,
134, 144] dotyczace roli tej struktury jadra w wirogenezie.

Matriks jest miejscem nagromadzenia polimeréw ADP-rybozy [4, 26, 159],
ktére mogg by¢ wykorzystywane m.in. w procesie naprawy DNA. Zawiera ona
réwniez miejsca akceptorowe dla biatek wigzacych cAMP [57], co zapewne ma
znaczenie dla fosforylacji biatek jadrowych.

Interesujacy wydaje sie fakt asocjacji z tg strukturg szkieletowa jadra biatka
stresu — fibronektyny w komdrkach Hela [164].

Przedstawione tu dane dotyczagce budowy chemicznej i roli matriks
jadrowej obfitujg w wiele nie rozwigzanych problemoéw. Bardzo frapujgcym
zagadnieniem jest poznanie relacji DNA — matriks w jadrach komorek
nowotworowych. Na podkre$lenie zastuguje doniesienie [148] wskazujace na
preferencyjng lokalizacje niektérych kancerogendéw (np. benzo-a-pirenu, nit-
rozomocznika) w miejscach zakotwiczenia petli DNA w matriks jadrowej.
Wydaje sie, ze oddziatywania kancerogeny — struktury szkieletowe jadra nie
pozostajg bez wpltywu na przestrzenng organizacje materiatu genetycznego,
jego powielenie i ekspresje w komodrkach, do ktérych wniknat czynnik
nowotworowy.

Serdecznie dziekuje pani Monice Radwan za wykonanie rycin oraz mgr Janowi Gierakowi za
przygotowanie wydruku pracy.
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MIEJSCA tAMLIWE W GENOMIE CZLOWIEKA:
ZNACZENIE TEORETYCZNE | PRAKTYCZNE

FRAGILE SITES IN HUMAN GENOME:
THEORETICAL AND PRACTICAL SIGNIFICANCE

Grzegorz GORSKI, Halina ANTOSZ

Samodzielna Pracownia Genetyki Cztowieka Akademii Medycznej w Lublinie

Streszczenie. Przedstawiono udziat dziedzicznych i powszechnych miejsc tamliwych w indukcji
przemieszczefi chromosomowych. Zaleznos$ci miedzy tamliwymi miejscami, nieprzypadkowymi
miejscami ztaman i przemieszczeri chromosomoéw w komdrkach nowotworowych a lokalizacja
protoonkogendw pozwala sugerowa¢ 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.

h-fra
r-fra
c-fra

inv
dei

Wykaz stosowanych skrétow

— dziedziczne miejsce tamliwe (heritable fragile site)

— rzadkie miejsce tamliwe (rare fragile site)

— konstytutywne lub powszechne miejsce tamliwe (constitutive or
common fragile site)

— translokacja

— inwersja

— delecja

— terminalny lub koncowy

— krotkie ramiona chromosomu

— dbugie ramiona chromosomu

— naddatek czesci ramion dtugich chromosomu

— rozdzielenie dwéch morfologicznie zmienionych chromosomoéw
przy translokacji zréwnowazonej
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— od-do

MTX — methotrexate (ametopteryna)

FdU — fluorodezoksyurydyna

PHA  —-efitohemaglutynina

Ig — immunoglobulina

vH — segment genu kodujacy cze$¢ zmienng tancucha ciezkiego im-
munoglobuliny (variable)

D — segment genu kodujacy odcinek superzmienny tancucha ciezkiego
immunoglobuliny (diversity)

Jh — segment genu kodujacy cze$é zrebu tancucha ciezkiego immuno-
globuliny (joining)

vL — segment genu kodujacy cze$¢ zmienng tancucha lekkiego im-
munoglobuliny

JL — segment genu kodujacy cze$¢ zrebu tanicucha lekkiego imuno-

globuliny (variable)
PDGF — ptytkowopochodny czynnik wzrostu (platelet-derived growth factor)

EGF  — czynnik wzrostu naskérka (epidermal growth factor)
CSF-1 — czynnik pobudzajagcy wytwarzanie kolonii (colony stimulating
factor)

tamliwe miejsca w chromosomach czlowieka przez wiele lat uwazane byty
za zwykle zjawisko cytogenetyczne, ktore pojawia sie przypadkowo w hodowli
in vitro. Wieksze zainteresowanie tym zagadnieniem datuje sie od chwili, gdy
Lubs [49] wykazal, ze famliwo$¢ dtugich ramion chromosomu X jest dziedzicz-
na i towarzyszy temu zjawisku niedorozwo6j umystowy. Harvey i wsp. [25]
stwierdzili, ze famliwe miejsce w terminalnym segmencie chromosomu X jest
cytologicznym markerem uposledzenia umystowego, sprzezonego z picig,
w postaci klinicznej opisywanej przez Martina i Bell juz w 1943 r. [51]. Dato to
poczatek poszukiwaniom tamliwego miejsca Xq27 w przypadkach niedoroz-
woju umystowego, jak réwniez poszukiwaniom miejsc tamliwych w innych
chromosomach, w przypadkach réznych schorzen. Hecht i Kaiser-McCaw [27]
twierdza, ze tamliwe miejsca sg jednym z najciekawszych fenomendw cyto-
genetycznych. Od 1985 r. pojawity sie pierwsze doniesienia o wystepowaniu
famliwych miejsc takze u innych ssakéw [43, 64, 73].

Wyodrebniono dwie duze grupy miejsc tamliwych:

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 tamliwych cechuje swoista, bardzo doktadna, dotyczaca
tego samego prazka i podprazka, lokalizacja w chromosomach.

Grupa pierwsza ma od 18 [54, 63, 64] do 21 [15] miejsc tamliwych.
Wystepuja one rodzinnie, dziedzicza sie w spos6b mendlowski dominujaco
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i z wyjatkiem tamliwego miejsca w chromosomie X —fraXq27; w przewazaja-
cej wiekszosci nie powodujg zmian fenotypowych, ani objawoéw klinicznych [2,
26, 66].

Druga grupa to miejsca tamliwe nabyte, konstytutywne, ktére mozna
spostrzec przypadkowo. Sg one przewaznie nastepstwem dziatania czynnikéw
fizycznych lub chemicznych, najczesciej mutagenu lub karcinogenu, np.
antyfolianu MTX, FdU, i wystepujg czesto w komdrkach nowotworowych.
Miejsc tego typu jest duzo, od 72 podanych przez Miro i wsp. [54] i 90 przez
Ahuja [2] do 110 indukowanych doswiadczalnie i analizowanych przez grupe
Yunisa [81]. Coraz wieksza liczba nowo opisywanych miejsc tamliwych
sktonita jedng z grup badaczy, zajmujgcych sie tym zagadnieniem, do
zaproponowania dla tej nowej dyscypliny naukowej nazwy fragilesitology [2].

1 POWSZECHNE MIEJSCA tAMLIWE C-FRA

Yunis i Soreng [80] w 1984 r. wysuneli koncepcje mozliwej korelacji miedzy
lokalizacjg miejsc famliwych indukowanych in vitro mutagenem w hodowa-
nych limfocytach zdrowych os6b (inducible fragile sites) a punktami ztaman
chromosoméw w charakterystycznych przemieszczeniach (rearrangement),
wystepujacych nieprzypadkowo w komdérkach nowotworowych (specific can-
cer chromosome breakpoints). Dalsze szczegétowe badania tych autoréow [81]
wykazaty, ze prawie potowa (50 na 110) miejsc tamliwych indukowanych
mutagenem c-fra pokrywa sie na mapie chromosoméw zrdéznicowanych
wzorem pragzkowym z 67% charakterystycznych punktéw ztaman okres-
lajagcych nowotworowa aberracje chromosomowag (50 na 75 punktéw ztaman).
Natomiast lokalizacja 72% protoonkogenéw(26 na 36 znanych onkogenow)
pokrywa sie z c-fra (ryc. 1). Zbiezno$¢ ta polegata czeSciowo na umiejscowieniu
w obrebie tego samego prazka lub identycznego podprazka.

Yunis i wsp. [81] uzyli 16 réznych mutagenow, wzmacniajgc efekt ich
dziatania kofeing. Stwierdzili, ze r6zne mutageny uzyte razem z kofeing
powodowaty okoto 1200 ztaman chromosomdéw na 100 analizowanych mitoz.
Definicje miejsca c-fra uscis$lono nastepujgco: przyjmujac, ze kazdy z 650
prazkéw chromosomowych ma te samg szanse ztamania, spodziewana liczba
przypadkowych ztaman przypadajacych na dany prazek wynosi 1,8 (przy
notowaniu okoto 1200 ztaman wywotanych mutagenem). Jezeli jednak liczba
ztaman w tym samym miejscu byta co najmniej 5 razy wieksza w komdrkach
od 4 os6b na 5 badanych lub w komdrkach od 6 osdb na 8 badanych, to takie
miejsca kwalifikowano jako c-fra z prawdopodobienstwem odpowiednio
p = 0,04 lub p < 0,0001. Wyniki tych ostatnich badan wskazaty jednocze$nie
na fakt, ze duza liczbha miejsc tamliwych w ludzkich chromosomach jest
docelowym miejscem dziatania wielu mutagendw i karcinogenéw oraz odwrot-



90

G. GORSKI. H. ANTOSZ

Rye. 1

http://rcin.org.pl



MIEJSCA tAMLIWE W GENOMIE CZLOWIEKA 91

nie, ze zachodzi pewna generalnie wybiorcza lokalizacja uszkodzen w obrebie
chromosomow po zadziataniu mutagenami i karcinogenami. Przypuszcza sie,
ze duza cze$¢ c-fra odpowiada miejscom superpodatnej chromatyny (hipersen-
sitive chromatin) aktywnych gendw bogatych w guanine [7, 81]. Wskazuje na
to znacznie wieksza proporcja c-fra po zadziataniu takimi mutagenami, jak
dwumetylosiarczan i aldehyd bromooctowy, ktérych mechanizm dziatania
polega na metylowaniu zasad guanylowych [81].

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

W ostatnich latach poSwiecono szczegdlng uwage tym réznym aberracjom
chromosomowym (jest ich niewiele ponad 10), charakterystycznych dla okres-
lonego typu biataczki, w ktérych okreslone przemieszczenia gendéw nastgpity
w okreslonych punktach ztaman, przy czym 1llub 2 punkty ztaman pokrywajg
sie z indukowanym doswiadczalnie miejscem tamliwym c-fra. Naleza do nich:
przemieszczenia locus protoonkogenu c-myc, bel-1, bcl-2 z r6znymi loci gendw
ciezkich i lekkich tancuchéw immunoglobulinowych [1, 8, 12, 13, 68, 71, 72];
przemieszczenie w obrebie locus protoonkogenu H-ets, wszystkie spotykane
w komorkach réznego typu chioniakdw B-komorkowych [8, 9, 42], a takze
w komadrkach szpiczaka mnogiego [74]; 4 r6zne przemieszczenia loci tafcucha
alfa i beta receptora antygenu limfocytbw T w komdrkach biataczek
T-limfocytowych [8, 9, 16, 28] oraz najwczesniej wykryte przemieszczenia locus
protoonkogenu c-abl i regionu ber w przewleklej biataczce szpikowej [30, 31,
35]. Le Beau i Rowley [42, 61] opisaty niedawno pekniecie kompleksu loci
genowych interferonu i metalothioneiny w dwodch typach ostrej biataczki
mielomonocytowej. Topografia kolejno wymienionych przemieszczer przed-
stawia sie nastepujgco:

I. Chioniaki i biataczki 1 t/8;14//924;q932/

B-komorkowe 2. t/8;22//924;q 11//
3. t/2;8/Ipl 1;q24/
4. t/1 1;14/1q13;932/
5. t/14;18//9q32;92V
Il. Rozrosty nowotworowe 6. t/8;14//q24;q 11/
T-komoérkowe 7. 1/7;14/1934;q 11/
8. t/7;14//pl 3;q11/
9. inv/14//ql 1.2;932.2/

I1l. Przewlekta biataczka  10. t/9;22//q34;ql 1/

szpikowa i ostre 11. t/9;11//p22;923/
mielomonocytowe 12. inv/16//p 13;922/

Wiecej uwagi poswiecimy badaniom molekularnym ludzkich biataczek

limfocytowych, chtoniakow i ich linii komérkowych in vitro. Sg to w duzej
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mierze wyniki badan grupy Croce i grupy Yunisa w USA. Przebieg tych badan
jest dlatego pouczajacy, ze procesy wzrostu i réznicowania limfocytow
(interleukiny, ich receptory, geny strukturowe lg, geny receptoréw antygenow
komdrki T) zostaty szczeg6towo zbadane. Zaburzenia tych procesow daje sie
wykry¢ na szczeblu molekularnym w zrekombinowanym genomie.

3. BADANIA MOLEKULARNE W CHLONIAKACH B-KOMORKOWYCH

W chioniaku B-komorkowym z translokacjg t/l 1;14/ miejsce ztamania
w chromosomie 11 wystepuje zawsze w prazku q13 (pokrywa sie z c-fra),
natomiast w chromosomie 14 w 32 (takze pokrywa sie z c-fra) i obejmuje
bezposrednio locus genu ciezkiego taricucha immunoglobulinowego [9, 60, 71,
72]. W prazku q13 chromosomu 11 znajduje sie locus protoonkogenu bcl-1,
ktérego ekspresje wzmaga sasiedztwo genu tancucha ciezkiego immunog-
lobuliny, przemieszczonego w wyniku wymiennej translokacji t/l 1,14/ [9, 71,
72]. Jest to tym bardziej ciekawe, ze punkt ztamania w chromosomie 11,
obserwowany w nowotworach B-komérkowych z tg translokacjg t/l 1;14/,
obejmuje bardzo niewielki odcinek DNA zawierajagcy okoto 3,5 tysigca par
zasad [72]. Dowodzi to, ze tego typu translokacja nie jest spowodowana
przypadkowym peknieciem chromosomu w okolicy locus protoonkogenu, lecz
ztamaniem w specyficznie famliwym miejscu.

W chioniaku grudkowym (follicular lymphoma) obserwuje sie translokacje
t/14; 18/ [68, 69, 78]. W tych przypadkach punkt ztamania w chromosomie 18
pokrywa sie z c-fra i obejmuje prazek 21, w ktérym znajduje sie locus
protoonkogenu bcl-2 [9, 68]. Wynikta z translokacji blisko$¢ locus ciezkiego
taricucha immunoglobulinowego i onkogenu bcl-2 powoduje wzmozong eks-
presje tego ostatniego. Translokacje t/14;18/ obok t/8;14/ opisano takze
w ostrej biataczce limfoblastycznej B-komérkowej B-ALL [9], przy czym
interesujacy jest fakt, ze obydwie wymienione translokacje moga wystepowac
w tych samych komérkach nowotoworowych.

Badania hybrydéw komdrkowych w liniach i klonach komorek chtoniaka
Burkitta pozwolity udowodnié, ze obserwowany chromosom 14q+ ma prze-
mieszczony z chromosomu 8 fragment zawierajacy protoonkogen c-myc [1, 12,
13]. Poczatkowo sgdzono, ze translokacja t/8;14/ jest jedynyrfi markerem
chtoniakow typu Burkitta. Jednak w ciggu ostatnich lat opisano w tych
nowotworach rézne translokacje chromosomowe, obejmujgce ten sam segment
chromosomu 8, przemieszczony albo do krétkiego ramienia chromosomu 2,
albo do dlugiego ramienia chromosomu 22 (ryc. 2) [9, 46]. Translokacja t/8; 14/
obserwowana jest u okoto 75% przypadkdéw chtoniakéw typu Burkitta, t/8;22/
u okoto 16%, a t/2;8/ u okoto 9% [9]. Za kazdym razem jednak, bez wzgledu
na rodzaj translokacji, przenoszony jest fragment chromosomu 8q24->qter
zawierajacy protoonkogen c-myc. Dalsze badania nad lokalizacjg genéw
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wykazaty, ze w tych trzech chromosomach, tj. 2, 14, 22, znajdujg sie geny
taricuchéw immunoglobulinowych. W chromosomie 2p 11 znajduje sie locus
genu lekkiego taficucha kappa, w chromosomie 14932 — locus genu ciezkiego
taricucha, a w chromosomie 22ql 1.2 locus genu lekkiego tancucha lambda [10,
20, 50].

Z tymi translokacjami ma bardzo bliski zwigzek nowy fenotyp komdrki,
a w ostatecznej konsekwencji jej ztosliwa transformacja. Obserwuje sie
jednoczes$nie podwyzszenie poziomu transkryptow genu c-myc, tzw. biatko
c-myc p57 [19]. Wyniki badan Nishikury i wsp. [59] oraz Croce i wsp. [11]
wskazujg réwniez, ze istniejg zasadnicze réznice miedzy ekspresjg komor-
kowego protoonkogenu c-myc, a ekspresjg tego genu przemieszczonego do
chromosomu 2, 14 lub 22. Nienaruszony komorkowy gen c-myc jest nieaktyw-
ny w catkowicie zr6znicowanych komoérkach B, natomiast przemieszczony gen
c-myc jest transkrypcyjnie aktywny [11, 19, 59].

Na temat mechanizmu aktywacji transkrypcyjnej genu c-myc istniejg rézne
przypuszczenia. Jedng z przyczyn aktywacji moze by¢é zmiana sekwencji
nukleotydow w sasiedztwie onkogenu spowodowana translokacjg. W wyniku
tego dochodzi do zestawienia onkogenu z promotorami lub sekwencjami
wzmacniajgcymi innych gendw [36, 44]. Badania Croce i wsp. [9, 11] wykazujg
nieco inny mechanizm aktywacji genu c-myc w przypadku translokacji t/2;8/
i 1/8;22/ niz w przypadku translokacji t/8; 14/. Badania molekularne komoérek
z translokacjg t/2;8/ wykazaly, ze punkty ztaman znajdujg sie wobec onkogenu
c-myc w orientacji 3', a czes¢ stata lekkiego tafncucha kappa przemieszcza sie
do tego regioml [11]. Natomiast w przypadku translokacji t/8;22/ onkogen
c-myc pozostaje w chromosomie 8, a gen czesci statej tanicucha lambda jest
przemieszczony do konca 3' wobec onkogenu c-myc [19].

We wszystkich tych typach translokacji punkty ztaman w chromosomie
8 moga wystepowac¢ w odlegtosci od kilku do kilkudziesieciu tysiecy par zasad
od korica 3' protoonkogonu c-myc [11]. Niezaleznie jednak od odlegtosci od
punktu ztamania ilo$¢ produktu genu c-myc jest znacznie podwyzszona.
Wyniki te wskazujg na to, ze funkcja onkogenu c-myc na skutek wymiennej
translokacji chromosoméw zostaje zaburzona zar6wno jesli pozostaje on
w swoim locus, jak réwniez nawet wtedy, gdy fragment genu immunog-
lobulinowego zostaje przytgczony w pewnej odlegtosci od onkogenu c-myec.

Ostatnie badania Haluski i wsp. [23, 24] sugerujg w zaskakujacy sposob, ze
u podstawy tych translokacji lezy prawdopodobnie rekombinacja somatyczna
DNA, zachodzaca podczas skiadania genu immunoglobulinowego.

Jak wiadomo, doktadna analiza sekwencji nukleotydowych, kodujacych
cze$¢ zmienng tancuchow ciezkich immunoglobuliny (VH D, JH i cze$¢
zmienng tancuchoéw lekkich (VL JU), ujawnita obecno$¢ dwoch charakterys-
tycznych sekwencji DNA w poblizu miejsca, gdzie zachodzi rekombinacja. Po
stronie 3' regionéw VHi VL znajdujg sie zawsze charakterystyczne sekwencje
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sygnatowe 7-nukleotydowe (heptamer) i dalej, w niewielkiej odlegtosci 9-nuk-
leotydowe (nonamer). Z kolei regiony JHi JLpoprzedzajg sekwencje sygnatowe
nonamer i heptamer. Nonamery oddzielone sg od heptameréw sekwencja
przerywnikowg, ztozong z 12+1 Ilub 23%1 nukleotydéw, co odpowiada
jednemu lub dwém petnym skretom helisy DNA. W wyniku takiego utozenia
te dwie specyficzne sekwencje sg zorientowane prawie w tym samym kierunku
w stosunku do osi helisy. W przypadku DNA kodujgcego regiony VL i J,
fancuchéw lekkich, sekwencje sygnatowe po stronie 3' oddzielone sg od
segmentu VL sekwencja przerywnikowga 12-nukleotydowa, natomiast sekwen-
cje sygnatowe poprzedzajace region JL sg rozdzielone sekwencja przeryw-
nikowa 23-nukleotydowg. W przypadku DNA kodujacego tancuchy ciezkie
(region VHD-JH sekwencje sygnatowe zarowno dla segmentu VH jak i JHsg
rozdzielone sekwencjg przerywnikowga 23-nukleotydowa, natomiast sekwencje
sygnatowe przy segmentach D zaréwno od strony VH jak i JHoddzielone sg
krétkimi sekwencjami przerywnikowymi 12-nukleotydowymi. W procesie
dojrzewania limfocytbw B nastepuje rekombinacja jednego segmentu VH
z jednym D ijednym JH (w przypadku fancuchow ciezkich immunoglobulin),
przez co powstaje zwarty egzon VDJ. W procesie tym uczestniczy swoista
rekombinaza, ktéra skiada sie z dwéch podjednostek. Jedna podjednostka
rozpoznaje sekwencje sygnatowe heptamer-nonamer rozdzielone 12-nukleoty-
dowg sekwencjg przerywnikowg. Druga podjednostka rozpoznaje sekwencje
sygnatowe rozdzielone 23-nukleotydowg sekwencjg przerywnikowg. Jest to
tzw. reguta 12/23.

Analogiczne sekwencje sygnatowe heptamer-nonamer z 23-nukleotydowgq
sekwencjg przerywnikowg znaleziono takze w chromosomie 8 [23, 24] i to
w miejscu, w ktérym dochodzi do translokacyjnego ztamania tego chromo-
somu. Powstato wobec tego przypuszczenie, ze skoro sekwencja sygnatowa
podobna do tej, jakg spotykamy w segmencie VHchromosomu 14q, wystepuje
w poblizu genu c-myc w chromosomie 8, to moze by¢ ona mylnie rozpoz-
nawana przez rekombinazy podczas tgczenia fragmentu VHi D [23, 24, 70].
Rozpoznawanie sekwencji sygnatowych i taczenie fragmentow DNA miedzy
dwoma réznymi chromosomami, np. 8 i 2, 8 i 22, czy 8 i 14 zamiast
wewnatrzchromosomowo, stanowi ,pomytke”, ktéra moze by¢ podstawg
translokacji. Podobne zdarzenia mogg mie¢ miejsce w rekombinacji genéw Ig
receptoréw antygenu limfocytow T w procesie powstania biataczek T-lim-
focytowych.

We wszystkich tych translokacjach, bez wzgledu na rodzaj procesu
chorobowego, zauwazy¢ mozna schemat wspdlnego mechanizmu. Ztamanie
jednego chromosomu nastepuje w miejscu famliwym w poblizu lub w obrebie
protoonkogenu, np. c-myc, bel-1, bcl-2, a w drugim chromosomie w poblizu
lub wewnatrz aktywnego transkrypcyjnie genu, waznego dla réznicowania sie
danej populacji komdrkowej. W wyniku wymiennej translokacji w poblizu
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aktywnego genu, jego promotora lub sekwencji wzmacniajgcej (enhancer)
pojawia sie nieaktywny do tej pory, transkrypcyjnie ,,cichy” onkogen lub jego
egzony. To nowe sgsiedztwo najprawdopodobniej jest przyczyng uaktywnienia
onkogenu. Produktem onkogendéw sa biatka, ktdre moga zastepowad:

1) peptydy regulujgce w warunkach fizjologicznych wzrost komdrek, np.
produkt onkogenu c-sis — biatko p28 strukturalnie i funkcjonalnie podobne
do czesci PDGF (ptytkowopochodnego czynnika wzrostu — platelet-derived
growth factor) [17, 40, 76, 77];

2) biatka regulujagce cykl komérkowy, np. produkty onkogendéw c-myc
i c-fos biatka p57 i p55 —regulujace aktywno$¢ transkrypcyjna, czy onkogenu
c-abl — pl50 oraz onkogendéw c-H-ras-1, c-K-ras-2, N-ras — biatko p21
— wszystkie wptywajace na wewnatrzkomorkowe przeniesienie sygnatu [3, 12,
13, 22, 33];

3) wreszcie biatka o witasciwosciach receptoréw dla czynnikdw wzrostu,
np. produkty onkogenéw c-erb-B i c-neu — biatka pl70 i p 185 receptor dla
EGF (czynnika wzrostu naskérka — epidermal growth factor), czy produkt
onkogenu c-fms — biatko pl170 —receptor dla CSF-1 (czynnika pobudzajgce-
go wytwarzanie kolonii — colony stimulating factor) [4, 18, 32, 34, 41, 53].

W komorce z tego typu translokacja stale podwyzszony poziom produktéw
onkogendw przyczynia sie do rozregulowania cyklu komérkowego i niekon-
trolowanej proliferacji prowadzacej do zapoczatkowania procesu nowo-
tworowego.

4, CZY MOZNA OPISANY MECHANIZM KANCEROGENEZY UOGOLNIC?

Mitelman [55, 56] zestawit wyniki badarn chromosoméw 5345 chorych na
rézne choroby nowotworowe. Doktadna analiza chromosoméw pozwolita
stwierdzi¢, ze w przypadkach tych mozna spotka¢ duzg liczbe aberracji
chromosomowych (od 226 do 318 aberracji). Powstata ona w wyniku
stosunkowo niewielkiej liczby punktéw ztaman chromosomoéw (od 61 do 68
punktéw), co oznacza, ze ztamania w tych samych punktach chromosomu
moga by¢ przyczyng powstania roznych translokacji, delecji, inwersji itp. Sg to
punkty, gdzie do ztaman chromosoméw dochodzi tatwiej niz w innych
miejscach chromosomu, tzw. hot spots. 67% tych punktéw ztaman znajduje
sie blisko lub w tym samym prazku, w ktdrym znajdujg sie miejsca tamliwe,
indukowane przez czynniki mutagenne, dziatajagce z zewnatrz na komorke,
uszkadzajgce chromosomy w powtarzalnych, czesto tych samych miejscach,
o0 czym donosiliSmy na poczatku artykutu na podstawie badan Yunisa i wsp.
[80, 81]. Tak wysoka korelacja c-fra indukowanych mutagenami z miejscami
ztaman charakterystycznymi dla chor6b nowotworowych oraz z lokalizacjg
onkogenow sugeruje, ze nie jest to zbiezno$¢ przypadkowa.

Godne szczegblnej uwagi jest indukowanie przez promieniowanie gamma

7. PBK 1]89
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(rad) w linii limfocytéw pre-B in vitro zmiany chromosomowej identycznej
z tg. jaka spotykamy w nieziarniczych chtoniakach (non-Hodgkin’s lymp-
homa) —t/l 1;14//923;932.3/, a W limfocytach stymulowanych PHA i potrak-
towanych czwartego dnia hodowli busulfanem, fluorouracylem lub radem
— znalezienie wielokrotne takich defektow chromosomowych, ktére trudno
odrozni¢ od znanych aberracji w chromosomach komoérek nowotworowych,
np. del/3//pl4.2p23/ — w raku drobnokomdrkowym ptuc; del/l 1//p 13p 14.2/
— w guzie Wilmsa; del/l3//ql3.2921.2/ - w retinoblastoma czy
t/10; 14//924;ql 1.2/ - w biataczce T-limfocytowej [81]. Obserwacja ta stwarza
podstawe do zastosowania testu c-fra jako czutego, wykrywajacego mutagenne
dziatanie roznych substacji bezposrednio na komorki ludzkie in vitro [81].

Rzuca to pewne Swiattlo na znaczenie czynnikéw mutagennych w chromo-
somowej ewolucji procesu nowotworowego, rownoczesnie pozwala na sugero-
wanie wspdlnego mechanizmu procesu nowotworowego bez wzgledu na to, czy
zapoczatkowany on zostaje przypadkowym ,btedem” rekombinazy DNA, czy
tez dziataniem czynnikow mutagennych.

5 DZIEDZICZNE MIEJSCA tAMLIWE h-fra?

Opisano do chwili obecnej 21 h-fra (ryc. 3) [15]. Przewazajaca liczba tych
miejsc tamliwych nie pokrywa sie, ani nie wystepuje w poblizu zadnego ze
znanych onkogenéw oraz genow aktywnych transkrypcyjnie, czy waznych
w procesie réznicowania komaérek z wyjatkiem fra 11-q 11, fral 1g23 i fraXq27/
[29, 52]. By¢ moze z tego tez powodu dziedziczne miejsca tamliwe, pomimo ze
moga by¢ przyczyng aberracji chromosomowych w postaci delecji, translokacji
czy figur triradialnych, nie powodujg znacznego zaburzenia funkcji komaérek
i nie sg przyczyng pojawienia sie jakichkolwiek objawoéw klinicznych, z wyjat-
kiem fraXq27, ktéremu towarzyszy niedorozwd6j umystowy [25, 49, 66] i pewne
zaburzenia czynno$ci wiokien sprezystych, stawiajgce ten zespdt w rzedzie
choréb tkanki #acznej [48], Z tego samego powodu najprawdopodobnigj
tamliwe miejsca tego typu moga sie dziedziczyé, gdyz nie powodujg zmian,
ktore uposledzajg funkcje komoérki do tego stopnia, ze zaburzalyby jej cykl
komorkowy, proliferacje, czy zréznicowanie. Skutki aberracji chromosomowych,
pojawiajacych sie w komérkach obarczonych dziedzicznymi miejscami tamliwymi,
nie ujawniajg sie w fenotypie osobnikéw, u ktorych pierwotnie wystapity. Sg to
bowiem zmiany zréwnowazone. Przeciwnie jest u ich potomstwa, gdzie dochodzi¢
moze do delecji lub translokacji niezrownowazonej [21, 47, 75].

Jak wynika z przedstawionej dyskusji, dziedziczne, jak réwniez powszechne
miejsca tamliwe, poza wspdlng nazwag i wygladem morfologicznym, nie
maja ze sobg wiele wspdlnego, a konsekwencje ich wystepowania sa dramaty-
cznie rozne. Nie oznacza to jednak, ze mechanizm powstawania obu rodzajow
miejsc tamliwych nie moze by¢, przynajmniej dla czesci tych miejsc, podobny
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lub identyczny. Réwniez identyczny mechanizm moze by¢ przyczyng aberracji
chromosomowych, pojawiajacych sie w nastepstwie wystgpienia obu typow
miejsc tamliwych. Nic nie wiadomo na razie o tym, czy w poblizu h-fra
znajdujg sie sekwencje podobne do sekwencji sygnatowych dla rekombinazy
DNA, ktére mogtyby ,zmylié¢” ten enzym, i czy tego typu sekwencje sg
powtarzalne w genomie. Na mozliwo$¢ powstania dziedzicznego tamliwego
miejsca w chromosomie X w nastepstwie dziatania rekombinazy DNA
wskazuje praca Loesch [48]. Przyczyng tego moze by¢ zachodzacy w trakcie
mejozy crossing over, polegajacy na wymianie submikroskopowej ilosci DNA
miedzy chromosomami X i Y. Na takg mozliwo$¢ w'skazuje podobienstwo
sekwencji homologicznych w krétkich i dtugich ramionach chromosomow
X i VY [5 37]. Odchylenia w fenotypie dermatoglifow u osobnikéw obojga pici
sugeruja bowiem pewien nadmiar dawki genéw Y u kobiet, badZ deficyt dawki
gendéw X u mezczyzn, zmieniajagcy w niektdrych szczeg6tach wzér listewek
skornych [48].

Wiele prac wskazuje na to, ze wiasnie tamliwe miejsca byty przyczyng
ewolucyjnych zmian chromosoméw [39, 54, 64]. Niektdrzy dopatrujg sie
istnienia ,famliwych miejsc” juz u Drosophila [39]. Wykazano na przykiad, ze
chromosom nr 8 u goryla powstat przez pericentryczng inwersje /p21.2q22.1/
chromosomu 8, typowego dla szympansa i cztowieka [45, 79]. W jednym
z punktéow ztamania wywotujacego te inwersje znajduje sie dziedziczne miejsce
tamliwe h-fra 8g22.1, ktére wykryto u cztowieka, szympansa i goryla [54].
Rowniez 14 innych miejsc tamliwych (h-fra i c-fra) wigczonych jest w ewolucyj-
ne zmiany chromosomow [54], Co wiecej, udowodniono, ze miejsca te sg
ewolucyjnie chronione [64.]

Podsumowujac, miejsca tamliwe zaréwno dziedziczne, jak i powszechne
pojawiajg sie losowo w komérkach, by¢ moze na skutek indukcji réznymi
czynnikami $rodowiskowymi. Miejsce tamliwe samo w sobie nie jest przyczyna
powstania objawow chorobowych, jest to natomiast miejsce ,,rekombinogen-
ne” [39], ,,miejsce gorgce” [14, 58, 67], miejsce o superpodatnej chromatynie [7,
81], wreszcie miejsce powodujace zwiekszenie czesto$ci wymiany chromatyd
siostrzanych [38], Tego typu miejsce predzej czy p6zniej bedzie prawdopodob-
nie przyczynag nieprzypadkowej aberracji chromosomowej [6, 57, 62, 65].
Dalsze losy komorki ,,obarczonej” miejscem tamliwym zalezg najprawdopodo-
bniej od aktywnosci genéw sasiadujagcych oraz od rodzaju powstatej aberracji
chromosomu. W nastepstwie aberracji dojs¢ moze bowiem do przegrupowania
aktywnych gendw' w inne miejsce, uaktywnienie transkrypcyjnie cichych genow
lub zahamowanie transkrypcyjnie aktywnych, a w korficu powstanie nowego
»,hybrydowego" genu. Tego typu zmiany moga sie zdarzy¢ we wczesnym etapie
karcinogenezy, zapoczatkowac chorobe dziedziczng, réwniez moga obdarzy¢
komorke, czy linie komérkowa nowymi cechami, ktére pozwolg im wejs¢ na
kolejny szczebel ,,drabiny ewolucyjnej”.
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IMMUNOFLUORESCENCJA TUBULINY | AKTYNY W MEJOTYCZNYCH
KOMORKACH ROSLIN WYZSZYCH

Jozef Bednara

Zaktad Anatomii i Cytologii Roslin Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej, al. Akademicka 19,
20-033 Lublin

Postugujac sie poliklonalng antytubuling i monoklonalng antyaktyng 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 zadnym
Zz mejocytéw nie znaleziono preprofazowego pierScienia mikrotubul i mikro-
filamentdw; pierScien taki jest wiasciwy komdrkom rozpoczynajgcym mitoze.

We wczesnoprofazowych mejocytach tubulina jest homogennie rozproszo-
na w cytoplazmie, nieco pozniej jest jej wiecej w poblizu jadra komdrkowego.
Podczas metafazy i anafazy znajduje sie gtéwnie w obrebie wrzeciona
podziatowego. W | i Il telofazie silnie fluoryzujg takze wiazki mikrotubul
fragmoplastu, rozbudowujgce sie od srodka komorki ku brzegom. W I
telofazie woko6t jader tworzg sie strefy radialnie utozonych mikrotubul,
a pézniej mikrotubule sg takze w miejscach, gdzie zakladajg sie przegrody
pierwotne miedzy komérkami tetrady.
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Aktyna pojawia sie w péznej profazie jako grube, rozgatezione wigzki,
lezgce gtownie przy Scianach mejocytow. W metafazie, anafazie i telo-
fazie fluorescencja aktyny zwiagzana jest gtéwnie z wrzecionem, w Il telofazie
za$ skupia sie przy przegrodach pierwotnych i przy zewnetrznych Scianach
tetrady.

BLONA OTRZEWNOWA IN VITRO - ZMIANY ZDOLNOSCI TRANSPORTOWYCH
WYWOLANE METOTREKSATEM (MTX)

Krystyna Czyzewska, Jan Knapowski

Katedra i Zaktad Patofizjologii Akademii Medycznej im. Karola Marcinkowskiego,
60-781 Poznan, ul. Swiecickiego 6

Przyjmuje sie, iz cytotoksyczne dziatanie MTX zwigzane jest z hamowa-
niem aktywnosci reduktazy dihydrofolianowej. Wcze$niejsze analizy, z za-
stosowaniem wielokomdrkowego modelu btonowego, sugerowaty oddziatywa-
nie tego leku na poziomie btony komdérkowej poprzez zmiang jej whasciwosci
transportowych (Czyzewska K., Knapowski J., Transperitoneal transport of
methotrexate in vitro. Arch. Immunol. Therap. Exp., 35, 161-167, 1987).
W celu zweryfikowania tej hipotezy podjeto dalsze badania dotyczace wpltywu
MTX na przezotrzewnowy transport zwigzkéw o zréznicowanej masie czas-
teczkowej. Otrzewng izolowano z przedniej Sciany brzucha krélikéw i umiesz-
czano w zmodyfikowanej komorze Ussinga. Analizowano dwukierunkowy
transport mocznika, kwasu moczowego, inuliny oraz albuminy w warunkach
kontrolnych (45 min), a takze jego zmiany wywotanie dziataniem MTX (dalsze
45 min). Stwierdzono, iz w tym czasie MTX obnizat obukierunkowy transfer
mocznika i kwasu moczowego $rednio o okoto 35%, nie wptywat natomiast na
transport inuliny. Odmienne rezultaty obserwowano w przypadku albuminy:
MTX podwyzszat, Srednio o okoto 35%, wielkosci transportu skierowanego
z mezotelialnej do $rédmigzszowej strony biony. Zmiany tego parametru
w kierunku przeciwnym byty nieistotne statystycznie. W rezultacie pojawit sie
transport wypadkowy, skierowany z mezotelialnej do Srodmigzszowej strony
btony otrzewnowej. Wynosit on $rednio 4,3-10-4 mg cm_2-s_1. Uzyskane
rezultaty potwierdzaja hipoteze o btonowym kierunku dziatania MTX w ob-
rebie btony otrzewnowej. Dziatanie to mogtoby obejmowac zaréwno transport
bierny (niespecyficzny), jak i aktywny (specyficzny). Nie wykluczone, ze
wspomniane oddziatywanie ma zwiagzek z cytotoksycznym efektem tego
analogu kwasu foliowego.
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ULTRASTRUKTURA MFJOCYTOW | TAPETUM W MI1KROSPOROGENEZIE NYMPHAEA

Ewa Duda

Zaktad Anatomii i Cytologii Roslin, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, ul. Akademicka 19,
20-033 Lublin

Podczas mejozy w mikrosporocytach Nymphaea alba L. zmienia sie
struktura i rozmieszczenie organeli. We wczesnej | profazie komorki mejotycz-
ne ulegajg polaryzacji — organele (plastydy i mitochondria) grupuja sie po
jednej stronie jadra komdérkowego. Nastepnie grupa organeli rozprasza sie, ale
pod koniec | profazy wszystkie plastydy i mitochondria zbierajg sie w nowy
agregat potozony obok jadra. Agregat Jen po | telofazie zmienia ksztatt
i w postaci ptytki zajmuje réwnikowa ptaszczyzne dwujadrowej komorki.
W plytce tej podczas interkinezy rdéznicujg sie warstwy: srodkowa mitochond-
rialna i zewnetrzne plastydowe. Warstwy te wkrotce znikajg, ale plytka
utrzymuje sie do konca Il telofazy. Po Il telofazie warstwy organeli powstate
z przeksztatcenia sie ptytki rozgraniczajg cztery jednojadrowe obszary przy-
sztych komorek tetrady. W tych warstwach zaktadaja sie przegrody pierwotne.

Plastydy od wczesnej | profazy do péznej Il telofazy zawierajg ziarna
skrobi.

Rownoczesnie z | profazg i metafaza odbywajg sie mitozy w tapetum oraz
zmienia sie ultrastruktura nastepujacych organeli: plastydéw, mitochodridw
i ER. Cze$¢ plastydow ulega deformacji i hydrolizie, ER przybiera forme
koncentrycznych uktadéw, a w cytoplazmie zjawiajg sie liczne wakuole.

ZMIANY MORFOLOGII SLEDZIONY KUMAKOW GORSKICH BOMBINA VARIEGATA
PRZETRZYMYWANYCH W LABORATORIUM

Jozef Dulak, Barbara Ptytycz

Zaktad Anatomii Poréwnawczej, Instytut Zoologii UJ, ul. M. Karasia 6, 30-060 Krakow

Celem eksperymentu byto zbadanie zmian morfologicznych, towarzysza-
cych obserwowanemu uprzednio spadkowi masy S$ledziony kumakow prze-
trzymywanych w laboratorium (Plytycz i wsp.. Folia Biol.,, 34: 85, 1986).
Srednia masa $ledziony dorostych kumakéw gérskich ztowionych na poczatku
lipca wynosita 16,0 mg, a zlowionych w potowie wrze$nia — 17,7 mg,
natomiast $rednia masa S$ledziony zwierzat przetrzymywanych w dobrych
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warunkach laboratoryjnych od lipca do wrze$nia spadta do 11,6 mg, od lipca
do grudnia —do 6,8 mg, a od lipca do kwietnia nastepnego roku —do 5,2 mg.
Srednia masa $ledziony kumakéw ztowionych pod koniec kwietnia wynosita
natomiast 14,0 mg. W pordwnaniu ze zwierzetami badanymi wkrotce po
ztowieniu, u kumakow przetrzymywanych w laboratorium zmniejszyta sie
liczba limfocytéw w miazdze biatej i zanikaty skupienia tych komérek wokét
naczyn krwionosnych w miazdze biatej. ROwnoczesnie zwiekszyta sie ilos¢
tkanki tagcznej na terenie miazgi biatej i wyrazZniejsza stata sie fgcznotkankowa
strefa graniczna miazgi biatej i czerwonej. W miazdze czerwonej wzrosta liczba
i rozmiary centrdw melanomakrofagowych. Przyczyng zmian moze by¢ stres
oraz zmniejszona stymulacja antygenowa w laboratorium w poréwnaniu ze
Srodowiskiem naturalnym kumakoéw.

KLASYFIKACIJA WLOKIEN MIESNIOWYCH KONCZYNY PRZEDNIEJ ZABY
NA PODSTAWIE AKTYWNOSCI ICH ATP-AZY AKTOMIOZYNOWEJ

Jadwiga Faber, Bozena Zawadowska

Zaktad Cytologii i Histologii, Uniwersytet Jagiellonski, Krakow

Przeprowadzono charakterystyke widkien miesniowych wystepujacych
w miesniach konczyny przedniej zaby trawnej Rana.temporaria. Do badan
uzyto 5 samcow pochodzacych z okolic Krakowa, odiowionych w okresie
wiosenno-letnim. MiesSnie — extensor carpi radialis caput superius (ECRsup),
Bexor antibrachii lateralis superficialis caput inferius (FALSinf), flexor carpi
radialis (FCR), flexor carpi ulnaris (FCU), anconaeus caput medialis (ANmed),
anconaeus caput scapularis (ANscap) oraz anconaeus caput profundum (AN
prof) wycinano natychmiast po zabiciu zwierzecia, a nastepnie zamrazano
w izopentanie chtodzonym cieklym azotem. Reakcje przeprowadzono na
skrawkach seryjnych grubosci okoto 10 pm, krojonych w kriostacie w tem-
peraturze okoto —25°C. Podstawowym kryterium charakteryzujagcym widkna
miesniowe byta aktywnos¢ ich ATP-azy aktomiozynowej po zasadowej i kwas-
nej preinkubacji, przeprowadzona wedlug 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 pozwalajg okresli¢ szybkosé
skurczu witokna miesniowego, a mianowicie widkna, ktérych ATP-aza ak-
tomiozynowa jest aktywna po preinkubacji zasadowej, uwazane sg za szybko
kurczace sie, podczas gdy widkna posiadajgce ATP-aze nieaktywng po
zasadowej preinkubacji, a aktywng po kwasnej, sa wtdknami wolnymi (Burke
i in.,, Science 1971, 174, 709.; J. Physiol 1973, 234, 723.; Peter i in.,
Biochemistry 1972, 11, 2627). W badanych miesniach stwierdzono obecnos$¢
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5 typow wiokien miesniowych. Wiokna wykazujgce aktywnosé ATP-azowg po
zasadowej preinkubacji (pH 10,4) okreslono jako witokna typu Il, w przeci-
wienstwie do wiokien typu |1, posiadajgcych ATP-aze nieodporng na te
preinkubacje. Po tym wstepnym zréznicowaniu wiokien na typy | i Il
zastosowano 3 preinkubacje kwasne (pH 3,9; 4,2; 4,4), na ktoérych podstawie
podzielono wiokna typu Il na podtypy IIA, 1IB i IIC. Stwierdzono, ze
rozmieszczenie poszczegélnych typow i aktywnos$ci ich ATP-azy aktomiozyno-
wej roznig sie w poszczegélnych badanych miesniach.

Oprécz opisanych 4 typéw wibdkien fazowych, w badanych miesniach
stwierdzono obecno$¢ zupetnie odmiennego typu widkien miesniowych, a mia-
nowicie wiokien tonicznych. Ich ATP-aza jest aktywna w $Srodowisku kwas-
nym o pH 3,9 i nieaktywna w $rodowisku zasadowym o pH 10,4. Stwierdzono
jednak pewng aktywno$¢ ATP-azy tych widékien po preinkubacji w silnie
zasadowym plynie preinkubacyjnym o pH 10,8.

Oprocz okreSlenia aktywnosci ATP-azowej widkien miesniowych zbadano
takze typ ich metabolizmu na podstawie reakcji na aktywnos$¢ dehydrogenazy
bursztynianowej (SDH). Zakresy aktywnosci tego enzymu pokrywajg sie
w duzym stopniu dla widkien nalezgcych do réznych typow ATP-azowych. Na
podstawie wykonanych badahA nie stwierdzono wyraznej korelacji miedzy
typem widkna, zdefiniowanym na podstawie aktywnosci ATP-azy aktomiozy-
nowej, a jego profilem metabolicznym.

POROWNANIE DZIALANIA MONO- | BISS-AMONIOWYCH POCHODNYCH ESTROW
GLICYNY NA PROCES DESORPCIJI JONOW WAPNIOWYCH Z BLONY LIPOSOMOW
LECYTYNOWYCH

Andrzej Fogt, Janina Kuczera, Stanistaw Witek*

Katedra Fizyki i Biofizyki, Akademia Rolnicza, ul. Norwida 25, 50-375 Wroctaw
*Instytut Technologii Organicznej i Tworzyw Sztucznych, Politechnika Wroctawska,
ul. tukasiewicza 2, 50-377 Wroctaw

W pracy badano wpltyw 2 grup zwigzkéw biologicznie aktywnych na
wielko$¢ statej szybkosci procesu desorpcji jonéw wapniowych z btony
liposoméw lecytynowych. Pierwszg grupe zwigzkéw stanowit homologiczny
szereg pochodnych tetrametyloetyleno-diaminy o liczbie atoméw wegla w tan-
cuchu alkilowym n —8, 10, '12, 14, drugg homologiczny szereg pochodnych
estrow trimetyloglicyriy dla n —8, 10, 12, 14. Otrzymane wyniki wskazujg na
zalezno$¢ aktywnosci obu grup zwigzkéw od dlugosci ich tahncuchow al-
kilowych w czasteczkach. Poréwnanie dziatania zwigzkéw z obu grup o tej
samej dtugosci tancuchéw alkilowych prowadzi do wniosku, ze zwiazki
posiadajace po 2 tancuchy w czasteczce majg wiekszg aktywnosc.
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ZAHAMOWANIE WZROSTU | SMIERC KOMOREK A USZKODZENIA PREFORMO
WANEGO | NOWO SYNTETYZOWANEGO DNA W WYNIKU KROTKOTRWALEGO
DZIALANIA ANALOGU FOLANU NA LIMFOBLASTY L5178Y IN VITRO

Barbara Gotos, Janina Malec

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

W poszukiwaniu zaleznosci miedzy cytotoksyczno$cig krétkotrwatego
dziatania inhibitora reduktazy dwuhydrofolanowej — metotreksatu (MTX)
a powstawaniem peknieé nici DNA badano odpowiedZ? komérek na 1-3-go-
dzinne dziatanie tego zwiazku w stezeniach 0,5-0,05-0,005 mM w hodowlach
bez inhibitora reperacji DNA lub z jego dodatkiem (kofeina).

Stwierdzono, ze dziatanie MTX powodowato w okresie postinkubacji bez
cytostatyku zahamowanie wzrostu i wzmozone obumieranie komérek. Nasile-
nie tych efektdw bylo zalezne od stezenia cytostatyku. Obecno$¢ kofeiny
w czasie dziatania MTX i w czasie postinkubacji potegowata cytotoksyczne
dziatanie cytostatyku. W tych samych warunkach doswiadczalnych stwier-
dzono metodag analizy na hydroksyapatycie zwiekszenie proporcji DNA
jednopasmowego zarowno w DNA preformowanym, jak w nowo syntetyzo-
wanym. Efekt ten byt réwniez zalezny od obecnosci kofeiny.

Uzyskane wyniki sugerujg, ze w wyniku ostrego dziatania MTX na
komdrki in vitro mogg powstawac pekniecia nici DNA preformowanego
i nowo syntetyzowanego. Pekniecia te sg normalnie przynajmniej czeSciowo
reperowane. Zredukowanie wydajnosci procesu reperacji DNA przez obecnos¢
kofeiny powoduje ujawnienie tych uszkodzen. Znajduje to swoje odzwierciedlenie
we wzmozonej cytotoksycznosci MTX w obecnosci inhibitora reperacji DNA.

OCZYSZCZANIE | CHARAKTERYSTYKA DNA - ZALEZNEJ POLIMERAZY Il RNA
Z BYDLECEJ KORY NADNERCZY™*

Edward J. Gorzelannczyk, Wiestaw H. Trzeciak

Katedra i Zaktad Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej, ul. Swiecickiego 6, 60-781 Poznan

Badano DNA —zalezng jadrowg polimeraze Il RNA (pol Il RNA) z kory
nadnerczy. Polimerazy RNA wyizolowano za pomocg sorpcji na Poliminie
P i elucji 0,4 M roztworem siarczanu amonu i oczyszczano na kolumnie

* Prace finansowano z programu A.M. V-9-1.
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DEAE-Sephadex A-25 w gradiencie ciggtym siarczanu amonu. Preparat
rozdzielat sie na trzy gtéwne frakcje biatkowe eluujace sie siarczanem amonu
o stezeniach 0,16, 0,22 i 0,3 M, odpowiadajgce pol RNA 1, Il i lll. Polimerazy
identyfikowane przez pomiar *H-CTP wbudowanego do tancucha polirybonuk-
leotydowego w ukladzie programowanym DNA z grasicy cielecej, w nieobec-
nosci i obecnosci alfa amanityny, a takze na podstawie analizy podjednostek za
pomocg elektroforezy w zelu poliakrylamidowym w warunkach denatrujgcych.

Stwierdzono optymalng aktywno$¢ transkrypcyjna pol I RNA w steze-
niach Mg2+ — 10 mM oraz Mn2+ — 0,75 niM. W optymalnych stezeniach
Mg2+ i Mn2+ jony Zn2+ stymulowaly aktywno$¢ pol 1l RNA okoto
trzykrotnie.

REAKTYWNE ZACHOWANIE ASTROCYTOW W MOZGU SZCZURA USZKODZONYM
W ROZNYCH STADIACH ROZWOJU POSTNATALNEGO. BADANIA IMMUNOCYTO-
CHEMICZNE | AUTORADIOGRAFICZNE™*

Krzysztof Janeczko

Zaktad Neuroanatomii, Instytut Zoologii, Uniwersytet Jagiellofiski, ul. M. Karasia 6,
30-060 Krakow

Badano przebieg reakcji astrocytéw na uszkodzenie potkuli mézgu u szczu-
réw nowo narodzonych i 30-dniowych. W tym celu wykrywano immunocyto-
chemicznie komdarki zawierajace glial fibrillary acidic protein (GFAP) oraz
znakowano przy uzyciu 3H-tymidyny autoradiograficznie komorki dzielgce
sie. Nastepnie, w rejonie uszkodzenia, rejestrowano rozmieszczenie komdérek
podwojnie znakowanych i poréwnywano wyniki pochodzace z obydwu grup
wiekowych.

U szczuréw nowo narodzonych wykryto strefy wzrostu liczby znakowa-
nych komérek GFAP-pozytywnych. Strefy te uznano za rezultat reaktywnych
podziatéw astrocytow.

U szczuréw 30-dniowych liczne reaktywne podziaty astrocytéw zaczynajg
sie juz po 2 godz. od wykonania uszkodzenia. Wszystkie komorki typu
neuroektodermalnego, dzielgce sie w tym czasie, znajdujg sie jednak w znacz-
nej odlegtosci od brzegu lezji. Mimo to, po 40-dniowym okresie przezycia,
wywodzace sie z nich GFAP-pozytywne komdrki potomne formuja skupisko
w samym centrum lezji. Fakt ten Swiadczy o zdolno$ci astrocytéw do migracji
ku miejscu uszkodzenia.

* Praca wykonana w ramach CPBR 11.7.U.17.02.10.
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STRUKTURA GENOMU U ALLIUM MONTANUM. DYSTRYBUCJA HETEROCHRO-
MATYNY W OBREBIE CHROMOSOMOW | ICH UPORZADKOWANIE W INTERFAZIE

Andrzej Joachimiakl, J6zef Krawczyk2, Andrzej Kornas2

1 Zaktad Cytologii i Embriologii Roslin UJ, 31-044 Krakéw, ul. Grodzka 52
2 Zaktad Botaniki WSP, 31-054 Krakdéw, ul. Podbrzezie 3

Badania tetraploidalnego (2/? = 32) Allium montanum metoda prazkéw
C wykazaty, iz jest on przypuszczalnie autotetraploidem. W jego kariotypie
wyrozniono bowiem 4 prawie identyczne pod wzgledem morfologii i dys-
trybucji heterochromatyny kompleksy chromosomow. Zawierajg one stosun-
kowo duzo heterochromatyny rozlokowanej telomerycznie, interkalarnie
i w obrebie centromeréw. Wykazano, iz lokalizacja heterochromatyny w geno-
mach A. montanum jest nieprzypadkowa, co potwierdza mechanistyczny model
rozprzestrzeniania sie¢ heterochromatyny w obrebie genomu oraz hipoteze
nieprzypadkowego utozenia chromosoméw w jadrze interfazowym.

ZMIANY POPULACJI TYMOCYTOW POD WPLYWEM WZROSTU NOWOTWORU
U MYSzZY

Maciej Kawalec*, Jerzy Kawiak*, Tomasz Skoérski*, Zygmunt Pojda**

* Zaklad Cytofizjologii, Centrum Medyczne Ksztalcenia Podyplomowego, Warszawa,
ul. Marymoncka 99
** Zaktad Hematologii Radiacyjnej, W. |. H. i E., Warszawa, ul. Kozielska 4

Komorki mysiej biataczki limfatycznej L 1210 (106 komoérek) podawano
i.p. syngenicznym (DBA/2) Ilub semisyngenicznym (CDFj) myszom. Po
7 dniach wzrostu nowotworu obserwowano zmniejszenie liczby tymocytéw (o
okoto 50%) oraz zmniejszenie tymocytéw Lyt 2+ od okoto 80% w kontroli do
okoto 60% w grupie doswiadczalnej. Zawarto$¢ tymocytow Thy 1,2+ (okoto
90%) i L3T4+ (okoto 55%) nie ulegata zmianie. Podobne zjawisko obser-
wowano gdy komérki biataczki umieszczano w komorach dyfuzyjnych, ktére
wszczepiano nastepnie do jamy otrzewnej. Dane te sugerujg, ze zmiany
w populacji tymocytéw nastepujg pod wptywem czynnika wydzielanego przez
komorki biataczki.
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OTRZYMYWANIE IMMUNOGENNYCH KOMOREK NOWOTWOROWYCH
ZA POMOCA CYKLOFOSFAMIDU

Maciej Kawalec, Tomasz Skérski, Grazyna Hoser

Zaktad Cytofizjologii, Centrum Medyczne Ksztatcenia Podyplomowego, 01-813 Warszawa,
ul. Marymoncka 99

Badano immunogenno$¢ traktowanych cyklofosfamidem mysich komorek
nowotworowych u syngenicznych lub semisyngenicznych myszy. Wiekszos¢
myszy immunizowanych modyfikowanymi cyklofosfamidem komdrkami raka
Ehrlicha, biataczki L 1210 lub miesaka AA przezywata podanie letalnej dawki
odpowiednich niemodyflkowanych komoérek nowotworowych. Komérki plaz-
mocytoma RPC-5 i MOPC 104E oraz biataczki L 5178Y byly mniej im-
munogenne, a miesaka L-l1 nie wykazywaty immunogennosci.

IMMUNOTERAPEUTYCZNE WLASNOSCI KOMOREK MYSIEJ BIALACZKI L 1210
TRAKTOWANYCH MAFOSFAMIDEM (ASTA Z 7654)

Maciej Kawalec, Tomasz Sko6rski, Jerzy Kawiak

Zaktad Cytofizjologii, Centrum Medyczne Ksztatcenia Podyplomowego, Warszawa,
ul. Marymoncka 99

Myszy Balb/cxDBA/2 F, zaszczepione i.p. 10 komdrkami limfatycznej
biataczki L 1210 (w dniu 0) poddawano chemioimmunoterapii. Otrzymywaty
one w dniu +8 cyklofosfamid i.p. w dawce 100 mg/kg oraz w dniach 0, +3,
+6, +9, +12 immunogenne komoérki L 1210 traktowane in vitro mafos-
famidem (L1210-Maf). Komorki L 1210-Maf podawano dootrzewnowo (106
lub 107) lub dootrzewnowo i podskdrnie (5 106+ 5 106). Myszy zaszczepione
biataczkag i nie leczone ginety w 100%, natomiast okoto 5% przezywato po
podaniu wylacznie cyklofosfamidu, a okoto 30% — po podaniu cyklofos-
famidu i komorek L 1210-Maf i.p. Najlepsze rezultaty (54% wyleczonych
myszy) osiggano, gdy stosowano cyklofosfamid i.p. i komérki L 1210-Maf
jednoczesnie s.c. i i.p. Zwiagzki modyfikujagce odpowiedZ immunologiczng
(levamisol, BCG, bestatyna) w uzytych dawkach nie poprawiaty wynikow
chemioimmunoterapii. Skuteczno$¢ chemioimmunoterapii zalezy od zastoso-
wania komorek L 1210-Maf i cyklofosfamidu, ktéry nie tylko zwalnia wzrost
nowotworu, lecz moze takze nasila¢ antynowotworowg odpowiedz immunolo-
giczna.

8 + PBK 1]89
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RECEPTORY ESTRU FORBOLU W KOMORKACH KOSTNYCH MYSZY ZDROWYCH
I Hyp

J. Kawiak, B. Ecarot-Charrier*, F. H. Glorieux*

Zaktad Cytofizjologii, Centrum Medyczne Ksztalcenia Podyplomowego, Warszawa,
ul. Marymoncka 99
* Szpital Shrinerséw, Montreal, Kanada

Kinaza biatkowa C specyficznie wigze estry forbolu bedace promotorami
nowotworu i aktywatorami samej kinazy. Sprawdzono wigzanie [3H]-dwumas-
lanu forbolu przez komorki kosci calvariae myszy hodowane in vitro.
Komdrki pochodzity od myszy C57BL/6J zdrowych lub z dziedziczng krzywicg
sprzezong z chromosomem X (myszy Hyp). Wyniki przeliczano na DNA
komorek.

Stata dysocjacji (KD estru forbolu okreslona wykresem Scatcharda byta
wyzsza dla komdrek myszy Hyp niz myszy zdrowych, a rowniez w komorkach
Hyp wiecej bylo miejsc wigzacych forbol. Poniewaz kinaza C uczestniczy
w transdukcji sygnatéw do komorki, wnioskowano wiec, ze ten ukilad jest
zmieniony w komodrkach kostnych myszy Hyp.

EFFECT OF BIS-AMMONIUM QUATERNARY SALTS ON THE RED
BLOOD CELLS

H. Kleszczynska, M. Kilian, S. Przestalski, S. Witek*

Department of Physics and Biophysics, Agricultural Academy, ul. Norwida 25, 50-375 Wroctaw,
Poland
* |Institute of Organic and Polymer Technology, Technical University, ul. tukasiewicza 2,
50-371 Wroctaw, 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
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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.

POLIMORFIZM HETEROCHROMATYNY W GENOMACH PIECIU ODMIAN
JECZMIENIA (HORDEUM VULGARE L))

Marian Kobrzynski
WSP, Instytut Biologii, 31-054 Krakéw, ul. Podbrzezie 3

Przeprowadzone badania cytologiczne dotyczyly kariologii pieciu hodowa-
nych w Polsce odmian jeczmienia: Aramir, Diva, Grit, Polon i Menuet.

Materiat badano metodg Feulgena i pragzkéw C. Badane odmiany majg
somatyczng liczbe chromosomoéw 2n — 14. Podobienstwa dotyczyly réwniez
morfologii chromosomdw, tj. lokalizacji centromeru, wystepowania tylko
heterochromatyny centromerycznej i interkalarnej. R6znice miedzy odmiana-
mi odnosity sie do ilosci heterochromatyny i lokalizacji prazkéw interkalar-
nych w chromosomach. Szczegdlnie bogaty w heterochromatyne jest chromo-
som czwarty i wraz z chromosomem drugim wykazuje najwiekszy polimorfizm
miedzy badanymi odmianami. Kariotypy odmian Polon i Menuet wykazujg
duze podobienstwo, pozostate trzy odmiany tworzg odrebng grupe. llosé
heterochromatyny zmniejsza sie u kolejno wymienionych odmian Polon
= Menuet)Grit)Diva)Aramir.

Stwierdzono polimorfizm chromosomowy miedzy odmianami S$wiadczy
o0 tym, ze zmiany w ilosci i lokalizacji heterochromatyny odgrywajg role
w ewolucji kariotypu Hordeum vulgare L.

DZIALANIE SYNTETYCZNYCH PYRETROIDOW NA PARAMECIUM PRIMA URELIA

Zofia Komala

Zaktad Zoologii Systematycznej i Doswiadczalnej PAN, ul. Stawkowska 17, 31-016 Krakéw

Paramecium jako przedstawiciel $rodowiska wodnego, narazonego na
skazenie pestycydami, stanowi dogodny materiatl testowyl do badania stopnia
toksycznosci tych zwigzkoéw i ich wplywu na potomstwo przezywajacych

1 Komala Z., Bull. Environ. Contam. Toxicol. 28, 660 (1982).



116 KOMUNIKATY

osobnikéw uzyskany drogg autogamii, i wegetatywng. Materiatem badan byty
pantofelki z homogenicznej hodowli, w zsynchronizowanym stadium cyklu
zyciowego (dojrzate do koniugacji), nalezace do jednego z 2 typow koniugacyj-
nych. Badano roztwory insektycydéw pyretroidowych Cymbush 25 EC i Am-
bush 25 EC o réznej koncentracji substancji czynnych cypermetryny i permet-
ryny. Uzyskane wyniki wskazujg, ze badane insektycydy nie powodowaty
zaburzen mechanizmu podzialu komdrkowego i anomalii morfologicznych,
jak to miato miejsce w przypadku innych pestycydow, jak Gesagard2i Cartap,
testowanych na pantofelkach.

DLUGOSC OKRESU MIEDZYAUTOGAMICZNEGO W ZESPOLE BLIZNIACZYCH
GATUNKOW PARAMECIUM AURELIA

Halina Kosciuszko, Malgorzata Prajer

Zaktad Zoologii Systematycznej i Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk, ul. Stawkowska 17,
31-016 Krakow

Badania przeprowadzano na poautogamicznych klonach wyprowadzonych
z 25 szczepOw standardowych, nalezacyh do 15 gatunkéw zespotu Paramecium
aurelia. Dtugo$¢ okresu miedzyautogamicznego badano w liniach codziennego
izolowania w standardowych warunkach hodowli. Do okreslenia okresu
miedzyautogamicznego przyjeto $rednig z liczby podziatow miedzy trzema
kolejnymi autogamiami.

Rozpieto$¢ okresu miedzy autogamami wynosita od 12 do 53 podziatow,
przy czym jego dtugosé wykazywata zaleznos¢ od wielkosci komaérek badanych
gatunkéw. | tak gatunki o matych wymiarach komdrek charakteryzowaty sie
$rednig liczbg podziatow wynoszacg 22. Gatunki o komdrkach S$redniej
wielkoSci wymagaty przecietnie 28 podziatlow do wystgpienia masowej auto-
gamii, natomiast u gatunkéw o duzych komérkach autogamia pojawiata sie
dopiero po 34 podziatach. Od tej prawidtowosci istniejg nieliczne odstepstwa.
Wyniki opracowano statystycznie.

2 Komala Z., Folia Biol. (Krakéw), 23, 231-243 (1975).
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ADHEZYJNE ODDZIALYWANIE KOMOREK Z PODLOZAMI O MODYFIKOWANEJ]
HYDROFILNOSCI

Hanna M. Kowalczynska, Jarostaw Kaminski

Centrum Medyczne Ksztatcenia Podyplomowego, Zaktad Biofizyki, ul. Marymoncka 99,
01-813 Warszawa
Instytut Chemii Przemystowej, Zaktad Lekkiej Syntezy Organicznej, ul. Rydygiera 8, 01-793 Warszawa

Badano adhezje komoérek L 1210 do podiozy kopolimerowych o modyfiko-
wanej hydrofilnosci. Kopolimery styren-metakrylan metylu réznity sie ilos-
ciowym stosunkiem meréw. Modyfikacje hydrofilnosci podioza uzyskano
przez wprowadzenie grup sulfonowych do meréw styrenu w reakcji sul-
fonowania gazowym S03. Hydrofilno$¢ powierzchni oceniano metoda pomia-
ru kata zwilzania. Stwierdzono, ze adhezyjne oddziatywanie komérek zalezy
od hydrofilnosci podtoza i od czasu oddziatywania komorek z podtozem.

POLIMORFIZM SEGMENTOW HETEROCHROMATYNOWYCH U ALLIUM VINEALE
Jozef Krawczykl Andrzej Kornas$l Andrzej Joachimiak?2

1 Zaktad Botaniki WSP, 31-054 Krakéw, ul. Podbrzezie 3
2 Zaktad Cytologii i Embriologii Ro$lin UJ, 31-044 Krakéw, ul. Grodzka 52

Allium vineale jest tetraploidem o liczbie chromosoméw 2n = 32. Badania
chromosoméw metodg prazkéw C wykazaly, ze jest to gatunek alotetrap-
loidalny. Chromosomy A. vineale zawierajg bardzo duzo heterochromatyny
telomerowej i interkalarnej, ponadto niewielka ilos¢ heterochromatyny cen-
tromerowej. ROzne rosliny w obrebie jednej populacji moga sie réznic
udziatem heterochromatyny w kariotypie (od 31 do 38%). Szczegblng zmien-
no$¢ wykazujg segmenty heterochromatyny telomerowej. Przeanalizowano
takze zmienno$¢ poszczeg6lnych typéw chromosomowych pod tym wzgledem.

WPLYW ALKILOSULFONIANOW NA AKTYWNOSC DZIALANIA CHLORKU
DODECYLOOKSYMETYLENO-MORFOLINIOWEGO NA PROCES DESORPCJI JONOW
WAPNIA Z BLON LIPOSOMOW LECYTYNOWYCH

J. Kuczera, A. Fogt, K. Kubica, S. Przestalski, S. Witek*, I. Plucinski*

Katedra Fizyki i Biofizyki, Akademia Rolnicza, ul. Norwida 25, 50-375 Wroctaw
* Instytut Technologii Organicznej i Tworzyw Sztucznych, Politechnika Wroctawska, ul. Lukasie-
wicza 2, 50-377 Wroctaw

W pracy badano wplyw komplekséw alkilosulfonianow o liczbie atoméw
wegla w tancuchu alkilowym n = 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 z chlorkiem dodecylook-
symetyleno-morfoliniowym na warto$¢ wzglednej statej szybkosci desorpcji
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jonow wapnia z bton liposoméw lecytynowych. Analogiczne pomiary prze-
prowadzono z liposomami modyfikowanymi oddzielnie chlorkiem dodecylo-
oksymetyleno-morfoliniowym i homologicznym szeregiem alkilosulfoniandw.

Otrzymane wyniki wskazuja na silng zalezno$¢ statej szybkos$ci procesu
desorpcji jonow wapnia od stezenia oraz od diugosci tancucha alkilowego
anionu w kompleksie. Kompleksy o tancuchu alkilowym sulfonianu zawierajg-
cym mniej niz 10 atomow wegla zwiekszajg kilkakrotnie efektywnos¢ dziatania
chlorku dodecylooksymetyleno-morfoliniowego.

Przedyskutowano efektywnos¢ ich dziatania ze wzgledu na ksztatt i polar-
no$¢ czasteczek.

TERMINALNE KOMPLEKSY SYNTEZY CELULOZY

Krystyna Kudlicka

Zaktad Anatomii i Cytologii Roslin, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, ul. Akademicka 19,
20-033 Lublin

Makroczasteczkowe, liniowe struktury potaczone z btong cytoplazmatycz-
ng (komérkowga) sg opisywane jako terminalne kompleksy syntetyzujace
mikrofibryle celulozy. Dotychczasowe badania nad morfologig tych struktur
oparte byly na metodzie freeze-fracture. W pracy tej terminalne kompleksy
byly identyfikowane i charakteryzowane w mikroskopie elektronowym na
materiale utrwalonym w aldehydzie glutarowym. Na przekrojach S$ciany
komorkowej glonu Boergesenia forbesii (Harvey Feldmann) terminalne kom-
pleksy bardzo $cisle przypominajg rozmiarami (okoto 600 nm dtugosci, 30 nm
szerokosci i 35 nm grubosci) i rozmieszczeniem takie same struktury uwidocz-
nione metoda freeze-fracture. W sasiedztwie wewnetrznej warstwy $ciany
komoérkowej terminalne kompleksy sa potgczone z nowo syntetyzowanymi
mikrofibrylami celulozy. W poblizu terminalnych komplekséw od strony
cytoplazmatycznej znajdowano liczne polisomy, pecherzyki i mikrotubule
(Kudlicka K, Wardrop A., Itoch T., Brown R. M. Jr., Protoplasma, 136:
96-103, 1987).

Inny rodzaj kompleksow, nazywanych kompleksami stacjonarnymi, obser-
wowano w otoczce Acetobacter xylinum. Kompleksy te zwigzane sg z mikrofib-
rylami celulozy wychodzacymi z komérki w postaci dtugich pasm.
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AKTYWNOSC MITOTYCZNA KOMOREK GRASICY ZABY TRAWNEJ RANA
TEMPORARIA W CYKLU ROCZNYM

Barbara Ptytyczl, J. Dulakl J. Bigaj2, K. Janeczko3

1 Zaktad Anatomii Poréwnawczej, Instytut Zoologii UJ, ul. M. Karasia 6, 30-060 Krakow
2 Pracownia Mikroskopii Elektronowej AR, Krakéw
3 Zaktad Neuroanatomii UJ, Krakéw

Grasica zab trawnych Rana temporaria podlega bardzo wyraznym, cyklicz-
nym zmianom rocznym (Plytycz i Bigaj, Thymus, 5: 327, 1983). Latem
podzielona jest wyraznie na bogata w limfocyty kore i nabtonkowy rdzen.
Strefa korowa praktycznie zanika podczas hibernacji, a narzad ten obfituje
wéwczas w komérki wydzielnicze i cysty. Odbudowa czesci korowej nastepuje
wiosng, gtéwnie po zakonczeniu okresu godowego. Zmianom tym towarzyszy
wysoce zréznicowana aktywno$¢ mitotyczna, szacowana na podstawie auto-
radiograficznego wykrywania komérek z wbudowang do jadra tymidyng
znaczong trytem. W okresie hibernacji nieliczne komorki syntetyzujagce DNA
rozproszone sg w centrum narzadu. Wiosng ich liczba gwaltownie wzrasta
gtéwnie w strefie podkapsularnej, osiggajgc maksimum w maju, gdy znaczone
trytem komorki wystepuja w znacznej liczbie w czesci korowej i sg réwniez
dos¢ liczne w rdzeniu narzadu. Proliferacja komdrek stopniowo stabnie latem
i jesienia.

PROBA IZOLACJI Z NERKI GLOWOWEJ PSTRAGA TECZOWEGO SALMO
GAIRDNERI LEUKOCYTOW ZDOLNYCH DO CHEMILUMINESCENCIJI

Barbara Ptytyczl G. M. Flory, Irja Galvan, Ch. J. Bayne

Department of Zoology, Oregon State University, Corvallis, Oregon, USA
1 Zaktad Anatomii Poréwnawczej, Instytut Zoologii UJ, ul. M. Karasia 6, 30-060 Krakéw

Podjeto probe izolacji z nerki gtowowej pstrgga teczowego populacji
leukocytow zdolnych do wzmocnionej luminogenem chemiluminescencji (CL),
towarzyszacej wytwarzaniu wysoce reaktywnych rodnikéw tlenowych o sil-
nych wiasciwosciach bakteriobdjczych. Sposrod czterech prazkéw uzyskanych
podczas wirowania zawiesiny w ciggtym gradiencie roztworu Percollu (Bayne,
Vet. Immunol. Immunopathol., 12: 141, 1986), bardzo silng reakcje CL
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indukowang przez PM A (Phorboi Myristate Acetate) obserwowano jedynie
w komoérkach odzyskanych z prazka drugiego. Zaréwno obserwacje mor-
fologiczne, jak i analiza z zastosowaniem cytometrii przeptywowej dowiodty
jednak, ze prazek ten nie jest homogenny i zawiera populacje duzych komaérek
ziarnistych (heterofili i monocytéw/makrofagéw) oraz populacje drobnych
komarek (limfocytow). Limfocyty dominowaty wsréd komérek prazka trzecie-
go, wykazujgcych znikomg reakcje CL. Trwajg proby izolacji z prazka
drugiego duzych komérek ziarnistych, odpowiedzialnych za zjawisko chemilu-
minescencji.

CHROMOSOMY PARAMECIUM JENNINGSI (CILIOPHORA, PROTISTA)

Ewa Przybo$

Zaktad Zoologii Systematycznej i Doswiadczalnej, PAN, 31-016 Krakdéw, ul. Stawkowska 17

Chromosomy Paramecium jenningsi badano stosujgc nowg metodel (Ju-
rand, Przybo$, 1984; Przybo$, 1986) analizy 0,5 pm skrawkéw dzielgcych sie
pantofelkow utrwalonych i zatopionych jak do mikroskopii elektronowej, ale
po zabarwieniu biekitem toluidyny, badanych w mikroskopie Swietinym.
Diploidalng liczbe chromosoméw okreslano w poszczeg6lnym mikrojadrze
bedagcym w anafazie mitozy przez dodanie chromosoméw z wszystkich
kolejnych skrawkdw tego mikrojadra. Przy zastosowaniu tej metody, bardziej
precyzyjnej niz stosowana poprzednio analiza preparatow gniecionych, stwier-
dzono kariologiczne zréznicowanie szczep6w P. jenningsi w obrebie jednego
genetycznego gatunku.

WYZNACZANIE WSPOLCZYNNIKOW PODZIALU WYBRANYCH SOLI ESTROW
GLICYNY MIEDZY FAZA WODNA | LIPIDOWA

B. Roszak, A. Maciag, S. Przestalski, S. Witek*

Katedra Fizyki i Biofizyki, Akademia Rolnicza, Wroctaw
* Instytut Technologii Organicznej i Tworzyw Sztucznych, Politechnika Wroctawska
Wyznaczono wspotczynniki podziatu wybranych pochodnych estréw glicyny:
(CH3)3aN+—CH2—COOCnH2,+1 €I «=10, 12 V-n,
(ch3)3n +- ch2- cooch2ch2i € v-b,
miedzy fazg wodng i lipidowg (liposomy).

1 Jurand A., Przybo$ E., Folia Biol. (Krakéw), 32: 295-300, 1984; Przybo$ E., Folia Biol.
(Krakéw), 34: 133-160, 1986.
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Liposomy formowano z lecytyny jaja kurzego.

Pomiary wykonano dla dwéch réznych stezen lecytyny, tj. 31, 8 i 9,4
mg/ml. Ponadto dla kazdego stezenia lecytyny wykonano pomiary dla dwéch
réznych stezen badanych zwigzkow.

Molowy wspétczynnik podziatu obliczano ze wzoru

"y

nH20
gdzie nz — ilo$¢ moli zwigzku w fazie lipidowej, n, — ilos¢ moli fazy lipidowej,
nw — ilo$¢ zwigzku w fazie wodnej, nH 0— ilo§¢ moli wody.

Przyjeto, ze stezenie zwigzku w fazie wodnej jest rowne stezeniu jondw
chlorkowych w roztworze. Stezenie jonow chlorkowych okre$lano przez
pomiar sity elektromotorycznej ogniwa.

Stwierdzono, ze zwigzek V-B nie wbudowuje sie do btony lipidowej, oraz
ze wspoltczynnik podziatu zalezy od stezenia badanego zwigzku i jest wyzszy
dla zwigzkow o dluzszym tancuchu alifatycznym.

EFFECT OF SELECTED AMMONIUM SALTS ON PROPERTIES OF BLMs

J. Sarapuk, S. Przestalski, S. Witek*

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+CH,OR 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 = C4HQ and salts
with longest chain (R = C18H37) being about two orders of magnitude. It
seems however, that the salt with R = C14H,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 KONSEKWENCJE PRZEDLUZONEGO ZAHAMOWANIA
SYNTEZY DNA PRZEZ ZWIAZKI PRZECIWNOWOTWOROWE O CHARAKTERZE
ANTY METABOLITOW

Jadwiga Sawecka, Janina Malec

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

Zahamowanie syntezy DNA z zachowaniem syntezy biatek prowadzi do
stopniowego zaburzenia réwnowagi biatko/DNA oraz patologicznego wzrostu
wielkosci komorek (wzrost niezrownowazony). Wedtug ostatnio sformutowa-
nej hipotezy towarzyszy temu pobudzenie syntezy, akumulacja i wyciek
hydrolaz komérkowych. Udziat endonukleaz w tym procesie moze powodo-
waé czesciowo reperowane uszkodzenia DNA. Zahamowanie reperacji DNA
prowadzi do ujawnienia tych uszkodzenn (Chem.-Biol. Interact. 57, 315, 1986;
60, 47, 1986).

Celem naszej pracy byto zbadanie zaleznosci miedzy stopniem zahamowa-
nia syntezy DNA i proliferacji komorek, ich obumieraniem oraz przyrostem
aktywnosci kwasnej DN-azy a stopniem uszkodzenia DNA. Efekty te porédw-
nywano w komodrkach L5178Y poddanych w ciggu 48 godz. dziataniu
hydroksymocznika (HU) lub metotreksatu (MTX) w hodowlach bez inhibitora
reperacji DNA lub z jego dodatkiem (kofeina).

Uzyskane wyniki wykazaty, ze HU w stezeniach 0,1 — 0,05 — 0,02 mM
powodowat zalezne od dawki zahamowanie proliferacji komorek i syntezy
DNA, wzrost liczby komérek martwych oraz autolizy preformowanego DNA.
Elektroforeza na agarozie DNA lizatow komdrkowych wskazywata na wczes-
na stopniowag fragmentacje preformowanego DNA. Efekty te pogtebialy sie
w obecnosci kofeiny. Aktywno$¢ wewngtrzkomdrkowej DN-azy stopniowo
wzrastata, przy czym efekt ten byl wyrazniej widoczny w komdrkach in-
kubowanych w 0,05 niz w 0,1 mM HU. Réwnoczes$nie komorki te wykazywaty
najwieksza wrazliwos¢ na obecno$é kofeiny.

W komérkach poddanych dziataniu 0,001 — 0,0001 — 0,00001 MTX
obserwowano rowniez zalezno$é efektow cytotoksycznych od obecnos¢ kofei-
ny, chociaz byta ona mniej wyraznie zaznaczona niz w HU. Stosowane dawki
MTX byly jednak zbyt wysokie lub zbyt niskie, aby spowodowa¢ wyrazne
zréznicowanie stopnia wzrostu niezrobwnowazonego w ciggu 48 godz.

Reasumujgc dotychczasowe wyniki oceniamy jako zgodne z naszg robocza
hipotezg o istnieniu zalezno$ci miedzy stopniem wzrostu niezréwnowazonego
a stopniem uszkodzenia DNA.
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THE PINOCYTOSIS IN AMOEBA PROTEUS INDUCED BY SUBTHRESHOLD
CONCENTRATION OF HEPARIN

Lucyna Grebecka, Wanda Ktopocka

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 THERMIC HYALOSPHERES OF AMOEBA PROTEUS
AND CAFFEINE-INDUCED MICROPLASMODIA OF PHYSARUM POLYCEPHALUM

Andrzej Grebecki, Joanna Kotodziejczyk, Ewa M. Kwiatkowska

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.

THE INFLUENCE OF AMPHIPHILIC DERIVATIVES OF GLYCINE ESTERS ON THE
ELECTRICAL PROPERTIES OF CHARACEAE CELLS MEMBRANES

T. Janas*, Z. Trela, S. Przestalski, S. Witek**

Department of Physics and Biophysics, Agricultural Academy, Norwida 25, 50-375 Wroclaw, Poland
*Department of Applied Mathematics and Informatics, Higher College of Engineering, Zielona
Gora, Poland
**|nstitute of Organic and Polymer Technology, Technical University of Wroclaw, Wroclaw,
Poland

The effect of amphiphilic derivatives of glycine esters of the formula
(CH3)3AN +CH2COOCnHxN+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 CI- ions from the
alge cell.
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