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STRUKTURA FILAMENTU AKTYNOWEGO I JE J  IM PLIKACJE
BIOLOGICZNE *

STRUCTURE OF ACTIN FILAMENT AND ITS BIOLOGICAL IMPLICATIONS

Hanna STRZELECKA-GOŁASZEWSKA

Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, Zakład Biochemii Mięśni,
Warszawa

Streszczenie. Filamenty aktynowe są polimerami zbudowanymi z identycznych, mo- 
nomerycznych podjednostek. Mogą ponadto zawierać inne białka trwale związane 
z aktynowym trzonem filamentu. W pracy przedstawiono metody i wyniki badań 
struktury filamentów aktynowych. Szczególną uwagę zwrócono na wzajemną orien­
tację monomerów w  polimerze i jej znaczenie dla zrozumienia mechanizmów od­
działywań aktyny z innymi białkami w różnorodnych przejawach ruchliwości.

Summary. Actin filaments are polymers consisting of identical monomeric subunits. 
In addition, they may contain other proteins bound to the actin core. The article 
presents the methods and results of studies on the actin filament structure.
Emphasis has been put on the orientation of the monomers along the filament 
axis and its importance for our understanding of the mechanisms of actin intera­
ctions with other proteins in various motile processes.

A ktyna jest obecna we wszystkich badanych dotąd rodzajach komó­
rek eukariotycznych. Zarówno w komórce, jak i in vitro  białko to może 
występować bądź w formie m onomerycznej, zwanej G-aktyną, o masie 
cząsteczkowej 42 000 [19], bądź jako polim er zwany F-aktyną. Obie for­
m y odwracalnie przechodzą jedna w drugą zależnie od w arunków  jono­
wych, tem peratury , a także pod wpływem  innych białek. W mięśniu 
aktyna w ystępuje w formie polimerów stanowiących trzon tzw. cienkich 
filamentów, które są struk tu ram i trw ałym i. W większości kom órek nie- 
m ięśniowych co najm niej 50°/o ak tyny  znajduje się w formie monome-

* Referat wygłoszony podczas II Ogólnopolskiej Konferencji Biologii Komórki, 
Warszawa, 18 - 20 IX 1985 r.
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98 H. ST R Z EL E C K A -G O Ł A SZ EW SK A

rycznej. Jednak również i w  tych kom órkach swe funkcjonalne zadania 
ak tyna spełnia głównie w formie polimerów określanych w tym  przy­
padku m ianem  m ikrofilam entów, które w ytw arzane są lokalnie z puli 
monomerów w m iarę potrzeb funkcjonalnych komórki [11, 52, 91]. Zna­
jomość stru k tu ry  filam entu aktynowego jest zatem  konieczna dla zro­
zumienia mechanizmów różnorodnych procesów zachodzących przy 
udziale tego białka.

Rye. 1. Filament aktyny, a. Mikrofotografia filamentów ne­
gatywowo barwionych octanem uranylu. Kreski wskazują 
miejsca, w których widać globularne pod jednostki, a 
strzałki — miejsca przecinania się dwóch łańcuchów pod- 
jednostek. Zdjęcie o odwróconym kontraście, b. Schemat 
ułożenia podjednostek w  podwójną, prawoskrętną helisę, 
c. Lewoskrętna, genetyczna helisa przechodząca przez ko­
lejne sąsiednie podjeanostki (według Hanson i Lowy’ego

[28])
http://rcin.org.pl



ST R U K T U R A  F IL A M E N T U  AK TY NO W EG O 99

Filam enty otrzym ane przez polim eryzację oczyszczonej ak tyny  mo- 
nom erycznej niezależnie od jej źródła i filam enty aktynow e wyizolowa­
ne z różnego typu mięśni, oglądane w m ikroskopie elektronow ym  przy 
użyciu techniki negatywowego barw ienia (ryc. la), są nierozróżnialne 
[28, 53]. Na podstawie wcześniejszych badań rentgenograficznych na 
mięśniu [70] i w łasnych obserwacji w m ikroskopie elektronowym, 
w 1963 r. Hanson i Łowy [28] zaproponowali model (ryc. Ib) przedsta­
w iający polim er ak tyny  jako dwa łańcuchy sferycznych podjednostek
0 średnicy 5,5 nm, skręcone wokół siebie i tworzące w ten sposób po­
dwójną helisę, która — jak udokum entowano [12] — jest praw oskrętna. 
Średnica podjednostek pozwalała zidentyfikować je jako m onomery ak­
tyny. W edług pomiarów przeprowadzonych przez Hanson i Low y’ego 
na negatywowo barwionych preparatach  filamentów, na jeden obrot 
(skok) helisy przypada w każdym  łańcuchu 13 monomerów, odległość 
zaś m iędzy punktam i przecinania się obu łańcuchów wzdłuż osi filam en- 
tu, czyli okres helisy zaw ierający 13 podjednostek w dwóch łańcuchach 
wynosi około 35 nm. Tę samą s truk tu rę  można przedstaw ić jako poje­
dynczą, lew oskrętną, tzw. genetyczną helisę przechodzącą przez centra 
kolejnych podjednostek wzdłuż osi filam entu (ryc. lc). Je j obrót wynosi 
5,9 nm; na jeden obrót wypada około 2,16 podjednostki, a 6 obrotów da­
je jeden okres podwójnej helisy.

W obrazach dyfrakcji prom ieni X na żywym mięśniu [40, 44, 70] i na 
zorientow anych w kapilarze filam entach aktynow ych [4, 9] znaleziono 
serie refleksów, których źródłem może być struk tu ra  helikalna, zawiera­
jąca około 13 podjednostek (centrów rozpraszania) w okresie długości od 
35,5 do 37 nm. Zbieżność tych wartości z otrzym anym i przez Hanson
1 Low y’ego [28] dowodzi, że struk tu ra  filam entów aktynow ych nie ulega 
zasadniczym zmianom podczas ich u trw alania i kontrastow ania metodą 
negatywowego barw ienia w celu obserwacji w mikroskopie elektronowym.

Filam enty w ykazują struk tu ra lną  polarność, którą uwidoczniają kom ­
pleksy F -ak tyny  z miozyną lub subfragm entam i cząsteczki miozyny: 
ciężką m eromiozyną i subfragm entem -1, zawierającym i zarówno miejsce 
aktywności enzymatycznej miozyny, jak i miejsce jej wiązania z aktyną. 
Na negatywowo barwionych preparatach kompleks taki wygląda jak ciąg 
grotów strzały, długości około 36 nm, skierowanych w tę samą stronę 
(ryc. 2). S truk tu rę  ,,udekorowanego” miozyną filam entu aktynowego moż­
na wytłum aczyć tylko i wyłącznie przyłączeniem  cząsteczki m iozyny do 
każdego m onomeru w  polimerze pod tym  samym kątem  ostrym , co ak­
centuje skręty  helikalnej struk tu ry  F-aktyny [41, 55], W ynika stąd, że 
każdy monomer w polimerze jest tak samo ukierunkow any w stosunku 
do osi filam entu.

Dodając m onomeryczną aktynę do fragm entów F-aktyny „udekorowa-
http://rcin.org.pl



100 H. ST R ZELEC K A -G O ŁA SZ EW SK A

Rye. 2. Filamenty aktyny “udekorowane” subfragmen- 
tem-1 miozyny, a. Mikrofotografia preparatu negatywo­
wo barwionego octanem uranylu. b. Model. Punkty za­
znaczone przez A i B odpowiadają dwum sąsiednim  
miejscom przecinania się dwóch łańcuchów monomerów  

aktyny (według Moore’a i DeRosier [55])

n e j” ciężką meromiozyną w w arunkach jonowych, sprzyjających polim e­
ryzacji, stwierdzono [34, 51, 93], że wzrost polim eru ma charakter jedno­
kierunkow y; przyłączanie dodanych m onomerów następuje w znacznie 
większym  stopniu na tzw. „brodatym ” końcu „udekorow anych” filam en- 
tów niż na ich „zaostrzonym ” końcu wyznaczonym kierunkiem  „grotów 
strzały” (ryc. 3). P rzyrost polim eru jest wypadkową dwóch procesów: 
przyłączania i oddysocjowywania monomerów na końcach polimeru. Róż­
nica szybkości zachodzenia tych reakcji na obu końcach polimeru, udoku­
m entow ana również doświadczeniami biochemicznymi [92], jest kolejnym  
dowodem polarności polim eru i nierównocenności jego dwóch końców.

Nierównocenność końców polim eru sprawia, że nie tylko m onomery 
ak tyny  w procesie polimeryzacji, lecz również n iektóre inne białka reagu-

http://rcin.org.pl
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Ryc. 3. Mikrofotografia pokazująca wybiórcze przyłączanie mono­
merów aktyny dodanych wraz z 0,1 M KC1 do krótkich filamen- 
tów „udekorowanych” ciężką meromiozyną, na „brodatych” koń­
cach filamentów. Preparat negatywowo barwiony octanem ura- 
nylu. Literami v zaznaczono kierunek ułożenia „grotów strzały”

(według Woodrun, Richa i Pollarda [93])

jące z aktyną są wybiórczo przyłączane na jednym  z dwóch końców poli­
m eru. W śród w ykrytych w kom órkach zarówno mięśniowych, jak i nie- 
mięśniowych i stale w ykryw anych nowych białek wiążących się z aktyną 
można wyróżnić całą klasę tzw. białek „zakryw ających” (actin-capping 
proteins), przyłączanych wybiórczo na jednym  z końców filam entu akty-

http://rcin.org.pl



102 H. ST R Z EL E C K A -G O Ł A SZ EW SK A

TABELA 1

Białka blokujące końce filamentów aktynowych

Nazwa Źródło
m.cz.
x l0 - 3

Zależność 
od stężenia 

Ca2+
Autorzy

1
Białka blokujące „brodaty” koniec

filamentu
Żelsolina makrofagi 91 + 95,96

płytki krwi 90 + 31, 62, 90
,, (brevina) osocze krwi 90 + 29, 30

Modulator aktyny
(fragmina) plasmodia Physarum 42 + 32, 37, 38

- Dictyostelium 40 + 6
— Acanthamoeba 28 +  31 — 45

Modulator aktyny mięśnie gładkie 85 + 39, 75
Villina* mikrokosmki komórek

nabłonka jelita 95 + 5, 10, 23
- mózg kręgowców 36 +  31 - 50

„Cap 90” mózg kręgowców 90 + 46
Białka blokujące „zaostrzony” koniec

filamentu
/?-aktynina mięśnie szkieletowe 34 +  37 - 54
Akumentyna makrofagi 65 - 73
Spektryna+białko 4,1 błony erytrocytów (240+220)2+ 82 — 66

* W nieobecności jonów Ca2+ sieciuje filamenty aktyny.

nowego, zwykle na końcu „brodatym ”, czyli szybko przyrastającym  pod­
czas polim eryzacji (tab. 1). Większość tych białek wym aga jonów Ca2+ 
do reagow ania z aktyną i ma ponadto zdolność fragm entow ania filam en­
tów aktyny. Najprawdopodobniej białka te są regulatoram i długości fila­
m entów aktynow ych w  komórce [11].

Inną biologicznie ważną konsekwencją zróżnicowania właściwości 
dwóch końców filam entu aktynowego jest polarne zakotwiczanie fila­
m entów  w błonie komórkowej lub takich struk turach  w ew nątrzkom órko­
wych, jak np. dyski Z we włóknie mięśnia prążkowanego. Cienkie fila­
menty, wyizolowane z mięśnia w postaci tzw. segmentów I, w których 
filam enty pozostają przytwierdzone do fragm entów  dysku Z po obu jego 
stronach, „udekorow ane” subfragm entam i miozyny, tworzą groty strzały 
ostrym i końcami skierowane zawsze w stronę przeciw ną do dysku Z po 
każdej jego stronie (ryc. 4). Metodą „dekoracji” subfragm entam i m iozyny 
wykazano także jednokierunkow ą orientację filam entów  aktynow ych w y­
stępujących w postaci wiązek w różnego rodzaju takich powierzchnio­
wych w ypustkach komórek niemięśniowych, jak mikrokosmki komórek

http://rcin.org.pl



ST R U K T U R A  F IL A M E N T U  A K TY NO W EG O 103

Ryc. 4. Segment I, w którym filamenty aktynowe „ude­
korowano” ciężką meromiozyną. Preparat negatywowo 
barwiony octanem uranylu. Literą Z oznaczono frag­
ment dysku Z łączący filamenty o przeciwnej polarności 
po obu jego stronach. Literami v zaznaczono kierunek 

„grotów strzały” (według H uxley’a [41])

nabłonka jelitowego, jaja  jeżowca, stereocilia komórek włoskowatych ucha 
wewnętrznego ssaków, wyrostek akrosom alny plem ników bezkręgowców, 
wzgórek zapłodnieniowy kom órki jajowej, filopodia Acanthamoeby, coe- 
lomocytów, p łytki krw i i komórek w hodowlach tkankow ych (odnośniki 
w [21, 80]).

Jak  widać na przykładzie zilustrow anym  na ryc. 5, groty strzały 
„udekorow anych” filam entów skierowane są od błony ku w nętrzu ko-

http://rcin.org.pl



104 H. ST R Z EL E C K A -G O Ł A SZ EW SK A

Rye. 5. Polarność filamentów aktynowych w  stereo- 
cilium komórki włoskowatej ucha wewnętrznego, a. 
Mikrofotografia fragmentu stereocilium pozbawionego 
błony komórkowej i potraktowanego subfragmentem-1 
miozyny. U podstawy stereocilium widać fragment za­
chowanej błony komórkowej PM. Preparat negatywowo 
barwiony octanem uranylu (według Tilney’a. DeRosier 
i Mulroy’a [81]). b. Schemat pokazujący kierunek „gro­

tów strzały”

mórki. Przypuszcza się, że w kierunkow ym  przytw ierdzaniu filam entów  
aktynow ych do błony komórkowej lub s truk tu r wewnątrzkom órkowych, 
takich jak dyski Z w m ięśniach szkieletowych, pośredniczą białka w y­
biórczo reagujące z jednym  z końców filam entu [80, 91]. Tego rodzaju 
struk tu ra lna  organizacja polarnych filam entów aktynow ych ma podsta­
wowe znaczenie dla ich funkcji w komórce. W m ięśniu szkieletowym za­
pewnia sumowanie się sił w ytw arzanych w każdej połówce sarkom eru

http://rcin.org.pl
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przy reagow aniu aktyny z dw upolarnym i filam entam i miozyny, umożli­
wiając skoordynowane przesuwanie filam entów  aktynow ych ku centrum  
sarkom eru i w ten sposób skracanie się mięśnia podczas skurczu (ryc. 6). 
Podobny m echanizm  jest przypuszczalnie podstawą wielu innych przeja­
wów ruchliwości zachodzącej z udziałem  filam entów aktynow ych i mio- 
zynowych w kom órkach niemięśniowych, gdzie rolę dysków Z może speł­
niać błona komórkowa, m ikrotubule oraz różne organelle komórkowe [7].

Ryc. 6. Schemat ilustrujący mechanizm przesuwania filamentów aktynowych ku 
centrum sarkomeru podczas skurczu mięśnia poprzecznie prążkowanego. Ruch fila­
mentów jest wynikiem sprzężonego z hydrolizą ATP, cyklicznego wytwarzania i dy- 
socjacji połączeń główek miozyny z monomerami aktyny w  filamencie aktynowym. 
Zmiana nachylenia główek w  stosunku do osi filamentu w  momencie, gdy są one 
połączone z monomerami aktyny, powoduje przesunięcie filamentu aktynowego 
w każdym cyklu o odcinek rzędu 10 nm [42], Dolna część schematu pokazuje stan, 
którego modelem in vitro  są filamenty aktynowe udekorowane miozyną lub jej

subfragmentami

Odmienny, choć również ściśle związany z polarnością filam entów  ak ty ­
nowych jest natom iast mechanizm(y) w ytw arzania wspom nianych już tu 
powierzchniowych w ypustek komórkowych, w których nie znaleziono fi­
lam entów  miozyny. Już sam kierunek ułożenia w nich filam entów  ak ty ­
ny  („zaostrzonym ” końcem ku w nętrzu komórki) dowodzi, że pow staw a­
nie tych w ypustek nie mogłoby być wynikiem  oddziaływań między fila­
m entam i aktynow ym i i miozynowymi, ponieważ — przez analogię do sy­
tuacji w m ięśniu — należałoby oczekiwać, że w ytw arzane przy tego typu 
oddziaływaniach siły będą wciągały błonę komórkową do w nętrza ko­
mórki, a nie na odwrót [80]. Wiele obserwacji wskazuje, że odgrywa tu ­
taj rolę raczej proces jednokierunkow ej polim eryzacji ak tyny  poprzez 
wybiórcze przyłączanie monomerów na dystalnym  w stosunku do ciała

http://rcin.org.pl



106 H. ST H ZELEC K A -G O Ł A SZ EW SK A

Rye. 7. Analiza dyfrakcyjna negatywowo brawionych 
parakrysztalów F-aktyny (a-c) i F-aktyny połączonej 
z tropomiozyną (d-f). W obrazie optycznej dyfrakcji a 
na parakrysztale F-aktyny c widać intensywne refleksy 
na pierwszej i szóstej linii warstwowej; b — filtrowany 
obraz parakryształu F-aktyny, tj. obraz parakryształu 
odtworzony z jego obrazu dyfrakcyjnego po zamaskowa­
niu refleksów nie odpowiadających helikalnej symetrii 
filamentu aktynowego. W obrazie optycznej dyfrakcji d 
na parakrysztale, dodatkowo zawierającym tropomiozyną 
f, widać większą intensywność refleksów na drugiej niż 
na pierwszej linii warstwowej; e — filtrowany obra2 
parakryształu f (według Hanson, Ledneva, O’Briena 

i Bennett [27])

kom órki końcu filamentów. Przypuszczalne m echanizm y regulacji tego 
procesu omawiane są w pracy [11].

W dalszych badaniach s truk tu ry  filam entu aktynowego w ykorzysta­
no właściwość łączenia się filam entów pod wpływem  wysokich stężeń 
CaCl2 lub MgCl2 w parakrystaliczne boczne agregaty [26]. Na m ikrofo­
tografiach negatywowo barwionych parakrysztalów  (ryc. 7c) widać deli-
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ST R U K T U R A  FIL A M E N T U  A K TYNO W EG O 107

Ryc. 8. Trójwymiarowy model monomeru aktyny w 
kompleksie z DN-azą I wykonany na podstawie rent- 
genokrystalograficznej analizy kompleksu z rozdziel­
czością 6 Ä. Jaśniejsza część modelu odpowiada akty­

nie (według Sucka, Kabscha i Mannherza [76])

katne poprzeczne prążkowanie o okresowości około 36 nm, wskazujące 
na ułożenie filam entów w parakrysztale w taki sposób, że miejsca prze­
cinania się dwóch łańcuchów monomerów w ich podwójnej helisie w y­
stępują na tych sam ych poziomach wzdłuż osi parakryształu  [58], Ta re ­
gularność umożliwia otrzym anie metodą optycznej dyfrakcji regularnych 
i sym etrycznych obrazów dyfrakcyjnych dla fragm entów  parakryształu, 
obejm ujących kilka filamentów. Widoczne na dyfraktogram ie (ryc. 7a) 
dwie najsilniejsze linie warstwowe są odbiciami pierwszego i szóstego 
rzędu od płaszczyzn wyznaczonych okresowością podwójnej helisy [27, 
55, 58]. Z intensywności refleksów na liniach warstw owych można m e­
todą transform acji Fouriera obliczyć funkcję rozmieszczenia gęstości op­
tycznej dla „uśrednionego” filam entu w parakrysztale i wykonać jego 
trójw ym iarow ą rekonstrukcję [i]. Podobnej analizie poddawano negaty-
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108 H. ST R Z EL E C K A -G O Ł A SZ EW SK A

Ryc. 9. Dwuwymiarowa rekonstrukcja uśrednionego f i­
lamentu w  parakrysztale a i skonstruowany na jej pod­
stawie trójwymiarowy model b, w którym kontui'y fi­
lamentu określono za pomocą wzajemnie przenikających 
się sferycznych elementów różnej wielkości (według Aebi, 

Fowlera, Buhle i Smitha [1])

wowo barwione kryształy  aktyny powstające pod wpływem  soli gadolinu, 
m ające postać dw uw arstwow ych płaszczyzn regularnie upakowanych mo­
nom erów [2, 68]. W tym  przypadku, ze względu na brak helikalnej sy­
m etrii, do transform acji Fouriera w ykorzystano m ikrofotografie wykona­
ne przy różnych kątach nachylenia płaszczyzny kryształu  w stosunku do 
wiązki elektronów  [1, 72]. Badania te wykazały, że kształt monomerów 
ak tyny  odbiega od sferycznego i przypom ina raczej elipsę lub klin [55, 
72]. Dokładniejszych inform acji o kształcie i w ym iarach m onomeru do­
starczyła rentgenokrystalograficzna analiza kryształów  ak tyny  w  kom ­
pleksie z DN-azą I [48, 69, 76]. Model cząsteczki ak tyny  skonstruowany 
na podstawie map gęstości elektronowej, obliczonych z rozdzielczością 
6 Ä (ryc. 8), pokazuje wyraźnie dwudomenową struk tu rę  monomeru
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o w ym iarach 6,7 X 4,0 X 3,7 nm  i nierów ną wielkość obu domen przedzie­
lonych głęboką szczeliną. Ustalenie natom iast wzajem nej orientacji asy­
m etrycznych monomerów w polimerze napotyka na trudności w ynika­
jące m. in. z niskiej rozdzielczości (powyżej 2 nm) m ikrofotografii nega­
tywowo barw ionych obiektów, uniem ożliwiającej jednoznaczne określe­
nie konturów  poszczególnych monomerów w trójw ym iarow ej rekonstruk­
cji polim eru. Niemal we wszystkich m odelach opartych na tró jw ym iaro­
wej rekonstrukcji filam entu z obrazów dyfrakcyjnych negatywowo bar­
wionych parakryształów  typu  bocznych agregatów, dłuższa oś monomeru 
jest zorientow ana równolegle lub praw ie równolegle do osi filam entu 
[1, 55, 72, 74, 85, 87]. Jest rzeczą charakterystyczną, że ostatnie rekon­
strukcje „uśrednionego” filam entu w parakrysztale [1, 74, 85, 87], k tó­
rych przykładem  jest ryc. 9, coraz bardziej odbiegają od m odelu zapro­
ponowanego przez Hanson i Lowy’ego (ryc. Ib) nie tylko ze względu na 
inny kształt monomerów. Istotniejsza jest różnica polegająca na tym , że 
uwidoczniają one w yraźniej pojedynczą, lew oskrętną, genetyczną helisę 
niż podwójną, praw oskrętną helisę o dłuższym okresie, oraz że w yraźniej 
zaznacza się w nich kontakt m iędzy monomerami z dwóch przeciw nych 
łańcuchów podwójnej helisy niż m iędzy monomeram i tego samego łań­
cucha.

Egelman i DeRosier [14, 15], potw ierdzając wcześniejsze obserwacje 
Hanson [26], zwrócili uwagę na to, że filam enty w parakrysztale cechuje 
większy stopień strukturalnego uporządkowania niż pojedyncze filam en­
ty, których obrazy dyfrakcyjne w skazują na znaczną zmienność i przy-

Ryc. 10. Ułożenie monomerów w  filamencie aktynowym według Egelmana i De­
Rosier [14]. a. Widok wzdłuż osi filamentu. Czterema wektorami zaznaczono radialne 
pozycje dwóch sferycznych domen w  dwóch monomerach; kąt między domenami 1 
i 1' jest taki sam jak kąt między 2 i 2' i wynosi średnio 167°. b. Widok boczny. 
Strzałką zaznaczono oś filamentu; osiowe przesunięcie dwóch domen monomeru z 

wynosi około' 10 A. c. Fragment filamentu
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padkowość skrętu podwójnej helisy, czyli liczby monomerów przypada­
jących na jeden obrót helisy. Różnicy tej nie tłum aczy fakt, że każdy 
w ynik uzyskany na parakryształach jest już uśredniony, ponieważ obrazy 
dyfrakcyjne pojedynczych filam entów „w yciętych” z parakryształu  są 
bardziej zbliżone do uzyskiwanych dla wiązki filam entów w  parakryszta- 
le niż dla oddzielnych filam entów [15]. Autorzy przytaczają wiele dowo­
dów na to, że zmienność skrętu  helisy jest właściwością filamentów, a nie 
skutkiem  deform acji pod wpływem  procedury kontrastow ania p repara­
tów, oraz że deform acji prowadzącej w tym  przypadku do zwiększenia 
strukturalnego uporządkowania ulegają raczej filam enty w parakryszta­
łach typu bocznych agregatów [15, 16]. Ryc. 10 pokazuje nowy model fi- 
lam entu aktynowego zaproponowany przez Egelmana i DeRosier [14] na 
podstawie analizy obrazów dyfrakcyjnych pojedynczych filamentów. Mo­
del uwzględnia dwudomenową budowę monomeru i jego ogólne wym ia­
ry  określone w badaniach krystalograficznych ak tyny  w kompleksie 
z DN-azą I [69, 76]. W konstrukcji m odelu posłużono się m etodą porów­
nyw ania obrazów dyfrakcyjnych modelu, w których system atycznie zmie­
niano orientację podjednostek, z obrazami dyfrakcyjnym i rzeczywistych 
filamentów. Stwierdzono, że wspólną cechą kilkuset obrazów dyfrakcyj­
nych prostych odcinków filam entów w negatywowo barw ionych prepa­
ratach  była niska i zmienna względna intensywność refleksów na pierw ­
szej linii warstw owej, których źródłem jest długookresowa praw oskrętna 
helisa oraz powtarzalność rozmieszczenia intensywności refleksów 
wzdłuż szóstej i siódmej linii warstw owej, k tórych źródłem jest odpo­
wiednio lew oskrętna genetyczna helisa o okresie 5,9 nm  i praw oskrętna 
genetyczna helisa o okresie 5,1 nm. Z tych cech wynika, że wzajem na 
orientacja monomerów w kierunku osiowym (odległość m iędzy centram i 
kolejnych monomerów wzdłuż osi filamentu) jest stosunkowo stała; m ają 
one natom iast pewien stopień swobody kątow ej rotacji w płaszczyźnie 
prostopadłej do osi filam entu. Analizując ponad 200 modeli o różnych 
orientacjach monomerów, najlepszą zgodność symulowanych obrazów dy­
frakcyjnych z rzeczywistym i otrzym ano ustaw iając oba centra m asy dwu- 
domenowego m onomeru na linii lew oskrętnej genetycznej helisy i do­
puszczając kątow ą rotację monomerów rzędu około 10°. C harakterystycz­
na dla filam entów  zmienność skrętu podwójnej helisy jest w łaśnie efek­
tem  kątow ej ro tacji monomerów [14, 15].

Stwierdzenie, k tóry  z dotychczasowych modeli jest bliższy rzeczywi­
stości, w sposób zasadniczy zależy od średnicy filam entu aktynowego. 
Modele, w których dłuższa oś m onomeru zorientowana jest równolegle 
do osi filam entu, m ają średnicę 6 - 8  nm  [55, 72, 74, 76, 87], a model 
Egelmana i DeRosier, w którym  m onomery ustawione są niem al prosto­
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padle do osi filam entu, ma średnicę 9,5 nm. Zdaniem Egelmana i współ­
prac., wyniki pomiarów na parakryształach typu bocznych agregatów 
mogą być zaniżone w skutek deform acji filam entów przy w ytw arzaniu 
m iędzyfilam entow ych wiązań w parakrysztale, w negatywowo barw io­
nych zaś preparatach oddzielnych filam entów  barw nik zaciera zew nętrz­
ne kon tury  cząsteczek. Średnica mierzona na replikach filam entów  uzy­
skanych m etodą szybkiego zamrażania, rytow ania i obrotowego napyla­
nia wynosi (po uwzględnieniu popraw ki na grubość w arstw y metalu) 
7 - 8  nm  według [20], a około 7 do 9 nm  według [36]. W tym  drugim  
przypadku zastosowano zmodyfikowaną procedurę zmniejszającą możli­
wość powstawania artefaktów  [36]. W najnow szych pom iarach na u ltra- 
cienkich skraw kach mięśnia przygotowanego do m ikroskopii elektrono­
wej nową metodą, bez odwadniania tkanki, uzyskano wartość 9,5 nm  
[47]. A rgum entem  silnie przem aw iającym  za orientacją monomerów zbli­
żoną do prostopadłej w stosunku do osi filam entu jest uśrednione radial­
ne rozmieszczenie gęstości wokół osi filam entu aktynowego, obliczone 
z rentgenogram ów  żywego mięśnia, wskazujące na średnicę około 10 
nm  [17].

Model Egelmana i DeRosier skłonił już innych autorów  do zgod­
nej z tym  modelem identyfikacji monomerów aktyny w tró jw ym iaro­
wej rekonstrukcji filam entu ak tyny  udekorowanego subfragm entem -1 
m iozyny [79]. O rientację monomerów zbliżoną do proponowanej przez 
Egelmana i DeRosier pokazuje również zilustrowana na ryc. 11 tró jw y­
m iarowa rekonstrukcja F-aktyny w kompleksie z tropomiozyną au to r­
stwa O’Briana i współprac. [59], mimo iż rekonstrukcja ta oparta jest 
na obrazach dyfrakcyjnych parakryształów  typu bocznych agregatów. 
Prawdopodobnie użycie w tym  przypadku jednow arstwowych a nie wie­
lowarstwow ych agregatów zmniejszyło zniekształcenia orientacji mono­
merów. W rekonstrukcji O’Briena i współprac, sąsiednie m onomery ak­
tyny  tworzą ze sobą literę V. Podobne ułożenie m ateriału  białkowego 
udało się zauważyć naw et bezpośrednio na elektronow ych m ikrofoto­
grafiach negatywowo barwionych filam entów aktyny [86]. Oglądając fila ­
m enty częściowo udekorowane subfragm entem -1 miozyny, dzięki znanej 
polarności „grotów strzały” charakteryzujących s truk tu rę  udekorowanych 
filamentów, można było ustalić, że „litery  V”, ostrym  końcem skierowa­
ne przeciwnie do „grotów strzały”, w m ięśniu skierowane są ku linii Z. 
Rekonstrukcja O’Briena i współprac, uwidacznia ponadto nierówną wiel­
kość dwóch domen monomeru aktyny i sugeruje, że m niejsza domena 
jest usytuow ana bliżej osi filam entu.

Większość cytowanych badań wykonano na aktynie z mięśni szkiele­
towych kręgowców. Ze względu na wysoce konserw atyw ną pierwszorzę-

http://rcin.org.pl



112 H . ST R Z EL E C K A -G O Ł A SZ EW SK A

dową struk tu rę  aktyny [52] nie należy oczekiwać zasadniczych różnic 
V / budowie polim eru zależnie od źródła ak tyny  i dotychczasowe badania 
ich nie wykazały. Można jednak spodziewać się drobnych różnic, np. 
w swobodzie kątow ej ro tacji monomerów, ponieważ wyniki badań bio­
chemicznych wskazują na różnice w sile w iązań międzymonom erycznych 
w polim erach różnych izoform aktyny w pewnych w arunkach [24, 67]. 
Rzeczywiście, dla populacji filam entów  ak tyny  pochodzącej z różnych 
źródeł uzyskano różne średnie wartości skoku helisy [15]. Jak  podkreśla­
ją Egelman i współprac. [15], możliwość kątow ej rotacji monomerów 
w polim erze może być bardzo istotna m.in. dla funkcjonowania mięśnia, 
ze względu na zupełnie inną helikalną sym etrię filam entów  aktynow ych 
i miozynowych. Kątowa rotacja zarówno główek miozynowych, jak i mo­
nom erów aktyny ułatw iałaby wytw orzenie optym alnej liczby między- 
filam entow ych połączeń koniecznych dla generacji napięcia lub przesu­
wania się filam entów  aktynow ych i miozynowych względem siebie pod­
czas skurczu. Znaczenie zmian orientacji m onomerów w filam entach ak­
tyny dla funkcjonowania różnego rodzaju powierzchniowych wypustek 
kom órek niem ięśniowych omawiane jest obszernie przez DeRosier i Til- 
ney’a [13]. O ile model Egelm an’a i DeRosier, w k tórym  każdy mono­
m er łączy się z dwoma sąsiednimi (ryc. 10c), dopuszcza (i zakłada) moż­
liwość kątow ej ro tacji monomerów, nadającej filam entom  cechę gięt­
kości, wcześniejszy model Hanson i Lowy’ego im plikował połączenie 
każdego m onom eru z czterem a sąsiednimi (ryc. Ib), co m usiałoby pro­
wadzić do znacznego usztyw nienia filam entu. Tymczasem w ew nątrzfila- 
m entowe ruchy rotacyjne monomerów wykazywano w prowadzonych od 
dawna dynam icznych badaniach F -ak tyny  in vitro i cienkich filam entów 
in vivo  za pomocą różnych technik spektroskopowych (odnośniki w [63, 
64], a giętkość filam entów aktynow ych uwidoczniono film ując filam enty 
w  mikroskopie optycznym  [57, 93].

N aturalne filam enty aktynow e wyizolowane z mięśni, czyli cienkie 
filam enty oprócz aktyny zaw ierają tropomiozynę, a cienkie filam enty 
wyizolowane z mięśni szkieletowych również troponinę, k tó ra  łącznie 
z tropom iozyną czyni reagowanie ak tyny  z miozyną zależne od stężenia 
jonów Ca2+ i w ten  sposób reguluje proces skurczu mięśni szkieleto­
wych (odnośniki w [11]). Ponieważ obecność tropom iozyny nie zmienia 
wyglądu filam entów  w mikroskopie elektronowym, jeszcze przed w pro­
wadzeniem  m etody trójw ym iarow ych rekonstrukcji do badań s tru k tu ry  
filamentów, Hanson i Łowy [28] w ysunęli więc przypuszczenie, że linio­
we polim ery wysoce asym etrycznych cząsteczek tropomiozyny, długości 
około 40 nm  i grubości zaledwie około 2 nm, naw inięte na aktynow y 
trzon filam entu, mieszczą się w rowkach między łańcuchami monome­
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rów  aktyny. Ze stechiom etrii obu białek w m ięśniu i w ich kompleksie 
sztucznie w ytworzonym  in vitro wynika, że każdy filam ent zawiera dwa 
łańcuchy cząsteczek tropomiozyny. Periodyczne rozmieszczenie troponi- 
ny wzdłuż filam entu określone jest z kolei przez miejsce jej wiązania 
w cząsteczce tropom iozyny (ryc. 1 [11]).

Na dyfrakcyjnych obrazach parakryształów  cienkich filam entów  
obecność tropom iozyny uwidacznia się wzmocnieniem względnej in ten­
sywności refleksów na drugiej linii warstw owej (rys. 7d), co w ynika 
z nadania filam entom  cech czteropasmowej helisy przez łańcuchy tro ­
pomiozyny znajdujące się między dwoma łańcuchami aktyny (podwój­
na helisa nie może być źródłem silnych odbić drugiego rzędu [27, 58]). 
Te same szczegóły widać na obrazach dyfrakcji prom ieni X na mięśniu. 
Okazało się jednak, że druga „aktynow a” linia warstw ow a jest widoczna 
tylko na rentgenogram ach m ięśnia w stanie skurczu, a w przypadku 
m ięśnia rozkurczonego zanika [33, 43]. Te zmianę zintepretowano jako 
rezu lta t przesunięcia tropom iozyny z bardziej centralnego położenia m ię­
dzy łańcucham i ak tyny  ku  brzegowi rowka między tym i łańcuchami, 
bowiem przy  takim  rozmieszczeniu tropom iozyny cechy poczwórnej he­
lisy ulegają zatarciu. To przesunięcie tropom iozyny powiązano z regu­
lacją skurczu m ięśnia sugerując, że w położeniu bliższym brzegu rowka 
tropom iozyna przestrzennie blokuje miejsce wiązania główek miozyno- 
wych w  aktynie i w ten sposób powoduje rozkurcz [33, 43, 65]. Ciąg 
reakcji zachodzących z udziałem  troponiny, a prowadzących do zmiany 
położenia tropom iozyny na filamencie cienkim  w mięśniu szkieletowym, 
om aw iany jest w [11].

Dla spraw dzenia hipotezy przestrzennego blokowania próbowano do­
kładnie określić miejsce tropom iozyny w filamencie w  stosunku do ob­
szaru kontaktu  monomerów aktyny z główkami miozynowymi. W tym

TABELA 2

Średnie radialne i azymutalne położenie tropomiozyny w cienkich filamentach w „aktywnym” 
i „nieaktywnym” mięśniu określone w badaniach rentgenograficznych

Autorzy
Mięsień aktywny Mięsień nieaktywny

promień
(Ä)

azymut
(stopnie)

promień
(Ä)

azymut
(stopnie)

Huxley [43] 32 70 44 46
Haselgrove [33] — 70 — 50
Parry i Squire [65] 33-35 65-70 42-45 45-50

Azymut jest określony w stosunku do prostej łączącej centra sąsiednich monomerów aktyny 
w dwóch przeciwnych łańcuchach podwójnej helisy.
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celu porównywano otrzym ane metodą optycznej dyfrakcji tró jw ym ia­
rowe rekonstrukcje filam entów samej aktyny, filam entów  zawiera­
jących tropomiozynę i troponinę oraz obu tych rodzajów filam entów  ude­
korowanych subfragm entem -1 m iozyny [3, 43, 49, 55, 59, 65, 71, 74, 78, 
83-85, 87, 89]. Ponieważ średnica cząsteczki tropom iozyny jest na grani­
cy rozdzielczości obrazów mikroskopowych, w ostatnich więc publika­
cjach [3, 59, 78, 85] do identyfikacji tropom iozyny wykorzystyw ano in­
form acje z badań rentgenograficznych o średnim  radialnym  i azym utal- 
nym  rozmieszczeniu centrum  m asy tropom iozyny (tab. 2). Ciągłe pasmo 
m ateriału  zidentyfikowanego jako tropom iozyna wyjątkow o wyraźnie 
widoczne jest w trójw ym iarow ej rekonstrukcji 0 ’Briena i współprac, 
(ryc. 11), pokazującej tropomiozynę w pozycji „nieblokującej”. Podobnie 
jak w m odelach innych autorów, każdy łańcuch tropom iozyny — rów-

Ryc. 11. Trójwymiarowa komputerowa rekonstrukcja filamentu F-aktyny w kom­
pleksie z tropomiozyną. Grubsza strzałka wskazuje mniejszą domenę monomeru 
aktyny, do której przyłączona jest tropomiozyna. Tropomiozyna widoczna jest w po­
staci dwóch ciągłych pasm (jedno z nich jest częściowo zasłonięte przez monomery 

aktyny) (według O’Briena, Coucha, Johnsona i Morrisa [59])
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Ryc. 12. Trójwymiarowy model fragmentu cienkiego filamentu w kompleksie z sub- 
fragmentem-1 miozyny, a. Widok wzdłuż osi filamentu. b. Widok z boku. Linią prze­

rywaną zaznaczono przypuszczalnie kontury monomerów aktyny A, tropomiozyny 
TM i subfragmentu-1 (S-l) (według Taylora i Amos [78])

Ryc. 13. Diagramy ilustrujące obszary kontaktu między monomerami aktyny Ac, 
tropomiozyną Tm i subfragmentem-1 miozyny S l w  „udekorowanym” filamencie 
oglądanym wzdłuż osi. a. według H uxley’a [43], znaki zapytania oznaczają przy­
puszczalną pozycję tropomiozyny; b. według Taylora i Amos [78]; c. według Amos, 
H uxley’a, Holmesa, Goody i Taylora [3]; d. według Toyoshima i Wakabayashi [85]
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nież w pozycji „nieblokującej” — zasocjowany jest tylko z jednym  
z dwóch łańcuchów monomerów aktyny i ściśle pow tarza jego skręt. 
Stan odpowiadający rozkurczowi m ięśnia in vitro symulowano badając 
cienkie filam enty w nieobecności jonów Ca2+ [22, 71] lub filam enty 
ak tyny  połączonej z tropom iozyną i TnI, składnikiem  troponiny ham u­
jącym  skurcz [59, 61, 87], W yniki optycznej dyfrakcji potw ierdzają prze­
sunięcie tropom iozyny ku brzegowi filam entu, chociaż w tym  przypadku 
w trójw ym iarow ych rekonstrukcjach nie udało się rozróżnić ciągłego 
pasma tropomiozyny.

Trudności in terp retacji wyników dyfrakcji ulegają zw ielokrotnieniu 
w m iarę przechodzenia do coraz bardziej złożonych układów; określe­
nie konturów  poszczególnych białek w trójw ym iarow ej rekonstrukcji 
cienkiego filam entu „udekorowanego” subfragm entem -1 miozyny, k tórej 
przykład pokazuje ryc. 12, jest już bardzo dyskusyjne. Toteż nie tylko 
różni, lecz także ci sami autorzy w kolejnych publikacjach inaczej identy­
fikowali poszczególne regiony map gęstości m ateriału, otrzym anych m e­
todą transform acji Fouriera. Do istotnych zmian in tepretacji [71, 79] 
przyczyniły się nowe inform acje o budowie filam entu sam ej aktyny, 
a w szczególności określenie ukierunkow ania asymetrycznego monomeru 
ak tyny  w stosunku do linii Z w m ięśniu [71, 86]. Usytuowanie tropom io­
zyny w stosunku do subfragm entu-1 we wcześniejszych modelach (ryc. 
13a i odnośnik [87]) okazało się nieprawidłowe, ponieważ identyfikację po­
szczególnych białek w tych modelach oparto na porównaniu „udekoro­
wanych” filam entów z odwrotnie ukierunkow anym i filam entam i samej 
aktyny z tropom iozyną [71, 78]. Zwrócono uwagę na destrukcje powodo­
wane przez naświetlenie negatywowo barw ionych preparatów  w m ikro­
skopie elektronow ym  i starano się ich uniknąć przez m inim alną ekspozy­
cję fotografowanych fragm entów [78, 84]. K olejne m odyfikacje modeli 
(ryc. 13) nie doprowadziły jeszcze do uzgodnienia poglądów. Szczególną 
trudność nadal sprawia identyfikacja tropom iozyny na filamencie udeko­
rowanym  subfragm entem -1 miozyny, ale nie ma też pełnej zgodności co 
do identyfikacji monomerów aktyny. W najnow szym  m odelu Amos 
i współprac, (ryc. 13c) i bardzo do niego zbliżonym modelu 0 ’Briena 
i współprac. [59] subfragm ent-1 reaguje równocześnie z dwoma sąsiedni­
mi m onomeram i aktyny z przeciwnych łańcuchów podwójnej helisy zgod­
nie z wynikam i badań biochemicznych, w których m etodą chemicznego 
sieciowania stwierdzono, że jedna główka m iozyny jest w kontakcie 
z dwoma monomerami aktyny [56]. W najnow szym  m odelu Toyoshimy 
i W akabayashi (ryc. 13d) subfragm ent-1 jest w kontakcie z jednym  m o­
nomerem, zgodnie z nowszymi wynikam i chemicznego sieciowania, które 
w ykazały stechiom etrię 1 : 1 [8, 25, 35, 77]. W ydaje się, że orientacja 
monomerów aktyny i usytuowanie tropom iozyny jest jednak bardziej
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praw idłow a w modelu Amos i współprac, (ryc. 13c). Oba modele nie w y­
kluczają możliwości przestrzennego blokowania wiązania główki miozy- 
nowej przez aktynę; chociaż w obu przypadkach obszar kontaktu  sub- 
fragm entu-1 z aktyną jest rozległy, specyficzne miejsce wiązania jest 
z pewnością ograniczone do niew ielkiej części tego obszaru.

A lternatyw ą fizycznego blokowania miejsca reagowania ak tyny  z mio­
zyną jest m odyfikacja s truk tu ry  ak tyny  przez białka regulujące. Obecne 
poglądy na ten tem at w świetle dowodów otrzym anych m etodam i bioche­
m icznymi dyskutow ane są w pracy [11]. M odyfikacja aktyny może ogra­
niczać się do lokalnej zmiany konform acji m onomeru zgodnie z wynikam i 
wczesnych badań dyfrakcji prom ieni X na żywym mięśniu, które nie 
wykazały zmian struk turalnych  param etrów  helisy aktyny w zależności 
od stanu  mięśnia [16, 40], Możliwość większych zmian sygnalizowały ana­
lizy dyfrakcyjne parakryształów  cienkich filam entów w obecności 
i nieobecności jonów Ca2+ [22, 60]. Do zagadnienia tego powrócono w os­
tatn ich  badaniach rentgenograficznych na mięśniu. Dzięki zwiększeniu 
dokładności pomiarów i znacznemu skróceniu czasu rejestracji obrazów 
dyfrakcyjnych przez użycie intensywniejszego, synchrotronowego źród­
ła prom ieni X, udało się zauważyć zmiany intensywności refleksów od­
powiadających lewo- i praw oskrętnej genetycznej helisie ak tyny  przy 
przejściu m ięśnia ze stanu rozkurczu do izometrycznego skurczu i w y­
kazać, że zm iany te wyprzedzają wzrost napięcia mięśnia [88]. In te r­
pretacja tych  obserw acji wymaga dalszych badań.

Można się spodziewać, że do lepszego poznania s tru k tu ry  cienkiego 
filam entu na poziomie m olekularnym  i jego oddziaływania z główkami 
m iozyny przyczynią się wyniki prowadzonych obecnie w kilku laborato­
riach analiz rentgenokrystalograficznych ak tyny  z rozdzielczością większą 
od uzyskiw anej dotychczas. Poznanie rozmieszczenia polipeptydowego 
łańcucha ak tyny  w obu domenach m onomeru umożliwi wykorzystanie 
wielu już dostępnych inform acji o udziale poszczególnych fragm entów 
łańcucha polipeptydowego aktyny w wiązaniu tropom iozyny i fragm entów 
główki miozynowej do rozstrzygania wątpliwości nasuw ających się w ba­
daniach struk turalnych  i w eryfikacji proponowanych modeli.

WNIOSKI

1. F ilam ent aktynow y w ykazuje jednokierunkow ą struk tura lną  polar- 
_ ność wynikającą z kierunkowego ułożenia m onomerów wzdłuż osi fila­

m entu.
2. Jednokierunkow e ułożenie wiązek filam entów w stosunku do dysku 

Z w mięśniu szkieletowym, a do błony komórkowej w różnego rodzaju
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w ypustkach komórkowych, jest podstawą generacji kierunkow ych sił po­
wodujących skurcz i inne przejaw y ruchliwości.

3. Inną konsekwencją polarności filam entu aktynowego jest w ybiór­
cze przyłączanie na jednym  z jego końców różnych białek spełniających 
w komórce rolę regulatorów  długości polim eru aktyny.

4. W śród modeli filam entu aktynowego coraz większe poparcie zysku­
je nowy model, w którym  asym etryczne, dwudomenowe m onomery uło­
żone są dłuższą osią pod kątem  do osi filam entu.

5. M onomery w filamencie m ają swobodę kątow ej rotacji rzędu oko­
ło 10°, co ułatw ia w ytw arzanie połączeń z filam entam i miozynowymi 
w procesach skurczu i, być może, z innym i białkam i w różnych uporząd­
kow anych struk tu rach  komórkowych, pełniących funkcję cytoszkieletu 
i/lub odgrywających rolę w procesach ruchliwości.

6. Znajomość struk tu ry  filam entu aktynowego jest niezbędna do poz­
nania m echanizm u oddziaływania ak tyny  z miozyną w procesie skurczu 
mięśnia.
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ROZW ÓJ I ULTRASTRUKTURA ŻEŃSKIEGO GAMETOFITU ROŚLIN
OKRYTONASIENNYCH *

DEVELOPMENT AND ULTRASTRUCTURE OF FEMALE GAMETOPHYTE
IN ANGIOSPERMS

Bohdan RODKIEWICZ i Józef BEDNARA 

Instytut Biologii, Uniwersytet Marii Curie-Skłodowskiej, Lublin

Streszczenie. Gametofity — męski i żeński rozwijają się pod epigenetyczną kontrolą 
sporofitu, który m. in. determinuje płeć gametofitu. W zalążku najpierw rozwija 
się mejocyt oddzielający się od reszty komórek warstwą kalozy. Pod koniec I pro- 
fazy kaloza zanika z jednego wierzchołka mejocytu — heteropolaryzacja. Po mejozie 
bezkalozowy wierzchołek jest miejscem, gdzie rozwija się megaspora funkcjonalna. 
W intermitotycznych okresach rozwoju gametofitu pojawia się i zanika ziarniste 
ER, a do ścian wbudowuje się osmofilny materiał. W synergidzie, ale nie w komórce 
jajowej, rozwija się ziarniste ER przekształcające się później w masę pęcherzyków, 
buduje się aparat włókienkowy, do bocznych ścian odkłada się materiał osmofilny, 
podczas gdy chalazalna ściana zanika — otwiera się droga dla komórki plemniko­
wej.

Summary. A meiocyte (fig. 1) after meiosis gives rise to a tetrad of megaspores 
(fig. 2). The three degenerating megaspores are covered by callose walls, while the 
functional megaspore wall is partly without callose (fig. 3). There is general 
coinsidence between a lack of callose and the position of the functional megaspore 
in a tetrad.

Newly formed cells of egg apparatus are of very similar internal structure 
(figs. 4-6). They differentiate into two synergids and an egg cell. The developing 
synergids of Stellaria media set up a filiform apparatus (fig. 7) which seems to 
grow by addition of materials brought by large vesicles (fig. 8).

Long, rough ER cisternae are arranged along the developing synergids. These 
cisternae are later fragmented into vesicles (fig. 10). The ER development coincides 
with a deposition of osmiophilic material into the walls (fig. 14) of the micropy- 
lar and middle parts of the cells. At this time inside the walls appear numerous 
perpendicular fibrils (fig. 9). The walls become thicker but their chalazal parts are

* Referat wygłoszony podczas II Ogólnopolskiej Konferencji Biologii Komórki, 
Warszawa, 18 - 20 IX 1985 r.
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caused to stretch and thin down by growing cells. Eventually the chalazal walls 
are discontinued (fig. 15) and disappear. The microtubules are situated along the 
synergids (fig. 12).

An egg cell does not develop ER. A large vacuole in the middle seems to have 
its origin in a large number of vesicles apparently of dictyosomal origin (fig. 7).

GAMETOFITY I SPOROFITY W CYKLU ROZMNAŻANIA

Cykl płciowego rozm nażania rośliny należącej do grupy Spermato-  
phyta  (rośliny nasienne) kończy się wytw orzeniem  nasion. Aby nasienie 
powstało, potrzebne są trzy  organizmy: dwa z nich są zróżnicowanymi 
płciowo haploidalnym i gametofitami, trzeci jest diploidalnym  sporofitem  
[17, 20]. Zatrzym am y się tylko na gam etofitach roślin okrytonasiennych 
(Angiospermae). Jeden z gam etofitów — żeński, nazyw any megagameto- 
fitem  lub woreczkiem zalążkowym, w ytw arza kom órkę jajową, drugi — 
męski gam etofit (ziarno pyłku) w ytw arza dwie gam ety nazyw ane kom ór­
kam i plemnikowymi. Oba gam etofity m ają mikroskopowe w ym iary i są 
zbudowane z niewielkiej, zwykle ściśle określonej liczby komórek. Doj­
rzały  gam etofit żeński najczęściej jest siedmiokomórkowy, w tym  jed­
na kom órka jajowa; na dojrzały gam etofit m ęski praw ie wszystkich 
roślin okrytonasiennych składają się trzy  komórki, w tym  są dwie ga­
mety.

G am etofity obu płci rozw ijają się z kom órek trzeciego organizm u 
zwanego sporofitem. Komórki, które dają początek gam etofitom  są poło­
żone w pręcikach i zalążkach zam kniętych w  młodych pąkach kw iato­
wych. G am etofity rozw ijają się z pom ejotycznych zarodników: męski ga­
m etofit z m ikrospory, a żeński z megaspory. Sporofity są zatem  form al­
nie organizm am i bezpłciowymi, ponieważ nie w ytw arzają gamet, a tylko 
dwa rodzaje zarodników. K iedy jednak m ówimy o płciowych i bezpłcio­
wych organizm ach roślinnych, nie powinniśm y pojęcia płci zbytnio antro- 
pomorfizować lub zoomorfizować. W śród roślin są gatunki, k tórych spo- 
rofity  są zróżnicowane na dwie kategorie, jedne są roślinam i męskimi 
i w ydają kw iaty  pręcikowe (męskie), inne są roślinam i żeńskimi, m ają­
cymi kw iaty  słupkowe (żeńskie). Rośliny te nazyw am y żeńskimi i mę­
skimi, mimo że nie w ytw arzają one żadnych gamet, a tylko m ikrospory 
lub megaspory. Jednak sporofity z m egasporam i różnią się od sporofitów 
z m ikrosporam i liczbą chromosomów i m ają w zespołach chromosomo­
wych chromosomy płciowe. Rośliny te różnią się także rozm aitym i inny­
mi cechami: wzrostem, długością życia, pokrojem  [2, 3], co przypom ina 
zróżnicowanie cech płciowych u zwierząt.

Ogromna większość gatunków roślin okrytonasiennych m a obupłciowe 
sporofity, tj. na jednej roślinie rosną pręciki i słupki, a w zespole chro­
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mosomowym nie ma chromosomów płciowych. Toteż męskie gametofi- 
ty  rozw ijające się w pręcikach nie różnią się chromosomami od żeńskich 
gam etofitów  rozw ijających się w zalążkach. Żeńskie i męskie gameto- 
fity  oraz sporofity m ają takie same chromosomy i genomy, chociaż w spo- 
roficie są one w podwojonej liczbie. Możliwości rozwojowe m acierzy­
stych kom órek obu rodzajów gametofitów i sporofitu muszą więc być 
takie same. O kierunku rozwoju każdej z tych kom órek powinny decy­
dować w arunki środowiska. Dlatego z m ikrospory w norm alnym  pylni- 
ku  in situ rozw ija się gam etofit męski (pyłek), ale jeśli odcięty pylnik 
hodować w specjalnych w arunkach in vitro, m ikrospory rozwiną się 
w haploidalne sporofity [32], a nie w męskie gam etofity. Podobnie można 
by zmienić kierunek rozwoju megaspory, gdyby wiedziano, jakich wa­
runków  do tego potrzebuje zalążek. Dawne i nowsze doświadczenia po­
kazały, że z mejocytów w pylnikach mogą się w pewnych w arunkach 
rozwijać tw ory bardzo podobne do żeńskiego gam etofitu [35, 61]. To rów ­
nież dowodzi, jak  labilny jest rozwój komórki, która w organizmie jest 
predestynow ana do stania się gametofitem .

S tru k tu ra  i płeć gam etofitu kształtu je  się więc zależnie od organu, 
w k tórym  nastąpiła indukcja mejotyczna. Przedm ejotyczne kom órki m a­
cierzyste m ikrospor i megaspor muszą mieć identyczne możliwości roz­
wojowe, przynajm niej u roślin obupłciowych. Dlatego też nie bez racji 
pręciki nazyw ane są organam i m ęskimi [17], a słupki z zalążkami żeń­
skimi, bo determ inują one tylko płeć gametofitów, chociaż nie m ają bez­
pośredniego związku z gametami.

MEGASPOROGENEZA

Rozwój gam etofitu żeńskiego zaczyna się od jednej kom órki nazyw a­
nej megasporą funkcjonalną. Jest ona jedną z czterech m egaspor (w ty ­
pie monosporowego rozwoju), k tóre powstają po m ejotycznym  podziale 
kom órki m acierzystej położonej w wierzchołkowej części zalążka [1, 2]. 
Tylko w  tym  m iejscu tworzą się w arunki do rozpoczęcia m ejozy i ukształ­
towania się m egaspor w procesie m ejotycznego podziału, a następnie 
zróżnicowania się m egaspory funkcjonalnej. W zalążkach niektórych ga­
tunków  roślin zasięg indukcji m ejotycznej jest nieco większy, ale nie 
obejm uje więcej niż kilkanaście komórek.

P rzy  badaniu megasporogenezy nasuwa się od razu kilka problemów 
dotyczących: a) czynników, które indukują mejozę, zwykle w jednej 
z wielu kom órek zalążka; b) mechanizmów m ejotycznych przekształceń 
chromosomów; c) przem ian plastydów i m itochondriów; d) u ltrastruk tu -
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ralnych i m olekularnych przem ian cytoplazm y właściwej diploidalnej ko­
mórce sporofitu, jaką jest kom órka m acierzysta, na cytoplazmę haploi- 
dalnej kom órki gametofitu, którą jest megaspora; e) determ inacji jed­
nej m egaspory funkcjonalnej z czwórki (tetrady) megaspor powstających 
w monosporowym typie rozwoju woreczka zalążkowego.

Nie wiem y zupełnie, jakie są induktory  mejozy. Form ułuje się je­
dynie bardzo ogólnikowe przypuszczenia. M echanizm przejścia kom órki 
z podziałów m itotycznych do mejozy prawdopodobnie musi być niezw y­
kle stabilny i niezawodny, bowiem m ejotycznie dzielą się tylko ściśle 
określone komórki, kiedy jakieś czynniki pochodzące z całej rośliny ukon­
sty tuu ją  w jednym  miejscu zalążka w arunki odpowiednie do inicjacji 
mejozy [41]. W szystkie dotychczasowe wysiłki doprowadzenia do mejozy 
i rozwoju pyłku w hodowlach in vitro odciętych, przedm ejotycznych pyl- 
ników były nieudane. Natomiast pylniki, w których mejoza się rozpoczęła, 
mogą po przeniesieniu in v itro  dojrzewać i w ytw arzać pyłek. W ystarczy, 
aby m ejocyty w przenoszonych pylnikach były w stadium  leptotenu.

Znane są dosyć dokładnie struk tu ra lne  i u ltrastruk tu ra lne  procesy za­
chodzące w chromosomach podczas pierwszej profazy m ejotycznej [65]. 
W arunkują one wym ianę oraz późniejszą redukcję liczby chromosomów. 
Po redukcji i po zakończeniu drugiego podziału m ejotycznego tw orzy się 
tetrada zarodników (spor). Większość obserwacji mejozy dotyczy m ikro- 
sporogenezy, ale sądzi się, że mejoza przebiega zasadniczo tak  samo wszę-

Fot. 1. Zalążek Stellaria media  z mejocytem w  fazie leptotenu (pierwsza profaza 
mejotyczna); półcienki preparat barwiony błękitem toluidyny. Pow. 600 X 

Fot. 2. Tetrada megaspor Fuchsia hybrida hort. U góry megaspora funkcjonalna 
z cienką ścianą na wierzchołku mikropylarnym. Preparat gnieciony, niebarwiony.

Pow. 600 X
Fot. 3. Tetrada megaspor Fuchsia hybrida hort., ściany komórkowe fluoryzują po 
reakcji na kalozę z błękitem aniliny. Fluorescencja całych ścian trzech degeneru­
jących megaspor i tylko części ściany megaspory funkcjonalnej. Mikroskop fluore­

scencyjny. Pow. 600 X 
Fot. 4. Gametofit żeński (woreczek zalążkowy) Stellaria media  we wczesnym sta­
dium komórkowym. U góry widoczne dwie komórki (z trzech) aparatu jajowego, 
jądra komórkowe są jasne; środek zajmuje komórka centralna z dużą wakuolą 
i dwoma jądrami komórkowymi, w każdym ogromne jąderko. Dolną (chalazalną) 
część wypełniają trzy antypody, u niektórych roślin rozrastają się one do zna­
cznych rozmiarów [8], Półcienki preparat barwiony błękitem toluidyny. Pow. 600 X

(wg [46])
Fot. 5. Młode komórki aparatu jajowego Stellaria media  wkrótce po zbudowaniu 

ścian komórkowych. Pow. 8000 X (wg [46])
Fot. 6. Cytoplazma młodych synergid w woreczku zalążkowym Epilobium, w okresie 
rozbudowywania ścian komórkowych. Widać plastydy ze skrobią, mitochondria 

i diktyosomy. Pow. 20 000 X (wg [4])
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dzie, a więc i w megasporogenezie. Megasporogeneza jednak prowadzi do 
utw orzenia te trady  zarodników inaczej rozmieszczonych niż w tetradzie 
powstałej po mikrosporogenezie. Różnicę tę w arunkuje kształt megaspo- 
rocytu i m ikrosporocytu. W kulistym  mikrosporocycie wrzeciono drugie­
go podziału m ejotycznego jest pod pewnym  kątem  do osi pierwszego po­
działu, co prowadzi zwykle do tetraedrycznego ułożenia się czterech mi- 
krospor w  tetradzie. Podłużny m egasporocyt (w rozwoju typu monospo- 
rowego) dzieli się poprzecznymi ścianami na cztery m egaspory ułożone 
liniowo wzdłuż osi m ikropylarno-chalazalnej (fot. 2). Każda z tych mega- 
spor jest inaczej położona względem komórek zalążka i być może znaj­
duje się w innym  m iejscu pola morfogenetycznego. Megaspory, chociaż 
powinny mieć takie same geny, nie rozw ijają się identycznie. W tetradzie 
uprzyw ilejow ana, funkcjonalna staje się jedna z m egaspor wierzchołko­
wych. Rozwija się ona w gam etofit żeński, podczas gdy pozostałe degene­
ru ją  i podlegają kom pletnej hydrolizie.

POŁOŻENIE MEGASPORY FUNKCJONALNEJ

Jedna z kom órek zalążka zaczyna mejozę (fot. 1) i we wczesnej pro- 
fazie otacza się polisacharydową w arstw ą kalozową. W tym  czasie wszy­
stkie inne kom órki u trzym ują ściany celulozowo-pektynowe. W krótce 
jednak część w arstw y kalozowej, obejm ującej jeden z wierzchołków me- 
jotycznej komórki, znika, ale reszta w arstw y okryw ającej boki i drugi 
wierzchołek m ejocytu pozostaje do końca mejozy. Pow stałe cztery mega­
spory są także oddzielone od siebie ścianami kalozowymi. Megasporą 
funkcjonalną staje się ta, k tóra jest położona na wierzchołku, gdzie nie 
ma ciągłej w arstw y kalozowej (fot. 3), a inne m egaspory otoczone ka- 
lozą w krótce degenerują.
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Fot. 7. Część komórki jajowej (z lewej) i synergidy Stellaria media  po stronie 
mikropylarnej. W komórce jajowej strefa homogennej cytoplazmy, diktyosomy D 
i pęcherzyki na obszarze, gdzie utworzy się wakuola, poniżej mitochondria i plas- 
tydy. W synergidzie aparat włókienkowy FA, niżej gęsta cytoplazma z dużą liczbą

cystern i pęcherzyków ER, mitochondriów i plastydów. Pow. 8000 X
Fot. 8. Pogranicze aparatu włókienkowego FA i cytoplazmy. Pęcherzyki z zawartością 
zdają się łączyć z wyrostkami aparatu włókienkowego, ściany synergidy CW.

Pow. 20 000 X
Fot. 9. Ściana między synergidami, wewnątrz delikatne fibryle ułożone prostopadle 
do powierzchni. Między ścianą i cytoplazmą oraz w  ścianie grudki osmofilnego ma­

teriału (strzałki). Pow. 25 000 X
Fot. 10. Środkowa część synergidy. Pasma cystern ER, które powstały po fragmen- 

tacji dłuższych cystern CW — ściany synergidy. Pow. 12 000 X
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Bezkalozowy wierzchołek m egasporocytu i funkcjonalna megaspora 
ogromnej większości gatunków monosporowych znajdują się po chalazal- 
nej stronie zalążków. Jedynie w rodzinie Onagraceae m ikropylarna stro­
na te trady  jest pospolitym miejscem różnicowania się m egaspory funk­
cjonalnej i w tej części ściana m ejocytu nie ma też kalozy. To zdaje się 
wskazywać, że chemiczne zróżnicowanie ściany profazowego m ejocytu 
określa, która z megaspor w ciągu mejozy stanie się funkcjonalna.

M ejocyty pewnych gatunków Oenothera nie m ają ściany kalozowej. 
M egaspory funkcjonalne różnicują się tam  po mejozie na obu wierzchoł­
kach tetrady, a dwie środkowe m egaspory degenerują wcześnie, ponie­
waż podczas podziału mejotycznego nie o trzym ują plastydów. To w y­
daje się potwierdzać przypuszczenie, że różne właściwości chemiczne ścia­
ny  na wierzchołkach m ejocytu określają różny kierunek rozwoju zloka­
lizowanych tam  megaspor, a jeżeli takiego zróżnicowania nie ma, obie 
m egaspory mogą stać się funkcjonalne. W szystkie te obserw acje nad roz­
mieszczeniem kalozy i jej związku z megasporogenezą dokonane przez 
nas i przez Brylass-Górską, K uran i Śnieżko były następnie potwierdzo­
ne i zreferow ane [9, 27].

Zmieniona chemicznie ściana m ejocytu nie jest jedynym  czynnikiem 
określającym  miejsce zróżnicowania się funkcjonalnej megaspory. Widać 
to z rezultatów  megasporogenezy w zalążkach m iędzygatunkowych m ie­
szańców Oenothera. Krzyżowano gatunki, k tórych m ejocyty m iały bardzo 
mało kalozy w ścianie i m egaspory funkcjonalne rozw ijające się na obu 
wierzchołkach tetrady, z gatunkiem  m ającym  kalozę w ścianie m ejocytu 
i funkcjonalną megasporę położoną na m ikropylarnym  wierzchołku te tra ­
dy tak, jak u praw ie wszystkich Onagraceae. W śród mieszańców F2 zna­
lazły się rośliny z m ejocytam i bez kalozy w ścianie, a mimo to z funkcjo­
nalną megasporą różnicującą się praw ie zawsze na w ierzchołku m ikro­
pylarnym  tetrady  [55-58].

Muszą być zatem inne niż kaloza czynniki kierujące różnicowaniem 
się m egaspory funkcjonalnej w określonym  m iejscu zalążka i tetrady. 
Możemy o nich mówić tylko spekulatyw nie. Przypisuje się znaczenie 
położeniu komórek względem tkanki przewodzącej, gradientom  horm o­
nów bez wątpienia tworzącym  się w zalążku, parcjalnem u ciśnieniu tle ­
nu [53], a także napięciom i ciśnieniom powodowanym przez otaczające 
tkanki [30]. W szystkie te czynniki mogą być morfogenetyczne, ale w usta­
lonych gatunkach z gam etofitem  o monosporowym lub bisporowym typie 
rozwoju m niej lub bardziej wyraźne, chemiczne zróżnicowanie ściany 
m ejocytu jest skorelowane z położeniem m egaspory funkcjonalnej. Wszę­
dzie była widoczna zbieżność między brakiem  kalozy na wierzchołku me­
jocytu i położeniem funkcjonalnej megaspory.
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WARSTWA KALOZOWA

Term inem  kaloza określa się m ateriał, którego chemizm i oznaczanie 
cytochemiczne są dyskusyjne [54, 45], ale k tó ry  zjawia się w ściśle okreś­
lonych miejscach podczas rozwoju rośliny oraz w w arunkach doświad­
czalnych. W arstwa kalozowa była dokładniej badana w mikrosporogene- 
zie niż w megasporogenezie. Kaloza zjawia się w ścianie m ikrosporocy- 
tu  na początku pierwszej profazy m ejotycznej. W edług opisów jednak 
w arstw a kalozy zaczyna się odkładać zależnie od gatunku w nieco in­
nym  stadium. Początkiem  syntezy w arstw y kalozowej w m ikrosporocy- 
tach Cucurbita ficifolia jest leptoten [16], w m ikrosporocytach Olea eu- 
ropea — zygoten [36], a w pręcikach kwiatów pszenicy synteza kalozy 
rozpoczyna się w przedm ejotycznych kom órkach archesporialnych [33]. 
Na ogół jednak początek syntezy odnosi się do okresu wczesnej profazy 
m ejotycznej. Trudno stwierdzić, czy te różnice są rzeczywiste, a nie w y­
nikają z braku dokładności oceny stadium  rozwojowego kom órki lub ze 
stosowania różnych metod do wykrycia pierwszych, bardzo m ałych zło­
gów kalozy.

Za pomocą m ikroskopu elektronowego prześledzono rozwój ścian ka- 
lozowych w pylnikach pszenicy [33], W miejscach przy ścianie komórki 
archesporialnej, gdzie zaczyna się odkładać kaloza, znajduje się gęsta 
cytoplazm a z dużą liczbą pęcherzyków różnej wielkości i dużo osmofil- 
nych cząstek. Prawdopodobnie jedne pęcherzyki niosą enzymy do rozcina­
nia błony komórkowej, a inne zaw ierają prekursory  kalozy. W pierw ­
szej fazie błona komórkowa jest rozcinana, a jej p łaty  odryw ają się od 
ściany komórkowej. Na te miejsca dostają się pęcherzyki z prekursora­
mi kalozy, po czym następuje synteza i budowa w arstw y kalozowej oraz 
zjaw ia się nowa błona komórkowa.

Można wnioskować, że przy budowie w arstw y kalozowej zmienia się 
cała błona komórkowa lub jej część. Jeżeli tak jest, to można sobie 
wyobrazić, że zmienia się przy tym  skład i rozmieszczenie receptorów. 
Receptory związków czynnych (hormony) były odkryte na powierzchni 
błony komórkowej rozm aitych komórek roślinnych [14] i powinny być 
na mejocytach. Postulow ana zmiana układu lub kategorii receptorów m u­
si naturaln ie  wpływać na kierunek różnicowania się komórki.

Twierdzi się, że ściana kalozowa jest dużo m niej przepuszczalna od 
ściany celulozowej, zwłaszcza dla większych cząsteczek. Dlatego w po­
czątkowym, krótkim  okresie, kiedy m ejocyt jest w całości otoczony w ar­
stwą kalozy, izoluje się on w jakimś stopniu od wszystkich pozostałych 
kom órek zalążka. Kiedy zaś kaloza zanika z jednego wierzchołka mejo- 
cytu, pogłębia się jego biegunowe zróżnicowanie i w miejscu, gdzie jest
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najlepsza kom unikacja z tkankam i zalążka, pow stają w arunki do założe­
nia się m egaspory funkcjonalnej. Miejsce to, prócz braku kalozowej w ar­
stwy, odznacza się jako jedyne w mejocycie licznymi plazmodesmami [5, 
52, 48].

PRZEKSZTAŁCENIA W CYTOPLAZMIE MEJOCYTU

W ciągu m ejozy zmienia się wygląd cytoplazmy, przy tym  n a jb a r­
dziej widocznie przekształcają się cysterny endoplazmatycznego reticulum  
(ER), a m niej wyraźnie m itochondria i piastydy. Podczas profazy w m e­
jocycie lilii pojawia się bardzo dużo długich cystern  ziarnistego ER, które 
następnie tworzą koncentryczne układy zam ykające pew ną część cyto­
plazm y podstawowej razem  z częścią m itochondriów i plastydów. Później 
otoczona cytoplazma i organelle w większości ulegają hydrolizie. To zja­
wisko przez długi czas było obserwowane przez M ikulską i Rodkiewicza, 
a później innych [lit. w 21, 26] tylko w tetrasporow ym  typie rozw oju 
gam etofitu, do którego należy lilia. Nie można go było uogólnić aż do 
czasu, kiedy zasadniczo podobne zm iany ER stw ierdzili Schulz i Jensen 
[53] w megasporogenezie Capsella bursa pastoris (z gam etofitem  mono- 
sporowego typu). ER w pachytenow ym  megasporocycie przekształca się 
w koncentryczne układy cystern i pojedyncze, koncentrycznie zam knię­
te cysterny. W koncentrycznych układach tylko zew nętrzna powierzch­
nia brzeżnej cysterny zachowuje rybosomy, a w pojedynczych, koncen­
trycznych cysternach rybosomy są na obu powierzchniach cysterny.

W czasie m ejotycznej profazy plastydy zaokrąglają się, tracą we­
w nętrzną struk turę , ale zachowują rybosom y i często są połączone z cy­
sternam i ziarnistego ER [5, 48, 53]. Podobnie upraszcza się w ew nętrzna 
struk tu ra  m itochondriów [48]. Z cystern ER połączonych z plastydam i 
mogą być wyprowadzone enzym y hydrolityczne. Pojaw iają się one na 
obszarze cytoplazmy, a zwłaszcza układów cystern ER [47], jak pokaza­
no później kw aśna fosfataza jest zlokalizowana w cysternach ER oraz 
niektórych m itochondriach i plastydach [53], Prawdopodobnie organelle 
te i cysterny ER wraz z zam kniętą przez nie cytoplazmą stają  się auto- 
fagicznym i wakuolami.

Proces masowej autofagii prowadzi do zniszczenia w ielkiej liczby ry ­
bosomów, części cytoplazm y i organelli. Przypuszcza się, że chodzi o zni­
szczenie m ateriałów , zwłaszcza rybosomów zbudowanych pod kontrolą 
diploidalnego genomu kom órki sporofitu [11, 12]. Potem  następuje szyb­
ka synteza nowego m ateriału  kom órki haploidalnej. W funkcjonalnej me- 
gasporze rozrasta się jąderko i m ateriał rybosomowy przechodzi do cyto­
plazmy, gdzie powstają nowe rybosom y tworzone pod kontrolą haploidal- 
nego genomu [43].
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GAMETOFIT WOLNOJĄDROWY

Gam etofit żeński rozw ijający się z funkcjonalnej m egaspory jest po­
czątkowo w olnojądrową komórką, k tó ra  w monosporowym rozw oju typu 
Polygonum  liczy ostatecznie osiem jąder kom órkowych powstałych po 
trzech cyklach bez następujących cytokinez. Dopiero ośmiojądrowa ko­
m órka dzieli się ścianami na sześć kom órek jednojądrow ych i jedną 
dw ujądrow ą. O całym  tym  procesie m am y najm niej danych.

Na początku procesu megaspora funkcjonalna rośnie i zgniata sąsied­
nie kom órki ośrodka, przy czym trzy  degenerujące m egaspory są także 
zgniatane. Zgniecione kom órki i ich ściany komórkowe są hydrolizowane 
enzym atycznie i prawdopodobnie stają  się w yjątkow ym  środowiskiem 
sprzyjającym  rozwojowi młodego gam etofitu. Niedawno pokazano, że oli- 
gosacharydy powstające z enzymatycznego traw ienia hemicelulozy i pek­
tyn, tj. składników ścian komórkowych, działają podobnie jak horm o­
ny [42].

W rozw ijającej się megasporze funkcjonalnej Capsella bursa pastoris 
[51] cytoplazm a wypełnia się gęsto rybosomami, ale po obu stronach ją­
dra są duże wakuole z resztkam i cytoplazm y i traw ionym i plastydam i 
i m itochondriam i. Część plastydów i m itochondriów pozostaje jednak 
nienaruszona, a niektóre z nich, jak się zdaje, są w trakcie podziału. Na 
ścianie kom órkowej po stronie chalazalnej, gdzie są plazmodesmy, poja­
w iają się w yrostki na kształt kosmków skierowanych do w nętrza kom ór­
ki [51], podobnie jak na chalazalnej ścianie profazowego m ejocytu i funk­
cjonalnej m egaspory storczyka [6]. Przystosow ują one tę stronę szybko 
rosnących kom órek do chłonięcia pokarm u.

Po mitozie dwa jądra rozmieszczają się w przeciw ległych wierzchoł­
kach gam etofitu. Środek jego zajm uje duża wakuola z resztkam i traw io­
nych organelli; są one jeszcze widoczne w stadium  czterojądrowego ga­
m etofitu [48] i później (fot. 4). W yrostki ściany znikają, ale plazmodesmy 
nadal przecinają ścianę chalazalnego wierzchołka. W edług tego samego 
typu  rozw ija się gam etofit Stellaria media.

W okresach m iędzy mitozami gam etofit Stellaria media  rozbudowuje 
w cytoplazmie długie cysterny szorstkiego ER, które prawdopodobnie pod 
koniec każdego okresu rozpadają się na drobne pęcherzyki, tak  że cys­
terny  ER praw ie całkowicie znikają. K iedy cysterny ER są liczne, n ie­
które z nich przylegają do błony komórkowej gam etofitu. W tych cyster­
nach byw ają widoczne drobne, kuliste, osmofilne kuleczki. Takie same 
kuleczki leżą także przy błonie komórkowej, między błoną a ścianą ko­
mórkową, oraz są zagłębione w ścianie. Na podstawie rozmieszczenia 
osmofilnych kuleczek, można przypuszczać, że mogą one być przenoszo­
ne przez cysterny ER, przechodzą błonę komórkową, a następnie są wbu-
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do wy wane do ściany komórkowej, w której tracą swe właściwości osmo- 
filne, ściana komórkowa wolnojądrowego gam etofitu rozbudowuje się, jak 
można sądzić, w okresach między m itozam i [46].

PODZIAŁ GAMETOFITU NA KOMÓRKI

Po przejściu trzech cyklów m itotycznych następuje w gam etofitycznej 
komórce bardzo słabo poznany okres cytokinezy. Jest on kró tk i w po­
rów naniu z czasem rozwoju gam etofitu i dlatego trudny  do znalezienia 
na preparatach  przygotowyw anych do m ikroskopu elektronowego. Znajo­
mość cytokinezy w gametoficie jest zatem  ułamkowa.

Stadium  tworzenia się ścian kom órkowych w żeńskim gametoficie 
Hordeum vulgare znajdowano najpierw  za pomocą m ikroskopu świetlnego 
na skraw kach m ikrotomowych. Skraw ki te następnie zatapiano w ży­
wicy i krajano na ultram ikrotom ie dla celów m ikroskopii elektronow ej 
[10 ].

W wierzchołku m ikropylarnym  z czterem a jądram i kom órkowymi 
ściany komórkowe zakładają się w cytoplazmie z czynnymi diktyosoma- 
mi, dużą ilością ER i m ikrotubul. Diktyosom y w ytw arzają w tedy dwa 
rodzaje pęcherzyków — jedne z gęstą zawartością, inne raczej przezro­
czyste. C yterny ER są albo ukształtow ane koliście, albo często n ieregu­
larnie rozdęte i rozgałęzione. Przylegają one w wielu miejscach do ros­
nącej ściany. W pierwszej obserwowanej fazie ściana zaznacza się jako 
pasmo paciorkowatych tworów, które, jak się zdaje, zespalają się w ścia­
nę z dużymi otworam i. W ygląda ona w  przekroju  jak wiele paciorkowa­
tych odcinków, a powinna mieć kształt sieci z dużymi oczkami. Przy 
końcach tych odcinków, czyli w otw orach ściany leżą pęki m ikrotubul 
prostopadłych do płaszczyzny podziału. Tym układem  m ikrotubule przy­
pom inają fragm oplast zwykłej cytokinezy.

Do paciorkowatej ściany ściśle przylegają rozdęte cysterny ER. Nie­
co później ściana przestaje mieć w ygląd paciorkowaty, jej powierzchnia 
w yrów nuje się, otwory znikają i ściana grubieje. Przynajm niej część m a­
teriałów  zużywanych w tym  procesie powinna pochodzić z cystern ER 
[10].

Nie jest jasne, czy m ikrotubule widoczne w otworach ściany pocho­
dzą z wrzeciona cytokinetycznego, jak w bielmie pszenicy [8], czy po­
w stały niezależnie od tego wrzeciona, zgodnie z opisem Bajera i Mol’e- 
-B ajer [1], przyżyciowo oglądanej cytokinezy w izolowanych fragm en­
tach bielma.
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RÓŻNICOWANIE SIĘ APARATU JAJOWEGO

Młody aparat jajowy składa się zwykle z trzech kom órek o bardzo 
podobnym m erystem atycznym  wyglądzie, stłoczonych w m ikropylar- 
nym  wierzchołku gam etofitu (fot. 4 i 5). Komórki są wypełnione gęstą 
cytopłazm ą z dużą liczbą organelli i ER oraz m nim alną liczbą małych 
wakuoli. Od strony chalazalnej przylega do nich duża kom órka central­
na. Te cztery kom órki później są bezpośrednio zaangażowane przy za­
płodnieniu [23-26, 59, 60, 63, 64]. Przed spełnieniem  swoich funkcji każda 
z tych kom órek przechodzi inną drogę różnicowania. W prawdzie syner- 
gidy różnicują się tak  samo, ale w okresie zapłodnienia tylko jedna 
z nich może przyjąć łagiewkę i kom órki plemnikowe, druga praw do­
podobnie tej zdolności z jakichś przyczyn nie ma.

Jedynie bardzo rzadko aparat jajow y jest zredukowany, np. krańco­
wą redukcją aparatu  jajowego odznaczają się gatunki z rodzaju P lum - 
sam otną kom órkę jajową przybierającą jednak pewne cechy synergidy. 
jedynie kom órkę jajową przybierającą jednak pewne cechy synergidy. 
Na wierzchołku m ikropylarnym  tej kom órki rozw ija się aparat włókien- 
kowy i, podobnie jak w synergidzie, do tego apara tu  w rasta łagiewka. 
Nie wchodzi ona tu ta j do w nętrza komórki, ale rośnie wzdłuż ściany ko­
m órki jajow ej i otwiera się przy jej chalazalnym  wierzchołku. Tam, na 
granicy między kom órką jajową i kom órką centralną, w ydostają się z ła- 
giewki kom órki plem nikowe [50].

Komórki aparatu  jajowego, początkowo spłaszczone lub m niej więcej 
izodiametryczne, rosną w  k ierunku chalazalnym  i przybierają kształt 
gruszkow aty. Jednocześnie zmienia się budowa ścian kom órkowych i w y­
gląd cytoplazmy. Zm iany te w synergidach są zupełnie inne niż w ko­
mórce jajowej. Toteż kom órka jajowa dojrzałego gametofitu, rozw ijają­
cego się według typu Polygonum, różni się bardzo w yraźnie od syner- 
gid (fot. 15).

W gametoficie Peperomia (tetrasporow y rozwój typu Peperomia) żad­
nych oczywistych różnic w budowie kom órek aparatu  jajowego nie zau­
ważono [3, 40], Komórki te i niektóre inne komórki gam etofitu są kuliste, 
osłonięte tylko błoną komórkową, ale bez ścian komórkowych znajdo­
wanych we wszystkich dotychczas opisanych kom órkach aparatu  jajo­
wego. Kom órka jajowa w gametoficie Peperomia  odróżnia się od in­
nych tylko położeniem przy mikropyle. Mimo braku różnic strukturalnych  
kom órki te pełnią różne funkcje, bowiem jedynie kom órka jajowa łączy 
się z gam etą męską i zamienia się w zygotę.

W ogromnej większości opisanych gatunków  aparat jajow y różnicuje 
się w podobny sposób [25, 26], Jego wydłużające się kom órki m ają gęstą
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cytoplazmę i po jednej wakuoli powiększającej się do dużych rozmiarów, 
przy czym wakuola zajm uje chalazalną część synergidy i znajduje się 
poniżej jądra komórkowego; w komórce jajowej zaś wakuola rozw ija się 
w środkowej części komórki, powyżej jądra komórkowego, które jest 
przesunięte do wierzchołka chalazalnego. Tak umiejscowione jądro bę­
dzie blisko obszaru, dokąd zdążają gam ety męskie. Gam ety te w prow a­
dzone do synergidy przenoszą się w bliżej nie w yjaśniony sposób do 
przestrzeni między wierzchołkiem kom órki jajowej i jądrem  komórki 
centralnej. Potem  jedna z gam et łączy się z kom órką jajową, a druga 
z kom órką centralną.

Gam ety męskie, jak dotychczas sądzono, są zupełnie jednakowymi 
siostrzanym i kom órkam i. W rodzaju Plumbago  jednak gam ety te różnią 
się zawartością plastydów. Jedna z nich zawiera plastydy, druga jest 
ich pozbawiona. Pierw sza praw ie zawsze łączy się z kom órką centralną, 
a druga z kom órką jajową [49, 50]. Jak  dochodzi do zróżnicowania gamet, 
a później do wybiórczej syngamii, nie wiadomo.

KOMÓRKA JAJOWA

Jedna z trzech bardzo podobnych kom órek apara tu  jajowego różnicuje 
się w kom órkę jajową. Przybiera ona zdecydowanie inną budowę od 
różnicujących się obok synergid. Jak  wspomniano, przede wszystkim  ją­
dro komórkowe i wakuola są w niej inaczej położone niż w synergidach. 
Podczas rozwoju nie zauważono nigdy w  komórce jajow ej dużej ilości 
cystern ER, których obfitość jest typowa dla synergid [24, 26],

Przed pojawieniem  się wakuoli w środkowym  obszarze wydłużonej 
kom órki jajowej gromadzą się diktyosom y i duża liczba pęcherzyków 
prawdopodobnie diktyosomalnego pochodzenia (fot. 7). Później tę strefę 
kom órki zajm uje duża wakuola, k tóra być może powstaje ze złączenia 
się tych pęcherzyków [44], natom iast wakuola synergidy rozw ija się zu­
pełnie inaczej [46].

Na ogół komórkę jajową opisuje się jako fizjologicznie nieczynną 
w dojrzałym  gametoficie. Zdjęcie 15 pokazuje kom órkę jajow ą nieco 
młodszego gam etofitu. Jądro  jego kom órki jajowej ma bardzo duże ją- 
derko, co dowodzi, że kom órka jest aktyw na fizjologicznie, podobnie jak 
kom órka centralna, w której jądro i jąderko rozrastają  się do olbrzy­
mich rozmiarów. Prócz tego w komórce centralnej rozw inięty jest system  
cystern szorstkiego ER.

Ściana kom órki jajowej rozwija się podobnie jak ściany synergid, 
w yjąw szy brak aparatu  włókienkowego. Zresztą większa część tych ścian
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jest wspólna i właściwie przypom ina przegrody pierwotne, a nie typowe 
ściany komórkowe [44]. W ierzchołek chalazalny dojrzałej kom órki jajo­
wej jest pozbawiony ściany lub okryw a go ściana z dużymi otworam i 
[26, 63]. W skutek takich przystosowań gameta męska może łatwo dokonać 
w tym  m iejscu zapłodnienia.

ROZWÓJ SYNERGIDY

Młoda synergida wygląda na bardzo czynną komórkę. Ma ona duże 
jądro z dużym  jąderkiem , gęstą cytopłazmę podstawową z polirybosoma- 
mi, m itochondria, plastydy i czynne diktyosomy, ale dosyć mało cystern 
ER (fot. 5 i 6). W trakcie w ydłużania się i w zrostu synergidy rozbudo­
w uje się ściana komórkowa, a zwłaszcza jej część m ikropylarna, gdzie 
pow staje aparat włókienkowy (fot. 7 i 8).

A parat włókienkowy, k tóry  jest swego rodzaju ścianą transferow ą lub 
labiryntow ą, składa się z ogromnej liczby powyginanych, splątanych 
i częściowo zrośniętych wyrostków zbudowanych z m ateriałów  polisacha­
rydowych różnego rodzaju PAS (reakcja z kwasem  nadjodow ym  i od­
czynnikiem  Schiff a na nierozpuszczalne polisacharydy) dodatnich i u jem ­
nych [7]. Przynajm niej część tego m ateriału  przynoszą pęcherzyki diktyo- 
somowe [62]. Do tak  rozbudowanej powierzchni ściany przylega błona 
komórkowa. Dzięki dużej powierzchni błony mogą być tędy  przenoszone 
m ateriały  intensyw niej niż w miejscach, gdzie ściana nie ma wyrostków. 
Dlatego przyjm uje się, że początkowo przez aparat włókienkowy pobie­
rane są pokarm y [34], a później z dojrzałej synergidy wydzielane związ­
ki, na które chemotropowo reaguje łagiewka w rastająca tędy  do sy n er­
gidy.

Synergidy nielicznych gatunków  roślin w  miejsce aparatu  w łókienko­
wego rozw ijają długie haustoria rozgałęzione w tkankach zalążka. W n ie­
których m iejscach na ścianach tych haustoriów  tw orzą się wyrostki, tak. 
jak na ścianie transferow ej [37-39]. A parat włókienkowy i haustoria są 
różnymi, ale skutecznym i rozwiązaniam i technicznym i do pobierania po­
karm u. K iedy gam etofit jest dojrzały, haustorium  służy jako droga dla 
łagiewki.

W synergidach, przeciwnie niż w komórce jajowej, rozw ija się dużo 
cystern ziarnistego ER. Cysterny te układają się wzdłuż rosnącej syner­
gidy, głównie m iędzy jądrem  kom órkowym  a wierzchołkiem  m ikropy- 
larnym . Po jakim ś czasie cysterny rozpadają się na podłużne pęcherzyki 
nadal związane z rybosomami i ułożone w pasmach, a następnie w od­
dzielnych grupach (fot. 10 i 11). N iektóre z tych grup pęcherzyków
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ściśle przylegają do ścian synergidy (fot. 14). D ojrzew ająca synergida 
jest wypełniona jakby pienistą masą kulistych i podłużnych pęcherzyków 
oraz m niej lub bardziej zdeformowanymi organellam i (fot. 13). W cha- 
lazalnym  wierzchołku znajduje się w tedy duża wakuola, a ponad nią 
jądro komórkowe.

W raz z synergidą rośnie i grubieje ściana komórkowa. Do ściany, 
prawdopodobnie przy udziale cystern ER (fot. 14), są odkładane jakieś 
m ateriały  osmofilne. G rudki osmofilnego m ateriału  ściśle przylegają do 
powierzchni ściany oraz są widoczne w jej w nętrzu (fot. 9), podobnie 
jak to opisaliśm y w jądrow ym  stadium  gam etofitu Stellaria media [46]. 
Osmofilne kuleczki w synergidach obserwowała także Fougere-Rifot [19]. 
Sądzi ona, że są to kropelki lipidowe przenikające przez plazmodesmy 
z komórki do komórki. W naszym  m ateriale nie zauważyliśm y związku 
takich osmofilnych kuleczek z plazmodesmami ścian apara tu  jajowego; 
w ścianie jądrowego gam etofitu naw et nie ma plazmodesm, p rzynaj­
m niej poza wierzchołkiem chalazalnym . Dlatego sądzimy, że m ateriał 
osmofilny jest wbudowywany do ściany komórkowej, a nie przemieszcza­
ny z kom órki do komórki.

Początkowo ściany aparatu  jajowego są przezroczyste dla elektronów, 
ale po jakim ś czasie w zrostu zjaw iają się w ścianie gęsto ułożone fibryle 
(fot. 9). Leżą one prostopadle do powierzchni ściany i w takim  układzie 
nie powinny odbierać ścianie możliwości łatwego w ydłużania się, a jed­
nocześnie mogą zwiększać jej wytrzym ałość.

Na wierzchołkach chalazalnych rosnących komórek aparatu  jajowego 
ściany stają  się coraz cieńsze, prawdopodobnie rozciągane przez powię-

Fot. 11. Część synergidy Sy i mały fragment komórki centralnej (z prawej), ściana 
tej komórki T zaopatrzona w  wyrostki — ściana transferowa. Pow. 6000 X 

Fot. 12. Synergida po fragmentacji cystern ER. Mitochondria, pęcherzyki szorstkie­
go ER i mikrotubule ułożone wzdłuż osi komórki. W ścianie są plazmodesmy (strzał­

ka) i nieco wyżej omofilny materiał. Pow. 25 000 X 
Fot. 13. Synergida w  okresie po fragmentacji ER wypełniona masą pęcherzyków, 

N — jądro, P — plastyd. Pow. 7000 X (wg [46])
Fot. 14. Synergida. Cysterny szorstkiego ER zgrupowane przy ścianie komórkowej.

Do ściany ściśle przylegają grudki materiału osmofilnego. Pow. 20 000 X 
Fot. 15. Mikropylarna część gametofitu Stellaria media. EC — komórka jajowa, 
Sy — synergida, CC — komórka centralna. Wierzchołki komórki jajowej i synergidy 
od strony komórki centralnej okrywa nieciągła ściana komórkowa, która później 
całkowicie zniknie. FA —• aparat włókienkowy, T —• odcinki bocznych ścian komórki 
centralnej z wyrostkami transferowymi. We wszystkich komórkach ciemno za­

barwione plastydy i jasne mitochondria. Pow. 6000 X (częściowo wg [46])
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kszające się komórki. Jednocześnie w cytoplazmie wierzchołków komó­
rek nie ma większej ilości cystern ER, zgromadzonych w tedy w środko­
wych i m ikropylnych częściach synergid; na tym  wierzchołku więc ścia­
ny nie mogą grubieć. W rezultacie coraz cieńsza ściana może być rozry­
wana na kaw ałki (fot. 15), a w końcu chalazalny wierzchołek każdej sy- 
nergidy i kom órki jajowej staje się zwykle nagi (jak u Stellaria) i może 
być łatwo sforsowany przez komórkę plem nikową [63].

FUNKCJE SYNERGID

Synergidy, jeżeli sądzić na podstawie struk tury , pełnią w ciągu swego 
życia rozm aite funkcje. Po utw orzeniu aparatu  włókienkowego działają 
jako kom órki chłonne; jednoczesny ogromny rozwój cystern szorstkiego 
ER świadczy, że są one także kom órkam i wydzielniczymi. Przynajm niej 
jakieś wydzieliny synergid przyciągają rosnące łagiewki pyłkowe; jed­
na z synergid wybiera, która z łagiewek ma dokonać zapłodnienia i p rzy j­
m uje jej gam ety męskie [15, 24, 52, 63].

Zanim  dojdzie do zapłodnienia łagiewka (gametofit męski), musi prze­
kroczyć wiele barier izolacyjnych, które bronią przed genetycznie n ie­
właściwym zapłodnieniem. Pierw szą barierą jest powierzchnia znamie­
nia, które rozpoznaje, prawdopodobnie na drodze chemicznej, ziarna pył­
ku własnego gatunku, a w gatunkach z system em  niezgodności genetycz­
nej odróżnia jeszcze pyłek zgodny od niezgodnego [13, 22, 28, 29}. Za­
sadniczo na znam ieniu tylko pyłek zgodny może kiełkować w łagiewkę. 
Następna bariera niezgodności mieści się w szyjce słupka i tam  dopiero 
łagiewki z pyłku niezgodnego genetycznie przestają rosnąć i degenerują. 
N ajpierw  więc właściwości genetyczne męskiego gam etofitu są rozpozna­
wane przez kom órki sporofitu uplasowane w odpowiednich częściach 
słupka. Niekiedy łagiewki niezgodne genetycznie są zatrzym ywane przy 
w ierzchołku aparatu  jajowego, najprawdopodobniej przez synergidę. Są 
oczywiście przypadki przełam ywania barier izolacyjnych przez łagiewki 
niezgodne lub łagiewki obcego gatunku i w tedy dochodzi do nieprzew i­
dzianych krzyżówek.

Łagiewka (gametofit męski), k tóra zbliża się do gam etofitu żeńskiego, 
ma przed sobą dwie synergidy z aparatam i włókienkowymi na wierzchoł­
kach. W tedy odbywa się niezrozum iała operacja, ponieważ tylko jedna 
z synergid przyjm uje łagiewkę z gametami, a druga pozostaje niedostęp­
na. Prawdopodobnie synergidy rozw ijają się z niejednakow ą szybko­
ścią — jedna z nich zaczyna wcześniej degenerować i traci zdolność 
przyjęcia łagiewki [63].
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MECHANIZMY REGULACJI SKURCZU MIĘŚNI I RUCHLIWOŚCI
KOMÓRKOWEJ *

REGULATORY MECHANISMS OF MUSCLE CONTRACTION AND CELL
MOTILITY

Renata DĄBROWSKA

Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, Zakład Biochemii Mięśni,
Warszawa

Streszczenie. Aktyna i miozyna są obecne we wszystkich typach mięśni, jak rów­
nież w eukariotycznych komórkach niemięśniowych. Ich współdziałanie w  obecności 
ATP jest podstawą skurczu mięśni i zjawisk ruchu zachodzących w  komórkach 
niemięśniowych. Aktyna w komórkach niemięśniowych może brać również udział 
w różnych zjawiskach ruchu, których podstawą jest zmiana stanu jej organizacji. 
Celem przedstawionej pracy jest przegląd mechanizmów regulacji tych procesów.

Summary.  Actin and myosin are present in all muscle as well as in nonmuscle 
eukaryotic cells. They can generate movement by their combined interaction with 
ATP. In addition, actin can be involved in a variety of motile events in nonmuscle 
cells based on rearrangements of its organization. The aim of this article is to 
review the mechanisms of regulation of these processes.

WSTĘP

Kom órki wszystkich typów mięśni, a także wielu niemięśniowych 
układów związanych z różnymi form am i ruchu zaw ierają dwa podsta­
wowe białka miozynę i aktynę, których współdziałanie w obecności ATP 
powoduje zamianę energii chemicznej w pracę mechaniczną. Zachodzi 
to przy udziale A TP-azy miozynowej, której aktywność w ielokrotnie 
w zrasta pod wpływem  aktyny. Cząsteczki obydwu białek tworzą wysoko 
zorganizowane stru k tu ry  — filam enty. Podłożem m olekularnym  ruchu

* Referat wygłoszony podczas II Ogólnopolskiej Konferencji Biologii Komórki 
Warszawa, 18 - 20 IX 1985 r.
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jest cyklicznie powtarzające się łączenie i dysocjacja filam entów  akty­
nowych z globularnymi, enzymatycznie aktyw nym i rejonam i cząsteczek 
miozyny, w ysuniętym i na zewnątrz filam entów miozynowych. Podczas 
tego procesu następują zmiany kąta nachylenia główek miozynowych, 
które prowadzą do przesuwania filam entów względem siebie [38, 67] (ryc. 
6 w [136]).

Procesem  zapoczątkowującym  współdziałanie ak tyny  z miozyną jest 
wzrost stężenia jonów Ca2+ w cytoplazmie kom órki (lub w określonych 
jej rejonach) [18, 45]. Mechanizm, za pomocą którego jony Ca2+ regulują 
aktywność ruchową, jest różny dla różnych tkanek i pośredniczą w nim 
liczne białka regulujące. W zależności od miejsca działania tych białek 
wyróżnia się dwa zasadnicze typy mechanizmów regulacji, k tóre są zwią­
zane z ak tyną albo miozyną [2, 37]. Kompleks białkowy troponina — 
tropomiozyna, związany z filam entam i aktynowym i, spełnia rolę regulu­
jącą w skurczu mięśni poprzecznie prążkowanych. W innych układach 
kurczliw ych kompleks troponinowo-tropom iozynowy może być zastąpio­
ny  przez białka, które w sposób zależny od stężenia jonów Ca2+ wiążą 
się z filam entam i aktynow ym i i w pływ ają na ich współdziałanie z fila­
m entam i miozynowymi. Regulacja współdziałania aktyny z miozyną po­
przez miozynę związana jest głównie z zależną od jonów Ca2+ m odyfika­
cją lekkich regulatorow ych łańcuchów miozyny, zachodzącą w w yniku 
fosforylacji lub bezpośredniego wiązania się z nimi jonów Ca2+ (ryc. 1) 
[2 ].

Główny mechanizm regulacji mięśni skurczu szkieletowych kręgow ­
ców i mięśni serca jest związany z aktyną, natom iast w mechanizmie re-

Ryc. 1. Schemat budowy filamentów aktynowych i miozynowych pokazujący miej­
sca regulacji ich współdziałania. A — aktyna, TM — tropomiozyna, TN-C, TN-I 
i TN-T — składniki troponiny, HC i LC, ciężkie i lekkie łańcuchy miozyny. Mo­

dyfikacja schematu wg Adelsteina i Eisenberga [2]
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gulacji skurczu mięśni mięczaków, mięśni gładkich kręgowców i zjawisk 
ruchu  zachodzących w kom órkach niemięśniowych dom inującą rolę od­
gryw a miozyna. Należy jednak podkreślić, że w wielu kom órkach stw ier­
dzono występowanie dwóch, a naw et więcej system ów regulacji, przy 
czym ten sam system  może odgrywać odmienną rolę w różnych kom ór­
kach: w jednych główną, w innych drugorzędną. Fosforylacja np. mio­
zyny, stanowiąca podstawowy mechanizm regulacji współdziałania ak ty­
ny z miozyną w  mięśniach gładkich i w wielu kom órkach niemięśnio­
wych, najprawdopodobniej m oduluje tylko skurcz mięśni szkieletowych 
i być może m ięśnia sercowego (ryc. 2) [2, 30, 37].

REGULACJA W SP Ó Ł D Z IA Ł A N IA  

AKTY N Y  Z  M IO ZY N Ą

R E G U L A C JA  

ZW IĄ ZA N A  Z AKTYNĄ

blokowanie 
przestrzenne  
aktyny przez 
system  TN-TM/

A  zmiana struktury 
\\filam entów  aktynowych 

przez bia łka wiążące 
ak tyn ę

REG U LACJA  

Z W IĄ ZA N A  Z  M IOZYNĄ

fosforylacja/ 
LC miozyny/

k wiązanie Ca2+ 
do LC miozyny

fosforylacja 
HC miozyny

mięsnie 

szkieletowa kreoowców 

mięśnie serca

komórki mięśnie gładkie komórki mięśnie

niemięśniowe mięczaków  

pierwotniaki )

Ryc. 2. Występowanie systemów regulacji współdziałania aktyny z miozyną w róż­
nych komórkach mięśniowych i niemięśniowych. Ciągłe linie oznaczają regulację 

zależną od jonów Ca2+, przerywane — nieznany sposób regulacji

REGULACJA SKURCZU MIĘSNI

Najlepiej poznany jest m echanizm  regulacji skurczu mięśni szkieleto­
wych kręgowców, którego zasadę opisuje model blokowania przestrzen­
nego (steric blocking model), zaproponowany na początku lat siedem ­
dziesiątych, na podstawie badań tych mięśni przy użyciu dyfrakcji pro­
m ieni X [61, 66]. W mechanizmie tym  bierze udział kompleks tropo- 
ninowo-tropomiozynowy, którego składniki usytuow ane są na filam en- 
tach aktynowych: polim ery tropom iozyny znajdują się w rowkach spi­
rali aktynow ej na całej długości filam entu, troponina natom iast łączy
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gtó w k a  A  

m io zyn o w a

Kom p leks  T M -T N  (p g )

Ryc. 3. a. Regulacja skurczu mięśni szkieletowych przez kompleks troponinowo-tro- 
pomiozynowy według modelu blokowania przestrzennego (steric blocking model). 
Oznaczenia jak na ryc. 1. Modyfikacja schematu wg Hartshorne i Góreckiej [60]. 
b. Wpływ kompleksu troponinowo-tropomiozynowego na ATP-azę aktomiozynową 

(wg Dąbrowskiej, Dydyńskiej, Szpacenko i Drabikowskiego [39])
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się z ak tyną i tropomiozyną z okresowością 38 nm  (ryc. 1). Troponina 
składa się z trzech podjednostek: troponiny C — białka będącego akcep­
torem  jonów Ca2+ podczas skurczu, troponiny I — inhibitora współ­
działania aktyny z miozyną (którego działanie jest potęgowane przez tro- 
pomiozynę) oraz troponiny T — składnika wiążącego się z tropomiozyną 
[37], W edług modelu blokowania przestrzennego, w nieobecności jonów 
Ca21' polim ery tropomiozynowe zasłaniają miejsca wiązania główek mio­
zyny na filam entach aktynowych. W iązanie jonów Ca2+ z troponina C 
w yw ołuje zmiany struk tura lne  tego białka, które pociągają za sobą zmia- 
ny  jego oddziaływania z innym i składnikam i filam entu. Następuje wzrost 
siły wiązania troponiny C z troponiną I i dysoejacja wiązania z kom ­
pleksem  utworzonym  przez tropomiozynę i aktynę. Prowadzi to do zm ia­
ny  pozycji tropom iozyny i odsłaniania miejsc wiązania na aktynie, k tó­
re, reagując z miozyną, powodują skurcz mięśni (ryc. 3a). Na ryc. 3b 
pokazano wpływ kom pleksu troponinowo-tropomiozynowego na aktyw ­
ność A TP-azy aktomiozynowej, pozostającej w korelacji ze skurczem  mię­
śni. W nieobecności jonów Ca2+ białka regulujące u trzym ują niską ak­
tywność ATP-azy, natom iast obecność tych jonów powoduje zanik ha­
m owania jej aktywności. System  troponinowo-tropom iozynowy działa 
więc w nieobecności jonów Ca2+ jako represor aktywności ATP-azy 
aktomiozynowej, która dla kom pleksu aktyny z miozyną z mięśni szkie­
letowych i serca jest wysoka, niezależnie od stężenia jonów Ca2+.

Badania dyfrakcji promieni X na ulegającym  skurczowi m ięśniu żaby 
powtórzono ostatnio z użyciem synchrotronu jako źródła promieni, co 
pozwoliło na rejestrację obrazów dyfrakcji w znacznie krótszych odstę­
pach czasu. W ten sposób wykazano ponad wszelką wątpliwość, że 
w  sekwencji zmian strukturalnych, zachodzących w żywym mięśniu pod 
wpływem  stym ulacji, pierwszą zmianą jest przesuwanie nici tropomio- 
zynowych w sposób opisany dla modelu blokowania przestrzennego [68]. 
Dopiero później zachodzi przemieszczanie globularnych rejonów cząste­
czek miozynowych w kierunku filam entu aktynowego. Z analiz kinetycz­
nych wynika jednak, że w w arunkach rozkurczu mięśni kompleks tropo­
ninowo-tropomiozynowy nie zapobiega łączeniu miozyny z aktyną, ale 
w pływa na stałą równowagi ich wiązania. Jego ham ujący wpływ jest 
wynikiem  oddziaływania na jeden z etapów złożonego mechanizmu h y ­
drolizy ATP przez kompleks aktomiozynowy [21, 56]. Coraz więcej jed ­
nak eksperym entalnych dowodów przem awia za tym, że aktyna odgry­
wa aktyw ną rolę podczas skurczu mięśni [12, 155, 156], co sugeruje, że 
kompleks troponinowo-tropom iozynowy może również wpływać bezpo­
średnio na filam enty aktynowe, powodując zmiany konform acyjne mo­
nom erów aktyny.

W m ięśniach gładkich kręgowców brak jest troponiny, a czyste biał-
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ka aktyna i miozyna nie reagują ze sobą niezależnie od obecności jonów 
Ca2+. Badania nad zależnym od jonów Ca2+ aktyw atorem  współdziałania 
ak tyny  z miozyną z mięśni gładkich doprowadziły do powszechnie akcep­
towanego poglądu, że aktyw acja następuje w  w yniku fosforylacji regu­
lujących lekkich łańcuchów miozyny, które znajdują się w rejonie po­
łączenia globularnej części miozyny z resztą cząsteczki [121, 146],
W tym  system ie regulacji jony Ca2+ aktyw ują kinazę lekkich łańcuchów 
miozyny poprzez wiązanie z jej podjednostką regulatorow ą — kalm odu- 
liną. A ktyw na kinaza fosforyluje lekkie łańcuchy m iozyny i w  ten spo­
sób inicjuje skurcz mięśni. Rozkurcz następuje w  w yniku defosforylacji 
m iozyny przez specyficzny enzym — fosfatazę lekkich łańcuchów mio­
zyny (ryc. 4a) [2, 30, 126, 150]. Aktywność kinazy, a tym  sam ym  skurcz 
m ięśni gładkich może być regulow any nie tylko stężeniem  jonów Ca2+ 
w komórce, ale również na drodze horm onalnej, k tóra poprzez fosfory- 
lację kinazy, zależną od cAMP, prowadzi do jej unieczynnienia [2].

Cykl reakcji przedstaw ionych na ryc. 4A znajduje odbicie w  obser­
wowanej in vitro  korelacji aktywności ATP-azy aktom iozyny z mięśni 
gładkich ze stopniem  fosforylacji m iozyny (ryc. 4b). W nieobecności jo­
nów Ca2+, kiedy fosforylacja nie zachodzi, aktywność A TP-azy akto- 
miozynowej jest bardzo niska. Jest to zgodne z poglądem, że nieufosfo- 
rylow any lekki łańcuch m iozyny ham uje jej współdziałanie z aktyną 
[102, 118].

Fosforylacja lekkich łańcuchów miozyny wpływa na struk tu rę  całej 
cząsteczki tego białka. Badania przeprowadzane przy zastosowaniu m e­
tod fizykochemicznych wykazały, że cząsteczki nieufosforylowanej mio­
zyny są m niej asym etryczne niż ufosforylowanej (ich współczynnik sedy­
m entacji wynosi 10S) [137]. Z obserwacji w m ikroskopie elektronow ym  
wiadomo, że w ynika to ze zwinięcia części pałeczkowatej miozyny, która 
łączy się z częścią globularną, tworząc pętlę (ryc. 4a) [105, 144]. Fosfory­
lacja lekkich łańcuchów m iozyny sprzyja wyprostow aniu części pałecz­
kow atej cząsteczki (jej stała sedym entacji wynosi wówczas 6S) [126, 137]. 
Konieczna jest, dla pełnej transform acji form y „zw iniętej” cząsteczki mio­
zyny w „w yprostow aną”, fosforylacja obydwu jej lekkich regulujących 
łańcuchów [71]. Obydwie form y miozyny różnią się znacznie aktyw no­
ścią enzym atyczną [72]. „W yprostowana” s tru k tu ra  jest niezbędna nie 
tylko dla jej oddziaływania z aktyną, ale również dla wytw orzenia w roz­
tw orach o niskiej sile jonowej stabilnych filamentów, które, w odróżnie­
niu od filam entów  tworzonych przez miozynę nieufosforylowaną, nie 
ulegają dysocjacji w obecności ATP [35, 144].

Ostatnie badania wskazują, że na aktywność A TP-azy miozynowej 
aktyw ow anej aktyną i stabilność filam entów miozynowych taki sam 
wpływ, jak fosforylacja miozyny, ma również chemiczna m odyfikacja
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reszt suifhydrylow ych, znajdujących się zarówno w części pałeczkowatej, 
jak i w lekkim  regulatorow ym  łańcuchu m iozyny [22], oraz modyfikacje 
reaktyw nych reszt lizyny, występujących w rejonie globularnym  cząste­
czki m iozyny [131]. M odyfikacje te, podobnie jak fosforylacja lekkiego 
łańcucha miozyny, sprzyjają transform acji cząsteczki m iozyny ze s truk ­
tu ry  „zw iniętej” (10S) w „w yprostow aną” (6S). W ykazanie jednocześnie, 
że po odtraw ieniu papainą części pałeczkowatej cząsteczki, k tóra może 
ulegać zwinięciu, pozostały globularny fragm ent Sx w połączeniu z ak ty ­
ną wykazuje wysoką aktywność ATP-azy [117, 118] świadczy o tym, że 
konform acja „w yprostow ana” (6S) cząsteczek m iozyny jest odpowiedzial­
na za stabilizację filam entów miozynowych. Tworzenie jej może stano­
wić także wspólny mechanizm, poprzez k tóry  m odyfikacje różnych re ­
jonów cząsteczki miozyny m ają ten sam lub podobny wpływ  na ak tyw ­
ność aktyw ow anej aktyną ATP-azy miozyno we j in vitro. Precyzyjna lo­
kalizacja tych rejonów oraz ustalenie odległości między nimi, będące 
przedm iotem  badań w wielu pracowniach, może przybliżyć nas do po­
znania m olekularnego mechanizmu regulacji aktywności ATP-azy.

Jakkolw iek hipoteza regulacji aktywności ATP-azy mięśni gładkich 
przez zależną od fosforylacji lekkich łańcuchów m iozyny stabilizację fi­
lam entów miozynowych byłaby bardzo atrakcyjna, to obserwacje w mi­
kroskopie elektronow ym  wskazują jednak, że in vivo  liczba filamentów 
w kurczących się i rozkurczających m ięśniach gładkich jest taka sama 
[130, 141]. Obecnie wysuwane są sugestie, że ATP i fosforylacja miozy­
ny w m ięśniach gładkich służą raczej zmianom orientacji części globu- 
larnej miozyny, być może poprzez jej reagowanie z innym i rejonam i 
cząsteczki lub uelastycznienie części pałeczkowatej niż „zw ijaniu” czą­
steczki [70, 145]. Te zmiany mogą z kolei wpływać na oddziaływanie 
miozyny z innym i cząsteczkami w filamencie miozynowym i co najw aż­
niejsze — na jej reagowanie z aktyną.

Chociaż miozyna pozbawiona części pałeczki (HMM) nie może w y­
stępować w formie „zw iniętej”, to jej oddziaływanie z aktyną jest regu­
lowane poziomem fosforylacji lekkich łańcuchów miozyny [73, 120, 122]. 
Usunięcie pozostałej części pałeczki S2, przy nienaruszonych łańcuchach 
regulujących, powoduje zanik regulacji oddziaływania pozostałego frag­
m entu Sx miozyny z aktyną przez fosforylację [70], Świadczy to, że re­
jon połączenia główki m iozyny z resztą cząsteczki (Si-S2) odgrywa bardzo 
ważną rolę w regulacji oddziaływania miozyny z aktyną i że ulega on 
zmianom podczas transform acji miozyny „zw iniętej” w „wyprostow a­
ną”. Pogląd ten potwierdza obserwacja, że form a „zw inięta” miozyny 
jest dużo bardziej odporna na działanie enzymów proteolitycznych niż 
„w yprostow ana” [69, 106].

Dodatkowy dowód, że fosforylacja m iozyny reguluje skurcz mięśni
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gładkich in vivo, stanowi zwiększona inkorporacja radioaktyw nego orto- 
fosforanu do lekkiego łańcucha miozyny podczas skurczu mięśni żołądka 
i m ięśniówki tętnicy, zainicjowanego środkam i farmakologicznym i [8, 9, 
88]. W ykazanie następnie ścisłej korelacji m iędzy w ytworzonym  w skur­
czu izom etrycznym  napięciem  włókien mięśniowych, pozbawionych sar- 
kolem m y (skinned fibers), i stopniem  fosforylacji m iozyny [19, 63] w ska­
zywałoby, że fosforylacja miozyny reguluje liczbę połączeń główek mio­
zyny z filam entam i aktynow ym i (cross-bridges), które generują napięcie. 
Badania na skraw kach mięśniówki tętnicy i tchawicy wykazały jednak, 
że napięcie po osiągnięciu m aksim um  utrzym yw ało się długi czas, mimo 
spadku poziomu fosforylacji m iozyny [43, 52], Zjawisko to tłumaczono 
defosforylacją cząsteczek m iozyny pozostających w połączeniu z aktyną. 
Pow stała więc hipoteza, że fosforylacja lekkiego łańcucha m iozyny regu­
luje szybkość cyklicznego tworzenia i dysocjacji połączeń m iędzyfila- 
m entowych, a samo ich powstawanie zależy od stężenia jonów Ca2+ [3, 
125]. Tłum aczyłaby ona długotrwałe utrzym yw anie się połączeń między- 
filam entow ych (latch bridges), kiedy fosforylacja przebiega przy stężeniu 
Ca2+ w ystarczającym  dla zapobiegnięcia oddysocjowania główek miozyno- 
wych od filam entów  aktynowych. Hipotezę tę potw ierdzają obserwacje, 
że ufosforylowana miozyna reaguje z aktyną w sposób zależny od stę­
żenia jonów Ca2+, jeśli stężenie jonów Mg2+ jest niskie (bliskie stęże­
nia fizjologicznego) [76]. Zjawisko to jest prawdopodobnie uw arunko­
wane wiązaniem  się jonów Ca2+ z regulującym i lekkimi łańcuchami mio­
zyny [20], chociaż nie można wykluczyć działania innych białek regu­
lujących, związanych np. z filam entam i aktynow ym i [93],

System  regulacji współdziałania m iozyny z aktyną dla mięśni mięcza­
ków nie wymaga ani kowalencyjnej m odyfikacji miozyny przez fosfory- 
lację, ani dodatkowych białek regulujących, k tóre powodują jego zależ­
ność od stężenia jonów Ca2+. W m ięśniach tych współdziałanie aktyny 
z miozyną, hamowane przez regulujące lekkie łańcuchy, jest neu tra li­
zowane przez wiązanie się z nimi jonów Ca2+ w specyficznych miejscach 
o wysokim powinowactwie, w ym aganych dla oddziaływania tych łań­
cuchów z resztą cząsteczki m iozyny [24, 80], Usunięcie regulujących ła ń ­
cuchów powoduje zanik wrażliwości A TP-azy aktomiozynowej na jony 
Ca2+ z jednoczesną u tra tą  miejsc wiązania Ca2+ [80]. Badania s tru k tu ra l­
ne wykazały, że regulujące lekkie łańcuchy miozyny mięczaków w pły­
w ają na konform ację główek miozynowych. W natyw nej miozynie głów­
ki są najszersze na końcu najbardziej oddalonym od miejsca ich połą­
czenia z częścią pałeczkowatą i zwężają się w kierunku tego połączenia, 
tworząc w jego pobliżu tzw. szyjkę. Główki nie zawierające regulujących 
łańcuchów są krótsze i bardziej kuliste, a rejon „szyjki” jest niewidocz­
ny [18]. Obserwacje te dokonane w m ikroskopie elektronow ym  oraz ba­
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dania immunologiczne wykazały, że regulujące lekkie łańcuchy m iozyny 
mięczaków m ają kształt wydłużony (około 10 nm  długości) i podobnie 
jak lekkie łańcuchy m iozyny z mięśni gładkich i szkieletowych, znaj­
dują się w rejonie połączenia główek z resztą cząsteczki m iozyny (Sj-Sa) 
[132, 148]. Rejon ten  ma prawdopodobnie istotne znaczenie dla zależnej 
od jonów Ca2"1- regulacji reagowania m iozyny z aktyną w  m ięśniach 
mięczaków, gdyż jego zablokowanie przez specyficzne przeciwciała po­
woduje zanik wrażliwości ATP-azy aktomiozynowej na jony Ca2+ (wg 
[149]). Potw ierdzają to także badania wskazujące, że reagowanie samej 
główki miozynowej Sx z aktyną (po odtraw ieniu pozostałej części czą­
steczki miozyny) nie zależy od stężenia jonów Ca2+ [132], podobnie jak 
reagowanie główki m iozyny z mięśni gładkich z aktyną nie zależy od 
fosforylacji m iozyny [70]. Jak  wykazuje trójw ym iarow a rekonstrukcja 
filam entów aktynowych, dekorowanych subfragm entam i m iozyny (głów­
kami), miejsce wiązania aktyny znajduje się na końcu główki miozyny, 
oddalonym od jej połączenia z „szyjką”, a więc jest zbyt odległe, aby 
regulujące lekkie łańcuchy mogły je przestrzennie blokować [146]. Me­
chanizm regulacji ma bardziej złożoną naturę. Ostatnie badania w yka­
zują, że bierze w nim  udział również druga para lekkich łańcuchów, 
zwanych łańcucham i głównymi, które także znajdują się w rejonie po­
łączenia główki z częścią pałeczkowatą m iozyny i w w arunkach aktyw a­
cji skurczu przem ieszczają się w stosunku do łańcuchów regulatorow ych 
[57, 149]. Wiele biochemicznych badań wskazuje ponadto, że w m echa­
nizmie regulacji mięśni mięczaków odgryw ają rolę kooperatyw ne od­
działywania między dwiema główkami w cząsteczce miozyny [23, 24]. 
Tak więc można przypuszczać, że zmiany w oddziaływaniu m iędzy lek­
kimi łańcucham i regulującym i i głównymi oraz łańcucham i ciężkimi 
w pobliżu połączenia główki z resztą cząsteczki m iozyny ( S i ^ )  mogą 
w sposób kooperatyw ny wpływać na struk tu rę  obydwu rejonów  „szyjki” 
i w ten sposób modyfikować właściwości domen wiązania ak tyny  i nu- 
k leotydu w obydwu -główkach.

Oprócz opisanych już tu  podstawowych system ów regulacji skurczu, 
zarówno mięśnie szkieletowe, jak i mięśnie gładkie m ają kom plem entar­
ne system y regulacji. Ich działanie tłum aczy często wiele faktów  do­
świadczalnych, których nie można wyjaśnić na podstawie istnienia w y­
łącznie jednego system u regulacji. I tak np. mięśnie szkieletowe m ają 
wszystkie enzym y potrzebne do regulacji skurczu poprzez fosforylację 
lekkich łańcuchów miozyny. Stwierdzono jednak, że fosforylacja mio­
zyny z m ięśni szkieletowych, w odróżnieniu od fosforylacji miozyny 
z mięśni gładkich, wpływa w znacznie m niejszym  stopniu na struk tu rę  
cząsteczki miozyny. W roztworach o niskiej sile jonowej m onom ery mio­
zyny z m ięśni szkieletowych m ają stałą sedym entacji 6S, a filam enty
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nie ulegają dysocjacji pod wpływem  ATP [58, 78]. Badania in vitro  
wskazują, że nie powoduje ona także zasadniczych zmian w oddziały­
waniu m iozyny z mięśni szkieletowych z aktyną. Aktywność ATP-azy 
aktomiozynowej, zawierającej zarówno uforsforylowaną, jak i nieufosfory- 
lowaną miozynę, jest wysoka, chociaż wykazano, że ufosforylowana mio­
zyna ma większe powinowactwo do ak tyny  [97, 107], M odulująca funk­
cja fosforylacji m iozyny z mięśni szkieletowych wydaje się wynikać ze 
zm iany ładunku w rejonie połączenia główki z resztą cząsteczki mio­
zyny (Sj-Sa), gdzie znajdują się regulujące lekkie łańcuchy, co — podob­
nie jak wzrost pH środowiska — powoduje odchylenie główek od po­
wierzchni filam entu miozynowego [27, 101]. Te konform acyjne zmiany 
można obserwować bezpośrednio w  m ikroskopie elektronowym , porów­
nując filam enty  aktynowe dekorowane rozpuszczalnym fragm entem  mio­
zyny (HMM), zawierającym  ufosforylowane i nieufosforylowane lekkie 
łańcuchy [134], Znajdują one również odbicie w przyspieszeniu fragm en- 
tacji m iozyny w  rejonie połączenia HMM z LMM [101], w obniżeniu zdol­
ności do sieciowania rejonu S2 miozyny z trzonem  filam entu miozyno­
wego [101] oraz zmniejszonym  powinowactwie jonów Ca2+ do regulu­
jących lekkich łańcuchów miozyny [77, 78]. Z ostatnich obserwacji w y­
nika, że m odulacja reagowania ak tyny  z miozyną w w yniku fosforyla­
cji jej lekkich łańcuchów jest zależna również od stężenia jonów Ca2+ 
[79, 138]. W doświadczeniach prowadzonych na włóknach z mięśni szkie­
letowych pozbawionych sarkolem m y zauważono, że tylko przy niskim  
stężeniu jonów Ca2+ (0,6 pM) fosforylacja lekkich łańcuchów m iozyny 
zwiększa napięcie włókien uzyskane w skurczu izometrycznym, nie ma 
natom iast praktycznie na nie wpływu, gdy stężenie jonów Ca2+ jest w y­
sokie (10 iiM) [109].

Jakkolw iek poziom fosforylacji lekkich łańcuchów miozyny mięśni 
szkieletowych in situ  nie jest skorelowany z szybkością powstawania 
i dysocjacji połączeń m iędzyfilam entowych [10, 16], to pozostaje on pro­
porcjonalny do w zrostu napięcia izometrycznego, generowanego po up­
rzednim  rozwoju skurczu tężcowego, co pozwala sądzić, że fosforylacja 
m iozyny powoduje wzmacnianie pojedynczych skurczów (post-tetanic po­
tentiation) [82, 91]. Udowodniono, że proces ten  ma znaczenie fizjologicz­
ne w pracy szybkich mięśni ssaków [65, 99].

Uzupełniającym  system em  regulacji współdziałania aktyny z miozy­
ną w m ięśniu gładkim  może być system  związany z nowo odkrytym  
białkiem, zwanym  kaldesmonem, które wiąże się zarówno z aktyną, jak 
i kalm oduliną [127, 128]. Proponow any mechanizm działania tego syste­
m u jest następujący. W nieobecności jonów Ca2+ kaldesmon tw orzy 
kom pleks z aktyną, zapobiegając jej współdziałaniu z miozyną, natom iast 
w obecności jonów Ca2+ kaldesm on łączy się z kalm oduliną i oddysocjo-
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w uje od aktyny, która może wówczas łączyć się z miozyną (ryc. 5a). 
W pływ kaldesm onu na ATP-azę aktomiozynową (ryc. 5b) [40] przypo­
mina działanie układu troponina-tropom iozyna, co sugeruje, że może 
on mieć znaczenie podczas rozkurczu mięśni gładkich.

Q

Kaldesmon ;aktyna (mol/mol) Katmodul ina : kaldesmon (mol/mol)

Ryc. 5. a. Schemat ilustrujący wpływ kaldesmonu na oddziaływanie aktyny z mio­
zyną. A — aktyna, M — miozyna, TM — tropomiozyna, KaM — kaldesmon, 
KaD — kałmodulina. Według Sobue, Morimoto, Inui, Kanda i Kakiuchi [127]. 
b. Wpływ kaldesmonu wyizolowanego z mięśni gładkich na aktywność ATP-azy 
aktomiozyny z mięśni szkieletowych, b'. Neutralizacja działania kaldesmonu na 
ATP-azę aktynomiozynową przez kalmodulinę (wg Dąbrowskiej, Gocha, Gałązkie-

wicz i Osińskiej [40])

REGULACJA RUCHLIWOŚCI KOMÓRKOWEJ

A ktyna i miozyna, białka odpowiedzialne za skurcz kom órek mięśnio­
wych, w ystępują we wszystkich komórkach eukariotycznych, gdzie praw ­
dopodobnie biorą udział w wielu zjawiskach ruchu, związanych z loko-

http://rcin.org.pl



M ECHANIZM Y R E G U LA C JI SK U R C Z U  M IĘŚN I 157

mocją komórek, transportem  wew nątrzkom órkowym , sekrecją, endocyto- 
zą, cytokinezą, utrzym yw aniem  i m odulacją kształtu  komórek, przycze­
pianiem  ich do podłoża i in. [83, 110]. W spółdziałanie aktyny z miozyną 
w kom órkach mięśniowych może służyć jedynie jako model oddziaływa­
nia tych białek podczas niektórych zjawisk ruchu komórkowego. Zasad­
nicze różnice między system am i mięśniowymi i niemięśniowymi w ge­
nerow aniu ruchu określają różne wym agania stawiane białkom wspólnym 
dla obydwu systemów. Organizacja filam entów aktynow ych i miozyno­
wych w kom órkach mięśniowych jest regularna i stabilna, natom iast 
s tru k tu ry  filam entowe w kom órkach niem ięśniowych są bardzo dyna­
miczne i pojaw iają się w zależności od stanu fizjologicznego kom órki 
w różnych jej rejonach. Tak więc proces regulacji zjawisk ruchowych 
w kom órkach niemięśniowych jest bardziej złożony i dotyczy nie tylko 
regulacji współdziałania filam entów miozynowych z aktynowymi, ale 
też ich tworzenia oraz wzajemnego ułożenia i orientacji w przestrzeni 
w ew nątrzkom órkow ej.

Przypuszcza się, że oddziaływanie m iozyny z aktyną dla wywołania 
danego ruchu odbywa się przy w ykorzystaniu tego samego mechanizmu, 
k tóry  działa w kom órkach mięśniowych, tj. przesuwania się filam entów 
aktynow ych i miozynowych względem siebie, związanego z hydrolizą 
ATP [67]. Mechanizm taki może działać, jeśli filam enty aktynow e przy­
mocowane są jednym  końcem do innych s tru k tu r komórkowych, takich 
jak błona komórkowa, organelle komórkowe, m ikrotubule czy filam enty 
pośrednie, i w ykazują odpowiednią s truk tu ra lną  polarność [136]. Jeśli 
między dwoma przeciwnie zorientow anym i wiązkami filam entów aktyno­
wych znajdą się dwupolarne filam enty miozynowe, to następuje wza­
jem ne ich przesuwanie, w w yniku którego wolne końce filam entów ak ty ­
nowych zbliżają się do siebie, przemieszczając s tru k tu ry  komórkowe, do 
których są przymocowane [67, 114]. Taki właśnie m echanizm  generow a­
nia zjawisk ruchu proponuje się dla oddziaływania ak tyny  z miozyną 
niemięśniową kręgowców i bezkręgowców, k tóra ma struk tu rę  zbliżoną 
do m iozyny w ystępującej w kom órkach mięśniowych.

U Acanthamoeba  [6], D ictyostelium  [31] i prawdopodobnie w m ikro- 
kosmkach jelitowych [33], oprócz norm alnej m iozyny dwugłówkowej w y­
stępuje miozyna jednogłówkowa, która składa się tylko z jednego łańcu­
cha ciężkiego i dwóch łańcuchów lekkich i nie w ykazuje zdolności do 
tworzenia filamentów. Hipoteza funkcjonowania miozyny jednogłówkowej 
zakłada, że jej cząsteczki są przymocowane za pomocą części pałeczkowa­
tej do organelli komórkowych. Dzięki oddziaływaniu w ystających na 
zew nątrz główek miozyny z aktyną, organelle te mogą się przemieszczać 
wzdłuż filam entów aktynow ych [4, 123], Taki mechanizm z udziałem 
monomerycznej miozyny (również dwugłówkowej) w generowaniu zjawisk
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ruchu  może być w ykorzystany w  transporcie wew nątrzkom órkow ym  
[13, 75].

Z badań prowadzonych in vitro  wynika, że współdziałanie ak ty ­
ny  z miozyną izolowaną z w ielu kom órek niem ięśniowych jest regulo­
wane poprzez fosforylację lekkich łańcuchów regulujących lub ciężkich 
łańcuchów m iozyny [30, 87]. W miozynie kom órek niem ięśniowych k rę­
gowców (płytki krwi, grasica, tarczyca, mózg, rdzeń nadnerczy, m akro- 
fagi, fibroblasty, erytrocyty , limfocyty, kom órki rakowe nadnerczy — 
feochromocyty) ulegają fosforylacji lekkie łańcuchy podobnie jak w mio­
zynie z mięśni gładkich (ryc. 4a) [1, 11, 46, 47, 49, 95, 116, 129, 143, 157]. 
Proces fosforylacji zależy od stężenia jonów Ca2+ i obecności kalm oduli- 
ny. Z wielu kom órek niemięśniowych udało się już wydzielić specyficz­
ną, zależną od kalm oduliny kinazę lekkich łańcuchów miozyny [41, 59, 
157]. Fosforylacji m iozyny z tych kom órek tow arzyszy w ielokrotny 
wzrost aktyw ności ATP-azy miozynowej aktyw ow anej aktyną. W odróż­
nieniu od fosforylacji m iozyny z mięśni gładkich, która jest procesem 
kooperatyw nym  [108, 119], fosforylacja miozyny z -grasicy przebiega 
z jednakow ą szybkością dla obydwu główek [147]. W konsekwencji, aby 
uzyskać stym ulację A TP-azy miozynowej przez aktynę, w  m ięśniu gład­
kim  potrzebna jest pełna fosforylacja miozyny, a dla grasicy, przy niskim  
poziomie fosforylacji miozyny, można uzyskać stosunkowo wysoką ak­
tywność A TP-azy aktomiozynowej. Oznacza to, że niski poziom fosfory­
lacji m iozyny może wystarczyć dla stym ulacji aktywności ruchow ej ko­
mórki.

Zaobserwowano, że in vitro  fosforylacja lekkich łańcuchów miozyny 
z kom órek niem ięśniowych kręgowców (grasica, płytki krwi, tarczyca) 
w  w arunkach zbliżonych do fizjologicznych wpływa na konform ację czą­
steczek miozynowych i przesuwa równowagę monomer filam ent 
w kierunku tworzenia filam entów  [95, 116, 139]. Ufosforylowana mio­
zyna w ystępuje w postaci stabilnych filamentów, natom iast filam enty 
miozyny nieufosforylowanej są n ietrw ałe i, podobnie jak filam enty mio­
zyny nieufosforylowanej z mięśni gładkich, ulegają dysocjacji pod w pły­
wem ATP. W ten sposób m onomeryczna miozyna mogłaby łatw iej prze­
mieszczać się w obrębie komórki, a w określonym  czasie pod wpływam  
fosforylacji m ogłaby tworzyć filam enty i reagować z aktyną, generując 
zjawiska ruchu. Jednak dotychczas, mimo zlokalizowania miozyny w wie­
lu kom órkach niem ięśniowych m etodami immunocytochemicznymi, nie 
udało się określić jej m olekularnej organizacji in vivo, zarówno pod­
czas spoczynku, jak i aktywności ruchowej kom órki [44]. Wiąże się to 
prawdopodobnie z niskim  stężeniem miozyny w kom órkach niem ięśnio­
wych, m niejszym i rozm iaram i filam entów lub tym, że tylko niew ielka 
populacja cząsteczek miozyny znajduje się w komórce w postaci fila­
m entów [62]. http://rcin.org.pl
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Przypuszcza się, że opisane już tu  mechanizmy, poprzez które działa­
nie jonów Ca2+ aktyw uje zjawiska ruchu w kom órkach niemięśniowych, 
mogą być w ykorzystane w kom órkach grasicy podczas endocytozy tyreo- 
globulin w w yniku stym ulacji tyreotropiną [95], w  kom órkach rdzenia 
nadnerczy mogłyby służyć sekrecji katecholam in [129], a w kom órkach 
nerw ow ych — uw alnianiu neurotransm iterów  [11]. Wiadomo, że in vivo  
fosforylacja m iozyny w płytkach krw i stabilizuje połączenie miozyny ze 
struk tu ram i cytoszkieletu [50] i pozostaje w korelacji z sekrecją seroto- 
n iny [104], a także ze zmianą kształtu  płytek [36].

S t o p i e ń  u f o s f  o r y  l o w a n i o  m i o z y n y  ( m o l / m o l )

Ryc. 6. Wpływ fosforylacji ciężkich łańcuchów dwugłówkowej miozyny z Acan-  
thamoeba castellani na aktywność ATP-azy aktomiozynowej (wg Collinsa i Kor­

na [28])

W kom órkach amebowych (Acanthamoeba castellani, D ictyostelium  
discoideum ) istotną rolę w regulacji aktywności ruchowej odgrywa praw ­
dopodobnie fosforylacja ciężkich łańcuchów miozyny w pobliżu pałecz- 
kowatego końca zarówno dwugłówkowej, jak i jednogłówkowej miozyny 
[87]. Fosforylacja miozyny dwugłówkowej zachodzi przy udziale specy­
ficznej kinazy [32]. U D ictyostelium  discoideum  jest ona zależna od stę­
żenia jonów Ca2+ i kalm oduliny [96]. Aktywność A TP-azy m iozyny ak­
tyw ow anej aktyną jest odwrotnie proporcjonalna do stopnia fosforyla­
cji ciężkich łańcuchów (ryc. 6) [28], Wykazano, że tworzenie filam entów 
przez miozynę dwugłówkową izolowaną z kom órek amebowych jest ha­
mowane przez fosforylację ciężkich łańcuchów [29, 85]. Ponieważ stw ier­
dzono, że zdolność do tworzenia filam entów  oraz aktywność ATP-azy 
miozynowej aktyw ow anej aktyną zależy od obecności końcowego frag­
m entu pałeczki miozyny, w obrębie którego zachodzi fosforylacja [86], 
w ysunięto więc hipotezę, że fosforylacja ciężkiego łańcucha miozyny 
dwugłówkowej komórek amebowych reguluje współdziałanie tego białka 
z aktyną [87]. Dokonuje się to przez oddziaływania międzycząsteczkowehttp://rcin.org.pl
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w ew nątrz filamentów, k tóre determ inują ich konform ację i w konse­
kwencji reaktywność główek miozynowych.

Fosforylacja ciężkiego łańcucha miozyny jednogłówkowej zachodzi 
w niew ielkiej odległości od miejsca katalitycznego cząsteczki i powoduje 
wzrost aktywności ATP-azy miozynowej aktyw ow anej aktyną [5]. P rzy­
puszcza się, że za lokomocję kom órek amebowych odpowiedzialne jest 
współdziałanie aktyny z dwugłówkową miozyną [85, 159], natom iast 
transport w ew nątrzkom órkowy może zależeć od in terakcji ak tyny  z mio­
zyną jednogłówkową.

O statnie badania wykazują, że w miozynie niektórych kom órek nie- 
mięśniowych (limfocyty, m akrofagi, mózg) ulegają fosforylacji zarówno 
ciężkie, jak i lekkie łańcuchy [47, 97, 142]. Nasuwa się pytanie, w jaki 
sposób w kom órkach tych odbywa się regulacja współdziałania aktyny 
z miozyną, jeśli struk tu ra lne  i enzymatyczne właściwości m iozyny zale­
żą od miejsca fosforylacji, a efekty obydwu fosforylacji są przeciwne.

Ilościowe proporcje między miozyną i aktyną w kom órkach niem ię- 
śniowych, w porównaniu z mięśniowymi, są przesunięte wyraźnie na ko-

Stabilizocja Blokowanie koriców filamentów Sieciowanie filamentów

monomerów

Ryc. 7. Regulacja stanu organizacji aktyny w komórkach niemięśniowych przez 
białka: a) wiążące się z monomerami aktyny i hamujące tworzenie filamentów  
aktynowych, b) skracające filamenty aktynowe i c) łączące filamenty aktynowe 

w wiązki lub sieci (wg Craig i Pollarda [34])
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rzyść aktyny. Ten „nadm iar” ak tyny  tw orzy cytoszkielet, a także bierze 
udział w generow aniu zjawisk ruchu na drodze transform acji G F-ak- 
tyna i tw orzeniu wysoko zorganizowanych s truk tu r F -aktyny. Procesy 
te podlegają regulacji przez w ystępujące w komórce liczne białka w ią­
żące się z aktyną. Białka w pływające na stan organizacji ak tyny  zostały 
podzielone na trzy  zasadnicze grupy (ryc. 7) [34, 84, 115, 153]:

1) depolim eryzujące F-aktynę i stabilizujące G-aktynę,
2) ograniczające długość filam entów aktynow ych i wpływające na 

szybkość polim eryzacji aktyny,
3) sieciujące filam enty  aktynowe.
Do pierwszej grupy należą białka, które ham ują polim eryzację G-ak- 

tyny  (np. profilina, DN-aza) ([89, 90] i odnośniki w  [84] i [153]). Tworząc 
kom pleks z monomeryczną aktyną u trzym ują ją w stanie zdepolimery- 
zowanym, chociaż w ystępuje ona w  stężeniu znacznie przekraczającym  
tzw. stężenie krytyczne, przy którym  zachodzi polim eryzacja. M onomery 
aktynow e pow stają w w yniku działania białek depolim eryzujących F -ak­
tynę (ADF-actin depolimerizing factors), znalezionych w osoczu krw i 
i mózgu, które wiążąc się z G -aktyną blokują również jej polim eryza­
cję [7, 26]. Ich stężenie, np. w kom órkach mózgu, wystarcza, aby zablo­
kować 20-30% aktyny.

Do drugiej grupy należą „białka zakryw ające” (capping proteins), 
które przyłączając się do rosnącego końca filam entów aktynow ych bloku­
ją przyłączanie monomerów do filam entów (podobnie jak to ma miejsce 
w przypadku cytochalazyny) (odnośniki w [136]). L ista tych białek po­
dana jest w pracy [136]. N iektóre z białek tej grupy mogą również prze­
cinać utworzone filam enty, a następnie blokować w zrastające końce frag­
mentów. W ten sposób dochodzi do skracania filam entów aktynowych. 
Białka te, w odróżnieniu od białek depolim eryzujących F-aktynę (ADF), 
w pływ ają też często na tworzenie zarodków polimeryzacji, przez co przy­
spieszają proces polim eryzacji ak tyny  [14, 74, 81]. Mogą one, dzięki zdol­
ności inicjacji polim eryzacji aktyny, decydować o szybkim powstawaniu 
w danym  rejonie kom órki filam entów aktynowych, potrzebnych dla w y­
wołania określonego zjawiska ruchu. Podczas np. podziału komórkowe­
go pojaw iają się wiązki filam entów aktynowych, które początkowo o ta ­
czają wrzeciono podziałowe, a później tworzą pierścień wokół bruzdy po­
działowej, którego zadanie polega na oddzielaniu nowo powstałych komó­
rek [113, 124]. Gwałtowne tworzenie filam entów in vivo  obserwuje się 
także w czasie procesów akrosom alnych, zachodzących podczas zapłod­
nienia V /  plem nikach strzykw y (Thyone) [140].

Do trzeciej grupy należą białka, które powodują łączenie filam entów 
aktynow ych w równoległe wiązki lub trójw ym iarow e izotropowe sieci. 
Sieci filam entów  aktynowych- w ystępują głównie w pobliżu błony komór-
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kowej, tworząc lamellopodia i filopodia [103]. Wiązki filam entów w ystę­
pują najczęściej w głębi cytoplazm y i są przymocowane do błony kom ór­
kowej. S truk turam i złożonymi z wiązek filam entów aktynow ych są m.in. 
w łókna naprężeniowe (stress fibers) i m ikrokosmki komórek nabłonka 
jelitowego [17, 100]. Do grupy tej należą również białka, które przym o­
cowują aktynę do błony kom órkowej i innych fibrylarnych s tru k tu r cy~ 
toszkieletu, jak m ikrotubule i filam enty pośrednie. Ich przykładam i są 
w inkulina [51] czy spektryna, która sieciuje krótkie filam enty aktynowe, 
znajduje się w błonie komórkowej erytrocytów, i decyduje o ich kształ­
cie [55]. Homologi spektryny w ystępują w innych kom órkach niem ię­
śniowych oraz kom órkach mięśni gładkich pod nazwą fodryny i służą 
m.in. utrzym yw aniu  struk tu ra lnej integralności błon [53, 154]. Białkiem 
sieciującym  jest również filam ina obecna we wszystkich kom órkach nie­
mięśniowych i mięśniowych, w ystępująca zarówno na obrzeżach komó­
rek niemięśniowych, jak i we włóknach naprężeniowych. Przypuszcza się, 
że oprócz wypełniania funkcji struk tu ralnej, może ona brać udział w w y­
suwaniu pseudopodiów [151, 152]. Je j homologi (ABP — actin binding 
proteins) wyizolowane z makrofagów i płytek krw i decydują o odpowied­
niej konsystencji cytoplazm y w komórce, co w arunkuje zdolność jej prze­
pływu [111, 135].

Dla wywołania określonego zjawiska ruchu opisane już tu  białka 
wpływają na stru k tu ry  tworzone przez aktynę w sposób kompleksowy. 
Podczas np. reakcji akrosom alnej działają białka, które uw alniają ak­
tynę z jej kom pleksu z białkiem  stabilizującym , inne powodują polime­
ryzację G -aktyny, a jeszcze inne sieciują wytworzone filam enty ak ty ­
nowe [140].

Niektóre z białek regulujących w pływ ają na stan organizacji aktyny 
w sposób zależny od stężenia jonów Ca2+, które wiążą się bezpośrednio 
z białkam i regulującym i lub poprzez kalm odulinę obecną we wszystkich 
kom órkach niemięśniowych. Przykładem  pierwszego typu białek jest żei- 
zolina, która, po związaniu jonów Ca2+, powoduje przecinanie filam entów 
aktynow ych tworzących sieci i w konsekwencji rozpuszczanie żelu [158], 
Przykładem  drugiego typu białek jest spektryna (fodryna), k tórej pod- 
jednostka wiąże się z kalm oduliną i w ten sposób powoduje wrażliwość 
działania tego białka na jony Ca2+ [15, 54].

Wiele białek, które w pływ ają na stan organizacji aktyny w komórce, 
wpływa również na jej współdziałanie z miozyną. Wysokocząsteczkowe 
białka sieciujące aktynę (ABP) indukujące powstawanie żelu powodują. 
że stężenie m iozyny potrzebne do wywołania danego zjawiska ruchu 
(w obecności ATP, kinazy lekkich łańcuchów miozyny i kalm oduliny) 
jest znacznie mniejsze niż podczas oddziaływania samej ak tyny  z m io­
zyną [133],
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Przykłady  te wskazują na trudności w ustaleniu, czy o danej formie 
ruchu komórkowego decyduje zmiana stanu organizacji aktyny, czy jej 
współdziałanie z miozyną, czy obydwa te procesy razem. Sytuacja jest 
jeszcze bardziej złożona, gdy w generacji ruchu, obok wymienionych 
systemów, bierze również udział układ tubulinowo-dyneinow y [98] lub 
tubulinowo-kinezynowy [64].

Trzeba jednak podkreślić, że badania ostatnich lat przyniosły wiele 
interesujących inform acji dotyczących białek regulujących stan organi­
zacji ak tyny  i jej współdziałanie z miozyną w wielu kom órkach nie­
mięśniowych. Przeprowadzono charakterystykę struk tura lną  i funkcjonal­
ną wielu z tych białek. Coraz więcej wiadomo też na tem at ich lokaliza­
cji w różnych stanach fizjologicznych i różnych fazach cyklu kom órko­
wego. Te biochemiczne i immunologiczne badania zbliżają nas do pozna­
nia m echanizmów regulujących zjawiska ruchu w kom órkach niem ięśnio­
wych. Dla pełnego zrozumienia tych mechanizmów konieczne są jednak 
wiadomości dotyczące funkcjonowania poszczególnych białek w  żywej 
komórce.

WNIOSKI

Zjawiska ruchu, w których biorą udział aktyna i miozyna, można 
podzielić na dwie grupy: pierwsze zależą od współdziałania obu tych 
białek w obecności ATP i są wspólne dla mięśni i komórek niem ięśnio­
wych, drugie, k tórych podstawą są zm iany stanu organizacji aktyny, w y­
stępują tylko w kom órkach niemięśniowych.

M echanizmy regulacji współdziałania aktyny z miozyną w komórkach 
m ięśniowych i niemięśniowych działają prawdopodobnie poprzez wpływ 
białek regulujących (kompleksu troponinowo tropomiozynowego) lub mo­
dyfikacji m iozyny na poszczególne etapy hydrolizy ATP, a nie na za­
sadzie blokowania przestrzennego [2, 25, 112].

M echanizmy regulacji, polegające na m odyfikacji enzym atycznej (fos­
forylacja) miozyny i/lub wiązaniu ligandu (jonów Ca2+) z jej lekkimi re ­
gulującym i łańcuchami, charakteryzują  się tym, że:

1) Zm ieniają konform ację główek m iozyny poprzez wpływ na rejon 
połączenia główki z resztą cząsteczki.

2) Efektywność ich zależy od subtelnych różnic w budowie poszcze­
gólnych elem entów cząsteczki miozyny — jej regulujących lekkich łań­
cuchów lub innych rejonów główki oraz części pałeczkowatej. Na różni­
ce s tru k tu ry  lekkich łańcuchów pochodzących z różnych typów miozyny 
wskazuje m.in. różna zdolność do rekonstytucji system u regulującego 
mięczaków przez wprowadzenie łańcuchów regulujących z innych typów
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miozyny w miejsce usuniętych łańcuchów rodzim ych [80]. Na odm ien­
ną budowę części pałeczkowatej różnych typów m iozyny wskazuje różna 
ich fragm entacja przez enzym y proteolityczne [94] i zdolność tylko nie­
których typów miozyny do specyficznego „zw ijania” części pałeczkowa­
tej [145]. Różnice w aktywności A TP-azy aktomiozynowej po związaniu 
kow alencyjnym  ak tyny z główkami (Si) miozyny z mięśni gładkich i szkie­
letowych świadczą o różnej budowie tych główek w  rejonie miejsca w ią­
zania z aktyną {92].

3) Transm isja zmian konform acyjnych zachodzących w jednym  rejo ­
nie cząsteczki m iozyny (miejscu działania efektora) do odległego rejo ­
nu, np. miejsca katalitycznego, miejsca wiązania ak tyny  lub części pałecz­
kowatej, może przebiegać wzdłuż s tru k tu ry  a-heliksu, odznaczającej się 
dużą sztywnością (jeśli nie jest ona zaburzona). Na przykład zm iany 
konform acyjne spowodowane fosforylacją ciężkiego łańcucha m iozyny 
mogą być przenoszone przez struk tu rę  a-heliksu ciężkiego łańcucha do 
części globularnej. Transm isja zmian konform acyjnych może zachodzić 
także w  przeciw nym  k ierunku — zm iany w rejonie główki mogą decy­
dować o „zw ijaniu” części pałeczkowatej miozyny, stabilności filam en­
tów itd.

M echanizmy regulujące zmiany stanu organizacji ak tyny  w  kom ór­
kach niem ięśniowych zależą od białek wiążących się z aktyną. Białka 
te w pływ ają na równowagę reakcji m onomer ^  filam ent oraz na po­
w stawanie bardziej złożonych s tru k tu r filam entów  aktynowych, jak sie­
ci czy wiązki.
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ORGANIZACJA PRZESTRZENNA MECHANIZMÓW NAPĘDOWYCH 
I STERUJĄCYCH W RUCHU AMEBOWYM *

SPATIAL DISTRIBUTION OF THE MOTOR AND STEERING MECHANISMS
IN AMOEBOID MOVEMENT

ANDRZEJ GRĘBECKI

Zakład Biologii Komórki, Instytut Biologii Doświadczalnej 
im. M. Nenckiego, Warszawa

Streszczenie. Klasyczne teorie ruchu ameb opierały się albo na założeniu, że en- 
doplazma jest tłoczona do przodu przez skurcz ektoplazmy ograniczony tylko do 
tylnej części komórki, albo że ma ona taką konsystencję, która umożliwia jej 
ciągnięcie przez skurcz zachodzący w strefie czołowej. Przedstawiono eksperymen­
talną konfrontację obu tych sprzecznych teorii z teorią ogólnej kurczliwości kor- 
tykalnej. Według tej nowej koncepcji, kurczliwa jest cała peryferyjna warstwa 
mikrofilamentów. Skurcz zachodzący wzdłuż całego obwodu komórki podnosi w e­
wnętrzne ciśnienie hydrostatyczne. Ciśnienie to zaś spada tylko w strefie czołowej 
wskutek zerwania kontaktu korteksu z błoną, a to powoduje przepływ endoplaz- 
my. Stopień relaksacji czoła (lub powrót jego kurczliwości) jest pod kontrolą 
bodźców zewnętrznych. W ten sposób strefa czołowa steruje ruchem, choć właści­
wa siła napędowa jest wytwarzana poza nią.

Summary. The classical theories of amoeboid movement were based either on the 
presumption that the fluid endoplasm is squeezed forwards by the ectoplasmic 
contraction restricted to the cell tail, or that its consistency makes possible its 
pulling by a contraction localized in the frontal zone. These controversial theories 
were both confronted with the theory of generalized cortical contraction. Accord­
ing to this new concept the whole cortical microfilamentous layer is contractile. 
The contraction along the whole cell periphery results in an increase of the 
intracellular hydrostatic pressure. The pressure drops down only in the fronts, 
where the membrane-cortex contact is broken; that promotes the flow of the 
endoplasm. The relaxation of the front, or the recovery of its contractility, are 
under the control of external stimuli. In that way the frontal zone may steer the 
locomotion, though the proper motive force is generated behind it.

* Referat wygłoszony podczas II Ogólnopolskiej Konferencji Biologii Komórki, 
Warszawa 18 - 22 1985 r.
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WPROWADZENIE

Ogólnie wiadomo, jak rozpowszechniony jest ruch amebowy w świe­
cie żywym, u kom órek wolno żyjących i tkankowych, em brionalnych 
i dorosłych, norm alnych i nowotworowych, in situ i w stanie hodowli. 
Za najw ażniejszą cechę ruchów amebowych, wyróżniającą je od innych, 
trzeba uważać nietrw ałość samego narządu  ruchu, zarówno na pozio­
mie organizacji komórkowej, jak i budowy cząsteczkowej. Filam entowe 
s tru k tu ry  kurczliw o-szkieletalne dezintegrują się po wykonaniu skurczu 
i są następnie przenoszone do przedniej części pełznącej komórki, gdzie 
jest odtw arzana ich zorganizowana funkcjonalna postać.

Od ponad stu  lat wielkie ameby słodkowodne, Amoeba proteus i Cha­
os chaos, a ostatnio także drobna glebowa Acanthamoeba castellani szcze­
gólnie przydatna w badaniach biochemicznych, służą jako modelowy 
obiekt badań ruchów amebowych. Przypom nijm y, że u ameb cytoplazma 
jest zróżnicowana na stosunkowo m niej ruchliw y peryfery jny  cylinder 
zżelifikowanej ektoplazm y oraz w nętrze wypełnione endoplazmą, będą­
cą w stanie solu i intensyw nie płynącą do przodu. Cylinder ektoplazm a- 
tyczny ulega ciągłej solifikacji w swej zam kniętej ty lnej części; m ateriał 
w nim  zaw arty  jest przenoszony w postaci strum ienia endoplazmy do 
jego otwartego przedniego końca, gdzie ulega ponownej żelifikacji, roz­
kładając się słojami na obwodzie i dobudowując tym  samym  nowe od­
cinki cylindra ektoplazmatycznego. Już na kilkadziesiąt la t przed w y­
kryciem  białek kurczliw ych u ameb praw ie powszechnie ustalił się po­
gląd, najw szechstronniej uzasadniony przez Masta [51], że kurczliwość 
ektoplazm y jest przyczyną przepływu endoplazmy i ruchu kom órki jako 
całości.

W iemy obecnie, że kilkanaście procent suchej m asy am eby stanowi 
aktyna identyczna z aktyną mięśniową. Można ją z ameb ekstrahować, 
badać m etodam i biochemicznymi in vitro, cytochemicznymi in situ, ana­
lizować układy jej filam entów  w m ikroskopie elektronowym, a także ich 
dynam ikę in vivo technikam i fluorescencyjnym i i im m unofluorescencyj- 
nym i [61, 66]. F -ak tyna tw orzy wiązki filam entów  w ektoplazmie, a prze­
de wszystkim  trójw ym iarow ą sieć m ikrofilam entów  w jej najbardziej 
zew nętrznym  słoju przyległym  do błony komórkowej, nazw aną kortek- 
sem kurczliw ym  [42, 48, 49]. W endoplazmie znajduje się natom iast ak­
tynę m onomeryczną lub nisko oligomeryczną, niewidoczną w m ikrosko­
pie elektronowym . W ykryto dotąd u ameb trzy  rodzaje miozyn, w szy­
stkie nieco różne od miozyn z mięśni prążkow anych i gładkich [43, 44]. 
Reagują one z F-aktyną, pozostając same w stanie oligomerycznym; 
identyfikacja amebowej m iozyny in situ za pomocą m ikroskopii elektro­
nowej jest więc co najm niej zawodna. W zględna zawartość miozyny
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w stosunku do aktyny jest u ameb ponad 20 razy niższa, niż w mięśniu 
prążkow anym  [44]. Znaczna część F-aktyny jest zaangażowana w in te r­
akcje z innym i białkami ją wiążącymi, szczególnie takimi, które spinają 
jej trójw ym iarow ą sieć w korteksie, nadając cylindrowi ektoplazm atycz- 
nem u konsystencję półsztywnego żelu [54, 66].

Cylinder ektoplazm atyczny jest więc zarazem  i aparatem  kurczli­
wym i cytoszkieletem  ameby (term inu cytoszkielet używam  w jego histo­
rycznie i etymologicznie właściwym znaczeniu niekurczliw ej s tru k tu ry  
oporowej). Uważa się obecnie, że są w nim  przem ieszane m ikrodom eny 
cytoszkieletalne, gdzie przeważa stabilizujące działanie białek spinają­
cych aktynę, z m ikrodomenami kurczliwym i, w których interakcja ak­
tyny  z miozyną przebiega swobodniej. W takiej sytuacji stopniowo prze­
biegający skurcz musi być sprzężony z równie stopniowym  rozrywaniem  
stru k tu ry  oporowej żelu i jego powolną solifikacją [34, 66, 67]. Pełne 
wykorzystanie mocy tak zbudowanego aparatu  kurczliwego musi więc 
prowadzić do jego zupełnej dezintegracji.

W róciliśmy w ten sposób do definicji ruchu amebowego — nietrw a- 
łości samego narządu ruchu, k tó ry  rozpada się w m iarę w ykonyw ania 
swej funkcji. Badania na poziomie u ltrastruk tu ralnym  i m olekularnym  
w skazują więc, że cylinder ektoplazm atyczny zawiera aparat kurczliw o- 
-szkiełetalny w formie zorganizowanej i funkcjonalnej, endoplazma zaś 
płynąca środkiem  niesie go w postaci zdezintegrowanej i niezdolnej do 
działania.
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SPÓR O TYLNĄ ALBO PRZEDNIĄ LOKALIZACJĘ SIŁY NAPĘDOWEJ

Poznanie m olekularnego podłoża skurczu u ameb nie przyniosło jed­
nak, bo samo przynieść nie mogło, pełnej odpowiedzi na pytanie najw aż­
niejsze dla cytofizjologa — jaki jest m echanizm  ruchu na poziomie po- 
nadcząsteczkowym, jak in terakcje białek kurczliw ych oraz towarzyszą­
cych im białek regulujących ich funkcje skurczowe i cytoszkieletalne, 
wyw ołują znane zjawiska biomechaniczne: przepływ  endoplazmy we­
w nątrz komórki, wycofywanie jej tylnych okolic czy powstawanie no­
wych nibynóżek w okolicach przednich. Chodzi więc o to, jaka jest to­
pografia funkcji wypełnianych przez aparat kurczliw o-szkieletalny i ich 
wzajem ne stosunki przestrzenne w m akroskali organizacji kom órki jako 
całości.

Badania w  tym  zakresie już od ćwierćwiecza toczą się w  atm osferze 
ostrego sporu między dwiema skrajnie sprzecznymi koncepcjami — teo­
riam i skurczów tylnego i przedniego.
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178 A . G RĘBECK I

W edług teorii skurczu tylnego endoplazma płynie do przodu w sku­
tek gradientu ciśnienia w ew nątrz cylindra tworzonego przez ektoplazmę. 
Różnica ciśnienia hydrostatycznego bierze się stąd, że kurczy się tylko 
tylna zam knięta część cylindra (ryc. 1A). Endoplazma, jak pasta w y­
ciskana z tuby, płynie do przodu, gdzie cylinder jest o tw arty  i n arasta ­
ją nowe słoje jego ścianek kosztem żelifikacji napływ ającego solu. P ro­
toplastą tego poglądu był Mast [51], choć oczywiście nie znał m olekular­
nego podłoża skurczu, o k tórym  mówił. Na przełomie la t pięćdziesią­
tych i sześćdziesiątych Goldacre [10-12] dopasował teorię Masta do ów­
czesnego stanu wiedzy o mechanizmie skurczu i szczególnie mocno w y­
eksponował tezę, że kurczy się tylko ty lna część cylindra ektoplazm a- 
tycznego ameby. W ielu bardziej współczesnych autorów  [42, 57, 69] 
podtrzym ało ten  pogląd popierając go nowym i argum entam i eksperym en­
talnym i oraz uzupełniając rozważaniam i o ew entualnych biegunowych 
różnicach rozmieszczenia miozyny, stężenia ATP, stężenia jonów w ap­
nia itd. Rozważania te jednak pozostały w sferze niepotwierdzonych 
hipotez. Badania biochemiczne i s truk tu ra lne  potwierdziły jasno wszyst-

Ryc. 1. Schematy proponowane przez autorów i zwolenników teorii skurczu tyl­
nego (A), skurczu przedniego (B) i ogólnego skurczu kortykalnego (C); hf — czołowy 
czepek hialinowy, cds-pgs — korteks oderwany od błony w  strefie czołowej, cnc — 
korteks uważany za niekurczliwy, cc — korteks uważany za kurczliwy, cim — kor­
teks w  skurczu izometrycznym, cit — korteks w  skurczu izotonicznym, cf — hipo­
tetyczny skurcz strefy czołowej, ve — endoplasma lepkosprężysta; wg różnych źró­

deł za [25]
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kie założenia teorii skurczu tylnego, jeśli chodzi o różnice w rozmieszcze­
niu i postaci s tru k tu r kurczliw o-szkieletalnych między peryfery jną (ekto- 
plazm atyczną) a osiową (endoplazmatyczną) w arstw ą ameby, a nie po­
tw ierdziły  żadnych sugestii o analogicznych zróżnicowaniach między 
tylnym i a przednim i okolicami jej ciała. W śród fizjologów także zdarzały 
się wypowiedzi kwestionujące zasadność lokalizacji siły napędowej ru ­
chu amebowego wyłącznie w tyle kom órki (np. M arsland [501, Seravin 
[59], Korohoda [46]).

Spór, k tó ry  zachwiał monopolem klasycznej teorii skurczu tylnego, 
zaczął się jednak nieco wcześniej, wraz z ogłoszeniem przez Allena [1,
2] całkowicie przeciw staw nej koncepcji — teorii skurczu przedniego. 
W edług niej, skurcz zachodzi nie w tyle, ale wyłącznie w przodzie ame­
by, a zarazem  nie w peryfery jnym  słoju ektoplazmy, ale w osiowym 
rdzeniu endoplazm atycznym  (ryc. IB). M amy tu  więc do czynienia z cał­
kow itym  odwróceniem  stosunków przestrzennych, k tórem u musi zatem  
towarzyszyć odwrócenie k ierunku i charak teru  hipotetycznej siły napę­
dowej. Nie może już być mowy o tłoczeniu endoplazmy przez ciśnienie 
hydrostatyczne, trzeba zaś, by była ona ciągnięta do przodu dzięki p o ­
w stającym  w niej naprężeniom  mechanicznym.. Allen zakłada na podsta­
wie pewnych dowodów pośrednich (których nie zdołano potwierdzić ba­
daniam i u ltrastrukturalnym i), że w płynącej endoplazmie istnieje ciągłość 
filam entów  F-aktyny, dzięki czemu cała ta lepkosprężysta masa mogłaby 
być obkurczana i podciągana ku ośrodkom skurczowym  zlokalizowanym 
w czole każdej posuwającej się nibynóżki, w m iejscu przekształcania się 
endoplazm y w  ektoplazmę. Konsekwencjam i teorii skurczu przedniego, 
logicznie przyjm ow anym i przez jej zwolenników, jest więc:

(1) zaprzeczenie aktywności skurczowej ektoplazmy, k tóra m iałaby 
być biernie ciągnięta do przodu;

(2) zaprzeczenie wszelkiej roli ciśnieniowego m echanizm u przepływu 
endoplazmy;

(3) lokalizacja kontroli i sterowania ruchem  w czole pełznącej ko­
mórki, tam  gdzie jest to „behaw ioralnie uzasadnione”, jak w yraża się 
Allen [3].

Ta ostatnia teza jest niew ątpliw ie ogromnie atrakcyjna, zwłaszcza że 
teorie skurczu tylnego przez 60 lat swego istnienia nigdy nie wyjaśniły, 
dlaczego front od razu i jako pierwszy reaguje na nowe sytuacje napot­
kane na drodze m igracji, jeżeli m aszyneria ma być umieszczona z tyłu. 
Ale dzisiejsza wiedza o rozmieszczeniu s truk tu r kurczliw o-szkieletalnych 
w komórce am eby znacznie lepiej przystaje do teorii klasycznej bezpo­
średnio potwierdzając, co praw da nie ich szczególną koncentrację w tyle, 
lecz przynajm niej ich specyficzną lokalizację w w arstw ie peryferyjnej.
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TEORIA OGÓLNEJ KURCZLIWOSCI KORTYKALNEJ

Gdy przed 10 laty  zajęliśm y się tym  zagadnieniem  w naszym  zespo­
le, doszliśmy dość szybko do przekonania, że popraw na teoria ruchu ame- 
bowego musi przede wszystkim  godzić dwa elem enty: powstawanie siły 
napędowej wzdłuż peryferii komórki, gdzie aparat kurczliw o-szkieletalny 
jest w rzeczywistości w ykryw any w postaci m ikrofilam entowego kor- 
teksu, a kontrolę ruchu tam, gdzie jest ona biologicznie najpotrzebniej­
sza, czyli w przodzie pełznącej komórki. Oznacza to, że funkcje napędo­
we i sterujące są zapewne przestrzennie rozdzielone m iędzy cylinder 
peryfery jny  i strefę czołową. Jest to podstawowa myśl teorii ogólnego 
skurczu kortykalnego, którą wysunęliśm y i rozw ijam y od paru  lat [22, 
24-26], a k tórej główne założenia można w skrócie przedstaw ić nastę­
pująco.

Cały kortykalny  m ikrofilam entow y cylinder, taki jakim  go ukazuje 
mikroskopia elektronowa, jest kurczliw y i istotnie się kurczy w trakcie 
lokomocji (ryc. 1C). Jego skurcz ma charakter izotoniczny, w ykonuje 
pracę i jest bezpośrednio widoczny w ty lnych okolicach komórki, które 
nie przylegają trw ale do podłoża i dość łatwo ew akuują do przodu nad­
m iar endoplazmy. Natomiast silniejsza adhezja i nadm iar endoplazmy 
napływ ającej z ty łu  powodują, że w rejonach środkowych i przednich 
skurcz cylindra zachodzi w reżimie izom etrycznym , nie poddaje się więc 
bezpośredniej obserwacji. Niemniej wyw iera on siłę, k tó ra  wzmagając 
naprężenie ścianek przedniej części cylindra przyczynia się do zachowa­
nia jego kształtu  i objętości, a tym  samym do wzrostu ciśnienia hydro­
statycznego w całym jego w nętrzu. Jeśli cały cylinder jest pod wysokim 
ciśnieniem wew nętrznym , to m iejscowy spadek ciśnienia w jakimkolwiek 
punkcie powierzchni wystarczy, by w tym  kierunku popłynął strum ień 
endoplazmy i utw orzył się tam  front lokomocji. Uważamy więc strefy 
czołowe za jedyne zrelaksowane okolice cechujące się obniżonym ciśnie­
niem. Ich relaksacja lub ponowny skurcz są właśnie pod kontrolą bodź­
ców zewnętrznych. Oznacza to, że przyjm ując hydrodynam iczną koncep­
cję przepływ u endoplazmy jego kontrolę, lokalizujem y nie w m aksy­
malnym, lecz w m inim alnym  biegunie gradientu  ciśnienia. Zm iany ciś­
nienia w strefie czołowej wpływają na przepływ  w całej amebie zgod­
nie z podstawowymi praw am i hydrodynam iki. W ten  sposób fronty  
mogą sterować prędkością i k ierunkiem  ruchu, chociaż właściwa siła na­
pędowa powstaje gdzie indziej, wzdłuż całej peryferii kom órki poza sa­
mymi frontam i.

Rozważmy kilka pytań, które w ydają się najistotniejsze dla skonfron­
towania zasadności tej koncepcji z teoriam i skurczu tylnego i przedniego.
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CZY ZACHOWANIE SIĘ ŚRODKOWYCH I TYLNYCH PERYFERII KOMÓRKI 
JEST WYNIKIEM ICH WŁASNEJ AKTYWNOŚCI SKURCZOWEJ?

W trakcie m igracji ameby tylne okolice jej ciała przesuw ają się jako 
całość do przodu, a zarazem  zmniejsza się ich objętość. Planim etryczna 
analiza kolejnych k latek  filmowych pozwoliła nam  wyliczyć, że przecięt­
nie redukcji wym iarów podlegają ty lne 2/3 kom órki [18]. Później zin­
terpretow aliśm y to właśnie jako przejaw  miejscowego skurczu izotonicz- 
nego [22]. Lecz w międzyczasie zarzucono nam, że nie jest to aktyw ny 
skurcz, lecz tylko bierne „skracanie się” s tru k tu r ciągniętych przez siły 
powstające w strefie czołowej [4].

Testem rozstrzygającym  między tym i in terpretacjam i było spraw dze­
nie, czy zablokowanie strefy  czołowej zlokalizowanym bodźcem ujem nym  
lub jej zupełne zniszczenie znosi zjawiska ruchowe w środkowych i ty l­
nych częściach kom órki [17, 19, 23].

Najpierw  użyliśmy bodźca świetlnego, k tóry  wyw iera na amebę dzia­
łanie skurczowe. Komórkę pełznącą w ew nątrz prostokątnej strefy  za­
cienionej (2500 luksów) kierowano do jej narożnika. Tam każdy nowy 
front m usiał wkraczać na obszar silniej oświetlony (10 000 luksów) i nie­
zmiennie zatrzym yw ał się na jego granicy. Mimo to, pozostałe okolice 
kom órki posuwały się nadal w dawnym  kierunku, co prowadziło do roz­
dęcia przedniej części ameby i wreszcie do jej uwięzienia na wiele mi­
nu t w narożniku cienia. Doświadczenie mocno sugeruje, że to nie ak tyw ­
ność hamowanych światłem  czół ciągnęła komórkę, ale nieskrępowany 
skurcz pozostałych odcinków jej cylindra ektoplazmatycznego wtłoczył 
ją w ślepy zaułek.

Czy w doświadczeniu tym  rzeczywiście wszystkie kolejne czoła były 
skutecznie blokowane? Wątpliwość ta znika, gdy strefę czołową znisz­
czyć m ikrooperacyjnie w sposób uniem ożliwiający zabliźnienie rany, gdy 
na m iejscu dawnego frontu  pozostaje po prostu niezasklepiony otwór 
(ryc. 2). Naw et wówczas nietknięte środkowe i tylne okolice ciała ameby 
nadal obkurczają się i wyciskają endoplazmę przez ranę na zewnątrz, do 
środowiska. Nowa endoplazma wciąż powstaje we w nętrzu i jest stop­
niowo ewakuowana z kom órki aż do całkowitego wyczerpania m ateriału  
i ostatecznego rozpadu ameby. Taka „samobójcza” reakcja całkowicie 
wyklucza lokalizowanie siły napędowej w czole ameby, skoro pozostałe 
okolice ciała są nadal zdolne przesuwać się, zmniejszać swą objętość 
i wytwarzać strum ień endoplazmy w nieobecności jakiejkolwiek strefy  
czołowej.
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CZY AKTYWNOŚĆ SKURCZOWA CYLINDRA EKTOPLAZMATYCZNEGO 
JEST OGRANICZONA DO JEGO TYLNEGO KOŃCA?

Już dość dawno opisywano u ameb w yginanie się przednich przyra­
stających nibynóżek [21, 55]. Ruchy takie mogą świadczyć o kurczliwości 
przedniej części cylindra. W yginanie się młodych nibynóżek ku  podłożu 
jest stałym  składnikiem  lokomocji, bo umożliwia powstawanie nowych 
miejsc przyczepu do podłoża [5]. Stwierdziliśm y, że zjawisko to przebie­
ga tak samo w pozycji odwróconej, jest więc ruchem  czynnym, a nie 
graw itacyjnym  [53].

Modele ameb ekstrahow ane glicerolem kurczą się po dodaniu iYTP 
na całej swej długości, a nie tylko w ty lnym  odcinku [58].

Liczne próby oceny w m ikroskopie elektronow ym  przestrzennego roz­
mieszczenia s tru k tu r kurczliwych, dokonane głównie przez Stockema 
i wsp. [62, 69], a także przez nas [20] i przez n iektórych innych autorów  
[6, 33, 56] zgodnie w ykazyw ały obecność trójw ym iarow ej sieci filam en­
tów spolim eryzowanej aktyny w całym  zew nętrznym  słoju ektoplazm y 
(ryc. 3). Stockem  i wsp. [9, 35, 63, 64] oraz Taylor i wsp. [68] w ykazali 
obecność s tru k tu r kurczliw o-szkieletalnych wzdłuż całej peryferii am e­
by m etodam i imm unocytochemicznym i na m ateriale utrw alonym  oraz 
drogą in jekcji znakowanej aktyny do żywych m igrujących komórek. A u­
torzy ci stw ierdzając szczególnie silny rozwój w arstw y filam entow ej nie 
na którym kolw iek z biegunów, lecz. wzdłuż całych bocznych ścian ciała 
ameby, poparli naszą teorię ogólnej kurczliwości kortykalnej.

W arstw a m ikrofilam entów otacza całą kom órkę w postaci korteksu 
ogólnie przylegającego do błony, choć m iejscami — zwłaszcza w strefach 
czołowych — korteks odstaje od błony [20, 62, 69], W takich miejscach 
między korteksem  a błoną pojawia się hialoplazma, początkowo pozba­
wiona elem entów struk tura lnych  (ryc. 1 hf).

Bezpośrednich danych o kurczliwości różnych odcinków cylindra ekto­
plazmatycznego mogą oczywiście dostarczyć tylko eksperym enty fizjolo­
giczne in vivo. Prowadziliśm y je najp ierw  przy użyciu zlokalizowanych 
bodźców świetlnych, by sprawdzić skurczowe działanie św iatła i relaksu­
jące działanie cienia na różne okolice m igrującej kom órki [24]. W am e­
bach zaadaptowanych do cienia naświetlano: sam ty lny  koniec ciała, zwa­
ny uroidem, ty lny  odcinek ru ry  ektoplazm atycznej, jej odcinek środkowy, 
albo jej odcinek przedni poza właściwą strefą czołową. Równolegle inne 
am eby preadaptow ano do światła, po czym zacienianio te same cztery  
odcinki (ryc. 4). Na podstawie protokołów filmowych mierzono szybkości 
wycofywania ty łu  i wysuwania przodu przed włączeniem bodźca, w tra k ­
cie jego działania oraz po jego wyłączeniu. Okazało się, że naświetlenie 
którejkolw iek części cylindra ektoplazm atycznego zawsze przyspiesza
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ruch, a zacienienie którejkolw iek zawsze go zwalnia. Efekty skurczo­
wego działania światła lub relaksującego działania cienia sum ują się, 
tzn. są o wiele w yraźniejsze przy wystaw ieniu całego cylindra na działa­
nie bodźca, niż przy stym ulacji ograniczonej do jednego odcinka. W ynik 
potwierdza więc ogólną kurczliwość korteksu ameby, a nie jakikolwiek 
skurcz biegunowy.

Do tego samego wniosku prowadzą zupełnie inne doświadczenia w y­
konywane na amebach pozbawionych przyczepu do podłoża [27, 28]. Ko­
m órki takie nie mogą migrować, a w ich w nętrzu przepływ  endoplazmy 
do przodu jest skompensowany ciągłym wycofywaniem  całego cylindra 
ektoplazm atycznego ku tyłowi. Zbadaliśm y wzdłużne profile prędkości 
tego wstecznego ruchu peryferyjnej w arstw y żelu. Prędkość zawsze 
znacznie przyrasta od ty łu  ku  przodowi i to w sposób w yraźnie liniowy. 
A więc cały cylinder obkurcza się w stronę swego zamkniętego tylnego 
końca, a w  m iarę w zrostu odległości przyrasta liniowo prędkość, bo każ­
dy odcinek kurcząc się sam pociąga za sobą wszystkie następne. Tego 
właśnie należało się spodziewać, jeśli własności kurczliw e i cytoszkie- 
letalne cylindra ektoplazmatycznego są wzdłuż niego dość równom iernie 
przeplecione. Gdyby którykolw iek odcinek nie był kurczliwy, lecz peł­
n ił wyłącznie funkcje cytoszkieletalne (zgodnie z biegunowymi teoriam i 
lokalizacji siły napędowej), m usiałby być w ycofywany jako jednolity 
blok i zaznaczyłby się jako płaski poziomy odcinek na profilu prędkości. 
Profili takich nigdy nie otrzym ywaliśm y.

CZY RUCH ZALEŻY OD CIŚNIENIA WEWNĄTRZKOMÓRKOWEGO?

Ciągły skurcz całego cylindra kortykalnego może istotnie w ytw arzać 
i podtrzym ywać wysokie ciśnienie hydrostatyczne w jego wnętrzu. Już 
w latach dwudziestych wykonywano pierwsze m ikrooperacje wykazując, 
że w pierwszym  momencie po nakłuciu am eby w ypływ cytoplazm y ma 
charak ter erupcyjny [7], W yciągnięto stąd wniosek, że ciśnienie wew ną­
trzkom órkowe jest wyższe od zewnętrznego, a jego gradient wywołuje 
przepływ  endoplazmy. Wniosek ten  jest podtrzym yw any przez ogromną 
większość badaczy do czasów dzisiejszych.

Gdy perforowaliśm y tylne okolice pełznącej ameby wspom nianą już 
tu  techniką uniem ożliwiającą zabliźnienie rany  [17], ciągły wyciek endo­
plazm y stopniowo odwracał kierunek przepływ u w komórce, aż w koń­
cu ogarniał naw et dawne strefy  czołowe (ryc. 5). Świadczy to o tym, 
że różnica m iędzy ciśnieniem hydrostatycznym  we w nętrzu kom órki 
a ciśnieniem atm osferycznym  w m iejscu uszkodzenia wystarcza, by u ru ­
chomić strum ień  endoplazmatyczny. Ciśnienie ujemne, rzędu kilku cm
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słupa wody, przyłożone m ikropipetką do w nętrza endoplazmy, jest też 
dostateczne, by zmieniać k ierunek jej przepływ u i odwracać w sposób 
trw ały  ogólną polaryzację ruchową ameby [16]. Tego samego rzędu róż­
nice ciśnień na zewnątrz dwóch różnych okolic kom órki pozwalają kon­
trolować przepływ endoplazmy w jej w nętrzu metodą podwójnej kam ery 
ciśnieniowej Kam iyi [38].

Przypom nijm y, że jeśli ciśnienie w ew nątrz cylindra ektoplazm atycz- 
nego jest wyższe niż na zewnątrz, to jego lokalny spadek gdziekolwiek 
wzdłuż peryferii powinien zainicjować nowy kierunek przepływ u i po­
wstanie tam  nowego frontu  lokomocji.

CZY MOŻNA SPODZIEWAĆ SIĘ MIEJSCOWEGO SPADKU CIŚNIENIA 
W STREFIE CZOŁOWEJ?

Miejscowego spadku ciśnienia można się oczywiście spodziewać wszę­
dzie tam, gdzie ciągłość kurczliw ej w arstw y kortykalnej zostanie przer­
wana. Sytuacja taka zdarza się w naturze i jest powodem powstawania 
form  ameb zwanych m onotaktycznym i (ryc. 6). Ameba taka utrzym uje 
stale tylko jeden kierunek ruchu i jest naw et bardzo mało wrażliwa na 
bodźce [30] dlatego, że ma specyficzny czepek frontalny  w akuolarny 
w swej naturze [49] i w swym  pochodzeniu [14]. Pęcherzyk ten jest 
otoczony własną błoną, którą uwidoczniliśmy (ryc. 7) m ikrochirurgicz- 
nie [15] i w mikroskopie elektronowym . Między błoną pęcherzyka fron­
talnego a błoną zewnętrzną nie ma w arstw y filam entow ej, stanowi więc 
on praw dziw ą lukę w korteksie kurczliw ym  [36]. Gdy pęcherzyk taki po­
wstanie dzięki fuzji wakuol i zostanie dopchnięty do peryferii komórki, 
przeryw a ją i przybiera charakterystyczną postać czepka w ciągu 1-2 s. 
Natychm iast wszystkie dotychczasowe strum ienie endoplazmatyczne od­
w racają swój bieg w jego kierunku i am eba politaktyczna zmienia się 
w m onotaktyczną (ryc. 6).

To natu ralne zjawisko można symulować w strzykując m ikrokrople

Ryc. 2. Po zniszczeniu strefy czołowej (A) pozostałe okolice komórki nadal obkur- 
czają się i wytwarzają strumień endoplazmy (A-B), aż do wyczerpania materiału

i dezintegracji (C); wg [17]
Ryc. 3. Obraz korteksu kurczliwego w mikroskopie elektronowym; cc — podbło- 
nowa warstwa mikrofilamentów; skrawek z bocznej ścianki w przedniej części

ameby; wg [20]
Ryc. 4. Przykłady pobudzania światłem lub cieniem określonych okolic pełznącej 
ameby: naświetlenie samego uroidu (A), tylnej części cylindra ektoplazmatycznego 
(B), zacienienie jego przedniej części (C) i naświetlenie strefy czołowej (D); wg [24] 
Ryc. 5. W amebie politaktycznej (A) po perforacji dokonanej w tyle komórki (B) 

następuje odwrócenie przepływu endoplazmy (C); wg [17]
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oleju parafinowego pod w ew nętrzną stronę błony komórkowej [11, 13]. 
K ropelka taka natychm iast tw orzy sztuczny czepek frontalny, skupia 
wszystkie przepływ y endoplazmy i przekształca amebę w sztuczną for­
mę m onotaktyczną (ryc. 8). Fakt przeryw ania przez nią kortykalnej 
w arstw y filam entów potwierdziliśm y w mikroskopii elektronowej [36]. 
Sztuczne fronty  otrzym yw ali też badacze z NRD [8, 69] za pomocą lo­
kalnych podbłonkowych injekcji czynników depolim eryzujących aktynę, 
bądź ham ujących jej repolim eryzację. W szystkie te rezu lta ty  prowadzą 
do wspólnego wniosku — każda miejscowa dezintegracja kurczliw ej w ar­
stw y korowej tw orzy obszar obniżonego ciśnienia hydrostatycznego, k tó­
ry  reorganizuje przepływ y endoplazmy i staje się nowym  frontem  lo­
komocji.

W jakiej jednak mierze wniosek ten stosuje się do norm alnych ameb 
politaktycznych, k tórych czepki frontalne są zbudowane z hialoplazm y 
[49]? Parę lat tem u stwierdzono jednocześnie w naszym  zespole i w NRD 
[20, 62, 69], że w tych norm alnych strefach czołowych filam entow y kor- 
teks jest oderw any od błony i przebiega głębiej u podstaw y czepka, na 
granicy hialoplazm y i granuloplazm y (ryc. 10). Wiadomo zaś już było, 
że taki oderw any korteks działa jak sito, przepuszczając hialoplazmę, 
a zatrzym ując większe elem enty struk tu ra lne  [65]. Stwierdzono też me­
todam i fluorescencyjnym i, że spolimeryzowana aktyna wbudow uje się 
w  tę  w arstw ę i nie przenika na teren  samego hialinowego frontu  [9, 68]. 
P rzenika tam  jednak G-aktyna. Świadczy to o tym , że: 1. Hialinowe 
czepki czołowe są wynikiem  filtracji endoplazm y przez filam entow y kor­
teks lokalnie oderw any od błony. 2. W sąsiedztwie takiej struktury , 
um ożliwiającej w ypływ ciekłej frakcji endoplazmy, musi istotnie w y­
stąpić postulowany spadek ciśnienia. 3. Czynna strefa frontalna nie może 
aktualnie się kurczyć, będąc pozbawiona F-aktyny, lecz potencjalnie — 
w  zależności od sytuacji zew nętrznej lub w ew nętrznej — może kurczli- 
wość odzyskiwać, skoro jest na jej terenie G -aktyna.
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Ryc. 6. Po utworzeniu przez amebę politaktyczną pęcherzykowego czepka czoło­
wego (A) inne czoła wycofują się (B) i powstaje forma monotaktyczna (C); wg [14] 
Ryc. 7. Po wzdłużnym przecięciu czepka czołowego ameby monotaktycznej (A) jedna 
połówka (1) zachowuje funkcje frontu, a druga (2) jest resorbowana (B), po czym 
wraca ze strumieniem endoplazmy do przodu (C) i na kilka sekund tworzy czepek 

„piętrowy” z wyraźnie widoczną błoną (D); wg ![15]
Ryc. 8. Mikrokropla oleju parafinowego wstrzyknięta bezpośrednio pod błonę tworzy 
sztuczny front (A), który zaczyna dominować w amebie politaktycznej (B) i prze­

kształca ją w sztuczną formę monotaktyczną (C); wg [13]
Ryc. 9. Konsekwentne zacienianie jednego z czół ameby politaktycznej (A) nadaje 
mu rolę wiodącą i przekształca komórkę w ortotaktyczną (B-C); usunięcie bodźca 

przywraca konkurencję czół i politaktyczną postać (D-E); wg [23]
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Ryc. 10. Schemat funkcjonowania frontu ameby politaktycznej; miejscowe oder­
wanie korteksu od błony powoduje powstanie czepka hialinowego; korteks w czole 
działa jak sito zatrzymujące elementy strukturalne, a przepuszczające płynną hia-

loplazmę; wg [29]

JAK STREFA CZOŁOWA REAGUJE NA BODŹCE SKURCZOWE 
I ROZKURCZOWE?

To co dziś wiem y o budowie i funkcjonowaniu strefy  czołowej oraz 
sama teoria ogólnej kurczliwości kortykalnej skłaniają do przypuszcze­
nia, że ruch postępowy strefy  czołowej powinien być stym ulow any przez 
bodźce rozkurczowe, natom iast bodźce skurczowe powinny go blokować, 
pozbawiając tę okolicę cech frontu. Zauważmy, że według teorii skur­
czu przedniego spodziewalibyśmy się wręcz odw rotnej zależności — ak­
tyw acji frontu  bodźcami skurczowymi, a hamowania jego ruchu przez 
czynniki relaksujące.

Pierw szą wskazówkę w tej sprawie przyniosły eksperym enty Koro- 
hody [47], k tó ry  lokalnie przykładając anestetyki m ikropipetką do ogra­
niczonych pól na powierzchni am eby prowokował w ytw arzanie w  tych 
m iejscach nowych frontów.

W naszym  zespole dokładnie zbadaliśm y ilościowo skutki przykłada­
nia do funkcjonującego czoła m igrującej kom órki skurczowych i rozkur­
czowych bodźców świetlnych [24]. M etody i sytuacje doświadczalne były 
już tu  opisane (ryc. 4). Po prostu tym  razem  porównywano skutki m iej­
scowego naśw ietlania lub zacieniania określonych odcinków cylindra 
ektoplazm atycznego ze skutkam i przykładania tych samych bodźców 
wyłącznie do właściwej strefy  czołowej. Skutki te są zawsze fizjologicz­
nie przeciwstawne. Naświetlenie frontu  ham uje jego ruch  postępowy, 
podczas gdy naświetlenie cylindra ektoplazmatycznego przyspiesza go. 
F ront zacieniony zaś wysuwa się szybciej, a zacienienie cylindra zwalnia 
go. Ogólnie, czynnik skurczowy ham uje m igrację komórki, działając na 
jej strefę czołową, natom iast aktyw uje ją, działając gdziekolwiek indziej. 
Czynnik rozkurczowy pobudza m igrację po przyłożeniu do czoła, a zwal­
nia ją po przyłożeniu do jakiejkolwiek części cylindra kortykalnego.
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Uogólnienie to zostało ostatnio potwierdzone przez Stockema i wsp. 
[61] przy użyciu serii kilkudziesięciu skurczowych i rozkurczowych 
bodźców chemicznych przykładanych m ikropipetką do czołowych, środko­
wych i ty lnych okolic ciała m igrujących ameb.

Przy  dłuższym oddziaływaniu miejscowo stosowane bodźce świetlne 
w yw ołują efektowne skutki behawioralne. Każdą wysuw aną nibynóżkę 
można zatrzym ać światłem, co kiedyś wykazał już Mast [52]. Ale skraw ­
kiem  cienia można indukować powstanie nowego frontu  z boku komórki, 
przywrócić aktywność dowolnej już wycofywanej nibynóżce, zagw aranto­
wać jakiem ukolwiek frontow i trw ałość jego czołowej pozycji, przekształ­
cając tym  sam ym  rozgałęzioną amebę politaktyczną w form ę ortotak- 
tyczną, m igrującą jednokierunkowo (ryc. 9). Przem iennym  przykłada­
niem  światła i cienia do szczytu jakiejś nibynóżki w yw ołujem y w niej 
serię w ielokrotnych zmian kierunku przepływ u endoplazmy [23].

Zjawiska te dałyby się wytłum aczyć na podstawie teorii skurczu 
przedniego tylko wówczas, gdyby założyć, że światło ham uje aktywność 
skurczową, a cień ją wzmaga lub przynajm niej chroni. Ale byłoby to 
sprzeczne z całą wiedzą o działaniu różnych natężeń światła na amebę, 
nagrom adzoną od ponad 50 lat. Skutki miejscowego naśw ietlania i za­
cieniania przystają  natom iast idealnie do zasadniczego postulatu  naszej 
koncepcji, według którego front jest jedyną, nie kurczącą się okolicą 
m igrującej ameby, a ten jego stan może być wzmacniany, osłabiany lub 
odw racany przez bodźce zewnętrzne.

CZY I JAK STREFA CZOŁOWA KONTROLUJE I KOORDYNUJE RUCH?

Nie w iem y jeszcze dokładnie, co dzieje się na poziomie struk turalnym  
w strefie czołowej, pobudzanej cieniem  lub hamowanej światłem. Być 
może dowiemy się czegoś więcej, gdy uda się połączyć przyżyciowe ba­
dania ak tyny  znakowanej fluorescencyjnie z m etodami stym ulacji am e­
by zlokalizowanymi bodźcami świetlnym i. W iemy jednak na pewno, że 
napływ  endoplazmy do czoła hamowanego światłem  zostaje znacznie 
ograniczony, a do czoła pobudzanego cieniem silnie wzmożony. Tłumaczy 
to m.in. dlaczego zmiana w arunków  św ietlnych w  strefie czołowej w pły­
wa na szybkość wycofywania tylnego krańca komórki. Hamowanie wio­
dącej nibynóżki przez światło u trudnia  bowiem ewakuację endoplazmy 
z okolic tylnych, dopóki nie zostaną utworzone nowe fronty. Gdy zaś 
fron t jest aktyw ow any cieniem, w ypływ endoplazmy zostaje ułatw iony 
i ty ł może wycofywać się szybciej.

Na tej samej zasadzie opierają się stosunki między różnymi nibynóż- 
kam i tej samej ameby. Analiza filmowych zapisów spontanicznego ruchu
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ameb, nie pobudzanych żadnym kierunkow ym  bodźcem, wskazuje na 
ich wzajem ną współzależność. Zatrzym aniu lub cofnięciu nibynóżki, k tó­
ra  pełniła dotąd funkcję wiodącą, zawsze towarzyszy w czasie rozwój ja­
kiejś innej nibynóżki bocznej [40]. Analogiczna analiza filmowa ruchu 
ameb miejscowo pobudzanych bodźcami św ietlnym i [32] pozwoliła nam  
wykryć, które zjawisko jest pierwotne, a które wtórne. Czy now y front 
powstaje w następstw ie zatrzym ania się i kurczenia poprzedniej n iby­
nóżki, zgodnie z przew idyw aniam i teorii skurczu tylnego? Czy też po­
w stanie nowego frontu  jest przyczyną, a nie skutkiem  wycofania daw­
nego czoła, co w tym  przypadku zgodnie przew idyw ałaby zarówno n a­
sza teoria, jak i teoria skurczu przedniego? Stwierdziliśm y, że powstanie 
nowego frontu  zawsze wyprzedza w czasie wycofanie się starego. N aj­
pierw  powstaje w jakim ś miejscu nowa strefa czołowa (lokalne odkleje- 
nie korteksu od błony), potem  strum ień endoplazmy odwraca kierunek 
w jej bezpośrednim  sąsiedztwie, a dopiero na końcu zmienia swój bieg 
w dawnej nibynóżce wiodącej. Podobne lub o tym  sam ym  świadczące 
obserwacje wcześniej przytaczał Allen [2], Seravin [60] oraz Kalisz i Ko- 
rohoda [37], mało były one jednak brane pod uwagę jako w yraźnie 
sprzeczne z panującą wówczas teorią skurczu tylnego.

Za inicjatora zmian kierunku ruchu kom órki m usim y więc uważać 
nową strefę czołową, nie dlatego, żeby we froncie mieściła się autono­
miczna m aszyneria napędzająca całą komórkę, ale dlatego, że fron t rea­
gując na bodźce skurczem  albo relaksacją tym  samym  albo przym yka, 
albo szerzej otw iera drogę odpływu endoplazmy z pozostałych, kurczą­
cych się, okolic ciała ameby. W ten sposób front pełni swe funkcje kon­
tro lno-sterujące w ruchu amebowym.

Oczywiście, zwiększenie liczby czynnych frontów  powinno przynieść 
podobny skutek, jak relaksacja pojedynczego czoła — również ułatwić 
odpływ endoplazmy, a w konsekwencji przyspieszyć wycofywanie tyłu. 
Potw ierdziliśm y to posługując się amebami zmuszonymi do wędrówki 
wzdłuż widełkowato rozgałęzionych smug cienia [41]. Gdy początkowo 
pojedynczy front ameby m ija rozgałęzienie i dzieli się na dwa potomne 
(ryc. 11A), ty ł zaczyna posuwać się szybciej. Ale nie aż dwa razy szyb­
ciej niż poprzednio. Wobec tego każdy z nowych frontów  potomnych 
posuwa się nieco wolniej, niż przedtem  posuwał się jeden front pierw ot­
ny. Po prostu ustala się nowa równowaga między tłoczeniem endoplaz­
m y przez cały kurczący się korteks komórki, a jej odpływem  przez 
strefy  czołowe; równowaga spełniająca podstawowe prawo hydrodyna­
miki, głoszące, że objętości cieczy wpływającej do rozgałęzienia i w y­
pływającej z niego muszą być równe.

Sądzimy więc, że koordynacja ruchu w rozgałęzionej amebie poli- 
taktycznej jest po prostu zgodna z zasadami hydrodynam iki. Podobnie
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jak w każdym  rozgałęzionym układzie hydraulicznym , zmiana warunków 
przepływ u w jednym  odgałęzieniu musi wpłynąć na przepływ w innych 
odgałęzieniach oraz na pracę całości układu. Przepływ  cieczy w takim  
układzie można kontrolować albo regulując pracę pomp, albo regulując 
zawory odpływów. Uważamy, że ruch ameby jest kontrolow any tym  
drugim  sposobem — przez odpływy, dla których strefy  frontalne niby- 
nóżek są właśnie jakby zaworam i regulowanym i przez bodźce zewnętrzne.

Ryc. 11. Otrzymywanie form bipodialnych jako najprostszego modelu ameby poli- 
taktycznej metodą wędrówki wzdłuż widełkowato rozgałęzionego pasma cienia (A); 
ciągłe korekty kierunku wysuwania czoła u ameby wędrującej po pierścieniu cie­

nia (B); wg [39] i [41]

W ten sposób strefy  czołowe kontrolują szybkość m igracji całej ko­
mórki, a zarazem  i jej kierunki, gdy nowe fronty  tworzą się i rozw ijają 
pod innym  kątem , niż poprzednie. Sterow anie ruchem, może także od­
bywać się w sposób płynny, bez zastępowania starego frontu  nowym, 
a to wTówczas, gdy front ten jest nieprzerw anie poddany działaniu asy­
m etrycznie skierowanego bodźca. Tak np. czoło rosnącej nibynóżki w y­
gina się ku otworowi m ikropipetki zaw ierającej czynnik chem otaktycz- 
nie dodatni, a amebę ortotaktyczną można prowadzić po łuku, zacienia­
jąc n ieprzerw anie jedną stronę jej strefy  czołowej [31]. Czoło am eby 
zmuszonej do wędrówki wzdłuż smugi cienia w kształcie pętli lub koła 
[39] wciąż koryguje kierunek swej dalszej ekspansji (ryc. 11B), a w re ­
zultacie stopniowo dopasowuje kształt całej m igrującej kom órki do k rzy ­
wizny zaprogram owanej drogi.

Najrozm aitsze doświadczenia potw ierdzają więc zgodnie tezę, że 
funkcje kontrolno-sterujące w ruchu amebowym pełnią strefy  czołowe, 
k tóre reagują ujem nie na bodźce skurczowe, a dodatnio na relaksujące.
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P O D SU M O W A N IE

Trzeba dojść ostatecznie do wniosku, że teoria skurczu przedniego 
jest nie do utrzym ania, ponieważ: nie liczy się z peryfery jnym  rozmiesz­
czeniem apara tu  kurczliwo-szkieletalnego wzdłuż całej długości kom ór­
ki; pom ija rolę gradientów  ciśnienia hydrostatycznego w powstawaniu 
strum ieni endoplazmy i w kontroli ich przepływu; front am eby reaguje 
ujem nie na bodźce skurczowe i dodatnio na rozkurczowe, a nie odw rot­
nie; wreszcie dlatego, że zablokowanie, a naw et zupełne zniszczenie 
wszystkich frontów nie w strzym uje aktyw ności ruchow ej pozostałych 
okolic komórki.

K lasyczna teoria skurczu tylnego nie była zasadniczo błędna w w ie ­
lu swych postulatach, lecz okazała się pod innym i względami niezado­
w alająca. Prow adziła do przeoczenia zjawisk ruchowych, które świad­
czą o kurczliwości również środkowych i przednich odcinków cylindra 
ektoplazm a tycznego; nie zaproponowała żadnego m echanizm u kontro lu­
jącego przepływ  endoplazmy i sterującego m igracją komórki, a co n a j­
ważniejsze, trudno ją pogodzić z oczywistymi świadectwam i behaw ioral­
nymi, że front od razu reaguje na nowe sytuacje, z k tórym i jako pierw ­
szy styka się w  trakcie lokomocji.

Zadaniem  teorii ogólnego skurczu kortykalnego było wypełnić te luki 
i pogodzić sprzeczności dzięki założeniu, że skurcz całej filam entow ej 
w arstw y peryfery jnej podnosi ciśnienie hydrostatyczne we w nętrzu ko­
mórki. Ruch jest w związku z tym  wywoływany, regulowany, kierow a­
ny  i koordynowany przez miejscowe spadki ciśnienia w  czołach rosną­
cych nibynóżek, które z kolei same są pod kontrolą bodźców zew nętrz­
nych. Najróżniejsze obserwacje, które dotychczas pozornie wydaw ały się 
sprzeczne i służyły za kontrargum enty  w klasycznym  sporze, wszystkie 
znajdują w  takim  schemacie swoje miejsca i wspólne objaśnienie.
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HYDRODYNAMICZNE METODY BADANIA ADHEZYJNYCH 
ODDZIAŁYWAŃ KOMÓRKOWYCH*

Jan DOROSZEWSKI

Zakład Biofizyki i Biomatematyki Centrum Medycznego Kształcenia Podyplomowego
w Warszawie

Streszczenie. Praca przedstawia zasady metod badania adhezyjnych oddziaływań komórko­
wych, które są oparte na wykorzystaniu zjawisk hydrodynamicznych związanych z ruchem komórek 
względem: środowiska, podłoża i innych komórek. Omówione są podstawy fizyczne tych zjawisk. 
Metody, których dotyczy praca, są przydatne w badaniu następujących problemów: charaktery­
styka adhezji do podłoża komórek poruszających się z prądem cieczy i w nieruchomym środowisku 
(m. in. w trakcie lokomocji), siła i energia adhezji komórek do różnych powierzchni oraz charak­
terystyka adhezji międzykomórkowej. Opisane są przykłady wyników badań nad adhezją i loko­
mocją komórek białaczki L 1210 i L 5222 i innych komórek uzyskane za pomocą przedstawionych 
metod.

Oznaczenia

a — promień cząstki (komórki)
E  — energia 
F  — siła
h — odległość środka cząstki (komórki) od ściany kanału 
5 — gradient prędkości cieczy 
T  — moment obrotowy 
u — prędkość translacyjna cząstki (komórki) 
p. — lepkość cieczy
d — odległość powierzchni cząstki (komórki) od ściany kanału 
co — prędkość kątowa

* Referat wygłoszony podczas II Ogólnopolskiej Konferencji Biologii Komórki, Warszawa 
1 8 - 2 2  IX 1985 r.
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WSTĘP

W niniejszej pracy opisane są podstawy metod badania adhezji komórek do 
powierzchni, adhezji międzykomórkowej i lokomocji komórek, które są oparte na 
wykorzystaniu sił związanych z ruchem komórek względem środowiska, powierz­
chni lub innych komórek. Zakres zastosowań tych metod ilustrowany jest przy­
kładami wyników doświadczeń. Praca niniejsza stanowi podsumowanie metodolo­
gicznych badań prowadzonych w naszym Zakładzie, co jest usprawiedliwieniem 
taktu, że nie są w niej prezentowane inne badania w zbliżonych dziedzinach [20, 21].

Pod pojęciem metod hydrodynamicznych rozumiem metody badań wykony­
wanych poza ustrojem, w których istotnym elementem są zjawiska hydrodyna­
miczne [14]. W pierwszej części pracy omówione są badania, w których komórki 
znajdują się w nieruchomym środowisku i poruszają się prostopadle lub równo­
legle do ściany kanału. Druga część pracy zawiera opis badań, w których komórki 
znajdują się w strumieniu cieczy, przy czym wyróżnione są trzy rodzaje sytuacji: 
przepływ komórek przy ścianie kanału, przepływ środowiska obok nieruchomych 
komórek i przepływ zawiesiny komórek.

W badaniach nad adhezją komórek do powierzchni i do innych komórek wyko­
nywanych poza ustrojem stosuje się różnego rodzaju naczynia zawierające środo­
wisko z komórkami. Są to szklane kamery o płaskich ścianach i prostokątnym 
poprzecznym przekroju, rurki szklane i przewody ze sztucznych tworzyw o okrąg­
łym przekroju poprzecznym itd. Wszelkie takie naczynia można określić mianem 
kanałów niezależnie od tego, czy zawarta w nich ciecz porusza się, czy jest nie­
ruchoma (w niniejszej pracy nie omawiam metod, w których jako naczynie stosuje 
się probówki lub większe pojemniki). Rozmiary wewnętrzne kanałów są rozmaite; 
w tej pracy omawiam tylko takie, których najmniejszy wymiar jest co najmniej 
kilka razy większy od średnicy badanych komórek. Jeśli więc komórka znajduje się 
blisko jednej ze ścian, to można nie brać pod uwagę wpływu innych ścian. Istnieje 
też wiele takich możliwych pozycji komórki, przy których nie występuje uchwytny 
wpływ jakiejkolwiek ściany. Naprzeciw siebie położone ściany kanałów są równo­
ległe, przy czym mają one płaskie powierzchnie, jak w kamerach szklanych łub 
promień ich krzywizny jest bardzo duży (zaniedbywalny) w stosunku do promienia 
komórki (rurki i przewody). Przy analizie zjawisk hydrodynamicznych przyjmuję 
założenie, że powierzchnia kontaktu ściany ze środowiskiem jest gładka i nie od­
kształca się. Nie biorę tu pod uwagę budowy chemicznej ściany, ani ładunku elek­
trycznego powierzchni, zaniedbuję też ruchy termiczne komórek. Przy stężeniach 
komórek stosowanych w opisywanych w tej pracy badaniach środowisko, z Teolo­
gicznego punktu widzenia, może być traktowane jako ciecz o właściwościach niu- 
tonowskich. Analiza oddziaływania komórek ze ścianami kanału i z innymi ko­
mórkami dotyczy w tej pracy zasadniczo pojedynczych komórek lub zjawisk będą­
cych bezpośrednim wynikiem wzajemnego kontaktu tych komórek. Zakładam więc,
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zgodnie z metodyką większości badań biologicznych w tej dziedzinie, że zawiesina 
komórek jest znacznie rozcieńczona, tj. że średnie odległości między komórkami 
w zawiesinie są rzędu co najmniej kilku średnic komórki.

W opisywanych tu badaniach ruch cieczy (środowiska) i komórek jest stosun­
kowo powolny, tj. liczba Reynoldsa jest zawsze mniejsza od jedności.

Metody przedstawione w tej pracy oparte są na zastosowaniu dwojakiego ro­
dzaju kanałów, z których jednym są kamery szklane, umożliwiające obserwację 
pod mikroskopem zawartych w nich komórek, drugim zaś przewody ze sztucznego 
tworzywa. Kamery mają następujące rozmiary wewnętrzne: wysokość 0,12—0,24 
mm, szerokość 5 — 10 mm i długość około 30 mm [30]. Kamera może być szczelnie 
zamknięta lub włączona w obwód zapewniający precyzyjnie stabilizowany prze­
pływ cieczy (środowiska z komórkami). Stosowany w dalszym tekście termin „ka­
mera” oznacza zawsze właśnie tego rodzaju kanał. Przewód polietylenowy ma 
wewnętrzną średnicę 0,66 mm i długość 1—5,5 mm [16].

Niniejsza praca nie obejmuje badań nad adhezją i przepływem komórek w sztu­
cznych złożach, np. [11, 28], których opis wymaga odmiennego ujęcia, m. in. 
z punktu widzenia zagadnień hydrodynamicznych i analizy modelowej.

I. KOMÓRKI W NIERUCHOMYM ŚRODOWISKU

1. OPADANIE KOM ÓREK W CIECZY

Na komórkę o objętości v i gęstości dk znajdującą się w środowisku (cieczy) 
o gęstości ds działa siła grawitacyjna F,

F =  v(dk- d s) g,

gdzie g jest przyspieszeniem ziemskim.
Dla komórek jądrzastych (tkankowych) siła ta jest rzędu 10~13 N. Ze względu 

na znaczną niejednorodność wielkości komórek, różnica między maksymalną 
a minimalną wartością tej siły może wynosić cały rząd wielkości lub więcej. W jed­
nej np. populacji komórek L 1210 [30] średnia wartość promienia komórki wyno­
siła 5,16 [im, przy średnim odchyleniu równym 0,59 gm, największy zaś i najmniej­
szy promień komórek wynosił 6,9 i 3,5 gm. Przyjmując gęstość komórki jądrzastej 
równą 1,07 g/cm3, łatwo obliczyć, że siła grawitacyjna, działająca w typowym śro­
dowisku na komórkę o najmniejszym zaobserwowanym w tej populacji promie­
niu, wynosi 1,24- 10~13N, dla największej zaś komórki 9,4- 10-13N.

Ocena tej siły dla komórek, których kształt znacznie różni się od kulistego, 
jest oczywiście trudniejsza i mniej dokładna.

Siła, z jaką komórka spoczywająca na dolnej powierzchni kanału działa na tę 
powierzchnię, równa się sile F. Jeśli pominiemy hydrodynamiczny wpływ ściany
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kanału, to otrzymamy siłę działającą na komórkę, która związana jest (np. 
przez więzy adhezyjne) z powierzchnią górnej ściany kanału. Tego rodzaju 
sytuacja jest typowa dla najprostszej, szeroko stosowanej metody badania adhezji 
komórek do powierzchni, polegającej na odwróceniu kamery o 180° po zaadhe- 
rowaniu opadłych na dno komórek.

Bliskie sąsiedztwo ściany wpływa na zmianę siły oporu środowiska, gdy ko­
mórka opada na dolną powierzchnię kanału lub odrywa się od jego górnej ściany. 
Trudno wprawdzie w pełni ocenić praktyczne znaczenie tego zjawiska, warto jed­
nak krótko je przedstawić. Gdy kulista cząstka zbliża się do dolnej powierzchni 
kanału, siła oporu środowiska rośnie zgodnie ze zmodyfikowanym wzorem Sto- 
kesa [2],

F — 6-Kju a u A ,  (1)

gdzie y  — lepkość środowiska, a — promień cząstki, u — prędkość cząstki, a A  — 
współczynnik będący funkcją stosunku promienia cząstki do odległości środka 
cząstki od ściany.

Wartości liczbowe tego współczynnika dla cząstek sztywnych oraz odkształ- 
calnych są podane w [1, 29]. Gdy cząstka zbliża się do ściany, wartość współczyn­
nika A  rośnie (teoretycznie do nieskończoności). Przyczyną tego zjawiska jest 
przemieszczanie się cząsteczek cieczy znajdujących się między cząstką a powierz­
chnią w kierunkach bocznych (niejako „wyciskanie” ich przez cząstkę). Teoretycz­
nie więc do pełnego kontaktu (w skończonym czasie) między cząstką a powierzchnią 
może dojść jedynie dzięki dodatkowemu działaniu sił innych niż siła grawitacyjna 
(siły: związane z ruchami termicznymi, elektrostatyczne oraz van der Waalsa). 
Jeśli chodzi o kontakt komórki ze ścianą kanału, to w związku z nieregularnością 
kształtu tej powierzchni, wzór (1) oraz teoria, na której jest on oparty, mają jedynie 
pizybliżony charakter. Gdy komórka oddala się od powierzchni (jak przy „odpa­
daniu” od górnej powierzchni kanału), występuje analogiczne zjawisko. Prze­
strzeń zawarta między ścianą a powierzchnią komórki staje się coraz szersza i ota­
czająca ciecz wypełnia ją w miarę oddalania się komórki. Siła oporu środowiska 
jest więc początkowo bardzo duża, prędkość zaś cząstki bardzo mała (teoretycznie 
początkowo równa zeru). Podobnie więc jak przy zbliżaniu się cząstki do ściany, 
jej oderwanie się wymaga teoretycznie działania innych sił, jeśli jako stan początko­
wy przyjąć pełny kontakt cząstki z powierzchnią. W miarę zwiększania się odleg­
łości między komórką a ścianą siła oporu środowiska maleje do wartości równej 
sile Stokesa w nieograniczonym środowisku.

Jeśli chodzi o oddziaływanie ze ścianą i ruch w środowisku cząstek o tak nie­
regularnym kształcie jak żywa komórka, to doświadczalne wykazanie opisanych 
tu zjawisk lub weryfikacja ich teoretycznego opisu jest trudna. Stwierdzona jednak 
doświadczalnie [30] średnia prędkość komórek L 1210 opadających w kamerze 
o wysokości 120 [im wykazuje z dość dobrym przybliżeniem zgodność z wartością, 
którą można przewidywać teoretycznie (ryc. 1). Jeśli pominąć niewielką asymetrię
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rozkładu prędkości komórek (zapewne zależną od wpływu komórek o największej 
średnicy), to można przyjąć, że średnia prędkość opadania komórki wynosi 2,92 
[im/s, teoretycznie zaś obliczona prędkość wynosi 3,1 [im/s.

Ryc. 1. Rozkład prędkości komórek L 1210 (gm/s) swobodnie opadających w środowisku Parkera,
wg [30]

2. RU CH  KOM ÓREK W ZDŁUŻ ŚCIANY KANAŁU W NIERUCHOM YM  ŚRODOWISKU

Przemieszczanie się komórek względem bezpośrednio sąsiadującej z nią po­
wierzchni kanału w nieruchomym (w stosunku do kanału) środowisku występuje, 
gdy powierzchnia jest nachylona, tj. gdy kąt, jaki powierzchnia ta tworzy z kierun­
kiem poziomym, jest zawarty między 0 a 90° oraz przy aktywnej migracji (loko­
mocji) komórek.

Na komórkę znajdującą się na nachylonej powierzchni działa komponenta 
siły grawitacyjnej równoległa do tej powierzchni (siła Fr), która jest równa

Fr — Fsin y ,

gdzie Z7 jest siłą grawitacyjną, y zaś kątem, pod jakim powierzchnia jest nachy­
lona względem poziomu.

Prędkość translacyjna u i kątowa co komórki [4, 22] przemieszczającej się w bli­
skiej odległości od ściany kanału (przesuwającej się po powierzchni) może być 
opisana równaniami

F
U 3nr// a ln <3 ’ ^

(o =  —rz 2| , (3)1 2 ^  a In o

gdzie F = Fr, d jest odległością powierzchni cząstki od ściany kanału (ryc. 7).
Doświadczalnie wyznaczona prędkość translacyjna ruchu komórek jądrzastych 

na nachylonej powierzchni (ryc. 2) wykazuje zgodność z wartością obliczoną na 
podstawie równania (2) i pozwala oszacować odległość d na 12 nm [15]. Wobec
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Ryc. 2. Prędkość komórek L 1210 (x), L 5222 (.) i erytrocytów (■) (oś rzędnych, (im/s) przemie­
szczających się na nachylonej powierzchni przy różnych jej kątach nachylenia (oś odciętych),

wg [15]

nieregularności powierzchni komórki interpretacja tego oszacowania nie jest jasna. 
Prędkość translacyjna erytrocytów jest znacznie mniejsza, co z pewnością wiąże 
się z ich odmiennym kształtem. Ruch obrotowy komórek, opisany wzorem (3), 
nie znajduje jednak potwierdzenia: najbardziej staranna obserwacja nie pozwala 
na jego stwierdzenie, mimo że komórki płynące w prądzie cieczy wykazują ruch 
obrotowy zgodny z teorią.

Ryc. 3. Adhezja komórek L 1210 do nachylonej powierzchni, na której komór ki] te przemieszczają 
się (oś rzędnych, procent komórek wchodzących w pole widzenia mikroskopu) w funkcji kąta 

nachylenia powierzchni (oś odciętych), wg [15]
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Ryc. 4. Tory granulocytów wędrujących na Ryc. 5. Rozkład prędkości granulocytów (dłu-
powierzchni poziomej (a) i nachylonej pod gości jednominutowych odcinków trajektorii)
kątem 40° (b) i 80° (c). Kierunek nachylenia wędrujących na powierzchni poziomej (a) i na-
powierzchni od strony lewej ku prawej, chylonej pod kątem 40° (b) i 80° (c), wg [12]

wg [12]

Ryc. 6. Tory komórek białaczki L 5222 wędrujących po powierzchni nachylonej pod kątem 2°. 
Kierunek nachylenia powierzchni od strony lewej ku prawej, wg [9]

http://rcin.org.pl



202 J. DO RO SZEW SK I

Analiza przemieszczania się komórek na nachylonej powierzchni umożliwia 
otizymanie danych dotyczących adhezyjnego oddziaływania komórek z podłożem 
w nieruchomej cieczy przy działaniu bardzo małej siły zewnętrznej [15]. Poruszając 
się w tych warunkach po powierzchni, komórki adherują w stosunkowo dużej 
ilości przy małym kącie nachylenia (bardzo słabej sile Fr); liczba adherujących 
komórek jest znacznie mniejsza, jeśli nachylenie powierzchni (siła Fr) jest większa 
(ryc. 3). Nachylenie powierzchni, na której uprzednio spoczywały komórki pozwala 
stwierdzić, że część z nich adheiuje do powierzchni, niektóre zaś z zaadherowanych 
komórek odrywają się po upływie pewnego czasu działania siły Fr. Przy nachy­
lonej powierzchni występuje też zjawisko adhezji krótkotrwałej, tj. adhezyjnego 
zatrzymywania komórek na czas rzędu sekund lub minut.

Równoległa do powierzchni komponenta siły grawitacyjnej Fr wywiera wy­
raźny wpływ na komórki aktywnie migrujące. Tory wędrujących granulocytów [12] 
są w znacznym stopniu zmienione przy nachyleniu wynoszącym 80°, tj. przy dzia­
łaniu siły Fr =  5,25 • 10~13N, a także — w mniejszym stopniu — przy działaniu 
nieco mniejszej siły (ryc. 4). Zwiększenie prędkości lokomocji granulocytów (dłu­
gości odcinków rejestrowanych w jednostce czasu, ryc. 5) dotyczy nie tylko od­
cinków torów skierowanych zgodnie z wektorem Fr, lecz także „kroków” w kie­
runku przeciwnym działaniu tej siły. Wskazuje to, że mechanizm działania siły Fr 
na wędrujące granulocyty jest złożony i dotyczy zapewne wpływu na aparat ru­
chowy i na siłę adhezji.

Szczególnie wyraźny jest wpływ siły Fr na wędrujące komórki doświadczalnej 
białaczki L 5222 [9], których tory (ryc. 6) ulegają wyraźnej zmianie nawet przy 
minimalnym nachyleniu powierzchni, tj. pod kątem 2° (Fr =  1,25 • 10~14N). 
Przy nachyleniu powierzchni większym niż 3° (Fr — 1,9 • 10~14N) komórki L 5222 
odrywają się od powierzchni i nie są zdolne do lokomocji.

II. KOMÓRKI W PRZEPŁYWIE

1. PRZEPŁYW KOM ÓREK PRZY ŚCIANIE KANAŁU

Zostaną rozpatrzone tu zagadnienia związane z ruchem komórek przemie­
szczających się w przepływie Poiseuille’a wraz ze środowiskiem w pobliżu dolnej 
powierzchni kanału.

Prędkości translacyjna u i kątowa co cząstek w przepływie Poiseuille’a, płyną­
cych w niezbyt bliskiej odległości od ściany kanału (ryc. 7), tj. gdy

h —a
ó =  >  1,a

można opisać następującymi równaniami [22]:
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u — h S 1- m (4)

© (5)

gdzie S  jest gradientem prędkości cieczy, a pozostałe oznaczenia jak na ryc. 7.

Ryc. 7. Komórka poruszająca się równolegle do ściany kanału w przepływie Poiseuille’a. R — 
średnica (połowa wysokości) kanału, h — odległość środka cząstki (komórki) od powierzchni, 
a — promień cząstki, S — odległość powierzchni cząstki od ściany kanału, u — prędkość transla- 
cyjna cząstki. Poziome strzałki oznaczają paraboliczny rozkład prędkości cieczy, który przy ścianie 

może być przybliżony rozkładem skośnym, wg [14]

Doświadczalne oznaczenie prędkości translacyjnej komórek w kamerze [7] nie 
daje podstaw do weryfikacji wzoru (4) z powodu dużego rozrzutu wyników: błąd 
względny pomiarów prędkości komórek sięga kilkudziesięciu procent. Rozrzut 
ten jest z pewnością spowodowany faktem, że odległość płynących komórek nie 
jest stała ze względu na nieregularność ich kształtu. Średnia prędkość komórek 
oznaczona dla różnych przepływów odpowiada prędkości cieczy w zakresie 5—8 
(im nad dolną powierzchnią kamery. Można natomiast empirycznie sprawdzić 
czy obserwowana prędkość kątowa komórek zgadza się ze wzorem (5). Porównując 
obserwowaną [15] prędkość obrotu płynących komórek z wartościami obliczo­
nymi teoretycznie, stwierdza się dobrą zgodność teorii z wynikami pomiarów 
(ryc. 8).

Całkowita energia komórki płynącej z prądem cieczy jest sumą jej energii za­
leżnej od ruchu translacyjnego E£a i od ruchu obrotowego

gdzie m — masa komórki, p — prędkość translacyjna, I  =  215 m a 2 — moment 
bezwładności, O — prędkość kątowa komórki.

Całkowita np. energia kinetyczna komórki płynącej z prędkością 14 jjim/s (jest 
to prędkość komórki płynącej w sąsiedztwie powierzchni kanału w przepływie 
o wydatku 0,07 fxl/s) wynosi 5,5- 10~21J.
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Obserwacja i pomiar prędkości komórek przemieszczających się w przepływie 
w bliskości ściany kamery pozwalają na badanie różnych zjawisk związanych z od­
działywaniem komórek z powierzchnią.

Ryc. 8. Prędkość kątowa komórek L 1210 (o) i L 5222 (.) płynących w prądzie cieczy jako funkcja 
prędkości translacyjnej (gradient prędkości cieczy 8,0 s - 1). Krzywe przedstawiają teoretycznie 
przewidywane prędkości kątowe komórek dla różnych promieni a (3,5, 5 i 7,5 nm). Obserwowane 
prędkości kątowe mieszczą się w granicach określonych przez rozrzut wielkości komórek, wg [15]

Wśród komórek płynących w warstwie przyściennej niektóre kamery poruszają 
się bardzo powoli, z prędkością wielokrotnie mniejszą niż mogłoby to wynikać 
z efektów czysto hydrodynamicznych na pograniczu cieczy i ściany. Zjawisko to 
występuje zarówno w przypadku komórek jądrzastych jak i erytrocytów. Ryc. 9 
przedstawia wykres prędkości komórki L 1210, która w ciągu około 2 s płynie 
w przybliżeniu 6 razy wolniej od cieczy w jej otoczeniu, zostaje zatrzymana i następ­
nie uwalnia się i znów osiada [7]. Podobne zjawisko obserwowane było wielo­
krotnie często w znacznie dłuższym czasie [10, 13]. Obserwując erytrocyty przepły­
wające bezpośrednio nad dolną ścianą kamery [8] stwierdza się, że przy powolnym 
przepływie (gradient prędkości cieczy równy 4,64 s_1) około 15% tych komórek 
nie wykazuje charakterystycznej rotacji i porusza się ruchem „ślizgającym”, tj. 
zachowując swą płaską powierzchnię w pozycji równoległej do podłoża. Przy więk­
szej prędkości cieczy liczba komórek „ślizgających się” maleje, nawet jednak przy 
stosunkowo bardzo szybkim przepływie około 1% erytrocytów przemieszcza się 
w ten sposób. Prędkość tych komórek wynosi około 1/2 prędkości środowiska 
w ich bezpośrednim sąsiedztwie.

Zjawiska te wskazują, że adhezyjne oddziaływania między komórkami a pod­
łożem mogą występować w trakcie ruchu komórki lub znacznie poprzedzać pełną 
adhezję.
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Częstość adhezji komórek maleje w miarę wzrostu prędkości przepływu za­
wiesiny [10, 24, 25].

Płynące w środowisku komórki są często zatrzymywane na powierzchni na 
krótki czas, a następnie są dalej unoszone przez prąd cieczy; jest to zjawisko ad­
hezji krótkotrwałej. W badaniach dotyczących komórek L 1210 i L 5222 stwier­
dzono [7], że znaczna większość komórek zatrzymuje się na czas krótszy niż 2 s 
(ryc. 10) zarówno przy powolnym, jak i szybkim przepływie. Adhezja długotrwała, 
tj. taka, której czas trwania jest większy od 5 min, jest w warunkach przepływu 
zjawiskiem stosunkowo rzadkim.

Ryc. 9. Bardzo powolny ruch komórek L 1210 
w sąsiedztwie ściany kanału poprzedzający jej 
zatrzymanie. Prędkość cieczy na poziomie ko­

mórki wynosi 13 [im s-1 , wg [7]

Ryc. 10. Rozkład czasów adhezji krótkotrwałej 
komórek białaczki w przepływie o różnej pręd­
kości (gradiencie). Komórki L5222: — .
2,56 s- 1 , ........ 25,7 s—t; komórki L 1210:
  2,56 s—1 , ------------25,7 s - l ,  wg [7]

Mechanizm adhezji krótkotrwałej jest, jak się zdaje, następujący. Zatrzymanie 
komórki na podłożu jest wynikiem oddziaływania między pewnymi „aktywnymi” 
ośrodkami położonymi na powierzchni komórki, które mogą odpowiadać np. 
różnego rodzaju wypustkom błony komórkowej. Gdy komórka przepływa w oko­
licy ściany kanału, jej trajektoria ulega zaburzeniom. Komórka zbliża się do pod­
łoża, którego dotyka pewien punkt jej powierzchni. Jeśli punkt ten odpowiada 
jednemu z „centrów aktywnych”, to powstaje pierwsze wiązanie między komórką 
a podłożem. Na komórkę jednak działa jednocześnie siła wywołana przez przepływ 
cieczy, czego wynikiem może być zerwanie tego wiązanie. Jednakże w tym samym 
czasie inny ośrodek aktywny może zetknąć się z podłożem i może powstać następne 
wiązanie. Siła przepływu może zerwać również to wiązanie, może jednak także 
dojść do utworzenia się kolejnego wiązania, które z kolei może być zerwane lubhttp://rcin.org.pl
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przetrwać wraz z tworzącymi się nowymi wiązaniami. W taki sposób komórka 
może bądź zostać zatrzymana na podłożu, bądź od niego oderwana, które zaś 
z tych zdarzeń nastąpi zależy od przewagi jednego z dwóch procesów: powstawania 
więzów adhezyjnych lub ich przerywania. Od wzajemnego stosunku siły odrywa­
jącej i zatrzymującej komórkę zależy prawdopodobieństwo zajścia i czas trwania 
adhezji.

Ten hipotetyczny mechanizm adhezji komórek w przepływie został przyjęty 
jako podstawa matematycznego modelu [3], w którym wyróżnia się dwie stałe 
fenomenologiczne: K+ odpowiadającą częstości powstawania nowych wiązań ad­
hezyjnych i K~, która odpowiada częstości zrywania wiązań. Równania modelu 
opisują zmiany liczby komórek odznaczających się określoną liczbą wiązań z pod­
łożem. Stała K  — K+JrK~ maleje przy zwiększaniu się prędkości zawiesiny komó­
rek, co wskazuje, że im mniejsza jest prędkość przepływu, w tym większym stopniu 
powstawanie wiązań przeważa nad ich zrywaniem.

Innego rodzaju matematyczno-modelowa analiza adhezji komórek zachodzącej 
w przepływie środowiska [24, 25] pozwala na obliczenie energii adhezji na podstawie 
oceny granicznej prędkości przepływu, powyżej której adhezja komórek do po­
wierzchni nie zachodzi. Określono np., że energia adhezji komórek L 1210 wynosi 
w środowisku zawierającym surowicę 2,6 • 10~20 J, w środowisku zaś bez surowicy — 
8,7 • 10~20J [24], a energia adhezji granulocytów pochodzących od ludzi chorych 
na przewlekłą białaczkę szpikową zawiera się w granicach 1,2 • 10~20J — 2,8 • 10~20J 
i jest kilkakrotnie niższa w porównaniu z granulocytami ludzi zdrowych [25]. War­
tości te są zbliżone do oszacowań innych autorów [21].

2. PRZEPŁYW ŚRODOWISKA OBOK NIERUCHOM YCH KOM ÓREK

Na komórkę nieruchomą, przylegającą do powierzchni kanału (Ó -> 0), działa 
siła ścinająca przepływu, która wynosi [22]

F =  6tt nah S  F*,

moment zaś obrotowy
T = 4n p a 3 S T * ,

gdzie S  jest przyściennym gradientem prędkości cieczy, F* i T* zaś są współczyn­
nikami, których wielkość zależy od stosunku /i/a; zostały one podane w formie 
tabelarycznej w pracy [22]. Przyjmując np. h/a = 1,04, przy przepływie przez ka­
merę cieczy z wydatkiem równym 0,07 pi/s,

F =  3,5 • 10“12N, T  =  7,6 • 10~18Nm.

Wykorzystanie działania siły ścinającej, występującej przy przepływie cieczy 
na komórki, które uległy adhezji do podłoża w nieruchomym środowisku, pozwala 
na ocenę siły adhezji tych komórek. Wykazano [26, 27], że siła adhezji komórek
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L 1210 i L 5222 do różnych powierzchni (szkło, kolagen, komórki śródbłonka) 
zawarta jest w bardzo szerokich granicach (ryc. 11), od wartości mniejszych od 
10~14N do większych od 10~9N. Analiza rozkładu tych sił skłania do przypuszcze­
nia, że adhezja jest zjawiskiem bezprogowym, tj. że każdy kontakt komórki z pod­
łożem może prowadzić do powstania więzów adhezyjnych o różnej jednak sile: 
od znikomo małej do stosunkowo bardzo dużej. Siły adhezji podawane przez innych 
autorów wynoszą na ogół 10~10N łub 10_11N [21]; dokładne porównanie jest 
zresztą trudne z powodu różnic metodycznych.

Ryc. 11. Względna liczba komórek L 5222 adherujących do powierzchni komórek śródbłonka 
hodowanych in vitro w funkcji siły ścinającej F związanej z przepływem środowiska, wg [27]

3. PRZEPŁYW ZAWIESINY KOM ÓREK

Na komórki przemieszczające się z przepływem środowiska działają siły hy­
drodynamiczne, które powodują zarówno występowanie wzajemnych zderzeń ko­
mórek, co może prowadzić do powstawania agregatów' komórkowych, jak i mogą 
rozrywać połączenia między komórkami tworzącymi agregaty. Tego rodzaju zja­
wiska w przepływie Couette’a (o skośnym rozkładzie prędkości) w urządzeniu 
typu wiskozymetru zostały wykorzystane przez Curtisa i wsp. [5, 6] w badaniach 
dotyczących agregacji komórek. Duszyk i wsp. [16] opracowali teorię oddziaływań 
międzykomórkowych w przepływie Poiseuille’a (w przewodzie o przekroju okrąg­
łym) oraz opartą na niej metodę badania adhezji międzykomórkowej w zawiesinie.

Komórki, które w przepływie Poiseuille’a znajdują się bliżej środka kanału 
mają większą prędkość niż komórki położone bardziej ekscentrycznie (ryc. 12). 
Jeśli trajektoria komórki płynącej szybciej jest zbliżona do trajektorii komórki 
poruszającej się wolniej, czyli (w przybliżeniu) gdy odległość między trajektoriami 
tych komórek nie jest większa od średnicy komórki, to dochodzi do zderzenia
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tych komórek. W wyniku zderzenia bądź dochodzi do adhezyjnego połączenia 
między komórkami, bądź też komórki rozdzielają się i oddalają. Jeśli komórki 
ulegną połączeniu, to zaczyna działać na nie siła hydrodynamiczna, która dąży 
do ich rozerwania.

Wykorzystanie tych zjawisk do badania adhezji międzykomórkowej opiera się 
na śledzeniu zmian stężenia zawiesiny komórek przepływającej z określoną pręd­
kością przez kanał. Zmiany te odzwierciedlają powstawanie lub rozpad agregatów 
komórkowych. Możliwe są dwie sytuacje: siła adhezji komórek ulegających po­
łączeniu może być bądź większa bądź mniejsza od hydrodynamicznej siły rozry­
wającej agregaty komórkowe.

Ryc. 12. Komórki A i B płynące w przepływie Poiseulle’a. Położenie 1 i 2: komórka A zbliża się 
do komórki B. Położenie 3: komórka A zderza się z komórką B. Położenie 4: jeśli doszło do po­
łączenia komórek A i B, to w tym położeniu na komórki działa największa siła rozrywająca. Po­
łożenie 5: komórka A, która nie zaadherowała do komórki B lub została od niej oderwana wy­

przedza komórkę B

Miarą adhezywności międzykomórkowej jest współczynnik efektywności wy­
chwytu komórek, który można określić, jeśli wpływające do kanału komórki tworzą 
zawiesinę monodyspersyjną i siła adhezji w powstających agregatach jest większa 
od hydrodynamicznej siły rozrywającej. Wyznaczenie współczynnika wychwytu 
jest oparte na wynikach pomiarów liczby cząstek (tj. łącznej liczby pojedynczych 
komórek i agregatów komórkowych) w zawiesinie, która przepłynęła przez kanał 
przy znanej liczbie komórek wchodzących do kanału. W najbardziej ogólnym ujęciu 
czynniki odgrywające główną rolę w badaniu adhezji międzykomórkowej za po­
mocą opisywanej metody związane są zależnością

N  r
=  f ( a , z , k ,  x)clx,N0 J

gdzie N  — liczba cząstek w zawiesinie po przejściu przez kanał, N0 — liczba cząstek 
(komórek) wchodzących do kanału, a — współczynnik efektywności wychwytu 
komórek, który równa się stosunkowi strumienia cząstek przechodzących przez 
pole wychwytu (tj. pole, wewnątrz którego położone są trajektorie komórek ulega­
jących agregacji) do strumienia cząstek przechodzących przez geometryczny prze­
krój wychwytu (tj. koło o promieniu równym średnicy komórek), z — długość

http://rcin.org.pl



A D H EZY JN E O D D ZIA Ł Y W A N IE KOM ÓRKOW E 209

kanału (od początku do miejsca pomiaru stężenia cząstek), k  — parametr zależny 
od charakterystyki zawiesiny komórek (tj. od wielkości komórek, ich stężenia 
i lepkości środowiska) oraz od promienia kanału. Wszystkie czynniki poza współ­
czynnikiem efektywności wychwytu a są znane lub mogą być zmierzone doświad­
czalnie, istnieje więc możliwość wyznaczenia tego współczynnika.

Ryc. 13. Stężenie komórek (tymocyty) i agregatów przepływających przez kanał o średnicy prze­
kroju 0,66 mm, o różnej długości z w obecności lektyny Ricirtus communis (0,125 ug/ml) przy 

różnych prędkościach przepływu: 5 cm s-1 (o), 18 cm s-1 (x ) ,  30 cm s ~ 1 (o), wg [18]

Jeśli do kanału wpływa zawiesina, w której występują agregaty wielokomórkowe, 
to siłę rozrywającą więzy międzykomórkowe można określić korzystając z rów­
nania [23] . :

F — 19,2 fj, S  a2 sin2 0  sin2 0 ,

gdzie [a — lepkość cieczy, S  — gradient prędkości cieczy, a — promień komórki, 
6  i 0  — kąty określające wzajemną konfigurację komórek w agregacie.

Metoda oparta na oddziaływaniu komórek w przepływie Poiseuille’a została 
wykorzystana do zbadania agregacji tymocytów szczura [18]. Komórki te w środo­
wisku typowym, zawierającym surowicę, nie wykazują agregacji w przepływie, 
wiążą się natomiast w obecności lektyn (ryc. 13). W badaniach, dotyczących lek­
tyny z Ricinus communis (RCA) i konkanawaliny A (Con A), określono współ­
czynnik wychwytu dla tych komórek oraz zbadano wiele zjawisk związanych z ich 
agregacją, jak maksymalna odległość powierzchni komórek, przy której możliwa 
jest agregacja, współczynnik dyfuzji receptorów lektyn w błonie komórkowej oraz 
siła adhezji między komórko v/ej wywoływanej przez lektyny [17, 19]. Maksymalna 
odległość umożliwiająca adhezję między tymocytami wynosi 5,5 nm dla RCA, 
a dla Con A około 2 nm, co (biorąc pod uwagę przypuszczalną wielkość cząsteczek 
lektyny, wynoszącą 6,8 nmdla RCA i 4 nm dla Con A) sugeruje, że miejsca recep­
torowe dla cząsteczek tych lektyn położone są w głębi błony komórkowej. Współ­

8 — P o st. B io l. K om . 2/86
http://rcin.org.pl



210 J. DO RO SZEW SK I

czynnik dyfuzji miejsc receptorowych na powierzchni tymocytów wynosi, według 
oceny dla RCA, D =  5,6 • 10-11 cm2/s. Współczynnik ten jest wyraźnie mniejszy, 
jeśli agregacja zachodzi w niższej temperaturze, tj. w 4°C w porównaniu z 37°C, 
oraz w komórkach utrwalonych w porównaniu z komórkami nieuszkodzonymi. 
Siła adhezji międzykomórkowej w agregatach powstałych pod wpływem lektyn 
jest równa co najmniej 3- 10~10N.

PODSUM OW ANIE

Opisane tu metody pozwoliły na otrzymanie wyników, których zrekapitulo- 
wanie może ułatwić ocenę badawczych możliwości tych metod i zakresu ich za­
stosowań.

1. Sprawdzenie i scharakteryzowanie niektórych zjawisk z dziedziny hydro­
dynamiki zawiesin (komórkowych), z uwzględnieniem wpływu powierzchni orga- 
niczającej środowisko, jak: weryfikacja teoretycznie przewidywanej prędkości opa­
dania komórek, ruchu translacyjnego komórek pod działaniem siły zewnętrznej 
na nachylonej powierzchni (w nieruchomej cieczy) oraz prędkości kątowej komórek 
płynących w strumieniu cieczy, brak potwierdzenia teoretycznie przewidywanego 
ruchu obrotowego komórek na nachylonej powierzchni.

2. Określenie zależności częstości adhezji komórek białaczki L1210 i L 5222 
płynących w strumieniu cieczy od prędkości przepływu oraz tychże komórek po­
ruszających się biernie w nieruchomym środowisku — od wielkości działającej 
siły (prędkości). Stwierdzenie występowania adhezyjnych oddziaływań z powierz­
chnią komórek białaczki i erytrocytów płynących w strumieniu cieczy. Wykazanie 
występowania i scharakteryzowanie zjawiska adhezji krótkotrwałej komórek bia­
łaczki w przepływie i przy biernym ruchu komórek w nieruchomym środowisku.

3. Stwierdzenie, że siła adhezji komórek L 1210 i L 5222 do powierzchni jest 
zawarta w bardzo szerokim zakresie kilku rzędów wielkości: od wartości znacznie 
mniejszych od 10-14N do wartości większych od 10~9N. Wykazanie istotnych 
różnic w adhezji tych komórek do rozmaitych powierzchni, jak szkło, kolagen 
i warstwa komórek śródbłonka.

4. Eksperymentalne wyznaczenie energii adhezji do powierzchni komórek 
białaczki L 1210 oraz granulocytów normalnych i białaczkowych.

5. Estymacja siły adhezji związanej z aktywną wędrówką (lokomocją) granulo­
cytów i komórek białaczki L 5222 oraz ocena wpływu działania siły zewnętrznej 
na charakterystykę i mechanizm lokomocji tych komórek.

6. Określenie charakterystyki adhezji międzykomórkowej tymocytów w obec­
ności lektyn: wyznaczenie współczynnika wychwytu komórek, minimalnej siły 
adhezji, maksymalnej odległości między adherującymi komórkami oraz współ­
czynnika dyfuzji receptorów lektyn w błonie komórkowej.
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Wymienione zjawiska badane były extra vivum, w sztucznych warunkach da­
leko odbiegających od warunków naturalnych zarówno z punktu widzenia środo­
wiska, jak i powierzchni, stężenia komórek itd. Problem biologicznej, wewnątrz­
ustrojowej relewancji (w braku lepszego terminu) wyników eksperymentów wyko­
nywanych poza ustrojem jest więc również dla tych badań podstawowy. W związku 
z tym trzeba zwrócić uwagę na dwie sprawy.

1°. Wprawdzie założenia przyjmowane w opisie fizycznym są często jedynie 
bardzo przybliżonym odzwierciedleniem rzeczywistości, to jednak w opisanych 
w tej pracy badaniach warunki hydrodynamiczne są zbliżone do tych, jakie wy­
stępują w różnych częściach układu krążenia, tj. w naczyniach o różnej średnicy 
i prędkości przepływu oraz w jamach ciała. Ogólna więc charakterystyka komór­
kowych zjawisk adhezyjnych — łącznie z oceną związanych z tymi zjawiskami sił 
i energii — może w znacznym stopniu odnosić się do warunków ustrojowych. Trze­
ba jednak podkreślić, że przedstawione tu metody nie pozwalają na wniknięcie 
w szczegółowe mechanizmy fizykochemiczne adhezji zachodzące w warstwie gra­
nicznej między powierzchniami oddziałujących komórek i podłoża. Rozpatrywana 
np. siła adhezji jest wypadkową sił wiązań molekularnych, fizycznych sił dalekiego 
zasięgu, Teologicznych właściwości błony komórkowej i innych czynników.

2°. Ze względu na charakter badanych zjawisk można przypuszczać, choć 
nie można być tego całkowicie pewnym, że podstawowe cechy oddziaływań ad­
hezyjnych są podobne niezależnie (w pewnym stopniu) od warunków, w jakich 
zachodzą. Pogląd ten jest oparty na ogólnie przyjętych zasadach badań biologicz­
nych oraz na podobieństwie wielu wyników otrzymywanych w różnych warunkach 
i środowiskach oraz dla różnych komórek itd. Należy pamiętać, że podstawowym 
obiektem części opisanych tu badań były komórki białaczko we, których właści­
wości adhezyjne mogą w istotnych szczegółach różnić się od właściwości innych 
komórek nowotworowych i komórek prawidłowych.
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PRZECIW CIAŁA MONOKLONALNE 
I ICH NIEKTÓRE ZASTOSOWANIA

MONOCLONAL ANTIBODIES

Dariusz GÓRECKI

Zakład Histologii i Embriologii, Instytut Biostruktury, Akademia Medyczna
w  Warszawie

Streszczenie. Przeciwciała produkowane przez klon komórkowy noszą miano prze­
ciwciał monoklonalnych (PM). Są one identyczne pod względem sekwencji amino­
kwasów oraz swoistości antygenowej. W 1975 r. Köhler i Milstein opisali metodę 
pozwalającą namnażać i długotrwale hodować komórki produkujące przeciwciała. 
Polega ona na fuzji i hybrydyzacji immunizowanych limfocytów B z komórkami 
szpiczaka, które zapewniają powstałej hybrydzie nieograniczony wzrost. Hybrydy 
selekcjonuje się pod względem produkowanych przeciwciał. Wybrane komórki są 
następnie namnażane, dając klon produkujący immunoglobuliny o żądanej swois­
tości. Alternatywną metodą otrzymywania PM jest transformowanie wirusem  
Epsteina-Barra limfocytów wytwarzających immunoglobuliny. PM znajdują coraz 
szersze zastosowanie w wielu dziedzinach biologii i medycyny. Omówiono metody 
produkcji PM oraz wybrane zastosowania w onkologii, transplantologii, diagnostyce 
chorób zakaźnych i biologii błon komórkowych.

Summary. The antibodies produced by a clone of cells are called monoclonal 
antibodies (Mab). Mab are identical as far as amino acid sequence and antigen- 
-binding specificity is concerned. In 1975, Köhler and Milstein described a method 
for the immortalization of a single antibody producing cell. This method consists 
in fusion of immunized B-cells with myeloma cells to yield cell hybrids, that can 
propagate indefinitely and continue to secrete the same immunoglobulins. The 
hybrids are screened for secreted antibody, and subcloned. The alternative method 
used to obtain monoclonal antibodies is based on the transformation of immuno­
globulin-secreting lymphocytes with Epstein-Barr-virus. Monoclonal antibodies have 
proved to be a versatile tool in many areas of biology and medicine. In this 
article their production and some of their applications in oncology, transplantation, 
diagnosis of infectious disease and cell membrane biology are presented.
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WSTĘP

Tradycyjna m etoda otrzym yw ania przeciwciał polega na uczulaniu 
zwierzęcia odpowiednim antygenem  i pobieraniu surowicy, z k tórej moż­
na izolować imm unoglobuliny. O trzym any w ten sposób m ateriał jest 
jednak bardzo niejednorodny. Jest to spowodowane tym , że odpowiedź 
immunologiczna ustro ju  przeciwko danem u antygenow i jest bardzo zło­
żona. Uzyskane przeciwciała różnią się przynależnością do klas, swoisto­
ścią i powinowactwem. Różnorodność determ inant antygenowych, obec­
nych w określonej cząsteczce antygenu, powoduje powstanie przeciw­
ciał różniących się swoistością. Epitopy w ykazują odm ienną imm uno- 
genność, tzn. odpowiedź przeciwko jednym  jest znacznie silniejsza niż 
przeciwko innym . Im m unizacja np. myszy ludzkim i kom órkam i nowo­
tworowym i w celu uzyskania przeciwciał przeciwko antygenom  nowo­
tworowym  daje w głównej mierze im m unoglobuliny przeciwko antyge­
nom układu MHC [39, 172]. Tylko niew ielka część odpowiedzi obejm uje 
antygeny nowotworowe. Ponadto naw et przeciwciała wiążące tę samą de­
term inantę antygenow ą mogą różnić się stopniem  powinowactwa. Stąd, 
wśród im m unoglobulin otrzym anych z surowicy zwierzęcia immunizo- 
wanego określonym  antygenem, tylko niew ielka ich część (1-3%) jest 
swoista w stosunku do tego antygenu. W yodrębnienie z takiej m ieszani­
ny przeciwciała o ściśle określonych param etrach jest bardzo trudne. 
Ponadto próbka przeciwciał otrzym anych w sposób klasyczny jes t po 
zużyciu nie do odtworzenia. Zastosowanie w identycznych w arunkach 
tego samego antygenu do im m unizacji podobnych zwierząt daje w efek­
cie mieszaninę przeciwciał różniących się swoimi param etram i od im­
munoglobulin z poprzedniej próbki.

Gdyby udało się wyizolować komórkę produkującą dane, ściśle okre­
ślone przeciwciało i zmusić ją do proliferacji w hodowli, m ogłaby ona 
lub klon z niej pow stały stać się źródłem dużej liczby identycznych 
przeciwciał skierowanych przeciwko pojedynczej determ inancie antyge­
nowej, a więc przeciwciał monoklonalnych. Niestety, ani limfocyty, • ani 
kom órki plazm atyczne, główny producent przeciwciał, nie mogą być 
utrzym yw ane przez dłuższy czas w hodowli.

PRZECIWCIAŁA MONOKLONALNE

W 1975 r. dwaj badacze Cesar M ilstein i Georges Köhler przedsta­
wili metodę w ytw arzania przeciwciał m onoklonalnych przez sztucznie 
otrzym ane hybrydy: lim focyta B i kom órki szpiczaka [86]. Lim focyt de­
cyduje o swoistości produkowanego przeciwciała, a kom órka szpiczaka —
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nowotworowa, zapewnia nieograniczony wzrost hybrydy w hodowli in 
vitro, czy też w  układzie in vivo. Za swe odkrycie Köhler i M ilstein 
zostali uhonorowani nagrodą Nobla w dziedzinie m edycyny w 1984 r.

Eksperym enty z hybrydyzacją kom órek przeprowadzano już na po­
czątku lat sześćdziesiątych. Technika ta  była w ykorzystyw ana m.in. do 
badań nad mapowaniem, ekspresją i różnicowaniem genów [182], P rzepro­
wadzone na początku lat siedem dziesiątych eksperym enty z hybrydyza­
cją kom órek różnych typów szpiczaka wykazały, że hybryda produkuje 
cząsteczki immunoglobulin właściwe obydwu kom órkom  poddanym  fuzji. 
Stwierdzono jednocześnie, że hybrydy takie mogą być nam nażane i dłu­
gotrw ale hodowane w pożywkach in vitro  [182]. Szpiczak mnogi (siatko- 
wiak plazmocytowy) jest nowotworem  wywodzącym się z szeregu roz­
wojowego limfocytów B. Komórki szpiczaka produkują homogenne biał­
ko o charakterze im m unoglobuliny lub fragm entu jej cząsteczki. Charak­
teryzu ją  się one ponadto nieograniczonym  wzrostem, właściwym ko­
m órkom  nowotworowym.

Hybryda powstała w w yniku fuzji kom órki szpiczaka z lim focytem  B 
jest kom órką nieróżnicującą się, a klon powstały w w yniku jej podzia­
łów stanowią identyczne kom órki produkujące identyczne pod względem 
klasy, swoistości i powinowactwa przeciwciało — przeciwciało mono- 
klonalne (PM). Ponadto hybrydy takie można nam nażać in v itro  i in 
vivo (po przeszczepieniu syngenicznym lub semisyngenicznym  osobni­
kom) do dowolnej liczby i przez nieograniczony czas. Stąd i ilość PM, 
które można otrzymać, jest praktycznie nieograniczona [200, 202].

OTRZYMYWANIE PRZECIWCIAŁ MONOKLONALNYCH

Pierw szym  etapem  w procesie w ytw arzania PM jest im m unizacja 
(ryc. 1). Opisano różne m etody postępowania mającego na celu otrzy­
m anie pobudzonych limfocytów B. W ybór tych m etod zależy m.in. od 
postaci antygenu, przeciwko którem u m ają być w yprodukowane PM. 
Istotne jest, że antygen użyty do im m unizacji nie musi być oczyszczony. 
Jest to jedna z zalet tej techniki, gdyż często otrzym anie antygenu 
w czystej postaci jest trudne. Należy dodać, że możliwa jest także pro­
dukcja PM przeciwko zupełnie niescharakteryzow anem u antygenowi.

Najczęściej stosowana procedura im m unizacji całymi kom órkam i po­
lega na dootrzewnowym  w strzyknięciu myszom 1-2 • 107 komórek. Na­
stępnie stosuje się jedną lub więcej iniekcji przypom inających w od­
stępach 1-6-tygodniowych. Stosowane są również bardziej skomplikowa­
ne techniki, np. podawanie antygenu wielokrotnie i różnym i drogami — 
dootrzewnowo, podskórnie i dożylnie [115]. Ponieważ przeciwciała reagu-
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PRZECIWCIAŁA MONOKLONALNE

Ryc. 1. Schemat otrzymywania przeciwciał monoklonalnych. Pobudzone antygenem  
komoi'ki ze śledziony immunizowanego zwierzęcia (a) poddaje się fuzji z komórka­
mi szpiczaka (b), które wykazują defekt enzymatyczny. Otrzymuje się mieszaninę 
hybryd komórek śledzionowych z komórkami szpiczaka, połączonych ze sobą lim fo­
cytów, lub komórek szpiczaka i komórek, które nie uległy fuzji. Odpowiednie roz­
cieńczenie pozwala na otrzymanie przeciętnie jednej komórki w studzience (c). Ho­
dowla w środowisku selektywnym eliminuje hybrydy powstałe z dwóch komórek 
szpiczaka lub dwóch limfocytów oraz komórki, które nie uległy fuzji (d). W płynie 
znad hodowli hybryd limfocytu i komórki szpiczaka poszukuje się i analizuje prze­
ciwciała. Wyselekcjonowane hybrydy produkujące poszukiwane PM namnaża się 
in vitro lub po przeszczepieniu syngenicznemu lub semisyngenicznemu zwierzęciu
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jące z określonym i determ inantam i na powierzchni żywych komórek nie 
zawsze rozpoznają te same determ inanty  w utrw alonych tkankach [120], 
stosuje się czasami do im m unizacji kom órki utrw alone zamiast żywych 
[196]. Jest to istotne, gdy PM m ają służyć do badań histologicznych.

Jak  już wspomniano, w złożonych m ieszaninach antygenów pewne 
epitopy są bardziej imm unogenne od innych i w głównej mierze odpo­
wiedź przeciwko nim  jest skierowana [114]. P róbuje się maskować głów­
ne immunogeny, by ułatwić powstawanie odpowiedzi przeciwko pozosta­
łym, np. przez ich zablokowanie przeciwciałam i [83].

Poza opisaną im m unizacją zwierząt in vivo, możliwa jest także im- 
m unizacja komórek immunologicznie kom petentnych in vitro, przez in­
kubację splenocytów z antygenem  w hodowli, w obecności czynników 
w zrostu produkowanych przez tym ocyty [70], Im m unizacja in v itro  jest 
szczególnie cenna w stosunku do słabych antygenów oraz antygenów, 
które in vivo w yw ołują tolerancję immunologiczną, lub przeciwko któ­
rym  odpowiedź podlega supresji. Istotne jest, że do im m unizacji in vitro 
wystarczające są minimalne, naw et pikomolowe ilości antygenu [102]. 
Inną korzyścią jest skrócenie czasu im m unizacji do około 5 dni. W ięk­
szość (około 80°/o) PM uzyskanych w ten sposób stanowią immunoglo- 
buliny klasy  IgM [128].

Pobudzone antygenem  kom órki ze śledziony immunizowanego zwie­
rzęcia (lub z hodowli in vitro) poddaje się fuzji z kom órkam i szpiczaka. 
Jednakże naw et po hiperim m unizacji, tylko niew ielka część splenocytów 
jest rzeczywiście pobudzona i w ytw arza przeciwciała (około 50°/o), z któ­
rych tylko 25% stanowią im m unoglobuliny o poszukiwanej swoistości 
[86]. Chociaż kom órki aktywowane łatw iej podlegają fuzji niż pozostałe 
splenocyty [60], to jednak w większości doświadczeń wykazano, że tylko 
około 0-2%  hybryd produkuje przeciwciała o żądanej swoistości [115, 
145]. Dlatego stosowane są m etody zwiększające liczbę hybryd o poszu­
kiwanych właściwościach. Próbowano m.in. pokrywać kom órki szpiczaka 
antygenem , by ułatwić ich fuzję z uczulonymi na dany antygen lim fo­
cytam i [5]. Przeszczepienie kom órek uczulonego zwierzęcia syngenicz- 
nemu, subletalnie naprom ieniowanem u biorcy, k tó ry  następnie otrzy­
m uje iniekcję przypom inającą także zwiększa ilość pozytywnych hybryd 
[53]. Inną metodą jest inkubacja komórek immunizowanego zwierzęcia 
z antygenem  in vitro, a następnie poddanie ich fuzji [53],

Aby doprowadzić do fuzji, mieszaninę komórek szpiczaka i limfocy­
tów B trak tu je  się czynnikami sprzyjającym i fuzji. Należą do nich np. 
w irusy Sendai z grupy myksowirusów. Zastosowanie tego w irusa daje 
głównie hybrydy produkujące im m unoglobuliny klasy IgM [47], być 
może wydzielające IgG lim focyty m ają m niejszą liczbę receptorów dla 
tego w irusa. Do przyspieszenia fuzji stosuje się również związki che­
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miczne, takie jak lizolecytyna i glikol polietylenowy [57, 58]. Zwłaszcza 
ta  ostatnia substancja jest szeroko wykorzystyw ana, chociaż jej zdolność 
do w yw oływ ania fuzji waha się w  zależności od ciężaru cząsteczkowego, 
stężenia, tem pera tu ry  i czasu trw ania inkubacji oraz obecności innych 
substancji w  środowisku. Isto tny bywa naw et producent [47].

Przeciętnie do hybrydyzacji stosuje się kom órki w proporcji limfocyt: 
szpiczak 5-10 : 1, np. 108 komórek śledzionowych do 1-2 • 107 kom órek 
szpiczaka [124]. Proces fuzji, pomimo korzystnej preferencji opisanej już 
tu, przebiega praktycznie w sposób losowy, stąd  możliwe jest połączenie 
zarówno lim focytu z kom órką szpiczaka, jak i dwóch lub więcej lim fo­
cytów lub kom órek szpiczaka ze sobą. Ponadto część kom órek w ogóle 
nie ulega fuzji. Do hybrydyzacji najlepiej używać kom órek szpiczaka, 
które w ykazują defekt enzymatyczny, um ożliw iający wyelim inowanie ko­
mórek, k tóre nie uległy hybrydyzacji w m edium  selektywnym . Defekt 
ten, w najczęściej stosowanych liniach szpiczaka, dotyczy enzymów: 
HPRT —■ transferazy  hipoksantynofosforybozylowej lub TK — kinazy 
tym idynow ej. Kom órki takie nie są zdolne do wbudow ywania egzogen­
nej hipoksantyny lub tym idyny. Zablokowanie endogennej syntezy p re­
kursorów  DNA am inopteryną doprowadza do śmierci kom órek, naw et 
w obecności hipoksantyny i tym idyny w środowisku hodowlanym. Po 
hybrydyzacji kom órki rozcieńcza się w taki sposób, by po przeniesieniu 
na p łytkę otrzym ać przeciętnie jedną zdolną do w zrostu kom órkę w s tu ­
dzience. K olejny etap stanowi hodowla tych kom órek w środowisku se­
lektyw nym  HAT (zawierającym  hipoksantynę, am inopterynę i tym idynę) 
przez 10 - 14 dni. Komórki szpiczaka, które nie uległy hybrydyzacji oraz 
hybrydy z samych kom órek szpiczaka giną. P rzeżyw ają tylko hybrydy 
kom órek szpiczaka i limfocytu, gdyż ten ostatni ma spraw ny układ enzy­
matyczny, obejm ujący enzymy HPRT i TK. Limfocyty, k tóre nie uległy 
fuzji, giną spontanicznie, gdyż nie są zdolne do życia w w arunkach in 
vitro, jeśli nie doda się do środowiska czynnika pobudzającego ich wzrost, 
tzn. in terleukiny  2 [100].

14-30 dni po fuzji w płynie znad hodowli poszukuje się i analizuje 
przeciwciała. Z tego względu do hybrydyzacji najlepiej nadają  się ko­
mórki szpiczaka nie tylko szybko w zrastające, zdolne do fuzji i z de­
fektem  um ożliwiającym  ich eliminację, ale także nie produkujące w łas­
nych imm unoglobulin lub w ytw arzające najw yżej pojedyncze łańcuchy 
polipeptydowe.

Jednym  z poważnych problemów jest fakt, iż hybrydy produkujące 
PM są niestabilne, tzn. mogą one „gubić” chromosomy z genami kodu­
jącymi określone przeciwciało i przerastać hodowlę pożądanych hybryd, 
powodując jej zniszczenie. Opisano metodę elim inacji hybryd, które u tra ­
ciły zdolność do produkcji przeciwciał. Mechanizm tej selekcji opiera się
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na translokacji genu dla fosforybozylotransferazy adeninowej na chro­
mosom zaw ierający gen dla ciężkiego łańcucha imm unoglobuliny w lim ­
focytach użytych do fuzji. H ybrydy powstałe z takich limfocytów wraz 
z u tra tą  genu kodującego przeciwciało tracą zdolność do wzrostu w śro ­
dowisku selektywnym , stąd taki klon jest stabilny pod względem pro­
dukcji przeciwciał [167],

Badania przeciwciał produkowanych przez hybrydy przeprowadza się 
najczęściej w płynie znad hodowli, rzadziej bada się imm unoglobuliny 
powierzchniowe [129]. Analiza przeciwciał jest etapem  decydującym  
i trudnym . Pierw szy problem  stanow i konieczność wykonania wielu ozna­
czeń [59, 115]. Kolejny, to wzrost hodowli. W próbach pobranych zbyt 
wcześnie ilość przeciwciał może być zbyt mała, natom iast przerośnięcie 
hodowli kończy się jej śmiercią. M etody stosowane w tego rodzaju ozna­
czeniach muszą być szybkie, proste i do zastosowania dla wielu prób, 
wykazujące jednocześnie przydatność przeciwciała w zamierzonych do­
świadczeniach. Najczęściej stosowanymi są: do oznaczeń przeciwciał prze­
ciwko antygenow i scharakteryzow anem u i oczyszczonemu — test radio- 
immunologiczny (ang. radioimmunoassay) i enzymoimmunologiczny (en- 
zym e-linked immunoassay) [123, 125]. Do oznaczeń przeciwciał skierowa­
nych przeciwko antygenowi niescharakteryzow anem u, np. antygeny ko­
m órek nowotworowych, stosuje się test wiązania z całą kom órką (ang. 
wholecell binding assay) i m etody immunohistologiczne [120, 146, 165, 
195].

Efektem  często żmudnego etapu analizy nadsączów jest wyselekcjo­
nowanie hybryd produkujących poszukiwane przeciwciała. Potrzebne 
ilości PM otrzym uje się przez namnożenie klonu w hodowli kom ór­
kowej w środowisku płynnym, półpłynnym  (agar, agaroza, m etylocelu­
loza) [60, 122] lub przez wszczepienie syngenicznym myszom, co powo­
duje wzrost hybryd w postaci guza. P rodukcja w  hodowli pozwala o trzy­
mać przeciwciała m onklonalne nie zanieczyszczone innym i immunoglo- 
bulinami, zwłaszcza jeśli używa się środowiska bez dodatku surowicy 
[26, 46, 117]. Stosując ten sposób można uzyskać od 0,6 do 43-43,5 mg 
im m unoglobuliny/dzień z 500 ml hodowli z około 106 kom órek/ml. Zna­
cznie większe ilości przeciwciał uzyskuje się z guzów powstałych po 
w strzyknięciu hybryd syngenicznym  zwierzętom. Iniekcja podskórna po­
woduje powstanie litego guza, a przeciwciała są uw alniane do surowicy. 
W prowadzenie dootrzewnowe daje guz wysiękowy produkujący dużą ilość 
przeciwciał wydzielanych do otrzew nej. Ilość imm unoglobulin uzyski­
wanych V / ten sposób waha się w  granicach 1-10 mg/ml, jednakże na tę 
ilość składają się także inne białka obecne w  surowicy zwierzęcia, w tym  
również jego własne przeciwciała. W pewnych w arunkach płyn wysię­
kowy może być w ykorzystyw any bez oczyszczania zaw artych w nim
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przeciwciał. Jednak do łączenia ze znacznikami lub toksynam i bądź s to ­
sowania u ludzi, konieczne jest oczyszczenie tak  otrzym anych PM.

LUDZKIE PRZECIWCIAŁA MONOKLONALNE

Większość otrzym anych dotychczas PM stanowią przeciwciała mysie. 
Zastosowanie ksenogenicznych immunoglobulin, zwłaszcza w klinice, jest 
z w ielu względów niekorzystne. Obcogatunkowe białka indukują odpo­
wiedź immunologiczną [138, 149]. Powoduje ona zarówno szybką inakty- 
wację przeciwciał, co u trudnia wywarcie spodziewanego efektu [138, 149, 
150], jak i może być niebezpieczna dla człowieka. Jednocześnie można 
się spodziewać, że odpowiedź immunologiczna organizm u ludzkiego prze­
ciwko pewnym  antygenom  będzie szersza, np. wspom niana już im m uni- 
zacja kom órkam i nowotworowymi, w  czasie k tórej mysz w ytw arza głów­
nie przeciwciała an ty  MHC. PM ludzkie powinny łatw iej rozpoznawać 
pewne dyskretne różnice antygenowe. Niestety, ich produkcja natrafia  
na trudności. H ybrydy ludzkich limfocytów z kom órkam i mysiego szpi- 
czaka są bardzo niestabilne. W trakcie kolejnych podziałów ,,gubią” one 
ludzkie chromosomy i tym  samym przestają produkować kodowane przez 
nie przeciwciała [113]. Główną przeszkodą utrudniającą otrzym yw anie 
hybryd ludzkich limfocytów z kom órkam i szpiczaka, pochodzącymi od 
człowieka, jest brak odpowiednich linii kom órek ludzkiego szpiczaka.

Jak wiadomo, do fuzji nadają się najlepiej linie, które charak tery­
zują się takim i cechami jak: nieprodukowanie w łasnych immunoglobulin, 
defekty  enzymatyczne, umożliwiające eliminację komórek, które nie ule­
gły hybrydyzacji, i wreszcie stabilny wzrost. Pierw sze doniesienia o otrzy­
m aniu ludzkich hybryd produkujących PM pochodzą z 1980 r. [125]. Od 
tej pory badacze donosili o uzyskaniu ludzkich komórek szpiczaka na­
dających się do hybrydyzacji [32], jednak żadna z obecnie znanych linii 
nie w ykazuje zdecydowanie lepszych własności, niż pozostałe linie. Nie 
udało się np. otrzym ać takiej, k tóra nie produkow ałaby immunoglo­
bulin.

Pewne problem y nastręcza także uzyskanie odpowiednio immunizo- 
wanych ludzkich limfocytów. Poszukiwano ich m.in. w krw i obwodowej 
[41], węzłach chłonnych regionalnych, tzn. drenujących okolicę guza [59, 
155]. W ykorzystywano limfocyty naciekające nowotwór [156] oraz ko­
m órki z migdałków [24] i śledziony [125]. Im m unizacja ludzkich lim ­
focytów in vitro nie jest efektywna, jeśli dotyczy komórek, k tóre nigdy 
nie stykały  się z antygenem  [90], Natom iast dobre efekty uzyskiwano 
stosując niespecyficzną stym ulację komórek od uczulonych osobników 
[153] lub powtórną imm unizację in vitro lim focytów od uczulonych daw­
ców [90, 126].
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ALTERNATYWNA METODA WYTWARZANIA PRZECIWCIAŁ 
MONOKLONALNYCH

Metoda produkcji PM przez hybrydy lim focytu i kom órki szpiczaka 
nie jest jedyną obecnie stosowaną, zwłaszcza jeśli chodzi o ludzkie PM. 
Obserwacje, iż supernatan t z hodowli komórkowej, zawierający cząstki 
w irusa Epsteina-B arra (EB), może transform ow ać ludzkie lim focyty [108], 
zasugerowały możliwość stworzenia nowej m etody w ytw arzania PM [104, 
161]. Stosowane są dwie techniki. Jedna polega na wyselekcjonowaniu 
limfocytów odpowiadających na określony antygen poprzez badanie ich 
imm unoglobulin powierzchniowych. W ybrane kom órki transform ow ane 
są wirusem  EB [160, 161]. Można w ten sposób wybrać klasę produko­
w anych przeciwciał. Nie jest jednak wyjaśnione, jakie są relacje m ię­
dzy ilością immunoglobulin powierzchniowych, a ilością im m unoglobu­
lin wydzielanych. Dlatego inną metodą jest transform acja wszystkich 
limfocytów B otrzym anych po immunizacji, a następnie klonowanie i ana­
liza przeciwciał w supernatantach [141]. W chwili obecnej transform acja 
limfocytów B w celu otrzym ania PM nie jest stosowana szeroko, gdyż 
produkcja immunoglobulin nie jest zbyt stabilna, a ilość otrzym yw ana 
tą metodą jest niewielka.

Jedną z prób ulepszenia tej m etody było zastosowanie kombinacji: 
transform acji w irusem  EB i następującej po niej hybrydyzacji z kom ór­
kam i ludzkiego szpiczaka. O trzym ana hybryda produkowała 6-8 razy 
więcej przeciwciał niż użyty do hybrydyzacji, transform ow any limfocyt 
B i była bardziej stabilna [91].

IMMUNODIAGNOSTYKA I IMMUNOTERAPIA CHORÓB NOWOTWOROWYCH

Z A ST O SO W A N IA  D IA G N O STY C Z N E  PRZECIW CIAŁ M O N O K LO N A LN Y C H

Problem em, z k tórym  wciąż boryka się onkologia, jest wykrywanie 
w początkowym stadium  pierw otnych ognisk oraz wczesne w ykryw anie 
bardzo m ałych przerzutów  różnych nowotworów. Dotychczas opracowa­
ne m etody mogą, i to nie zawsze w stopniu zadowalającym, służyć do 
poszukiwania przerzutów  lub ognisk pierwotnych, które spowodowały 
już jakieś objawy kliniczne. Oczywiście idealną z punktu  widzenia pa­
cjenta i lekarza sytuacją byłoby opracowanie takich metod, które pozwa­
lałyby w ykryw ać ogniska pierwotne tak małe, że nie wywołujące jeszcze 
żadnych objawów klinicznych. Wiadomo, że pewne grupy ludzi są szcze­
gólnie narażone na częstsze występowanie niektórych nowotworów tru d ­
no w ykryw alnych we wczesnym stadium, np. rak i płuc u palaczy ty to ­
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niu. Te grupy podwyższonego ryzyka, w  przypadku opracow ania odpo­
wiednich m etod diagnostycznych, mogłyby podlegać badaniu w  pierw ­
szym rzędzie.

A N TY G E N Y  NOW OTW OROW E

U wielu osobników z rozw ijającym  się nowotworem  stw ierdza się 
reaktyw ność immunologiczną przeciwko autogenicznym  kom órkom  nowo­
tworowym . Reaktywność ta świadczy m.in. o istnieniu antygenów  nowo­
tworowych, które są rozpoznawane przez układ odpornościowy chorego. 
Ze względu na swoje podstawowe znaczenie dla im m unodiagnostyki 
i im m unoterapii nowotworów, antygeny te w ym agają szerszego omówie­
nia. Okazuje się, że wśród antygenów  nowotworowych tylko niewielką 
część stanow ią antygeny w ystępujące wyłącznie na kom órkach nowo­
tworowych, a nieobecne na kom órkach praw idłowych — swoiste an ty ­
geny nowotworowe (TSA, z ang. tum or specific antigens).

Udowodnienie, że dany antygen jest specyficzny dla kom órek nowo­
tworowych jest trudne. W ymaga zarówno wykazania jego imm unogen- 
ności, jak również bezwzględnego niew ystępowania na kom órkach nor­
m alnych. W ielokrotnie pierwsze doniesienia o w ykryciu specyficznego 
antygenu nowotworowego, po przeprowadzeniu wielu dalszych prób, były 
korygowane, gdyż okazywało się, że antygen w ystępuje także, choć 
w m niejszym  stopniu, na pewnych kom órkach norm alnych. Takie były 
m.in. koleje antygenu Ca, wykrytego za pomocą przeciwciał monoklo­
nalnych. Pierw otnie został on opisany jako w ystępujący na większości 
komórek nowotworowych, bez względu na pochodzenie histologiczne no­
wotworów, tj. antygen ogólnonowotworowy. Pierw sze doniesienia mówi­
ły, że nie w ystępuje on na kom órkach norm alnych [2, 106, 198]. Jed ­
nakże dalsze badania w innych laboratoriach wykazały, że nie jest on 
rzeczywiście tak swoisty jak przypuszczano [18, 92, 127, 157]. Dlatego 
obecnie większość antygenów  określa się, ostrożniej, m ianem  antygenów 
związanych z nowotworem  lub też towarzyszących nowotworom  TAA 
(z ang. tum or associated antigens). W tej dziedzinie zastosowanie PM 
może wykraczać poza rozpoznawanie już opisanych antygenów. Jak  po­
dano, można produkować PM przeciwko zupełnie nieznanym  m arkerom . 
Można w ten  sposób poszukiwać nowych antygenów, bardziej swoistych 
dla tkanek nowotworowych niż już poznane. Jednocześnie PM, rozpozna­
jąc pojedyncze epitopy, mogą służyć do identyfikow ania poszczególnych 
determ inant TAA i wyszukiwania najbardziej specyficznych dla guza.

Opisano wiele przeciwciał monoklonalnych reagujących z antygena­
mi kom órek różnego typu nowotworów, a jednocześnie m ających bardzo
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m ałe powinowactwo do odpowiednich kom órek norm alnych lub nie w y­
kazujących w ogóle takiego powinowactwa. Stwierdzono m.in. TAA na 
kom órkach takich nowotworów jak: rak i jelita grubego [88, 89, 101], 
sutka [17, 52, 141], płuc [33, 115], gruczołu krokowego [185, 188], czer­
niak złośliwy [23, 39, 95, 164], nerw iak zarodkowy [77, 83], gwiaździak 
[19], glejak [156], rak  w ątroby [174], trzustk i [107], macicy [59], jajn ika
[7], guz W ilmsa [59], m ięsakomięśniak gładkokom órkowy [37] i kostnia- 
komięsak [42].

W ykryto również i opisano TAA komórek nowotworów krwi, m.in. 
białaczek [4, 98, 137, 203] i chłoniaków [118, 192, 203]. Komórki nowo­
tworów wywodzących się z limfocytów B z pewnego względu wzbudza­
ją szczególne zainteresowanie. Wywodzą się one najczęściej z jednego 
klonu komórkowego, tzn. jedna kom órka transform ując daje początek 
całej linii nowotworowej. W szystkie kom órki są identyczne, a także ich 
im m unoglobuliny powierzchniowe charakteryzują  się swoistym i takim  
samym  dla wszystkich komórek danego nowotworu m arkerem  idiotypo- 
wym. M arkery idiotypowe to determ inanty  antygenowe obecne w części 
zmiennej łańcucha immunoglobuliny. Przeciwciała o tym  samym  idio- 
typie m ają tę samą swoistość. Przeciwciała przeciw determ inantom  idio- 
typowym  określa się m ianem  antyidiotypowych. W ustro ju  liczba limfo­
cytów B o danej swoistości, tzn. odpowiadających na ściśle określony 
antygen, jest niewielka. Jeśli spośród tych limfocytów jeden ulegnie 
transform acji i da początek linii nowotworowej, to przeciwciała an ty- 
idiotypowe będą łączyć się swoiście z kom órkam i nowotworowym i i z tą 
niewielką, nieistotną dla organizmu liczbą norm alnych limfocytów B. 
Pozostałe limfocyty, o innym  idiotypie, nie będą rozpoznawane. Stąd, 
z pewnym  uproszczeniem, m arkery  idiotypowe takich kom órek nowotwo­
rowych możemy uznać za nowotworowo swoiste (ryc. 2).

Pewne PM rozróżniały zmiany złośliwe od zmian łagodnych [23, 170]. 
W kilku jednak przypadkach reagowały one ze zmianami, które histo­
logicznie określono jako łagodne [170]. Jest to spostrzeżenie o tyle cen­
ne, że może sugerować, iż PM rozpoznawały zmiany na pograniczu zło- 
śłiwienia. Być może PM będą w stanie w ykryw ać nowotwory w stadium  
przedinw azyjnym  i zmiany ulegające złośliwieniu, zanim staną się one 
niebezpieczne.

Pewne TAA w ykryw ane są w surow icy pacjentów. Mogą one służyć 
do wczesnej diagnozy np. w grupach podwyższonego ryzyka, jak również 
dla celów rokowniczych i do m onitorowania postępów choroby oraz w y­
ników postępowania leczniczego. Do najbardziej znanych i w ykorzysty­
wanych antygenów tego rodzaju należy: a-fetoproteina (AFP), charakte­
rystyczna dla nowotworów wątroby, k tó ra  znalazła zastosowanie w ba­
daniach w kierunku hepatom a u pacjentów  z m arskością w ątroby [96].

9 — P o st. B io l. K om . 2/86
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Innym  m arkerem  serologicznym jest antygen rakow o-zarodkowy CEA 
(z ang. carcinoembrionic antigen), którego stężenie koreluje ze stopniem  
rozwoju i masą guza i z tego względu służy on do m onitorowania sku­
teczności leczenia raków jelita grubego [61]. Podobne zastosowanie może 
mieć antygen o charakterze glikolipidu, pojaw iający się w surow icy pa­
cjentów z rakam i jelita grubego, żołądka i trzustk i [73, 88, 148]. Donie­
sienia opisujące oddzielanie się pewnych antygenów nowotworowych od 
powierzchni kom órki i przechodzenie do m edium  hodowlanego [163] su­
gerują, że i inne TAA mogą być w ten  sposób uw alniane do krwiobiegu 
i mogłyby być w ykorzystyw ane jako m arkery  serologiczne procesu cho­
robowego.

W pewnych sytuacjach w  diagnostyce nowotworów mogą znaleźć za­
stosowanie m arkery  swoiste dla praw idłowych tkanek lub pojedynczych

Ryc. 2. Markery idiotypowe immunoglobulin powierzchniowych obecnych na ko­
mórkach nowotworowych wywodzących się z limfocytów B jako antygeny nowo­
tworowe. Z klonu limfocytów B (LB), którego immunoglobuliny powierzchniowe (Ig) 
mają ten sam marker idiotypowy (X), jedna z komórek może ulec transformacji 
nowotworowej (Tr). W efekcie powstaje klon komórek nowotworowych (kn), którego 
immunoglobuliny powierzchniowe charakteryzują się tym samym wyjściowym idio- 
typem. Przeciwciała monoklonalne antyidiotypowe rozpoznają komórki nowotwo­
rowe i niewielką, nieistotną dla organizmu liczbę normalnych limfocytów B o tym
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linii komórkowych, również w ystępujące na kom órkach nowotworowych. 
Mogą być one wykorzystyw ane w różny sposób, np. do poszukiwania 
przerzutów  nowotworowych w innych tkankach krw i lub szpiku [36, 77], 
wysięku surowicznym  [43] itd., gdzie wczesna diagnoza jest często w a­
runkiem  sukcesu terapeutycznego. A ntygeny grupowe krw i oraz an ty ­
geny głównego układu zgodności tkankow ej MHC (z ang. m ajor histo­
com patibility complex) mogą służyć do oceny stopnia złośliwości nowo­
tworu. Stwierdzono, iż w pewnych guzach jelita grubego ekspresja tych 
antygenów  zmniejsza się [14, 48] lub zwiększa [142, 172] w m iarę wzro­
stu stopnia złośliwości.

Fakt, iż większość antygenów nowotworowych stanowią TAA, a nie 
TSA, u trudnia  w ykorzystyw anie odpowiednich PM. Jednakże w porów­
naniu z konw encjonalnym i surowicam i PM wniosły ogromny postęp 
i praktycznie w ypierają je z użycia. Oprócz opisanego już w ykryw ania 
antygenów  nowotworowych obecnych w surowicy, PM znajdują zasto­
sowanie w dwóch innych dziedzinach diagnostycznych: im m unohistopa- 
tologii i lokalizacji nowotworów przy użyciu badań scyntygraficznych.

R A D IO LO K A LIZA C JA  NOW OTW ORÓW

Pochodzenie guza nie zawsze jest łatwe do ustalenia wyłącznie na 
podstawie obrazu histologicznego. W takich przypadkach bardzo pomoc­
ne są m etody immunohistochemiczne [205]. Polegają one na użyciu spe­
cyficznych przeciwciał połączonych z odpowiednimi znacznikami (fluo- 
rochromy, ferrytyna, izotopy) lub częściej swoistego przeciwciała, a na­
stępnie antyim m unoglobuliny połączonej ze znacznikiem (metoda pośred­
nia). Uwidaczniają się odpowiednie kom órki czy tkanki nowotworowe. 
W badaniach tych można w ykorzystyw ać PM przeciwko odpowiednim 
TAA, rozróżniając kom órki nowotworowe od norm alnych. Stosuje się 
również PM reagujące z m arkeram i norm alnych komórek bądź tkanek. 
Przeciwciała takie mogą służyć do rozpoznawania tkanek lub linii ko­
mórkowych, z k tórych wywodzą się różne morfologicznie podobne guzy 
[130], do analizowania stopnia zróżnicowania nowotworu [63] oraz do 
w ykryw ania przerzutów  nowotworowych w m iejscach odległych [51]. 
Jak  już wspomniano, PM przeciwko antygenom  w stanie natyw nym  mo­
gą nie wykazywać powinowactwa do tych samych antygenów w u trw a­
lonych skraw kach histologicznych [54, 66, 121].

R A D IO L O K A L IZ A C JA  NOW OTW ORÓW

PM mogą być w ykorzystyw ane w diagnostyce nowotworów do loka­
lizacji zmian w ustro ju  pacjenta. Przeciwciało połączone ze znacznikiem 
promieniotwórczym, po wprowadzeniu do krwiobiegu, łączy się specy­
ficznie z antygenem  na powierzchni komórki nowotworowej. Emitowa-http://rcin.org.pl
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ne promieniowanie w ykryw ane jest za pomocą odpowiednich detekto­
rów, umożliwiając lokalizację i określając przybliżone rozm iary zmiany. 
W ydaje się, iż w tego rodzaju badaniach wykorzystać można przeciw­
ciała przeciwko antygenom  w ystępującym  w większej liczbie na kom ór­
kach nowotworowych niż na pozostałych, tzn. brak zupełnej swoistości 
nie jest przeszkodą. Jednakże użycie PM o większej swoistości daje 
lepsze rezultaty . Uwidocznienie nowotworu zależy od szybkości usuw a­
nia znakowanego PM z krwiobiegu i tkanek praw idłowych oraz szybkości 
łączenia przeciwciała z antygenem , tem pa endocytozy, czy ogólniej czasu 
przebyw ania na powierzchni kom órki znakowanego PM. Isto tny jest rów ­
nież rodzaj samego guza, jego anatom ia i unaczynienie. Wiele danych 
o radiolokalizacji nowotworów dostarczyły badania na zw ierzętach [75, 
97].

Radiolokalizacja za pomocą znakowanych PM przeciwko TAA jest 
stosunkowo szybka. Najlepsze obrazy uzyskuje się kilka m inut do 24 
godz. po wstrzyknięciu. Związane z antygenem  im m unoglobuliny są 
w większości przypadków internalizow ane przez kom órkę nowotworową. 
Klasa użytego PM nie wpływa na znakowanie i jakość obrazu, ma na­
tom iast wpływ na okres półtrw ania we krw i ti/2. Użycie znakowanych 
PM daje kilkakrotnie lepsze wyniki niż zastosowanie konwencjonalnych 
surowic. Zwiększa się wyznakowanie docelowej tkanki przy jednoczes­
nym  zm niejszeniu tła naczyniowego [72, 116].

Jeszcze doskonalszym rozwiązaniem  w ydaje się zastosowanie same­
go fragm entu F(ab)2 przeciwciała. Obraz otrzym yw any jest szybciej, 
a równocześnie zmniejsza się tło i ekspozycja pacjenta na prom ienio­
wanie, gdyż fragm ent ten jest szybko w ydalany z ustro ju  [183],

Z zastosowaniam i klinicznym i związany jest problem  imm unogenno- 
ści ksenogenicznych przeciwciał. Nie obserwowano objawów toksycznych, 
jednak powstające w ustro ju  przeciwciała przeciwko mysim PM [45] 
dram atycznie skracają ti/2 użytego znacznika, zmniejszając jego wychw y­
tyw anie przez tkanki nowotworowe [95]. Radiolokalizację stosowano 
m.in. do w ykryw ania przerzutów  raka jelita grubego [158], czerniaka 
złośliwego [95], raków  jajn ika i żołądka [44] oraz sutka [44, 158].

Zmiany, które mogą być w ykryw ane przy użyciu znakowanych PM 
nie są jeszcze uchw ytne przy zastosowaniu ultrasonografii i badań radio­
logicznych [44], m.in. wykryw ano w 88% przerzuty  czerniaka większe 
niż 1,5 cm [95].

ZA ST O SO W A N IA  T ER A PEU T Y C ZN E PRZEC IW C IA Ł  M O N O K LO N A LN Y C H

Terapia nowotworów za pomocą PM jest m etodą nową, k tórej przy­
datność nie została jeszcze jednoznacznie określona. Pewne kwestie moż­
na już jednak uznać za rozwiązane.
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Terapeutyczny efekt PM opiera się na trzech podstawowych m echa­
nizmach: cytotoksyczności kom órkowej zależnej od przeciwciał — ADCC 
(z ang. antibody dependent cell-m ediated cytotoxicity), aktyw acji dopeł­
niacza i opsonizacji kom órek nowotworowych. Połączenie przeciwciała 
z antygenem  na powierzchni błony kom órkowej może inicjować ciąg 
reakcji prowadzących do lizy komórki. Może do tego dojść na drodze 
przyłączenia kom órek aktyw nych w  procesie ADCC do fragm entu Fc 
PM [71]. Inną ewentualnością jest aktyw acja układu dopełniacza, pro­
wadząca do powstania kom pleksu atakującego błonę i lizy kom órki [154], 
Trzeci m echanizm  — opsonizacja — przyspiesza i nasila usuwanie po­
krytych przeciwciałam i komórek nowotworowych przez układ m akro- 
fagów [132]. Obok wykorzystyw ania naturalnych  właściwości PM, dla 
skuteczniejszego niszczenia kom órek nowotworowych dokonywane są pró­
by łączenia przeciwciał z lekam i i toksynam i — wolnymi lub zam knięty­
mi w liposomach, oraz substancjam i m odulującym i odpowiedź im m uno­
logiczną, np. in terferonem  [3].

T ER A PEU TY C ZN E  Z A ST O SO W A N IE  PM  PO ZA  USTRO JEM

Jedną z form  terapii białaczek są przeszczepy szpiku autogenicznego 
lub allogenicznego. Chory otrzym uje supraletalną dawkę chemio- lub 
radioterapii, k tóra niszczy kom órki nowotworowe, ale jednocześnie po­
woduje uszkodzenie szpiku, śm iertelne dla pacjenta, gdyby nie otrzym ał 
przeszczepu. W przypadku przeszczepu autogenicznego jest to w łasny 
szpik chorego, pobrany w fazie rem isji choroby i przechowyw any do 
czasu przeszczepu. Źródłem szpiku allogenicznego są dobrani pod wzglę­
dem antygenów  układu HLA dawcy, najczęściej rodzinni. Szpik pacjen­
ta pobrany w  fazie rem isji białaczki zawiera najczęściej pewną liczbę 
kom órek nowotworowych.

W szpiku pacjentów  z pewnym i guzami litymi, u k tórych również 
próbowano stosować tę metodę terapii, również mogą znajdować się ko­
m órki nowotworowe z przerzutów  [36]. Po przeszczepieniu szpiku, ko­
m órki takie stają  się źródłem wznowy procesu chorobowego. Małe prze­
rzu ty  now otw oru są w szpiku trudne do wykrycia, natom iast kom órki 
białaczkowe w ogóle nie są w ykryw alne na podstawie standardow ych 
kry teriów  morfologicznych [34, 74]. PM umożliwiają nie tylko w ykry­
wanie, ale przede wszystkim  eliminację ze szpiku kom órek nowotworo­
wych przed przetoczeniem. Proces niszczenia kom órek nowotworowych 
in vitro przez PM wymaga dodania ksenogenicznego dopełniacza (naj­
częściej króliczego). Ludzki dopełniacz nie jest w ystarczająco aktyw ny
[8]. Opisano stosowanie tego rodzaju m etody w przypadku: białaczek 
[8, 139], nowotworów wywodzących się z limfocytów T [79], chłoniaków
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nie-Hodgkinowskich [9] oraz raków  sutka i pęcherza moczowego [16]. 
Bardzo istotne jest, aby w trakcie niszczenia kom órek nowotworowych 
nie uległy uszkodzeniu kom órki m acierzyste szpiku. Istnieje jeszcze zbyt 
mało danych o skuteczności takiej terapii i jej efektach odległych, by 
wyciągać ostateczne wnioski. Opisywane 20-miesięczne i dłuższe okresy 
przeżycia bez objawów wznowy [9, 139] pozwalają przypuszczać, że m e­
toda ta  znajdzie zastosowanie.

Tylko część PM zdolnych do rozpoznawania kom órek nowotworo­
wych ma właściwości aktyw owania dopełniacza. Z tego powodu poszu­
kuje się innych możliwości usuwania takich kom órek ze szpiku. PM 
sprzęga się z toksynami, by otrzym ać im m unotoksyny [201]. Inną cieka­
wą metodą jest łączenie PM z substancjam i o właściwościach m agnetycz­
nych. Umożliwia to usuwanie kom órek nowotworowych m etodam i fi­
zycznymi, redukując jednocześnie problem  ew entualnej toksyczności 
w stosunku do kom órek m acierzystych szpiku. Zastosowano tę metodę 
z dobrym  skutkiem  klinicznym  w przypadku białaczki [131]. Obserwo­
wano szybkie podjęcie funkcji przeszczepionego szpiku. W ykorzystując 
tę samą procedurę z zastosowaniem sześciu specyficznych PM przeciwko 
neuroblastom a, usunięto 97-99% kom órek nowotworowych, bez uszko­
dzenia kom órek szpiku [81]. Uzyskano 100% podjęcie funkcji przez prze­
szczep.

Aczkolwiek pierwsze wyniki usuwania kom órek nowotworowych ze 
szpiku m etodam i fizycznymi są obiecujące, jednak brak jeszcze obiek­
tyw nych danych o odległych w ynikach takiej terapii. Nie można rów ­
nież dokonywać porównań z innym i metodami.

Terapeutyczny efekt allogenicznego przeszczepu szpiku, znajdującego 
zastosowanie najczęściej u pacjentów  z białaczką, jest zm niejszany przez 
chorobę przeszczep przeciw gospodarzowi — GVHD (z ang. g raft versus 
host disease). Mimo starannego doboru dawców pod względem antyge­
nów transplantacyjnych, proces ten w ystępuje w ponad 50%  przypad­
ków. Ostra choroba GVH, objaw iająca się przeważnie plam isto-grudko- 
wą wysypką, zapaleniem  w ątroby i silną biegunką oraz opóźnieniem 
podejm owania funkcji przez szpik, w około 25%  przypadków  kończy się 
śmiercią pacjenta [133]. Głównym czynnikiem  odpowiedzialnym  za re ­
akcję GVH, zapoczątkowującą GVHD, są im m unokom petentne lim focyty 
T, zaw arte w przeszczepionym szpiku, które rozpoznają obcość antyge­
nową gospodarza i inicjują skierowaną przeciwko niem u odpowiedź im ­
munologiczną. Zastosowanie przeciwciał, w tym  zwłaszcza PM, rozpo­
znających lim focyty T, powinno zapobiegać reakcji GVH [69], Próbo­
wano m.in. wykorzystyw ać globulinę antytym ocytarną in vivo do elim i­
nacji krążących limfocytów T [140]. Jednak m etodą z w yboru jest tra k ­
towanie szpiku przed przeszczepieniem PM anty-T  in vitro. Możliwa jest
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w tedy kontrola efektywności działania i dobór optym alnych warunków. 
Równocześnie unika się problemów związanych z zastosowaniem PM in 
vivo, co zostanie tu  opisane. Jedną z możliwości jest opsonizacja limfo­
cytów T przeciwciałam i m onoklonalnym i in vitro. Następnie przeszcze­
pia się cały szpik, włącznie z opsonizowanymi komórkami, które są po­
woli usuwane przez układ m akrofagów [132].

Metodą znacznie bardziej efektyw ną jest niszczenie limfocytów T in 
vitro przy użyciu PM i dopełniacza (ksenogenicznego — najczęściej k ró ­
liczego). W jednym  przypadku stwierdzono, iż podejm owanie funkcji 
przez przeszczep było wolniejsze niż przy zastosowaniu innych form za­
pobiegania GVHD [133]. Doniesienie to przeczy obserwacjom  sugeru­
jącym, że usunięcie limfocytów T przy użyciu PM i dopełniacza nie 
tylko nie zmniejsza, ale podwyższa liczbę kom órek w ytw arzających ko­
lonie (ang. stem  cells forming colonies) in vitro [152], Interesujące w y­
niki otrzym ano stosując szczurze PM do niszczenia limfocytów T w szpi­
ku. Przeciwciało to, o symbolu CAMPATH-1, powodowało w ponad 99% 
lizę kom órek w obecności ludzkiego, a nie ksenogenicznego dopełniacza. 
Przeszczepy tak  przygotowanego szpiku otrzym ało 11 pacjentów  z róż­
nym i śm iertelnym i schorzeniam i hematologicznym i (białaczki lim fatycz- 
ne i szpikowe w kolejnych rem isjach, anemia aplastyczna, osteopetroza, 
talasem ia). U żadnego z pacjentów nie stwierdzono objawów GVHD. Po­
dejm owanie funkcji przez przeszczep było w tym  przypadku szybkie. 6 
spośród 11 pacjentów  było zdrowych od 110 do 360 dni po przeszczepie 
[184],

Na podstawie dotychczasowych badań można stwierdzić, że niszcze­
nie lim focytów T w szpiku, przed przeszczepieniem przy użyciu PM 
i dopełniacza, jest m etodą skuteczną (około 99%  wartości wyjściowych). 
Takie przygotowanie allogenicznego szpiku w znacznym stopniu lub n a ­
wet całkowicie zapobiega w ystąpieniu reakcji GVH. Allogeniczny prze­
szczep szpiku ma szansę stać się jedną ze skuteczniejszych m etod te ra ­
pii białaczek. Jest to również, w obecnej chwili, jedyna m etoda lecze­
nia nienowotworowych, śm iertelnych schorzeń hematologicznych. Jed ­
nakże w ym agają zbadania kwestie odległych wyników takiej terapii, 
zwłaszcza możliwości późnych powikłań lub niedoborów immunologicz­
nych.

Z A ST O SO W A N IE  PRZECIW CIAŁ M O N O K LO N A LN Y C H  IN  VIVO

Bierna im m unoterapia nowotworów, oparta na podawaniu PM, może 
obniżać liczbę komórek nowotworowych w w yniku opisanych już uprzed­
nio mechanizmów: ADCC, aktyw acji dopełniacza i opsonizacji. Jednak 
wzajem ne relacje tych reakcji nie są znane. Efektywność działania PM in
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vitro przewyższa efektywność tych samych przeciwciał in vivo. Pewne 
PM o spraw dzonych in vitro własnościach wiązania dopełniacza i w y­
woływania lizy nie działało in vivo, mimo iż wykazano, że łączyło się 
z kom órkam i docelowymi [171]. Wiadomo np., że PM klasy IgG są bar­
dziej efektyw ne niż im m unoglobuliny klasy  IgM, a wśród IgG n a jb a r­
dziej aktyw na jest podklasa IgG2a [71, 85]. Szczególnie niepokojące jest 
spostrzeżenie, że PM ham ujące rozwój jednej białaczki stym ulowało 
wzrost innej [85]. Jednakże wyniki badań doświadczalnych, przeprow a­
dzonych na zwierzętach, wykazujące efekty lecznicze [11, 82, 181], są 
zachęcające. Do prób przedklinicznych można zaliczyć terapię now otw o­
rów człowieka przeszczepianych myszom nagim  [71, 154], Seroterap^ę 
stosowano u pacjentów  z białaczkami, chłoniakami, nowotworam i prze­
wodu pokarmowego oraz u pacjenta z glejakiem . PM powodowały m.in. 
przejściowe obniżenie liczby kom órek chłoniaka, przy jednoczesnym  po­
jaw ianiu się krążących komórek m artw ych [119], co świadczy o skutecz­
ności lizy in vivo.

Stosowano PM o symbolu J5 skierowane przeciwko wspólnemu an ty ­
genowi ostrych białaczek lim foblastycznych — cALLA (z ang. common 
acute lym phoblastic leukem ia antigen). W ielokrotne iniekcje tego prze­
ciwciała pacjentom  z ostrą białaczką lim foblastyczną z kom órek nie-T 
wyw oływ ały szybki, lecz chwilowy spadek blastów krążących we krw i 
(nawet powyżej 90°/o). Nie wyeliminowano natom iast kom órek białaczko- 
wych ze szpiku. Usuwanie komórek nowotworowych związane było n a j­
prawdopodobniej z opsonizacją i w ychw ytyw aniem  przez układ m akro- 
fagów, gdyż mimo że obserwowano pokryw anie blastów PM i składnikiem  
C3 dopełniacza in vivo, to jednak ludzki dopełniacz nie powodował lizy 
tak opłaszczonych kom órek in vitro.

B lasty przed rozpoczęciem terapii były rozpoznawane przez przeciw­
ciało J5, na czym oparto zasadę leczenia. Zauważono jednak, że po po­
daniu przeciwciała większość komórek nowotworowych nie była już roz­
poznawana przez J5 [136, 138]. To zjawisko m odulacji antygenow ej jest 
niestety  znacznie częstsze i ogromnie u trudnia  próby terapii.

Pierwsze doniesienie o uwieńczonym sukcesem zastosowaniu PM 
w seroterapii nowotworów dotyczyło pacjenta ze słabo zróżnicowanym 
chłoniakiem  z kom órek B. Zastosowano przeciwciało antyidiotypow e k la­
sy IgG2b, reagujące z m arkerem  idiotypowym  im m unoglobulin powierz­
chniowych obecnych na kom órkach chłoniaka. Po podaniu 8 dawek te ­
rapię zakończono, nowotwór podlegał dalszej regresji. W 13 miesiącu od 
zakończenia leczenia pacjent pozostawał w rem isji. PM w ykryw alne były 
do 3 tygodni od ostatniej iniekcji. Nie stwierdzono reakcji organizmu 
na mysie PM. Ponieważ we wcześniej przeprowadzonych testach in vitro 
antyidiotypowe PM nie aktyw ow ały dopełniacza, nie stwierdzono też 
zmian jego poziomu po iniekcji przeciwciał in vivo, a więc ten m echa­
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nizm  nie mógł być przyczyną regresji nowotworu. A utorzy sugerowali, 
iż PM ham ow ały proliferację komórek chłoniaka poprzez mechanizm re­
gulacyjny [112]. Inna dyskutow ana możliwość zakładała usunięcie kom ó­
rek m acierzystych dla transform acji nowotworowej, które mogły stano­
wić tylko m ały procent wszystkich kom órek chłoniaka [49]. Jednakże 
członiaki B-komórkowe wywodzą się z kom órek pre-B, które nie m ają 
imm unoglobulin powierzchniowych [111].

Dokonywano również prób seroterapii przeciwciałam i m onoklonalny- 
mi w  stosunku do guzów litych. Zastosowano m.in. PM  przeciwko ko­
mórkom nowotworów przewodu pokarmowego, które, jak uprzednio w y­
kazano, ham owały rozwój guzów u m yszy nagich, pośredniczyły w ADCC 
in vitro i swoiście reagow ały z kom órkam i nowotworowym i w perfun­
do wanych okrężnicach. Terapii poddano 4 [150], a następnie 20 pacjen­
tów [149]. Przeciwciała podawano w jednorazowej dawce (z dwoma w y­
jątkami), ale bardzo zróżnicowanej pod względem ilości PM (od 15 do 
1000 mg). Interesujące jest, że u pacjentów, k tórzy  otrzym ali od 366 do 
1000 mg PM, nie powstały przeciwciała anty-PM , podczas gdy dawki 
poniżej 200 mg wyzw alały produkcję tych przeciwciał. Trzech spośród 
tej heterogennej grupy pacjentów  nie wykazywało objawów choroby od 
10 do 22 miesięcy od im m unoterapii [149]. Przedstaw iony wynik jest in­
teresujący i stw arza pewne nadzieje. Jednakże, jak przyznają sami au­
torzy, obiektyw ną in terpretację u trudnia  heterogenność grupy pacjen­
tów oraz fakt, że byli oni poddawani różnorodnej chem ioterapii przed 
zastosowaniem PM.

Ciekawą propozycją stałych infuzji PM do organizmu chorego było 
użycie kom ory zawierającej hybrydy produkujące przeciwciała. Linia ta 
produkowała ludzkie PM przeciwko komórkom glejaka. Komorę wszcze­
piono w  powłoki brzuszne pacjenta z tym  nowotworem. PM uwalniane 
były do krwiobiegu. W ciągu ponad 3 miesięcy obserw acji nie stw ierdzo­
no toksyczności, infekcji ani odczynu zapalnego wokół wszczepionej ko­
mory. Niestety, nie uzyskano również efektu leczniczego [187].

Reasum ując, należy stwierdzić, że w przypadku większości doniesień 
dotyczących im m unoterapii biernej przy użyciu PM, brakuje obiektyw­
nych kontroli, k tóre by w pełni uw iarygodniały opisywane efekty.

C Z Y N N IK I W PŁ Y W A JĄ C E N A  SK U TEC ZN O ŚĆ  D IA G N O ST Y K I I  TER A PII  
PR Z Y  U ŻYC IU  PRZECIW CIAŁ M O N O K LO N A LN Y C H

Czynniki wpływające na efektywność diagnostycznego i terapeutycz­
nego zastosowania PM można podzielić na 3 zasadnicze grupy: właści­
wości samych przeciwciał monoklonalnych, czynniki związane z docelo­
wymi kom órkam i nowotworowymi i czynniki ze strony pacjenta.

Czynniki związane z budową i właściwościami PM zostały już czę­
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ściowo omówione w poprzednich rozdziałach: związki m iędzy klasą i pod- 
klasą im m unoglobuliny a jej zdolnością do aktyw ow ania dopełniacza, 
uczestniczenia w reakcji ADCC, czy opsonizacji kom órek docelowych są 
znane i muszą być uwzględniane. Bardzo w ażny wymóg, to swoistość 
przeciwciała w stosunku do komórek docelowych. W przypadku nowo­
tworów w arunek ten nie może być do końca spełniony, gdyż przew aża­
jącą większość antygenów nowotworowych stanowią TAA, a nie TSA. 
Nie stanowi to jednak absolutnej przeszkody, jak w ykazały badania 
z w ykorzystaniem  PM przeciwko np. antygenom  związanym  z różnico­
waniem  się kom órek [109, 110]. Można przyjąć, że PM przeciwko TAA 
mogą być użyte, jeśli stężenie TAA na kom órkach nowotworowych jest 
wyższe niż na kom órkach norm alnych, gdy norm alne kom órki z tym  
antygenem  nie m ają decydującego dla życia znaczenia i ich zniszczenie 
nie spowoduje ujem nych dla organizmu skutków, lub gdy kom órki no­
wotworowe całkowicie zdominowały norm alną populację.

Ostateczny efekt w yw ierany przez przeciwciało zależy również od 
stopnia powinowactwa, długotrwałości przebyw ania na powierzchni ko­
m órki oraz szybkości endocytozy. Endocytoza kom pleksu antygen—prze­
ciwciało może mieć korzystny wpływ w przypadku zastosowania połą­
czeń PM z lekam i lub toksynami, które działają wew nątrzkom órkowo 
[201]. Zasadniczo jednak jej wpływ jest negatyw ny, gdyż powodować 
może znikanie znakowanych PM, uniemożliwiając lokalizację, a w terapii 
ham ując efekt cytolityczny [139]. Odgrywa ona również rolę w ułatw ie­
niu immunologicznym.

W ydaje się, że zastosowanie m ieszaniny PM może zwiększać efek­
tywność, zarówno diagnostyki, jak i terapii. Jednym  z powodów, dla 
k tórych używa się mieszanin PM, jest obecność różnych grup m arke­
rów na powierzchni różnych komórek. Stosując odpowiednie kom bina­
cje PM można te różnice wychwycić, podczas gdy użycie jednego prze­
ciwciała jest nieefektyw ne [50, 77]. Inny powód stosowania „koktajlu” 
PM to różnice w ekspresji antygenów kom órek nowotworowych [1, 193] 
oraz możliwość krzyżowych reakcji pojedynczego PM z antygenam i na 
kom órkach nie będących docelowymi, co u trudn i lub zafałszuje in te r­
pretację. Dwa PM przeciwko różnym  epitopom tego samego antygenu 
mogą wywierać inny efekt niż obydwa przeciwciała użyte oddzielnie 
[40, 78, 188]. Z tych względów m ieszaniny PM znajdują coraz częstsze 
zastosowanie w immunohistopatologii [77, 80], radiolokalizacji [21, 103] 
oraz terapii [81].

Pow ażny problem, związany z zastosowaniem PM in vivo, stanowi 
immunogenność immunoglobulin. Do tej pory zdecydowana większość 
w yprodukowanych PM to przeciwciała mysie. Odpowiedź immunologicz­
na na ksenogeniczne białko może stanowić potencjalne niebezpieczeństwo
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dla organizm u. Opisywane reakcje na mysie PM w ahały się w szerokim 
zakresie z reakcją anafilaktyczną [38] i chorobą posurowiczą, z odkła­
daniem  kompleksów immunologicznych w nerkach włącznie [110, 119]. 
Jednak najczęstsza odpowiedź nie jest tak bardzo nasilona.

U części pacjentów  ze spraw nym  układem  immunologicznym nie 
stwierdzono odpowiedzi przeciwko PM, co jest prawdopodobnie wyrazem  
zmiennej osobniczo wrażliwości. Poza szkodliwością dla pacjenta istnieje 
jeszcze drugi problem  związany z immunogennością ksenogenicznych 
PM. Pow stające w ustroju przeciwciała anty-PM  mogą łączyć się z nimi 
już w surowicy i uniemożliwiać lub ograniczać efekt diagnostyczny i te ­
rapeutyczny. Zjawisko to nie musi współistnieć z wystąpieniem  obja­
wów chorobowych, będących w yrazem  immunizacji. O jego znaczeniu 
dla efektywności terapii przy użyciu PM mogą świadczyć obserwacje 
ponownego wystąpienia nowotworu u pacjentów  z rem isją, równoczesne 
z pojaw ieniem  się przeciwciał anty-PM  [109, 110], oraz sukces terapeu­
tyczny, gdy nie zaobserwowano powstania takich przeciwciał [112].

Najlepszym, ale w tej chwili jeszcze trudno osiągalnym  rozwiązaniem 
problem u immunogenności jest zastosowanie ludzkich PM. Jednakże nie 
można wykluczyć, że odpowiedź anty-idiotypow a przeciwko ludzkim  PM 
może być równie szkodliwa. Inna możliwość to podanie mysich PM 
w jednej dużej dawce. Sposób ten wydaje się dość skutecznie zapobiegać 
im m unizacji [149]. Nie zawsze jednak do wyw arcia efektu leczniczego 
w ystarczy jednorazowa iniekcja.

Duże znaczenie dla efektywności terapii m ają właściwości samego no­
wotworu: jego wielkość, budowa, lokalizacja zmian i stopień ich roz­
przestrzenienia w organizmie. Ze względu na dużą dostępność, na jbar­
dziej podatne na seroterapię są nowotwory hematologiczne oraz małe 
guzy pierw otne i małe przerzuty. Z lokalizacją nowotworu wiąże się 
wybór optym alnej m etody podawania PM. Oprócz stosowanej najczęściej 
aplikacji dożylnej, w pewnych przypadkach korzystniejsze wydaje się 
podanie PM podskórnie. Po takim  wprowadzeniu większość cząsteczek 
przeciwciała przedostaje się do naczyń lim fatycznych, a nim i do odpo­
wiednich węzłów chłonnych. Można w ten  sposób lepiej niż przy iniek­
cji dożylnej kierować przeciwciała do przerzutów  w węzłach. Ta droga 
ma wiele zalet — pozwala zmniejszyć ilość używanych PM. Poprzez 
skierowanie ich bezpośrednio do odpowiedniej przestrzeni organizmu 
można uniknąć łączenia PM z antygenam i w ystępującym i na praw idło­
wych kom órkach (jak to ma miejsce w przypadku TAA) lub wolnym i 
antygenam i w surowicy. Zapobiega się tym  samym odkładaniu kom plek­
sów immunologicznych w nerkach. Zastosowanie tej m etody w radiolo- 
kalizacji pozwala wykrywać znacznie mniejsze przerzuty  poprzez obni­
żenie tła całego ciała. Zbadanie stanu węzłów chłonnych jest bardzo
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ważne dla stw ierdzenia stopnia rozwoju wielu nowotworów, np. choro­
by Hodgkina, czerniaka złośliwego oraz raków płuc, sutka, jelita grube­
go, macicy i gruczołu krokowego [189, 190].

Jedną z najw ażniejszych właściwości kom órek nowotworowych, która 
wpływa na skuteczność terapii jest m odulacja antygenowa. Jak  już po­
wiedziano, połączenie przeciwciała z antygenem  na powierzchni kom órki 
guza powoduje znikanie tego antygenu. Może to następować na drodze 
endocytozy [150, 193] lub uw alniania antygenu do krwiobiegu [110, 119]. 
Nowotwór przestaje być rozpoznawany przez PM, które były  dla niego 
swoiste. W przypadku przechodzenia antygenu do krwiobiegu dołączają 
się inne niekorzystne zjawiska, jak blokowanie PM w surowicy oraz od­
kładanie kom pleksów immunologicznych w  nerkach.

Na efektywność leczenia przy użyciu PM wpływ  m ają także czynni­
ki ze strony pacjenta. Wydolność układu immunologicznego jest koniecz­
na dla efektyw nej reakcji ADCC, czy usuw ania opsonizowanych PM 
komórek nowotworowych. Spraw ny układ odpornościowy silnie reagu­
je jednak na ksenogeniczne PM. Stąd w zaawansowanych chłoniakach 
czy białaczkach, wobec osłabienia odporności, PM można stosować znacz­
nie bezpieczniej.

Potencjalne zagrożenie dla pacjentów  poddawanych terapii PM mogą 
stanowić wirusy, k tórym i byw ają zarażone hybrydy mysie [6, 191] lub 
ludzkie lim focyty celowo transform ow ane [90]. Jak  dotąd nie ma do­
wodów, że w ykryte w irusy mogą być patogenne dla człowieka, natom iast 
jeśli chodzi o w irus E-B używ any do transform acji, 80-90% ludzi do­
rosłych w krajach  rozw iniętych jest nim  już zakażonych [31]. Ponadto 
typowa procedura oczyszczania przeciwciał powinna inaktywow ać lub 
usuwać wirusy.

N IEK T Ó R E Z A ST O SO W A N IA  PRZECIW CIAŁ M O N O K L O N A LN Y C H  W T R A N SPL A N T O L O G II

Przykładem  nowych możliwości stw arzanych przez przeciwciała mo- 
noklonalne w  podejściu do starych problem ów są przeszczepy nerek. 
Pierw szej transplan tacji zakończonej pełnym  powodzeniem dokonano 
w 1953 r. m iędzy dwoma bliźniętami monozygotycznymi. Niestety, układ 
ten jest bardzo ograniczony i najczęściej m am y do czynienia z przeszcze­
pami ze zwłok lub od dawców rodzinnych. W obydwu przypadkach róż­
nice w  antygenach zgodności tkankow ej mogą być przyczyną reakcji 
biorcy prowadzącej do odrzucenia przeszczepu. Z tego względu doko­
nuje się immunologicznego doboru dawcy i biorcy przeszczepu, poszuku­
jąc pary  osobników posiadających możliwie najw iększą liczbę identycz­
nych antygenów zgodności tkankow ej układu HLA (human leukocyte 
antigens) — głównego układu zgodności tkankow ej człowieka. Antygeny
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HLA, A, B, C i DR oznacza się serologicznie. Do chwili opracowania 
techniki produkcji PM  oznaczenia te  przeprowadzano stosując surowice 
pochodzące od kobiet po w ielokrotnych porodach lub imm unizowanych 
ochotników. Użycie PM pozwala znacznie zwiększyć czułość i swoistość 
takich testów  [15].

Innym  przykładem  w ykorzystania PM w transplantologii jest analiza 
kom órek naciekających przeszczep w procesie odrzucania. Swoiste PM 
przeciwko poszczególnym subpopulacjom  komórek lim fatycznych pozwa­
lają  na znacznie precyzyjniejszą ocenę niż standartow e badania histolo­
giczne [67].

Produkcja na skalę przem ysłową PM przeciwko poszczególnym sub­
populacjom  limfocytów T (przeciwciała serii OKT firm y Ortho Pharm a­
ceuticals czy serii Leu firm y Becton-Dickinson) stw orzyła możliwość po­
rów nyw alnej oceny tych subpopulacji u pacjentów  z przeszczepami [204]. 
Zastosowanie tych przeciwciał oraz PM rozpoznających inne kom órki 
lim fatyczne pozwala monitorować zmiany odsetkowe limfocytów7 we 
krwi, które zachodzą po przeszczepieniu i w  różnych fazach odrzucania 
przeszczepu [20, 84, 105]. Znajomość zmian całkowitej ilości limfocytów 
T oraz stosunku lim focyt T pomocniczy do supresorowy-cytotoksycz- 
ny  może pozwolić na przew idyw anie procesu prowadzącego do odrzuce­
nia przeszczepu. Umożliwia również ocenę w pływu leczenia imm uno- 
supresyjnego, który, jak się wydaje, może znajdować odzwierciedlenie 
w zmianach odsetka limfocytów T. Intensyw na im m unosupresja niesie 
niebezpieczeństwo ciężkich infekcji lub aktyw acji w irusów latentnych, 
np. herpes sim plex czy cytom egalowirus. Dlatego dąży się obecnie do 
indyw idualizacji dawek cytostatyków, zapobiegających odrzucaniu prze­
szczepu, a jednocześnie zmniejszających niebezpieczeństwo infekcji. Ana­
liza subpopulacji limfocytów T pozwala, w pewnym  stopniu, przew idy­
wać możliwość wystąpienia zakażenia, co zostanie tu  opisane.

W procesie odrzucania przeszczepu allogenicznego uczestniczą lim fo­
cyty T. Obecnie stosowane środki im m unosupresyjne działają niew ybiór- 
czo, depresyjnie na cały układ immunologiczny oraz w ykazują wiele 
efektów niepożądanych. Cytotoksyczne przeciwciała reagujące z limfo­
cytam i T powinny swoiście zmniejszać liczbę lub całkowicie elimino­
wać te komórki. To teoretyczne założenie leżało u podstaw zastosowania 
w klinice globuliny antytym ocytarnej (ATG). Jest to surowica otrzym y­
wana poprzez hiperim m unizację zwierząt, najczęściej koni. W yniki uzy­
skane przy jej zastosowaniu są kontrow ersyjne [124, 166]. ATG w yka­
zuje natom iast wiele istotnych klinicznie efektów niepożądanych, jak 
dreszcze i gorączka, wysypki, trom bocytopenia. PM przeciwko lim focy­
tom  T powinny wywierać ten sam efekt na lim focyty przy m niejszych 
niż w przypadku ATG działaniach ubocznych.
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W badaniach przedklinicznych na m ałpach wykazano, że PM typu 
OKT4 i Leu-2a powodowały istotne zmniejszenie procentu limfocytów 
reagujących z tym i przeciwciałami. Zastosowanie PM przed przeszcze­
pem powodowało przedłużenie przeżycia do 47 dni (kontrola 8-11 dni), 
gdy użyto OKT4, i do 34-36 dni w przypadku Leu-2a [27]. W ekspery­
mencie klinicznym  zastosowano przeciwciała OKT3 u 16 pacjentów, 
u k tórych stwierdzono ostry  proces odrzucania przeszczepu. OKT3 reagu­
ją ze w szystkim i lim focytam i T, podczas gdy OKT4 rozpoznają lim focyty 
T pomocnicze, a OKT8 — supresorowe cytotoksyczne [204]. Już po 15 
min po zastosowaniu OKT3 liczba krążących limfocytów T spadała do 
poziomu praktycznie niewykrywalnego, a u wszystkich pacjentów  stw ier­
dzono zaham owanie rozpoczętego już procesu odrzucania w ciągu 2-7 
dni od rozpoczęcia terapii. Po kilku dniach stwierdzono w zrastającą licz­
bę kom órek reagujących z innym i m arkeram i limfocytów T, a nierozpo- 
znawanych przez OKT3. Jednocześnie u części pacjentów, u k tórych za­
hamowano odrzucanie przeszczepu, proces ten w ystąpił ponownie w 1 
do 4 tygodni od zaprzestania terapii przy użyciu OKT3. U wszystkich 
zwierząt i u 11 pacjentów  stwierdzono powstawanie przeciwciał przeciw­
ko PM, a ponadto u części chorych stwierdzono przeciwciała antyidioty- 
powe [27], Być może zjawisko m odulacji antygenow ej oraz odpowiedź 
biorcy na PM użyte w terapii spowodowały późniejsze przypadki odrzu­
cania przeszczepów. W ydają się to potwierdzać wyniki badań przepro­
wadzonych przez innych autorów  [22].

Część autorów  prezentuje pogląd, że istotnym  elem entem  terapii 
przy użyciu ATG czy OKT3 jest usunięcie aktyw nych klonów limfo­
cytów, a nie całej ich populacji. Zastosowanie PM przeciwko blastom 
powstającym  w trakcie odpowiedzi na allogeniczny przeszczep powinno 
zapobiec odrzucaniu lub zahamować rozw ijający się proces. Jednocześ­
nie takie postępowanie powinno pozostawać bez większego w pływu na 
pozostałe funkcje układu immunologicznego biorcy. W stępne badania w y­
kazały przedłużenie przeżycia przeszczepów skóry u małp po zastosowa­
niu PM przeciwko komórkom lim foblastycznym  [168]. W badaniach k li­
nicznych zastosowano to samo przeciwciało o symbolu CBL1 w terapii 
11 pacjentów z przeszczepami nerek od dawców rodzinnych i 8, którym  
przeszczepiono narząd pochodzący ze zwłok. U wszystkich tych chorych 
wystąpił wcześniej proces odrzucania przeszczepu. U 15 z nich odrzu­
cania przeszczepu nie udało się zahamować stosując sterydoterapię. Jest 
to istotne, gdyż inni badacze nie stosowali tego kry terium  i być może 
pozytyw ny rezu lta t udałoby się uzyskać podając glikokortykoidy zamiast 
OKT3. Zastosowanie CBL1 nie wpływało na liczbę limfocytów krw i ob­
wodowej, a mimo to zahamowało reakcję odrzucania u 17 z 19 pacjen­
tów. Długotrw ałe przedłużenie przeżycia przeszczepu uzyskano u 8 z 11
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pacjentów, k tórzy otrzym ali nerkę od żywych dawców, oraz u 6 z 8, k tó­
rym  przeszczepiono nerkę ze zwłok. Dla porównania u wszystkich cho­
rych traktow anych OKT3 wystąpiło późne odrzucenie [27]. U 14 z 19
pacjentów  traktow anych CBL1 stwierdzono produkcję przeciwciał prze­
ciwko m ysim  PM, nie pociągnęło to jednak za sobą żadnych objawów 
ubocznych [168].

Reasumując, PM przeciwko komórkom zaangażowanym  w procesie 
odrzucania przeszczepu są próbą nowego podejścia w transplantologii, 
k tóre m a polegać na niszczeniu kom órek zaangażowanych w daną reak­
cję. Jeszcze dalej idące propozycje dotyczą sprzęgania antygenów układu 
MHC z toksynam i. Takie kom pleksy mogą niszczyć wyłącznie kom órki
rozpoznające dany, ściśle określony antygen [201].

Z A ST O SO W A N IE PM  W D IA G N O STY C E  CHORÓB Z A K A ŹN Y C H

Diagnostyka laboratoryjna chorób zakaźnych opiera się na czterech 
podstawowych metodach. Są to: a) badania mikroskopowe, które mogą 
uwidocznić czynnik zakaźny; b) hodowle mikroorganizm ów na podłożach 
selektywnych; c) immunologiczna identyfikacja w tkankach lub płynach 
ustrojow ych antygenów  danego czynnika patogennego; d) oznaczanie m ia­
na swoistych przeciwciał w ytw arzanych przez organizm  chorego w od­
powiedzi na wtargnięcie m ikroorganizmów.

Żadna z tych metod nie daje, w oderw aniu od pozostałych, całkowi­
tej pewności diagnostycznej. Najczęściej, w stosunku do poszczególnych 
chorób, zachodzi konieczność zastosowania kom binacji tych badań. Ana­
liza mikroskopowa pozwala dość pewnie diagnozować infekcje wieloko­
m órkowych pasożytów, ma jednak ograniczoną wartość jeśli chodzi np.
0 zakażenia wirusowe. M etody hodowlane są czułe i swoiste, jednakże 
wiele mikroorganizm ów wykazuje słaby wzrost w hodowli, a sama tech­
nika jest pracochłonna, obciążająca dla laboratorium , i co często jest 
bardzo ważne, wymaga długiego czasu inkubacji. Bezpośrednia identyfi­
kacja czynnika zakaźnego za pomocą przeciwciał jest m etodą szybką
1 pewną pod w arunkiem  posiadania imm unoglobulin o dużej swoistości 
i powinowactwie. Jak  zaznaczono, przeciwciała pochodzące z surowicy 
nie zawsze mogą sprostać tym  wymogom. Dodatkowo, wskutek podo­
bieństw  w antygenach powierzchniowych patogennych i niepatogennych 
szczepów mikroorganizmów, surowice mogą wykazywać reakcje krzy­
żowe.

Nowe możliwości w dziedzinie immunologicznej diagnostyki chorób za­
kaźnych stw orzyły PM. W ykazują one bardzo dużą swoistość, nieporów­
nyw alną z konwencjonalnym i przeciwciałami. We wszystkich testach
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reagują z jednakow ym  powinowactwem. Fakt, że można je otrzym ywać 
w praktycznie nieograniczonych ilościach sprawia, iż PM mogą umożli­
wić standaryzację różnych testów  nie tylko w skali jednego laborato­
rium , ale na skalę międzynarodową.

PM o spodziewanych właściwościach diagnostycznych wyprodukowano 
już w stosunku do w ielu wirusów [32, 76, 144, 194], bakterii [68, 162] 
i pasożytów [159, 169, 197, 200]. Obecnie, w wielu laboratoriach trw ają  
prace nad szybkimi i łatw ym i do przeprowadzenia testam i diagnostycz­
nym i opartym i na PM. Ich zastosowanie umożliwia skrócenie procesu 
rozpoznawania niektórych chorób od kilku dni naw et do kilku mi­
nut, np. w przypadku pewnych zakażeń przenoszonych drogą płciową 
(Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachom atis, Herpesvirus) od 3-6 dni 
do 15-20 min. Równocześnie zmniejsza się możliwość popełnienia błędu 
diagnostycznego, zwłaszcza gdy doszło do zakażenia mieszanego. Ma to 
ogromne znaczenie, jeśli poszczególne czynniki patogenne są wrażliwe na 
odmienne leki, różne rokowniczo i epidemiologicznie. W irusy, np. Herpes 
typu  I, jak  i typu  II, powodują infekcje narządów  płciowych, spraw iające 
problem y diagnostyczne. Jednocześnie rozpoznanie jest bardzo istotne, 
gdyż istnieje preferencja aktywności leków przeciw wirusow ych w sto­
sunku do poszczególnych typów wirusa. Inne jest też rokowanie [134].

Przeciwciała monoklonalne mogą znaleźć zastosowanie w testach ra- 
dioimmunologicznych (radioimmunoassay — RIA), enzymoimmunologicz- 
nych (enzymoimmunoassay — EIA), im m unofluorescencyjnych (IF) oraz 
wielu innych. Należy jednak pamiętać, że istnieją pewne ograniczenia 
w zastosowaniu PM. Wysoka swoistość może czasami okazywać się zbyt 
wąska i zachodzi w tedy konieczność użycia m ieszaniny PM skierowanych 
przeciwko tem u samemu patogenowi [162]. Zasadniczo PM nie agluty- 
nują, stąd nie znajdą raczej zastosowania w testach opierających się na 
tej zasadzie.

Można mieć nadzieję, iż zastosowanie PM przyczyni się do dalszego 
udoskonalenia diagnostyki chorób zakaźnych. Być może w niedługim  
czasie laboratoria dysponować będą zestawami PM um ożliwiających szyb­
ką i bezbłędną diagnozę. Jest też możliwe, że odpowiednie PM pozwolą 
analizować kodowane przez plazm idy białka odpowiedzialne za uodpor­
nienie na leki. Tym samym łatwo będzie ustalić najlepszą terapię.

Należy również wspomnieć o próbach w ykorzystania analizy komórek 
lim fatycznych w  badaniach nad chorobami zakaźnymi. Dotyczy to zwła­
szcza kom órek odpowiadających za im m unoregulację (subpopulacje lim ­
focytów T). Aczkolwiek zasięg tego rodzaju badań jest dotąd niewielki, 
to jednak można stwierdzić ścisłe powiązanie m iędzy zm ianam i w sub- 
populacjach komórek im m unoregulacyjnych i przebiegiem  choroby zakaź­
nej. W doświadczeniach tych w ykorzystuje się PM rozpoznające różne
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rodzaje limfocytów T: pomocniczy (Th), supresorowy/cytotoksyczny
(TsTc); Pan-T  [204], Stwierdzono np. podwyższenie poziomu komórek 
typu TsTc w ostrej fazie m ononukleozy zakaźnej, k tó ry  ulega norm aliza­
cji w trakcie rekonw alescencji [135, 173].

Pacjenci z ostrą infekcją cytom egalowirusem  (CMV) wykazują obni­
żenie poziomu Th przy wzroście TsTc. Jest to istotne spostrzeżenie. Za­
każenia CMV, występujące stosunkowo często u pacjentów z przeszcze­
pami nerek, mogą poprzedzać infekcje bakteryjne i grzybicze. Być może 
jest za to odpowiedzialny opisywany w zakażeniu CMV spadek odpor­
ności organizm u [62].

W ostrej postaci wirusowego zapalenia w ątroby typu B obserw uje 
się spadek stosunku Th/Tsc związany ze wzrostem  poziomu limfocytów 
T supresyjnych, natom iast w WZW typu A notuje się wzrost stosunku 
Th/Tsc [62].

Podobne zmiany w subpopulacjach limfocytów T zanotowano także 
w pewnych chorobach bakteryjnych i grzybiczych [62], Chociaż w chwili 
obecnej badania zmian regulacji immunologicznej w chorobach zakaźnych 
są we wczesnym stadium, być może w przyszłości pozwolą one ustalić 
czynniki wywołujące zaburzenia równowagi m ikroorganizm  — ustrój. 
Stałoby się w tedy możliwym zastosowanie terapii im m unoregulacyjnej 
w  leczeniu chorób zakaźnych.

B A D A N IA  N A D  RECEPTO RAM I KOM ÓRKOW YM I

Ostatnie lata to okres dynamicznych badań nad stru k tu rą  i funkcją 
receptorów  komórkowych. PM nadają się bardzo dobrze do badań nad 
receptoram i — strukturam i, które w ystępują w komórce w małej ilości, 
a często są nietrw ałe i ulegają zniszczeniu w trakcie prób preparacji. 
PM pozwalają analizować budowę określonego receptora lub poszczegól­
nych części składowych w powiązaniu z jego funkcją.

Wykazano, że PM mogą być zastosowane do analizy budowy określo­
nego białka, naw et do oceny pojedynczych aminokwasów i to nie tylko 
w sensie ilościowym i jakościowym, ale naw et topograficznym. Pozwala 
to na określenie s tru k tu ry  takiego białka w stanie natyw nym , włącznie 
z poznaniem  jego konfiguracji przestrzennej [12, 13, 35, 99].

Receptory neurotransm iterów , takie jak receptor dopaminergiczny, 
adrenergiczny czy m uskarynow y receptor cholinergiczny, mogą w zależ­
ności od rodzaju kom órki aktywować lub hamować te same lub bardzo 
podobne białka efektorowe (głównie o charakterze enzymatycznym). 
Istotne było więc poznanie ich s truk tu ry . PM, dzięki swej dużej swois­
tości, mogły odegrać decydującą rolę w badaniu budowy i funkcji tych
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receptorów. Analizowano m.in. cholinergiczne receptory: nikotynow y [65, 
175] i m uskarynow y [179, 180]. Badano adrenergiczne receptory ax [94, 
180], ßi oraz ß2 [28, 55, 56]. W ykazano np. wcześniej niew ykryw alne róż­
nice w budowie między podtypam i receptorów ß-adrenergicznych oraz 
analizowano budowę tych receptorów in situ [55, 56].

O trzym ano PM antyidiotypowe skierowane przeciwko epitopom znaj­
dującym  się we fragm encie Fab im m unoglobulin przeciwko określonym  
przekaźnikom. Użycie ich w badaniach nad receptoram i komórkowymi 
ujawniło, że mogą one odgrywać rolę czynnika imitującego sygnał prze-

Ryc. 3. Produkcja przeciwciał przeciwko określonemu receptorowi bez immunizacji 
tym receptorem. Dysponując neurotransmiterem lub hormonem (S), reagującym  
z określonym receptorem komórkowym, produkuje się przeciwciała przeciwko niemu 
(P). Następnie przeciwciało (P) służy do immunizacji, w  wyniku której otrzymuje się 
przeciwciało antyidiotypowe (Pai). Przeciwciało to reaguje z receptorem komór­

kowym w taki sam sposób jak neurotransmiter lub hormon
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kazyw any poprzez właściwy przekaźnik [147] lub też w pewnych sy tua­
cjach sygnał ten blokować [29], Spostrzeżenie to nasunęło możliwość 
produkcji przeciwciał przeciwko określonem u receptorowi, bez koniecz­
ności im m unizacji tym  receptorem . Jest to istotne i cenne osiągnięcie, 
gdyż często dysponuje się przekaźnikiem  (neurotransm iter, hormon), na­
tom iast otrzym anie receptora i wyprodukowanie przeciwko niem u prze­
ciwciał jest bardzo trudne (ryc. 3). W ykorzystano PM do badań nad 
nużliwością mięśni (myasthenia gravis) [176], stosując m.in. PM anty- 
idiotypowe do wywoływania m iastenii w układach doświadczalnych [25, 
186].

Bardzo ciekawe inform acje otrzym ano używając PM do badań nad 
receptoram i dla różnych hormonów. Analizowano struk tu rę  receptora dla 
ty reo tropiny  (TSH) wykazując, że składa się on z glikoproteiny i ganglio- 
zydu zakotwiczonych w błonie komórkowej, przy czym PM skierowane 
przeciwko glikoproteinie dawały w efekcie hamowanie procesów zawia- 
dyw anych przez TSH, a przeciwciała łączące się z gangliozydem naśla­
dowały efekt TSH.

Używając PM otrzym yw anych z hybryd lim focytów pochodzących od 
pacjentów  z chorobą G raves’-Basedowa badano rolę autoprzeciwciał sty­
m ulujących i ham ujących w ystępujących w tej chorobie [178, 199], 
Wreszcie, w ykorzystując PM opracowano m etody klinicznych badań au­
toprzeciwciał u pacjentów z chorobą Graves-Basedowa, które pozwalają 
ustalać sposób terapii i obserwować jej postępy [177], Przeciwciała mo- 
noklonalne zastosowano w badaniach nad powstawaniem, budową i funk­
cją receptorów  dla insuliny, IGF (z ang. insulinlike grow th factor) [93] 
oraz nad budową, występowaniem  i rolą receptora dla estrogenów w tkan ­
kach praw idłowych oraz nowotworowych (rak sutka) [64].

Ciekawe w yniki uzyskano w ykorzystując PM do analizy receptorów 
dla LDL (z ang. low density lipoprotein) obecnych na kom órkach zdro­
wych osobników oraz pacjentów z rodzinną hypercholesterolem ią (z ang. 
fam ilial hypercholesterolem ia) (FH), wykazując m.in. syntezę niepraw id­
łowych receptorów, brak w ytw arzania tych receptorów lub niepraw idło­
we ich dojrzewanie w kom órkach chorych z FH [10].

IN N E  Z A ST O SO W A N IA  PRZECIW CIAŁ M O N O K LO N A LN Y C H

Zdolność PM do swoistego i obdarzonego dużym powinowactwem wią­
zania cząsteczek o właściwościach antygenow ych stw orzyła nową moż­
liwość oczyszczania różnych substancji, w tym  zwłaszcza produktów  na­
turalnych. Wiele z nich jest bardzo trudnych  do w yodrębnienia i o trzy­
m ania w większej ilości. Swoiste PM można w ykorzystać w technice
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im m unoadsorbcyjnej [113]. W tym  celu zw ierzęta (najczęściej myszy) 
poddaje się im m unizacji mieszaniną, w której znajduje się poszukiwana 
substancja. O trzym ane w sposób wcześniej opisany PM w ykorzystuje się 
do sporządzenia kolum ny im m unoadsorbcyjnej. Metoda taka pozwala na 
oczyszczanie różnych substancji naw et na skalę przem ysłową [151].

Ciekawym zastosowaniem PM jest w yodrębnianie poszczególnych 
składników z m ieszaniny całkowicie nieznanych antygenów. Splenocyty 
zwierzęcia immunizowanego tą m ieszaniną poddaje się fuzji z kom órka­
mi szpiczaka. Poszczególne PM służą do sporządzenia kolum ny im m uno­
adsorbcyjnej. W trakcie przechodzenia przez kolum nę PM o określonej 
swoistości łączy się i zatrzym uje odpowiedni antygen. W ten sposób, 
w kolejnych kolum nach pozostaną poszczególne, pojedyncze antygeny 
z m ieszaniny nieznanej. Metoda ta nadaje się zarówno do analizy poje­
dynczych antygenów, jak również całych organelli komórkowych, czy 
wykazujących aktywność farmakologiczną ekstraktów  kom órkowych 
[113].

Przykładem  ciekawego zastosowania PM w im m unoterapii biernej jest 
praca Crawford i wsp. [30], którzy wyprodukow ali ludzkie przeciw ­
ciała przeciwko antygenowi D układu Rh, stosując technikę transform a­
cji limfocytów wirusem  Epstein-Barra. Spośród wszystkich antygenów 
układu Rh, antygen D ma najw iększe znaczenie kliniczne, gdyż jest 
najbardziej immunogenny. Na podstawie jego obecności w krw inkach 
czerwonych wprowadzono podział na dwie grupy ludzi: Rh dodatnich 
(Rh +  ) i Rh ujem nych (Rh—). Lim focyty użyte do transform acji pocho­
dziły od osobników (Rh—) imm unizowanych antygenem  D. Uzyskana 
linia hybrydow a o symbolu UCHD4 utrzym yw ana była długotrw ale 
w hodowli i produkowała PM w ilości 20 u g/ml. O trzym ane PM klasy 
IgGi reagow ały swoiście z komórkami, które m iały na swej powierzchni 
antygen D. Nie stwierdzono ani jednego przypadku reagow ania z D-ne- 
gatyw nym i komórkami. PM reagowało w teście Coombsa pośrednim  
(z albuminą) z traktow anym i papainą erytrocytam i i jak inne anty-D  
przeciwciała klasy IgG nie aglutynowało D -pozytyw nych krw inek czer­
wonych w samej soli fizjologicznej. O trzym ane przeciwciało może być 
użyteczne przy oznaczaniu erytrocytów  oraz, po oczyszczeniu, w zapo­
bieganiu niedokrwistości hemolitycznej noworodków na tle konfliktu Rh.

Przedstaw ione zastosowania PM nie stanow ią wszystkich możliwości, 
a są jedynie próbą zasygnalizowania ogromnego bogactwa dyscylin nau ­
kowych, w których PM mogą zostać użyte. Praca K ohlera i Milsteina 
została szybko dostrzeżona przez innych badaczy i to nie tylko im m uno­
logów. Jej doniosłość bowiem polega na mnogości potencjalnych zasto­
sowań, z k tórych dotychczas prawdopodobnie tylko część została odkry­
ta i wykorzystana.
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ASPEKTY EWOLUCYJNE W METABOLIZMIE LIPIDÓW

EVOLUTIONARY ASPECTS IN LIPID METABOLISM

Jolanta BARAŃSKA

Zakład Biochemii Komórki, Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN

Streszczenie.  Aspekty ewolucyjne w  metabolizmie lipidów omówiono na przykładach 
unikalnej budowy zawierającej wyłącznie lipidy dwueterowe błony komórkowej 
Archaebakterii, przebiegu biosyntezy beztlenowej i tlenowej jedno- i wielonienasy- 
conych kwasów tłuszczowych w  różnych grupach taksonomicznych oraz biosyntezy 
fosfatydyloseryny i fosfatydyloetanoloaminy w  tkankach zwierzęcych, roślinnych 
i u bakterii. Wskazano, że zdolność do syntezy jedno- i wielonienasyconych kwasów  
tłuszczowych na drodze tlenowej, która jest cechą charakterystyczną wszystkich 
organizmów eukariotycznych, pojawiła się po raz pierwszy u sinic. Stanowiło to skok 
ewolucyjny. Odmienna, w  porównaniu z bakteriami, droga biosyntezy fosfatydylo­
seryny i fosfatydyloetanoloaminy w komórkach zwierzęcych oraz różna wewnątrz­
komórkowa lokalizacja enzymów syntetyzujących te fosfolipidy może również być 
traktowana jako wynik rozwoju filogenetycznego. W pracy przedyskutowano także 
hipotezę o bakteryjnym pochodzeniu mitochondriów.

Summary.  The evolutionary aspects of lipid metabolism are reviewed with the 
use of examples of the unique diether lipid-containing cell membrane of Archae- 
bacteria, anaerobic and aerobic pathways of biosynthesis of mono- and polyun­
saturated fatty acids in different taxonomic groups and biosynthesis of phosphati- 
dylserine and phosphatidylethanolamine in bacteria, plants and animal tissues. It 
is pointed out that the aerobic pathway of biosynthesis of mono- and polyunsatu­
rated fatty acids, characteristic for eukaryotic organisms, appeared for the first time 
in blue-green algae and represents an important evolutionary step. Similarly, a dif­
ferent biosynthesis pathway and interacellular compartmentation of enzymes parti­
cipating in the biosynthesis of phosphatidylserine and phosphatidylethanolamine 
in animal tissues, as compared to bacteria, can also be considered as a result 
phylogenetic development. In addition, the hypothesis of bacterial origin of mito­
chondria is discussed.
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WSTĘP

Biochemiczna jedność organizmów żywych przejaw ia się w wielu po­
dobnych procesach metabolicznych. W szystkie organizm y żywe są zbu­
dowane z takich samych prostych biomolekuł i są wyposażone w analo­
giczne enzymy. Jednocześnie charakterystyczną cechą żywych organiz­
mów jest ich złożoność przejaw iająca się zarówno w budowie chemicz­
nej, jak i w stopniu skomplikowania s tru k tu ry  komórki. Zasadnicze 
odmienności w budowie kom órki spowodowały wyróżnienie dwóch typów 
organizmów — Prokaryota  i Eukaryota, stanowiących dwa różne stadia 
ewolucji na poziomie komórkowym. P rokarionty  to nieskom plikowane 
organizm y z jedną tylko błoną — komórkową. Nie zaw ierają otoczonego 
błoną jądra, ani obłonionych organelli wewnątrzkom órkowych. Główny­
mi ich przedstaw icielam i są bakterie oraz sinice. Organizm y eukariotycz­
ne, do których należą pierwotniaki, glony, grzyby oraz pozostałe zwie­
rzęta i rośliny, zaw ierają w ew nętrzne organelle komórkowe otoczone 
błonami, jak jądro, m itochondria, chloroplasty, siateczkę śródplazm atycz- 
ną (endoplazmatyczne retikulum ), aparat Golgiego i inne, dzięki czemu 
wiele reakcji m etabolicznych przebiega w odrębnych przedziałach s tru k ­
turalnych.

Lipidy, które stanowią składnik wszystkich błon komórkowych, nie 
są zasadniczo uważane za istotne w  ewolucyjnym  rozwoju organizmów, 
nie poświęca się im także zbytniej uwagi jako wyznacznikom filogene­
tycznym. Jednak inform acje uzyskane dzięki biochemii porównawczej 
w ykazały wyraźne różnice w składzie lipidów w organizm ach należących 
do różnych grup filogenetycznych.

Praca przedstaw ia kilka w ybranych zagadnień dotyczących aspektów 
ewolucyjnych w metabolizmie lipidów. Omawia różnice w występowaniu 
i biosyntezie nienasyconych kwasów tłuszczowych, a także różne drogi 
biosyntezy fosfolipidów, ze szczególnym uwzględnieniem  fosfatydylose- 
ryny  i fosfatydyloetanoloam iny.

1. WYSTĘPOWANIE KWASÓW TŁUSZCZOWYCH

Nasycone i nienasycone kwasy tłuszczowe, będące częścią składową 
lipidów, stanowią m ateriał budulcowy błon kom órkowych wszystkich or­
ganizmów żywych. W yjątkiem  są bakterie zaliczane do tzw. Archaebak- 
terii.

Przyjm ow any powszechnie płynno-m ozaikowy model budowy błon, 
zaproponowany przez Singera i Nicolsona [79], opiera się na koncepcji 
dw um olekularnej w arstw y lipidowej, w której lipidy umieszczone są po­
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larnym i, hydrofitow ym i „głowami” na zewnątrz, a hydrofobowe łańcu­
chy węglowodorowe kwasów tłuszczowych skierowane są do w nętrza 
błony (ryc. la). Organizm y eukariotyczne i większość prokariotycznych 
regulu ją płynność błon kom órkowych przez wprowadzenie do polarnych 
lipidów różnej ilości nienasyconych kwasów tłuszczowych. Jednak nie­
które prokarionty, szczególnie gatunki Bacillus i Actinom ycetes  [33], za­
w ierają nieznaczną ilość kwasów nienasyconych lub nie zawierają ich

Ryc. 1. Lipidy błony komórkowej Archaebakterii 
a — dwumolekularna warstwa lipidowa błony, b — bipolarna, jednomolekularna 
warstwą lipidowa błon komórkowych Archeabakterii, c — budowa 2-eterowych, 
jednopolarnych lipidów; w pozycji 2,3 glicerolu występują łańcuchy fytanylowe, 

d — budowa 4-eterowych, dwupolarnych lipidów Thermolplasma acidophilum

wcale. Zam iast kwasów nienasyconych bakterie te w prowadzają do czą­
steczki lipidów nasycone, izo- lub anteizorozgałęzione kwasy tłuszczowe 
z podstawionym i grupam i metylowymi. Zwiększa to płynność błony i ob­
niża tem peraturę  topnienia lipidów poprzez rozluźnienie ciasno upako­
wanych łańcuchów węglowodorowych. Lipidy błon komórkowych A r­
chaebakterii, u k tórych nie w ystępują ani nasycone, ani nienasycone 
kwasy tłuszczowe, zaw ierają w części apolarnej wyłącznie rozgałęzione 
łańcuchy węglowodorowe.

1.1. L IP ID Y  A R C H A E B A K T E R I I

Odrębna budowa lipidów błon wysoce halofilnych i term okwasofil- 
nych bakterii (ang. thermoacidophilic) oraz bakterii w ytw arzających m e­
tan spowodowała wyodrębnienie ich jako prawdopodobnie najstarszych
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form życia i określenie nazwą Archaebakterii. B akterie term okwasofilne 
i halofilne żyją w  ekstrem alnych warunkach, w regionach wulkanicznych, 
w gorących źródłach o tem peraturze 60°-90°C i bardzo niskim  pH (1-4), 
czy w jeziorach o praw ie nasyconym  stężeniu soli (2 M). W arunki te są 
podobne do tych, jakie występowały w  czasie kształtow ania się biosfery 
Ziemi [60]. Archaebakterie  charakteryzują się ponadto brakiem  ściany 
komórkowej lub ścianą komórkową pozbawioną peptydoglikanów oraz 
odrębną sekwencją 16S RNA. Na tej podstawie Woes i wsp. [28, 92] w y­
sunęli hipotezę, że reprezentu ją  one linię ewolucyjną stojącą poniżej za­
równo prokariotycznych, jak  i eukariotycznych organizmów.

Lipidy błony kom órkowej Archaebakterii, jako jedyne w świecie ży­
wym, nie zawierają, jak powiedziano już tu, kwasów tłuszczowych. Za­
m iast nich do cząsteczki glicerolu przyłączone są specyficzne alkohole. 
Połączenie zatem  łańcucha węglowodorowego z grupą hydroksylow ą gli­
cerolu nie zachodzi poprzez wiązanie estrowe, jak w przypadku kwasu 
tłuszczowego, a poprzez wiązanie eterowe. Lipidy eterowe są szeroko roz­
powszechnione w  całym  świecie żywym. W ystępują jednak wspólnie 
z kwasam i tłuszczowymi, tworząc typ budowy l-0-alkyl-2-acyl glicerol. 
W ystępowanie dwóch wiązań eterow ych jednocześnie (2,3-di-O-alkyl gli­
cerol) stwierdzono dotychczas tylko u jednego przedstaw iciela Eubakte- 
rii, a mianowicie term ofilnej, redukującej siarczan bakterii Therm ode- 
sulfotobacterium  comune\ w iązania te są jednak charakterystyczne dla 
wszystkich Archaebakterii [60, 61].

S truk tu ra lna  charakterystyka chemiczna dw ueterow ych związków li­
pidowych została po raz pierwszy przeprowadzona przez K atesa i wsp. 
[50, 51] u halofilnych bakterii. Badacze ci wykazali, że lipidy błon ko­
mórkowych charakteryzują się budową typu  2,3-difytanyl-sn-glicerol 
(ang. 2,3-diphytanyl-sn-glicerol) *. Ten typ budowy został następnie 
stw ierdzony u wszystkich pozostałych Archaebakterii [36]. Oznacza to, 
że do cząsteczki glicerolu w pozycji 2 i 3 przyłączone są wiązaniem  ete­
rowym  dwa nasycone 20-węglowe rozgałęzione łańcuchy węglowodoro­
we z czterem a pow tarzającym i się cyklicznie grupam i m etylow ym i (ryc. 
lc). 5-węglowe fragm enty z odgałęzioną grupą m etylow ą swoją budową 
przypom inają izopren. Halobacterium cutirubum  i Halobacterium maris- 
m ortui zawierają dwueterow e fytanylowe łańcuchy związane głównie 
z fosfatydyloglicerofosforanem  (64%) oraz glikolipidami (25%) [52].

Bakterie halofilne składają się z jednopolarnych lipidów z dwoma 
łańcucham i fytanylow ym i [10, 50-52], podczas gdy lipidy bakterii term o- 
kwasofilnych, jak  Thermoplasma  lub Sulfolobus, charakteryzują się w y­
stępowaniem  dw upolarnych czteroeterow ych lipidów [23, 58]. Lipidy te

* fytanyl — 2,6,8,12-tetra-metylo-heksadekanol.
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są połączone poprzez równoległe łańcuchy fytanylow e wiązaniem  C — C. 
Zaw ierają zatem  dwie cząsteczki glicerolu i dwa 40-węglowe rozgałęzio­
ne łańcuchy węglowodorowe z ośmioma grupam i m etylow ym i w każdym  
łańcuchu (ryc. Id). Związki te stanowią około 80°/o frakcji glukozofos- 
folipidowej błony [60]. Bakterie w ytw arzające m etan zaw ierają miesza­
ninę lipidów z dwoma lub czterem a wiązaniami eterowym i [84],

W ystępowanie dwupolarnych 4-eterow ych lipidów (ang. tetra-0-di- 
bisphytanyl-diglicerol) prowadzi do powstania w błonie komórkowej bi­
polarnej, jednom olekularnej w arstw y lipidowej, unikalnej w świecie ży­
wym, zam iast charakterystycznej dla wszystkich pozostałych organizmów 
dw um olekularnej w arstw y lipidowej (ryc. la  i lb). Jednom olekularna b u ­
dowa błon została potwierdzona poprzez badania z użyciem techniki 
m rożenia-rytow ania (ang. freeze-etching) [59] oraz przy zastosowaniu 
czarnych błon [32].

Błony komórkowe term o- i halofilnych Arclnaebakterii w ykazują du­
żą odporność na ekstrem alne w arunki życia. Błona jednom olekularna 
bakterii Thermoplasma  jest ponadto odporna na chemiczną hydrolizę 
w szerokim zakresie pH, na enzym atyczną hydrolizę przez lipazy oraz 
na peroksydację [36]. Ponieważ jednak podobna budowa błony kom órko­
wej w ystępuje u bakterii przetw arzających m etan, żyjących na bagnach 
lub w ściekach kanalizacyjnych, w ydaje się więc, że budowa błon Ar- 
chaebakterii nie jest związana z adaptacją do ekstrem alnych w arunków  
życia, a jest pozostałością ewolucyjną [61, 84]. Zm iany adaptacyjne, pro­
wadzące do zmiany budowy lipidów, polegają na wprowadzeniu dodatko­
wo do łańcucha fytanylowego od jednego do czterech pierścieni cyklo- 
pentanow ych [23, 60]. Liczba pierścieni w zrasta wraz z tem peraturą, 
w  jakiej żyją bakterie Thermoplasma  [93].

Przebieg biosyntezy om awianych lipidów jest jeszcze nie poznany. 
Ponieważ jednak łańcuchy fytanylow e przypom inają budową izoprenole, 
sugeruje to więc możliwość udziału w procesach biosyntetycznych kw a­
sów mewalonowego i geranylogeranyl pirofosforanu [53].

1.2. B IO S Y N T E Z A  N IE N A S Y C O N Y C H  K W A S Ó W  T Ł U S Z C Z O W Y C H

Badania prowadzone w latach sześćdziesiątych w pracowni Blocha 
w Cambridge (USA) wykazały, że organizmy baktery jne nie są zdolne 
do syntezy wielonienasyconych kwasów tłuszczowych [12, 77]. W yniki 
tych badań są nadal aktualne. W wielkim  i różnorodnym  świecie m ikro­
organizmów znaleziono bowiem dotychczas kw asy wielonienasycone ty l ­
ko u bakterii dwóch gatunków — Bacillus lichniformis [30] i Flexibacter 
polym orphus [43]. W pierwszym  przypadku jest to kwas 5,10-heksadeka- 
dienowy, a więc 16-węglowy o dwóch podwójnych wiązaniach, w dru-
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gim przypadku w łańcuchu rozgałęzionym kwasu tłuszczowego podwójne 
wiązania oddzielają kolejne grupy metylowe.

Te dwa w yjątk i nie przeczą przyjętem u poglądowi, że brak kwasów 
wielonienasyconych jest cechą charakterystyczną dla kom órek bak tery j­
nych [33]. W organizmach tych w ystępują natom iast kwasy jednoniena- 
sycone. Poza nielicznym i w yjątkam i [29, 45] pow stają one na drodze 
beztlenowej, odkrytej także przez Blocha i wsp. [13, 14, 26, 49], Syn­
teza ta w pewnej części przebiega wspólnie z beztlenową syntezą nasy­
conych kwasów tłuszczowych. Podczas gdy beztlenowy przebieg syntezy 
kwasów nasyconych zachodzi w podobny sposób u wszystkich organiz­
mów żywych [64, 65, 90], beztlenowe powstawanie kwasów jednoniena- 
syconych jest charakterystyczne dla bakterii. Jedyny w yjątek  w ystę­
powania podobnego mechanizmu u zwierząt znaleziono u niosących się 
ku r [75]. Prekursoram i jednonienasyconych kwasów tłuszczowych są 
średniołańcuchowe kw asy nasycone. Przyłączenie do nich cząsteczki acy- 
lo-ACP (ang. ACP — acyl carrier protein) prowadzi do powstania odpo­
wiednich ß-hydroksykwasow. W wyniku odłączenia od nich cząsteczki 
w ady w pozycji a,ß, powstają kwasy a,ß-nienasycone, z których po uwo- 
dorowaniu pow stają dłuższe o dwa atom y węgla kw asy nasycone, ß-hy- 
droksykw as może jednak w komórce baktery jnej ulegać także ß,y-de- 
hydracji prowadzącej do wytworzenia ß,y-kwas0w nienasyconych. Po­
dwójne wiązanie w  tej pozycji jest odporne na redukcję enzym atyczną 
i pozostaje nie zmienione. W raz z przyłączeniem  następnych dwuwęglo- 
wych jednostek ulega kolejnym  przesunięciom od grupy karboksylowej. 
W zależności od tego, czy odłączenie wody zaszło u hydroksykw asu o 10- 
czy 12-atomach węgla, pow stają kw asy 18-węglowe: wakceninowy lub 
oleinowy z jednym  podwójnym  wiązaniem  odpowiednio przy węglu 11 
lub 9. Kwas wakceninowy jest głównym kwasem  jednonienasyconym  
u bakterii. Anaerobowa droga syntezy jednonienasyconych kwasów tłu ­
szczowych w ystępuje zarówno u beztlenowców, jak i u bakterii prow a­
dzących życie w w arunkach tlenowych, np. u E. coli, i zachodzi we frak ­
cji rozpuszczalnej kom órki [14, 48].

W odróżnieniu od bakterii, organizm y eukariotyczne cechuje zdol­
ność syntezy zarówno jedno- jak i wielonienasyconych kwasów tłusz­
czowych [17, 30]. W prowadzają one każde podwójne wiązanie do czą­
steczki kw asu tłuszczowego na drodze tzw. oksydacyjnej desaturacji. 
W reakcjach tych zaktyw owany kwas tłuszczowy przez połączenie z ko­
enzymem A lub ACP, w obecności NADPH lub NADH i tlenu atm osfe­
rycznego, zostaje utleniony do kwasu jedno- lub odpowiednio dwu-, 
trój-, czy więcej nienasyconego. Dotychczas nie znaleziono interm edia- 
tów reakcji desaturacji. Wiadomo jednak, że tlen atm osferyczny jest 
akceptorem  dwóch par elektronów pobieranych od tłuszczowego acylo-
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-CoA i od NADPH+. W kom órkach zwierzęcych czy drożdży tworzenie 
podwójnych wiązań jest katalizowane przez różne układy enzymatyczne 
[15, 40], znajdujące się w siateczce śródplazm atycznej (endoplazmatycz- 
ne retikulum ), podczas gdy synteza kwasów nasyconych zachodzi w cy- 
tozolu [30, 64, 81, 90]. Badania Oshino i wsp. [71] wykazały, że w skład 
system u desaturującego w w ątrobie szczura wchodzą flawoproteidy, cy- 
tochrom  b5 i czynnik czuły na cyjanek. Oksygenaza przeprowadzająca 
desaturację stearylo-CoA w w ątrobie szczura została wyizolowana i scha­
rakteryzow ana przez S trittm attera  i wsp. [81].

W organizmach zwierzęcych kwasy jednonienasycone pow stają przez 
bezpośrednią desaturację ich nasyconych analogów, zaktyw owanych przez 
połączenie z CoA, przy czym podwójne wiązanie w ystępuje zawsze przy

Ryc. 2. Drogi biosyntezy wielonienasyconych kwasów tłuszczowych 
przekreślona strzałka obrazuje brak zdolności syntezy kwasu linolowego wśród 
zwierząt, dla jasności obrazu kwasy tłuszczowe nie są przedstawione w formie

zaktywowanej
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węglu 9. Ze stearylo-CoA powstaje oleilo-CoA. U roślin natom iast po­
wstanie jednonienasyconych kwasów wym aga ich aktyw acji przez połą­
czenie z ACP [54]. Dalsze jednak desaturacje zachodzą, podobnie jak 
u organizmów zwierzęcych, w obecności pochodnych z CoA [2, 54]. Po­
nadto u roślin desaturacji ulegają także kw asy tłuszczowe związane 
z glicerolem w cząsteczce fosfolipidu (fosfatydylocholiny) [2, 54]. W od­
różnieniu od roślin, zwierzęta, wyższe kręgowce u traciły  zdolność synte­
zy kwasu dwunienasyconego linolowego (ryc. 2). Jest on dla nich związ­
kiem  egzogennym niezbędnym  do życia [67]. Rośliny zaś przepro­
wadzają tę reakcję i w następnej desaturacji w prow adzają trzecie 
podwójne wiązanie bliżej grupy m etylowej, tworząc kwas a-linolenowy 
[2, 34, 35, 41, 54, 83]. Kwas ten  w ystępuje w chloroplastach związany 
z galaktolipidam i i jest typowy dla organizm ów roślinnych [2, 12, 34, 
42, 82]. Kwas linolowy, uzyskany wraz z pożywieniem, ulega natom iast 
u zwierząt desaturacji do kw asu y-linolenowego, a trzecie podwójne w ią­
zanie zostaje wprowadzone w k ierunku grupy karboksylowej [4, 18, 68]. 
Poprzez wydłużenie i następną desaturację powstaje z niego kwas arachi- 
donowy (ryc. 2). Kwas y-linolenowy i arachidonow y są na ogół związa­
ne z fosfolipidami i są typowym i kwasam i wielonienasyconym i dla or­
ganizmów zwierzęcych [4, 12, 27, 68].

Jak  przedstawiono już tu, bakterie zasadniczo nie są zdolne do syn­
tezy kwasów wielonienasyconych. Natom iast sinice (Anabaena variabilis), 
innego rodzaju organizm y prokariotyczne, zaw ierają znaczne ilości kw a­
su linolowego i a-linolenowego związanego z galaktolipidam i [63]. K w a­
sy te w ystępują jednak wyłącznie w  chrom atoforach sinic. Chromatofo- 
ry  są zbudowane z błony komórkowej, która w pukla się, tworząc foto- 
syntezujące lamelle będące odpowiednikiem błon tylakoidalnych aparatu  
fotosyntezującego u eukariontów. W odróżnieniu od chloroplastów nie 
są one otoczone zew nętrzną błoną. Usunięcie chloroplastów powoduje 
usunięcie kwasów wielonienasyconych i w organizm ie pozostają kwasy 
tłuszczowe wyłącznie typu  bakteryjnego. Można było zatem  sądzić, że 
zdolność do syntezy wielonienasyconych kwasów tłuszczowych jest zwią­
zana ze zdolnością do nowej fizjologicznej aktywności, k tórej kom órki 
baktery jne nie m ają. W yniki sugerowały, że aktywnością tą  może być 
fotosynteza. Zjawisko fotosyntezy jest jednak znane u bakterii, a bakte­
rie fotosyntetyzujące, bezwzględne beztlenowce, nie są zdolne do syn­
tezy kwasów wielonienasyconych [77].

Dzięki klasycznym  badaniom  van Niela wiadomo, że w odróżnieniu 
od roślin zielonych, bakterie fotosyntezujące ani nie w ytw arzają, ani 
nie zużywają tlenu [89], Za w yjątkiem  bakterii, wszystkie inne orga­
nizm y fotosyntetyzujące w ykorzystują wodę jako donor elektronów  do 
redukcji dw utlenku węgla lub innych akceptorów elektronów, jak np.
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azotu cząsteczkowego (ryc. 3). Efektem  tego działania jest wydzielenie 
cząsteczki tlenu, natom iast bakterie w ykorzystują inne związki, bądź 
nieorganiczne, bądź organiczne jako donory elektronów  i w reakcjach fo­
tosyntezy przez nie przeprowadzanych tlen nie powstaje. Brak zatem 
kwasów wielonienasyconych u fotosyntetyzujących bakterii, a obecność 
kwasu a-linolenowego w chrom atoforach sinic i chloroplastach roślin 
wyższych może sugerować związek tego kwasu z fotosyntezą, ale tego 
typu, w w yniku której następuje fotoliza wody i wydzielenie cząsteczki 
tlenu.

Synteza kwasu a-linolenowego zachodzi ponadto u krasnorostów 
(Porphyridium  cruentum ) [3, 12, 27]. Ponieważ nie zaw ierają one mito- 
chondriów, ani organelli ruchu, można je wraz z sinicami uznać za n a j­
bardziej prym ityw ne organizm y charakteryzujące się tą  zdolnością. Do 
grupy organizmów, dla k tórych typowym  wielonienasyconym  kwasem 
tłuszczowym jest kwas a-linolenowy, zaliczyć można również drożdże 
i grzyby [69] (choć ilość kwasów wielonienasyconych jest u nich nie­
znaczna) oraz zielenice i rośliny wyższe [27]. Natom iast niektóre pierw ot­
niaki należące do wiciowców (Flagellata), o właściwościach autotroficz- 
nych, jak i heterotroficznych, syntetyzują zarówno a- jak i y-kwas lino- 
lenow y [3, 12, 27, 38]. Szczególnie dogodnym organizmem do badań jest 
Euglena gracilis [38]. Pierw otniak ten adaptow any do wzrostu w ciem­
nościach lub świetle zachowuje się jak heterotrof lub autotrof. Euglena 
gracilis przeniesiona do ciemności traci chloroplasty, gałaktolipidy i kwas

i "  . ]
2 H 20  + C02 SWI0H°— ► (CH20) + H20 + 0 , 

3 H 20  + N2 — ------*  2NH3 +1J0.

2H 2S + C02 świott°— *  (CH20) *  H20  -  2S

2CH3~C H -C H 3 ł  C02 — —  >- (CH20) + H20  ♦ 2CH3- C - C H 3
OH 0

Ryc. 3. Reakcje fotosyntetyczne 
nad kreską: reakcje fotosyntezy zachodzące u wszystkich organizmów fotosynte- 
zujących za wyjątkiem bakterii, przerywaną linią zaznaczono pochodzenie w y­
dzielanego tlenu z atomów tlenu wody; pod kreską: reakcje fotosyntetyczne za­

chodzące u fotosyntetyzujących bakterii
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a-linolenowy na korzyść zwiększonej ilości mitochondriów, fosfolipidów 
oraz kw asu arachidonowego. Ma zatem  zdolność do wprowadzenia na­
stępnego podwójnego wiązania do kwasu linolowego zarówno w k ierun­
ku grupy m etylowej, jak i karboksylowej. Pierw otniak ten, rosnący 
w świetle i w środowisku sacharozy, zachowuje się jak autotrof i hetero- 
trof, i w ytw arza form y pośrednie, syntetyzując kwas a-linolenowy i ara- 
chidonowy jednocześnie. Kwas arachidonowy, powstający z kw asu y-li- 
nolenowego, w ydaje się typowy dla organizmów heterotroficznych, u k tó­
rych, jak np. u zwierząt wyższych, m etabolizm  jest uzależniony od 
oksydacyjnej fosforylacji zachodzącej w m itochondriach. Istotnie, po­
śród fosfolipidów w m itochondriach kwas arachidonowy w ystępuje 
w  szczególnie dużych ilościach [21]. Nie w ydaje się zatem  dziwne, że 
w wyniku ewolucji linii zwierzęcej zanikła u tych organizmów zdolność 
do syntezy kw asu a-linolenowego.

2. BIOSYNTEZA FOSFOLIPIDÓW

W organizm ach żywych synteza fosfolipidów de novo zachodzi we­
dług dwóch głównych szlaków metabolicznych (ryc. 4). W reakcjach 
szlaku I nukleotyd cytydynotrójfosforanow y (CTP) reaguje z kwasem

1 P-P CMP P CMP
PA + CTP CDPDG + GP PGP — PG+CDPDG — «-* kord

X  CMP
CDPDG + S — PS

Ji
ADP P-P

Ch ♦ ATP — ^  P-Ch + CTP — CDPCh + D G    PC

E ♦ A T P    P-E + CTP ------   CDPE.+ DG — —  PE
Ryc. 4. Powstawanie fosfolipidów według dwóch głównych szlaków metabolicz­

nych
szlak I: CTP, nukleotyd cytydynotrójfosforanowy; PA, kwas fosfatydowy; CDPDG, 
cytydynodwufosfodwugliceryd (CDP-dwugliceryd); S, seryna; PS, fosfatydylose- 
ryna; GP, glicerofosforan; PGP, fosfatydyloglicerofosforan; PG, fosfatydyloglice-

rol; Card, kardiolipina; 
szlak II: ATP, nukleotyd adenozynotrójfosforanowy; Ch. cholina; E, etanoloamina; 
P—C, fosforylocholina; P—E, fosforyloetanoloamina; CTP, nukleotyd cytydyno­
trójfosforanowy; CDPCh, cytydynodwufosfocholina (CDP-cholina); CDPE, cytydyno- 
dwufosfoetanoloamina (CDP-etanoloamina); DG, dwugliceryd; PCh, fosfatydylocho-

lina; PE, fosfatydyloetanoloamina
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fosfatydow ym  (PA), tworząc CD P-dwugliceryd (CDPDG) [19]. Związek 
ten, m ający wysokoenergetyczne grupy fosforanowe, reaguje następnie 
z seryną [47] lub inozytolem [73], w w yniku czego powstają odpowied­
nie fosfolipidy — fosfatydyloseryna (PS) lub fosfatydyloinozytol (reak­
cja tworzenia fosfatydyloinozytolu nie jest pokazana na rycinie). CDP- 
-dw ugliceryd może reagować także z glicerofosforanem (GP). Produktem  
tej reakcji jest fosfatydyloglicerofosforan (PGP), z którego po odłączeniu 
cząsteczki fosforanu powstaje fosfatydyloglicerol (PG) [56], a dalej kar- 
diolipina [37].

W II szlaku metabolicznym  CTP reaguje z ufosforylowaną zasadą 
azotową, choliną (P-Ch) lub etanolam iną (P-E), tworząc odpowiednio CDP- 
-cholinę (CDPCh) lub CDP-etanolam inę (CDPE). Te właśnie związki m a­
ją wysokoenergetyczne grupy fosforanowe. Reagują one następnie z dwu- 
glicerydem  (DG), tworząc fosfatydylocholinę (PC) lub fosfatydyloetano- 
lam inę (PE) [55]. W fosfolipidach powstających w reakcjach szlaku I 
grupa fosforanowa pochodzi od kw asu fosfatydowego, a w fosfolipidach 
powstających według reakcji szlaku II — od ATP, fosforylującego zasady 
azotowe.

Szlak reakcji typu II, prowadzący do powstania fosfatydylocholiny 
i fosfatydyloetanoloam iny, nazyw any często szlakiem K ennedy’ego (od na­
zwiska odkrywcy [55, 91]), jest typowy dla organizmów eukariotycznych 
[88]. Reakcja CDP-choliny i CDP-etanoloam iny z dwuglicerydem  zacho­
dzi w siateczce śródplazm atycznej [1, 91]. Fosfatydylocholina i fosfa- 
tydyloetanoloam ina są głównymi fosfolipidami wśród zwierząt wyższych 
[88]. Skład lipidowy bakterii jest inny [33]. Bakterie nie przeprow adza­
ją syntezy fosfolipidów według reakcji szlaku II. Większość z nich nie 
zawiera fosfatydylocholiny, a te, u których w ystępuje (gram-ujemne), 
tworzą ją nie według szlaku K ennedy’ego, a poprzez m etylację fosfaty­
dyloetanoloam iny z udziałem S-adenozylo-L-m etioniny [33, 62]. Pow sta­
nie de novo fosfatydyloetanoloam iny, głównego bakteryjnego fosfolipi- 
du, także zachodzi u bakterii na innej drodze (ryc. 5).

Koniecznym interm ediatem  do syntezy tego fosfolipidu jest bowiem 
fosfatydyloseryna [6, 76]. Fosfolipid ten  powstaje, jak  już wspomniano, 
według szlaku reakcji typu I, a następnie ulega dekarboksylacji do fos­
fatydyloetanoloam iny [6]. Droga ta zachodzi u aerobowych gram -ujem - 
nych [25], gram -dodatnich [72], a także anaerobowych bakterii [85], 
i została dokładnie przebadana u Escherichia coli [74]. Zgodnie z reakcja­
mi szlaku I, bakterie syntetyzują także istotny dla nich fosfolipid — 
fosfatydyloglicerol, k tó ry  następnie ulega przekształceniu do kardiolipi- 
ny  (ryc. 4) [37].

Organizm y zwierzęce są zdolne do przeprowadzania syntezy fosfo­
lipidów według I i II szlaku reakcji [88], z w yjątkiem  syntezy fosfaty-
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dyloseryny [6]. Fosfolipid ten powstaje bowiem zasadniczo na drodze 
reakcji w ym iany zasady azotowej (ang. base exchange) [11, 16]. Reak­
cja ta nie jest syntezą de novo, polega na wprow adzeniu innej zasady 
azotowej do już istniejącego fosfolipidu i wym aga jedynie obecności jo­
nów Ca++ [11, 16, 46]. W reakcjach tego typu  pow staje także fosfatydy- 
locholina i fosfatydyloetanoloam ina [11, 24, 39]. Reakcje w ym iany z a ­
sad azotowych zachodzą wyłącznie w siateczce śródplazm atycznej (endo- 
plazm atycznym  retikulum ). Pow stanie fosfatydyloseryny na drodze w y­
m iany zasad azotowych zostało stw ierdzone w  wielu tkankach ssaków, 
ptaków, owadów [46], a także u pierw otniaka Tetrahym ena pyriform is  
[22 ].

Ryc. 5. Droga syntezy fosfatydyloseryny i fosfatydyloetanoloaminy w komórce
bakteryjnej

W ydaje się, że tworzenie fosfatydyloseryny via CDP-dwugliceryd, 
czyli tzw. drogą baktery jną lub przez wym ianę zasad azotowych stano­
wi dwa wyłączające się wzajem nie procesy (tab. 1). In teresująca jest 
więc grupa organizmów należących do drożdży, grzybów i św iata roślin 
zielonych. Drożdże (Saccharomyces cerevisiae) [20, 21, 57, 80] i grzyby 
(Neurospora crassa) [78], określane często m ianem  mikroorganizm ów eu­
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kariotycznych, cechuje zdolność syntezy fosfatydyloseryny według mo­
delu bakteryjnego, tj. via CDP-dwugliceryd. Natom iast fosfatydylocho- 
lina i fosfatydyloetanoloam ina pow stają w tych organizm ach zarówno 
według reakcji szlaku K ennedy’ego, jak i w ym iany zasad azotowych. Syn­
teza fosfatydyloseryny zachodzi w kom órkach drożdży w mikrosomach 
i w m itochondriach [20] w ich zew nętrznej błonie [21]. Badania nad pro­
cesami biosyntezy fosfatydyloseryny u roślin zielonych są stosunkowo 
nieliczne. W ykazały jednak, że w liściach szpinaku, bulw ach kartofla 
i korzeniach pom idora [31, 66] zachodzi synteza de novo na drodze ty ­
powej dla bakterii, podczas gdy nasiona różnych odmian fasoli tworzą 
fosfatydyloserynę wyłącznie według reakcji w ym iany zasad azoto­
w ych [86].

TABELA 1

Drogi syntezy fosfatydyloseryny i fosfatydyloetanolaminy w organizmach bakteryjnych, zwierzęcych
i roślinnych

(objaśnienia używanych skrótów w legendzie do ryc. 4)

FOSFATYDYLOSERYNA FOSFATYDYLOETANOLOAMINA

CDPDG +  S PE+S CDPE+DG PS+E p s + c o 2

PS +  CMP -» PS+E -» PE+CMP —> PE+S -> PE

Bakterie + _ _ _ +
Świat zwierząt — + + + +
Świat roślin:

drożdże i grzyby + — + + +
rośliny zielone +  > — + + + +

Drogi prowadzące do powstania fosfatydyloseryny i fosfatydyioetano- 
loam iny zestawiono w tab. 1. Organizm y eukariotyczne m ają praw dopo­
dobnie większe możliwości syntezy tych fosfolipidów niż prokariotyczne 
bakterie. Być może jest to związane ze zdolnością do syntezy nowych 
białek enzym atycznych przeprowadzających te reakcje, a zatem  z po­
wstaniem  nowej organelli komórkowej, jaką jest siateczka śródplazma- 
tyczna. Przedstaw ione w tabeli procesy, jak reakcja między CDP-etano- 
loamioną a dwuglicerydem  lub wym iana zasad azotowych, a także nie 
omawiane w tej pracy syntezy fosfatydyloinozytolu, sfingolipidów czy 
steroli, to typowe reakcje m ikrosomalne, nie zachodzące w m itochon­
driach komórek eukariotycznych. W m itochondriach natom iast, w ich 
błonie w ew nętrznej, ma miejsce reakcja dekarboksylacji fosfatydylose­
ryny  do fosfatydyloetanoloam iny [87, 94]. M itochondria przeprowadzają 
także, nie wyjaśnioną ostatecznie, syntezę fosfatydyloseryny zależną od 
ATP i stym ulow aną przez CMP, aczkolwiek ilość powstającego związku 
w w arunkach in vitro jest nieznaczna [5, 6].
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Mówiąc o rozwoju ewolucyjnym  organizmów nie sposób pominąć hi­
potezy głoszącej, że m itochondria ewoluowały jako endosym bionty z tle ­
nowych komórek bakteryjnych, które dokonały inwazji do innych, więk­
szych anaerobowych komórek prokariotycznych [8, 70], Istotnie, między 
bakteriam i a m itochondriam i obserw uje się wiele podobieństw dotyczą­
cych budowy DNA, rybosomów, tRNA, wrażliwości syntezy białek na 
chloram fenikol i innych. Podobieństwo w zakresie m etabolizm u om aw ia­
nych w niniejszym  artykule lipidów przedstaw ia tab. 2. W śród wym ie­
nionych w tabeli reakcji na uwagę zasługują dwie ostatnie. W komórce 
zwierzęcej przebiegają one wyłącznie w m itoehondriach, w ich błonie 
wew nętrznej, są także podstawowymi reakcjam i komórek bakteryjnych. 
Ponadto większość bakterii nie syntetyzuje fosfatydyloinozytolu, sfingo- 
lipidów i steroli, a w komórce eukariotycznej głównym miejscem synte­
zy tych związków jest siateczka śródplazm atyczna (nie pokazane w tab.). 
Oprócz reakcji przedstaw ionych w tab. -2, m itochondria są jeszcze tylko

TABELA 2

Szlaki przemian metabolicznych lipidów bakterii, mitochondriów i siateczki 
śródplazmatycznej (objaśnienia używanych symboli w legendzie do ryc.4)

Bakterie Mitochondria
Siateczka

śródplazma­
tyczna

Synteza PC przez CDPCh _ +
Synteza PE przez CDPE - — +
Wymiana zasad azotowych

PE+S -> PS+E — -j-
Synteza PS przez CDPDG +

(ATP, CMP)
—

Dekarboksylacja
PS -> p e + c o 2 -j- + —

Synteza kardiolipiny
z fosfatydyloglicerolu + + -

zdolne do syntezy kwasu fosfatydowego [8, 21], niezbędnego do syntezy 
fosfatydyloglicerolu i kardiolipiny (ryc. 4, szlak I). Inne związki lipido­
we muszą być do nich dostarczane z zewnątrz, z głównego miejsca syn­
tezy fosfolipidów — siateczki śródplazm atycznej. T ransport fosfolipidów 
z jednych do drugich organelli w ew nątrzkom órkowych odbywa się za 
pomocą specjalnych przenoszących białek cytoplazm atycznych [7, 8, 44]. 
Należy dodać, że w  znanych obecnie przykładach endosymbiozy, np. au- 
totroficzne sinice żyjąc jako sym bionty z wiciowcami funkcjonują jako 
chloroplasty, a ich ściana komórkowa zanika [70]. Można zatem  przy­
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puszczać, że jeżeli m itochondria powstały także z symbiotycznego zwią­
zku, to m usiały stracić znaczną część swego m ateriału  genetycznego, swo­
ją autonomię i stać się struk tu ram i semiautonomicznymi, którym i isto t­
nie są.

3. UWAGI KOŃCOWE

W ystępowanie w lipidach błon komórek różnego rodzaju kwasów 
tłuszczowych może być uważane za wyznacznik filogenetyczny. Archae- 
bakterie reprezentujące najstarsze form y życia nie zaw ierają ich. U po­
zostałej większości bakterii spotykam y nasycone, rozgałęzione i jedno- 
nienasycone kwasy tłuszczowe, u organizmów tych nie w ystępują na­
tom iast kw asy wielonienasycone. Kwasy jednonienasycone powstają 
u bakterii zasadniczo według m echanizm u beztlenowego. Zdolność do syn­
tezy kwasów jedno- i wielonienasyconych poprzez mechanizm tlenow y po­
jaw iła się po raz pierwszy u sinic i jest cechą charakterystyczną wszyst­
kich organizmów eukariotycznych. Można sądzić, że zdolność ta  odegrała 
istotną rolę w rozwoju ewolucyjnym  organizmów. Mechanizm biosyntezy 
kwasów wielonienasyconych wymaga bowiem tlenu atm osferycznego jako 
niezbędnego akceptora elektronów. W zrost ilości tlenu w czasie ewolu­
cji, szczególnie w momencie pojawienia się sinic około 2,5 m iliarda lat 
tem u, m usiał być skokiem ewolucyjnym. Przejście do tlenowej desatu- 
racji może być uważane jako krok w rozwoju ewolucyjnym  organizmów.

Fosfatydyloseryna i fosfyloetanoloam ina są, podobnie jak kw asy tłu ­
szczowe, syntetyzowane w odm ienny sposób w organizm ach należących 
do różnych grup filogenetycznych. W komórce eukariotycznej ma m iej­
sce w yraźna kom partem entyzacja enzymów syntetyzujących fosfolipidy. 
Zjawisko to, a szczególnie występowanie różnych dróg syntezy tego sa­
mego fosfolipidu (fosfatydyloetanoloaminy) w różnych w ew nątrzkom ór­
kowych organellach, mogłoby być wytłum aczone jako wynik rozwoju 
filogenetycznego, jeśliby przyjąć endosymbiotyczne pochodzenie mito- 
chondriów. Przedstaw ione w pracy zbieżności przebiegu syntez lipido­
wych m iędzy bakteriam i a m itochondriam i nie są dowodem uzasadnia­
jącym  słuszność hipotezy o baktery jnym  pochodzeniu mitochondriów, 
są jednak poszlakami w skazującym i na taką możliwość.
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