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STRUKTURA FILAMENTU AKTYNOWEGO | JEJ IMPLIKACJE
BIOLOGICZNE *

STRUCTURE OF ACTIN FILAMENT AND ITS BIOLOGICAL IMPLICATIONS

Hanna STRZELECKA-GOLASZEWSKA

Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, Zaktad Biochemii Miegsni,
Warszawa

Streszczenie. Filamenty aktynowe sga polimerami zbudowanymi z identycznych, mo-
nomerycznych podjednostek. Mogg ponadto zawiera¢ inne biatka trwale zwigzane
z aktynowym trzonem filamentu. W pracy przedstawiono metody i wyniki badan
struktury filamentéw aktynowych. Szczegdlng uwage zwrdcono na wzajemng orien-
tacje monomeréw w polimerze i jej znaczenie dla zrozumienia mechanizméw od-
dziatywan aktyny z innymi biatkami w réznorodnych przejawach ruchliwosci.

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.

Aktyna jest obecna we wszystkich badanych dotad rodzajach komo-
rek eukariotycznych. Zarowno w komorce, jak i in vitro biatko to moze
wystepowa¢ bgdz w formie monomerycznej, zwanej G-aktyng, o masie
czasteczkowej 42 000 [19], badz jako polimer zwany F-aktyng. Obie for-
my odwracalnie przechodza jedna w druga zaleznie od warunkéw jono-
wych, temperatury, a takze pod wpltywem innych biatek. W mies$niu
aktyna wystepuje w formie polimeréw stanowiacych trzon tzw. cienkich
filamentéw, ktore sg strukturami trwatymi. W wiekszosci komorek nie-
miesniowych co najmniej 50°/0 aktyny znajduje sie w formie monome-

* Referat wygtoszony podczas Il Ogélnopolskiej Konferencji Biologii Komorki,
Warszawa, 18-20 1X 1985 r.



98 H. STRZELECKA-GOLASZEWSKA

rycznej. Jednak réwniez i w tych komdrkach swe funkcjonalne zadania
aktyna spetnia gtdwnie w formie polimeréw okreslanych w tym przy-
padku mianem mikrofilamentow, ktére wytwarzane sa lokalnie z puli
monomeréw w miare potrzeb funkcjonalnych komérki [11, 52, 91]. Zna-
jomos¢ struktury filamentu aktynowego jest zatem konieczna dla zro-
zumienia mechanizméw rdznorodnych proceséw zachodzacych przy
udziale tego biatka.

Rye. 1 Filament aktyny, a. Mikrofotografia filamentéw ne-
gatywowo barwionych octanem uranylu. Kreski wskazuja
miejsca, w ktorych wida¢ globularne podjednostki, a
strzatki — miejsca przecinania sie dwéch tancuchéw pod-
jednostek. Zdjecie o odwroconym kontrascie, b. Schemat
utozenia podjednostek w podwdjng, prawoskretng helise,
¢. Lewoskretna, genetyczna helisa przechodzaca przez ko-
lejne sasiednie podjeanostki (wedtug Hanson i Lowy’sgo

[28])
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Filamenty otrzymane przez polimeryzacje oczyszczonej aktyny mo-
nomerycznej niezaleznie od jej zrodta i filamenty aktynowe wyizolowa-
ne z r6znego typu mies$ni, oglgdane w mikroskopie elektronowym przy
uzyciu techniki negatywowego barwienia (ryc. la), sg nierozrdznialne
[28, 53]. Na podstawie wczesniejszych badan rentgenograficznych na
miesniu  [70] i wiasnych obserwacji w mikroskopie elektronowym,
w 1963 r. Hanson i towy [28] zaproponowali model (ryc. Ib) przedsta-
wiajagcy polimer aktyny jako dwa tancuchy sferycznych podjednostek
0 Srednicy 55 nm, skrecone wokét siebie i tworzagce w ten sposob po-
dwéjng helise, ktora — jak udokumentowano [12] — jest prawoskretna.
Srednica podjednostek pozwalata zidentyfikowaé je jako monomery ak-
tyny. Wedlug pomiaréw przeprowadzonych przez Hanson i Lowy’ego
na negatywowo barwionych preparatach filamentéw, na jeden obrot
(skok) helisy przypada w kazdym tancuchu 13 monomeréw, odlegtosé
za$ miedzy punktami przecinania sie obu tancuchéw wzdtuz osi filamen-
tu, czyli okres helisy zawierajacy 13 podjednostek w dwdch tancuchach
wynosi okoto 35 nm. Te samg strukture mozna przedstawi¢ jako poje-
dyncza, lewoskretng, tzw. genetycznag helise przechodzacg przez centra
kolejnych podjednostek wzdtuz osi filamentu (ryc. Ic). Jej obrot wynosi
59 nm; na jeden obrét wypada okoto 2,16 podjednostki, a 6 obrotéw da-
je jeden okres podwojnej helisy.

W obrazach dyfrakcji promieni X na zywym miesniu [40, 44, 70] i na
zorientowanych w kapilarze filamentach aktynowych [4, 9] znaleziono
serie reflekséw, ktérych zrédtem moze by¢ struktura helikalna, zawiera-
jaca okoto 13 podjednostek (centréw rozpraszania) w okresie dtugosci od
35,5 do 37 nm. Zbiezno$¢ tych wartosci z otrzymanymi przez Hanson
1Lowy’ego [28] dowodzi, ze struktura filamentow aktynowych nie ulega
zasadniczym zmianom podczas ich utrwalania i kontrastowania metoda
negatywowego barwienia w celu obserwacji w mikroskopie elektronowym.

Filamenty wykazujg strukturalng polarnos¢, ktorg uwidoczniajg kom-
pleksy F-aktyny z miozyng lub subfragmentami czgsteczki miozyny:
ciezkg meromiozyng i subfragmentem-1, zawierajgcymi zaréwno miejsce
aktywnosci enzymatycznej miozyny, jak i miejsce jej wigzania z aktyna.
Na negatywowo barwionych preparatach kompleks taki wyglada jak ciagg
grotéw strzaty, diugosci okoto 36 nm, skierowanych w te samg strone
(ryc. 2). Strukture ,udekorowanego” miozyng filamentu aktynowego moz-
na wytlumaczy¢ tylko i wytgcznie przytgczeniem czasteczki miozyny do
kazdego monomeru w polimerze pod tym samym katem ostrym, co ak-
centuje skrety helikalnej struktury F-aktyny [41, 55], Wynika stad, ze
kazdy monomer w polimerze jest tak samo ukierunkowany w stosunku
do osi filamentu.

Dodajgc monomeryczng aktyne do fragmentow F-aktyny ,udekorowa-
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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 odpowiadaja dwum sagsiednim
miejscom przecinania sie¢ dwdch tafcuchéw monomerow
aktyny (wedtug Moore’a i DeRosier [55])

nej” ciezkg meromiozyng w warunkach jonowych, sprzyjajacych polime-
ryzacji, stwierdzono [34, 51, 93], ze wzrost polimeru ma charakter jedno-
kierunkowy; przytgczanie dodanych monomerdéw nastepuje w znacznie
wiekszym stopniu na tzw. ,brodatym” koncu ,udekorowanych” filamen-
téw niz na ich ,zaostrzonym” kofAcu wyznaczonym kierunkiem ,grotéw
strzaty” (ryc. 3). Przyrost polimeru jest wypadkowg dwéch proceséw:
przytaczania i oddysocjowywania monomeréw na koncach polimeru. RoOz-
nica szybkos$ci zachodzenia tych reakcji na obu koncach polimeru, udoku-
mentowana réwniez doswiadczeniami biochemicznymi [92], jest kolejnym
dowodem polarnosci polimeru i nierownocennosci jego dwdch koncow.

Nierownocenno$¢ koncow polimeru sprawia, ze nie tylko monomery
aktyny w procesie polimeryzacji, lecz rowniez niektore inne biatka reagu-
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Ryc. 3. Mikrofotografia pokazujgca wybiércze przytgczanie mono-

merow aktyny dodanych wraz z 0,1 M KC1 do krotkich filamen-

tow ,,udekorowanych” ciezkg meromiozyng, na ,brodatych” kon-

cach filamentéw. Preparat negatywowo barwiony octanem ura-

nylu. Literami v zaznaczono kierunek utozenia ,grotow strzaty”
(wedtug Woodrun, Richa i Pollarda [93])

jace z aktyng sg wybidrczo przytaczane na jednym z dwéch koricow poli-
meru. W$rdd wykrytych w komorkach zardwno miesniowych, jak i nie-
miesniowych i stale wykrywanych nowych biatek wigzacych sie z aktyng
mozna wyrozni¢ calg klase tzw. biatek ,zakrywajgcych” (actin-capping
proteins), przytaczanych wybiorczo na jednym z koncow filamentu akty-
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TABELA 1

Biatka blokujace korice filamentéw aktynowych

) m.cz. Zaleznos¢
Nazwa Zrodto %10-3 od stezenia Autorzy
Ca2+
1
Biatka blokujace ,,brodaty” koniec
filamentu
Zelsolina makrofagi a1 + 95,96
ptytki 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 miednie gladkie 85 + 39, 75
Villina* mikrokosmki komoérek
nabtonka jelita 95 + 5, 10, 23
- mozg kregowcow 36+ 31 - 50
»Cap 90” mobzg kregowcow 90 + 46
Biatka blokujace ,,zaostrzony” koniec
filamentu
[?-aktynina migsnie szkieletowe 34+ 37 - 54
Akumentyna makrofagi 65 - 73
Spektryna+biatko 4,1 btony erytrocytéw (240+220)2+ 82 — 66

* W nieobecnosci jondw Ca2+ sieciuje filamenty aktyny.

nowego, zwykle na konhcu ,brodatym”, czyli szybko przyrastajgcym pod-
czas polimeryzacji (tab. 1). Wiekszos¢ tych bialek wymaga jonow Ca2+
do reagowania z aktyng i ma ponadto zdolno$¢ fragmentowania filamen-
tow aktyny. Najprawdopodobniej biatka te sa regulatorami diugosci fila-
mentéw aktynowych w komoérce [11].

Inng biologicznie wazng konsekwencjg zroznicowania wilasciwosci
dwéch koncédw filamentu aktynowego jest polarne zakotwiczanie fila-
mentéw w blonie komorkowej lub takich strukturach wewnagtrzkomorko-
wych, jak np. dyski Z we widknie miesnia prazkowanego. Cienkie fila-
menty, wyizolowane z mie$nia w postaci tzw. segmentow I, w ktérych
filamenty pozostajg przytwierdzone do fragmentéw dysku Z po obu jego
stronach, ,udekorowane” subfragmentami miozyny, tworzg groty strzaty
ostrymi koricami skierowane zawsze w strone przeciwng do dysku Z po
kazdej jego stronie (ryc. 4). Metodg ,,dekoracji” subfragmentami miozyny
wykazano takze jednokierunkowg orientacje filamentéw aktynowych wy-
stepujacych w postaci wiazek w réznego rodzaju takich powierzchnio-
wych wypustkach komdrek niemiesniowych, jak mikrokosmki komérek
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Ryc. 4. Segment I, w ktérym filamenty aktynowe ,ude-
korowano” ciezkg meromiozyng. Preparat negatywowo
barwiony octanem wuranylu. Litera Z oznaczono frag-
ment dysku Z faczacy filamenty o przeciwnej polarnosci
po obu jego stronach. Literami v zaznaczono kierunek
»grotéw strzaty” (wedtug Huxley'a [41])

nabtonka jelitowego, jaja jezowca, stereocilia komorek wioskowatych ucha
wewnetrznego ssakow, wyrostek akrosomalny plemnikéw bezkregowcow,
wzgérek zaptodnieniowy komérki jajowej, filopodia Acanthamoeby, coe-
lomocytéw, ptytki krwi i komdrek w hodowlach tkankowych (odno$niki
w [21, 80]).

Jak wida¢ na przyktadzie zilustrowanym na ryc. 5 groty strzaly
sudekorowanych” filamentow skierowane sg od btony ku wnetrzu ko-
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Rye. 5. Polarno$¢ filamentow aktynowych w stereo-
cilium komorki wiloskowatej ucha wewnetrznego, a
Mikrofotografia fragmentu stereocilium pozbawionego
btony komérkowej i potraktowanego subfragmentem-1
miozyny. U podstawy stereocilium wida¢ fragment za-
chowanej btony komoérkowej PM. Preparat negatywowo
barwiony octanem uranylu (wedtug Tilney’a. DeRosier
i Mulroy’a [81]). b. Schemat pokazujagcy kierunek ,,gro-
tow strzaty”

morki. Przypuszcza sie, ze w kierunkowym przytwierdzaniu filamentow
aktynowych do btony komdrkowej lub struktur wewngtrzkomdrkowych,
takich jak dyski Z w mies$niach szkieletowych, posredniczg biatka wy-
bidérczo reagujgce z jednym z koncdw filamentu [80, 91]. Tego rodzaju
strukturalna organizacja polarnych filamentdw aktynowych ma podsta-
wowe znaczenie dla ich funkcji w komdrce. W miesniu szkieletowym za-
pewnia sumowanie sie sit wytwarzanych w kazdej potdwce sarkomeru
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przy reagowaniu aktyny z dwupolarnymi filamentami miozyny, umozli-
wiajac skoordynowane przesuwanie filamentow aktynowych ku centrum
sarkomeru i w ten sposob skracanie sie mie$nia podczas skurczu (ryc. 6).
Podobny mechanizm jest przypuszczalnie podstawg wielu innych przeja-
wow ruchliwos$ci zachodzacej z udziatem filamentéw aktynowych i mio-
zynowych w komorkach niemiesniowych, gdzie role dyskéw Z moze spet-
nia¢ btona komdrkowa, mikrotubule oraz r6zne organelle komérkowe [7].

Ryc. 6. Schemat ilustrujgcy mechanizm przesuwania filamentéw aktynowych Kku
centrum sarkomeru podczas skurczu miesnia poprzecznie prazkowanego. Ruch fila-
mentow jest wynikiem sprzezonego z hydroliza ATP, cyklicznego wytwarzania i dy-
socjacji potaczen gtéwek miozyny zZ monomerami aktyny w filamencie aktynowym.
Zmiana nachylenia gtéwek w stosunku do osi filamentu w momencie, gdy sa one
potaczone z monomerami aktyny, powoduje przesuniecie filamentu aktynowego
w kazdym cyklu o odcinek rzedu 10 nm [42], Dolna cze$¢ schematu pokazuje stan,
ktérego modelem in vitro sg filamenty aktynowe udekorowane miozyng lub jej
subfragmentami

Odmienny, cho¢ réwniez SciSle zwigzany z polarnoscig filamentow akty-
nowych jest natomiast mechanizm(y) wytwarzania wspomnianych juz tu
powierzchniowych wypustek komdrkowych, w ktérych nie znaleziono fi-
lamentéw miozyny. Juz sam kierunek utozenia w nich filamentéw akty-
ny (,zaostrzonym” kofncem ku wnetrzu komorki) dowodzi, ze powstawa-
nie tych wypustek nie mogtoby by¢ wynikiem oddziatywarn miedzy fila-
mentami aktynowymi i miozynowymi, poniewaz — przez analogie do sy-
tuacji w miesniu — nalezatoby oczekiwaé, ze wytwarzane przy tego typu
oddziatywaniach sity beda wciggaty btone komoérkowag do wnetrza ko-
morki, a nie na odwrét [80]. Wiele obserwacji wskazuje, ze odgrywa tu-
taj role raczej proces jednokierunkowej polimeryzacji aktyny poprzez
wybidrcze przytgczanie monomerow na dystalnym w stosunku do ciata
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Rye. 7. Analiza dyfrakcyjna negatywowo brawionych
parakrysztaldw F-aktyny (a-c) i F-aktyny potgczonej
z tropomiozyng (d-f). W obrazie optycznej dyfrakcji a
na parakrysztale F-aktyny c wida¢ intensywne refleksy
na pierwszej i szostej linii warstwowej; b — filtrowany
obraz parakrysztatu F-aktyny, tj. obraz parakrysztatu
odtworzony z jego obrazu dyfrakcyjnego po zamaskowa-
niu reflekséw nie odpowiadajgcych helikalnej symetrii
filamentu aktynowego. W obrazie optycznej dyfrakcji d
na parakrysztale, dodatkowo zawierajgcym tropomiozyng
f, wida¢ wiekszg intensywnos$¢ refleksow na drugiej niz
na pierwszej linii warstwowej; e — filtrowany obra2
parakrysztatu f (wedlug Hanson, Ledneva, O’Briena

i Bennett [27])

komérki koncu filamentow. Przypuszczalne mechanizmy regulacji tego
procesu omawiane sg w pracy [11].

W dalszych badaniach struktury filamentu aktynowego wykorzysta-
no wiasciwos¢ tgczenia sie filamentéw pod wpltywem wysokich stezen
CaCl2 lub MgCI2 w parakrystaliczne boczne agregaty [26]. Na mikrofo-
tografiach negatywowo barwionych parakrysztalow (ryc. 7c) widac¢ deli-
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Ryc. 8. Trojwymiarowy model monomeru aktyny w
kompleksie z DN-azg | wykonany na podstawie rent-
genokrystalograficznej analizy kompleksu z rozdziel-
czoscig 6 A. Jasniejsza cze$¢ modelu odpowiada akty-
nie (wedtug Sucka, Kabscha i Mannherza [76])

katne poprzeczne prazkowanie o okresowosci okoto 36 nm, wskazujgce
na utozenie filamentéw w parakrysztale w taki sposéb, ze miejsca prze-
cinania sie dwéch fancuchow monomeréw w ich podwdjnej helisie wy-
stepujg na tych samych poziomach wzdtuz osi parakrysztatu [58], Ta re-
gularno$¢ umozliwia otrzymanie metoda optycznej dyfrakcji regularnych
i symetrycznych obrazéw dyfrakcyjnych dla fragmentéw parakrysztatu,
obejmujacych kilka filamentéw. Widoczne na dyfraktogramie (ryc. 7a)
dwie najsilniejsze linie warstwowe sg odbiciami pierwszego i sz0Ostego
rzedu od ptaszczyzn wyznaczonych okresowoscig podwdjnej helisy [27,
55, 58]. Z intensywnosci reflekséw na liniach warstwowych mozna me-
todg transformacji Fouriera obliczy¢ funkcje rozmieszczenia gestosci op-
tycznej dla ,usrednionego” filamentu w parakrysztale i wykonac¢ jego
trojwymiarowg rekonstrukcje [i]. Podobnej analizie poddawano negaty-
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Ryc. 9. Dwuwymiarowa rekonstrukcja usrednionego fi-

lamentu w parakrysztale a i skonstruowany na jej pod-

stawie trojwymiarowy model b, w ktorym kontui'y fi-

lamentu okre$lono za pomoca wzajemnie przenikajgcych

sie sferycznych elementéw roznej wielkosci (wedtug Aebi,
Fowlera, Buhle i Smitha [1])

wowo barwione krysztaty aktyny powstajgce pod wptywem soli gadolinu,
majace posta¢ dwuwarstwowych ptaszczyzn regularnie upakowanych mo-
nomeréw [2, 68]. W tym przypadku, ze wzgledu na brak helikalnej sy-
metrii, do transformacji Fouriera wykorzystano mikrofotografie wykona-
ne przy roznych katach nachylenia ptaszczyzny krysztatu w stosunku do
wigzki elektronéw [1, 72]. Badania te wykazaly, ze ksztalt monomeréw
aktyny odbiega od sferycznego i przypomina raczej elipse lub klin [55,
72]. Doktadniejszych informacji o ksztatcie i wymiarach monomeru do-
starczyta rentgenokrystalograficzna analiza krysztatow aktyny w kom-
pleksie z DN-azg | [48, 69, 76]. Model czgsteczki aktyny skonstruowany
na podstawie map gestosci elektronowej, obliczonych z rozdzielczoscia
6 A (ryc. 8), pokazuje wyraznie dwudomenowa strukture monomeru
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o wymiarach 6,7 X 4,0 X 3,7 nm i nier6wng wielko$¢ obu domen przedzie-
lonych gteboka szczeling. Ustalenie natomiast wzajemnej orientacji asy-
metrycznych monomeréw w polimerze napotyka na trudno$ci wynika-
jace m. in. z niskiej rozdzielczosci (powyzej 2 nm) mikrofotografii nega-
tywowo barwionych obiektéw, uniemozliwiajgcej jednoznaczne okres$le-
nie konturow poszczegdlnych monomeréw w trojwymiarowej rekonstruk-
cji polimeru. Niemal we wszystkich modelach opartych na trojwymiaro-
wej rekonstrukcji filamentu z obrazéw dyfrakcyjnych negatywowo bar-
wionych parakrysztatéw typu bocznych agregatéw, diuzsza 0§ monomeru
jest zorientowana rdéwnolegle lub prawie réwnolegle do osi filamentu
[1, 55, 72, 74, 85, 87]. Jest rzeczg charakterystyczng, ze ostatnie rekon-
strukcje ,usrednionego” filamentu w parakrysztale [1, 74, 85, 87], kto-
rych przyktadem jest ryc. 9, coraz bardziej odbiegaja od modelu zapro-
ponowanego przez Hanson i Lowy’ego (ryc. Ib) nie tylko ze wzgledu na
inny ksztatt monomerdéw. Istotniejsza jest rdznica polegajaca na tym, ze
uwidoczniajg one wyrazniej pojedyncza, lewoskretng, genetycznag helise
niz podwdjng, prawoskretng helise o dtuzszym okresie, oraz ze wyrazniej
zaznacza sie w nich kontakt miedzy monomerami z dwoch przeciwnych
tancuchéw podwdjnej helisy niz miedzy monomerami tego samego tan-
cucha.

Egelman i DeRosier [14, 15], potwierdzajac wcze$niejsze obserwacje
Hanson [26], zwrdcili uwage na to, ze filamenty w parakrysztale cechuje
wiekszy stopien strukturalnego uporzadkowania niz pojedyncze filamen-
ty, ktérych obrazy dyfrakcyjne wskazujg na znaczng zmiennos$¢ i przy-

Ryc. 10. Utozenie monomeréw w filamencie aktynowym wedtug Egelmana i De-

Rosier [14]. a. Widok wzdtuz osi filamentu. Czterema wektorami zaznaczono radialne

pozycje dwéch sferycznych domen w dwéch monomerach; kat miedzy domenami 1

i 1' jest taki sam jak kat miedzy 2 i 2' i wynosi $rednio 167°. b. Widok boczny.

Strzalka zaznaczono o$ filamentu; osiowe przesuniecie dwdch domen monomeru z
wynosi okoto' 10 A. c. Fragment filamentu



110 H. STRZELECKA-GOLASZEWSKA

padkowo$¢ skretu podwdéjnej helisy, czyli liczby monomeréw przypada-
jacych na jeden obro6t helisy. Réznicy tej nie ttumaczy fakt, ze kazdy
wynik uzyskany na parakrysztatach jest juz u$redniony, poniewaz obrazy
dyfrakcyjne pojedynczych filamentéw ,wycietych” z parakrysztatu sg
bardziej zblizone do uzyskiwanych dla wigzki filamentéw w parakryszta-
le niz dla oddzielnych filamentéw [15]. Autorzy przytaczajg wiele dowo-
dow na to, ze zmiennos$é skretu helisy jest wiasciwoscig filamentow, a nie
skutkiem deformacji pod wplywem procedury kontrastowania prepara-
téw, oraz ze deformacji prowadzacej w tym przypadku do zwiekszenia
strukturalnego uporzadkowania ulegajg raczej filamenty w parakryszta-
tach typu bocznych agregatow [15, 16]. Ryc. 10 pokazuje nowy model fi-
lamentu aktynowego zaproponowany przez Egelmana i DeRosier [14] na
podstawie analizy obrazow dyfrakcyjnych pojedynczych filamentéw. Mo-
del uwzglednia dwudomenowg budowe monomeru i jego ogoélne wymia-
ry okre$lone w badaniach krystalograficznych aktyny w kompleksie
z DN-aza | [69, 76]. W konstrukcji modelu postuzono sie metoda poréw-
nywania obrazow dyfrakcyjnych modelu, w ktérych systematycznie zmie-
niano orientacje podjednostek, z obrazami dyfrakcyjnymi rzeczywistych
filamentéw. Stwierdzono, ze wspolng cechg kilkuset obrazéw dyfrakcyj-
nych prostych odcinkéw filamentow w negatywowo barwionych prepa-
ratach byta niska i zmienna wzgledna intensywnos$¢ refleksOw na pierw-
szej linii warstwowej, ktdrych Zrodiem jest dtugookresowa prawoskretna
helisa oraz powtarzalno$¢ rozmieszczenia intensywnos$ci refleksow
wzdtuz szostej i siodmej linii warstwowej, ktorych Zzrodtem jest odpo-
wiednio lewoskretna genetyczna helisa o okresie 59 nm i prawoskretna
genetyczna helisa o okresie 51 nm. Z tych cech wynika, Zze wzajemna
orientacja monomerdw w kierunku osiowym (odlegto$¢ miedzy centrami
kolejnych monomerow wzdtuz osi filamentu) jest stosunkowo stata; maja
one natomiast pewien stopien swobody katowej rotacji w plaszczyZnie
prostopadtej do osi filamentu. Analizujac ponad 200 modeli o r6znych
orientacjach monomerdw, najlepsza zgodnos$¢ symulowanych obrazéow dy-
frakcyjnych z rzeczywistymi otrzymano ustawiajgc oba centra masy dwu-
domenowego monomeru na linii lewoskretnej genetycznej helisy i do-
puszczajac katowa rotacje monomerow rzedu okoto 10°. Charakterystycz-
na dla filamentdw zmiennos$¢ skretu podwdjnej helisy jest wiasnie efek-
tem katowej rotacji monomeréw [14, 15].

Stwierdzenie, ktory z dotychczasowych modeli jest blizszy rzeczywi-
stoSci, w sposob zasadniczy zalezy od $rednicy filamentu aktynowego.
Modele, w ktorych diuzsza o§ monomeru zorientowana jest réwnolegle
do osi filamentu, majg S$rednice 6-8 nm [55, 72, 74, 76, 87], a model
Egelmana i DeRosier, w ktorym monomery ustawione sg niemal prosto-
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padle do osi filamentu, ma $rednice 9,5 nm. Zdaniem Egelmana i wspét-
prac., wyniki pomiaréw na parakrysztatach typu bocznych agregatow
moga by¢ zanizone wskutek deformacji filamentdw przy wytwarzaniu
miedzyfilamentowych wigzan w parakrysztale, w negatywowo barwio-
nych za$ preparatach oddzielnych filamentow barwnik zaciera zewnetrz-
ne kontury czasteczek. Srednica mierzona na replikach filamentéw uzy-
skanych metoda szybkiego zamrazania, rytowania i obrotowego napyla-
nia wynosi (po uwzglednieniu poprawki na grubo$¢ warstwy metalu)
7-8 nm wedtug [20], a okoto 7 do 9 nm wedtug [36]. W tym drugim
przypadku zastosowano zmodyfikowang procedure zmniejszajacg mozli-
wos$¢ powstawania artefaktéw [36]. W najnowszych pomiarach na ultra-
cienkich skrawkach migsnia przygotowanego do mikroskopii elektrono-
wej nowg metoda, bez odwadniania tkanki, uzyskano warto$¢ 9,5 nm
[47]. Argumentem silnie przemawiajacym za orientacjag monomerow zbli-
zong do prostopadtej w stosunku do osi filamentu jest usrednione radial-
ne rozmieszczenie gestosci wokot osi filamentu aktynowego, obliczone
z rentgenogramdw zywego mies$nia, wskazujagce na S$rednice okoto 10
nm [17].

Model Egelmana i DeRosier skitonit juz innych autorow do zgod-
nej z tym modelem identyfikacji monomeréw aktyny w tréjwymiaro-
wej rekonstrukcji filamentu aktyny udekorowanego subfragmentem-1
miozyny [79]. Orientacje monomeréw zblizong do proponowanej przez
Egelmana i DeRosier pokazuje rowniez zilustrowana na ryc. 11 trojwy-
miarowa rekonstrukcja F-aktyny w kompleksie z tropomiozyng autor-
stwa O’Briana i wspotprac. [59], mimo iz rekonstrukcja ta oparta jest
na obrazach dyfrakcyjnych parakrysztatéw typu bocznych agregatéw.
Prawdopodobnie uzycie w tym przypadku jednowarstwowych a nie wie-
lowarstwowych agregatdow zmniejszyto znieksztalcenia orientacji mono-
merow. W rekonstrukcji O’Briena i wspOiprac, sgsiednie monomery ak-
tyny tworzg ze sobg litere V. Podobne utozenie materiatu biatkowego
udato sie zauwazyé¢ nawet bezposrednio na elektronowych mikrofoto-
grafiach negatywowo barwionych filamentéw aktyny [86]. Ogladajac fila-
menty cze$ciowo udekorowane subfragmentem-1 miozyny, dzieki znanej
polarnosci ,,grotow strzaty” charakteryzujacych strukture udekorowanych
filamentow, mozna byto ustali¢, ze ,litery V”, ostrym koiAcem skierowa-
ne przeciwnie do ,grotéw strzaty”, w miesniu skierowane sg ku linii Z
Rekonstrukcja O’Briena i wspotprac, uwidacznia ponadto nieré6wng wiel-
kos¢ dwoch domen monomeru aktyny i sugeruje, ze mniejsza domena
jest usytuowana blizej osi filamentu.

Wiekszo$¢ cytowanych badan wykonano na aktynie z mies$ni szkiele-
towych kregowcow. Ze wzgledu na wysoce konserwatywng pierwszorze-
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dowg strukture aktyny [52] nie nalezy oczekiwaé zasadniczych réznic
v/ budowie polimeru zaleznie od zrédta aktyny i dotychczasowe badania
ich nie wykazaly. Mozna jednak spodziewa¢ sie drobnych réznic, np.
w swobodzie katowej rotacji monomerdéw, poniewaz wyniki badan bio-
chemicznych wskazujg na rdéznice w sile wigzan miedzymonomerycznych
w polimerach réznych izoform aktyny w pewnych warunkach [24, 67].
Rzeczywiscie, dla populacji filamentdw aktyny pochodzacej z rdznych
zrédet uzyskano rézne Srednie wartosci skoku helisy [15]. Jak podkre$la-
ja Egelman i wspotprac. [15], mozliwo$¢ katowej rotacji monomerow
w polimerze moze by¢ bardzo istotna m.in. dla funkcjonowania mie$nia,
ze wzgledu na zupetnie inng helikalng symetrie filamentéw aktynowych
i miozynowych. Katowa rotacja zaréwno gtdwek miozynowych, jak i mo-
nomerdw aktyny utatwiataby wytworzenie optymalnej liczby miedzy-
filamentowych potaczenn koniecznych dla generacji napiecia lub przesu-
wania sie filamentow aktynowych i miozynowych wzgledem siebie pod-
czas skurczu. Znaczenie zmian orientacji monomeréw w filamentach ak-
tyny dla funkcjonowania réznego rodzaju powierzchniowych wypustek
komorek niemie$niowych omawiane jest obszernie przez DeRosier i Til-
ney’a [13]. O ile model Egelman’a i DeRosier, w ktdrym kazdy mono-
mer taczy sie z dwoma sasiednimi (ryc. 10c), dopuszcza (i zaktada) moz-
liwos¢ katowej rotacji monomerow, nadajacej filamentom ceche giet-
kosci, wczesniejszy model Hanson i Lowy’ego implikowatl polaczenie
kazdego monomeru z czterema sasiednimi (ryc. Ib), co musiatoby pro-
wadzi¢ do znacznego usztywnienia filamentu. Tymczasem wewnatrzfila-
mentowe ruchy rotacyjne monomerow wykazywano w prowadzonych od
dawna dynamicznych badaniach F-aktyny in vitro i cienkich filamentow
in vivo za pomocg réznych technik spektroskopowych (odnosniki w [63,
64], a gietkos¢ filamentéw aktynowych uwidoczniono filmujac filamenty
w mikroskopie optycznym [57, 93].

Naturalne filamenty aktynowe wyizolowane z mies$ni, czyli cienkie
filamenty oprdcz aktyny zawierajg tropomiozyne, a cienkie filamenty
wyizolowane z miesni szkieletowych roéwniez troponine, Kktdéra #tgcznie
z tropomiozyng czyni reagowanie aktyny z miozyng zalezne od stezenia
jonéw Ca2+ i w ten sposob reguluje proces skurczu miesni szkieleto-
wych (odnos$niki w [11]). Poniewaz obecno$¢ tropomiozyny nie zmienia
wygladu filamentéw w mikroskopie elektronowym, jeszcze przed wpro-
wadzeniem metody tréjwymiarowych rekonstrukcji do badan struktury
filamentéw, Hanson i Lowy [28] wysuneli wiec przypuszczenie, ze linio-
we polimery wysoce asymetrycznych czgsteczek tropomiozyny, diugosci
okoto 40 nm i grubosci zaledwie okoto 2 nm, nawiniete na aktynowy
trzon filamentu, mieszczg sie w rowkach miedzy taricuchami monome-
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row aktyny. Ze stechiometrii obu biatek w mies$niu i w ich kompleksie
sztucznie wytworzonym in vitro wynika, ze kazdy filament zawiera dwa
tancuchy czasteczek tropomiozyny. Periodyczne rozmieszczenie troponi-
ny wzdtuz filamentu okreslone jest z kolei przez miejsce jej wigzania
w czgasteczce tropomiozyny (ryc. 1 [11]).

Na dyfrakcyjnych obrazach parakrysztatow cienkich filamentow
obecnos$¢ tropomiozyny uwidacznia sie wzmocnieniem wzglednej inten-
sywnosci refleksow na drugiej linii warstwowej (rys. 7d), co wynika
z nadania filamentom cech czteropasmowej helisy przez tancuchy tro-
pomiozyny znajdujgce sie miedzy dwoma fancuchami aktyny (podwdj-
na helisa nie moze by¢ zrédtem silnych odbi¢ drugiego rzedu [27, 58]).
Te same szczegdly wida¢ na obrazach dyfrakcji promieni X na migéniu.
Okazato sie jednak, ze druga ,aktynowa” linia warstwowa jest widoczna
tylko na rentgenogramach mie$nia w stanie skurczu, a w przypadku
mies$nia rozkurczonego zanika [33, 43]. Te zmiane zintepretowano jako
rezultat przesuniecia tropomiozyny z bardziej centralnego potozenia mie-
dzy tancuchami aktyny ku brzegowi rowka miedzy tymi fancuchami,
bowiem przy takim rozmieszczeniu tropomiozyny cechy poczwdérnej he-
lisy ulegajg zatarciu. To przesuniecie tropomiozyny powigzano z regu-
lacjag skurczu miesnia sugerujac, ze w potozeniu blizszym brzegu rowka
tropomiozyna przestrzennie blokuje miejsce wigzania gtowek miozyno-
wych w aktynie i w ten sposéb powoduje rozkurcz [33, 43, 65]. Ciag
reakcji zachodzacych z udziatem troponiny, a prowadzacych do zmiany
potozenia tropomiozyny na filamencie cienkim w miesniu szkieletowym,
omawiany jest w [11].

Dla sprawdzenia hipotezy przestrzennego blokowania prébowano do-
ktadnie okreslic miejsce tropomiozyny w filamencie w stosunku do ob-
szaru kontaktu monomerdw aktyny z gtéwkami miozynowymi. W tym

TABELA 2

Srednie radialne i azymutalne pofozenie tropomiozyny w cienkich filamentach w ,,aktywnym”
i ,,nieaktywnym” miesniu okreslone w badaniach rentgenograficznych

Miesien aktywny Migsien nieaktywny
Autorzy promien azymut promieri azymut
A (stopnie) (A) (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 okre$lony w stosunku do prostej tgczacej centra sgsiednich monomerow aktyny
w dwoéch przeciwnych tancuchach podwéjnej helisy.

2 — Post. Biot. Kom. 2/86
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celu poréwnywano otrzymane metodg optycznej dyfrakcji tréjwymia-
rowe rekonstrukcje filamentow samej aktyny, filamentow zawiera-
jacych tropomiozyne i troponine oraz obu tych rodzajéw filamentéw ude-
korowanych subfragmentem-1 miozyny [3, 43, 49, 55, 59, 65, 71, 74, 78,
83-85, 87, 89]. Poniewaz S$rednica czasteczki tropomiozyny jest na grani-
cy rozdzielczosci obrazow mikroskopowych, w ostatnich wiec publika-
cjach [3, 59, 78, 85] do identyfikacji tropomiozyny wykorzystywano in-
formacje z badan rentgenograficznych o $rednim radialnym i azymutal-
nym rozmieszczeniu centrum masy tropomiozyny (tab. 2). Ciggte pasmo
materiatu zidentyfikowanego jako tropomiozyna wyjatkowo wyraznie
widoczne jest w trojwymiarowej rekonstrukcji 0 'Briena i wspoOtprac,
(ryc. 11), pokazujacej tropomiozyne w pozycji ,nieblokujgcej”. Podobnie
jak w modelach innych autoréow, kazdy tancuch tropomiozyny — réw-

Ryc. 11. Tréjwymiarowa komputerowa rekonstrukcja filamentu F-aktyny w kom-

pleksie z tropomiozyng. Grubsza strzatka wskazuje mniejszg domene monomeru

aktyny, do ktérej przytagczona jest tropomiozyna. Tropomiozyna widoczna jest w po-

staci dwoch ciggtych pasm (jedno z nich jest czeSciowo zastoniete przez monomery
aktyny) (wedtug O’Briena, Coucha, Johnsona i Morrisa [59])
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Ryc. 12. Tréjwymiarowy model fragmentu cienkiego filamentu w kompleksie z sub-

fragmentem-1 miozyny, a. Widok wzdtuz osi filamentu. b. Widok z boku. Linig prze-

rywana zaznaczono przypuszczalnie kontury monomeréw aktyny A, tropomiozyny
TM i subfragmentu-1 (S-I) (wedlug Taylora i Amos [78])

Ryc. 13. Diagramy ilustrujace obszary kontaktu miedzy monomerami aktyny Ac,
tropomiozyng Tm i subfragmentem-1 miozyny SI w ,udekorowanym” filamencie
ogladanym wzdtuz osi. a. wedtug Huxley’a [43], znaki zapytania oznaczajg przy-
puszczalng pozycje tropomiozyny; b. wediug Taylora i Amos [78]; c. wedtug Amos,
Huxley’a, Holmesa, Goody i Taylora [3]; d. wedtug Toyoshima i Wakabayashi [85]
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niez w pozycji ,nieblokujgcej” — zasocjowany jest tylko z jednym
z dwoch tancuchéw monomeréw aktyny i S$ciSle powtarza jego skret.
Stan odpowiadajagcy rozkurczowi miesnia in vitro symulowano badajac
cienkie filamenty w nieobecnosci jondéw Caz [22, 71] lub filamenty
aktyny potgczonej z tropomiozyng i Tnl, skladnikiem troponiny hamu-
jacym skurcz [59, 61, 87], Wyniki optycznej dyfrakcji potwierdzajg prze-
suniecie tropomiozyny ku brzegowi filamentu, chociaz w tym przypadku
w tréjwymiarowych rekonstrukcjach nie udato sie rozrozni¢ ciagtego
pasma tropomiozyny.

Trudnosci interpretacji wynikéw dyfrakcji ulegajg zwielokrotnieniu
w miare przechodzenia do coraz bardziej ztozonych uktadow; okresle-
nie konturow poszczeg6lnych biatek w trojwymiarowej rekonstrukcji
cienkiego filamentu ,udekorowanego” subfragmentem-1 miozyny, ktorej
przyktad pokazuje ryc. 12, jest juz bardzo dyskusyjne. Totez nie tylko
rézni, lecz takze ci sami autorzy w kolejnych publikacjach inaczej identy-
fikowali poszczeg6lne regiony map gestosci materiatu, otrzymanych me-
todg transformacji Fouriera. Do istotnych zmian intepretacji [71, 79]
przyczynity sie nowe informacje o budowie filamentu samej aktyny,
a w szczego6lnosci okreslenie ukierunkowania asymetrycznego monomeru
aktyny w stosunku do linii Z w mies$niu [71, 86]. Usytuowanie tropomio-
zyny w stosunku do subfragmentu-1 we wcze$niejszych modelach (ryc.
13a i odnosnik [87]) okazato sie nieprawidtowe, poniewaz identyfikacje po-
szczegllnych biatek w tych modelach oparto na porownaniu ,udekoro-
wanych” filamentéw z odwrotnie ukierunkowanymi filamentami samej
aktyny z tropomiozyng [71, 78]. Zwrdcono uwage na destrukcje powodo-
wane przez naswietlenie negatywowo barwionych preparatow w mikro-
skopie elektronowym i starano sie ich unikng¢ przez minimalng ekspozy-
cje fotografowanych fragmentow [78, 84]. Kolejne modyfikacje modeli
(ryc. 13) nie doprowadzity jeszcze do uzgodnienia pogladow. Szczeg6lna
trudno$¢ nadal sprawia identyfikacja tropomiozyny na filamencie udeko-
rowanym subfragmentem-1 miozyny, ale nie ma tez peinej zgodnosSci co
do identyfikacji monomeréw aktyny. W najnowszym modelu Amos
i wspotprac, (ryc. 13c) i bardzo do niego zblizonym modelu 0 ’Briena
i wspétprac. [59] subfragment-1 reaguje réwnoczes$nie z dwoma sasiedni-
mi monomerami aktyny z przeciwnych tafcuchéw podwéjnej helisy zgod-
nie z wynikami badan biochemicznych, w ktérych metodg chemicznego
sieciowania stwierdzono, ze jedna gtdwka miozyny jest w kontakcie
z dwoma monomerami aktyny [56]. W najnowszym modelu Toyoshimy
i Wakabayashi (ryc. 13d) subfragment-1 jest w kontakcie z jednym mo-
nomerem, zgodnie z nowszymi wynikami chemicznego sieciowania, ktore
wykazaty stechiometrie 1:1 [8, 25, 35 77]. Wydaje sie, Ze orientacja
monomeréw aktyny i usytuowanie tropomiozyny jest jednak bardziej
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prawidtowa w modelu Amos i wspo6tprac, (ryc. 13c). Oba modele nie wy-
kluczaja mozliwosci przestrzennego blokowania wigzania gtéwki miozy-
nowej przez aktyne; chociaz w obu przypadkach obszar kontaktu sub-
fragmentu-1 z aktyng jest rozlegty, specyficzne miejsce wigzania jest
z pewnoS$cig ograniczone do niewielkiej czesci tego obszaru.

Alternatywa fizycznego blokowania miejsca reagowania aktyny z mio-
zyng jest modyfikacja struktury aktyny przez biatka regulujgce. Obecne
poglady na ten temat w Swietle dowodéw otrzymanych metodami bioche-
micznymi dyskutowane sg w pracy [11]. Modyfikacja aktyny moze ogra-
nicza¢ sie do lokalnej zmiany konformacji monomeru zgodnie z wynikami
wczesnych badan dyfrakcji promieni X na zywym miesniu, ktdre nie
wykazaty zmian strukturalnych parametrow helisy aktyny w zaleznosci
od stanu miesnia [16, 40], Mozliwo$¢ wiekszych zmian sygnalizowaty ana-
lizy dyfrakcyjne parakrysztatow cienkich filamentow w obecnosci
i nieobecnosci jonéw Ca2+ [22, 60]. Do zagadnienia tego powr6cono w 0s-
tatnich badaniach rentgenograficznych na mie$niu. Dzieki zwiekszeniu
doktadnosci pomiardw i znacznemu skréceniu czasu rejestracji obrazéw
dyfrakcyjnych przez uzycie intensywniejszego, synchrotronowego zrod-
ta promieni X, udato sie zauwazy¢ zmiany intensywnos$ci reflekséw od-
powiadajacych lewo- i prawoskretnej genetycznej helisie aktyny przy
przejsciu miesnia ze stanu rozkurczu do izometrycznego skurczu i wy-
kaza¢, ze zmiany te wyprzedzajg wzrost napiecia miesnia [88]. Inter-
pretacja tych obserwacji wymaga dalszych badan.

Mozna sie spodziewaé, ze do lepszego poznania struktury cienkiego
filamentu na poziomie molekularnym i jego oddziatywania z gtowkami
miozyny przyczynia sie wyniki prowadzonych obecnie w kilku laborato-
riach analiz rentgenokrystalograficznych aktyny z rozdzielczo$cig wieksza
od uzyskiwanej dotychczas. Poznanie rozmieszczenia polipeptydowego
tancucha aktyny w obu domenach monomeru umozliwi wykorzystanie
wielu juz dostepnych informacji o udziale poszczegolnych fragmentéw
tancucha polipeptydowego aktyny w wigzaniu tropomiozyny i fragmentow
gtdwki miozynowej do rozstrzygania watpliwos$ci nasuwajgcych sie w ba-
daniach strukturalnych i weryfikacji proponowanych modeli.

WNIOSKI

1 Filament aktynowy wykazuje jednokierunkowgq strukturalng polar-
no$¢ wynikajacg z kierunkowego utozenia monomerow wzdtuz osi fila-
mentu.

2. Jednokierunkowe utozenie wigzek filamentéw w stosunku do dysku
Z w miesniu szkieletowym, a do btony komérkowej w rdéznego rodzaju



118 H. STRZELECKA-GOLASZEWSKA

wypustkach komdérkowych, jest podstawg generacji kierunkowych sit po-
wodujacych skurcz i inne przejawy ruchliwosci.

3. Inng konsekwencjg polarnosci filamentu aktynowego jest wybior-
cze przytgczanie na jednym z jego koncoéw roznych biatek speiniajgcych
w komorce role regulatoréw diugosci polimeru aktyny.

4. Wsrdd modeli filamentu aktynowego coraz wieksze poparcie zysku-
je nowy model, w ktérym asymetryczne, dwudomenowe monomery uto-
zone sg diuzsza osig pod katem do osi filamentu.

5. Monomery w filamencie majg swobode katowej rotacji rzedu oko-
to 10°, co utatwia wytwarzanie potgczen z filamentami miozynowymi
w procesach skurczu i, by¢é moze, z innymi biatkami w réznych uporzad-
kowanych strukturach komorkowych, petnigcych funkcje cytoszkieletu
i/lub odgrywajacych role w procesach ruchliwosci.

6. Znajomo$¢ struktury filamentu aktynowego jest niezbedna do poz-
nania mechanizmu oddziatywania aktyny z miozyna w procesie skurczu
mies$nia.
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ROZWOJ | ULTRASTRUKTURA ZENSKIEGO GAMETOFITU ROSLIN
OKRYTONASIENNYCH *

DEVELOPMENT AND ULTRASTRUCTURE OF FEMALE GAMETOPHYTE
IN ANGIOSPERMS

Bohdan RODKIEWICZ i J6zef BEDNARA

Instytut Biologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Lublin

Streszczenie. Gametofity — meski i zenski rozwijaja sie pod epigenetyczng kontrolg
sporofitu, ktory m. in. determinuje pte¢ gametofitu. W zalagzku najpierw rozwija
sie mejocyt oddzielajacy sie od reszty komérek warstwg kalozy. Pod koniec | pro-
fazy kaloza zanika z jednego wierzchotka mejocytu — heteropolaryzacja. Po mejozie
bezkalozowy wierzchotek jest miejscem, gdzie rozwija sie megaspora funkcjonalna.
W intermitotycznych okresach rozwoju gametofitu pojawia sie i zanika ziarniste
ER, a do $cian wbudowuje sie osmofilny materiat. W synergidzie, ale nie w komdrce
jajowej, rozwija sie ziarniste ER przeksztatcajgce sie pézniej w mase pecherzykéw,
buduje sie aparat witokienkowy, do bocznych $cian odktada sie materiat osmofilny,
podczas gdy chalazalna $ciana zanika — otwiera sie droga dla komoérki 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 wygtoszony podczas Il Ogélnopolskiej Konferencji Biologii Komorki,
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 | SPOROFITY W CYKLU ROZMNAZANIA

Cykl piciowego rozmnazania rosliny nalezacej do grupy Spermato-
phyta (ro$liny nasienne) koAczy sie wytworzeniem nasion. Aby nasienie
powstato, potrzebne sg trzy organizmy: dwa z nich sg zréznicowanymi
ptciowo haploidalnymi gametofitami, trzeci jest diploidalnym sporofitem
[17, 20]. Zatrzymamy sie tylko na gametofitach roslin okrytonasiennych
(Angiospermae). Jeden z gametofitow — zenski, nazywany megagameto-
fitem lub woreczkiem zalgzkowym, wytwarza komdrke jajowa, drugi —
meski gametofit (ziarno pytku) wytwarza dwie gamety nazywane komor-
kami plemnikowymi. Oba gametofity majg mikroskopowe wymiary i sg
zbudowane z niewielkiej, zwykle Scisle okreSlonej liczby komorek. Doj-
rzaty gametofit zenski najczesciej jest siedmiokomorkowy, w tym jed-
na komorka jajowa; na dojrzaly gametofit meski prawie wszystkich
roslin okrytonasiennych skladajg sie trzy komérki, w tym sg dwie ga-
mety.

Gametofity obu pici rozwijajg sie z komorek trzeciego organizmu
zwanego sporofitem. Komérki, ktore dajg poczatek gametofitom sg poto-
zone w precikach i zalgzkach zamknietych w mitodych pgkach kwiato-
wych. Gametofity rozwijaja sie z pomejotycznych zarodnikéw: meski ga-
metofit z mikrospory, a zeAski z megaspory. Sporofity sg zatem formal-
nie organizmami bezptciowymi, poniewaz nie wytwarzajg gamet, a tylko
dwa rodzaje zarodnikéw. Kiedy jednak moéwimy o piciowych i bezpicio-
wych organizmach roslinnych, nie powinniSmy pojecia ptci zbytnio antro-
pomorfizowaé lub zoomorfizowaé. Wsrdod roslin sg gatunki, ktérych spo-
rofity sg zrdéznicowane na dwie kategorie, jedne sg roslinami meskimi
i wydajg kwiaty precikowe (meskie), inne s roslinami zenskimi, maja-
cymi kwiaty stupkowe (zenskie). Rosliny te nazywamy zeAskimi i me-
skimi, mimo ze nie wytwarzajg one zadnych gamet, a tylko mikrospory
lub megaspory. Jednak sporofity z megasporami réznig sie od sporofitow
z mikrosporami liczbhg chromosomoéw i maja w zespotach chromosomo-
wych chromosomy piciowe. Rosliny te roznig sie takze rozmaitymi inny-
mi cechami: wzrostem, diugoscig zycia, pokrojem [2, 3], co przypomina
zroznicowanie cech piciowych u zwierzat.

Ogromna wiekszos¢ gatunkéw roslin okrytonasiennych ma obuptciowe
sporofity, tj. na jednej roS$linie rosng preciki i stupki, a w zespole chro-
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mosomowym nie ma chromosomdw piciowych. Totez meskie gametofi-
ty rozwijajgce sie w precikach nie roznig sie chromosomami od zenskich
gametofitow rozwijajagcych sie w zalgzkach. Zenskie i meskie gameto-
fity oraz sporofity maja takie same chromosomy i genomy, chociaz w spo-
roficie sg one w podwojonej liczbie. MozliwosSci rozwojowe macierzy-
stych komorek obu rodzajow gametofitéw i sporofitu muszg wiec byé
takie same. O kierunku rozwoju kazdej z tych komorek powinny decy-
dowaé¢ warunki $rodowiska. Dlatego z mikrospory w normalnym pylni-
ku in situ rozwija sie gametofit meski (pytek), ale jesli odciety pylnik
hodowaé w specjalnych warunkach in vitro, mikrospory rozwing sie
w haploidalne sporofity [32], a nie w meskie gametofity. Podobnie mozna
by zmieni¢ kierunek rozwoju megaspory, gdyby wiedziano, jakich wa-
runkéw do tego potrzebuje zalgzek. Dawne i nowsze doSwiadczenia po-
kazaty, ze z mejocytow w pylnikach moga sie w pewnych warunkach
rozwija¢ twory bardzo podobne do zenskiego gametofitu [35, 61]. To réw-
niez dowodzi, jak labilny jest rozwdj komérki, ktéra w organizmie jest
predestynowana do stania sie gametofitem.

Struktura i pte¢ gametofitu ksztattuje sie wiec zaleznie od organu,
w ktdrym nastgpita indukcja mejotyczna. Przedmejotyczne komorki ma-
cierzyste mikrospor i megaspor muszg mie¢ identyczne mozliwosci roz-
wojowe, przynajmniej u roslin obuptciowych. Dlatego tez nie bez racji
preciki nazywane sg organami meskimi [17], a stupki z zalgzkami zen-
skimi, bo determinujg one tylko pteé¢ gametofitow, chociaz nie majg bez-
posredniego zwiagzku z gametami.

MEGASPOROGENEZA

Rozwdj gametofitu zenskiego zaczyna sie od jednej komdrki nazywa-
nej megasporg funkcjonalng. Jest ona jednag z czterech megaspor (w ty-
pie monosporowego rozwoju), ktdre powstajg po mejotycznym podziale
komorki macierzystej potozonej w wierzchotkowej czesci zalgzka [1, 2].
Tylko w tym miejscu tworzg sie warunki do rozpoczecia mejozy i uksztat-
towania sie megaspor w procesie mejotycznego podziatu, a nastepnie
zroznicowania sie megaspory funkcjonalnej. W zalgzkach niektérych ga-
tunkéw roslin zasieg indukcji mejotycznej jest nieco wigkszy, ale nie
obejmuje wiecej niz kilkanascie komérek.

Przy badaniu megasporogenezy nasuwa si¢ od razu kilka probleméw
dotyczacych: a) czynnikdw, ktore indukujg mejoze, zwykle w jednej
z wielu komorek zalgzka; b) mechanizméw mejotycznych przeksztalcen
chromosomoéw; c¢) przemian plastydéw i mitochondriow; d) ultrastruktu-



128 B. RODKIEWICZ, J. BEDNARA

ralnych i molekularnych przemian cytoplazmy witasciwej diploidalnej ko-
morce sporofitu, jaka jest komorka macierzysta, na cytoplazme haploi-
dalnej komorki gametofitu, ktorg jest megaspora; e) determinacji jed-
nej megaspory funkcjonalnej z czworki (tetrady) megaspor powstajacych
w monosporowym typie rozwoju woreczka zalgzkowego.

Nie wiemy zupetnie, jakie sga induktory mejozy. Formutuje sie je-
dynie bardzo ogdlnikowe przypuszczenia. Mechanizm przejscia komorki
z podziatbw mitotycznych do mejozy prawdopodobnie musi by¢ niezwy-
kle stabilny i niezawodny, bowiem mejotycznie dzielg sie tylko $cisle
okreslone komérki, kiedy jakie$ czynniki pochodzace z catej rosliny ukon-
stytuujg w jednym miejscu zalgzka warunki odpowiednie do inicjacji
mejozy [41]. Wszystkie dotychczasowe wysitki doprowadzenia do mejozy
i rozwoju pytku w hodowlach in vitro odcietych, przedmejotycznych pyl-
nikow byty nieudane. Natomiast pylniki, w ktérych mejoza sie rozpoczeta,
moga po przeniesieniu in vitro dojrzewac¢ i wytwarza¢ pytek. Wystarczy,
aby mejocyty w przenoszonych pylnikach byty w stadium leptotenu.

Znane sg dosy¢ doktadnie strukturalne i ultrastrukturalne procesy za-
chodzace w chromosomach podczas pierwszej profazy mejotycznej [65].
Warunkujg one wymiane oraz pozniejszg redukcje liczby chromosomow.
Po redukcji i po zakonczeniu drugiego podziatlu mejotycznego tworzy sie
tetrada zarodnikéw (spor). Wiekszo$¢ obserwacji mejozy dotyczy mikro-
sporogenezy, ale sadzi sie, ze mejoza przebiega zasadniczo tak samo wsze-

Fot. 1. Zalgzek Stellaria media z mejocytem w fazie leptotenu (pierwsza profaza
mejotyczna); poicienki preparat barwiony biekitem toluidyny. Pow. 600 X
Fot. 2. Tetrada megaspor Fuchsia hybrida hort. U géry megaspora funkcjonalna
z cienkg $ciang na wierzchotku mikropylarnym. Preparat gnieciony, niebarwiony.
Pow. 600 X
Fot. 3. Tetrada megaspor Fuchsia hybrida hort.,, $éciany komérkowe fluoryzujg po
reakcji na kaloze z biekitem aniliny. Fluorescencja catych $cian trzech degeneru-
jacych megaspor i tylko czesci Sciany megaspory funkcjonalnej. Mikroskop fluore-
scencyjny. Pow. 600 X
Fot. 4. Gametofit zenski (woreczek zalgzkowy) Stellaria media we wczesnym sta-
dium komérkowym. U goéry widoczne dwie komorki (z trzech) aparatu jajowego,
jadra komorkowe sg jasne; S$rodek zajmuje komorka centralna z duzg wakuolg
i dwoma jadrami komdrkowymi, w kazdym ogromne jaderko. Dolng (chalazalna)
czes¢ wypetniaja trzy antypody, u niektérych roélin rozrastajg sie one do zna-
cznych rozmiaréw [8], Pdicienki preparat barwiony biekitem toluidyny. Pow. 600 X
(wg [46])
Fot. 5. Miode komoérki aparatu jajowego Stellaria media wkrétce po zbudowaniu
$cian komoérkowych. Pow. 8000 X (wg [46])
Fot. 6. Cytoplazma mitodych synergid w woreczku zalgzkowym Epilobium, w okresie
rozbudowywania $cian komorkowych. Wida¢ plastydy ze skrobig, mitochondria
i diktyosomy. Pow. 20000 X (wg [4])
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dzie, a wiec i w megasporogenezie. Megasporogeneza jednak prowadzi do
utworzenia tetrady zarodnikéw inaczej rozmieszczonych niz w tetradzie
powstatej po mikrosporogenezie. Roznice te warunkuje ksztatt megaspo-
rocytu i mikrosporocytu. W kulistym mikrosporocycie wrzeciono drugie-
go podziatu mejotycznego jest pod pewnym katem do osi pierwszego po-
dziatu, co prowadzi zwykle do tetraedrycznego utozenia sie czterech mi-
krospor w tetradzie. Podtuzny megasporocyt (w rozwoju typu monospo-
rowego) dzieli sie poprzecznymi $cianami na cztery megaspory utozone
liniowo wzdtuz osi mikropylarno-chalazalnej (fot. 2). Kazda z tych mega-
spor jest inaczej potozona wzgledem komorek zalgzka i byé moze znaj-
duje sie w innym miejscu pola morfogenetycznego. Megaspory, chociaz
powinny mie¢ takie same geny, nie rozwijajg sie identycznie. W tetradzie
uprzywilejowana, funkcjonalna staje sie jedna z megaspor wierzchotko-
wych. Rozwija sie ona w gametofit zenski, podczas gdy pozostate degene-
rujg i podlegajg kompletnej hydrolizie.

POLOZENIE MEGASPORY FUNKCJONALNEJ

Jedna z komorek zalgzka zaczyna mejoze (fot. 1) i we wczesnej pro-
fazie otacza sie polisacharydowg warstwg kalozowg. W tym czasie wszy-
stkie inne komorki utrzymuja S$ciany celulozowo-pektynowe. WKkrétce
jednak czes¢ warstwy kalozowej, obejmujacej jeden z wierzchotkéw me-
jotycznej komérki, znika, ale reszta warstwy okrywajgcej boki i drugi
wierzchotek mejocytu pozostaje do kofAca mejozy. Powstate cztery mega-
spory sa takze oddzielone od siebie $cianami kalozowymi. Megasporg
funkcjonalna staje sie ta, ktdra jest potozona na wierzchotku, gdzie nie
ma ciggtej warstwy kalozowej (fot. 3), a inne megaspory otoczone ka-
lozag wkrotce degeneruja.

Fot. 7. Cze$¢ komorki jajowej (z lewej) i synergidy Stellaria media po stronie
mikropylarnej. W komdrce jajowej strefa homogennej cytoplazmy, diktyosomy D
i pecherzyki na obszarze, gdzie utworzy sie wakuola, ponizej mitochondria i plas-
tydy.W synergidzie aparat widkienkowy FA, nizej gesta cytoplazmaz duzaliczbg
cystern i pecherzykéw ER, mitochondriéw i plastydow. Pow. 8000 X
Fot. 8 Pogranicze aparatu widkienkowego FA i cytoplazmy. Pecherzyki z zawartoscia
zdajag sie taczy¢ z wyrostkami aparatu wibékienkowego, Sciany synergidy CW.
Pow. 20000 X
Fot. 9. Sciana miedzy synergidami, wewnatrz delikatne fibryle utozone prostopadle
do powierzchni. Miedzy $ciang i cytoplazma oraz w Scianie grudki osmofilnego ma-
teriatu (strzatki). Pow. 25 000 X
Fot. 10. Srodkowa cze$¢ synergidy. Pasma cystern ER, ktére powstaty po fragmen-
tacji dtuzszych cystern CW — $ciany synergidy. Pow. 12 000 X

3 — Post. Biol. Kom. 2/86
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Bezkalozowy wierzchotek megasporocytu i funkcjonalna megaspora
ogromnej wiekszosci gatunkéw monosporowych znajdujg sie po chalazal-
nej stronie zalgzkow. Jedynie w rodzinie Onagraceae mikropylarna stro-
na tetrady jest pospolitym miejscem r6znicowania sie megaspory funk-
cjonalnej i w tej czesci Sciana mejocytu nie ma tez kalozy. To zdaje sie
wskazywaé, ze chemiczne zréznicowanie S$ciany profazowego mejocytu
okresla, ktdra z megaspor w ciggu mejozy stanie sie funkcjonalna.

Mejocyty pewnych gatunkow Oenothera nie majg Sciany kalozowej.
Megaspory funkcjonalne r6znicujg sie tam po mejozie na obu wierzchot-
kach tetrady, a dwie Srodkowe megaspory degenerujg wczesnie, ponie-
waz podczas podziatu mejotycznego nie otrzymujg plastydéw. To wy-
daje sie potwierdza¢ przypuszczenie, ze r6zne wasciwosci chemiczne $cia-
ny na wierzchotkach mejocytu okreslajg rézny kierunek rozwoju zloka-
lizowanych tam megaspor, a jezeli takiego zrdznicowania nie ma, obie
megaspory moga sta¢ sie funkcjonalne. Wszystkie te obserwacje nad roz-
mieszczeniem kalozy i jej zwigzku z megasporogenezg dokonane przez
nas i przez Brylass-Gorska, Kuran i Sniezko byty nastepnie potwierdzo-
ne i zreferowane [9, 27].

Zmieniona chemicznie $ciana mejocytu nie jest jedynym czynnikiem
okres$lajagcym miejsce zréznicowania sie funkcjonalnej megaspory. Widaé
to z rezultatbw megasporogenezy w zalgzkach miedzygatunkowych mie-
szancéw Oenothera. Krzyzowano gatunki, ktérych mejocyty miaty bardzo
mato kalozy w S$cianie i megaspory funkcjonalne rozwijajgce sie na obu
wierzchotkach tetrady, z gatunkiem majacym kaloze w $cianie mejocytu
i funkcjonalng megaspore potozong na mikropylarnym wierzchotku tetra-
dy tak, jak u prawie wszystkich Onagraceae. Wérod mieszancéw F2 zna-
lazty sie rosliny z mejocytami bez kalozy w $cianie, a mimo to z funkcjo-
nalng megasporg rdznicujaca sie prawie zawsze na wierzchotku mikro-
pylarnym tetrady [55-58].

Muszg by¢é zatem inne niz kaloza czynniki kierujace rdéznicowaniem
sie megaspory funkcjonalnej w okreslonym miejscu zalgzka i tetrady.
Mozemy o nich mdwi¢ tylko spekulatywnie. Przypisuje sie znaczenie
potozeniu komérek wzgledem tkanki przewodzacej, gradientom hormo-
néw bez watpienia tworzagcym sie w zalgzku, parcjalnemu cisnieniu tle-
nu [53], a takze napieciom i ciSnieniom powodowanym przez otaczajgce
tkanki [30]. Wszystkie te czynniki moga by¢ morfogenetyczne, ale w usta-
lonych gatunkach z gametofitem o monosporowym lub bisporowym typie
rozwoju mniej lub bardziej wyrazne, chemiczne zr6znicowanie $ciany
mejocytu jest skorelowane z potozeniem megaspory funkcjonalnej. Wsze-
dzie byta widoczna zbiezno$¢ miedzy brakiem kalozy na wierzchotku me-
jocytu i potozeniem funkcjonalnej megaspory.
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WARSTWA KALOZOWA

Terminem kaloza okre$la sie materiat, ktérego chemizm i oznaczanie
cytochemiczne sg dyskusyjne [54, 45], ale kt6ry zjawia sie w $cisle okres-
lonych miejscach podczas rozwoju rosliny oraz w warunkach doswiad-
czalnych. Warstwa kalozowa byta doktadniej badana w mikrosporogene-
zie niz w megasporogenezie. Kaloza zjawia si¢ w $cianie mikrosporocy-
tu na poczatku pierwszej profazy mejotycznej. Wedlug opiséw jednak
warstwa kalozy zaczyna sie odktadaé zaleznie od gatunku w nieco in-
nym stadium. Poczatkiem syntezy warstwy kalozowej w mikrosporocy-
tach Cucurbita ficifolia jest leptoten [16], w mikrosporocytach Olea eu-
ropea — zygoten [36], a w precikach kwiatow pszenicy synteza kalozy
rozpoczyna sie w przedmejotycznych komorkach archesporialnych [33].
Na ogdt jednak poczatek syntezy odnosi sie do okresu wczesnej profazy
mejotycznej. Trudno stwierdzi¢, czy te réznice sg rzeczywiste, a nie wy-
nikaja z braku doktadnos$ci oceny stadium rozwojowego komorki lub ze
stosowania réznych metod do wykrycia pierwszych, bardzo matych zio-
géw kalozy.

Za pomocg mikroskopu elektronowego przesledzono rozwoj S$cian ka-
lozowych w pylnikach pszenicy [33], W miejscach przy S$cianie komorki
archesporialnej, gdzie zaczyna sie odkladaé kaloza, znajduje sie gesta
cytoplazma z duzg liczbg pecherzykow roznej wielkosci i duzo osmofil-
nych czastek. Prawdopodobnie jedne pecherzyki niosg enzymy do rozcina-
nia btony komorkowej, a inne zawierajg prekursory kalozy. W pierw-
szej fazie btona komdrkowa jest rozcinana, a jej ptaty odrywajg sie od
$ciany komorkowej. Na te miejsca dostaja sie pecherzyki z prekursora-
mi kalozy, po czym nastepuje synteza i budowa warstwy kalozowej oraz
zjawia sie nowa btona komoérkowa.

Mozna wnioskowa¢, ze przy budowie warstwy kalozowej zmienia sie
cata btona komdrkowa lub jej cze$é. Jezeli tak jest, to mozna sobie
wyobrazi¢, ze zmienia sie przy tym skiad i rozmieszczenie receptoréw.
Receptory zwigzkéw czynnych (hormony) byly odkryte na powierzchni
btony komérkowej rozmaitych komorek roslinnych [14] i powinny by¢
na mejocytach. Postulowana zmiana uktadu lub kategorii receptoréw mu-
si naturalnie wptywaé na kierunek réznicowania sie komorki.

Twierdzi sie, ze Sciana kalozowa jest duzo mniej przepuszczalna od
Sciany celulozowej, zwitaszcza dla wiekszych czasteczek. Dlatego w po-
czatkowym, krotkim okresie, kiedy mejocyt jest w catosci otoczony war-
stwag kalozy, izoluje sie on w jakim$ stopniu od wszystkich pozostatych
komorek zalgzka. Kiedy za$ kaloza zanika z jednego wierzchotka mejo-
cytu, pogiebia sie jego biegunowe zréznicowanie i w miejscu, gdzie jest
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najlepsza komunikacja z tkankami zalgzka, powstajg warunki do zatoze-
nia sie megaspory funkcjonalnej. Miejsce to, précz braku kalozowej war-
stwy, odznacza sie jako jedyne w mejocycie licznymi plazmodesmami [5,
52, 48].

PRZEKSZTALCENIA W CYTOPLAZMIE MEJOCYTU

W ciggu mejozy zmienia sie wyglad cytoplazmy, przy tym najbar-
dziej widocznie przeksztatcajg sie cysterny endoplazmatycznego reticulum
(ER), a mniej wyraznie mitochondria i piastydy. Podczas profazy w me-
jocycie lilii pojawia sie bardzo duzo diugich cystern ziarnistego ER, ktére
nastepnie tworzg koncentryczne uktady zamykajagce pewng cze$¢ cyto-
plazmy podstawowej razem z czeScig mitochondriow i plastydow. PoOzZniej
otoczona cytoplazma i organelle w wiekszosci ulegajg hydrolizie. To zja-
wisko przez ditugi czas byto obserwowane przez Mikulskag i Rodkiewicza,
a pozniej innych [lit. w 21, 26] tylko w tetrasporowym typie rozwoju
gametofitu, do ktérego nalezy lilia. Nie mozna go byto uogdlni¢ az do
czasu, kiedy zasadniczo podobne zmiany ER stwierdzili Schulz i Jensen
[53] w megasporogenezie Capsella bursa pastoris (z gametofitem mono-
sporowego typu). ER w pachytenowym megasporocycie przeksztatca sie
w koncentryczne uktady cystern i pojedyncze, koncentrycznie zamknie-
te cysterny. W koncentrycznych uktadach tylko zewnetrzna powierzch-
nia brzeznej cysterny zachowuje rybosomy, a w pojedynczych, koncen-
trycznych cysternach rybosomy sg na obu powierzchniach cysterny.

W czasie mejotycznej profazy plastydy zaokraglajg sie, tracg we-
wnetrzng strukture, ale zachowuja rybosomy i czesto sg potagczone z cy-
sternami ziarnistego ER [5, 48, 53]. Podobnie upraszcza sie wewnetrzna
struktura mitochondriéow [48]. Z cystern ER potgczonych z plastydami
moga by¢ wyprowadzone enzymy hydrolityczne. Pojawiajg sie¢ one na
obszarze cytoplazmy, a zwiaszcza uktadéw cystern ER [47], jak pokaza-
no pozniej kwasna fosfataza jest zlokalizowana w cysternach ER oraz
niektéorych mitochondriach i plastydach [53], Prawdopodobnie organelle
te i cysterny ER wraz z zamknietg przez nie cytoplazma stajg sie auto-
fagicznymi wakuolami.

Proces masowej autofagii prowadzi do zniszczenia wielkiej liczby ry-
bosoméw, czesci cytoplazmy i organelli. Przypuszcza sie, ze chodzi o zni-
szczenie materiatdw, zwiaszcza rybosomoéw zbudowanych pod kontrolg
diploidalnego genomu komoérki sporofitu [11, 12]. Potem nastepuje szyb-
ka synteza nowego materiatu komoérki haploidalnej. W funkcjonalnej me-
gasporze rozrasta sie jaderko i materiat rybosomowy przechodzi do cyto-
plazmy, gdzie powstajg nowe rybosomy tworzone pod kontrolg haploidal-
nego genomu [43].
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GAMETOFIT WOLNOJADROWY

Gametofit zeAski rozwijajacy sie z funkcjonalnej megaspory jest po-
czatkowo wolnojgdrowg komorka, ktéra w monosporowym rozwoju typu
Polygonum liczy ostatecznie osiem jgder komdrkowych powstatych po
trzech cyklach bez nastepujgcych cytokinez. Dopiero o$miojadrowa ko-
maérka dzieli sie Scianami na sze$¢ komorek jednojadrowych i jedng
dwujadrowg. O catym tym procesie mamy najmniej danych.

Na poczatku procesu megaspora funkcjonalna rosnie i zgniata sasied-
nie komorki osrodka, przy czym trzy degenerujgce megaspory sa takze
zgniatane. Zgniecione komorki i ich Sciany komorkowe sg hydrolizowane
enzymatycznie i prawdopodobnie stajg sie wyjgtkowym $Srodowiskiem
sprzyjajacym rozwojowi mtodego gametofitu. Niedawno pokazano, ze oli-
gosacharydy powstajgce z enzymatycznego trawienia hemicelulozy i pek-
tyn, tj. skladnikow $cian komorkowych, dziatajg podobnie jak hormo-
ny [42].

W rozwijajagcej sie megasporze funkcjonalnej Capsella bursa pastoris
[51] cytoplazma wypetnia sie gesto rybosomami, ale po obu stronach ja-
dra sg duze wakuole z resztkami cytoplazmy i trawionymi plastydami
i mitochondriami. Cze$¢ plastydéw i mitochondriéw pozostaje jednak
nienaruszona, a niektdre z nich, jak sie zdaje, sa w trakcie podziatu. Na
Scianie komorkowej po stronie chalazalnej, gdzie sg plazmodesmy, poja-
wiajg sie wyrostki na ksztalt kosmkow skierowanych do wnetrza komor-
ki [51], podobnie jak na chalazalnej $cianie profazowego mejocytu i funk-
cjonalnej megaspory storczyka [6]. Przystosowujg one te strone szybko
rosnagcych komdrek do chtoniecia pokarmu.

Po mitozie dwa jadra rozmieszczajg sie w przeciwlegtych wierzchot-
kach gametofitu. Srodek jego zajmuje duza wakuola z resztkami trawio-
nych organelli; sg one jeszcze widoczne w stadium czterojgdrowego ga-
metofitu [48] i pdzniej (fot. 4). Wyrostki Sciany znikajg, ale plazmodesmy
nadal przecinajg S$ciane chalazalnego wierzchotka. Wedtug tego samego
typu rozwija sie gametofit Stellaria media.

W okresach miedzy mitozami gametofit Stellaria media rozbudowuje
w cytoplazmie diugie cysterny szorstkiego ER, ktére prawdopodobnie pod
koniec kazdego okresu rozpadaja sie na drobne pecherzyki, tak ze cys-
terny ER prawie catkowicie znikajg. Kiedy cysterny ER sg liczne, nie-
ktére z nich przylegajg do btony komdrkowej gametofitu. W tych cyster-
nach bywajg widoczne drobne, kuliste, osmofilne kuleczki. Takie same
kuleczki lezg takze przy btonie komorkowej, miedzy btong a $ciang ko-
morkowa, oraz sa zagiebione w Scianie. Na podstawie rozmieszczenia
osmofilnych kuleczek, mozna przypuszczaé, ze moga one by¢ przenoszo-
ne przez cysterny ER, przechodzg btone komoérkows, a nastepnie sg wbu-
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dowywane do $ciany komorkowej, w ktérej tracg swe wiasciwosci osmo-
filne, $ciana komdrkowa wolnojgdrowego gametofitu rozbudowuje sie, jak
mozna sadzi¢, w okresach miedzy mitozami [46].

PODZIAL GAMETOFITU NA KOMORKI

Po przejsciu trzech cykléw mitotycznych nastepuje w gametofitycznej
komorce bardzo stabo poznany okres cytokinezy. Jest on krétki w po-
rownaniu z czasem rozwoju gametofitu i dlatego trudny do znalezienia
na preparatach przygotowywanych do mikroskopu elektronowego. Znajo-
mos¢ cytokinezy w gametoficie jest zatem utamkowa.

Stadium tworzenia sie $cian komdrkowych w zeriskim gametoficie
Hordeum vulgare znajdowano najpierw za pomocg mikroskopu Swietlnego
na skrawkach mikrotomowych. Skrawki te nastepnie zatapiano w zy-
wicy i krajano na ultramikrotomie dla celé6w mikroskopii elektronowej
[10].

W wierzchotku mikropylarnym z czterema jadrami komorkowymi
Sciany komorkowe zaktadajg sie w cytoplazmie z czynnymi diktyosoma-
mi, duza iloscia ER i mikrotubul. Diktyosomy wytwarzajg wtedy dwa
rodzaje pecherzykd6w — jedne z gesta zawartoScia, inne raczej przezro-
czyste. Cyterny ER sg albo uksztaltowane koliscie, albo czesto nieregu-
larnie rozdete i rozgatezione. Przylegaja one w wielu miejscach do ros-
nacej Sciany. W pierwszej obserwowanej fazie $ciana zaznacza sie jako
pasmo paciorkowatych tworéw, ktére, jak sie zdaje, zespalajg sie w Scia-
ne z duzymi otworami. Wyglgda ona w przekroju jak wiele paciorkowa-
tych odcinkéw, a powinna mie¢ ksztatt sieci z duzymi oczkami. Przy
koncach tych odcinkdw, czyli w otworach $ciany lezg peki mikrotubul
prostopadtych do ptaszczyzny podziatu. Tym uktadem mikrotubule przy-
pominaja fragmoplast zwykilej cytokinezy.

Do paciorkowatej Sciany S$ciSle przylegajg rozdete cysterny ER. Nie-
co pbézZniej Sciana przestaje mie¢ wyglad paciorkowaty, jej powierzchnia
wyroéwnuje sie, otwory znikaja i $ciana grubieje. Przynajmniej cze$¢ ma-
teriatbw zuzywanych w tym procesie powinna pochodzié z cystern ER
[10].

Nie jest jasne, czy mikrotubule widoczne w otworach $ciany pocho-
dza z wrzeciona cytokinetycznego, jak w bielmie pszenicy [8], czy po-
wstaty niezaleznie od tego wrzeciona, zgodnie z opisem Bajera i Mol’e-
-Bajer [1], przyzyciowo ogladanej cytokinezy w izolowanych fragmen-
tach bielma.
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ROZNICOWANIE SIE APARATU JAJOWEGO

Mtody aparat jajowy sktada sie zwykle z trzech komorek o bardzo
podobnym merystematycznym wygladzie, sttoczonych w mikropylar-
nym wierzchotku gametofitu (fot. 4 i 5). Komorki sg wypetnione gesta
cytoptazmg z duzg liczbg organelli i ER oraz mnimalng liczbg matych
wakuoli. Od strony chalazalnej przylega do nich duza komérka central-
na. Te cztery komorki pézniej sg bezposrednio zaangazowane przy za-
ptodnieniu [23-26, 59, 60, 63, 64]. Przed spetnieniem swoich funkcji kazda
z tych komorek przechodzi inng droge réznicowania. Wprawdzie syner-
gidy réznicujg sie tak samo, ale w okresie zaptodnienia tylko jedna
z nich moze przyjag¢ tagiewke i komoérki plemnikowe, druga prawdo-
podobnie tej zdolnosci z jakich$ przyczyn nie ma.

Jedynie bardzo rzadko aparat jajowy jest zredukowany, np. krarnco-
wga redukcjg aparatu jajowego odznaczajg sie gatunki z rodzaju Plum-
samotng komorke jajowg przybierajaca jednak pewne cechy synergidy.
jedynie komoérke jajowa przybierajagca jednak pewne cechy synergidy.
Na wierzchotku mikropylarnym tej komorki rozwija sie aparat wiokien-
kowy i, podobnie jak w synergidzie, do tego aparatu wrasta fagiewka.
Nie wchodzi ona tutaj do wnetrza komorki, ale ro$nie wzdtuz $ciany ko-
morki jajowej i otwiera sie przy jej chalazalnym wierzchotku. Tam, na
granicy miedzy komorka jajowg i komorka centralng, wydostajg sie z ta-
giewki komorki plemnikowe [50].

Komdrki aparatu jajowego, poczatkowo spiaszczone lub mniej wiecej
izodiametryczne, rosng w Kkierunku chalazalnym i przybieraja ksztatt
gruszkowaty. Jednocze$nie zmienia sie budowa $cian komdérkowych i wy-
glad cytoplazmy. Zmiany te w synergidach sg zupetnie inne niz w ko-
morce jajowej. Totez komorka jajowa dojrzatego gametofitu, rozwijajg-
cego sie wedtug typu Polygonum, rézni si¢ bardzo wyraznie od syner-
gid (fot. 15).

W gametoficie Peperomia (tetrasporowy rozwdéj typu Peperomia) zad-
nych oczywistych réznic w budowie komdrek aparatu jajowego nie zau-
wazono [3, 40], Komorki te i niektére inne komorki gametofitu sg kuliste,
ostoniete tylko btong komoérkowsa, ale bez $cian komdrkowych znajdo-
wanych we wszystkich dotychczas opisanych komdrkach aparatu jajo-
wego. Komoédrka jajowa w gametoficie Peperomia odrdznia sie od in-
nych tylko potozeniem przy mikropyle. Mimo braku réznic strukturalnych
komorki te petnig rézne funkcje, bowiem jedynie komdérka jajowa #aczy
sie z gametg meska i zamienia sie w zygote.

W ogromnej wiekszosci opisanych gatunk6w aparat jajowy roznicuje
sie w podobny sposéb [25, 26], Jego wydiluzajgce sie komorki majg gesta
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cytoplazme i po jednej wakuoli powiekszajgcej sie do duzych rozmiarow,
przy czym wakuola zajmuje chalazalng cze$¢ synergidy i znajduje sie
ponizej jadra komorkowego; w komérce jajowej zas wakuola rozwija sie
w $Srodkowej czeSci komorki, powyzej jadra komorkowego, ktore jest
przesuniete do wierzchotka chalazalnego. Tak umiejscowione jadro be-
dzie blisko obszaru, dokad zdazaja gamety meskie. Gamety te wprowa-
dzone do synergidy przenoszg sie w blizej nie wyjasniony sposéb do
przestrzeni miedzy wierzchotkiem komdrki jajowej i jadrem komorki
centralnej. Potem jedna z gamet #gczy sie z komorkg jajowa, a druga
z komorka centralna.

Gamety meskie, jak dotychczas sgdzono, sg zupetnie jednakowymi
siostrzanymi komoérkami. W rodzaju Plumbago jednak gamety te rdéznig
sie zawartoscig plastydéw. Jedna z nich zawiera plastydy, druga jest
ich pozbawiona. Pierwsza prawie zawsze tgczy sie z komorkg centralna,
a druga z komédrka jajowg [49, 50]. Jak dochodzi do zréznicowania gamet,
a pozniej do wybidérczej syngamii, nie wiadomo.

KOMORKA JAJOWA

Jedna z trzech bardzo podobnych komdrek aparatu jajowego réznicuje
sie w komorke jajowg. Przybiera ona zdecydowanie inng budowe od
réznicujacych sie obok synergid. Jak wspomniano, przede wszystkim ja-
dro komodrkowe i wakuola sg w niej inaczej potozone niz w synergidach.
Podczas rozwoju nie zauwazono nigdy w komérce jajowej duzej iloSci
cystern ER, ktorych obfitos¢ jest typowa dla synergid [24, 26],

Przed pojawieniem sie wakuoli w S$rodkowym obszarze wydtuzonej
komorki jajowej gromadzag sie diktyosomy i duza liczba pecherzykdéw
prawdopodobnie diktyosomalnego pochodzenia (fot. 7). P6zZniej te strefe
komérki zajmuje duza wakuola, ktéra by¢é moze powstaje ze zlaczenia
sie tych pecherzykdw [44], natomiast wakuola synergidy rozwija sie zu-
petnie inaczej [46].

Na ogo6t komdrke jajowa opisuje sie jako fizjologicznie nieczynng
w dojrzatym gametoficie. Zdjecie 15 pokazuje komérke jajowag nieco
miodszego gametofitu. Jadro jego komorki jajowej ma bardzo duze ja-
derko, co dowodzi, ze komorka jest aktywna fizjologicznie, podobnie jak
komérka centralna, w ktorej jadro i jaderko rozrastajg sie do olbrzy-
mich rozmiarow. Procz tego w komadrce centralnej rozwiniety jest system
cystern szorstkiego ER.

Sciana komérki jajowej rozwija sie podobnie jak $ciany synergid,
wyjawszy brak aparatu widkienkowego. Zresztg wieksza cze$¢ tych Scian
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jest wspdlna i whasciwie przypomina przegrody pierwotne, a nie typowe
Sciany komdrkowe [44]. Wierzchotek chalazalny dojrzatej komarki jajo-
wej jest pozbawiony S$ciany lub okrywa go S$ciana z duzymi otworami
[26, 63]. Wskutek takich przystosowan gameta meska moze tatwo dokonac
w tym miejscu zaptodnienia.

ROZWOJ SYNERGIDY

Mtoda synergida wyglada na bardzo czynng komérke. Ma ona duze
jadro z duzym jaderkiem, gesta cytoptazme podstawowg z polirybosoma-
mi, mitochondria, plastydy i czynne diktyosomy, ale dosy¢ mato cystern
ER (fot. 51 6). W trakcie wydtuzania sie i wzrostu synergidy rozbudo-
wuje sie Sciana komorkowa, a zwilaszcza jej cze$¢ mikropylarna, gdzie
powstaje aparat wtdkienkowy (fot. 7 i 8).

Aparat widkienkowy, ktéry jest swego rodzaju $ciang transferowa lub
labiryntowg, skiada sie z ogromnej liczby powyginanych, splgtanych
i czesciowo zros$nietych wyrostkow zbudowanych z materiatéw polisacha-
rydowych roznego rodzaju PAS (reakcja z kwasem nadjodowym i od-
czynnikiem Schiffa na nierozpuszczalne polisacharydy) dodatnich i ujem-
nych [7]. Przynajmniej cze$¢ tego materiatu przynoszg pecherzyki diktyo-
somowe [62]. Do tak rozbudowanej powierzchni $ciany przylega btona
komérkowa. Dzieki duzej powierzchni btony moga by¢ tedy przenoszone
materiaty intensywniej niz w miejscach, gdzie $ciana nie ma wyrostkéw.
Dlatego przyjmuje sie, ze poczatkowo przez aparat witokienkowy pobie-
rane sg pokarmy [34], a p6zniej z dojrzatej synergidy wydzielane zwiaz-
ki, na ktére chemotropowo reaguje tagiewka wrastajgca tedy do syner-
gidy.

Synergidy nielicznych gatunkéw roslin w miejsce aparatu witokienko-
wego rozwijajg diugie haustoria rozgatezione w tkankach zalgzka. W nie-
ktéorych miejscach na $cianach tych haustoriéw tworzg sie wyrostki, tak.
jak na scianie transferowej [37-39]. Aparat wiokienkowy i haustoria sg
réznymi, ale skutecznymi rozwigzaniami technicznymi do pobierania po-
karmu. Kiedy gametofit jest dojrzaly, haustorium stuzy jako droga dla
tagiewki.

W synergidach, przeciwnie niz w komdrce jajowej, rozwija sie duzo
cystern ziarnistego ER. Cysterny te uktadajg sie wzdituz rosnacej syner-
gidy, gtéwnie miedzy jadrem komorkowym a wierzchotkiem mikropy-
larnym. Po jakim$ czasie cysterny rozpadajg sie na podtuzne pecherzyki
nadal zwigzane z rybosomami i utozone w pasmach, a nastepnie w od-
dzielnych grupach (fot. 10 i 11). Niektére z tych grup pecherzykow
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Scisle przylegaja do $cian synergidy (fot. 14). Dojrzewajgca synergida
jest wypetniona jakby pienistg masg kulistych i podtuznych pecherzykdéw
oraz mniej lub bardziej zdeformowanymi organellami (fot. 13). W cha-
lazalnym wierzchotku znajduje sie wtedy duza wakuola, a ponad nig
jadro komoarkowe.

Wraz z synergida ros$nie i grubieje Sciana komdrkowa. Do Sciany,
prawdopodobnie przy udziale cystern ER (fot. 14), sg odktadane jakie$
materiaty osmofilne. Grudki osmofilnego materiatu $cisle przylegaja do
powierzchni $ciany oraz sg widoczne w jej wnetrzu (fot. 9), podobnie
jak to opisaliSmy w jadrowym stadium gametofitu Stellaria media [46].
Osmofilne kuleczki w synergidach obserwowata takze Fougere-Rifot [19].
Sadzi ona, ze sg to kropelki lipidowe przenikajgce przez plazmodesmy
z komérki do komérki. W naszym materiale nie zauwazyliSmy zwiazku
takich osmofilnych kuleczek z plazmodesmami S$cian aparatu jajowego;
w S$cianie jagdrowego gametofitu nawet nie ma plazmodesm, przynaj-
mniej poza wierzchotkiem chalazalnym. Dlatego sadzimy, ze materiat
osmofilny jest wbhudowywany do $ciany komorkowej, a nie przemieszcza-
ny z komorki do komarki.

Poczatkowo S$ciany aparatu jajowego sg przezroczyste dla elektronéw,
ale po jakim$ czasie wzrostu zjawiajg sie w Scianie gesto utozone fibryle
(fot. 9). Lezg one prostopadle do powierzchni $ciany i w takim uktadzie
nie powinny odbieraé Scianie mozliwosci tatwego wydtuzania sie, a jed-
nocze$nie moga zwieksza¢ jej wytrzymatosc.

Na wierzchotkach chalazalnych rosngcych komérek aparatu jajowego
Sciany stajg sie coraz cierisze, prawdopodobnie rozciggane przez powie-

Fot. 11. Cze$¢ synergidy Sy i maty fragment komorki centralnej (z prawej), Sciana
tej komoérki T zaopatrzona w wyrostki — $ciana transferowa. Pow. 6000 X
Fot. 12. Synergida po fragmentacji cystern ER. Mitochondria, pecherzyki szorstkie-
go ER i mikrotubule utozone wzdtuz osi komérki. W $cianie sg plazmodesmy (strzat-
ka) i nieco wyzej omofilny materiat. Pow. 25000 X
Fot. 13. Synergida w okresie po fragmentacji ER wypetniona masa pecherzykoéw,
N — jadro, P — plastyd. Pow. 7000 X (wg [46])
Fot. 14. Synergida. Cysterny szorstkiego ER zgrupowane przy S$cianie komorkowej.
Do sciany Scisle przylegaja grudki materiatu osmofilnego. Pow. 20 000 X
Fot. 15. Mikropylarna cze$¢ gametofitu Stellaria media. EC — komoérka jajowa,
Sy — synergida, CC — komorka centralna. Wierzchotki komérki jajowej i synergidy
od strony komorki centralnej okrywa nieciggta $ciana komérkowa, ktdra poOzniej
catkowicie zniknie. FA — aparat widkienkowy, T —e odcinki bocznych $cian komérki
centralnej z wyrostkami transferowymi. We wszystkich komdrkach ciemno za-
barwione plastydy i jasne mitochondria. Pow. 6000 X (czesciowo wg [46])
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kszajgce sie komorki. Jednocze$nie w cytoplazmie wierzchotkéw komo-
rek nie ma wiekszej ilosci cystern ER, zgromadzonych wtedy w $rodko-
wych i mikropylnych czesSciach synergid; na tym wierzchotku wiec Scia-
ny nie moga grubieé¢. W rezultacie coraz ciefsza $ciana moze by¢ rozry-
wana na kawatki (fot. 15), a w koncu chalazalny wierzchotek kazdej sy-
nergidy i komorki jajowej staje sie zwykle nagi (jak u Stellaria) i moze
by¢ tatwo sforsowany przez komdrke plemnikowa [63].

FUNKCJE SYNERGID

Synergidy, jezeli sadzi¢ na podstawie struktury, petnig w ciggu swego
zycia rozmaite funkcje. Po utworzeniu aparatu wiokienkowego dziataja
jako komérki chtonne; jednoczesny ogromny rozwdj cystern szorstkiego
ER Swiadczy, ze sa one takze komorkami wydzielniczymi. Przynajmniej
jakie$ wydzieliny synergid przyciggajag rosngce tagiewki pytkowe; jed-
na z synergid wybiera, ktora z tagiewek ma dokona¢ zaptodnienia i przyj-
muje jej gamety meskie [15, 24, 52, 63].

Zanim dojdzie do zaptodnienia tagiewka (gametofit meski), musi prze-
kroczy¢ wiele barier izolacyjnych, ktére bronig przed genetycznie nie-
wiasciwym zaptodnieniem. Pierwszg barierg jest powierzchnia znamie-
nia, ktére rozpoznaje, prawdopodobnie na drodze chemicznej, ziarna pyt-
ku wiasnego gatunku, a w gatunkach z systemem niezgodnos$ci genetycz-
nej odrdznia jeszcze pytek zgodny od niezgodnego [13, 22, 28, 29}. Za-
sadniczo na znamieniu tylko pytek zgodny moze kietkowaé¢ w tagiewke.
Nastepna bariera niezgodnosci miesci sie w szyjce stupka i tam dopiero
tagiewki z pytku niezgodnego genetycznie przestajg rosngé i degeneruja.
Najpierw wiec whasciwosci genetyczne meskiego gametofitu sg rozpozna-
wane przez komérki sporofitu uplasowane w odpowiednich czeSciach
stupka. Niekiedy tagiewki niezgodne genetycznie sg zatrzymywane przy
wierzchotku aparatu jajowego, najprawdopodobniej przez synergide. Sa
oczywiscie przypadki przetamywania barier izolacyjnych przez tagiewki
niezgodne lub tagiewki obcego gatunku i wtedy dochodzi do nieprzewi-
dzianych krzyzéwek.

tagiewka (gametofit meski), ktdra zbliza sie do gametofitu zenskiego,
ma przed sobg dwie synergidy z aparatami wiokienkowymi na wierzchot-
kach. Wtedy odbywa sie niezrozumiata operacja, poniewaz tylko jedna
z synergid przyjmuje tagiewke z gametami, a druga pozostaje niedostep-
na. Prawdopodobnie synergidy rozwijajg sie z niejednakowa szybko-
§ciag — jedna z nich zaczyna wczes$niej degenerowac i traci zdolnos¢
przyjecia tagiewki [63].
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MECHANIZMY REGULACIJI SKURCZU MIESNI | RUCHLIWOSCI
KOMORKOWE] *

REGULATORY MECHANISMS OF MUSCLE CONTRACTION AND CELL
MOTILITY

Renata DABROWSKA

Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, Zaktad Biochemii Miesni,
Warszawa

Streszczenie. Aktyna i miozyna sga obecne we wszystkich typach miegéni, jak row-
niez w eukariotycznych komérkach niemiesniowych. Ich wspoétdziatanie w obecnosci
ATP jest podstawag skurczu miesni i zjawisk ruchu zachodzacych w komorkach
niemie$niowych. Aktyna w komoérkach niemie$niowych moze bra¢ réwniez udziat
w réznych zjawiskach ruchu, ktérych podstawa jest zmiana stanu jej organizacji.
Celem przedstawionej pracy jest przeglad mechanizméw regulacji tych procesow.

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.

WSTEP

Komoérki wszystkich typdéw miesni, a takze wielu niemieSniowych
uktadéw zwigzanych z réznymi formami ruchu zawierajg dwa podsta-
wowe biatka miozyne i aktyne, ktérych wspétdziatanie w obecnosci ATP
powoduje zamiane energii chemicznej w prace mechaniczng. Zachodzi
to przy udziale ATP-azy miozynowej, ktorej aktywnos$¢ wielokrotnie
wzrasta pod wptywem aktyny. Czasteczki obydwu biatek tworzg wysoko
zorganizowane struktury — filamenty. Podtozem molekularnym ruchu

* Referat wygtoszony podczas Il Ogdlnopolskiej Konferencji Biologii Komorki
Warszawa, 18-20 I1X 1985 r.

4 — Post. Biol. Kom. 2/86
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jest cyklicznie powtarzajace sie taczenie i dysocjacja filamentéw akty-
nowych z globularnymi, enzymatycznie aktywnymi rejonami czasteczek
miozyny, wysunietymi na zewnatrz filamentéw miozynowych. Podczas
tego procesu nastepujg zmiany kata nachylenia gtéwek miozynowych,
ktére prowadzg do przesuwania filamentow wzgledem siebie [38, 67] (ryc.
6 w [136]).

Procesem zapoczatkowujgcym wspoétdziatanie aktyny z miozyng jest
wzrost stezenia jonéw Ca2 w cytoplazmie komdrki (lub w okre$lonych
jej rejonach) [18, 45]. Mechanizm, za pomocg ktérego jony Ca2+ reguluja
aktywnos$¢ ruchowa, jest rézny dla r6znych tkanek i posrednicza w nim
liczne biatka regulujace. W zaleznosci od miejsca dziatania tych biatek
wyrdznia sie dwa zasadnicze typy mechanizmow regulacji, ktére sg zwig-
zane z aktyng albo miozyng [2, 37]. Kompleks biatkowy troponina —
tropomiozyna, zwigzany z filamentami aktynowymi, spetnia role regulu-
jaca w skurczu mies$ni poprzecznie pragzkowanych. W innych ukitadach
kurczliwych kompleks troponinowo-tropomiozynowy moze by¢ zastgpio-
ny przez biatka, ktére w spos6b zalezny od stezenia jonéw Ca2+ wigzg
sie z filamentami aktynowymi i wptywajg na ich wspdétdziatanie z fila-
mentami miozynowymi. Regulacja wspdétdziatania aktyny z miozyng po-
przez miozyne zwigzana jest gtéwnie z zalezng od jondw Caz modyfika-
cja lekkich regulatorowych tannicuchéw miozyny, zachodzaca w wyniku
fosforylacji lub bezposredniego wigzania sie z nimi jonéw Ca2+ (ryc. 1)
2]

[]G}éwny mechanizm regulacji mieéni skurczu szkieletowych kregow-
cOw i miesni serca jest zwigzany z aktyna, natomiast w mechanizmie re-

Ryc. 1. Schemat budowy filamentéw aktynowych i miozynowych pokazujacy miej-

sca regulacji ich wspotdziatania. A — aktyna, TM — tropomiozyna, TN-C, TN-I

i TN-T — skiadniki troponiny, HC i LC, ciezkie i lekkie tancuchy miozyny. Mo-
dyfikacja schematu wg Adelsteina i Eisenberga [2]
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gulacji skurczu miesni mieczakéw, miesni gtadkich kregowcdw i zjawisk
ruchu zachodzacych w komérkach niemiesniowych dominujgcg role od-
grywa miozyna. Nalezy jednak podkresli¢, ze w wielu komdrkach stwier-
dzono wystepowanie dwdch, a nawet wiecej systemdéw regulacji, przy
czym ten sam system moze odgrywac¢ odmienng role w réznych komor-
kach: w jednych gtéwna, w innych drugorzedna. Fosforylacja np. mio-
zyny, stanowigca podstawowy mechanizm regulacji wspoétdziatania akty-
ny z miozyng w miesniach gtadkich i w wielu komdrkach niemigs$nio-
wych, najprawdopodobniej moduluje tylko skurcz mies$ni szkieletowych
i by¢ moze miesnia sercowego (ryc. 2) [2, 30, 37].

REGULACJA WSPOLDZIALANIA
AKTYNY Z MIOZYNA

REGULACJA REGULACJA
ZWIAZANA Z AKTYNA ZWIAZANA Z MIOZYNA

blokowanie A zmiana struktury fosforylacja/ kwigzanie Ca2+
przestrzenne \\filamentéw aktynowych LC miozyny/ do LC miozyny
aktyny przez przez biatka wigzace
system TN-TM/ aktyne fosforylacja

HC miozyny

miesnie komoérki migénie gtadkie komorki migsénie

szkieletowa kreoowcéw niemigéniowe mieczakow
mieénie serca pierwotniaki )

Ryc. 2. Wystepowanie systeméw regulacji wspotdziatania aktyny z miozyna w roz-
nych komdrkach miesniowych i niemig$niowych. Ciagte linie oznaczajg regulacje
zalezng od jondw Ca2+, przerywane — nieznany sposob regulacji

REGULACJA SKURCZU MIESNI

Najlepiej poznany jest mechanizm regulacji skurczu mieséni szkieleto-
wych kregowcdw, ktérego zasade opisuje model blokowania przestrzen-
nego (steric blocking model), zaproponowany na poczatku lat siedem-
dziesigtych, na podstawie badan tych mies$ni przy uzyciu dyfrakcji pro-
mieni X [61, 66]. W mechanizmie tym bierze udzial kompleks tropo-
ninowo-tropomiozynowy, ktérego skitadniki usytuowane sg na filamen-
tach aktynowych: polimery tropomiozyny znajdujg sie w rowkach spi-
rali aktynowej na catej diugosci filamentu, troponina natomiast taczy
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gtowka A
miozynowa

Kompleks TM-TN (pg)

Ryc. 3. a. Regulacja skurczu mieéni szkieletowych przez kompleks troponinowo-tro-

pomiozynowy wediug modelu blokowania przestrzennego (steric blocking model).

Oznaczenia jak na ryc. 1 Modyfikacja schematu wg Hartshorne i Goéreckiej [60].

b. Wptyw kompleksu troponinowo-tropomiozynowego na ATP-aze aktomiozynowa
(wg Dabrowskiej, Dydynskiej, Szpacenko i Drabikowskiego [39])
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sie z aktyng i tropomiozyng z okresowos$cig 38 nm (ryc. 1). Troponina
sktada sie z trzech podjednostek: troponiny C — biatka bedacego akcep-
torem jonow Ca2+ podczas skurczu, troponiny | — inhibitora wspét-
dziatania aktyny z miozyng (ktérego dziatanie jest potegowane przez tro-
pomiozyne) oraz troponiny T — skfadnika wigzgcego sie z tropomiozyng
[37], Wedtug modelu blokowania przestrzennego, w nieobecnosci jonow
Ca2l polimery tropomiozynowe zastaniajg miejsca wigzania gtowek mio-
zyny na filamentach aktynowych. Wigzanie jonéw Ca2+ z troponina C
wywotuje zmiany strukturalne tego biatka, ktére pociggaja za sobg zmia-
ny jego oddziatywania z innymi sktadnikami filamentu. Nastepuje wzrost
sity wigzania troponiny C z troponing | i dysoejacja wigzania z kom-
pleksem utworzonym przez tropomiozyne i aktyne. Prowadzi to do zmia-
ny pozycji tropomiozyny i odstaniania miejsc wigzania na aktynie, kto-
re, reagujac z miozyng, powodujg skurcz miesni (ryc. 3a). Na ryc. 3b
pokazano wptyw kompleksu troponinowo-tropomiozynowego na aktyw-
no$¢ ATP-azy aktomiozynowej, pozostajgcej w korelacji ze skurczem mie-
$ni. W nieobecnosci jonow Ca2+ biatka regulujgce utrzymujg niskg ak-
tywno$¢ ATP-azy, natomiast obecno$¢ tych jonow powoduje zanik ha-
mowania jej aktywnoS$ci. System troponinowo-tropomiozynowy dziata
wiec w nieobecno$ci jonéw Ca2+ jako represor aktywnosci ATP-azy
aktomiozynowej, ktéra dla kompleksu aktyny z miozyng z mies$ni szkie-
letowych i serca jest wysoka, niezaleznie od stezenia jonow Ca2+.

Badania dyfrakcji promieni X na ulegajgcym skurczowi mieé$niu zaby
powtdrzono ostatnio z uzyciem synchrotronu jako Zzrodta promieni, co
pozwolito na rejestracje obrazéw dyfrakcji w znacznie krétszych odste-
pach czasu. W ten sposéb wykazano ponad wszelka watpliwosé, ze
w sekwencji zmian strukturalnych, zachodzacych w zywym mieé$niu pod
wptywem stymulacji, pierwszag zmiang jest przesuwanie nici tropomio-
zynowych w spos6b opisany dla modelu blokowania przestrzennego [68].
Dopiero pézniej zachodzi przemieszczanie globularnych rejonéw czaste-
czek miozynowych w kierunku filamentu aktynowego. Z analiz kinetycz-
nych wynika jednak, ze w warunkach rozkurczu mieé$ni kompleks tropo-
ninowo-tropomiozynowy nie zapobiega tgczeniu miozyny z aktyng, ale
wplywa na stalg réwnowagi ich wigzania. Jego hamujacy wplyw jest
wynikiem oddziatywania na jeden z etap6w ztozonego mechanizmu hy-
drolizy ATP przez kompleks aktomiozynowy [21, 56]. Coraz wiecej jed-
nak eksperymentalnych dowoddéw przemawia za tym, ze aktyna odgry-
wa aktywna role podczas skurczu miesni [12, 155, 156], co sugeruje, ze
kompleks troponinowo-tropomiozynowy moze réwniez wplywac¢ bezpo-
Srednio na filamenty aktynowe, powodujagc zmiany konformacyjne mo-
nomerow aktyny.

W mies$niach gtadkich kregowcéw brak jest troponiny, a czyste biat-
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ka aktyna i miozyna nie reagujg ze sobg niezaleznie od obecnosci jondw
Ca2+. Badania nad zaleznym od jonéw Ca2+ aktywatorem wspotdziatania
aktyny z miozyng z miesni gtadkich doprowadzity do powszechnie akcep-
towanego pogladu, ze aktywacja nastepuje w wyniku fosforylacji regu-
lujgcych lekkich tancuchow miozyny, ktére znajduja sie w rejonie po-
tagczenia globularnej czeSci miozyny 1z resztg czgsteczki [121, 146],
W tym systemie regulacji jony Ca2+ aktywujg kinaze lekkich tahcuchéw
miozyny poprzez wigzanie z jej podjednostkg regulatorowg — kalmodu-
ling. Aktywna kinaza fosforyluje lekkie tancuchy miozyny i w ten spo-
séb inicjuje skurcz miesni. Rozkurcz nastepuje w wyniku defosforylacji
miozyny przez specyficzny enzym — fosfataze lekkich tancuchow mio-
zyny (ryc. 4a) [2, 30, 126, 150]. Aktywnos¢ kinazy, a tym samym skurcz
miesni gtadkich moze by¢ regulowany nie tylko stezeniem jonéw Ca2+
w komorce, ale rowniez na drodze hormonalnej, ktdra poprzez fosfory-
lacje kinazy, zalezng od cAMP, prowadzi do jej unieczynnienia [2].

Cykl reakcji przedstawionych na ryc. 4A znajduje odbicie w obser-
wowanej in vitro korelacji aktywnosci ATP-azy aktomiozyny z mies$ni
gtadkich ze stopniem fosforylacji miozyny (ryc. 4b). W nieobecnosci jo-
néw Ca2+ kiedy fosforylacja nie zachodzi, aktywno$é¢ ATP-azy akto-
miozynowej jest bardzo niska. Jest to zgodne z poglagdem, ze nieufosfo-
rylowany lekki tancuch miozyny hamuje jej wspoétdziatanie z aktyng
[102, 118].

Fosforylacja lekkich fancuchdéw miozyny wptywa na strukture catej
czasteczki tego biatka. Badania przeprowadzane przy zastosowaniu me-
tod fizykochemicznych wykazaly, ze czasteczki nieufosforylowanej mio-
zyny sg mniej asymetryczne niz ufosforylowanej (ich wspétczynnik sedy-
mentacji wynosi 10S) [137]. Z obserwacji w mikroskopie elektronowym
wiadomo, ze wynika to ze zwiniecia czesci pateczkowatej miozyny, ktora
taczy sie z czeScig globularng, tworzac petle (ryc. 4a) [105, 144]. Fosfory-
lacja lekkich tancuchéw miozyny sprzyja wyprostowaniu czesci patecz-
kowatej czasteczki (jej stata sedymentacji wynosi woéwczas 6S) [126, 137].
Konieczna jest, dla petnej transformacji formy ,,zwinietej” czgsteczki mio-
zyny w ,wyprostowang”, fosforylacja obydwu jej lekkich regulujgcych
tancuchéw [71]. Obydwie formy miozyny r6znig sie znacznie aktywno-
§cig enzymatyczna [72]. ,,Wyprostowana” struktura jest niezbedna nie
tylko dla jej oddziatywania z aktyng, ale rdwniez dla wytworzenia w roz-
tworach o niskiej sile jonowej stabilnych filamentéw, ktére, w odrdznie-
niu od filamentdw tworzonych przez miozyne nieufosforylowang, nie
ulegajg dysocjacji w obecnosci ATP [35, 144].

Ostatnie badania wskazuja, ze na aktywno$¢ ATP-azy miozynowej
aktywowanej aktyng i stabilno$¢ filamentéw miozynowych taki sam
wptyw, jak fosforylacja miozyny, ma réwniez chemiczna modyfikacja
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reszt suifhydrylowych, znajdujacych sie zarbwno w czesci pateczkowatej,
jak i w lekkim regulatorowym tancuchu miozyny [22], oraz modyfikacje
reaktywnych reszt lizyny, wystepujacych w rejonie globularnym czaste-
czki miozyny [131]. Modyfikacje te, podobnie jak fosforylacja lekkiego
tancucha miozyny, sprzyjajg transformacji czgsteczki miozyny ze struk-
tury ,,zwinietej” (10S) w ,wyprostowang” (6S). Wykazanie jednocze$nie,
ze po odtrawieniu papaing czesci pateczkowatej czasteczki, ktdra moze
ulega¢ zwinieciu, pozostaly globularny fragment Sx w potaczeniu z akty-
ng wykazuje wysokag aktywnos¢ ATP-azy [117, 118] Swiadczy o tym, ze
konformacja ,,wyprostowana” (6S) czasteczek miozyny jest odpowiedzial-
na za stabilizacje filamentéw miozynowych. Tworzenie jej moze stano-
wi¢ takze wspdlny mechanizm, poprzez ktdry modyfikacje réznych re-
jonow czasteczki miozyny maja ten sam lub podobny wptyw na aktyw-
no$¢ aktywowanej aktyng ATP-azy miozynowej in vitro. Precyzyjna lo-
kalizacja tych rejonéw oraz ustalenie odlegtosci miedzy nimi, bedace
przedmiotem badan w wielu pracowniach, moze przyblizy¢ nas do po-
znania molekularnego mechanizmu regulacji aktywnos$ci ATP-azy.

Jakkolwiek hipoteza regulacji aktywnosSci ATP-azy miesni gtadkich
przez zalezng od fosforylacji lekkich tancuchéw miozyny stabilizacje fi-
lamentéw miozynowych bytaby bardzo atrakcyjna, to obserwacje w mi-
kroskopie elektronowym wskazuja jednak, ze in vivo liczba filamentéw
w kurczacych sie i rozkurczajgcych miesniach gtadkich jest taka sama
[130, 141]. Obecnie wysuwane sg sugestie, ze ATP i fosforylacja miozy-
ny w mieéniach gtadkich stuzg raczej zmianom orientacji czesci globu-
larnej miozyny, by¢ moze poprzez jej reagowanie z innymi rejonami
czasteczki lub uelastycznienie czesci pateczkowatej niz ,zwijaniu” cza-
steczki [70, 145]. Te zmiany moga z kolei wptywa¢ na oddziatywanie
miozyny z innymi czasteczkami w filamencie miozynowym i co najwaz-
niejsze — na jej reagowanie z aktyna.

Chociaz miozyna pozbawiona czesci pateczki (HMM) nie moze wy-
stepowa¢ w formie ,,zwinietej”, to jej oddziatywanie z aktyng jest regu-
lowane poziomem fosforylacji lekkich tancuchéw miozyny [73, 120, 122].
Usuniecie pozostatej czesci pateczki S2 przy nienaruszonych tancuchach
regulujacych, powoduje zanik regulacji oddziatywania pozostatego frag-
mentu Sx miozyny z aktyna przez fosforylacje [70], Swiadczy to, ze re-
jon potaczenia gtdwki miozyny z reszta czasteczki (Si-S2 odgrywa bardzo
wazng role w regulacji oddziatywania miozyny z aktyng i ze ulega on
zmianom podczas transformacji miozyny ,zwinietej” w ,wyprostowa-
na”. Poglad ten potwierdza obserwacja, ze forma ,zwinieta” miozyny
jest duzo bardziej odporna na dziatanie enzyméw proteolitycznych niz
»Wyprostowana” [69, 106].

Dodatkowy dowéd, ze fosforylacja miozyny reguluje skurcz miesni
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gtadkich in vivo, stanowi zwiekszona inkorporacja radioaktywnego orto-
fosforanu do lekkiego taricucha miozyny podczas skurczu miesni zotgdka
i miesniéwki tetnicy, zainicjowanego $rodkami farmakologicznymi [8, 9,
88]. Wykazanie nastepnie Scistej korelacji miedzy wytworzonym w skur-
czu izometrycznym napieciem widkien miesniowych, pozbawionych sar-
kolemmy (skinned fibers), i stopniem fosforylacji miozyny [19, 63] wska-
zywatoby, ze fosforylacja miozyny reguluje liczbe potaczern gtéwek mio-
zyny z filamentami aktynowymi (cross-bridges), ktére generujg napiecie.
Badania na skrawkach miesniéwki tetnicy i tchawicy wykazaty jednak,
ze napiecie po osiggnieciu maksimum utrzymywato sie diugi czas, mimo
spadku poziomu fosforylacji miozyny [43, 52], Zjawisko to ttumaczono
defosforylacja czasteczek miozyny pozostajacych w potaczeniu z aktyna.
Powstata wiec hipoteza, ze fosforylacja lekkiego taricucha miozyny regu-
luje szybkos$¢ cyklicznego tworzenia i dysocjacji potgczen miedzyfila-
mentowych, a samo ich powstawanie zalezy od stezenia jonéw Ca2+ [3,
125]. Ttumaczytaby ona dtugotrwate utrzymywanie sie potgczen miedzy-
filamentowych (latch bridges), kiedy fosforylacja przebiega przy stezeniu
Ca2+ wystarczajagcym dla zapobiegniecia oddysocjowania gtowek miozyno-
wych od filamentdw aktynowych. Hipoteze te potwierdzajg obserwacje,
ze ufosforylowana miozyna reaguje z aktyng w sposob zalezny od ste-
zenia jonow Ca2+, jesli stezenie jonow Mg2+ jest niskie (bliskie steze-
nia fizjologicznego) [76]. Zjawisko to jest prawdopodobnie uwarunko-
wane wigzaniem sie jonéw Ca2+ z regulujgcymi lekkimi tancuchami mio-
zyny [20], chociaz nie mozna wykluczy¢ dziatania innych biatek regu-
lujacych, zwigzanych np. z filamentami aktynowymi [93],

System regulacji wspdétdziatania miozyny z aktyng dla mie$ni miecza-
kéw nie wymaga ani kowalencyjnej modyfikacji miozyny przez fosfory-
lacje, ani dodatkowych biatek regulujacych, ktére powodujg jego zalez-
no$¢ od stezenia jonéw Ca2+. W miesniach tych wspotdziatanie aktyny
z miozyng, hamowane przez regulujace lekkie tancuchy, jest neutrali-
zowane przez wigzanie sie z nimi jonéw Ca2+ w specyficznych miejscach
0o wysokim powinowactwie, wymaganych dla oddzialywania tych tan-
cuchéw z resztg czagsteczki miozyny [24, 80], Usuniecie regulujgcych tan-
cuchéw powoduje zanik wrazliwosci ATP-azy aktomiozynowej na jony
Ca2+ z jednoczesng utratg miejsc wigzania Caz [80]. Badania struktural-
ne wykazaty, ze regulujgce lekkie tancuchy miozyny mieczakow wply-
wajg na konformacje gtéwek miozynowych. W natywnej miozynie gtéw-
ki sg najszersze na konicu najbardziej oddalonym od miejsca ich pota-
czenia z czesScig pateczkowaty i zwezajg sie w kierunku tego potaczenia,
tworzac w jego poblizu tzw. szyjke. Gtowki nie zawierajgce regulujgcych
tancuchéw sa krétsze i bardziej kuliste, a rejon ,szyjki” jest niewidocz-
ny [18]. Obserwacje te dokonane w mikroskopie elektronowym oraz ba-
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dania immunologiczne wykazaty, ze regulujgce lekkie tancuchy miozyny
mieczakéw majg ksztatt wydiuzony (okoto 10 nm dtugosci) i podobnie
jak lekkie tancuchy miozyny z miesni gtadkich i szkieletowych, znaj-
duja sie w rejonie potgczenia gtéwek z resztg czasteczki miozyny (Sj-Sa)
[132, 148]. Rejon ten ma prawdopodobnie istotne znaczenie dla zaleznej
od jondéw Ca2l regulacji reagowania miozyny z aktyng w mieéniach
mieczakéw, gdyz jego zablokowanie przez specyficzne przeciwciata po-
woduje zanik wrazliwosci ATP-azy aktomiozynowej na jony Ca2+ (wg
[149]). Potwierdzajg to takze badania wskazujgce, ze reagowanie samej
gtéwki miozynowej Sx z aktyng (po odtrawieniu pozostatej czesci cza-
steczki miozyny) nie zalezy od stezenia jonéw Ca2+ [132], podobnie jak
reagowanie gtéwki miozyny z mies$ni gtadkich z aktyng nie zalezy od
fosforylacji miozyny [70]. Jak wykazuje tréjwymiarowa rekonstrukcja
filamentow aktynowych, dekorowanych subfragmentami miozyny (gtow-
kami), miejsce wigzania aktyny znajduje sie na koricu gtéwki miozyny,
oddalonym od jej po#aczenia z ,szyjka”, a wiec jest zbyt odlegte, aby
regulujace lekkie tancuchy mogty je przestrzennie blokowaé [146]. Me-
chanizm regulacji ma bardziej ztozong nature. Ostatnie badania wyka-
zZuja, ze bierze w nim udziat réwniez druga para lekkich tahAcuchow,
zwanych tanicuchami gtéwnymi, ktére takze znajdujg sie w rejonie po-
faczenia gtdwki z czescig pateczkowatg miozyny i w warunkach aktywa-
cji skurczu przemieszczaja sie w stosunku do tancuchéw regulatorowych
[57, 149]. Wiele biochemicznych badan wskazuje ponadto, ze w mecha-
nizmie regulacji miesni mieczakow odgrywajg role kooperatywne od-
dziatywania miedzy dwiema gtdwkami w czagsteczce miozyny [23, 24].
Tak wiec mozna przypuszcza¢, ze zmiany w oddziatywaniu miedzy lek-
kimi tancuchami regulujacymi i gtdwnymi oraz tafcuchami ciezkimi
w poblizu potgczenia gtowki z resztg czasteczki miozyny (Si”) moga
w sposob kooperatywny wptywaé na strukture obydwu rejonéw ,szyjki”
i w ten sposéb modyfikowa¢ wiasciwosci domen wigzania aktyny i nu-
kleotydu w obydwu -gtdwkach.

Oprocz opisanych juz tu podstawowych systeméw regulacji skurczu,
zarbwno miesnie szkieletowe, jak i miesnie gtadkie majg komplementar-
ne systemy regulacji. Ich dzialanie tlumaczy czesto wiele faktéw do-
Swiadczalnych, ktérych nie mozna wyjasni¢ na podstawie istnienia wy-
tacznie jednego systemu regulacji. | tak np. miesnie szkieletowe maja
wszystkie enzymy potrzebne do regulacji skurczu poprzez fosforylacje
lekkich taAcuchéw miozyny. Stwierdzono jednak, ze fosforylacja mio-
zyny z miesni szkieletowych, w odréznieniu od fosforylacji miozyny
z mies$ni gtadkich, wplywa w znacznie mniejszym stopniu na strukture
czasteczki miozyny. W roztworach o niskiej sile jonowej monomery mio-
zyny z mieéni szkieletowych majg statg sedymentacji 6S, a filamenty
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nie ulegajg dysocjacji pod wpitywem ATP [58, 78]. Badania in vitro
wskazujg, ze nie powoduje ona takze zasadniczych zmian w oddziaty-
waniu miozyny z miesni szkieletowych z aktyng. Aktywno$¢ ATP-azy
aktomiozynowej, zawierajgcej zarowno uforsforylowang, jak i nieufosfory-
lowana miozyne, jest wysoka, chociaz wykazano, ze ufosforylowana mio-
zyna ma wieksze powinowactwo do aktyny [97, 107], Modulujagca funk-
cja fosforylacji miozyny z mies$ni szkieletowych wydaje sie wynika¢ ze
zmiany tadunku w rejonie pofaczenia gtéwki z resztg czasteczki mio-
zyny (Sj-Sa), gdzie znajduja sie regulujace lekkie tancuchy, co — podob-
nie jak wzrost pH S$rodowiska — powoduje odchylenie gtéwek od po-
wierzchni filamentu miozynowego [27, 101]. Te konformacyjne zmiany
mozna obserwowac bezposrednio w mikroskopie elektronowym, porow-
nujgc filamenty aktynowe dekorowane rozpuszczalnym fragmentem mio-
zyny (HMM), zawierajagcym ufosforylowane i nieufosforylowane lekkie
tanicuchy [134], Znajdujg one rowniez odbicie w przyspieszeniu fragmen-
tacji miozyny w rejonie potgczenia HMM z LMM [101], w obnizeniu zdol-
nosci do sieciowania rejonu S2 miozyny z trzonem filamentu miozyno-
wego [101] oraz zmniejszonym powinowactwie jonow Ca2+ do regulu-
jacych lekkich tancuchéw miozyny [77, 78]. Z ostatnich obserwacji wy-
nika, ze modulacja reagowania aktyny z miozyng w wyniku fosforyla-
cji jej lekkich tancuchéw jest zalezna rowniez od stezenia jonéw Ca2+
[79, 138]. W doswiadczeniach prowadzonych na widknach z mies$ni szkie-
letowych pozbawionych sarkolemmy zauwazono, ze tylko przy niskim
stezeniu jonow Ca2+ (0,6 pM) fosforylacja lekkich tancuchdéw miozyny
zwieksza napiecie widkien uzyskane w skurczu izometrycznym, nie ma
natomiast praktycznie na nie wptywu, gdy stezenie jondw Ca2+ jest wy-
sokie (10 iiM) [109].

Jakkolwiek poziom fosforylacji lekkich tancuchéw miozyny miesni
szkieletowych in situ nie jest skorelowany z szybko$cig powstawania
i dysocjacji potgczen miedzyfilamentowych [10, 16], to pozostaje on pro-
porcjonalny do wzrostu napiecia izometrycznego, generowanego po up-
rzednim rozwoju skurczu tezcowego, co pozwala sadzié, ze fosforylacja
miozyny powoduje wzmacnianie pojedynczych skurczéw (post-tetanic po-
tentiation) [82, 91]. Udowodniono, Ze proces ten ma znaczenie fizjologicz-
ne w pracy szybkich mies$ni ssakéw [65, 99].

Uzupetniajagcym systemem regulacji wspoétdziatania aktyny z miozy-
ng w miesniu gtadkim moze by¢ system zwigzany z nowo odkrytym
biatkiem, zwanym kaldesmonem, ktére wigze sie zarowno z aktyna, jak
i kalmoduling [127, 128]. Proponowany mechanizm dziatania tego syste-
mu jest nastepujacy. W nieobecnosci jonéw Ca+ kaldesmon tworzy
kompleks z aktyna, zapobiegajac jej wspétdziataniu z miozyng, natomiast
w obecnosci jonow Ca2+ kaldesmon tgczy sie z kalmoduling i oddysocjo-
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wuje od aktyny, ktéra moze wowczas tgczy¢ sie z miozyng (ryc. 5a).
Wplyw kaldesmonu na ATP-aze aktomiozynowa (ryc. 5b) [40] przypo-
mina dziatanie uktadu troponina-tropomiozyna, co sugeruje, ze moze
on mieé¢ znaczenie podczas rozkurczu miesni gtadkich.

Kaldesmon ;aktyna (mol/mol) Katmodulina : kaldesmon (mol/mol)
Ryc. 5. a. Schemat ilustrujgcy wptyw kaldesmonu na oddziatywanie aktyny z mio-
zyng. A — aktyna, M — miozyna, TM — tropomiozyna, KaM — kaldesmon,

KaD — katmodulina. Wedlug Sobue, Morimoto, Inui, Kanda i Kakiuchi [127].

b. Wptyw kaldesmonu wyizolowanego z miegéni gtadkich na aktywno$¢ ATP-azy

aktomiozyny z miesni szkieletowych, b'. Neutralizacja dziatania kaldesmonu na

ATP-aze aktynomiozynowg przez kalmoduline (wg Dabrowskiej, Gocha, Gatazkie-
wicz i Osinskiej [40])

REGULACJA RUCHLIWOSCI KOMORKOWEJ

Aktyna i miozyna, biatka odpowiedzialne za skurcz komoérek migsénio-
wych, wystepuja we wszystkich komaérkach eukariotycznych, gdzie praw-
dopodobnie biorg udziat w wielu zjawiskach ruchu, zwigzanych z loko-
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mocjag komorek, transportem wewngatrzkomérkowym, sekrecjg, endocyto-
zg, cytokinezg, utrzymywaniem i modulacjg ksztattu komorek, przycze-
pianiem ich do podioza i in. [83, 110]. Wspdtdziatanie aktyny z miozyna
w komdrkach miesniowych moze stuzy¢ jedynie jako model oddziatywa-
nia tych biatek podczas niektorych zjawisk ruchu komérkowego. Zasad-
nicze roznice miedzy systemami miesniowymi i niemieSniowymi w ge-
nerowaniu ruchu okre$lajag rézne wymagania stawiane biatkom wspolnym
dla obydwu system6éw. Organizacja filamentéow aktynowych i miozyno-
wych w komérkach mie$niowych jest regularna i stabilna, natomiast
struktury filamentowe w komorkach niemie$niowych sg bardzo dyna-
miczne i pojawiajg sie w zaleznosSci od stanu fizjologicznego komorki
w roznych jej rejonach. Tak wiec proces regulacji zjawisk ruchowych
w komorkach niemiesniowych jest bardziej ztozony i dotyczy nie tylko
regulacji wspotdziatania filamentéw miozynowych z aktynowymi, ale
tez ich tworzenia oraz wzajemnego utozenia i orientacji w przestrzeni
wewnatrzkomadrkowej.

Przypuszcza sie, ze oddziatywanie miozyny z aktyng dla wywotania
danego ruchu odbywa sie przy wykorzystaniu tego samego mechanizmu,
ktory dziata w komdrkach miesniowych, tj. przesuwania sie filamentow
aktynowych i miozynowych wzgledem siebie, zwigzanego z hydroliza
ATP [67]. Mechanizm taki moze dziata¢, jesli filamenty aktynowe przy-
mocowane sg jednym korficem do innych struktur komérkowych, takich
jak btona komorkowa, organelle komdérkowe, mikrotubule czy filamenty
posrednie, i wykazujg odpowiednig strukturalng polarno$¢ [136]. JeSli
miedzy dwoma przeciwnie zorientowanymi wigzkami filamentéw aktyno-
wych znajdg sie dwupolarne filamenty miozynowe, to nastepuje wza-
jemne ich przesuwanie, w wyniku ktérego wolne konce filamentow akty-
nowych zblizajg sie do siebie, przemieszczajagc struktury komdrkowe, do
ktorych sg przymocowane [67, 114]. Taki wiasnie mechanizm generowa-
nia zjawisk ruchu proponuje sie dla oddziatywania aktyny z miozyng
niemie$niowg kregowcoéw i bezkregowcow, ktéra ma strukture zblizong
do miozyny wystepujgcej w komdrkach miesniowych.

U Acanthamoeba [6], Dictyostelium [31] i prawdopodobnie w mikro-
kosmkach jelitowych [33], oprécz normalnej miozyny dwugtéwkowej wy-
stepuje miozyna jednogtowkowa, ktéra sktada sie tylko z jednego tancu-
cha ciezkiego i dwdch tancuchow lekkich i nie wykazuje zdolnosci do
tworzenia filamentow. Hipoteza funkcjonowania miozyny jednogtéwkowej
zaklada, ze jej czasteczki sg przymocowane za pomocg czesci pateczkowa-
tej do organelli komorkowych. Dzieki oddziatywaniu wystajgcych na
zewnatrz gtowek miozyny z aktyng, organelle te moga sie przemieszczaé
wzdtuz filamentow aktynowych [4, 123], Taki mechanizm z udziatem
monomerycznej miozyny (rowniez dwugtowkowej) w generowaniu zjawisk



158 R. DABROWSKA

ruchu moze by¢ wykorzystany w transporcie wewngtrzkomorkowym
[13, 75].

Z badan prowadzonych in vitro wynika, ze wspdtdziatanie akty-
ny z miozyng izolowang z wielu komoérek niemieSniowych jest regulo-
wane poprzez fosforylacje lekkich tafcuchéw regulujacych lub ciezkich
tancuchéw miozyny [30, 87]. W miozynie komoérek niemiesniowych kre-
gowcéw (ptytki krwi, grasica, tarczyca, moézg, rdzen nadnerczy, makro-
fagi, fibroblasty, erytrocyty, limfocyty, komérki rakowe nadnerczy —
feochromocyty) ulegajg fosforylacji lekkie tancuchy podobnie jak w mio-
zynie z miesni gtadkich (ryc. 4a) [1, 11, 46, 47, 49, 95, 116, 129, 143, 157].
Proces fosforylacji zalezy od stezenia jonéw Ca2+ i obecnos$ci kalmoduli-
ny. Z wielu komdrek niemiesniowych udato sie juz wydzieli¢ specyficz-
na, zalezng od kalmoduliny kinaze lekkich tancuchéw miozyny [41, 59,
157]. Fosforylacji miozyny z tych komoérek towarzyszy wielokrotny
wzrost aktywnosci ATP-azy miozynowej aktywowanej aktyng. W odroz-
nieniu od fosforylacji miozyny z miesni gtadkich, ktéra jest procesem
kooperatywnym [108, 119], fosforylacja miozyny =z -grasicy przebiega
z jednakowga szybkoscig dla obydwu gtdwek [147]. W konsekwencji, aby
uzyskaé¢ stymulacje ATP-azy miozynowej przez aktyne, w miesniu gtad-
kim potrzebna jest petna fosforylacja miozyny, a dla grasicy, przy niskim
poziomie fosforylacji miozyny, mozna uzyskaé¢ stosunkowo wysokag ak-
tywnos$¢ ATP-azy aktomiozynowej. Oznacza to, ze niski poziom fosfory-
lacji miozyny moze wystarczy¢ dla stymulacji aktywnosci ruchowej ko-
morki.

Zaobserwowano, ze in vitro fosforylacja lekkich tancuchdéw miozyny
z komérek niemiesniowych kregowcdw (grasica, ptytki krwi, tarczyca)
w warunkach zblizonych do fizjologicznych wptywa na konformacje cza-
steczek miozynowych i przesuwa réwnowage monomer filament
w kierunku tworzenia filamentéw [95, 116, 139]. Ufosforylowana mio-
zyna wystepuje w postaci stabilnych filamentéw, natomiast filamenty
miozyny nieufosforylowanej sg nietrwate i, podobnie jak filamenty mio-
zyny nieufosforylowanej z miesni gtadkich, ulegajg dysocjacji pod wpty-
wem ATP. W ten spos6b monomeryczna miozyna mogtaby tatwiej prze-
mieszcza¢ sie w obrebie komorki, a w okreslonym czasie pod wptywam
fosforylacji mogtaby tworzyé filamenty i reagowaé¢ z aktyng, generujac
zjawiska ruchu. Jednak dotychczas, mimo zlokalizowania miozyny w wie-
lu komoérkach niemiesniowych metodami immunocytochemicznymi, nie
udato sie okreslic jej molekularnej organizacji in vivo, zardwno pod-
czas spoczynku, jak i aktywnos$ci ruchowej komarki [44]. Wigze sie to
prawdopodobnie z niskim stezeniem miozyny w komérkach niemiesnio-
wych, mniejszymi rozmiarami filamentéw lub tym, ze tylko niewielka
populacja czasteczek miozyny znajduje sie w komorce w postaci fila-
mentow [62].
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Przypuszcza sie, ze opisane juz tu mechanizmy, poprzez ktore dziata-
nie jonéw Ca2+ aktywuje zjawiska ruchu w komdrkach niemig$niowych,
moga by¢ wykorzystane w komdérkach grasicy podczas endocytozy tyreo-
globulin w wyniku stymulacji tyreotroping [95], w komorkach rdzenia
nadnerczy mogtyby stuzy¢ sekrecji katecholamin [129], a w komérkach
nerwowych — uwalnianiu neurotransmiteréw [11]. Wiadomo, ze in vivo
fosforylacja miozyny w ptytkach krwi stabilizuje potgczenie miozyny ze
strukturami cytoszkieletu [50] i pozostaje w korelacji z sekrecjg seroto-
niny [104], a takze ze zmiang ksztattu ptytek [36].

Stopienn ufosfory lowanio miozyny (mol/mol)

Ryc. 6. Wplyw fosforylacji ciezkich tancuchow dwugtowkowej miozyny z Acan-
thamoeba castellani na aktywno$¢ ATP-azy aktomiozynowej (wg Collinsa i Kor-
na [28])

W komérkach amebowych (Acanthamoeba castellani, Dictyostelium
discoideum) istotng role w regulacji aktywnosci ruchowej odgrywa praw-
dopodobnie fosforylacja ciezkich tancuchéw miozyny w poblizu patecz-
kowatego konca zaréwno dwugtdwkowej, jak i jednogtowkowej miozyny
[87]. Fosforylacja miozyny dwugtéowkowej zachodzi przy udziale specy-
ficznej kinazy [32]. U Dictyostelium discoideum jest ona zalezna od ste-
zenia jon6éw Ca2+ i kalmoduliny [96]. Aktywnosé ATP-azy miozyny ak-
tywowanej aktyng jest odwrotnie proporcjonalna do stopnia fosforyla-
cji ciezkich tancuchow (ryc. 6) [28], Wykazano, ze tworzenie filamentéw
przez miozyne dwugtéwkowga izolowang z komérek amebowych jest ha-
mowane przez fosforylacje ciezkich tahcuchéw [29, 85]. Poniewaz stwier-
dzono, ze zdolno$¢ do tworzenia filamentéw oraz aktywno$¢ ATP-azy
miozynowej aktywowanej aktyng zalezy od obecnosci koncowego frag-
mentu pateczki miozyny, w obrebie ktérego zachodzi fosforylacja [86],
wysunieto wiec hipoteze, ze fosforylacja ciezkiego tancucha miozyny
dwugtéwkowej komorek amebowych reguluje wspétdziatanie tego biatka
z aktynag [87]. Dokonuje}-sie~to//przez oddziatywania miedzyczasteczkowe
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wewnatrz filamentdw, ktére determinujg ich konformacje i w konse-
kwencji reaktywnos$¢ gtdwek miozynowych.

Fosforylacja ciezkiego faricucha miozyny jednogtéwkowej zachodzi
w niewielkiej odlegtosci od miejsca katalitycznego czgsteczki i powoduje
wzrost aktywno$ci ATP-azy miozynowej aktywowanej aktyng [5]. Przy-
puszcza sie, ze za lokomocje komérek amebowych odpowiedzialne jest
wspotdziatanie aktyny z dwugtowkowa miozyng [85, 159], natomiast
transport wewnatrzkomaérkowy moze zaleze¢ od interakcji aktyny z mio-
zyng jednogtowkowa.

Ostatnie badania wykazujg, ze w miozynie niektorych komorek nie-
miesniowych (limfocyty, makrofagi, mézg) ulegajg fosforylacji zaréwno
ciezkie, jak i lekkie tancuchy [47, 97, 142]. Nasuwa sie pytanie, w jaki
sposb w komorkach tych odbywa sie regulacja wspoétdziatania aktyny
z miozyng, jesli strukturalne i enzymatyczne wiasciwosci miozyny zale-
za od miejsca fosforylacji, a efekty obydwu fosforylacji sg przeciwne.

llosciowe proporcje miedzy miozyng i aktyna w komoérkach niemie-
$niowych, w poréwnaniu z mieSniowymi, sg przesuniete wyraznie na ko-

Stabilizocja Blokowanie koricow filamentéw Sieciowanie filamentéw

monomerow

Ryc. 7. Regulacja stanu organizacji aktyny w komorkach niemig$niowych przez

biatka: a) wigzace sie z monomerami aktyny i hamujgce tworzenie filamentow

aktynowych, b) skracajgce filamenty aktynowe i c) taczgce filamenty aktynowe
w wigzki lub sieci (wg Craig i Pollarda [34])
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rzy$¢ aktyny. Ten ,nadmiar” aktyny tworzy cytoszkielet, a takze bierze
udziat w generowaniu zjawisk ruchu na drodze transformacji G F-ak-
tyna i tworzeniu wysoko zorganizowanych struktur F-aktyny. Procesy
te podlegajg regulacji przez wystepujace w komorce liczne biatka wia-
zace sie z aktyng. Biatka wplywajgce na stan organizacji aktyny zostaty
podzielone na trzy zasadnicze grupy (ryc. 7) [34, 84, 115, 153]:

1) depolimeryzujagce F-aktyne i stabilizujgce G-aktyne,

2) ograniczajgce diugos¢ filamentéw aktynowych i wplywajgce na
szybko$¢ polimeryzacji aktyny,

3) sieciujgce filamenty aktynowe.

Do pierwszej grupy naleza biatka, ktére hamuja polimeryzacje G-ak-
tyny (np. profilina, DN-aza) ([89, 90] i odno$niki w [84] i [153]). Tworzac
kompleks z monomeryczng aktyng utrzymuja jg w stanie zdepolimery-
zowanym, chociaz wystepuje ona w stezeniu znacznie przekraczajacym
tzw. stezenie krytyczne, przy ktérym zachodzi polimeryzacja. Monomery
aktynowe powstajg w wyniku dziatania biatek depolimeryzujgcych F-ak-
tyne (ADF-actin depolimerizing factors), znalezionych w osoczu krwi
i mozgu, ktére wigzac sie z G-aktynag blokujg réwniez jej polimeryza-
cje [7, 26]. Ich stezenie, np. w komoérkach mézgu, wystarcza, aby zablo-
kowa¢ 20-30% aktyny.

Do drugiej grupy nalezg ,biatka zakrywajace” (capping proteins),
ktére przytaczajac sie do rosnacego konca filamentéw aktynowych bloku-
ja przytaczanie monomeréw do filamentow (podobnie jak to ma miejsce
w przypadku cytochalazyny) (odnosniki w [136]). Lista tych biatek po-
dana jest w pracy [136]. Niektore z biatek tej grupy mogag rowniez prze-
cina¢ utworzone filamenty, a nastepnie blokowa¢ wzrastajgce konce frag-
mentéw. W ten sposob dochodzi do skracania filamentow aktynowych.
Biatka te, w odr6znieniu od biatek depolimeryzujacych F-aktyne (ADF),
wpltywajg tez czesto na tworzenie zarodkéw polimeryzacji, przez co przy-
spieszajg proces polimeryzacji aktyny [14, 74, 81]. Moga one, dzieki zdol-
w danym rejonie komérki filamentow aktynowych, potrzebnych dla wy-
wotania okreslonego zjawiska ruchu. Podczas np. podzialu komoérkowe-
go pojawiajg sie wiazki filamentéw aktynowych, ktére poczatkowo ota-
czajg wrzeciono podziatlowe, a pdzniej tworzg pierScien wokot bruzdy po-
dziatowej, ktérego zadanie polega na oddzielaniu nowo powstatych komo-
rek [113, 124]. Gwaltowne tworzenie filamentdw in vivo obserwuje sie
takze w czasie proceséw akrosomalnych, zachodzacych podczas zaptod-
nienia v/ plemnikach strzykwy (Thyone) [140].

Do trzeciej grupy nalezg biatka, ktére powodujg taczenie filamentow
aktynowych w réwnolegte wiagzki lub trojwymiarowe izotropowe sieci.
Sieci filamentéw aktynowych- wystepujg gtéwnie w poblizu btony komor-

5 — Post. Biol. Kom. 2/86
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kowej, tworzac lamellopodia i filopodia [103]. Wiagzki filamentéw wyste-
puja najczesciej w giebi cytoplazmy i sg przymocowane do btony komor-
kowej. Strukturami ztozonymi z wigzek filamentéw aktynowych sg m.in.
wiokna naprezeniowe (stress fibers) i mikrokosmki komorek nabtonka
jelitowego [17, 100]. Do grupy tej nalezg réwniez biatka, ktére przymo-
cowujg aktyne do btony komoérkowej i innych fibrylarnych struktur cy~
toszkieletu, jak mikrotubule i filamenty posrednie. Ich przykiadami sg
winkulina [51] czy spektryna, ktora sieciuje krétkie filamenty aktynowe,
znajduje sie w blonie komoérkowej erytrocytdw, i decyduje o ich ksztat-
cie [55]. Homologi spektryny wystepuja w innych komdrkach niemie-
$niowych oraz komorkach miesni gtadkich pod nazwg fodryny i stuzg
m.in. utrzymywaniu strukturalnej integralnosci bton [53, 154]. Biatkiem
sieciujgcym jest rowniez filamina obecna we wszystkich komaorkach nie-
miesniowych i mie$niowych, wystepujgca zarowno na obrzezach komo-
rek niemiesniowych, jak i we wtoknach naprezeniowych. Przypuszcza sie,
ze oprécz wypetniania funkcji strukturalnej, moze ona bra¢ udziat w wy-
suwaniu pseudopodiéw [151, 152]. Jej homologi (ABP — actin binding
proteins) wyizolowane z makrofagoéw i ptytek krwi decyduja o odpowied-
niej konsystencji cytoplazmy w komorce, co warunkuje zdolno$é jej prze-
ptywu [111, 135].

Dla wywotania okresSlonego zjawiska ruchu opisane juz tu biatka
wpiywajg na struktury tworzone przez aktyne w sposéb kompleksowy.
Podczas np. reakcji akrosomalnej dziatajg biatka, ktére uwalniajg ak-
tyne z jej kompleksu z biatkiem stabilizujagcym, inne powodujg polime-
ryzacje G-aktyny, a jeszcze inne sieciujg wytworzone filamenty akty-
nowe [140].

Niektére z biatek regulujgcych wpiywajg na stan organizacji aktyny
w sposOb zalezny od stezenia jonoéw Ca2+, ktére wigzgq sie bezposrednio
z biatkami regulujacymi lub poprzez kalmoduline obecng we wszystkich
komdrkach niemiesniowych. Przyktadem pierwszego typu biatek jest zei-
zolina, ktdra, po zwigzaniu jondw Ca2+, powoduje przecinanie filamentow
aktynowych tworzacych sieci i w konsekwencji rozpuszczanie zelu [158],
Przyktadem drugiego typu biatek jest spektryna (fodryna), ktérej pod-
jednostka wigze sie z kalmoduling i w ten sposdb powoduje wrazliwos¢
dziatania tego biatka na jony Ca2+ [15, 54].

Wiele biatek, ktére wptywajg na stan organizacji aktyny w komorce,
wptywa rédwniez na jej wspdtdziatanie z miozyng. Wysokoczasteczkowe
biatka sieciujgce aktyne (ABP) indukujace powstawanie zelu powodujg.
ze stezenie miozyny potrzebne do wywotania danego zjawiska ruchu
(w obecnosci ATP, kinazy lekkich fancuchéw miozyny i kalmoduliny)
jest znacznie mniejsze niz podczas oddziatywania samej aktyny z mio-
zyng [133],
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Przyktady te wskazujg na trudno$ci w ustaleniu, czy o danej formie
ruchu komérkowego decyduje zmiana stanu organizacji aktyny, czy jej
wspotdziatanie z miozyng, czy obydwa te procesy razem. Sytuacja jest
jeszcze bardziej ztozona, gdy w generacji ruchu, obok wymienionych
systeméw, bierze rowniez udziat uktad tubulinowo-dyneinowy [98] lub
tubulinowo-kinezynowy [64].

Trzeba jednak podkresli¢, ze badania ostatnich lat przyniosty wiele
interesujgcych informacji dotyczacych biatek regulujgcych stan organi-
zacji aktyny i jej wspoétdziatanie z miozyng w wielu komdrkach nie-
miesniowych. Przeprowadzono charakterystyke strukturalng i funkcjonal-
ng wielu z tych biatek. Coraz wiecej wiadomo tez na temat ich lokaliza-
cji w réznych stanach fizjologicznych i réznych fazach cyklu komorko-
wego. Te biochemiczne i immunologiczne badania zblizajag nas do pozna-
nia mechanizmow regulujgcych zjawiska ruchu w komorkach niemiesnio-
wych. Dla petnego zrozumienia tych mechanizméw konieczne sa jednak
wiadomosci dotyczace funkcjonowania poszczeg6lnych biatek w zywej
komorce.

WNIOSKI

Zjawiska ruchu, w ktérych biorg udziat aktyna i miozyna, mozna
podzieli¢ na dwie grupy: pierwsze zaleza od wspétdziatania obu tych
biatek w obecnosci ATP i sg wspdlne dla miesni i komédrek niemiesnio-
wych, drugie, ktérych podstawg sq zmiany stanu organizacji aktyny, wy-
stepujg tylko w komdrkach niemiesniowych.

Mechanizmy regulacji wspdtdziatania aktyny z miozyng w komdrkach
mie$niowych i niemiesniowych dziatajg prawdopodobnie poprzez wplyw
biatlek regulujagcych (kompleksu troponinowo tropomiozynowego) lub mo-
dyfikacji miozyny na poszczeg6lne etapy hydrolizy ATP, a nie na za-
sadzie blokowania przestrzennego [2, 25, 112].

Mechanizmy regulacji, polegajace na modyfikacji enzymatycznej (fos-
forylacja) miozyny i/lub wigzaniu ligandu (jonéw Ca2+) z jej lekkimi re-
gulujacymi tancuchami, charakteryzujg sie tym, ze:

1) Zmieniajg konformacje gtdwek miozyny poprzez wptyw na rejon
potaczenia gtéwki z resztg czgsteczki.

2) Efektywnos¢ ich zalezy od subtelnych réznic w budowie poszcze-
golnych elementow czgsteczki miozyny — jej regulujgcych lekkich tani-
cuchéw lub innych rejonéw gtdéwki oraz czesci pateczkowatej. Na rézni-
ce struktury lekkich tancuchéw pochodzacych z réznych typow miozyny
wskazuje m.in. r6zna zdolno$¢ do rekonstytucji systemu regulujacego
mieczakOw przez wprowadzenie tancuchow regulujagcych z innych typow
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miozyny w miejsce usunietych tafcuchéw rodzimych [80]. Na odmien-
ng budowe czesci pateczkowatej réznych typéw miozyny wskazuje rézna
ich fragmentacja przez enzymy proteolityczne [94] i zdolno$¢ tylko nie-
ktorych typéw miozyny do specyficznego ,zwijania” czesci pateczkowa-
tej [145]. R6znice w aktywno$ci ATP-azy aktomiozynowej po zwigzaniu
kowalencyjnym aktyny z gtowkami (Si) miozyny z miesni gtadkich i szkie-
letowych $wiadczg o réznej budowie tych gtéwek w rejonie miejsca wig-
zania z aktyng {92].

3 Transmisja zmian konformacyjnych zachodzacych w jednym rejo-
nie czasteczki miozyny (miejscu dziatania efektora) do odlegtego rejo-
nu, np. miejsca katalitycznego, miejsca wigzania aktyny lub czesci patecz-
kowatej, moze przebiega¢ wzdtuz struktury a-heliksu, odznaczajacej sie
duza sztywnoscig (jesSli nie jest ona zaburzona). Na przyktad zmiany
konformacyjne spowodowane fosforylacjg ciezkiego tancucha miozyny
moga by¢ przenoszone przez strukture a-heliksu ciezkiego tancucha do
czesci globularnej. Transmisja zmian konformacyjnych moze zachodzi¢
takze w przeciwnym kierunku — zmiany w rejonie gtowki moga decy-
dowa¢ o ,,zwijaniu” czesci pateczkowatej miozyny, stabilnosci filamen-
téw itd.

Mechanizmy regulujgce zmiany stanu organizacji aktyny w komor-
kach niemiesniowych zalezg od biatek wigzacych sie z aktyna. Biatka
te wptywajg na réwnowage reakcji monomer ~ filament oraz na po-
wstawanie bardziej ztozonych struktur filamentow aktynowych, jak sie-
ci czy wigzki.
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ORGANIZACJA PRZESTRZENNA MECHANIZMOW NAPEDOWYCH
I STERUJACYCH W RUCHU AMEBOWYM *

SPATIAL DISTRIBUTION OF THE MOTOR AND STEERING MECHANISMS
IN AMOEBOID MOVEMENT

ANDRZEJ GREBECKI

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

Streszczenie. Klasyczne teorie ruchu ameb opieraty sie albo na zalozeniu, ze en-
doplazma jest ttoczona do przodu przez skurcz ektoplazmy ograniczony tylko do
tylnej czesci komérki, albo ze ma ona takg konsystencje, ktéra umozliwia jej
ciggniecie przez skurcz zachodzacy w strefie czotowej. Przedstawiono eksperymen-
talng konfrontacje obu tych sprzecznych teorii z teorig og6lnej kurczliwosci kor-
tykalnej. Wedtug tej nowej koncepcji, kurczliwa jest cala peryferyjna warstwa
mikrofilamentéw. Skurcz zachodzacy wzdiuz catego obwodu komérki podnosi we-
wnetrzne cisnienie hydrostatyczne. Cisnienie to za$ spada tylko w strefie czotowej
wskutek zerwania kontaktu korteksu z bilona, a to powoduje przeptyw endoplaz-
my. Stopien relaksacji czota (lub powro6t jego kurczliwosci) jest pod kontrolg
bodzcéw zewnetrznych. W ten sposéb strefa czotowa steruje ruchem, cho¢ wiasci-
wa sita napedowa jest wytwarzana poza nia.

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 wygtoszony podczas Il Ogélnopolskiej Konferencji Biologii Komorki,
Warszawa 18- 22 1985 r.
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WPROWADZENIE

Ogo6lnie wiadomo, jak rozpowszechniony jest ruch amebowy w S$wie-
cie zywym, u komorek wolno zyjgcych i tkankowych, embrionalnych
i dorostych, normalnych i nowotworowych, in situ i w stanie hodowli.
Za najwazniejszg ceche ruchéw amebowych, wyrézniajagcg je od innych,
trzeba uwazaé nietrwato$¢ samego narzgdu ruchu, zarbwno na pozio-
mie organizacji komdrkowej, jak i budowy czasteczkowej. Filamentowe
struktury kurczliwo-szkieletalne dezintegrujg sie po wykonaniu skurczu
i sg nastepnie przenoszone do przedniej czeSci petzngcej komorki, gdzie
jest odtwarzana ich zorganizowana funkcjonalna postac.

Od ponad stu lat wielkie ameby stodkowodne, Amoeba proteus i Cha-
os chaos, a ostatnio takze drobna glebowa Acanthamoeba castellani szcze-
gbélnie przydatna w badaniach biochemicznych, stuzg jako modelowy
obiekt badah ruchéw amebowych. Przypomnijmy, ze u ameb cytoplazma
jest zroznicowana na stosunkowo mniej ruchliwy peryferyjny cylinder
zzelifikowanej ektoplazmy oraz wnetrze wypetnione endoplazmg, beda-
cg w stanie solu i intensywnie ptyngcg do przodu. Cylinder ektoplazma-
tyczny ulega ciagtej solifikacji w swej zamknietej tylnej czesci; materiat
w nim zawarty jest przenoszony w postaci strumienia endoplazmy do
jego otwartego przedniego konca, gdzie ulega ponownej zelifikacji, roz-
ktadajac sie stojami na obwodzie i dobudowujgc tym samym nowe od-
cinki cylindra ektoplazmatycznego. Juz na kilkadziesiat lat przed wy-
kryciem biatek kurczliwych u ameb prawie powszechnie ustalit sie po-
glad, najwszechstronniej uzasadniony przez Masta [51], ze kurczliwos$é
ektoplazmy jest przyczyng przeptywu endoplazmy i ruchu komorki jako
catosci.

Wiemy obecnie, ze kilkanascie procent suchej masy ameby stanowi
aktyna identyczna z aktyng mie$niowa. Mozna ja z ameb ekstrahowag,
bada¢ metodami biochemicznymi in vitro, cytochemicznymi in situ, ana-
lizowaé uktady jej filamentéw w mikroskopie elektronowym, a takze ich
dynamike in vivo technikami fluorescencyjnymi i immunofluorescencyj-
nymi [61, 66]. F-aktyna tworzy wigzki filamentow w ektoplazmie, a prze-
de wszystkim trojwymiarowa sie¢ mikrofilamentow w jej najbardziej
zewnetrznym stoju przylegtym do btony komdrkowej, nazwang kortek-
sem kurczliwym [42, 48, 49]. W endoplazmie znajduje sie natomiast ak-
tyne monomeryczng lub nisko oligomeryczng, niewidoczng w mikrosko-
pie elektronowym. Wykryto dotagd u ameb trzy rodzaje miozyn, wszy-
stkie nieco r6zne od miozyn z mies$ni pragzkowanych i gtadkich [43, 44].
Reagujg one z F-aktyng, pozostajagc same w stanie oligomerycznym;
identyfikacja amebowej miozyny in situ za pomocag mikroskopii elektro-
nowej jest wiec co najmniej zawodna. Wzgledna zawarto$¢ miozyny
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w stosunku do aktyny jest u ameb ponad 20 razy nizsza, niz w mieéniu
prazkowanym [44]. Znaczna cze$¢ F-aktyny jest zaangazowana w inter-
akcje z innymi biatkami jg wigzgcymi, szczegdlnie takimi, ktdre spinajg
jej tréjwymiarowg sie¢ w korteksie, nadajac cylindrowi ektoplazmatycz-
nemu konsystencje poOtsztywnego zelu [54, 66].

Cylinder ektoplazmatyczny jest wiec zarazem i aparatem kurczli-
wym i cytoszkieletem ameby (terminu cytoszkielet uzywam w jego histo-
rycznie i etymologicznie wiasciwym znaczeniu niekurczliwej struktury
oporowej). Uwaza sie obecnie, Zze sg w nim przemieszane mikrodomeny
cytoszkieletalne, gdzie przewaza stabilizujgce dziatanie biatek spinaja-
cych aktyne, z mikrodomenami kurczliwymi, w ktérych interakcja ak-
tyny z miozyng przebiega swobodniej. W takiej sytuacji stopniowo prze-
biegajacy skurcz musi by¢ sprzezony z rownie stopniowym rozrywaniem
struktury oporowej zelu i jego powolng solifikacjg [34, 66, 67]. Peine
wykorzystanie mocy tak zbudowanego aparatu kurczliwego musi wiec
prowadzi¢ do jego zupeinej dezintegraciji.

WrociliSmy w ten sposéb do definicji ruchu amebowego — nietrwa-
fosci samego narzadu ruchu, ktéry rozpada sie w miare wykonywania
swej funkcji. Badania na poziomie ultrastrukturalnym i molekularnym
wskazuja wiec, ze cylinder ektoplazmatyczny zawiera aparat kurczliwo-
-szkietetalny w formie zorganizowanej i funkcjonalnej, endoplazma za$
ptynaca Srodkiem niesie go w postaci zdezintegrowanej i niezdolnej do
dziatania.

SPOR O TYLNA ALBO PRZEDNIA LOKALIZACJE SILY NAPEDOWEJ]

Poznanie molekularnego podioza skurczu u ameb nie przyniosto jed-
nak, bo samo przynie$¢ nie mogto, petnej odpowiedzi na pytanie najwaz-
niejsze dla cytofizjologa — jaki jest mechanizm ruchu na poziomie po-
nadczasteczkowym, jak interakcje biatek kurczliwych oraz towarzyszg-
cych im biatek regulujacych ich funkcje skurczowe i cytoszkieletalne,
wywotujg znane zjawiska biomechaniczne: przeptyw endoplazmy we-
wnatrz komérki, wycofywanie jej tylnych okolic czy powstawanie no-
wych nibynézek w okolicach przednich. Chodzi wiec o to, jaka jest to-
pografia funkcji wypetnianych przez aparat kurczliwo-szkieletalny i ich
wzajemne stosunki przestrzenne w makroskali organizacji komorki jako
catosci.

Badania w tym zakresie juz od ¢wieréwiecza toczag sie w atmosferze
ostrego sporu miedzy dwiema skrajnie sprzecznymi koncepcjami — teo-
riami skurczéw tylnego i przedniego.

6 — Post. Biol. Kom. 286
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Wedtug teorii skurczu tylnego endoplazma ptynie do przodu wsku-
tek gradientu ci$nienia wewnatrz cylindra tworzonego przez ektoplazme.
Réznica ci$nienia hydrostatycznego bierze sie stad, ze kurczy sie tylko
tylna zamknieta cze$¢ cylindra (ryc. 1A). Endoplazma, jak pasta wy-
ciskana z tuby, ptynie do przodu, gdzie cylinder jest otwarty i narasta-
ja nowe stoje jego Scianek kosztem zelifikacji naptywajacego solu. Pro-
toplastag tego pogladu byt Mast [51], choé oczywiscie nie znat molekular-
nego podioza skurczu, o ktdrym moéwit. Na przetomie lat piecdziesig-
tych i szescdziesigtych Goldacre [10-12] dopasowat teorie Masta do Gw-
czesnego stanu wiedzy o mechanizmie skurczu i szczegdlnie mocno wy-
eksponowat teze, ze kurczy sie tylko tylna cze$¢ cylindra ektoplazma-
tycznego ameby. Wielu bardziej wspotczesnych autorow [42, 57, 69]
podtrzymato ten poglad popierajgc go nowymi argumentami eksperymen-
talnymi oraz uzupetniajgc rozwazaniami o ewentualnych biegunowych
réznicach rozmieszczenia miozyny, stezenia ATP, stezenia jondw wap-
nia itd. Rozwazania te jednak pozostaty w sferze niepotwierdzonych
hipotez. Badania biochemiczne i strukturalne potwierdzity jasno wszyst-

Ryc. 1. Schematy proponowane przez autoréw i zwolennikéw teorii skurczu tyl-

nego (A), skurczu przedniego (B) i ogélnego skurczu kortykalnego (C); hf — czotowy

czepek hialinowy, cds-pgs — korteks oderwany od btony w strefie czotowej, cnc —

korteks uwazany za niekurczliwy, cc — korteks uwazany za kurczliwy, cim — kor-

teks w skurczu izometrycznym, cit — korteks w skurczu izotonicznym, cf — hipo-

tetyczny skurcz strefy czotowej, ve — endoplasma lepkosprezysta; wg roznych zré-
det za [25]
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kie zatozenia teorii skurczu tylnego, jesli chodzi o réznice w rozmieszcze-
niu i postaci struktur kurczliwo-szkieletalnych miedzy peryferyjng (ekto-
plazmatyczna) a osiowag (endoplazmatyczng) warstwa ameby, a nie po-
twierdzity zadnych sugestii o analogicznych zréznicowaniach miedzy
tylnymi a przednimi okolicami jej ciata. Ws$rod fizjologéw takze zdarzaty
sie wypowiedzi kwestionujace zasadno$¢ lokalizacji sity napedowej ru-
chu amebowego wytgcznie w tyle komdrki (np. Marsland [501, Seravin
[59], Korohoda [46]).

Spér, ktory zachwiat monopolem klasycznej teorii skurczu tylnego,
zaczat sie jednak nieco wczes$niej, wraz z ogtoszeniem przez Allena [1,
2] catkowicie przeciwstawnej koncepcji — teorii skurczu przedniego.
Wedtug niej, skurcz zachodzi nie w tyle, ale wytgcznie w przodzie ame-
by, a zarazem nie w peryferyjnym stoju ektoplazmy, ale w osiowym
rdzeniu endoplazmatycznym (ryc. IB). Mamy tu wiec do czynienia z cat-
kowitym odwrdceniem stosunkéw przestrzennych, ktéremu musi zatem
towarzyszy¢ odwrécenie kierunku i charakteru hipotetycznej sity nape-
dowej. Nie moze juz byé mowy o ttoczeniu endoplazmy przez cisnienie
hydrostatyczne, trzeba za$, by byla ona ciggnieta do przodu dzieki po-
wstajgcym w niej naprezeniom mechanicznym.. Allen zaktada na podsta-
wie pewnych dowoddéw posrednich (ktdrych nie zdotano potwierdzi¢ ba-
daniami ultrastrukturalnymi), ze w ptynacej endoplazmie istnieje ciggtosc
filamentow F-aktyny, dzieki czemu cata ta lepkosprezysta masa mogtaby
by¢ obkurczana i podciaggana ku osrodkom skurczowym zlokalizowanym
w czole kazdej posuwajgcej sie nibyndézki, w miejscu przeksztatcania sie
endoplazmy w ektoplazme. Konsekwencjami teorii skurczu przedniego,
logicznie przyjmowanymi przez jej zwolennikéw, jest wiec:

(1) zaprzeczenie aktywnoS$ci skurczowej ektoplazmy, ktéra miataby
by¢ biernie ciggnieta do przodu;

(2) zaprzeczenie wszelkiej roli ciSnieniowego mechanizmu przeptywu
endoplazmy;

(3 lokalizacja kontroli i sterowania ruchem w czole pelznacej ko-
morki, tam gdzie jest to ,behawioralnie uzasadnione”, jak wyraza sie
Allen [3].

Ta ostatnia teza jest niewatpliwie ogromnie atrakcyjna, zwlaszcza ze
teorie skurczu tylnego przez 60 lat swego istnienia nigdy nie wyjasnity,
dlaczego front od razu i jako pierwszy reaguje na nowe sytuacje napot-
kane na drodze migracji, jezeli maszyneria ma by¢ umieszczona z tytu.
Ale dzisiejsza wiedza o rozmieszczeniu struktur kurczliwo-szkieletalnych
w komadrce ameby znacznie lepiej przystaje do teorii klasycznej bezpo-
Srednio potwierdzajgc, co prawda nie ich szczeg6lng koncentracje w tyle,
lecz przynajmniej ich specyficzng lokalizacje w warstwie peryferyjnej.
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TEORIA OGOLNEJ KURCZLIWOSCI KORTYKALNEJ

Gdy przed 10 laty zajeliSmy sie tym zagadnieniem w naszym zespo-
le, doszlismy dos¢ szybko do przekonania, ze poprawna teoria ruchu ame-
bowego musi przede wszystkim godzi¢ dwa elementy: powstawanie sity
napedowej wzdtuz peryferii komorki, gdzie aparat kurczliwo-szkieletalny
jest w rzeczywistosci wykrywany w postaci mikrofilamentowego kor-
teksu, a kontrole ruchu tam, gdzie jest ona biologicznie najpotrzebniej-
sza, czyli w przodzie petzngcej komorki. Oznacza to, ze funkcje napedo-
we i sterujace sa zapewne przestrzennie rozdzielone miedzy cylinder
peryferyjny i strefe czotowg. Jest to podstawowa mys$l teorii ogolnego
skurczu kortykalnego, ktérg wysuneliSmy i rozwijamy od paru lat [22,
24-26], a ktdérej gtowne zatlozenia mozna w skrocie przedstawi¢ naste-
pujaco.

Caty kortykalny mikrofilamentowy cylinder, taki jakim go ukazuje
mikroskopia elektronowa, jest kurczliwy i istotnie sie kurczy w trakcie
lokomocji (ryc. 1C). Jego skurcz ma charakter izotoniczny, wykonuje
prace i jest bezposrednio widoczny w tylnych okolicach komérki, ktére
nie przylegaja trwale do podioza i do$¢ tatwo ewakuujg do przodu nad-
miar endoplazmy. Natomiast silniejsza adhezja i nadmiar endoplazmy
naptywajacej z tytu powoduja, ze w rejonach srodkowych i przednich
skurcz cylindra zachodzi w rezimie izometrycznym, nie poddaje sie wiec
bezposredniej obserwacji. Niemniej wywiera on site, ktéra wzmagajac
naprezenie Scianek przedniej czedci cylindra przyczynia sie do zachowa-
nia jego ksztattu i objetosci, a tym samym do wzrostu ci$nienia hydro-
statycznego w catym jego wnetrzu. Jesli caty cylinder jest pod wysokim
cisnieniem wewnetrznym, to miejscowy spadek ci$nienia w jakimkolwiek
punkcie powierzchni wystarczy, by w tym kierunku poptynat strumien
endoplazmy i utworzyt sie tam front lokomocji. Uwazamy wiec strefy
czotowe za jedyne zrelaksowane okolice cechujgce sie obnizonym cisnie-
niem. Ich relaksacja lub ponowny skurcz sg wi#asnie pod kontrolg bodz-
cow zewnetrznych. Oznacza to, ze przyjmujgc hydrodynamiczng koncep-
cje przeptywu endoplazmy jego kontrole, lokalizujemy nie w maksy-
malnym, lecz w minimalnym biegunie gradientu ci$nienia. Zmiany cis$-
nienia w strefie czotowej wptywaja na przeptyw w catej amebie zgod-
nie z podstawowymi prawami hydrodynamiki. W ten sposob fronty
moga sterowac predkoscig i kierunkiem ruchu, chociaz witasciwa sita na-
pedowa powstaje gdzie indziej, wzdtuz catej peryferii komérki poza sa-
mymi frontami.

Rozwazmy kilka pytan, ktére wydajg sie najistotniejsze dla skonfron-
towania zasadnosci tej koncepcji z teoriami skurczu tylnego i przedniego.
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CZY ZACHOWANIE SIE SRODKOWYCH | TYLNYCH PERYFERII KOMORKI
JEST WYNIKIEM ICH WEASNEJ AKTYWNOSCI SKURCZOWEJ?

W trakcie migracji ameby tylne okolice jej ciata przesuwajg sie jako
cato$¢ do przodu, a zarazem zmniejsza sie ich objeto$¢. Planimetryczna
analiza kolejnych klatek filmowych pozwolita nam wyliczy¢, ze przeciet-
nie redukcji wymiaréw podlegajg tylne 2/3 komorki [18]. P6zZniej zin-
terpretowaliSmy to wiasnie jako przejaw miejscowego skurczu izotonicz-
nego [22]. Lecz w miedzyczasie zarzucono nam, ze nie jest to aktywny
skurcz, lecz tylko bierne ,skracanie sie” struktur ciggnietych przez sity
powstajagce w strefie czotowej [4].

Testem rozstrzygajacym miedzy tymi interpretacjami byto sprawdze-
nie, czy zablokowanie strefy czotowej zlokalizowanym bodZzcem ujemnym
lub jej zupeine zniszczenie znosi zjawiska ruchowe w $rodkowych i tyl-
nych czesciach komdrki [17, 19, 23].

Najpierw uzyliSmy bodzca Swietlnego, ktdry wywiera na amebe dzia-
tanie skurczowe. Komorke petzngca wewnatrz prostokatnej strefy za-
cienionej (2500 luksoéw) kierowano do jej naroznika. Tam kazdy nowy
front musiat wkracza¢ na obszar silniej oswietlony (10 000 lukséw) i nie-
zmiennie zatrzymywal sie na jego granicy. Mimo to, pozostate okolice
komorki posuwaty sie nadal w dawnym kierunku, co prowadzito do roz-
decia przedniej czesci ameby i wreszcie do jej uwiezienia na wiele mi-
nut w narozniku cienia. DoSwiadczenie mocno sugeruje, ze to nie aktyw-
nos¢ hamowanych Swiattem cz6t ciggneta komdrke, ale nieskrepowany
skurcz pozostaltych odcinkéw jej cylindra ektoplazmatycznego wtloczyt
ja w Slepy zautek.

Czy w dosSwiadczeniu tym rzeczywiscie wszystkie kolejne czota byly
skutecznie blokowane? Watpliwos¢ ta znika, gdy strefe czotowa znisz-
czy¢ mikrooperacyjnie w sposob uniemozliwiajgcy zabliznienie rany, gdy
na miejscu dawnego frontu pozostaje po prostu niezasklepiony otwér
(ryc. 2). Nawet wowczas nietkniete Srodkowe i tylne okolice ciata ameby
nadal obkurczaja sie i wyciskajag endoplazme przez rane na zewnatrz, do
Srodowiska. Nowa endoplazma wcigz powstaje we wnetrzu i jest stop-
niowo ewakuowana z komdrki az do catkowitego wyczerpania materiatu
i ostatecznego rozpadu ameby. Taka ,samobdjcza” reakcja catkowicie
wyklucza lokalizowanie sity napedowej w czole ameby, skoro pozostate
okolice ciata sg nadal zdolne przesuwaé sie, zmniejsza¢ swa objetos¢

i wytwarza¢ strumiend endoplazmy w nieobecnos$ci jakiejkolwiek strefy
czotowej.
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CZY AKTYWNOSC SKURCZOWA CYLINDRA EKTOPLAZMATYCZNEGO
JEST OGRANICZONA DO JEGO TYLNEGO KONCA?

Juz dos¢ dawno opisywano u ameb wyginanie sie przednich przyra-
stajagcych nibynézek [21, 55]. Ruchy takie moga $wiadczy¢ o kurczliwosci
przedniej czesci cylindra. Wyginanie sie mtodych nibynézek ku podtozu
jest statym sktadnikiem lokomocji, bo umozliwia powstawanie nowych
miejsc przyczepu do podioza [5]. StwierdziliSmy, ze zjawisko to przebie-
ga tak samo w pozycji odwroconej, jest wiec ruchem czynnym, a nie
grawitacyjnym [53].

Modele ameb ekstrahowane glicerolem kurcza sie po dodaniu iYTP
na catej swej dtugosci, a nie tylko w tylnym odcinku [58].

Liczne proby oceny w mikroskopie elektronowym przestrzennego roz-
mieszczenia struktur kurczliwych, dokonane gtéwnie przez Stockema
i wsp. [62, 69], a takze przez nas [20] i przez niektdrych innych autorow
[6, 33, 56] zgodnie wykazywaly obecnos$¢ trojwymiarowej sieci filamen-
téw spolimeryzowanej aktyny w catym zewnetrznym stoju ektoplazmy
(ryc. 3). Stockem i wsp. [9, 35 63, 64] oraz Taylor i wsp. [68] wykazali
obecno$¢ struktur kurczliwo-szkieletalnych wzdiuz catej peryferii ame-
by metodami immunocytochemicznymi na materiale utrwalonym oraz
drogg injekcji znakowanej aktyny do zywych migrujacych komérek. Au-
torzy ci stwierdzajgc szczegOlnie silny rozwoj warstwy filamentowej nie
na ktdrymkolwiek z biegunéw, lecz. wzdluz catych bocznych $cian ciata
ameby, poparli naszg teorie ogo6lnej kurczliwosci kortykalnej.

Warstwa mikrofilamentéw otacza calg komorke w postaci korteksu
ogo6lnie przylegajacego do btony, cho¢ miejscami — zwtaszcza w strefach
czotowych — korteks odstaje od btony [20, 62, 69], W takich miejscach
miedzy korteksem a bitong pojawia sie hialoplazma, poczatkowo pozba-
wiona elementéw strukturalnych (ryc. 1 hf).

Bezposrednich danych o kurczliwosci r6znych odcinkéw cylindra ekto-
plazmatycznego mogg oczywiscie dostarczy¢ tylko eksperymenty fizjolo-
giczne in vivo. ProwadziliSmy je najpierw przy uzyciu zlokalizowanych
bodzcow Swietlnych, by sprawdzi¢ skurczowe dziatanie Swiatta i relaksu-
jace dziatanie cienia na rozne okolice migrujgcej komdrki [24]. W ame-
bach zaadaptowanych do cienia naswietlano: sam tylny koniec ciata, zwa-
ny uroidem, tylny odcinek rury ektoplazmatycznej, jej odcinek Srodkowy,
albo jej odcinek przedni poza wtasciwg strefag czotowa. Rownolegle inne
ameby preadaptowano do Swiatta, po czym zacienianio te same cztery
odcinki (ryc. 4). Na podstawie protokotéw filmowych mierzono szybkosci
wycofywania tytu i wysuwania przodu przed witaczeniem bodzca, w trak-
cie jego dziatania oraz po jego wytgczeniu. Okazato sie, ze naswietlenie
ktérejkolwiek czesci cylindra ektoplazmatycznego zawsze przyspiesza
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ruch, a zacienienie ktérejkolwiek zawsze go zwalnia. Efekty skurczo-
wego dziatania $wiatta lub relaksujagcego dziatania cienia sumujag sie,
tzn. sa o wiele wyrazniejsze przy wystawieniu catego cylindra na dziata-
nie bodzca, niz przy stymulacji ograniczonej do jednego odcinka. Wynik
potwierdza wiec ogdlng kurczliwo$¢ korteksu ameby, a nie jakikolwiek
skurcz biegunowy.

Do tego samego wniosku prowadzag zupeinie inne doswiadczenia wy-
konywane na amebach pozbawionych przyczepu do podioza [27, 28]. Ko-
morki takie nie moga migrowaé, a w ich wnetrzu przeptyw endoplazmy
do przodu jest skompensowany ciggtym wycofywaniem catego cylindra
ektoplazmatycznego ku tytowi. ZbadaliSmy wzdtuzne profile predkosci
tego wstecznego ruchu peryferyjnej warstwy zelu. Predkos¢ zawsze
znacznie przyrasta od tytu ku przodowi i to w sposéb wyraznie liniowy.
A wiec caty cylinder obkurcza sie w strone swego zamknietego tylnego
konca, a w miare wzrostu odlegtosci przyrasta liniowo predkosé, bo kaz-
dy odcinek kurczac sie sam pocigga za sobg wszystkie nastepne. Tego
witasnie nalezato sie spodziewac, jesli wilasnosci kurczliwe i cytoszkie-
letalne cylindra ektoplazmatycznego sga wzdtuz niego dos$¢ rownomiernie
przeplecione. Gdyby ktorykolwiek odcinek nie byt kurczliwy, lecz pet-
nit wytgcznie funkcje cytoszkieletalne (zgodnie z biegunowymi teoriami
lokalizacji sity napedowej), musiatby by¢é wycofywany jako jednolity
blok i zaznaczytby sie jako ptaski poziomy odcinek na profilu predkosci.
Profili takich nigdy nie otrzymywalismy.

CZY RUCH ZALEZY OD CISNIENIA WEWNATRZKOMORKOWEGO?

Ciagty skurcz catego cylindra kortykalnego moze istotnie wytwarzaé
i podtrzymywac¢ wysokie ci$nienie hydrostatyczne w jego wnetrzu. Juz
w latach dwudziestych wykonywano pierwsze mikrooperacje wykazujac,
ze w pierwszym momencie po nakituciu ameby wyptyw cytoplazmy ma
charakter erupcyjny [7], Wyciagnieto stad wniosek, ze ci$nienie wewnga-
trzkomdrkowe jest wyzsze od zewnetrznego, a jego gradient wywotuje
przeptyw endoplazmy. Wniosek ten jest podtrzymywany przez ogromng
wiekszo$¢ badaczy do czasow dzisiejszych.

Gdy perforowaliSmy tylne okolice petzngcej ameby wspomniang juz
tu technika uniemozliwiajaca zabliznienie rany [17], ciagty wyciek endo-
plazmy stopniowo odwracat kierunek przeptywu w komérce, az w kon-
cu ogarniat nawet dawne strefy czotowe (ryc. 5). Swiadczy to o tym,
ze roznica miedzy ci$nieniem hydrostatycznym we wnetrzu komorki
a cisnieniem atmosferycznym w miejscu uszkodzenia wystarcza, by uru-
chomi¢ strumien endoplazmatyczny. Cisnienie ujemne, rzedu Kilku cm
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stupa wody, przytozone mikropipetka do wnetrza endoplazmy, jest tez
dostateczne, by zmienia¢ kierunek jej przeptywu i odwracaé w sposéb
trwaty og6lng polaryzacje ruchowg ameby [16]. Tego samego rzedu roz-
nice cisSnien na zewnatrz dwoéch réznych okolic komoérki pozwalajg kon-
trolowaé¢ przeptyw endoplazmy w jej wnetrzu metodg podwojnej kamery
cisnieniowej Kamiyi [38].

Przypomnijmy, ze je$li ciSnienie wewnatrz cylindra ektoplazmatycz-
nego jest wyzsze niz na zewnatrz, to jego lokalny spadek gdziekolwiek
wzdtuz peryferii powinien zainicjowa¢ nowy kierunek przeptywu i po-
wstanie tam nowego frontu lokomociji.

CZY MOZNA SPODZIEWAC SIE MIEJSCOWEGO SPADKU CISNIENIA
W STREFIE CZOtOWEJ?

Miejscowego spadku cisnienia mozna sie oczywiscie spodziewaé wsze-
dzie tam, gdzie ciggtos¢ kurczliwej warstwy kortykalnej zostanie przer-
wana. Sytuacja taka zdarza sie w naturze i jest powodem powstawania
form ameb zwanych monotaktycznymi (ryc. 6). Ameba taka utrzymuje
stale tylko jeden kierunek ruchu i jest nawet bardzo mato wrazliwa na
bodzce [30] dlatego, ze ma specyficzny czepek frontalny wakuolarny
w swej naturze [49] i w swym pochodzeniu [14]. Pecherzyk ten jest
otoczony wiasng btong, ktérg uwidoczniliSmy (ryc. 7) mikrochirurgicz-
nie [15] i w mikroskopie elektronowym. Miedzy bitong pecherzyka fron-
talnego a btong zewnetrzng nie ma warstwy filamentowej, stanowi wiec
on prawdziwg luke w korteksie kurczliwym [36]. Gdy pecherzyk taki po-
wstanie dzieki fuzji wakuol i zostanie dopchniety do peryferii komorki,
przerywa ja i przybiera charakterystyczng posta¢ czepka w ciggu 1-2 s.
Natychmiast wszystkie dotychczasowe strumienie endoplazmatyczne od-
wracajg swoj bieg w jego kierunku i ameba politaktyczna zmienia sie
w monotaktyczng (ryc. 6).

To naturalne zjawisko mozna symulowaé wstrzykujgc mikrokrople

Ryc. 2. Po zniszczeniu strefy czolowej (A) pozostate okolice komérki nadal obkur-
czaja sie i wytwarzajg strumienn endoplazmy (A-B), az do wyczerpania materiatu
i dezintegracji (C); wg [17]

Ryc. 3. Obraz korteksu kurczliwego w mikroskopie elektronowym; cc — podbto-
nowa warstwa mikrofilamentéw; skrawek z bocznej S$cianki w przedniej czesci
ameby; wg [20]

Ryc. 4. Przyktady pobudzania $wiattem lub cieniem okre$lonych okolic petznacej
ameby: naswietlenie samego uroidu (A), tylnej czesci cylindra ektoplazmatycznego
(B), zacienienie jego przedniej czesci (C) i naswietlenie strefy czolowej (D); wg [24]
Ryc. 5. W amebie politaktycznej (A) po perforacji dokonanej w tyle komérki (B)
nastepuje odwrocenie przeptywu endoplazmy (C); wg [17]
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oleju parafinowego pod wewnetrzng strone btony komoérkowej [11, 13].
Kropelka taka natychmiast tworzy sztuczny czepek frontalny, skupia
wszystkie przeptywy endoplazmy i przeksztatca amebe w sztuczng for-
me monotaktyczng (ryc. 8). Fakt przerywania przez nig kortykalnej
warstwy filamentow potwierdziliSmy w mikroskopii elektronowej [36].
Sztuczne fronty otrzymywali tez badacze z NRD [8, 69] za pomocg lo-
kalnych podbtonkowych injekcji czynnikéw depolimeryzujgcych aktyne,
badz hamujacych jej repolimeryzacje. Wszystkie te rezultaty prowadza
do wspdélnego wniosku — kazda miejscowa dezintegracja kurczliwej war-
stwy korowej tworzy obszar obnizonego ci$nienia hydrostatycznego, ktd-
ry reorganizuje przeptywy endoplazmy i staje sie nowym frontem lo-
komocji.

W jakiej jednak mierze wniosek ten stosuje sie do normalnych ameb
politaktycznych, ktérych czepki frontalne sg zbudowane z hialoplazmy
[49]? Pare lat temu stwierdzono jednoczes$nie w naszym zespole i w NRD
[20, 62, 69], ze w tych normalnych strefach czotowych filamentowy kor-
teks jest oderwany od btony i przebiega giebiej u podstawy czepka, na
granicy hialoplazmy i granuloplazmy (ryc. 10). Wiadomo za$ juz byto,
ze taki oderwany korteks dziata jak sito, przepuszczajac hialoplazme,
a zatrzymujac wieksze elementy strukturalne [65]. Stwierdzono tez me-
todami fluorescencyjnymi, ze spolimeryzowana aktyna wbudowuje sie
w te warstwe i nie przenika na teren samego hialinowego frontu [9, 68].
Przenika tam jednak G-aktyna. Swiadczy to o tym, ze: 1. Hialinowe
czepki czotowe sg wynikiem filtracji endoplazmy przez filamentowy kor-
teks lokalnie oderwany od biony. 2. W sasiedztwie takiej struktury,
umozliwiajacej wyptyw ciektej frakcji endoplazmy, musi istotnie wy-
stapi¢ postulowany spadek ci$nienia. 3. Czynna strefa frontalna nie moze
aktualnie sie kurczy¢, bedac pozbawiona F-aktyny, lecz potencjalnie —
w zaleznosci od sytuacji zewnetrznej lub wewnetrznej — moze kurczli-
wos¢ odzyskiwac, skoro jest na jej terenie G-aktyna.

Ryc. 6. Po utworzeniu przez amebe politaktyczng pecherzykowego czepka czoto-

wego (A) inne czota wycofujg sie (B) i powstaje forma monotaktyczna (C); wg [14]

Ryc. 7. Po wzdtuznym przecieciu czepka czotowego ameby monotaktycznej (A) jedna

potowka (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
»pietrowy” z wyraznie widoczng btong (D); wg [15]

Ryc. 8 Mikrokropla oleju parafinowego wstrzyknieta bezposrednio pod bione tworzy
sztuczny front (A), ktéry zaczyna dominowa¢ w amebie politaktycznej (B) i prze-
ksztatca jg w sztuczng forme monotaktyczng (C); wg [13]

Ryc. 9. Konsekwentne zacienianie jednego z cz6t ameby politaktycznej (A) nadaje
mu role wiodgcg i przeksztatca komorke w ortotaktyczng (B-C); usuniecie bodzca
przywraca konkurencje czot i politaktyczng posta¢ (D-E); wg [23]
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Ryc. 10. Schemat funkcjonowania frontu ameby politaktycznej; miejscowe oder-

wanie korteksu od btony powoduje powstanie czepka hialinowego; korteks w czole

dziata jak sito zatrzymujgce elementy strukturalne, a przepuszczajace ptynna hia-
loplazme; wg [29]

JAK STREFA CZOLOWA REAGUJE NA BODZCE SKURCZOWE
I ROZKURCZOWE?

To co dzi§ wiemy o budowie i funkcjonowaniu strefy czolowej oraz
sama teoria ogOllnej kurczliwosci kortykalnej sktaniajg do przypuszcze-
nia, ze ruch postepowy strefy czotowej powinien by¢ stymulowany przez
bodzce rozkurczowe, natomiast bodzce skurczowe powinny go blokowaé,
pozbawiajagc te okolice cech frontu. Zauwazmy, ze wedtug teorii skur-
czu przedniego spodziewaliby$my sie wrecz odwrotnej zalezno$ci — ak-
tywacji frontu bodzcami skurczowymi, a hamowania jego ruchu przez
czynniki relaksujace.

Pierwszg wskazowke w tej sprawie przyniosty eksperymenty Koro-
hody [47], ktory lokalnie przyktadajgc anestetyki mikropipetka do ogra-
niczonych pdl na powierzchni ameby prowokowat wytwarzanie w tych
miejscach nowych frontéw.

W naszym zespole doktadnie zbadalismy ilosciowo skutki przyktada-
nia do funkcjonujacego czota migrujacej komarki skurczowych i rozkur-
czowych bodzcoéw Swietlnych [24]. Metody i sytuacje doswiadczalne byty
juz tu opisane (ryc. 4). Po prostu tym razem poréwnywano skutki miej-
scowego naswietlania lub zacieniania okreslonych odcinkéw cylindra
ektoplazmatycznego ze skutkami przyktadania tych samych bodZcow
wytacznie do wiasciwej strefy czotowej. Skutki te sg zawsze fizjologicz-
nie przeciwstawne. NasSwietlenie frontu hamuje jego ruch postepowy,
podczas gdy naswietlenie cylindra ektoplazmatycznego przyspiesza go.
Front zacieniony za$ wysuwa sie szybciej, a zacienienie cylindra zwalnia
go. Ogélnie, czynnik skurczowy hamuje migracje komérki, dziatajagc na
jej strefe czotowg, natomiast aktywuje ja, dziatajgc gdziekolwiek indziej.
Czynnik rozkurczowy pobudza migracje po przytozeniu do czota, a zwal-
nia ja po przytozeniu do jakiejkolwiek czesci cylindra kortykalnego.
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Uogo6lnienie to zostato ostatnio potwierdzone przez Stockema i wsp.
[61] przy uzyciu serii kilkudziesieciu skurczowych i rozkurczowych
bodzcow chemicznych przyktadanych mikropipetkg do czotowych, $rodko-
wych i tylnych okolic ciata migrujagcych ameb.

Przy dluzszym oddziatywaniu miejscowo stosowane bodZce Swietlne
wywotujg efektowne skutki behawioralne. Kazdg wysuwang nibyn6zke
mozna zatrzymac Swiattem, co kiedy$ wykazat juz Mast [52]. Ale skraw-
kiem cienia mozna indukowaé¢ powstanie nowego frontu z boku komérki,
przywroci¢ aktywno$¢é dowolnej juz wycofywanej nibynézce, zagwaranto-
waé jakiemukolwiek frontowi trwato$¢ jego czotowej pozycji, przeksztat-
cajac tym samym rozgateziong amebe politaktyczng w forme ortotak-
tyczng, migrujaca jednokierunkowo (ryc. 9). Przemiennym przykiada-
niem Swiatta i cienia do szczytu jakiej$ nibynozki wywotujemy w niej
serie wielokrotnych zmian kierunku przeptywu endoplazmy [23].

Zjawiska te datyby sie wytlumaczyé na podstawie teorii skurczu
przedniego tylko wowczas, gdyby zatozyé, ze Swiatto hamuje aktywnos$é
skurczowg, a cien jg wzmaga lub przynajmniej chroni. Ale bytoby to
sprzeczne z calg wiedza o dziataniu réznych natezen Swiatta na amebe,
nagromadzong od ponad 50 lat. Skutki miejscowego naswietlania i za-
cieniania przystajg natomiast idealnie do zasadniczego postulatu naszej
koncepcji, weditug ktérego front jest jedyna, nie kurczaca sie okolicg
migrujacej ameby, a ten jego stan moze by¢é wzmacniany, ostabiany lub
odwracany przez bodZce zewnetrzne.

CZY 1 JAK STREFA CZOtLOWA KONTROLUJE | KOORDYNUJE RUCH?

Nie wiemy jeszcze doktadnie, co dzieje sie na poziomie strukturalnym
w strefie czotowej, pobudzanej cieniem lub hamowanej S$wiattem. By¢
moze dowiemy sie czego$ wiecej, gdy uda sie potaczy¢ przyzyciowe ba-
dania aktyny znakowanej fluorescencyjnie z metodami stymulacji ame-
by zlokalizowanymi bodzcami Swietinymi. Wiemy jednak na pewno, ze
naptyw endoplazmy do czota hamowanego $wiattem zostaje znacznie
ograniczony, a do czota pobudzanego cieniem silnie wzmozony. Ttumaczy
to m.in. dlaczego zmiana warunkow Swietlnych w strefie czotowej wpty-
wa na szybko$¢ wycofywania tylnego kranca komorki. Hamowanie wio-
dacej nibynézki przez Swiatto utrudnia bowiem ewakuacje endoplazmy
z okolic tylnych, dopdki nie zostang utworzone nowe fronty. Gdy za$
front jest aktywowany cieniem, wyptyw endoplazmy zostaje utatwiony
i tyl moze wycofywaé sie szybciej.

Na tej samej zasadzie opierajag sie stosunki miedzy réznymi nibyndz-
kami tej samej ameby. Analiza filmowych zapiséw spontanicznego ruchu
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ameb, nie pobudzanych zadnym kierunkowym bodzcem, wskazuje na
ich wzajemng wspoétzaleznos¢. Zatrzymaniu lub cofnieciu nibyndézki, kté-
ra petnita dotad funkcje wiodaca, zawsze towarzyszy w czasie rozwoj ja-
kiejs innej nibyndézki bocznej [40]. Analogiczna analiza filmowa ruchu
ameb miejscowo pobudzanych bodZzcami $wietlnymi [32] pozwolita nam
wykry¢, ktére zjawisko jest pierwotne, a ktére wtdrne. Czy nowy front
powstaje w nastepstwie zatrzymania sie i kurczenia poprzedniej niby-
nézki, zgodnie z przewidywaniami teorii skurczu tylnego? Czy tez po-
wstanie nowego frontu jest przyczyng, a nie skutkiem wycofania daw-
nego czota, co w tym przypadku zgodnie przewidywataby zaréwno na-
sza teoria, jak i teoria skurczu przedniego? StwierdziliSmy, ze powstanie
nowego frontu zawsze wyprzedza w czasie wycofanie sie starego. Naj-
pierw powstaje w jakim$ miejscu nowa strefa czotowa (lokalne odkleje-
nie korteksu od biony), potem strumienn endoplazmy odwraca kierunek
w jej bezposrednim sasiedztwie, a dopiero na kohAcu zmienia swdj bieg
w dawnej nibyndzce wiodacej. Podobne lub o tym samym S$wiadczace
obserwacje wczedniej przytaczat Allen [2], Seravin [60] oraz Kalisz i Ko-
rohoda [37], mato byly one jednak brane pod uwage jako wyraznie
sprzeczne z panujacg wowczas teorig skurczu tylnego.

Za inicjatora zmian kierunku ruchu komorki musimy wiec uwazac
nowg strefe czotowg, nie dlatego, zeby we froncie miescita sie autono-
miczna maszyneria napedzajgca calg komdrke, ale dlatego, ze front rea-
gujac na bodzce skurczem albo relaksacjg tym samym albo przymyka,
albo szerzej otwiera droge odptywu endoplazmy z pozostatych, kurczga-
cych sie, okolic ciata ameby. W ten sposob front petni swe funkcje kon-
trolno-sterujgce w ruchu amebowym.

Oczywiscie, zwiekszenie liczby czynnych frontdw powinno przynies¢
podobny skutek, jak relaksacja pojedynczego czota — rowniez utatwié
odptyw endoplazmy, a w konsekwencji przyspieszy¢ wycofywanie tytu.
PotwierdziliSmy to postugujac sie amebami zmuszonymi do wedréwki
wzdtuz widetkowato rozgatezionych smug cienia [41]. Gdy poczatkowo
pojedynczy front ameby mija rozgatezienie i dzieli sie na dwa potomne
(ryc. 11A), tyt zaczyna posuwaé sie szybciej. Ale nie az dwa razy szyb-
ciej niz poprzednio. Wobec tego kazdy z nowych frontéw potomnych
posuwa sie nieco wolniej, niz przedtem posuwat sie jeden front pierwot-
ny. Po prostu ustala sie nowa réwnowaga miedzy ttoczeniem endoplaz-
my przez caly kurczacy sie korteks komdrki, a jej odptywem przez
strefy czolowe; réwnowaga spetniajagca podstawowe prawo hydrodyna-
miki, gtoszace, ze objetosci cieczy wplywajacej do rozgatezienia i wy-
ptywajacej z niego muszg by¢ réwne.

Sadzimy wiec, ze koordynacja ruchu w rozgatezionej amebie poli-
taktycznej jest po prostu zgodna z zasadami hydrodynamiki. Podobnie
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jak w kazdym rozgatezionym uktadzie hydraulicznym, zmiana warunkéw
przeptywu w jednym odgatezieniu musi wptynaé na przeptyw w innych
odgatezieniach oraz na prace catosci uktadu. Przeptyw cieczy w takim
uktadzie mozna kontrolowaé albo regulujagc prace pomp, albo regulujac
zawory odptywéw. Uwazamy, ze ruch ameby jest kontrolowany tym
drugim sposobem — przez odptywy, dla ktérych strefy frontalne niby-
ndzek sa witasnie jakby zaworami regulowanymi przez bodzce zewnetrzne.

Ryc. 11. Otrzymywanie form bipodialnych jako najprostszego modelu ameby poli-

taktycznej metodg wedrowki wzdtuz widetkowato rozgatezionego pasma cienia (A);

ciggte korekty kierunku wysuwania czota u ameby wedrujgcej po pierscieniu cie-
nia (B); wg [39] i [41]

W ten sposéb strefy czotowe kontrolujg szybko$¢ migracji catej ko-
morki, a zarazem i jej kierunki, gdy nowe fronty tworzg sie i rozwijaja
pod innym katem, niz poprzednie. Sterowanie ruchem, moze takze od-
bywa¢ sie w sposéb ptynny, bez zastepowania starego frontu nowym,
a to wbwczas, gdy front ten jest nieprzerwanie poddany dziataniu asy-
metrycznie skierowanego bodzca. Tak np. czolo rosngcej nibyndzki wy-
gina sie ku otworowi mikropipetki zawierajgcej czynnik chemotaktycz-
nie dodatni, a amebe ortotaktyczng mozna prowadzi¢ po tuku, zacienia-
jac nieprzerwanie jedng strone jej strefy czotowej [31]. Czolo ameby
zmuszonej do wedréwki wzdtuz smugi cienia w ksztatcie petli lub kota
[39] wcigz koryguje kierunek swej dalszej ekspansji (ryc. 11B), a w re-
zultacie stopniowo dopasowuje ksztatt catej migrujgcej komadrki do krzy-
wizny zaprogramowanej drogi.

Najrozmaitsze doSwiadczenia potwierdzajg wiec zgodnie teze, ze
funkcje kontrolno-sterujgce w ruchu amebowym petnig strefy czotowe,
ktére reaguja ujemnie na bodzce skurczowe, a dodatnio na relaksujgce.
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Trzeba doj$s¢ ostatecznie do wniosku, ze teoria skurczu przedniego
jest nie do utrzymania, poniewaz: nie liczy sie z peryferyjnym rozmiesz-
czeniem aparatu kurczliwo-szkieletalnego wzdiuz catej diugosci komor-
ki; pomija role gradientow ci$nienia hydrostatycznego w powstawaniu
strumieni endoplazmy i w kontroli ich przeptywu; front ameby reaguje
ujemnie na bodZce skurczowe i dodatnio na rozkurczowe, a nie odwrot-
nie; wreszcie dlatego, ze zablokowanie, a nawet zupelne zniszczenie
wszystkich frontdw nie wstrzymuje aktywnosci ruchowej pozostatych
okolic komorki.

Klasyczna teoria skurczu tylnego nie byta zasadniczo btedna w wie-
lu swych postulatach, lecz okazata sie pod innymi wzgledami niezado-
walajaca. Prowadzita do przeoczenia zjawisk ruchowych, ktére S$wiad-
czg o kurczliwos$ci réwniez $rodkowych i przednich odcinkéw cylindra
ektoplazmatycznego; nie zaproponowata zadnego mechanizmu kontrolu-
jacego przeptyw endoplazmy i sterujacego migracja komorki, a co naj-
wazniejsze, trudno jg pogodzi¢ z oczywistymi Swiadectwami behawioral-
nymi, ze front od razu reaguje na nowe sytuacje, z ktérymi jako pierw-
szy styka sie w trakcie lokomocji.

Zadaniem teorii ogolnego skurczu kortykalnego byto wypeini¢ te luki
i pogodzi¢ sprzecznosSci dzieki zatozeniu, ze skurcz catej filamentowej
warstwy peryferyjnej podnosi ci$nienie hydrostatyczne we wnetrzu ko-
morki. Ruch jest w zwigzku z tym wywotywany, regulowany, kierowa-
ny i koordynowany przez miejscowe spadki cisnienia w czotach rosng-
cych nibynozek, ktdre z kolei same sg pod kontrolg bodzcéw zewnetrz-
nych. Najrozniejsze obserwacje, ktére dotychczas pozornie wydawaty sie
sprzeczne i stuzyty za kontrargumenty w klasycznym sporze, wszystkie
znajdujg w takim schemacie swoje miejsca i wspdlne objasnienie.
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HYDRODYNAMICZNE METODY BADANIA ADHEZYJINYCH
ODDZIALYWAN KOMORKOWYCH*

Jan DOROSZEWSKI

Zaktad Biofizyki i Biomatematyki Centrum Medycznego Ksztalcenia Podyplomowego
w Warszawie

Streszczenie. Praca przedstawia zasady metod badania adhezyjnych oddziatywan komoérko-
wych, ktére sg oparte na wykorzystaniu zjawisk hydrodynamicznych zwigzanych z ruchem komoérek
wzgledem: $rodowiska, podtoza i innych komérek. Omoéwione sg podstawy fizyczne tych zjawisk.
Metody, ktérych dotyczy praca, sa przydatne w badaniu nastepujacych problemoéw: charaktery-
styka adhezji do podtoza komorek poruszajacych sie z pradem cieczy i w nieruchomym $rodowisku
(m. in. w trakcie lokomocji), sita i energia adhezji komdérek do réznych powierzchni oraz charak-
terystyka adhezji miedzykomoérkowej. Opisane sg przyktady wynikéw badan nad adhezjag i loko-
mocja komoérek biataczki L 1210 i L 5222 i innych komorek uzyskane za pomoca przedstawionych
metod.

Oznaczenia

— promien czastki (komoarki)

— energia

— sita

— odlegtos¢ Srodka czastki (komorki) od sciany kanatu

— gradient predkoSci cieczy

— moment obrotowy

— predkos¢ translacyjna czastki (komérki)

— lepko$¢ cieczy

— odlegtos¢ powierzchni czastki (komérki) od S$ciany kanatu
— predkos¢ katowa

goepoc H0s M

* Referat wygtoszony podczas Il Ogdlnopolskiej Konferencji Biologii Komoérki, Warszawa
18-22 IX 1985 r.
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WSTEP

W niniejszej pracy opisane sg podstawy metod badania adhezji komorek do
powierzchni, adhezji miedzykomdrkowej i lokomocji komérek, ktére sg oparte na
wykorzystaniu sit zwigzanych z ruchem komérek wzgledem Srodowiska, powierz-
chni lub innych komorek. Zakres zastosowan tych metod ilustrowany jest przy-
ktadami wynikéw doswiadczen. Praca niniejsza stanowi podsumowanie metodolo-
gicznych badar prowadzonych w naszym Zakiadzie, co jest usprawiedliwieniem
taktu, ze nie sg w niej prezentowane inne badania w zblizonych dziedzinach [20, 21].

Pod pojeciem metod hydrodynamicznych rozumiem metody badan wykony-
wanych poza ustrojem, w ktorych istotnym elementem sg zjawiska hydrodyna-
miczne [14]. W pierwszej czeSci pracy omdwione sg badania, w ktérych komorki
znajduja sie w nieruchomym $rodowisku i poruszajg sie prostopadle lub réwno-
legle do Sciany kanatu. Druga cze$¢ pracy zawiera opis badan, w ktérych komarki
znajduja sie w strumieniu cieczy, przy czym wyroznione sg trzy rodzaje sytuacji:
przeptyw komoérek przy Scianie kanatu, przeptyw s$rodowiska obok nieruchomych
komorek i przeptyw zawiesiny komorek.

W badaniach nad adhezjg komorek do powierzchni i do innych komérek wyko-
nywanych poza ustrojem stosuje sie rdznego rodzaju naczynia zawierajgce Srodo-
wisko z komdrkami. Sa to szklane kamery o ptaskich $cianach i prostokagtnym
poprzecznym przekroju, rurki szklane i przewody ze sztucznych tworzyw o okrag-
tym przekroju poprzecznym itd. Wszelkie takie naczynia mozna okre$li¢c mianem
kanatéw niezaleznie od tego, czy zawarta w nich ciecz porusza sig, czy jest nie-
ruchoma (w niniejszej pracy nie omawiam metod, w ktérych jako naczynie stosuje
sie probdwki lub wieksze pojemniki). Rozmiary wewnetrzne kanatow sg rozmaite;
w tej pracy omawiam tylko takie, ktérych najmniejszy wymiar jest co najmnigj
kilka razy wiekszy od $rednicy badanych komdrek. Jesli wiec komodrka znajduje sie
blisko jednej ze Scian, to mozna nie bra¢ pod uwage wptywu innych $cian. Istnieje
tez wiele takich mozliwych pozycji komorki, przy ktérych nie wystepuje uchwytny
wplyw jakiejkolwiek $ciany. Naprzeciw siebie potozone $ciany kanatéw sg rowno-
legle, przy czym maja one ptaskie powierzchnie, jak w kamerach szklanych tub
promien ich krzywizny jest bardzo duzy (zaniedbywalny) w stosunku do promienia
komérki (rurki i przewody). Przy analizie zjawisk hydrodynamicznych przyjmuje
zatozenie, ze powierzchnia kontaktu Sciany ze $rodowiskiem jest gtadka i nie od-
ksztatca sie. Nie biore tu pod uwage budowy chemicznej Sciany, ani tadunku elek-
trycznego powierzchni, zaniedbuje tez ruchy termiczne komorek. Przy stezeniach
komorek stosowanych w opisywanych w tej pracy badaniach $rodowisko, z Teolo-
gicznego punktu widzenia, moze by¢ traktowane jako ciecz o whasciwosciach niu-
tonowskich. Analiza oddziatywania komdrek ze Scianami kanatu i z innymi ko-
morkami dotyczy w tej pracy zasadniczo pojedynczych komérek lub zjawisk beda-
cych bezposrednim wynikiem wzajemnego kontaktu tych komérek. Zaktadam wiec,
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zgodnie z metodyka wiekszosci badan biologicznych w tej dziedzinie, ze zawiesina
komdrek jest znacznie rozciericzona, tj. ze $rednie odlegtosci miedzy komdrkami
w zawiesinie sg rzedu co najmniej kilku $rednic komarki.

W opisywanych tu badaniach ruch cieczy (Srodowiska) i komoérek jest stosun-
kowo powolny, tj. liczba Reynoldsa jest zawsze mniejsza od jednosci.

Metody przedstawione w tej pracy oparte sg na zastosowaniu dwojakiego ro-
dzaju kanatéw, z ktérych jednym sag kamery szklane, umozliwiajace obserwacje
pod mikroskopem zawartych w nich komoérek, drugim za$ przewody ze sztucznego
tworzywa. Kamery majg nastepujgce rozmiary wewnetrzne: wysokos$¢ 0,12—0,24
mm, szeroko$¢ 5—10 mm i dtugos¢ okoto 30 mm [30]. Kamera moze by¢ szczelnie
zamknieta lub wigczona w obwdd zapewniajacy precyzyjnie stabilizowany prze-
ptyw cieczy (Srodowiska z komorkami). Stosowany w dalszym tekscie termin ,ka-
mera” oznacza zawsze wiasnie tego rodzaju kanat. Przewod polietylenowy ma
wewnetrzng $rednice 0,66 mm i dtugos¢ 1—5,5 mm [16].

Niniejsza praca nie obejmuje badan nad adhezjq i przeptywem komdrek w sztu-
cznych ztozach, np. [11, 28], ktérych opis wymaga odmiennego ujecia, m. in.
z punktu widzenia zagadnien hydrodynamicznych i analizy modelowej.

I. KOMORKI W NIERUCHOMYM $RODOWISKU
1. OPADANIE KOMOREK W CIECZY

Na komoérke o objetosci v i gestosci dk znajdujaca sie w Srodowisku (cieczy)
0 gestosci ds dziata sita grawitacyjna F,

F= v(dk-dy9 g,

gdzie g jest przyspieszeniem ziemskim.

Dla komorek jadrzastych (tkankowych) sita ta jest rzedu 10~13 N. Ze wzgledu
na znaczng niejednorodnos¢ wielkosci komérek, réznica miedzy maksymalng
a minimalng wartoscig tej sity moze wynosi¢ caly rzad wielkosci lub wiecej. W jed-
nej np. populacji komorek L 1210 [30] $rednia warto$¢ promienia komorki wyno-
sita 5,16 [im, przy Srednim odchyleniu réwnym 0,59 gm, najwiekszy za$ i najmniej-
szy promienn komorek wynosit 6,9 i 3,5 gm. Przyjmujac gestos¢ komorki jadrzastej
réwna 1,07 g/cm3, tatwo obliczy¢, ze sita grawitacyjna, dziatajgca w typowym $ro-
dowisku na komédrke o najmniejszym zaobserwowanym w tej populacji promie-
niu, wynosi 1,24- 10~13N, dla najwiekszej za$ komorki 9,4- 10-13N.

Ocena tej sity dla komorek, ktérych ksztatt znacznie rézni sie od kulistego,
jest oczywiscie trudniejsza i mniej doktadna.

Sita, z jakg komorka spoczywajaca na dolnej powierzchni kanatu dziata na te
powierzchnig, rdwna sie sile F. Jesli pominiemy hydrodynamiczny wplyw Sciany
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kanatu, to otrzymamy site dziatajagcg na komoarke, ktéra zwigzana jest (np.
przez wiezy adhezyjne) z powierzchnig goérnej Sciany kanatu. Tego rodzaju
sytuacja jest typowa dla najprostszej, szeroko stosowanej metody badania adhezji
komérek do powierzchni, polegajacej na odwrdceniu kamery o 180° po zaadhe-
rowaniu opadtych na dno komérek.

Bliskie sgsiedztwo Sciany wplywa na zmiane sity oporu $rodowiska, gdy ko-
morka opada na dolng powierzchnie kanatu lub odrywa sie od jego gérnej Sciany.
Trudno wprawdzie w petni oceni¢ praktyczne znaczenie tego zjawiska, warto jed-
nak krétko je przedstawi¢. Gdy kulista czastka zbliza sie do dolnej powierzchni
kanatu, sita oporu $rodowiska rosnie zgodnie ze zmodyfikowanym wzorem Sto-
kesa [2],

F—6KuauA, 1

gdzie y — lepko$¢ srodowiska, a —promien czastki, u —predko$é czastki, a A —
wspotczynnik bedacy funkcjg stosunku promienia czastki do odlegtosci $Srodka
czastki od Sciany.

Wartosci liczbowe tego wspdtczynnika dla czastek sztywnych oraz odksztat-
calnych sg podane w [1, 29]. Gdy czastka zbliza sie do Sciany, wartos¢ wspdtczyn-
nika A roénie (teoretycznie do nieskonczonos$ci). Przyczyng tego zjawiska jest
przemieszczanie sie czasteczek cieczy znajdujgcych sie miedzy czastka a powierz-
chnig w kierunkach bocznych (niejako ,,wyciskanie” ich przez czastke). Teoretycz-
nie wiec do petnego kontaktu (w skoriczonym czasie) miedzy czastkg a powierzchnig
moze dojs¢ jedynie dzieki dodatkowemu dziataniu sit innych niz sita grawitacyjna
(sity: zwigzane z ruchami termicznymi, elektrostatyczne oraz van der Waalsa).
Jesli chodzi o kontakt komorki ze $ciang kanatu, to w zwigzku z nieregularnoscia
ksztattu tej powierzchni, wzor (1) oraz teoria, na ktérej jest on oparty, maja jedynie
pizyblizony charakter. Gdy komorka oddala sie od powierzchni (jak przy ,,odpa-
daniu” od gornej powierzchni kanatu), wystepuje analogiczne zjawisko. Prze-
strzen zawarta miedzy $ciang a powierzchnig komorki staje sie coraz szersza i ota-
czajaca ciecz wypetnia ja w miare oddalania sie komorki. Sita oporu $rodowiska
jest wiec poczatkowo bardzo duza, predko$¢ za$ czastki bardzo mata (teoretycznie
poczatkowo rowna zeru). Podobnie wiec jak przy zblizaniu sie czastki do Sciany,
jej oderwanie sie wymaga teoretycznie dziatania innych sit, jesli jako stan poczatko-
wy przyja¢ petny kontakt czastki z powierzchnig. W miare zwiekszania sie odleg-
tosci miedzy komorka a $ciang sita oporu Srodowiska maleje do wartosci rownej
sile Stokesa w nieograniczonym Srodowisku.

Jedli chodzi o oddziatywanie ze Sciang i ruch w Srodowisku czastek o tak nie-
regularnym ksztalcie jak zywa komérka, to doswiadczalne wykazanie opisanych
tu zjawisk lub weryfikacja ich teoretycznego opisu jest trudna. Stwierdzona jednak
doswiadczalnie [30] $rednia predko$¢ komoérek L 1210 opadajgcych w kamerze
o wysokosci 120 [im wykazuje z dos¢ dobrym przyblizeniem zgodno$¢ z wartoscia,
ktoérg mozna przewidywac teoretycznie (ryc. 1). JeSli poming¢ niewielkg asymetrie
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rozktadu predkosci komérek (zapewne zalezng od wptywu komdrek o najwiekszej
Srednicy), to mozna przyjac, ze Srednia predko$¢ opadania komorki wynosi 2,92
[im/s, teoretycznie za$ obliczona predko$é wynosi 3,1 [im/s.

Ryc. 1 Rozkiad predkosci komorek L 1210 (gm/s) swobodnie opadajgcych w Srodowisku Parkera,
wg [30]

2. RUCH KOMOREK WZDtUZ SCIANY KANALU W NIERUCHOMYM SRODOWISKU

Przemieszczanie sie komorek wzgledem bezposrednio sgsiadujacej z nig po-
wierzchni kanatu w nieruchomym (w stosunku do kanatu) Srodowisku wystepuje,
gdy powierzchnia jest nachylona, tj. gdy kat, jaki powierzchnia ta tworzy z kierun-
kiem poziomym, jest zawarty miedzy 0 a 90° oraz przy aktywnej migracji (loko-
mocji) komorek.

Na komérke znajdujgcg sie na nachylonej powierzchni dziata komponenta
sity grawitacyjnej réwnolegta do tej powierzchni (sita Fr), ktdra jest réwna

Fr—Fsiny,

gdzie Zjest sitg grawitacyjng, y za$ katem, pod jakim powierzchnia jest nachy-
lona wzgledem poziomu.

Predkos¢ translacyjna u i katowa o komérki [4, 22] przemieszczajacej sie w bli-
skiej odlegtosci od sciany kanatu (przesuwajacej sie po powierzchni) moze byc
opisana réwnaniami

F
U 3nr/flaln B’ n
(= _fzz" azkn o’ ©)

gdzie F = Fr, djest odlegtoscig powierzchni czastki od Sciany kanatu (ryc. 7).
Doswiadczalnie wyznaczona predkosé translacyjna ruchu komérek jadrzastych

na nachylonej powierzchni (ryc. 2) wykazuje zgodno$é z wartoscig obliczong na

podstawie rownania (2) i pozwala oszacowac odlegtos¢ d na 12 nm [15]. Wobec
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Ryc. 2. Predkos¢ komdrek L 1210 (x), L 5222 (.) i erytrocytow (m) (0$ rzednych, (im/s) przemie-
szczajgcych sie na nachylonej powierzchni przy roznych jej katach nachylenia (0$ odcietych),
wg [19]

nieregularnosci powierzchni komaérki interpretacja tego oszacowania nie jest jasna.
Predkos¢ translacyjna erytrocytéw jest znacznie mniejsza, co z pewnoscig wigze
sie z ich odmiennym ksztattem. Ruch obrotowy komoérek, opisany wzorem (3),
nie znajduje jednak potwierdzenia: najbardziej staranna obserwacja nie pozwala
na jego stwierdzenie, mimo ze komorki ptyngce w pradzie cieczy wykazujg ruch
obrotowy zgodny z teorig.

Ryc. 3. Adhezja komoérek L 1210 do nachylonej powierzchni, na ktérej komorki]te przemieszczajg
sie (08 rzednych, procent komérek wchodzacych w pole widzenia mikroskopu) w funkcji kata
nachylenia powierzchni (0$ odcietych), wg [15]
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Ryc. 4. Tory granulocytéw wedrujacych na Ryc. 5. Rozklad predkosci granulocytow (diu-

powierzchni poziomej (a) i nachylonej pod gosci jednominutowych odcinkéw trajektorii)

katem 40° (b) i 80° (c). Kierunek nachylenia wedrujacych na powierzchni poziomej (a) i na-

powierzchni od strony lewej ku prawej, chylonej pod katem 40° (b) i 80° (c), wg [12]
wg [12]

Ryc. 6. Tory komorek biataczki L 5222 wedrujgcych po powierzchni nachylonej pod katem 2°.
Kierunek nachylenia powierzchni od strony lewej ku prawej, wg [9]
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Analiza przemieszczania si¢ komorek na nachylonej powierzchni umozliwia
otizymanie danych dotyczacych adhezyjnego oddziatywania komérek z podtozem
w nieruchomej cieczy przy dziataniu bardzo matej sity zewnetrznej [15]. Poruszajac
sie w tych warunkach po powierzchni, komérki adherujg w stosunkowo duzej
ilosci przy matym kacie nachylenia (bardzo stabej sile Fr); liczba adherujacych
komorek jest znacznie mniejsza, jesli nachylenie powierzchni (sita Fr) jest wieksza
(ryc. 3). Nachylenie powierzchni, na ktorej uprzednio spoczywaty komorki pozwala
stwierdzi¢, ze cze$¢ z nich adheiuje do powierzchni, niektore za$ z zaadherowanych
komoérek odrywajag sie po uptywie pewnego czasu dziatania sity Fr. Przy nachy-
lonej powierzchni wystepuje tez zjawisko adhezji krétkotrwatej, tj. adhezyjnego
zatrzymywania komérek na czas rzedu sekund lub minut.

Roéwnolegta do powierzchni komponenta sity grawitacyjnej Fr wywiera wy-
razny wptyw na komorki aktywnie migrujgce. Tory wedrujgcych granulocytow [12]
s W znacznym stopniu zmienione przy nachyleniu wynoszacym 80°, tj. przy dzia-
faniu sity Fr= 525 «10~13N, a takze — w mniejszym stopniu — przy dziataniu
nieco mniejszej sity (ryc. 4). Zwiekszenie predkosci lokomocji granulocytéw (dtu-
gosci odcinkéw rejestrowanych w jednostce czasu, ryc. 5) dotyczy nie tylko od-
cinkow toréw skierowanych zgodnie z wektorem Fr, lecz takze ,krokéw” w kie-
runku przeciwnym dziataniu tej sity. Wskazuje to, ze mechanizm dziatania sity Fr
na wedrujgce granulocyty jest ziozony i dotyczy zapewne wplywu na aparat ru-
chowy i na site adhezji.

Szczeg6lnie wyrazny jest wptyw sity Fr na wedrujace komérki doswiadczalnej
biataczki L 5222 [9], ktérych tory (ryc. 6) ulegajg wyraznej zmianie nawet przy
minimalnym nachyleniu powierzchni, tj. pod katem 2° (Fr= 1,25 10~14N).
Przy nachyleniu powierzchni wiekszym niz 3° (Fr— 1,9 « 10~14N) komorki L 5222
odrywajg sie od powierzchni i nie sg zdolne do lokomocji.

Il. KOMORKI W PRZEPLYWIE

1. PRZEPLYW KOMOREK PRZY SCIANIE KANALU

Zostang rozpatrzone tu zagadnienia zwigzane z ruchem komorek przemie-
szczajgcych sie w przeptywie Poiseuille’a wraz ze Srodowiskiem w poblizu dolnej
powierzchni kanatu.

Predkosci translacyjna u i katowa ® czastek w przeptywie Poiseuille’a, ptyna-
cych w niezbyt bliskiej odlegtosci od $ciany kanatu (ryc. 7), tj. gdy

h—a

6 = > 1,
a

mozna opisa¢ nastepujacymi réwnaniami [22]:
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u—hs 1 m (4)
© (5)

gdzie S jest gradientem predkos$ci cieczy, a pozostate oznaczenia jak na ryc. 7.

Ryc. 7. Komorka poruszajgca sie réwnolegle do $ciany kanatu w przeptywie Poiseuille’a. R —
$rednica (potowa wysokosci) kanatu, h — odlegto$¢ Srodka czastki (komorki) od powierzchni,

a — promien czastki, S — odlegto$¢ powierzchni czastki od $ciany kanatu, u — predkos$¢ transla-
cyjna czastki. Poziome strzatki oznaczajg paraboliczny rozktad predkosci cieczy, ktéry przy Scianie
moze by¢ przyblizony rozktadem sko$nym, wg [14]

Doswiadczalne oznaczenie predkosci translacyjnej komérek w kamerze [7] nie
daje podstaw do weryfikacji wzoru (4) z powodu duzego rozrzutu wynikéw: biad
wzgledny pomiaréw predkosci komédrek siega Kilkudziesieciu procent. Rozrzut
ten jest z pewnoscia spowodowany faktem, ze odlegto$é ptynacych komdérek nie
jest stata ze wzgledu na nieregularno$¢ ich ksztattu. Srednia predko$é komérek
oznaczona dla réznych przeptywéw odpowiada predkosci cieczy w zakresie 5—38
(im nad dolng powierzchnig kamery. Mozna natomiast empirycznie sprawdzic¢
czy obserwowana predkos$¢ katowa komarek zgadza sie ze wzorem (5). Poréwnujac
obserwowang [15] predkos¢ obrotu ptyngcych komérek z wartosciami obliczo-
nymi teoretycznie, stwierdza sie dobrg zgodnos$¢ teorii z wynikami pomiarow
(ryc. 8).

Catkowita energia komarki ptynacej z pradem cieczy jest suma jej energii za-
leznej od ruchu translacyjnego E£a i od ruchu obrotowego

gdzie m — masa komorki, p — predko$¢ translacyjna, | = 215ma2 — moment
bezwiadnosci, O — predkos¢ katowa komorki.

Catkowita np. energia kinetyczna komorki ptynacej z predkoscig 14 jjim/s (jest
to predkos¢ komorki plynacej w sasiedztwie powierzchni kanatu w przeptywie
o wydatku 0,07 fxl/s) wynosi 5,5- 10~21J.
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Obserwacja i pomiar predkosci komorek przemieszczajacych sie w przeptywie
w bliskosci Sciany kamery pozwalajg na badanie rdéznych zjawisk zwigzanych z od-
dziatywaniem komorek z powierzchnia.

Ryc. 8. Predkos¢ katowa komoérek L 1210 (o) i L 5222 (.) ptynacych w pradzie cieczy jako funkcja
predkosci translacyjnej (gradient predkosci cieczy 8,0 s-1). Krzywe przedstawiajg teoretycznie
przewidywane predkosci katowe komoérek dla réznych promieni a (3,5, 5 i 7,5 nm). Obserwowane
predkosci katowe mieszczg sie w granicach okreslonych przez rozrzut wielkosci komérek, wg [15]

Wsréd komorek ptyngcych w warstwie przysciennej niektére kamery poruszajg
sie bardzo powoli, z predkoscig wielokrotnie mniejsza niz mogtoby to wynikaé
z efektéw czysto hydrodynamicznych na pograniczu cieczy i $ciany. Zjawisko to
wystepuje zaréwno w przypadku komérek jadrzastych jak i erytrocytéw. Ryc. 9
przedstawia wykres predkosci komorki L 1210, ktdra w ciggu okoto 2 s ptynie
w przyblizeniu 6 razy wolniej od cieczy w jej otoczeniu, zostaje zatrzymana i nastep-
nie uwalnia sie i znéw osiada [7]. Podobne zjawisko obserwowane byto wielo-
krotnie czesto w znacznie dluzszym czasie [10, 13]. Obserwujgc erytrocyty przepty-
wajace bezposrednio nad dolng $ciang kamery [8] stwierdza sie, ze przy powolnym
przeptywie (gradient predkosci cieczy réwny 4,64 s 1) okoto 15% tych komorek
nie wykazuje charakterystycznej rotacji i porusza sie ruchem ,$lizgajacym”, tj.
zachowujac swa ptaskg powierzchnie w pozycji rownolegtej do podtoza. Przy wiek-
szej predkosci cieczy liczba komorek ,,$lizgajacych sie” maleje, nawet jednak przy
stosunkowo bardzo szybkim przeptywie okoto 1% erytrocytow przemieszcza sie
w ten sposéb. Predko$¢ tych komorek wynosi okoto 1/2 predkosci Srodowiska
w ich bezposrednim sasiedztwie.

Zjawiska te wskazuja, ze adhezyjne oddziatywania miedzy komérkami a pod-
fozem mogg wystepowac w trakcie ruchu komérki lub znacznie poprzedzaé petng
adhezje.
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Czesto$¢ adhezji komorek maleje w miare wzrostu predkosci przeptywu za-
wiesiny [10, 24, 25].

Ptynace w Srodowisku komérki sa czesto zatrzymywane na powierzchni na
krétki czas, a nastepnie sg dalej unoszone przez prad cieczy; jest to zjawisko ad-
hezji krotkotrwatej. W badaniach dotyczacych komdrek L 1210 i L 5222 stwier-
dzono [7], ze znaczna wigkszo$¢ komorek zatrzymuje sie na czas krétszy niz 2 s
(ryc. 10) zaréwno przy powolnym, jak i szybkim przeptywie. Adhezja dtugotrwata,
tj. taka, ktorej czas trwania jest wiekszy od 5 min, jest w warunkach przeptywu
zjawiskiem stosunkowo rzadkim.

Ryc. 9. Bardzo powolny ruch komoérek L 1210 Ryc. 10. Rozktad czaséw adhezji krétkotrwatej

w sgsiedztwie $ciany kanatu poprzedzajacy jej  komorek biataczki w przeptywie o réznej pred-
zatrzymanie. Predkos¢ cieczy na poziomie ko-  kosci (gradiencie). Komorki L5222: —

morki wynosi 13 [ims-1, wg [7] 256 s-1, ... 25,7 s—t; komdrki L 1210:

2,56 s—1 | -------mmm-- 257 s-1, wg [7]

Mechanizm adhezji krotkotrwatej jest, jak sie zdaje, nastepujacy. Zatrzymanie
komérki na podtozu jest wynikiem oddziatywania miedzy pewnymi ,,aktywnymi”
osrodkami potozonymi na powierzchni komérki, ktére moga odpowiadaé np.
roznego rodzaju wypustkom btony komorkowej. Gdy komorka przeptywa w oko-
licy Sciany kanatu, jej trajektoria ulega zaburzeniom. Komorka zbliza sie do pod-
toza, ktorego dotyka pewien punkt jej powierzchni. Jesli punkt ten odpowiada
jednemu z ,,centrow aktywnych”, to powstaje pierwsze wigzanie miedzy komdrka
a podtozem. Na komdrke jednak dziata jednocze$nie sita wywotana przez przeptyw
cieczy, czego wynikiem moze by¢ zerwanie tego wigzanie. Jednakze w tym samym
czasie inny o$rodek aktywny moze zetkna¢ sie z podtozem i moze powstac nastepne
wigzanie. Sita przeptywu moze zerwaé réwniez to wigzanie, moze jednak takze
dojs¢ do utworzenia sie kolejnego. wigzania, ktére z kolei moze by¢ zerwane lub
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przetrwa¢ wraz z tworzacymi sie¢ nowymi wigzaniami. W taki sposob komdrka
moze badZ zostaé zatrzymana na podtozu, badZz od niego oderwana, ktore za$
z tych zdarzen nastapi zalezy od przewagi jednego z dwd6ch proceséw: powstawania
wiezow adhezyjnych lub ich przerywania. Od wzajemnego stosunku sity odrywa-
jacej i zatrzymujacej komorke zalezy prawdopodobienstwo zajscia i czas trwania
adhezji.

Ten hipotetyczny mechanizm adhezji komorek w przeptywie zostat przyjety
jako podstawa matematycznego modelu [3], w ktérym wyrdznia sie dwie stale
fenomenologiczne: K+ odpowiadajgcag czestosci powstawania nowych wigzan ad-
hezyjnych i K~, ktéra odpowiada czestosci zrywania wigzan. Rdwnania modelu
opisujg zmiany liczby komoérek odznaczajacych sie okres$long liczbg wigzan z pod-
tozem. Stala K — K+IrK~ maleje przy zwiekszaniu sie predkosci zawiesiny komé-
rek, co wskazuje, ze im mniejsza jest predkos¢ przeptywu, w tym wiekszym stopniu
powstawanie wigzan przewaza nad ich zrywaniem.

Innego rodzaju matematyczno-modelowa analiza adhezji komérek zachodzacej
w przeptywie Srodowiska [24, 25] pozwala na obliczenie energii adhezji na podstawie
oceny granicznej predkosci przeptywu, powyzej ktorej adhezja komérek do po-
wierzchni nie zachodzi. Okre$lono np., ze energia adhezji komoérek L 1210 wynosi
w Srodowisku zawierajacym surowice 2,6 « 10~20J, w Srodowisku za$ bez surowicy —
8,7 « 10~20J [24], a energia adhezji granulocytéw pochodzacych od ludzi chorych
na przewlekia biataczke szpikowg zawiera sie w granicach 1,2 » 10~20J —2,8 * 10~20J
i jest kilkakrotnie nizsza w poréwnaniu z granulocytami ludzi zdrowych [25]. War-
tosci te sg zblizone do oszacowan innych autoréw [21].

2. PRZEPLYW SRODOWISKA OBOK NIERUCHOMYCH KOMOREK

Na komorke nieruchoma, przylegajaca do powierzchni kanatu (O->0), dziata
sita Scinajgca przeptywu, ktéra wynosi [22]

F = 6ttnah S F~*,

moment za$ obrotowy
T=4npa3ST*,

gdzie S jest przysciennym gradientem predkosci cieczy, F* i T* za$ sg wspoiczyn-
nikami, ktérych wielko$¢ zalezy od stosunku /i/a; zostaty one podane w formie
tabelarycznej w pracy [22]. Przyjmujac np. h/a = 1,04, przy przeptywie przez ka-
mere cieczy z wydatkiem roéwnym 0,07 pi/s,

F=35¢10“12N, T = 7,6 «10~18Nm.
Wykorzystanie dziatania sity Scinajacej, wystepujacej przy przeptywie cieczy

na komorki, ktére ulegly adhezji do podtoza w nieruchomym $rodowisku, pozwala
na ocene sity adhezji tych komorek. Wykazano [26, 27], ze sita adhezji komorek
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L 1210 i L 5222 do réznych powierzchni (szkto, kolagen, komorki $rodbtonka)
zawarta jest w bardzo szerokich granicach (ryc. 11), od wartosci mniejszych od
10~14N do wiekszych od 10~9N. Analiza rozktadu tych sit sktania do przypuszcze-
nia, ze adhezja jest zjawiskiem bezprogowym, tj. ze kazdy kontakt komorki z pod-
tozem moze prowadzi¢ do powstania wiezéw adhezyjnych o réznej jednak sile:
od znikomo matej do stosunkowo bardzo duzej. Sity adhezji podawane przez innych
autoréw wynosza na og6t 10~10N tub 10 1IN [21]; dokiadne pordéwnanie jest
zresztg trudne z powodu réznic metodycznych.

Ryc. 11. Wozgledna liczba komoérek L 5222 adherujacych do powierzchni komoérek $rédbtonka
hodowanych in vitro w funkcji sity Scinajgcej F zwiazanej z przeptywem S$rodowiska, wg [27]

3. PRZEPLYW ZAWIESINY KOMOREK

Na komorki przemieszczajace sie z przeptywem S$rodowiska dziatajg sity hy-
drodynamiczne, ktore powodujg zaréwno wystepowanie wzajemnych zderzen ko-
morek, co moze prowadzi¢ do powstawania agregatéw' komoérkowych, jak i moga
rozrywac potaczenia miedzy komdérkami tworzacymi agregaty. Tego rodzaju zja-
wiska w przeptywie Couette’a (0 skosnym rozkiadzie predkosci) w urzadzeniu
typu wiskozymetru zostaty wykorzystane przez Curtisa i wsp. [5, 6] w badaniach
dotyczacych agregacji komdrek. Duszyk i wsp. [16] opracowali teorie oddziatywan
miedzykomorkowych w przeptywie Poiseuille’a (w przewodzie o przekroju okrag-
tym) oraz opartg na niej metode badania adhezji miedzykomérkowej w zawiesinie.

Komorki, ktére w przeptywie Poiseuille’a znajdujg sie blizej Srodka kanatu
maja wiekszg predkos¢ niz komérki potozone bardziej ekscentrycznie (ryc. 12).
Jesli trajektoria komérki plynacej szybciej jest zblizona do trajektorii komérki
poruszajacej sie wolniej, czyli (w przyblizeniu) gdy odlegto$¢ miedzy trajektoriami
tych komérek nie jest wieksza od $rednicy komorki, to dochodzi do zderzenia
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tych komorek. W wyniku zderzenia badz dochodzi do adhezyjnego potgczenia
miedzy komorkami, badz tez komdrki rozdzielajg sie i oddalaja. Jesli komorki
ulegng potaczeniu, to zaczyna dziata¢ na nie sita hydrodynamiczna, ktéra dazy
do ich rozerwania.

Wykorzystanie tych zjawisk do badania adhezji miedzykomérkowej opiera sie
na $ledzeniu zmian stezenia zawiesiny komorek przeptywajacej z okre$long pred-
koscig przez kanat. Zmiany te odzwierciedlaja powstawanie lub rozpad agregatéw
komorkowych. Mozliwe sg dwie sytuacje: sita adhezji komorek ulegajacych po-
faczeniu moze by¢ badz wieksza badz mniejsza od hydrodynamicznej sity rozry-
wajgcej agregaty komérkowe.

Ryc. 12. Komérki A i B ptynace w przeptywie Poiseulle’a. Potozenie 1 i 2: komérka A zbliza sie

do komorki B. Potozenie 3: komdrka A zderza sie z komorka B. Potozenie 4: jesli doszto do po-

faczenia komorek A i B, to w tym potozeniu na komorki dziata najwieksza sita rozrywajaca. Po-

tozenie 5: komérka A, ktdra nie zaadherowata do komorki B lub zostata od niej oderwana wy-
przedza komorke B

Miarg adhezywnosci miedzykomérkowej jest wspétczynnik efektywnosci wy-
chwytu komorek, ktéry mozna okresli¢, jesli wptywajgce do kanatu komorki tworzg
zawiesine monodyspersyjna i sita adhezji w powstajagcych agregatach jest wieksza
od hydrodynamicznej sity rozrywajacej. Wyznaczenie wspétczynnika wychwytu
jest oparte na wynikach pomiaréw liczby czastek (tj. tgcznej liczby pojedynczych
komorek i agregatdow komdrkowych) w zawiesinie, ktéra przeptyneta przez kanat
przy znanej liczbie komérek wchodzacych do kanatu. W najbardziej og6lnym ujeciu
czynniki odgrywajace gtéwng role w badaniu adhezji miedzykomérkowej za po-
moca opisywanej metody zwigzane sa zalezno$cig

N r
NO Jf(a,z,k,x)clx,

gdzie N —liczba czastek w zawiesinie po przejsciu przez kanat, NO —liczba czastek
(komérek) wchodzacych do kanatu, a — wspétczynnik efektywnosci wychwytu
komdrek, ktéry réwna sie stosunkowi strumienia czastek przechodzacych przez
pole wychwytu (tj. pole, wewnatrz ktérego potozone sg trajektorie komorek ulega-
jacych agregacji) do strumienia czastek przechodzacych przez geometryczny prze-
kr6j wychwytu (tj. koto o promieniu réwnym S$rednicy komoérek), z — diugosé
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kanatu (od poczatku do miejsca pomiaru stezenia czastek), k — parametr zalezny
od charakterystyki zawiesiny komorek (tj. od wielkosci komérek, ich stezenia
i lepkosci Srodowiska) oraz od promienia kanatu. Wszystkie czynniki poza wspot-
czynnikiem efektywnosci wychwytu a sa znane lub moga by¢ zmierzone doswiad-
czalnie, istnieje wiec mozliwo$¢ wyznaczenia tego wspotczynnika.

Ryc. 13. Stezenie komorek (tymocyty) i agregatéw przeptywajacych przez kanat o Srednicy prze-
kroju 0,66 mm, o rdéznej diugosci z w obecnosci lektyny Ricirtus communis (0,125 ug/ml) przy
réznych predkosciach przeptywu: 5 cms-1 (0), 18 cms-1 (x), 30 cms~1(0), wg [18]

Jesli do kanatu wptywa zawiesina, w ktdrej wystepujg agregaty wielokomérkowe,
to site rozrywajacg wiezy miedzykomorkowe mozna okreslié korzystajac z row-
nania [23] o

F — 19,21, S a2 sin20 sin20,

gdzie o — lepkos¢ cieczy, S — gradient predkosci cieczy, a — promienn komorki,
6 i 0 — katy okreslajgce wzajemng konfiguracje komérek w agregacie.

Metoda oparta na oddziatywaniu komorek w przeptywie Poiseuille’a zostata
wykorzystana do zbadania agregacji tymocytow szczura [18]. Komérki te w $rodo-
wisku typowym, zawierajgcym surowice, nie wykazujg agregacji w przeptywie,
wiazg sie natomiast w obecnosci lektyn (ryc. 13). W badaniach, dotyczacych lek-
tyny z Ricinus communis (RCA) i konkanawaliny A (Con A), okre$lono wspot-
czynnik wychwytu dla tych komoérek oraz zbadano wiele zjawisk zwigzanych z ich
agregacja, jak maksymalna odlegtos¢ powierzchni komorek, przy ktorej mozliwa
jest agregacja, wspétczynnik dyfuzji receptoréw lektyn w btonie komoérkowej oraz
sita adhezji miedzykomorkov/ej wywotywanej przez lektyny [17, 19]. Maksymalna
odlegtosé umozliwiajagca adhezje miedzy tymocytami wynosi 55 nm dla RCA,
a dla Con A okoto 2 nm, co (biorgc pod uwage przypuszczalng wielko$¢ czasteczek
lektyny, wynoszacg 6,8 nmdla RCA i 4 nm dla Con A) sugeruje, ze miejsca recep-
torowe dla czasteczek tych lektyn potozone sa w giebi blony komérkowej. Wspot-

8 — Post. Biol. Kom. 2/86
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czynnik dyfuzji miejsc receptorowych na powierzchni tymocytow wynosi, wedtug
oceny dla RCA, D = 5,6 «10-11 cm2/s. Wspotczynnik ten jest wyraznie mniejszy,
jesli agregacja zachodzi w nizszej temperaturze, tj. w 4°C w poréwnaniu z 37°C,
oraz w komorkach utrwalonych w poréwnaniu z komérkami nieuszkodzonymi.
Sita adhezji miedzykomoérkowej w agregatach powstatych pod wplywem lektyn
jest rowna co najmniej 3- 10~10N.

PODSUMOWANIE

Opisane tu metody pozwolity na otrzymanie wynikow, ktérych zrekapitulo-
wanie moze ufatwi¢ ocene badawczych mozliwosci tych metod i zakresu ich za-
stosowan.

1 Sprawdzenie i scharakteryzowanie niektérych zjawisk z dziedziny hydro-
dynamiki zawiesin (komdrkowych), z uwzglednieniem wptywu powierzchni orga-
niczajacej srodowisko, jak: weryfikacja teoretycznie przewidywanej predkosci opa-
dania komorek, ruchu translacyjnego komorek pod dziataniem sity zewnetrznej
na nachylonej powierzchni (w nieruchomej cieczy) oraz predkosci katowej komorek
ptynacych w strumieniu cieczy, brak potwierdzenia teoretycznie przewidywanego
ruchu obrotowego komdrek na nachylonej powierzchni.

2. Okreslenie zaleznosci czestosci adhezji komdrek biataczki L1210 i L 5222
ptynacych w strumieniu cieczy od predkosci przeptywu oraz tychze komorek po-
ruszajacych sie biernie w nieruchomym $rodowisku — od wielko$ci dziatajacej
sity (predkosci). Stwierdzenie wystepowania adhezyjnych oddziatywan z powierz-
chnig komorek biataczki i erytrocytéw plyngcych w strumieniu cieczy. Wykazanie
wystepowania i scharakteryzowanie zjawiska adhezji krétkotrwatej komorek bia-
faczki w przeptywie i przy biernym ruchu komoérek w nieruchomym $rodowisku.

3. Stwierdzenie, ze sita adhezji komoérek L 1210 i L 5222 do powierzchni jest
zawarta w bardzo szerokim zakresie kilku rzeddw wielko$ci: od wartosci znacznie
mniejszych od 10-14N do wartosci wiekszych od 10~9N. Woykazanie istotnych
réznic w adhezji tych komoérek do rozmaitych powierzchni, jak szklo, kolagen
i warstwa komorek $rodbtonka.

4. Eksperymentalne wyznaczenie energii adhezji do powierzchni komorek
biataczki L 1210 oraz granulocytéw normalnych i biataczkowych.

5. Estymacja sity adhezji zwigzanej z aktywng wedrowkg (lokomocjg) granulo-
cytow i komorek biataczki L 5222 oraz ocena wpltywu dziatania sity zewnetrznej
na charakterystyke i mechanizm lokomocji tych komorek.

6. Okreslenie charakterystyki adhezji miedzykomdrkowej tymocytdw w obec-
nosci lektyn: wyznaczenie wspotczynnika wychwytu komorek, minimalnej sity
adhezji, maksymalnej odlegtosci miedzy adherujgcymi komoérkami oraz wspot-
czynnika dyfuzji receptoréw lektyn w btonie komorkowej.
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Wymienione zjawiska badane byly extra vivum, w sztucznych warunkach da-
leko odbiegajagcych od warunkéw naturalnych zaréwno z punktu widzenia $rodo-
wiska, jak i powierzchni, stezenia komorek itd. Problem biologicznej, wewnatrz-
ustrojowej relewancji (w braku lepszego terminu) wynikéw eksperymentéw wyko-
nywanych poza ustrojem jest wiec réwniez dla tych badan podstawowy. W zwigzku
z tym trzeba zwréci¢ uwage na dwie sprawy.

1°. Wprawdzie zatozenia przyjmowane w opisie fizycznym sg czesto jedynie
bardzo przyblizonym odzwierciedleniem rzeczywistosci, to jednak w opisanych
w tej pracy badaniach warunki hydrodynamiczne sg zblizone do tych, jakie wy-
stepujg w rdznych czesciach ukladu krazenia, tj. w naczyniach o réznej Srednicy
i predkosci przeptywu oraz w jamach ciata. Ogo6lna wiec charakterystyka komor-
kowych zjawisk adhezyjnych — tacznie z ocena zwigzanych z tymi zjawiskami sit
i energii —moze w znacznym stopniu odnosic sie do warunkéw ustrojowych. Trze-
ba jednak podkresli¢, ze przedstawione tu metody nie pozwalajg na wnikniecie
w szczegOtowe mechanizmy fizykochemiczne adhezji zachodzace w warstwie gra-
nicznej miedzy powierzchniami oddziatujgcych komérek i podioza. Rozpatrywana
np. sita adhezji jest wypadkowa sit wigzah molekularnych, fizycznych sit dalekiego
zasiegu, Teologicznych wiasciwosci blony komorkowej i innych czynnikdéw.

2°. Ze wzgledu na charakter badanych zjawisk mozna przypuszczaé, choé
nie mozna by¢ tego catkowicie pewnym, ze podstawowe cechy oddziatywan ad-
hezyjnych sg podobne niezaleznie (w pewnym stopniu) od warunkéw, w jakich
zachodza. Poglad ten jest oparty na og6lnie przyjetych zasadach badan biologicz-
nych oraz na podobienstwie wielu wynikéw otrzymywanych w rdéznych warunkach
i srodowiskach oraz dla réznych komérek itd. Nalezy pamieta¢, ze podstawowym
obiektem czeSci opisanych tu badan byly komorki biataczkowe, ktérych wiasci-
wosci adhezyjne moga w istotnych szczegétach réznié sie od wiasciwosci innych
komorek nowotworowych i komoérek prawidtowych.
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PRZECIWCIALA MONOKLONALNE
| ICH NIEKTORE ZASTOSOWANIA

MONOCLONAL ANTIBODIES

Dariusz GORECKI

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

Streszczenie. Przeciwciata produkowane przez klon komérkowy nosza miano prze-
ciwciat monoklonalnych (PM). Sg one identyczne pod wzgledem sekwencji amino-
kwaséw oraz swoistosci antygenowej. W 1975 r. Kohler i Milstein opisali metode
pozwalajagca namnaza¢ i diugotrwale hodowa¢ komdrki produkujgce przeciwciata.
Polega ona na fuzji i hybrydyzacji immunizowanych limfocytow B z komdérkami
szpiczaka, ktore zapewniajg powstatej hybrydzie nieograniczony wzrost. Hybrydy
selekcjonuje sie pod wzgledem produkowanych przeciwciat. Wybrane komoérki sa
nastepnie namnazane, dajgc klon produkujacy immunoglobuliny o zgdanej swois-
tosci. Alternatywng metodg otrzymywania PM jest transformowanie wirusem
Epsteina-Barra limfocytéw wytwarzajgcych immunoglobuliny. PM znajduja coraz
szersze zastosowanie w wielu dziedzinach biologii i medycyny. Oméwiono metody
produkcji PM oraz wybrane zastosowania w onkologii, transplantologii, diagnostyce
chor6b zakaznych i biologii bton komérkowych.

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, Koéhler 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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WSTEP

Tradycyjna metoda otrzymywania przeciwcial polega na uczulaniu
zwierzecia odpowiednim antygenem i pobieraniu surowicy, z ktérej moz-
na izolowaé immunoglobuliny. Otrzymany w ten spos6b materiat jest
jednak bardzo niejednorodny. Jest to spowodowane tym, ze odpowiedz
immunologiczna ustroju przeciwko danemu antygenowi jest bardzo zto-
zona. Uzyskane przeciwciata réznig sie przynaleznoscig do klas, swoisto-
Scig i powinowactwem. Réznorodno$¢ determinant antygenowych, obec-
nych w okreslonej czasteczce antygenu, powoduje powstanie przeciw-
ciat rdznigcych sie swoistoScig. Epitopy wykazujg odmienng immuno-
genno$¢, tzn. odpowiedz przeciwko jednym jest znacznie silniejsza niz
przeciwko innym. Immunizacja np. myszy ludzkimi komorkami nowo-
tworowymi w celu uzyskania przeciwcial przeciwko antygenom nowo-
tworowym daje w gtownej mierze immunoglobuliny przeciwko antyge-
nom uktadu MHC [39, 172]. Tylko niewielka cze$¢ odpowiedzi obejmuje
antygeny nowotworowe. Ponadto nawet przeciwciata wigzace te samga de-
terminante antygenowg moga rdézni¢ sie stopniem powinowactwa. Stad,
wsérdéd immunoglobulin otrzymanych z surowicy zwierzecia immunizo-
wanego okre$lonym antygenem, tylko niewielka ich cze$¢ (1-3%) jest
swoista w stosunku do tego antygenu. Wyodrebnienie z takiej mieszani-
ny przeciwciata o $cisSle okre$lonych parametrach jest bardzo trudne.
Ponadto prdbka przeciwciat otrzymanych w sposéb klasyczny jest po
zuzyciu nie do odtworzenia. Zastosowanie w identycznych warunkach
tego samego antygenu do immunizacji podobnych zwierzat daje w efek-
cie mieszanine przeciwciat roznigcych sie swoimi parametrami od im-
munoglobulin z poprzedniej prébki.

Gdyby udato sie wyizolowaé komorke produkujacg dane, Scisle okre-
$lone przeciwciato i zmusi¢ jg do proliferacji w hodowli, mogtaby ona
lub klon z niej powstaty sta¢ sie zrddiem duzej liczby identycznych
przeciwciat skierowanych przeciwko pojedynczej determinancie antyge-
nowej, a wiec przeciwcial monoklonalnych. Niestety, ani limfocyty, ¢ani
komorki plazmatyczne, gtéwny producent przeciwcial, nie mogag by¢
utrzymywane przez diuzszy czas w hodowli.

PRZECIWCIALA MONOKLONALNE

W 1975 r. dwaj badacze Cesar Milstein i Georges Kdhler przedsta-
wili metode wytwarzania przeciwciat monoklonalnych przez sztucznie
otrzymane hybrydy: limfocyta B i komorki szpiczaka [86]. Limfocyt de-
cyduje o swoistosci produkowanego przeciwciata, a komdrka szpiczaka —
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nowotworowa, zapewnia nieograniczony wzrost hybrydy w hodowli in
vitro, czy tez w uktadzie in vivo. Za swe odkrycie Kdhler i Milstein
zostali uhonorowani nagroda Nobla w dziedzinie medycyny w 1984 r.

Eksperymenty z hybrydyzacjg komoérek przeprowadzano juz na po-
czatku lat szesédziesigtych. Technika ta byta wykorzystywana m.in. do
badan nad mapowaniem, ekspresja i r6znicowaniem genéw [182], Przepro-
wadzone na poczatku lat siedemdziesigtych eksperymenty z hybrydyza-
cja komdrek roznych typdw szpiczaka wykazaty, ze hybryda produkuje
czgsteczki immunoglobulin wtasciwe obydwu komdérkom poddanym fuzji.
Stwierdzono jednoczesnie, ze hybrydy takie moga by¢é namnazane i du-
gotrwale hodowane w pozywkach in vitro [182]. Szpiczak mnogi (siatko-
wiak plazmocytowy) jest nowotworem wywodzacym sie z szeregu roz-
wojowego limfocytdw B. Komorki szpiczaka produkuja homogenne biat-
ko o charakterze immunoglobuliny lub fragmentu jej czasteczki. Charak-
teryzujg sie one ponadto nieograniczonym wzrostem, wiasciwym ko-
morkom nowotworowym.

Hybryda powstata w wyniku fuzji komorki szpiczaka z limfocytem B
jest komdrka nierdznicujacg sie, a klon powstaty w wyniku jej podzia-
téw stanowig identyczne komorki produkujace identyczne pod wzgledem
klasy, swoistosci i powinowactwa przeciwcialo — przeciwciato mono-
klonalne (PM). Ponadto hybrydy takie mozna namnaza¢ in vitro i in
vivo (po przeszczepieniu syngenicznym lub semisyngenicznym osobni-
kom) do dowolnej liczby i przez nieograniczony czas. Stad i ilos¢ PM,
ktdre mozna otrzymac, jest praktycznie nieograniczona [200, 202].

OTRZYMYWANIE PRZECIWCIAL MONOKLONALNYCH

Pierwszym etapem w procesie wytwarzania PM jest immunizacja
(ryc. 1). Opisano rézne metody postepowania majgcego na celu otrzy-
manie pobudzonych limfocytéw B. Wybdr tych metod zalezy m.in. od
postaci antygenu, przeciwko ktoremu majg byé wyprodukowane PM.
Istotne jest, ze antygen uzyty do immunizacji nie musi by¢ oczyszczony.
Jest to jedna z zalet tej techniki, gdyz czesto otrzymanie antygenu
w czystej postaci jest trudne. Nalezy dodaé, ze mozliwa jest takze pro-
dukcja PM przeciwko zupetnie niescharakteryzowanemu antygenowi.

Najcze$ciej stosowana procedura immunizacji catymi komorkami po-
lega na dootrzewnowym wstrzyknieciu myszom 1-2 «107 komdrek. Na-
stepnie stosuje sie jedng lub wiecej iniekcji przypominajacych w od-
stepach 1-6-tygodniowych. Stosowane sg réwniez bardziej skomplikowa-
ne techniki, np. podawanie antygenu wielokrotnie i r6znymi drogami —
dootrzewnowo, podskdrnie i dozylnie [115]. Poniewaz przeciwciata reagu-
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Ryc. 1 Schemat otrzymywania przeciwciat monoklonalnych. Pobudzone antygenem
komoi'ki ze $ledziony immunizowanego zwierzecia (a) poddaje sie fuzji z komorka-
mi szpiczaka (b), ktére wykazujg defekt enzymatyczny. Otrzymuje sie¢ mieszanine
hybryd komérek $ledzionowych z komoérkami szpiczaka, potaczonych ze sobg limfo-
cytow, lub komorek szpiczaka i komdrek, ktére nie ulegty fuzji. Odpowiednie roz-
cienczenie pozwala na otrzymanie przecietnie jednej komorki w studzience (c). Ho-
dowla w S$rodowisku selektywnym eliminuje hybrydy powstate z dwéch komoérek
szpiczaka lub dwéch limfocytéw oraz komorki, ktére nie ulegly fuzji (d). W pilynie
znad hodowli hybryd limfocytu i komérki szpiczaka poszukuje sie i analizuje prze-
ciwciata. Wyselekcjonowane hybrydy produkujgce poszukiwane PM namnaza sie
in vitro lub po przeszczepieniu syngenicznemu lub semisyngenicznemu zwierzeciu
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jace z okreSlonymi determinantami na powierzchni zywych komorek nie
zawsze rozpoznajg te same determinanty w utrwalonych tkankach [120],
stosuje sie czasami do immunizacji komorki utrwalone zamiast zywych
[196]. Jest to istotne, gdy PM majg stuzyé do badarn histologicznych.

Jak juz wspomniano, w ztozonych mieszaninach antygendéw pewne
epitopy sa bardziej immunogenne od innych i w gtdwnej mierze odpo-
wiedz przeciwko nim jest skierowana [114]. Prébuje sie maskowaé gtow-
ne immunogeny, by utatwi¢ powstawanie odpowiedzi przeciwko pozosta-
tym, np. przez ich zablokowanie przeciwciatami [83].

Poza opisang immunizacjag zwierzat in vivo, mozliwa jest takze im-
munizacja komdrek immunologicznie kompetentnych in vitro, przez in-
kubacje splenocytow z antygenem w hodowli, w obecnosci czynnikéw
wzrostu produkowanych przez tymocyty [70], Immunizacja in vitro jest
szczegblnie cenna w stosunku do stabych antygendw oraz antygendw,
ktore in vivo wywotuja tolerancje immunologiczng, lub przeciwko ktd-
rym odpowiedz podlega supresji. Istotne jest, ze do immunizacji in vitro
wystarczajace sa minimalne, nawet pikomolowe ilosci antygenu [102].
Inng korzyscig jest skrécenie czasu immunizacji do okoto 5 dni. Wiek-
szo$¢ (okoto 80°/0) PM uzyskanych w ten sposéb stanowig immunoglo-
buliny klasy IgM [128].

Pobudzone antygenem komérki ze $ledziony immunizowanego zwie-
rzecia (lub z hodowli in vitro) poddaje sie fuzji z komdérkami szpiczaka.
Jednakze nawet po hiperimmunizacji, tylko niewielka cze$¢ splenocytow
jest rzeczywiscie pobudzona i wytwarza przeciwciata (okoto 50°/0), z kté-
rych tylko 25% stanowig immunoglobuliny o poszukiwanej swoistosci
[86]. Chociaz komdrki aktywowane tatwiej podlegajg fuzji niz pozostate
splenocyty [60], to jednak w wiekszo$ci doswiadczen wykazano, ze tylko
okoto 0-2% hybryd produkuje przeciwciata o zgdanej swoistosci [115,
145]. Dlatego stosowane sg metody zwiekszajgce liczbe hybryd o poszu-
kiwanych wiasciwosciach. Prébowano m.in. pokrywa¢ komérki szpiczaka
antygenem, by ufatwic¢ ich fuzje z uczulonymi na dany antygen limfo-
cytami [5]. Przeszczepienie komdrek uczulonego zwierzecia syngenicz-
nemu, subletalnie napromieniowanemu biorcy, ktdry nastepnie otrzy-
muje iniekcje przypominajacg takze zwieksza ilos¢ pozytywnych hybryd
[53]. Inng metodg jest inkubacja komdérek immunizowanego zwierzecia
z antygenem in vitro, a nastepnie poddanie ich fuzji [53],

Aby doprowadzi¢ do fuzji, mieszanine komérek szpiczaka i limfocy-
tbw B traktuje sie czynnikami sprzyjajacymi fuzji. Naleza do nich np.
wirusy Sendai z grupy myksowiruséw. Zastosowanie tego wirusa daje
gtownie hybrydy produkujagce immunoglobuliny klasy IgM [47], by¢
moze wydzielajace 1gG limfocyty majg mniejszg liczbe receptorow dla
tego wirusa. Do przyspieszenia fuzji stosuje sie réwniez zwigzki che-
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miczne, takie jak lizolecytyna i glikol polietylenowy [57, 58]. Zwilaszcza
ta ostatnia substancja jest szeroko wykorzystywana, chociaz jej zdolnos¢
do wywotywania fuzji waha sie w zaleznos$ci od ciezaru czasteczkowego,
stezenia, temperatury i czasu trwania inkubacji oraz obecnosci innych
substancji w $rodowisku. Istotny bywa nawet producent [47].

Przecietnie do hybrydyzacji stosuje sie komorki w proporcji limfocyt:
szpiczak 5-10 : 1, np. 108 komorek s$ledzionowych do 1-2 <107 komoérek
szpiczaka [124]. Proces fuzji, pomimo korzystnej preferencji opisanej juz
tu, przebiega praktycznie w spos6b losowy, stad mozliwe jest potaczenie
zar6wno limfocytu z komdérka szpiczaka, jak i dwoch lub wiecej limfo-
cytéw lub komdrek szpiczaka ze sobg. Ponadto cze$¢ komdrek w ogole
nie ulega fuzji. Do hybrydyzacji najlepiej uzywa¢ komdrek szpiczaka,
ktore wykazujg defekt enzymatyczny, umozliwiajagcy wyeliminowanie ko-
morek, ktore nie ulegty hybrydyzacji w medium selektywnym. Defekt
ten, w najczeSciej stosowanych liniach szpiczaka, dotyczy enzymoéw:
HPRT —natransferazy hipoksantynofosforybozylowej lub TK — Kkinazy
tymidynowej. Komérki takie nie sg zdolne do wbudowywania egzogen-
nej hipoksantyny lub tymidyny. Zablokowanie endogennej syntezy pre-
kursorow DNA aminopteryng doprowadza do S$mierci komorek, nawet
w obecnosci hipoksantyny i tymidyny w S$rodowisku hodowlanym. Po
hybrydyzacji komorki rozciencza sie w taki sposob, by po przeniesieniu
na ptytke otrzymac przecietnie jedng zdolng do wzrostu komérke w stu-
dzience. Kolejny etap stanowi hodowla tych komoérek w Srodowisku se-
lektywnym HAT (zawierajagcym hipoksantyne, aminopteryne i tymidyne)
przez 10 - 14 dni. Komorki szpiczaka, ktére nie uleglty hybrydyzacji oraz
hybrydy z samych komoérek szpiczaka gina. Przezywajg tylko hybrydy
komorek szpiczaka i limfocytu, gdyz ten ostatni ma sprawny uktad enzy-
matyczny, obejmujacy enzymy HPRT i TK. Limfocyty, ktore nie ulegty
fuzji, ging spontanicznie, gdyz nie sg zdolne do zycia w warunkach in
vitro, jesli nie doda sie do srodowiska czynnika pobudzajacego ich wzrost,
tzn. interleukiny 2 [100].

14-30 dni po fuzji w pilynie znad hodowli poszukuje sie i analizuje
przeciwciata. Z tego wzgledu do hybrydyzacji najlepiej nadajg sie ko-
morki szpiczaka nie tylko szybko wzrastajgce, zdolne do fuzji i z de-
fektem umozliwiajacym ich eliminacje, ale takze nie produkujace witas-
nych immunoglobulin lub wytwarzajgce najwyzej pojedyncze tancuchy
polipeptydowe.

Jednym z powaznych probleméw jest fakt, iz hybrydy produkujace
PM sa niestabilne, tzn. mogg one ,gubi¢” chromosomy z genami kodu-
jacymi okre$lone przeciwciato i przerasta¢ hodowle pozadanych hybryd,
powodujac jej zniszczenie. Opisano metode eliminacji hybryd, ktére utra-
city zdolno$¢ do produkcji przeciwciat. Mechanizm tej selekcji opiera sie
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na translokacji genu dla fosforybozylotransferazy adeninowej na chro-
mosom zawierajacy gen dla ciezkiego tancucha immunoglobuliny w lim-
focytach uzytych do fuzji. Hybrydy powstate z takich limfocytdw wraz
z utratg genu kodujgcego przeciwciato tracg zdolno$¢ do wzrostu w $ro-
dowisku selektywnym, stad taki klon jest stabilny pod wzgledem pro-
dukcji przeciwciat [167],

Badania przeciwciat produkowanych przez hybrydy przeprowadza sie
najczesciej w piynie znad hodowli, rzadziej bada sie immunoglobuliny
powierzchniowe [129]. Analiza przeciwcial jest etapem decydujgcym
i trudnym. Pierwszy problem stanowi konieczno$¢ wykonania wielu ozna-
czen [59, 115]. Kolejny, to wzrost hodowli. W prébach pobranych zbyt
wczesnie ilo$¢ przeciwcial moze by¢ zbyt mata, natomiast przerosniecie
hodowli konczy sie jej Smiercig. Metody stosowane w tego rodzaju ozna-
czeniach muszg by¢ szybkie, proste i do zastosowania dla wielu préb,
wykazujgce jednocze$nie przydatno$¢ przeciwciata w zamierzonych do-
Swiadczeniach. Najczesciej stosowanymi sg: do oznaczen przeciwciat prze-
ciwko antygenowi scharakteryzowanemu i oczyszczonemu — test radio-
immunologiczny (ang. radioimmunoassay) i enzymoimmunologiczny (en-
zyme-linked immunoassay) [123, 125]. Do oznaczenh przeciwciat skierowa-
nych przeciwko antygenowi niescharakteryzowanemu, np. antygeny ko-
madrek nowotworowych, stosuje sie test wigzania z catg komorka (ang.
wholecell binding assay) i metody immunohistologiczne [120, 146, 165,
195].

Efektem czesto zmudnego etapu analizy nadsgczéw jest wyselekcjo-
nowanie hybryd produkujgcych poszukiwane przeciwciata. Potrzebne
ilosci PM otrzymuje sie przez namnozenie klonu w hodowli komor-
kowej w S$rodowisku ptynnym, poiptynnym (agar, agaroza, metylocelu-
loza) [60, 122] lub przez wszczepienie syngenicznym myszom, CO powo-
duje wzrost hybryd w postaci guza. Produkcja w hodowli pozwala otrzy-
maé przeciwciata monklonalne nie zanieczyszczone innymi immunoglo-
bulinami, zwilaszcza je$li uzywa sie Srodowiska bez dodatku surowicy
[26, 46, 117]. Stosujac ten sposdb mozna uzyska¢ od 0,6 do 43-43,5 mg
immunoglobuliny/dzien z 500 ml hodowli z okoto 106 komérek/ml. Zna-
cznie wieksze ilosci przeciwciat uzyskuje sie z guzéw powstatych po
wstrzyknieciu hybryd syngenicznym zwierzetom. Iniekcja podskdrna po-
woduje powstanie litego guza, a przeciwciata sg uwalniane do surowicy.
Wprowadzenie dootrzewnowe daje guz wysiekowy produkujacy duzg ilos¢
przeciwciat wydzielanych do otrzewnej. llo$¢ immunoglobulin uzyski-
wanych v/ ten sposdb waha sie w granicach 1-10 mg/ml, jednakze na te
ilos¢ sktadajg sie takze inne biatka obecne w surowicy zwierzecia, w tym
rowniez jego wiasne przeciwciata. W pewnych warunkach ptyn wysie-
kowy moze by¢é wykorzystywany bez oczyszczania zawartych w nim
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przeciwciat. Jednak do taczenia ze znacznikami lub toksynami badz sto-
sowania u ludzi, konieczne jest oczyszczenie tak otrzymanych PM.

LUDZKIE PRZECIWCIALA MONOKLONALNE

Wiekszo$¢ otrzymanych dotychczas PM stanowig przeciwciata mysie.
Zastosowanie ksenogenicznych immunoglobulin, zwilaszcza w klinice, jest
z wielu wzgledéw niekorzystne. Obcogatunkowe biatka indukujg odpo-
wiedz immunologiczng [138, 149]. Powoduje ona zaréwno szybka inakty-
wacje przeciwcial, co utrudnia wywarcie spodziewanego efektu [138, 149,
150], jak i moze by¢ niebezpieczna dla cziowieka. Jednocze$nie mozna
sie spodziewaé, ze odpowiedZ immunologiczna organizmu ludzkiego prze-
ciwko pewnym antygenom bedzie szersza, np. wspomniana juz immuni-
zacja komdrkami nowotworowymi, w czasie ktérej mysz wytwarza gtow-
nie przeciwciata anty MHC. PM ludzkie powinny tatwiej rozpoznawac
pewne dyskretne rdéznice antygenowe. Niestety, ich produkcja natrafia
na trudnos$ci. Hybrydy ludzkich limfocytéw z komdrkami mysiego szpi-
czaka sg bardzo niestabilne. W trakcie kolejnych podziatéw ,,gubig” one
ludzkie chromosomy i tym samym przestajg produkowaé¢ kodowane przez
nie przeciwciata [113]. Giowng przeszkodag utrudniajgcg otrzymywanie
hybryd ludzkich limfocytéw z komoérkami szpiczaka, pochodzgacymi od
cztowieka, jest brak odpowiednich linii komdrek ludzkiego szpiczaka.

Jak wiadomo, do fuzji nadajg sie najlepiej linie, ktore charaktery-
zujg sie takimi cechami jak: nieprodukowanie witasnych immunoglobulin,
defekty enzymatyczne, umozliwiajace eliminacje komérek, ktore nie ule-
gty hybrydyzaciji, i wreszcie stabilny wzrost. Pierwsze doniesienia o otrzy-
maniu ludzkich hybryd produkujgcych PM pochodzg z 1980 r. [125]. Od
tej pory badacze donosili o uzyskaniu ludzkich komdrek szpiczaka na-
dajacych sie do hybrydyzacji [32], jednak Zzadna z obecnie znanych linii
nie wykazuje zdecydowanie lepszych wiasno$ci, niz pozostate linie. Nie
udato sie np. otrzymaé takiej, ktéra nie produkowataby immunoglo-
bulin.

Pewne problemy nastrecza takze uzyskanie odpowiednio immunizo-
wanych ludzkich limfocytow. Poszukiwano ich m.in. w krwi obwodowej
[41], weztach chtonnych regionalnych, tzn. drenujgcych okolice guza [59,
155]. Wykorzystywano limfocyty naciekajgce nowotwor [156] oraz ko-
morki z migdatkéw [24] i $ledziony [125]. Immunizacja ludzkich lim-
focytow in vitro nie jest efektywna, jesli dotyczy komorek, ktére nigdy
nie stykaty sie z antygenem [90], Natomiast dobre efekty uzyskiwano
stosujgc niespecyficzng stymulacje komdrek od uczulonych osobnikow
[153] lub powtdrng immunizacje in vitro limfocytéw od uczulonych daw-
cow [90, 126].
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ALTERNATYWNA METODA WYTWARZANIA PRZECIWCIAL
MONOKLONALNYCH

Metoda produkcji PM przez hybrydy limfocytu i komérki szpiczaka
nie jest jedynag obecnie stosowana, zwiaszcza je$li chodzi o ludzkie PM.
Obserwacje, iz supernatant z hodowli komdrkowej, zawierajgcy czastki
wirusa Epsteina-Barra (EB), moze transformowa¢ ludzkie limfocyty [108],
zasugerowaty mozliwos$¢ stworzenia nowej metody wytwarzania PM [104,
161]. Stosowane sg dwie techniki. Jedna polega na wyselekcjonowaniu
limfocytow odpowiadajgcych na okreslony antygen poprzez badanie ich
immunoglobulin powierzchniowych. Wybrane komdrki transformowane
sg wirusem EB [160, 161]. Mozna w ten sposob wybraé klase produko-
wanych przeciwciat. Nie jest jednak wyjasnione, jakie sag relacje mie-
dzy ilosciag immunoglobulin powierzchniowych, a iloScia immunoglobu-
lin wydzielanych. Dlatego inng metodg jest transformacja wszystkich
limfocytow B otrzymanych po immunizacji, a nastepnie klonowanie i ana-
liza przeciwciat w supernatantach [141]. W chwili obecnej transformacja
limfocytow B w celu otrzymania PM nie jest stosowana szeroko, gdyz
produkcja immunoglobulin nie jest zbyt stabilna, a ilo§¢ otrzymywana
tag metodg jest niewielka.

Jedng z prob ulepszenia tej metody byto zastosowanie kombinacji:
transformacji wirusem EB i nastepujacej po niej hybrydyzacji z komar-
kami ludzkiego szpiczaka. Otrzymana hybryda produkowata 6-8 razy
wiecej przeciwciat niz uzyty do hybrydyzacji, transformowany limfocyt
B i byta bardziej stabilna [91].

IMMUNODIAGNOSTYKA | IMMUNOTERAPIA CHOROB NOWOTWOROWYCH

ZASTOSOWANIA DIAGNOSTYCZNE PRZECIWCIAL MONOKLONALNYCH

Problemem, z ktdrym wcigz boryka sie onkologia, jest wykrywanie
w poczatkowym stadium pierwotnych ognisk oraz wczesne wykrywanie
bardzo matych przerzutéw ré6znych nowotworéw. Dotychczas opracowa-
ne metody moga, i to nie zawsze w stopniu zadowalajgcym, stuzyé do
poszukiwania przerzutéw lub ognisk pierwotnych, ktére spowodowaty
juz jakie$ objawy kliniczne. Oczywiscie idealng z punktu widzenia pa-
cjenta i lekarza sytuacjg bytoby opracowanie takich metod, ktére pozwa-
latyby wykrywacé ogniska pierwotne tak mate, ze nie wywotujgce jeszcze
zadnych objawow klinicznych. Wiadomo, ze pewne grupy ludzi sa szcze-
golnie narazone na czestsze wystepowanie niektérych nowotworow trud-
no wykrywalnych we wczesnym stadium, np. raki ptuc u palaczy tyto-
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niu. Te grupy podwyzszonego ryzyka, w przypadku opracowania odpo-
wiednich metod diagnostycznych, mogtyby podlega¢ badaniu w pierw-
szym rzedzie.

ANTYGENY NOWOTWOROWE

U wielu osobnikéw z rozwijajgcym sie nowotworem stwierdza sie
reaktywno$¢ immunologiczng przeciwko autogenicznym komdérkom nowo-
tworowym. Reaktywnos$¢ ta $wiadczy m.in. o istnieniu antygenéw nowo-
tworowych, ktére sg rozpoznawane przez uktad odpornosciowy chorego.
Ze wzgledu na swoje podstawowe znaczenie dla immunodiagnostyki
i immunoterapii nowotworow, antygeny te wymagajg szerszego omodwie-
nia. Okazuje sig, ze wsrdd antygenow nowotworowych tylko niewielka
cze$¢ stanowig antygeny wystepujagce wytacznie na komdrkach nowo-
tworowych, a nieobecne na komodrkach prawidtowych — swoiste anty-
geny nowotworowe (TSA, z ang. tumor specific antigens).

Udowodnienie, ze dany antygen jest specyficzny dla komdrek nowo-
tworowych jest trudne. Wymaga zaréwno wykazania jego immunogen-
nosci, jak réwniez bezwzglednego niewystepowania na komérkach nor-
malnych. Wielokrotnie pierwsze doniesienia o wykryciu specyficznego
antygenu nowotworowego, po przeprowadzeniu wielu dalszych prob, byty
korygowane, gdyz okazywato sie, ze antygen wystepuje takze, choé
w mniejszym stopniu, na pewnych komoérkach normalnych. Takie byty
m.in. koleje antygenu Ca, wykrytego za pomocg przeciwciat monoklo-
nalnych. Pierwotnie zostat on opisany jako wystepujacy na wiekszosci
komoérek nowotworowych, bez wzgledu na pochodzenie histologiczne no-
wotwordw, tj. antygen ogoélnonowotworowy. Pierwsze doniesienia mowi-
ty, ze nie wystepuje on na komorkach normalnych [2, 106, 198]. Jed-
nakze dalsze badania w innych laboratoriach wykazaty, ze nie jest on
rzeczywiscie tak swoisty jak przypuszczano [18, 92, 127, 157]. Dlatego
obecnie wiekszo$¢ antygendw okresla sie, ostrozniej, mianem antygendw
zwigzanych z nowotworem lub tez towarzyszacych nowotworom TAA
(z ang. tumor associated antigens). W tej dziedzinie zastosowanie PM
moze wykraczaé poza rozpoznawanie juz opisanych antygendw. Jak po-
dano, mozna produkowa¢ PM przeciwko zupetnie nieznanym markerom.
Mozna w ten sposéb poszukiwa¢ nowych antygendéw, bardziej swoistych
dla tkanek nowotworowych niz juz poznane. Jednocze$nie PM, rozpozna-
jac pojedyncze epitopy, moga stuzy¢ do identyfikowania poszczeg6lnych
determinant TAA i wyszukiwania najbardziej specyficznych dla guza.

Opisano wiele przeciwciat monoklonalnych reagujacych z antygena-
mi komorek roznego typu nowotworow, a jednocze$nie majacych bardzo
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mate powinowactwo do odpowiednich komérek normalnych lub nie wy-
kazujacych w ogdéle takiego powinowactwa. Stwierdzono m.in. TAA na
komdrkach takich nowotwordw jak: raki jelita grubego [88, 89, 101],
sutka [17, 52, 141], ptuc [33, 115], gruczotu krokowego [185, 188], czer-
niak zto$liwy [23, 39, 95, 164], nerwiak zarodkowy [77, 83], gwiaZzdziak
[19], glejak [156], rak watroby [174], trzustki [107], macicy [59], jajnika
[7], guz Wilmsa [59], miesakomies$niak gtadkokomoérkowy [37] i kostnia-
komiesak [42].

Wykryto réwniez i opisano TAA komdrek nowotworéow krwi, m.in.
biataczek [4, 98, 137, 203] i chtoniakéw [118, 192, 203]. Komorki nowo-
tworéw wywodzgcych sie z limfocytow B z pewnego wzgledu wzbudza-
ja szczeg6lne zainteresowanie. Wywodzg sie one najcze$ciej z jednego
klonu komérkowego, tzn. jedna komorka transformujgc daje poczatek
catej linii nowotworowej. Wszystkie komorki sg identyczne, a takze ich
immunoglobuliny powierzchniowe charakteryzujg sie swoistym i takim
samym dla wszystkich komdrek danego nowotworu markerem idiotypo-
wym. Markery idiotypowe to determinanty antygenowe obecne w czesci
zmiennej tancucha immunoglobuliny. Przeciwciala o tym samym idio-
typie majg te samg swoistos¢. Przeciwciata przeciw determinantom idio-
typowym okres$la sie mianem antyidiotypowych. W ustroju liczba limfo-
cytéw B o danej swoistosci, tzn. odpowiadajgcych na S$cisle okreslony
antygen, jest niewielka. Jesli sposréd tych limfocytow jeden ulegnie
transformacji i da poczatek linii nowotworowej, to przeciwciala anty-
idiotypowe bedg tgczy¢ sie swoiscie z komorkami nowotworowymi i z tg
niewielkg, nieistotng dla organizmu liczbg normalnych limfocytéw B.
Pozostate limfocyty, o innym idiotypie, nie beda rozpoznawane. Stad,
z pewnym uproszczeniem, markery idiotypowe takich komdrek nowotwo-
rowych mozemy uzna¢ za nowotworowo swoiste (ryc. 2).

Pewne PM rozrozniaty zmiany ztosliwe od zmian tagodnych [23, 170].
W Kkilku jednak przypadkach reagowaty one ze zmianami, ktdre histo-
logicznie okreslono jako tagodne [170]. Jest to spostrzezenie o tyle cen-
ne, ze moze sugerowaé, iz PM rozpoznawaly zmiany na pograniczu zto-
§tiwienia. By¢ moze PM bedg w stanie wykrywa¢ nowotwory w stadium
przedinwazyjnym i zmiany ulegajace ztos$liwieniu, zanim stang sie one
niebezpieczne.

Pewne TAA wykrywane sg w surowicy pacjentéw. Moga one stuzy¢
do wczesnej diagnozy np. w grupach podwyzszonego ryzyka, jak réwniez
dla celéw rokowniczych i do monitorowania postepéw choroby oraz wy-
nikéw postepowania leczniczego. Do najbardziej znanych i wykorzysty-
wanych antygenéw tego rodzaju nalezy: a-fetoproteina (AFP), charakte-
rystyczna dla nowotwordw watroby, ktéra znalazta zastosowanie w ba-
daniach w kierunku hepatoma u pacjentow z marskoscig watroby [96].

9 — Post. Biol. Kom. 2/86
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Innym markerem serologicznym jest antygen rakowo-zarodkowy CEA
(z ang. carcinoembrionic antigen), ktérego stezenie koreluje ze stopniem
rozwoju i masg guza i z tego wzgledu stuzy on do monitorowania sku-
tecznos$ci leczenia rakow jelita grubego [61]. Podobne zastosowanie moze
mie¢ antygen o charakterze glikolipidu, pojawiajacy sie w surowicy pa-
cjentdw z rakami jelita grubego, zotadka i trzustki [73, 88, 148]. Donie-
sienia opisujace oddzielanie sie pewnych antygenéw nowotworowych od
powierzchni komdrki i przechodzenie do medium hodowlanego [163] su-
gerujg, ze i inne TAA moga by¢ w ten sposoéb uwalniane do krwiobiegu
i mogtyby by¢ wykorzystywane jako markery serologiczne procesu cho-
robowego.

W pewnych sytuacjach w diagnostyce nowotworéw moga znalez¢ za-
stosowanie markery swoiste dla prawidtowych tkanek lub pojedynczych

Ryc. 2. Markery idiotypowe immunoglobulin powierzchniowych obecnych na ko-
morkach nowotworowych wywodzacych sie z limfocytéw B jako antygeny nowo-
tworowe. Z klonu limfocytéw B (LB), ktérego immunoglobuliny powierzchniowe (lg)
majg ten sam marker idiotypowy (X), jedna z komdrek moze ulec transformacji
nowotworowej (Tr). W efekcie powstaje klon komdrek nowotworowych (kn), ktérego
immunoglobuliny powierzchniowe charakteryzujg sie tym samym wyj$ciowym idio-
typem. Przeciwciata monoklonalne antyidiotypowe rozpoznajag komorki nowotwo-
rowe i niewielka, nieistotng dla organizmu liczbe normalnych limfocytéw B o tym
samym, idiotypie
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linii komorkowych, rowniez wystepujace na komdrkach nowotworowych.
Moga byé one wykorzystywane w rézny sposéb, np. do poszukiwania
przerzutow nowotworowych w innych tkankach krwi lub szpiku [36, 77],
wysieku surowicznym [43] itd., gdzie wczesna diagnoza jest czesto wa-
runkiem sukcesu terapeutycznego. Antygeny grupowe Krwi oraz anty-
geny gtownego uktadu zgodnosci tkankowej MHC (z ang. major histo-
compatibility complex) moga stuzy¢ do oceny stopnia ztosliwosci nowo-
tworu. Stwierdzono, iz w pewnych guzach jelita grubego ekspresja tych
antygendéw zmniejsza sie [14, 48] lub zwieksza [142, 172] w miare wzro-
stu stopnia zto$liwosci.

Fakt, iz wiekszo$¢ antygen6éw nowotworowych stanowig TAA, a nie
TSA, utrudnia wykorzystywanie odpowiednich PM. Jednakze w pordw-
naniu z konwencjonalnymi surowicami PM wniosty ogromny postep
i praktycznie wypierajg je z uzycia. Oprocz opisanego juz wykrywania
antygenéw nowotworowych obecnych w surowicy, PM znajdujg zasto-
sowanie w dwéch innych dziedzinach diagnostycznych: immunohistopa-
tologii i lokalizacji nowotworéw przy uzyciu badan scyntygraficznych.

RADIOLOKALIZACJA NOWOTWOROW

Pochodzenie guza nie zawsze jest tatwe do ustalenia wylacznie na
podstawie obrazu histologicznego. W takich przypadkach bardzo pomoc-
ne sg metody immunohistochemiczne [205]. Polegajg one na uzyciu spe-
cyficznych przeciwciat potgczonych z odpowiednimi znacznikami (fluo-
rochromy, ferrytyna, izotopy) lub czesciej swoistego przeciwciata, a na-
stepnie antyimmunoglobuliny potgczonej ze znacznikiem (metoda posred-
nia). Uwidaczniajg sie odpowiednie komdrki czy tkanki nowotworowe.
W badaniach tych mozna wykorzystywa¢ PM przeciwko odpowiednim
TAA, rozrdzniajgc komorki nowotworowe od normalnych. Stosuje sie
rowniez PM reagujgce z markerami normalnych komorek badz tkanek.
Przeciwciata takie mogg stuzyé do rozpoznawania tkanek lub linii ko-
morkowych, z ktérych wywodzg sie rézne morfologicznie podobne guzy
[130], do analizowania stopnia zréznicowania nowotworu [63] oraz do
wykrywania przerzutéw nowotworowych w miejscach odlegtych [51].
Jak juz wspomniano, PM przeciwko antygenom w stanie natywnym mo-
ga nie wykazywa¢ powinowactwa do tych samych antygendw w utrwa-
lonych skrawkach histologicznych [54, 66, 121].

RADIOLOKALIZACJA NOWOTWOROW

PM moga by¢ wykorzystywane w diagnostyce nowotworéw do loka-
lizacji zmian w ustroju pacjenta. Przeciwciato potgczone ze znacznikiem
promieniotwérczym, po wprowadzeniu do krwiobiegu, #aczy sie specy-
ficznie z antygenem nalpowierzchni.komorki nowotworowej. Emitowa-
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ne promieniowanie wykrywane jest za pomocg odpowiednich detekto-
row, umozliwiajac lokalizacje i okresSlajgc przyblizone rozmiary zmiany.
Wydaje sig, iz w tego rodzaju badaniach wykorzysta¢ mozna przeciw-
ciata przeciwko antygenom wystepujagcym w wiekszej liczbie na komor-
kach nowotworowych niz na pozostatych, tzn. brak zupeinej swoistosci
nie jest przeszkoda. Jednakze uzycie PM o wiekszej swoistosci daje
lepsze rezultaty. Uwidocznienie nowotworu zalezy od szybko$ci usuwa-
nia znakowanego PM z krwiobiegu i tkanek prawidtowych oraz szybkosci
taczenia przeciwciata z antygenem, tempa endocytozy, czy ogo6lniej czasu
przebywania na powierzchni komérki znakowanego PM. Istotny jest row-
niez rodzaj samego guza, jego anatomia i unaczynienie. Wiele danych
o radiolokalizacji nowotworéw dostarczyty badania na zwierzetach [75,
97].

Radiolokalizacja za pomoca znakowanych PM przeciwko TAA jest
stosunkowo szybka. Najlepsze obrazy uzyskuje sie kilka minut do 24
godz. po wstrzyknieciu. Zwigzane z antygenem immunoglobuliny sa
w wiekszosci przypadkow internalizowane przez komdrke nowotworows.
Klasa uzytego PM nie wptywa na znakowanie i jako$¢ obrazu, ma na-
tomiast wptyw na okres poétrwania we krwi ti/2 Uzycie znakowanych
PM daje kilkakrotnie lepsze wyniki niz zastosowanie konwencjonalnych
surowic. Zwieksza sie wyznakowanie docelowej tkanki przy jednoczes-
nym zmniejszeniu tta naczyniowego [72, 116].

Jeszcze doskonalszym rozwigzaniem wydaje sie zastosowanie same-
go fragmentu F(ab)2 przeciwciata. Obraz otrzymywany jest szybciej,
a rownocze$nie zmniejsza sie tlo i ekspozycja pacjenta na promienio-
wanie, gdyz fragment ten jest szybko wydalany z ustroju [183],

Z zastosowaniami klinicznymi zwigzany jest problem immunogenno-
§ci ksenogenicznych przeciwciat. Nie obserwowano objawow toksycznych,
jednak powstajace w ustroju przeciwciata przeciwko mysim PM [45]
dramatycznie skracajg ti/2 uzytego znacznika, zmniejszajgc jego wychwy-
tywanie przez tkanki nowotworowe [95]. Radiolokalizacje stosowano
m.in. do wykrywania przerzutow raka jelita grubego [158], czerniaka
ztosSliwego [95], rakow jajnika i zotagdka [44] oraz sutka [44, 158].

Zmiany, ktore moga by¢ wykrywane przy uzyciu znakowanych PM
nie sg jeszcze uchwytne przy zastosowaniu ultrasonografii i badan radio-
logicznych [44], m.in. wykrywano w 88% przerzuty czerniaka wieksze
niz 1,5 cm [95].

ZASTOSOWANIA TERAPEUTYCZNE PRZECIWCIAL MONOKLONALNYCH

Terapia nowotworéw za pomocg PM jest metodg nowa, ktérej przy-
datnos$¢ nie zostala jeszcze jednoznacznie okreslona. Pewne kwestie moz-
na juz jednak uzna¢ za rozwigzane.
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Terapeutyczny efekt PM opiera sie na trzech podstawowych mecha-
nizmach: cytotoksycznosci komdrkowej zaleznej od przeciwciat — ADCC
(z ang. antibody dependent cell-mediated cytotoxicity), aktywacji dopet-
niacza i opsonizacji komorek nowotworowych. Polgczenie przeciwciata
z antygenem na powierzchni btony komorkowej moze inicjowac ciag
reakcji prowadzacych do lizy komoérki. Moze do tego dojs¢ na drodze
przytagczenia komoérek aktywnych w procesie ADCC do fragmentu Fc
PM [71]. Inng ewentualnoscig jest aktywacja uktadu dopetniacza, pro-
wadzaca do powstania kompleksu atakujgcego btone i lizy komorki [154],
Trzeci mechanizm — opsonizacja — przyspiesza i nasila usuwanie po-
krytych przeciwciatami komérek nowotworowych przez uktad makro-
fagow [132]. Obok wykorzystywania naturalnych wiasciwosci PM, dla
skuteczniejszego niszczenia komérek nowotworowych dokonywane sg pré-
by taczenia przeciwciat z lekami i toksynami — wolnymi lub zamkniety-
mi w liposomach, oraz substancjami modulujgcymi odpowiedZ immuno-
logiczng, np. interferonem [3].

TERAPEUTYCZNE ZASTOSOWANIE PM POZA USTROJEM

Jedng z form terapii biataczek sag przeszczepy szpiku autogenicznego
lub allogenicznego. Chory otrzymuje supraletalng dawke chemio- lub
radioterapii, ktdra niszczy komorki nowotworowe, ale jednoczesnie po-
woduje uszkodzenie szpiku, $miertelne dla pacjenta, gdyby nie otrzymat
przeszczepu. W przypadku przeszczepu autogenicznego jest to wiasny
szpik chorego, pobrany w fazie remisji choroby i przechowywany do
czasu przeszczepu. Zrodtem szpiku allogenicznego sa dobrani pod wzgle-
dem antygendéw uktadu HLA dawcy, najcze$ciej rodzinni. Szpik pacjen-
ta pobrany w fazie remisji biataczki zawiera najczesciej pewng liczbe
komoérek nowotworowych.

W szpiku pacjentéw z pewnymi guzami litymi, u ktorych réwniez
prébowano stosowac te metode terapii, rowniez moga znajdowacé sie ko-
morki nowotworowe z przerzutéw [36]. Po przeszczepieniu szpiku, ko-
morki takie stajg sie zr6dtem wznowy procesu chorobowego. Male prze-
rzuty nowotworu sg w szpiku trudne do wykrycia, natomiast komorki
biataczkowe w ogdle nie sg wykrywalne na podstawie standardowych
kryteriéw morfologicznych [34, 74]. PM umozliwiaja nie tylko wykry-
wanie, ale przede wszystkim eliminacje ze szpiku komérek nowotworo-
wych przed przetoczeniem. Proces niszczenia komorek nowotworowych
in vitro przez PM wymaga dodania ksenogenicznego dopetniacza (naj-
czeSciej kroliczego). Ludzki dopeiniacz nie jest wystarczajgco aktywny
[8]. Opisano stosowanie tego rodzaju metody w przypadku: biataczek
[8, 139], nowotworéw wywodzacych sie z limfocytéw T [79], chioniakéw
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nie-Hodgkinowskich [9] oraz rakéw sutka i pecherza moczowego [16].
Bardzo istotne jest, aby w trakcie niszczenia komdrek nowotworowych
nie ulegty uszkodzeniu komérki macierzyste szpiku. Istnieje jeszcze zbyt
mato danych o skutecznosci takiej terapii i jej efektach odlegtych, by
wycigga¢ ostateczne wnioski. Opisywane 20-miesieczne i diuzsze okresy
przezycia bez objawéw wznowy [9, 139] pozwalajg przypuszczaé, ze me-
toda ta znajdzie zastosowanie.

Tylko czes¢ PM zdolnych do rozpoznawania komérek nowotworo-
wych ma wiasciwosci aktywowania dopetniacza. Z tego powodu poszu-
kuje sie innych mozliwosci usuwania takich komérek ze szpiku. PM
sprzega sie z toksynami, by otrzymaé immunotoksyny [201]. Inng cieka-
wg metoda jest fgczenie PM z substancjami o witasciwosciach magnetycz-
nych. Umozliwia to usuwanie komorek nowotworowych metodami fi-
zycznymi, redukujac jednoczes$nie problem ewentualnej toksycznosci
w stosunku do komorek macierzystych szpiku. Zastosowano te metode
z dobrym skutkiem klinicznym w przypadku biataczki [131]. Obserwo-
wano szybkie podjecie funkcji przeszczepionego szpiku. Wykorzystujac
te samg procedure z zastosowaniem szesciu specyficznych PM przeciwko
neuroblastoma, usunieto 97-99% komorek nowotworowych, bez uszko-
dzenia komoérek szpiku [81]. Uzyskano 100% podjecie funkcji przez prze-
szczep.

Aczkolwiek pierwsze wyniki usuwania komérek nowotworowych ze
szpiku metodami fizycznymi sg obiecujace, jednak brak jeszcze obiek-
tywnych danych o odlegtych wynikach takiej terapii. Nie mozna row-
niez dokonywac poréwnan z innymi metodami.

Terapeutyczny efekt allogenicznego przeszczepu szpiku, znajdujgcego
zastosowanie najczesciej u pacjentow z biataczka, jest zmniejszany przez
chorobe przeszczep przeciw gospodarzowi — GVHD (z ang. graft versus
host disease). Mimo starannego doboru dawcéw pod wzgledem antyge-
néw transplantacyjnych, proces ten wystepuje w ponad 50% przypad-
kéw. Ostra choroba GVH, objawiajgca sie przewaznie plamisto-grudko-
wa wysypka, zapaleniem watroby i silng biegunka oraz opOZnieniem
podejmowania funkcji przez szpik, w okoto 25% przypadkow konczy sie
$miercig pacjenta [133]. Gtownym czynnikiem odpowiedzialnym za re-
akcje GVH, zapoczatkowujaca GVHD, sg immunokompetentne limfocyty
T, zawarte w przeszczepionym szpiku, ktore rozpoznajg obcos¢ antyge-
nowg gospodarza i inicjujg skierowana przeciwko niemu odpowiedZ im-
munologiczng. Zastosowanie przeciwcial, w tym zwiaszcza PM, rozpo-
znajacych limfocyty T, powinno zapobiega¢ reakcji GVH [69], Prébo-
wano m.in. wykorzystywaé globuline antytymocytarng in vivo do elimi-
nacji kragzacych limfocytdw T [140]. Jednak metodg z wyboru jest trak-
towanie szpiku przed przeszczepieniem PM anty-T in vitro. Mozliwa jest
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wtedy kontrola efektywnos$ci dziatania i dobdér optymalnych warunkow.
Rownoczesnie unika sie probleméw zwigzanych z zastosowaniem PM in
vivo, co zostanie tu opisane. Jedng z mozliwosci jest opsonizacja limfo-
cytow T przeciwciatami monoklonalnymi in vitro. Nastepnie przeszcze-
pia sie caly szpik, wigcznie z opsonizowanymi komorkami, ktére sg po-
woli usuwane przez uktad makrofagéw [132].

Metodg znacznie bardziej efektywng jest niszczenie limfocytow T in
vitro przy uzyciu PM i dopetniacza (ksenogenicznego — najczesciej krd-
liczego). W jednym przypadku stwierdzono, iz podejmowanie funkcji
przez przeszczep bylo wolniejsze niz przy zastosowaniu innych form za-
pobiegania GVHD [133]. Doniesienie to przeczy obserwacjom sugeru-
jacym, ze usuniecie limfocytéw T przy uzyciu PM i dopetniacza nie
tylko nie zmniejsza, ale podwyzsza liczbe komérek wytwarzajgcych ko-
lonie (ang. stem cells forming colonies) in vitro [152], Interesujgce wy-
niki otrzymano stosujac szczurze PM do niszczenia limfocytéw T w szpi-
ku. Przeciwciato to, o symbolu CAMPATH-1, powodowato w ponad 99%
lize komorek w obecnos$ci ludzkiego, a nie ksenogenicznego dopetniacza.
Przeszczepy tak przygotowanego szpiku otrzymato 11 pacjentéw z roz-
nymi $miertelnymi schorzeniami hematologicznymi (biataczki limfatycz-
ne i szpikowe w kolejnych remisjach, anemia aplastyczna, osteopetroza,
talasemia). U zadnego z pacjentow nie stwierdzono objawéw GVHD. Po-
dejmowanie funkcji przez przeszczep byto w tym przypadku szybkie. 6
sposréd 11 pacjentéw byto zdrowych od 110 do 360 dni po przeszczepie
[184],

Na podstawie dotychczasowych badarn mozna stwierdzié, ze niszcze-
nie limfocytow T w szpiku, przed przeszczepieniem przy uzyciu PM
i dopetniacza, jest metodq skuteczng (okoto 99% wartos$ci wyjsciowych).
Takie przygotowanie allogenicznego szpiku w znacznym stopniu lub na-
wet catkowicie zapobiega wystgpieniu reakcji GVH. Allogeniczny prze-
szczep szpiku ma szanse sta¢ sie jedng ze skuteczniejszych metod tera-
pii biataczek. Jest to réwniez, w obecnej chwili, jedyna metoda lecze-
nia nienowotworowych, $miertelnych schorzen hematologicznych. Jed-
nakze wymagaja zbadania kwestie odlegtych wynikéw takiej terapii,
zwthaszcza mozliwosci péznych powiktan lub niedoborow immunologicz-
nych.

ZASTOSOWANIE PRZECIWCIAL MONOKLONALNYCH IN VIVO

Bierna immunoterapia nowotworéw, oparta na podawaniu PM, moze
obniza¢ liczbe komorek nowotworowych w wyniku opisanych juz uprzed-
nio mechanizméw: ADCC, aktywacji dopetniacza i opsonizacji. Jednak
wzajemne relacje tych reakcji nie sg znane. Efektywno$¢ dziatania PM in
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vitro przewyzsza efektywno$¢ tych samych przeciwciat in vivo. Pewne
PM o sprawdzonych in vitro wilasnosciach wigzania dopetniacza i wy-
wotywania lizy nie dziatato in vivo, mimo iz wykazano, ze laczyto sie
z komorkami docelowymi [171]. Wiadomo np., ze PM klasy IgG sa bar-
dziej efektywne niz immunoglobuliny klasy IgM, a wséréd 1gG najbar-
dziej aktywna jest podklasa IgG2a [71, 85]. Szczeg6lnie niepokojace jest
spostrzezenie, ze PM hamujgce rozwdj jednej biataczki stymulowato
wzrost innej [85]. Jednakze wyniki badan doswiadczalnych, przeprowa-
dzonych na zwierzetach, wykazujgce efekty lecznicze [11, 82, 181], sg
zachecajace. Do prob przedklinicznych mozna zaliczy¢ terapie nowotwo-
réw czlowieka przeszczepianych myszom nagim [71, 154], Seroterap”e
stosowano u pacjentow z biataczkami, chtoniakami, nowotworami prze-
wodu pokarmowego oraz u pacjenta z glejakiem. PM powodowaty m.in.
przejsciowe obnizenie liczby komorek chioniaka, przy jednoczesnym po-
jawianiu sie krazacych komorek martwych [119], co $wiadczy o skutecz-
nosci lizy in vivo.

Stosowano PM o symbolu J5 skierowane przeciwko wspoélnemu anty-
genowi ostrych biataczek limfoblastycznych — cALLA (z ang. common
acute lymphoblastic leukemia antigen). Wielokrotne iniekcje tego prze-
ciwciata pacjentom z ostrg biataczkg limfoblastyczng z komdrek nie-T
wywotywaty szybki, lecz chwilowy spadek blastéw krazacych we krwi
(nawet powyzej 90°/0). Nie wyeliminowano natomiast komdrek biataczko-
wych ze szpiku. Usuwanie komoérek nowotworowych zwigzane byto naj-
prawdopodobniej z opsonizacjg i wychwytywaniem przez ukiad makro-
fagéw, gdyz mimo ze obserwowano pokrywanie blastow PM i sktadnikiem
C3 dopetniacza in vivo, to jednak ludzki dopetniacz nie powodowat lizy
tak optaszczonych komorek in vitro.

Blasty przed rozpoczeciem terapii byty rozpoznawane przez przeciw-
ciato J5, na czym oparto zasade leczenia. Zauwazono jednak, ze po po-
daniu przeciwciata wiekszo$¢ komorek nowotworowych nie byta juz roz-
poznawana przez J5 [136, 138]. To zjawisko modulacji antygenowej jest
niestety znacznie czestsze i ogromnie utrudnia proby terapii.

Pierwsze doniesienie o uwienczonym sukcesem zastosowaniu PM
w seroterapii nowotworéw dotyczyto pacjenta ze stabo zrdznicowanym
chioniakiem z komdrek B. Zastosowano przeciwciato antyidiotypowe kla-
sy lgG2b, reagujace z markerem idiotypowym immunoglobulin powierz-
chniowych obecnych na komérkach chioniaka. Po podaniu 8 dawek te-
rapie zakonczono, nowotwdr podlegat dalszej regresji. W 13 miesigcu od
zakonczenia leczenia pacjent pozostawat w remisji. PM wykrywalne byty
do 3 tygodni od ostatniej iniekcji. Nie stwierdzono reakcji organizmu
na mysie PM. Poniewaz we wcze$niej przeprowadzonych testach in vitro
antyidiotypowe PM nie aktywowaty dopetniacza, nie stwierdzono tez
zmian jego poziomu po iniekcji przeciwciat in vivo, a wiec ten mecha-
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nizm nie madgt by¢ przyczynag regresji nowotworu. Autorzy sugerowali,
iz PM hamowaty proliferacje komdrek chitoniaka poprzez mechanizm re-
gulacyjny [112]. Inna dyskutowana mozliwos$¢ zaktadata usuniecie koma-
rek macierzystych dla transformacji nowotworowej, ktdre mogly stano-
wi¢ tylko maly procent wszystkich komoérek chtoniaka [49]. Jednakze
cztoniaki B-komoérkowe wywodza sie z komorek pre-B, ktére nie maja
immunoglobulin powierzchniowych [111].

Dokonywano rdwniez prob seroterapii przeciwciatami monoklonalny-
mi w stosunku do guzow litych. Zastosowano m.in. PM przeciwko ko-
mdérkom nowotworéw przewodu pokarmowego, ktére, jak uprzednio wy-
kazano, hamowaty rozwdj guzéw u myszy nagich, posredniczyty w ADCC
in vitro i swoiscie reagowaty z komérkami nowotworowymi w perfun-
dowanych okreznicach. Terapii poddano 4 [150], a nastepnie 20 pacjen-
tow [149]. Przeciwciala podawano w jednorazowej dawce (z dwoma wy-
jatkami), ale bardzo zrdoznicowanej pod wzgledem ilosci PM (od 15 do
1000 mg). Interesujace jest, ze u pacjentéw, ktorzy otrzymali od 366 do
1000 mg PM, nie powstaly przeciwciata anty-PM, podczas gdy dawki
ponizej 200 mg wyzwalaty produkcje tych przeciwciat. Trzech sposréd
tej heterogennej grupy pacjentow nie wykazywato objawoéw choroby od
10 do 22 miesiecy od immunoterapii [149]. Przedstawiony wynik jest in-
teresujacy i stwarza pewne nadzieje. Jednakze, jak przyznajg sami au-
torzy, obiektywng interpretacje utrudnia heterogennos$¢ grupy pacjen-
téw oraz fakt, ze byli oni poddawani r6znorodnej chemioterapii przed
zastosowaniem PM.

Ciekawg propozycjg statych infuzji PM do organizmu chorego byito
uzycie komory zawierajgcej hybrydy produkujgce przeciwciata. Linia ta
produkowata ludzkie PM przeciwko komdérkom glejaka. Komore wszcze-
piono w powitoki brzuszne pacjenta z tym nowotworem. PM uwalniane
byty do krwiobiegu. W ciggu ponad 3 miesiecy obserwacji nie stwierdzo-
no toksycznos$ci, infekcji ani odczynu zapalnego wokot wszczepionej ko-
mory. Niestety, nie uzyskano réwniez efektu leczniczego [187].

Reasumujgc, nalezy stwierdzi¢, ze w przypadku wiekszo$ci doniesien
dotyczgcych immunoterapii biernej przy uzyciu PM, brakuje obiektyw-
nych kontroli, ktére by w petni uwiarygodniaty opisywane efekty.

CZYNNIKI WPLYWAJACE NA SKUTECZNOSC DIAGNOSTYKI | TERAPII
PRZY UZYCIU PRZECIWCIAL MONOKLONALNYCH

Czynniki wptywajgce na efektywno$¢ diagnostycznego i terapeutycz-
nego zastosowania PM mozna podzieli¢ na 3 zasadnicze grupy: wiasci-
wosci samych przeciwcial monoklonalnych, czynniki zwigzane z docelo-
wymi komdérkami nowotworowymi i czynniki ze strony pacjenta.

Czynniki zwigzane z budowa i wiasciwosciami PM zostaly juz cze-
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s§ciowo omdwione w poprzednich rozdziatach: zwigzki miedzy klasg i pod-
klasg immunoglobuliny a jej zdolnoscig do aktywowania dopeiniacza,
uczestniczenia w reakcji ADCC, czy opsonizacji komorek docelowych sa
znane i muszg by¢ uwzgledniane. Bardzo wazny wymog, to swoisto$¢
przeciwciata w stosunku do komérek docelowych. W przypadku nowo-
tworow warunek ten nie moze by¢é do konca spetniony, gdyz przewaza-
jaca wiekszos¢ antygendw nowotworowych stanowig TAA, a nie TSA.
Nie stanowi to jednak absolutnej przeszkody, jak wykazaty badania
z wykorzystaniem PM przeciwko np. antygenom zwigzanym z rdznico-
waniem sie komorek [109, 110]. Mozna przyja¢, ze PM przeciwko TAA
moga by¢ uzyte, jesli stezenie TAA na komorkach nowotworowych jest
wyzsze niz na komérkach normalnych, gdy normalne komorki z tym
antygenem nie majg decydujacego dla zycia znaczenia i ich zniszczenie
nie spowoduje ujemnych dla organizmu skutkéw, lub gdy komdrki no-
wotworowe catkowicie zdominowaty normalng populacje.

Ostateczny efekt wywierany przez przeciwcialo zalezy réwniez od
stopnia powinowactwa, dtugotrwatosci przebywania na powierzchni ko-
morki oraz szybkosci endocytozy. Endocytoza kompleksu antygen—prze-
ciwcialo moze mie¢ korzystny wpltyw w przypadku zastosowania potg-
czen PM z lekami lub toksynami, ktére dziatajg wewngtrzkomdrkowo
[201]. Zasadniczo jednak jej wptyw jest negatywny, gdyz powodowac
moze znikanie znakowanych PM, uniemozliwiajac lokalizacje, a w terapii
hamujac efekt cytolityczny [139]. Odgrywa ona réwniez role w ufatwie-
niu immunologicznym.

Wydaje sie, ze zastosowanie mieszaniny PM moze zwiekszaé efek-
tywno$¢, zaréwno diagnostyki, jak i terapii. Jednym z powodéw, dla
ktéorych uzywa sie mieszanin PM, jest obecno$¢ réznych grup marke-
réw na powierzchni réznych komorek. Stosujgc odpowiednie kombina-
cje PM mozna te réznice wychwyci¢, podczas gdy uzycie jednego prze-
ciwciata jest nieefektywne [50, 77]. Inny powdd stosowania ,koktajlu”
PM to réznice w ekspresji antygenow komorek nowotworowych [1, 193]
oraz mozliwo$¢ krzyzowych reakcji pojedynczego PM z antygenami na
komérkach nie bedacych docelowymi, co utrudni lub zafatszuje inter-
pretacje. Dwa PM przeciwko réznym epitopom tego samego antygenu
moga wywiera¢ inny efekt niz obydwa przeciwciata uzyte oddzielnie
[40, 78, 188]. Z tych wzgledow mieszaniny PM znajduja coraz czestsze
zastosowanie w immunohistopatologii [77, 80], radiolokalizacji [21, 103]
oraz terapii [81].

Powazny problem, zwigzany z zastosowaniem PM in vivo, stanowi
immunogenno$¢ immunoglobulin. Do tej pory zdecydowana wiekszosé
wyprodukowanych PM to przeciwciata mysie. OdpowiedZ immunologicz-
na na ksenogeniczne biatko moze stanowi¢ potencjalne niebezpieczenstwo
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dla organizmu. Opisywane reakcje na mysie PM wahatly sie w szerokim
zakresie z reakcjg anafilaktyczng [38] i chorobg posurowiczg, z odkla-
daniem komplekséw immunologicznych w nerkach wiacznie [110, 119].
Jednak najczestsza odpowiedz nie jest tak bardzo nasilona.

U czeSci pacjentéw ze sprawnym ukltadem immunologicznym nie
stwierdzono odpowiedzi przeciwko PM, co jest prawdopodobnie wyrazem
zmiennej osobniczo wrazliwos$ci. Poza szkodliwoscig dla pacjenta istnieje
jeszcze drugi problem zwiagzany z immunogennoscia ksenogenicznych
PM. Powstajgce w ustroju przeciwciata anty-PM mogg tgczy¢ sie z nimi
juz w surowicy i uniemozliwia¢ lub ogranicza¢ efekt diagnostyczny i te-
rapeutyczny. Zjawisko to nie musi wspotistnie¢ z wystgpieniem obja-
wéw chorobowych, bedgcych wyrazem immunizacji. O jego znaczeniu
dla efektywnoSci terapii przy uzyciu PM moga Swiadczyé obserwacje
ponownego wystgpienia nowotworu u pacjentdw z remisjg, rownoczesne
z pojawieniem sie przeciwciat anty-PM [109, 110], oraz sukces terapeu-
tyczny, gdy nie zaobserwowano powstania takich przeciwciat [112].

Najlepszym, ale w tej chwili jeszcze trudno osiggalnym rozwigzaniem
problemu immunogennos$ci jest zastosowanie ludzkich PM. Jednakze nie
mozna wykluczyé, ze odpowiedZ anty-idiotypowa przeciwko ludzkim PM
moze byé réwnie szkodliwa. Inna mozliwo$s¢ to podanie mysich PM
w jednej duzej dawce. Sposéb ten wydaje sie dos¢ skutecznie zapobiegac
immunizacji [149]. Nie zawsze jednak do wywarcia efektu leczniczego
wystarczy jednorazowa iniekcja.

Duze znaczenie dla efektywnosci terapii maja wiasciwosci samego no-
wotworu: jego wielko$¢, budowa, lokalizacja zmian i stopien ich roz-
przestrzenienia w organizmie. Ze wzgledu na duzg dostepnos$¢, najbar-
dziej podatne na seroterapie sg nowotwory hematologiczne oraz matle
guzy pierwotne i mate przerzuty. Z lokalizacjag nowotworu wigze sie
wybér optymalnej metody podawania PM. Oprdcz stosowanej najczesciej
aplikacji dozylnej, w pewnych przypadkach korzystniejsze wydaje sie
podanie PM podskdrnie. Po takim wprowadzeniu wiekszo$¢ czasteczek
przeciwciata przedostaje sie do naczyn limfatycznych, a nimi do odpo-
wiednich weztéw chtonnych. Mozna w ten sposob lepiej niz przy iniek-
cji dozylnej kierowaé¢ przeciwciata do przerzutow w weztach. Ta droga
ma wiele zalet — pozwala zmniejszy¢ ilo§¢ uzywanych PM. Poprzez
skierowanie ich bezposrednio do odpowiedniej przestrzeni organizmu
mozna unikng¢ #aczenia PM z antygenami wystepujagcymi na prawidto-
wych komorkach (jak to ma miejsce w przypadku TAA) lub wolnymi
antygenami w surowicy. Zapobiega sie tym samym odkiadaniu komplek-
séw immunologicznych w nerkach. Zastosowanie tej metody w radiolo-
kalizacji pozwala wykrywa¢ znacznie mniejsze przerzuty poprzez obni-
zenie tta calego ciata. Zbadanie stanu weztéw chitonnych jest bardzo
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wazne dla stwierdzenia stopnia rozwoju wielu nowotworow, np. choro-
by Hodgkina, czerniaka zto$liwego oraz rakéw ptuc, sutka, jelita grube-
go, macicy i gruczotu krokowego [189, 190].

Jedng z najwazniejszych witasciwosci komorek nowotworowych, ktéra
wptywa na skuteczno$¢ terapii jest modulacja antygenowa. Jak juz po-
wiedziano, potgczenie przeciwciata z antygenem na powierzchni komorki
guza powoduje znikanie tego antygenu. Moze to nastepowaé na drodze
endocytozy [150, 193] lub uwalniania antygenu do krwiobiegu [110, 119].
Nowotwér przestaje byé rozpoznawany przez PM, ktére byty dla niego
swoiste. W przypadku przechodzenia antygenu do krwiobiegu dotaczaja
sie inne niekorzystne zjawiska, jak blokowanie PM w surowicy oraz od-
ktadanie kompleksow immunologicznych w nerkach.

Na efektywnos$¢ leczenia przy uzyciu PM wpltyw majg takze czynni-
ki ze strony pacjenta. Wydolnos¢ uktadu immunologicznego jest koniecz-
na dla efektywnej reakcji ADCC, czy usuwania opsonizowanych PM
komorek nowotworowych. Sprawny uktad odpornoSciowy silnie reagu-
je jednak na ksenogeniczne PM. Stad w zaawansowanych chioniakach
czy biataczkach, wobec ostabienia odpornosci, PM mozna stosowaé znacz-
nie bezpieczniej.

Potencjalne zagrozenie dla pacjentéw poddawanych terapii PM moga
stanowi¢ wirusy, ktérymi bywajg zarazone hybrydy mysie [6, 191] lub
ludzkie limfocyty celowo transformowane [90]. Jak dotad nie ma do-
woddéw, ze wykryte wirusy moga by¢ patogenne dla cztowieka, natomiast
jesli chodzi o wirus E-B uzywany do transformacji, 80-90% ludzi do-
rostych w krajach rozwinietych jest nim juz zakazonych [31]. Ponadto
typowa procedura oczyszczania przeciwciat powinna inaktywowac lub
usuwaé wirusy.

NIEKTORE ZASTOSOWANIA PRZECIWCIAL MONOKLONALNYCH W TRANSPLANTOLOGII

Przyktadem nowych mozliwosci stwarzanych przez przeciwciata mo-
noklonalne w podejsciu do starych problemoéw sa przeszczepy nerek.
Pierwszej transplantacji zakoniczonej peinym powodzeniem dokonano
w 1953 r. miedzy dwoma bliznietami monozygotycznymi. Niestety, uktad
ten jest bardzo ograniczony i najczeSciej mamy do czynienia z przeszcze-
pami ze zwiok lub od dawcow rodzinnych. W obydwu przypadkach roz-
nice w antygenach zgodnosci tkankowej moga byé przyczyna reakcji
biorcy prowadzacej do odrzucenia przeszczepu. Z tego wzgledu doko-
nuje sie immunologicznego doboru dawcy i biorcy przeszczepu, poszuku-
jac pary osobnikéw posiadajgcych mozliwie najwiekszg liczbe identycz-
nych antygenéw zgodnosci tkankowej uktadu HLA (human leukocyte
antigens) — gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej cztowieka. Antygeny
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HLA, A, B, C i DR oznacza sie serologicznie. Do chwili opracowania
techniki produkcji PM oznaczenia te przeprowadzano stosujac surowice
pochodzgce od kobiet po wielokrotnych porodach lub immunizowanych
ochotnikéw. Uzycie PM pozwala znacznie zwiekszy¢ czuto$¢ i swoistos¢
takich testow [15].

Innym przyktadem wykorzystania PM w transplantologii jest analiza
komorek naciekajacych przeszczep w procesie odrzucania. Swoiste PM
przeciwko poszczegdlnym subpopulacjom komdrek limfatycznych pozwa-
lajg na znacznie precyzyjniejszg ocene niz standartowe badania histolo-
giczne [67].

Produkcja na skale przemystowg PM przeciwko poszczeg6lnym sub-
populacjom limfocytow T (przeciwciata serii OKT firmy Ortho Pharma-
ceuticals czy serii Leu firmy Becton-Dickinson) stworzyta mozliwo$¢ po-
rownywalnej oceny tych subpopulacji u pacjentéw z przeszczepami [204].
Zastosowanie tych przeciwciat oraz PM rozpoznajacych inne komérki
limfatyczne pozwala monitorowa¢ zmiany odsetkowe limfocytow7 we
krwi, ktore zachodza po przeszczepieniu i w rdznych fazach odrzucania
przeszczepu [20, 84, 105]. Znajomos$¢ zmian catkowitej ilosci limfocytow
T oraz stosunku limfocyt T pomocniczy do supresorowy-cytotoksycz-
ny moze pozwoli¢ na przewidywanie procesu prowadzgcego do odrzuce-
nia przeszczepu. Umozliwia réwniez ocene wplywu leczenia immuno-
supresyjnego, ktory, jak sie wydaje, moze znajdowal odzwierciedlenie
w zmianach odsetka limfocytow T. Intensywna immunosupresja niesie
niebezpieczenstwo ciezkich infekcji lub aktywacji wiruséw latentnych,
np. herpes simplex czy cytomegalowirus. Dlatego dgzy sie obecnie do
indywidualizacji dawek cytostatykdw, zapobiegajacych odrzucaniu prze-
szczepu, a jednoczesnie zmniejszajacych niebezpieczenstwo infekcji. Ana-
liza subpopulacji limfocytow T pozwala, w pewnym stopniu, przewidy-
waé mozliwos¢ wystgpienia zakazenia, co zostanie tu opisane.

W procesie odrzucania przeszczepu allogenicznego uczestniczg limfo-
cyty T. Obecnie stosowane $rodki immunosupresyjne dziatajg niewybior-
czo, depresyjnie na caty uklad immunologiczny oraz wykazujg wiele
efektéw niepozadanych. Cytotoksyczne przeciwciata reagujace z limfo-
cytami T powinny swoiscie zmniejsza¢ liczbe lub catkowicie elimino-
waé te komorki. To teoretyczne zalozenie lezalo u podstaw zastosowania
w klinice globuliny antytymocytarnej (ATG). Jest to surowica otrzymy-
wana poprzez hiperimmunizacje zwierzat, najczesciej koni. Wyniki uzy-
skane przy jej zastosowaniu sa kontrowersyjne [124, 166]. ATG wyka-
zuje natomiast wiele istotnych Kklinicznie efektow niepozadanych, jak
dreszcze i gorgczka, wysypki, trombocytopenia. PM przeciwko limfocy-
tom T powinny wywiera¢ ten sam efekt na limfocyty przy mniejszych
niz w przypadku ATG dziataniach ubocznych.
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W badaniach przedklinicznych na matpach wykazano, ze PM typu
OKT4 i Leu-2a powodowaly istothe zmniejszenie procentu limfocytow
reagujacych z tymi przeciwciatami. Zastosowanie PM przed przeszcze-
pem powodowato przediuzenie przezycia do 47 dni (kontrola 8-11 dni),
gdy uzyto OKT4, i do 34-36 dni w przypadku Leu-2a [27]. W ekspery-
mencie klinicznym zastosowano przeciwciata OKT3 u 16 pacjentow,
u ktérych stwierdzono ostry proces odrzucania przeszczepu. OKT3 reagu-
ja ze wszystkimi limfocytami T, podczas gdy OKT4 rozpoznaja limfocyty
T pomocnicze, a OKT8 — supresorowe cytotoksyczne [204]. Juz po 15
min po zastosowaniu OKT3 liczba krazacych limfocytow T spadata do
poziomu praktycznie niewykrywalnego, a u wszystkich pacjentow stwier-
dzono zahamowanie rozpoczetego juz procesu odrzucania w ciggu 2-7
dni od rozpoczecia terapii. Po kilku dniach stwierdzono wzrastajgcg licz-
be komédrek reagujacych z innymi markerami limfocytéw T, a nierozpo-
znawanych przez OKT3. Jednocze$nie u czesci pacjentow, u ktorych za-
hamowano odrzucanie przeszczepu, proces ten wystgpit ponownie w 1
do 4 tygodni od zaprzestania terapii przy uzyciu OKT3. U wszystkich
zwierzat i u 11 pacjentéw stwierdzono powstawanie przeciwciat przeciw-
ko PM, a ponadto u czesci chorych stwierdzono przeciwciata antyidioty-
powe [27], By¢ moze zjawisko modulacji antygenowej oraz odpowiedz
biorcy na PM uzyte w terapii spowodowaty pdzZniejsze przypadki odrzu-
cania przeszczepoéw. Wydajg sie to potwierdzaé wyniki badah przepro-
wadzonych przez innych autorow [22].

Cze$¢ autorow prezentuje poglad, ze istotnym elementem terapii
przy uzyciu ATG czy OKT3 jest usuniecie aktywnych klonéw limfo-
cytéw, a nie catej ich populacji. Zastosowanie PM przeciwko blastom
powstajagcym w trakcie odpowiedzi na allogeniczny przeszczep powinno
zapobiec odrzucaniu lub zahamowaé¢ rozwijajacy sie proces. Jednoczes-
nie takie postepowanie powinno pozostawaé bez wiekszego wptywu na
pozostate funkcje uktadu immunologicznego biorcy. Wstepne badania wy-
kazaty przedtuzenie przezycia przeszczepow skory u malp po zastosowa-
niu PM przeciwko komérkom limfoblastycznym [168]. W badaniach kli-
nicznych zastosowano to samo przeciwciato o symbolu CBL1 w terapii
11 pacjentow z przeszczepami nerek od dawcow rodzinnych i 8, ktorym
przeszczepiono narzad pochodzacy ze zwiok. U wszystkich tych chorych
wystgpit wczesniej proces odrzucania przeszczepu. U 15 z nich odrzu-
cania przeszczepu nie udato sie zahamowac stosujac sterydoterapie. Jest
to istotne, gdyz inni badacze nie stosowali tego kryterium i by¢ moze
pozytywny rezultat udatoby sie uzyskaé¢ podajac glikokortykoidy zamiast
OKT3. Zastosowanie CBL1 nie wptywato na liczbe limfocytéw krwi ob-
wodowej, a mimo to zahamowato reakcje odrzucania u 17 z 19 pacjen-
tow. Dlugotrwate przedtuzenie przezycia przeszczepu uzyskano u 8 z 11
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pacjentdw, ktérzy otrzymali nerke od zywych dawcdéw, oraz u 6 z 8, kté-
rym przeszczepiono nerke ze zwitok. Dla poréwnania u wszystkich cho-
rych traktowanych OKT3 wystgpito p6zne odrzucenie [27]. U 14 z 19
pacjentéw traktowanych CBL1 stwierdzono produkcje przeciwciat prze-
ciwko mysim PM, nie pociggneto to jednak za sobg zadnych objawow
ubocznych [168].

Reasumujagc, PM przeciwko komdrkom zaangazowanym w procesie
odrzucania przeszczepu sg préba nowego podejscia w transplantologii,
ktére ma polega¢ na niszczeniu komorek zaangazowanych w dang reak-
cje. Jeszcze dalej idgce propozycje dotyczg sprzegania antygendéw uktadu
MHC z toksynami. Takie kompleksy moganiszczy¢ wytgcznie komorki
rozpoznajace dany, Scisle okreslony antygen [201].

ZASTOSOWANIE PM W DIAGNOSTYCE CHOROB ZAKAZNYCH

Diagnostyka laboratoryjna chorob zakaznych opiera sie na czterech
podstawowych metodach. Sg to: a) badania mikroskopowe, ktére moga
uwidoczni¢ czynnik zakazny; b) hodowle mikroorganizméw na podtozach
selektywnych; ¢) immunologiczna identyfikacja w tkankach lub ptynach
ustrojowych antygendéw danego czynnika patogennego; d) oznaczanie mia-
na swoistych przeciwciat wytwarzanych przez organizm chorego w od-
powiedzi na wtargniecie mikroorganizmoéw.

Zadna z tych metod nie daje, w oderwaniu od pozostatych, catkowi-
tej pewnos$ci diagnostycznej. Najczesciej, w stosunku do poszczeg6lnych
chordb, zachodzi konieczno$¢ zastosowania kombinacji tych badan. Ana-
liza mikroskopowa pozwala do$¢ pewnie diagnozowaé infekcje wieloko-
madrkowych pasozytéw, ma jednak ograniczong warto$¢ jesli chodzi np.
0 zakazenia wirusowe. Metody hodowlane sg czute i swoiste, jednakze
wiele mikroorganizmoéw wykazuje staby wzrost w hodowli, a sama tech-
nika jest pracochtonna, obcigzajagca dla laboratorium, i co czesto jest
bardzo wazne, wymaga dtugiego czasu inkubacji. Bezposrednia identyfi-
kacja czynnika zakaznego za pomocg przeciwciat jest metodg szybka
1 pewng pod warunkiem posiadania immunoglobulin o duzej swoistosci
i powinowactwie. Jak zaznaczono, przeciwciata pochodzgce z surowicy
nie zawsze moga sprostaé tym wymogom. Dodatkowo, wskutek podo-
bienstw w antygenach powierzchniowych patogennych i niepatogennych
szczepow mikroorganizmow, surowice mogg wykazywac reakcje krzy-
zowe.

Nowe mozliwosci w dziedzinie immunologicznej diagnostyki choréb za-
kaznych stworzyty PM. Wykazujg one bardzo duzg swoisto$¢, nieporow-
nywalng z konwencjonalnymi przeciwciatami. We wszystkich testach
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reaguja z jednakowym powinowactwem. Fakt, ze mozna je otrzymywac
w praktycznie nieograniczonych ilosciach sprawia, iz PM moga umozli-
wi¢ standaryzacje roznych testow nie tylko w skali jednego laborato-
rium, ale na skale miedzynarodowsg.

PM o spodziewanych witasciwosciach diagnostycznych wyprodukowano
juz w stosunku do wielu wiruséw [32, 76, 144, 194], bakterii [68, 162]
i pasozytow [159, 169, 197, 200]. Obecnie, w wielu laboratoriach trwaja
prace nad szybkimi i tatwymi do przeprowadzenia testami diagnostycz-
nymi opartymi na PM. Ich zastosowanie umozliwia skrdécenie procesu
rozpoznawania niektérych chor6b od kilku dni nawet do kilku mi-
nut, np. w przypadku pewnych zakazen przenoszonych drogag piciowg
(Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, Herpesvirus) od 3-6 dni
do 15-20 min. Réwnocze$nie zmniejsza sie mozliwos¢ popetnienia biedu
diagnostycznego, zwtaszcza gdy doszto do zakazenia mieszanego. Ma to
ogromne znaczenie, jeSli poszczeg6lne czynniki patogenne sg wrazliwe na
odmienne leki, r6zne rokowniczo i epidemiologicznie. Wirusy, np. Herpes
typu I, jak i typu Il, powodujg infekcje narzadéw pitciowych, sprawiajace
problemy diagnostyczne. Jednocze$nie rozpoznanie jest bardzo istotne,
gdyz istnieje preferencja aktywnos$ci lekéw przeciwwirusowych w sto-
sunku do poszczeg6lnych typéw wirusa. Inne jest tez rokowanie [134].

Przeciwciata monoklonalne moga znalezé zastosowanie w testach ra-
dioimmunologicznych (radioimmunoassay — RIA), enzymoimmunologicz-
nych (enzymoimmunoassay — EIA), immunofluorescencyjnych (IF) oraz
wielu innych. Nalezy jednak pamieta¢, ze istniejg pewne ograniczenia
w zastosowaniu PM. Wysoka swoisto$¢ moze czasami okazywac sie zbyt
waska i zachodzi wtedy konieczno$¢ uzycia mieszaniny PM skierowanych
przeciwko temu samemu patogenowi [162]. Zasadniczo PM nie agluty-
nujg, stad nie znajda raczej zastosowania w testach opierajacych sie na
tej zasadzie.

Mozna mie¢ nadzieje, iz zastosowanie PM przyczyni sie do dalszego
udoskonalenia diagnostyki choréb zakaZznych. By¢é moze w niedtugim
czasie laboratoria dysponowac beda zestawami PM umozliwiajacych szyb-
kg i bezbtedng diagnoze. Jest tez mozliwe, ze odpowiednie PM pozwola
analizowa¢ kodowane przez plazmidy biatka odpowiedzialne za uodpor-
nienie na leki. Tym samym latwo bedzie ustali¢ najlepszg terapie.

Nalezy rowniez wspomnie¢ o prébach wykorzystania analizy komorek
limfatycznych w badaniach nad chorobami zakaZznymi. Dotyczy to zwtla-
szcza komoérek odpowiadajagcych za immunoregulacje (subpopulacje lim-
focytow T). Aczkolwiek zasieg tego rodzaju badan jest dotad niewielki,
to jednak mozna stwierdzié Sciste powigzanie miedzy zmianami w sub-
populacjach komorek immunoregulacyjnych i przebiegiem choroby zakaz-
nej. W doswiadczeniach tych wykorzystuje sie PM rozpoznajgce rozne
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rodzaje limfocytdw T: pomocniczy (Th), supresorowy/cytotoksyczny
(TsTc); Pan-T [204], Stwierdzono np. podwyzszenie poziomu komorek
typu TsTc w ostrej fazie mononukleozy zakaznej, ktéry ulega normaliza-
cji w trakcie rekonwalescencji [135, 173].

Pacjenci z ostrg infekcja cytomegalowirusem (CMV) wykazujg obni-
zenie poziomu Th przy wzroscie TsTc. Jest to istotne spostrzezenie. Za-
kazenia CMV, wystepujace stosunkowo czesto u pacjentéw z przeszcze-
pami nerek, moga poprzedzac¢ infekcje bakteryjne i grzybicze. By¢ moze
jest za to odpowiedzialny opisywany w zakazeniu CMV spadek odpor-
nosci organizmu [62].

W ostrej postaci wirusowego zapalenia watroby typu B obserwuje
sie spadek stosunku Th/Tsc zwigzany ze wzrostem poziomu limfocytow
T supresyjnych, natomiast w WZW typu A notuje sie wzrost stosunku
Th/Tsc [62].

Podobne zmiany w subpopulacjach limfocytéow T zanotowano takze
w pewnych chorobach bakteryjnych i grzybiczych [62], Chociaz w chwili
obecnej badania zmian regulacji immunologicznej w chorobach zakaznych
sg we wczesnym stadium, by¢ moze w przysztoSci pozwolg one ustali¢
czynniki wywotujgce zaburzenia réwnowagi mikroorganizm — ustroj.
Statoby sie wtedy mozliwym zastosowanie terapii immunoregulacyjnej
w leczeniu chordb zakaZznych.

BADANIA NAD RECEPTORAMI KOMORKOWYMI

Ostatnie lata to okres dynamicznych badan nad strukturg i funkcja
receptorow komorkowych. PM nadajg sie bardzo dobrze do badan nad
receptorami — strukturami, ktore wystepuja w komdérce w matej ilosci,
a czesto sg nietrwate i ulegaja zniszczeniu w trakcie préb preparacji.
PM pozwalajg analizowa¢ budowe okreslonego receptora lub poszczegdl-
nych czesci sktadowych w powigzaniu z jego funkcja.

Wykazano, ze PM moga by¢ zastosowane do analizy budowy okreslo-
nego biatka, nawet do oceny pojedynczych aminokwaséw i to nie tylko
w sensie iloSciowym i jakoSciowym, ale nawet topograficznym. Pozwala
to na okreslenie struktury takiego biatka w stanie natywnym, wiacznie
z poznaniem jego konfiguracji przestrzennej [12, 13, 35, 99].

Receptory neurotransmiterow, takie jak receptor dopaminergiczny,
adrenergiczny czy muskarynowy receptor cholinergiczny, moga w zalez-
nosci od rodzaju komérki aktywowaé lub hamowaé¢ te same lub bardzo
podobne biatka efektorowe (gtéwnie o charakterze enzymatycznym).
Istotne bylo wiec poznanie ich struktury. PM, dzieki swej duzej swois-
tosci, mogly odegraé decydujaca role w badaniu budowy i funkcji tych

10 — Post. Biol. Kom. 286
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receptorow. Analizowano m.in. cholinergiczne receptory: nikotynowy [65,
175] i muskarynowy [179, 180]. Badano adrenergiczne receptory ax [94,
180], Bi oraz B2 [28, 55, 56]. Wykazano np. wcze$niej niewykrywalne réz-
nice w budowie miedzy podtypami receptorow R-adrenergicznych oraz
analizowano budowe tych receptoréw in situ [55, 56].

Otrzymano PM antyidiotypowe skierowane przeciwko epitopom znaj-
dujacym sie we fragmencie Fab immunoglobulin przeciwko okreSlonym
przekaznikom. Uzycie ich w badaniach nad receptorami komdrkowymi
ujawnito, ze mogag one odgrywac role czynnika imitujgcego sygnat prze-

Ryc. 3. Produkcja przeciwciat przeciwko okreslonemu receptorowi bez immunizacji

tym receptorem. Dysponujgc neurotransmiterem lub hormonem (S), reagujacym

z okreslonym receptorem komorkowym, produkuje sie przeciwciata przeciwko niemu

(P). Nastepnie przeciwciato (P) stuzy do immunizacji, w wyniku ktérej otrzymuje sie

przeciwciato antyidiotypowe (Pai). Przeciwciato to reaguje z receptorem komor-
kowym w taki sam spos6b jak neurotransmiter lub hormon
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kazywany poprzez witasciwy przekaznik [147] lub tez w pewnych sytua-
cjach sygnat ten blokowac¢ [29], Spostrzezenie to nasuneto mozliwosé
produkcji przeciwciat przeciwko okreSlonemu receptorowi, bez koniecz-
nosci immunizacji tym receptorem. Jest to istotne i cenne osiggniecie,
gdyz czesto dysponuje sie przekaznikiem (neurotransmiter, hormon), na-
tomiast otrzymanie receptora i wyprodukowanie przeciwko niemu prze-
ciwciat jest bardzo trudne (ryc. 3). Wykorzystano PM do badan nad
nuzliwosciag miesni (myasthenia gravis) [176], stosujagc m.in. PM anty-
idiotypowe do wywotywania miastenii w uktadach doswiadczalnych [25,
186].

Bardzo ciekawe informacje otrzymano uzywajac PM do badahn nad
receptorami dla réznych hormonéw. Analizowano strukture receptora dla
tyreotropiny (TSH) wykazujac, ze skiada sie on z glikoproteiny i ganglio-
zydu zakotwiczonych w bionie komdérkowej, przy czym PM skierowane
przeciwko glikoproteinie dawaty w efekcie hamowanie proceséw zawia-
dywanych przez TSH, a przeciwciata taczace sie z gangliozydem nasla-
dowaty efekt TSH.

Uzywajgc PM otrzymywanych z hybryd limfocytéw pochodzacych od
pacjentdw z chorobg Graves’-Basedowa badano role autoprzeciwciat sty-
mulujacych i hamujacych wystepujacych w tej chorobie [178, 199],
Wreszcie, wykorzystujagc PM opracowano metody klinicznych badan au-
toprzeciwciat u pacjentow z chorobg Graves-Basedowa, ktore pozwalajg
ustala¢ sposob terapii i obserwowac jej postepy [177], Przeciwciata mo-
noklonalne zastosowano w badaniach nad powstawaniem, budowg i funk-
cja receptoréw dla insuliny, IGF (z ang. insulinlike growth factor) [93]
oraz nad budowa, wystepowaniem i rolg receptora dla estrogenéw w tkan-
kach prawidtowych oraz nowotworowych (rak sutka) [64].

Ciekawe wyniki uzyskano wykorzystujgc PM do analizy receptorow
dla LDL (z ang. low density lipoprotein) obecnych na komodrkach zdro-
wych osobnikdw oraz pacjentéw z rodzinng hypercholesterolemig (z ang.
familial hypercholesterolemia) (FH), wykazujagc m.in. synteze nieprawid-
towych receptoréow, brak wytwarzania tych receptoréw lub nieprawidto-
we ich dojrzewanie w komorkach chorych z FH [10].

INNE ZASTOSOWANIA PRZECIWCIAL MONOKLONALNYCH

Zdolnos¢ PM do swoistego i obdarzonego duzym powinowactwem wig-
zania czasteczek o wilasciwosciach antygenowych stworzyta nowag moz-
liwo$¢ oczyszczania réznych substancji, w tym zwlaszcza produktéw na-
turalnych. Wiele z nich jest bardzo trudnych do wyodrebnienia i otrzy-
mania w wiekszej ilosci. Swoiste PM mozna wykorzysta¢ w technice
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immunoadsorbcyjnej [113]. W tym celu zwierzeta (najczesciej myszy)
poddaje sie immunizacji mieszaning, w ktorej znajduje sie poszukiwana
substancja. Otrzymane w spos6b wcze$niej opisany PM wykorzystuje sie
do sporzadzenia kolumny immunoadsorbcyjnej. Metoda taka pozwala na
oczyszczanie roznych substancji nawet na skale przemystowg [151].

Ciekawym zastosowaniem PM jest wyodrebnianie poszczegolnych
sktadnikbw z mieszaniny catkowicie nieznanych antygendéw. Splenocyty
zZwierzecia immunizowanego tg mieszaning poddaje sie fuzji z komérka-
mi szpiczaka. Poszczeg6lne PM stuzg do sporzgdzenia kolumny immuno-
adsorbcyjnej. W trakcie przechodzenia przez kolumne PM o okre$lonej
swoistosci taczy sie i zatrzymuje odpowiedni antygen. W ten sposéb,
w kolejnych kolumnach pozostang poszczeg6lne, pojedyncze antygeny
z mieszaniny nieznanej. Metoda ta nadaje sie zar6wno do analizy poje-
dynczych antygendéw, jak rdwniez calych organelli komérkowych, czy
wykazujgcych aktywno$¢ farmakologiczng ekstraktow komorkowych
[113].

Przyktadem ciekawego zastosowania PM w immunoterapii biernej jest
praca Crawford i wsp. [30], ktorzy wyprodukowali ludzkie przeciw-
ciata przeciwko antygenowi D ukitadu Rh, stosujgc technike transforma-
cji limfocytow wirusem Epstein-Barra. Sposréd wszystkich antygenow
uktadu Rh, antygen D ma najwieksze znaczenie Kkliniczne, gdyz jest
najbardziej immunogenny. Na podstawie jego obecnosci w krwinkach
czerwonych wprowadzono podzial na dwie grupy ludzi: Rh dodatnich
(Rh+) i Rh ujemnych (Rh—). Limfocyty uzyte do transformacji pocho-
dzity od osobnikéw (Rh—) immunizowanych antygenem D. Uzyskana
linia hybrydowa o symbolu UCHD4 utrzymywana byta diugotrwale
w hodowli i produkowata PM w ilosci 20 ug/ml. Otrzymane PM Kklasy
IgGi reagowaty swoiscie z komorkami, ktére miaty na swej powierzchni
antygen D. Nie stwierdzono ani jednego przypadku reagowania z D-ne-
gatywnymi komorkami. PM reagowato w teScie Coombsa posrednim
(z albuming) z traktowanymi papaing erytrocytami i jak inne anty-D
przeciwciata klasy IgG nie aglutynowato D-pozytywnych krwinek czer-
wonych w samej soli fizjologicznej. Otrzymane przeciwciato moze by¢
uzyteczne przy oznaczaniu erytrocytdw oraz, po oczyszczeniu, w zapo-
bieganiu niedokrwisto$ci hemolitycznej noworodkow na tle konfliktu Rh.

Przedstawione zastosowania PM nie stanowig wszystkich mozliwosci,
a sg jedynie proba zasygnalizowania ogromnego bogactwa dyscylin nau-
kowych, w ktérych PM mogg zosta¢c uzyte. Praca Kohlera i Milsteina
zostata szybko dostrzezona przez innych badaczy i to nie tylko immuno-
logow. Jej doniostos¢ bowiem polega na mnogosci potencjalnych zasto-
sowan, z ktérych dotychczas prawdopodobnie tylko cze$¢ zostata odkry-
ta i wykorzystana.
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ASPEKTY EWOLUCYJNE W METABOLIZMIE LIPIDOW

EVOLUTIONARY ASPECTS IN LIPID METABOLISM

Jolanta BARANSKA

Zaktad Biochemii Komorki, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN

Streszczenie. Aspekty ewolucyjne w metabolizmie lipidéw oméwiono na przyktadach
unikalnej budowy zawierajgcej wytacznie lipidy dwueterowe btony komodrkowej
Archaebakterii, przebiegu biosyntezy beztlenowej i tlenowej jedno- i wielonienasy-
conych kwaséw tluszczowych w roznych grupach taksonomicznych oraz biosyntezy
fosfatydyloseryny i fosfatydyloetanoloaminy w tkankach zwierzecych, roslinnych
i u bakterii. Wskazano, ze zdolno$¢ do syntezy jedno- i wielonienasyconych kwasow
ttuszczowych na drodze tlenowej, ktéra jest cecha charakterystyczng wszystkich
organizméw eukariotycznych, pojawita sie po raz pierwszy u sinic. Stanowito to skok
ewolucyjny. Odmienna, w pordwnaniu z bakteriami, droga biosyntezy fosfatydylo-
seryny i fosfatydyloetanoloaminy w komorkach zwierzecych oraz rézna wewnatrz-
komérkowa lokalizacja enzyméw syntetyzujgcych te fosfolipidy moze réwniez by¢
traktowana jako wynik rozwoju filogenetycznego. W pracy przedyskutowano takze
hipoteze o bakteryjnym pochodzeniu mitochondriéw.

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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Biochemiczna jedno$¢ organizmdéw zywych przejawia sie w wielu po-
dobnych procesach metabolicznych. Wszystkie organizmy zywe sa zbu-
dowane z takich samych prostych biomolekut i sg wyposazone w analo-
giczne enzymy. Jednocze$nie charakterystyczng cechg zywych organiz-
moéw jest ich ztozono$¢ przejawiajgca sie zarowno w budowie chemicz-
nej, jak i w stopniu skomplikowania struktury komorki. Zasadnicze
odmienno$ci w budowie komorki spowodowaty wyr6znienie dwdch typdw
organizmow — Prokaryota i Eukaryota, stanowigcych dwa rdzne stadia
ewolucji na poziomie komorkowym. Prokarionty to nieskomplikowane
organizmy z jedng tylko btong — komdrkowg. Nie zawierajg otoczonego
btong jadra, ani obtonionych organelli wewnatrzkomdrkowych. Gidwny-
mi ich przedstawicielami sg bakterie oraz sinice. Organizmy eukariotycz-
ne, do ktérych nalezg pierwotniaki, glony, grzyby oraz pozostale zwie-
rzeta i rosliny, zawieraja wewnetrzne organelle komoérkowe otoczone
btonami, jak jadro, mitochondria, chloroplasty, siateczke Srodplazmatycz-
ng (endoplazmatyczne retikulum), aparat Golgiego i inne, dzieki czemu
wiele reakcji metabolicznych przebiega w odrebnych przedziatach struk-
turalnych.

Lipidy, ktore stanowig skiadnik wszystkich bton komorkowych, nie
sg zasadniczo uwazane za istotne w ewolucyjnym rozwoju organizmow,
nie poswieca sie im takze zbytniej uwagi jako wyznacznikom filogene-
tycznym. Jednak informacje uzyskane dzieki biochemii poréwnawczej
wykazaty wyrazne roznice w sktadzie lipidébw w organizmach nalezacych
do réznych grup filogenetycznych.

Praca przedstawia kilka wybranych zagadnien dotyczacych aspektéw
ewolucyjnych w metabolizmie lipidéw. Omawia réznice w wystepowaniu
i biosyntezie nienasyconych kwasow ttuszczowych, a takze rézne drogi
biosyntezy fosfolipidow, ze szczegdlnym uwzglednieniem fosfatydylose-
ryny i fosfatydyloetanoloaminy.

1. WYSTEPOWANIE KWASOW TLUSZCZOWYCH

Nasycone i nienasycone kwasy tluszczowe, bedace czeScig sktadowg
lipidéw, stanowig materiat budulcowy bton komoérkowych wszystkich or-
ganizméw zywych. Wyjatkiem sg bakterie zaliczane do tzw. Archaebak-
terii.

Przyjmowany powszechnie ptynno-mozaikowy model budowy bton,
zaproponowany przez Singera i Nicolsona [79], opiera sie na koncepcji
dwumolekularnej warstwy lipidowej, w ktorej lipidy umieszczone sg po-
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larnymi, hydrofitowymi ,glowami” na zewnatrz, a hydrofobowe #tanhcu-
chy weglowodorowe kwaséw thluszczowych skierowane sg do wnetrza
btony (ryc. la). Organizmy eukariotyczne i wiekszo$¢ prokariotycznych
regulujag ptynnos¢ bton komoérkowych przez wprowadzenie do polarnych
lipiddw ro6znej iloSci nienasyconych kwasoéw tluszczowych. Jednak nie-
ktore prokarionty, szczeg6lnie gatunki Bacillus i Actinomycetes [33], za-
wierajg nieznaczng ilos¢ kwaséw nienasyconych lub nie zawierajg ich

Ryc. 1. Lipidy btony komérkowej Archaebakterii
a — dwumolekularna warstwa lipidowa btony, b — bipolarna, jednomolekularna
warstwa lipidowa bton komérkowych Archeabakterii, ¢ — budowa 2-eterowych,
jednopolarnych lipidéw; w pozycji 2,3 glicerolu wystepujg tancuchy fytanylowe,
d — budowa 4-eterowych, dwupolarnych lipidéw Thermolplasma acidophilum

wcale. Zamiast kwaséw nienasyconych bakterie te wprowadzajag do czg-
steczki lipidow nasycone, izo- lub anteizorozgatezione kwasy tluszczowe
z podstawionymi grupami metylowymi. Zwieksza to ptynnos$¢ biony i ob-
niza temperature topnienia lipidéw poprzez rozluznienie ciasno upako-
wanych tancuchéw weglowodorowych. Lipidy bton komoérkowych Ar-
chaebakterii, u ktérych nie wystepujg ani nasycone, ani nienasycone
kwasy ttuszczowe, zawierajg w czeSci apolarnej wytgcznie rozgatezione
tancuchy weglowodorowe.

1.1. LIPIDY ARCHAEBAKTERII

Odrebna budowa lipidow bton wysoce halofilnych i termokwasofil-
nych bakterii (ang. thermoacidophilic) oraz bakterii wytwarzajgcych me-
tan spowodowata wyodrebnienie ich jako prawdopodobnie najstarszych



262 J. BARANSKA

form zycia i okre$lenie nazwag Archaebakterii. Bakterie termokwasofilne
i halofilne zyjg w ekstremalnych warunkach, w regionach wulkanicznych,
w gorgcych zrédtach o temperaturze 60°-90°C i bardzo niskim pH (1-4),
czy w jeziorach o prawie nasyconym stezeniu soli (2 M). Warunki te sg
podobne do tych, jakie wystepowaly w czasie ksztatltowania sie biosfery
Ziemi [60]. Archaebakterie charakteryzuja sie ponadto brakiem $ciany
komorkowej lub $ciang komdérkowa pozbawiong peptydoglikanéw oraz
odrebng sekwencjg 16S RNA. Na tej podstawie Woes i wsp. [28, 92] wy-
suneli hipoteze, ze reprezentujg one linie ewolucyjng stojaca ponizej za-
rowno prokariotycznych, jak i eukariotycznych organizmow.

Lipidy btony komdrkowej Archaebakterii, jako jedyne w Swiecie zy-
wym, nie zawierajg, jak powiedziano juz tu, kwasdw tluszczowych. Za-
miast nich do czasteczki glicerolu przytagczone sg specyficzne alkohole.
Potaczenie zatem tancucha weglowodorowego z grupg hydroksylowg gli-
cerolu nie zachodzi poprzez wigzanie estrowe, jak w przypadku kwasu
thuszczowego, a poprzez wigzanie eterowe. Lipidy eterowe sg szeroko roz-
powszechnione w catym S$wiecie zywym. Wystepujg jednak wspodlnie
z kwasami tluszczowymi, tworzac typ budowy I-0-alkyl-2-acyl glicerol.
Wystepowanie dwdéch wigzan eterowych jednoczes$nie (2,3-di-O-alkyl gli-
cerol) stwierdzono dotychczas tylko u jednego przedstawiciela Eubakte-
rii, a mianowicie termofilnej, redukujgcej siarczan bakterii Thermode-
sulfotobacterium comune\ wigzania te sg jednak charakterystyczne dla
wszystkich Archaebakterii [60, 61].

Strukturalna charakterystyka chemiczna dwueterowych zwigzkow li-
pidowych zostata po raz pierwszy przeprowadzona przez Katesa i wsp.
[50, 51] u halofilnych bakterii. Badacze ci wykazali, ze lipidy bton ko-
morkowych charakteryzujg sie budowag typu 2,3-difytanyl-sn-glicerol
(ang. 2,3-diphytanyl-sn-glicerol) * Ten typ budowy zostal nastepnie
stwierdzony u wszystkich pozostatych Archaebakterii [36]. Oznacza to,
ze do czasteczki glicerolu w pozycji 2 i 3 przylagczone sg wigzaniem ete-
rowym dwa nasycone 20-weglowe rozgatezione tancuchy weglowodoro-
we z czterema powtarzajgcymi sie cyklicznie grupami metylowymi (ryc.
Ic). 5-weglowe fragmenty z odgaleziong grupg metylowag swojg budowa
przypominajg izopren. Halobacterium cutirubum i Halobacterium maris-
mortui zawierajg dwueterowe fytanylowe tafncuchy zwigzane gtownie
z fosfatydyloglicerofosforanem (64%) oraz glikolipidami (25%) [52].

Bakterie halofilne skladajg sie z jednopolarnych lipidéw z dwoma
tancuchami fytanylowymi [10, 50-52], podczas gdy lipidy bakterii termo-
kwasofilnych, jak Thermoplasma lub Sulfolobus, charakteryzujg sie wy-
stepowaniem dwupolarnych czteroeterowych lipidéw [23, 58]. Lipidy te

* fytanyl — 2,6,8,12-tetra-metylo-heksadekanol.
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sq potaczone poprzez rownolegte tancuchy fytanylowe wigzaniem C— C.
Zawierajg zatem dwie czasteczki glicerolu i dwa 40-weglowe rozgatezio-
ne tancuchy weglowodorowe z o$Smioma grupami metylowymi w kazdym
tancuchu (ryc. 1d). Zwiagzki te stanowig okoto 80°/0 frakcji glukozofos-
folipidowej btony [60]. Bakterie wytwarzajagce metan zawierajag miesza-
nine lipiddw z dwoma lub czterema wigzaniami eterowymi [84],

Wystepowanie dwupolarnych 4-eterowych lipidow (ang. tetra-0-di-
bisphytanyl-diglicerol) prowadzi do powstania w btonie komorkowej bi-
polarnej, jednomolekularnej warstwy lipidowej, unikalnej w Swiecie zy-
wym, zamiast charakterystycznej dla wszystkich pozostatych organizméw
dwumolekularnej warstwy lipidowej (ryc. la i Ib). Jednomolekularna bu-
dowa bton zostata potwierdzona poprzez badania z uzyciem techniki
mrozenia-rytowania (ang. freeze-etching) [59] oraz przy zastosowaniu
czarnych bton [32].

Btony komdérkowe termo- i halofilnych Arclnaebakterii wykazujg du-
z3 odporno$¢ na ekstremalne warunki 2zycia. Btona jednomolekularna
bakterii Thermoplasma jest ponadto odporna na chemiczng hydrolize
w szerokim zakresie pH, na enzymatyczng hydrolize przez lipazy oraz
na peroksydacje [36]. Poniewaz jednak podobna budowa btony komérko-
wej wystepuje u bakterii przetwarzajacych metan, zyjgcych na bagnach
lub w Sciekach kanalizacyjnych, wydaje sie wiec, ze budowa bion Ar-
chaebakterii nie jest zwigzana z adaptacjg do ekstremalnych warunkéw
zycia, a jest pozostatoscig ewolucyjng [61, 84]. Zmiany adaptacyjne, pro-
wadzgce do zmiany budowy lipidéw, polegajag na wprowadzeniu dodatko-
wo do tancucha fytanylowego od jednego do czterech pierScieni cyklo-
pentanowych [23, 60]. Liczba pierscieni wzrasta wraz z temperatura,
w jakiej zyja bakterie Thermoplasma [93].

Przebieg biosyntezy omawianych lipidéw jest jeszcze nie poznany.
Poniewaz jednak tancuchy fytanylowe przypominajg budowa izoprenole,
sugeruje to wiec mozliwo$¢ udziatu w procesach biosyntetycznych kwa-
séw mewalonowego i geranylogeranyl pirofosforanu [53].

1.2. BIOSYNTEZA NIENASYCONYCH KWASOW TLUSZCZOWYCH

Badania prowadzone w latach sze$édziesigtych w pracowni Blocha
w Cambridge (USA) wykazaly, ze organizmy bakteryjne nie sg zdolne
do syntezy wielonienasyconych kwasow ttuszczowych [12, 77]. Wyniki
tych badan sg nadal aktualne. W wielkim i roznorodnym $wiecie mikro-
organizméw znaleziono bowiem dotychczas kwasy wielonienasycone tyl-
ko u bakterii dwoch gatunkéw — Bacillus lichniformis [30] i Flexibacter
polymorphus [43]. W pierwszym przypadku jest to kwas 5,10-heksadeka-
dienowy, a wiec 16-weglowy o dwoéch podwdjnych wigzaniach, w dru-
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gim przypadku w taricuchu rozgatezionym kwasu tluszczowego podwdjne
wigzania oddzielajg kolejne grupy metylowe.

Te dwa wyjatki nie przeczg przyjetemu pogladowi, ze brak kwasow
wielonienasyconych jest cechg charakterystyczng dla komérek bakteryj-
nych [33]. W organizmach tych wystepujg natomiast kwasy jednoniena-
sycone. Poza nielicznymi wyjatkami [29, 45] powstaja one na drodze
beztlenowej, odkrytej takze przez Blocha i wsp. [13, 14, 26, 49], Syn-
teza ta w pewnej czesSci przebiega wspdélnie z beztlenowg syntezg nasy-
conych kwasow ttuszczowych. Podczas gdy beztlenowy przebieg syntezy
kwaséw nasyconych zachodzi w podobny sposéb u wszystkich organiz-
méw zywych [64, 65, 90], beztlenowe powstawanie kwasow jednoniena-
syconych jest charakterystyczne dla bakterii. Jedyny wyjatek wyste-
powania podobnego mechanizmu u zwierzat znaleziono u niosacych sie
kur [75]. Prekursorami jednonienasyconych kwaséw tluszczowych sa
Sredniotancuchowe kwasy nasycone. Przytgczenie do nich czasteczki acy-
lo-ACP (ang. ACP — acyl carrier protein) prowadzi do powstania odpo-
wiednich B-hydroksykwasow. W wyniku odigczenia od nich czasteczki
wady w pozycji a,8, powstajg kwasy a,R-nienasycone, z ktérych po uwo-
dorowaniu powstajg dtuzsze o dwa atomy wegla kwasy nasycone, -hy-
droksykwas moze jednak w komdrce bakteryjnej ulega¢ takze B,y-de-
hydracji prowadzacej do wytworzenia B,y-kwasOw nienasyconych. Po-
dwojne wigzanie w tej pozycji jest odporne na redukcje enzymatyczng
i pozostaje nie zmienione. Wraz z przytgczeniem nastepnych dwuweglo-
wych jednostek ulega kolejnym przesunieciom od grupy karboksylowej.
W zaleznos$ci od tego, czy odtgczenie wody zaszto u hydroksykwasu o 10-
czy 12-atomach wegla, powstajg kwasy 18-weglowe: wakceninowy lub
oleinowy z jednym podwdjnym wigzaniem odpowiednio przy weglu 11
lub 9. Kwas wakceninowy jest gitéwnym kwasem jednonienasyconym
u bakterii. Anaerobowa droga syntezy jednonienasyconych kwaséw ttu-
szczowych wystepuje zarowno u beztlenowcow, jak i u bakterii prowa-
dzacych zycie w warunkach tlenowych, np. u E. coli, i zachodzi we frak-
cji rozpuszczalnej komorki [14, 48].

W odro6znieniu od bakterii, organizmy eukariotyczne cechuje zdol-
no$¢ syntezy zar6wno jedno- jak i wielonienasyconych kwasow ttusz-
czowych [17, 30]. Wprowadzajg one kazde podwojne wiazanie do cza-
steczki kwasu tluszczowego na drodze tzw. oksydacyjnej desaturacji.
W reakcjach tych zaktywowany kwas tluszczowy przez potgczenie z ko-
enzymem A lub ACP, w obecnosci NADPH lub NADH i tlenu atmosfe-
rycznego, zostaje utleniony do kwasu jedno- lub odpowiednio dwu-,
troj-, czy wiecej nienasyconego. Dotychczas nie znaleziono intermedia-
téw reakcji desaturacji. Wiadomo jednak, ze tlen atmosferyczny jest
akceptorem dwéch par elektronow pobieranych od tluszczowego acylo-
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-CoA i od NADPH+. W komorkach zwierzecych czy drozdzy tworzenie
podwdjnych wigzan jest katalizowane przez rozne uktady enzymatyczne
[15, 40], znajdujace sie w siateczce $rodplazmatycznej (endoplazmatycz-
ne retikulum), podczas gdy synteza kwaséw nasyconych zachodzi w cy-
tozolu [30, 64, 81, 90]. Badania Oshino i wsp. [71] wykazaty, ze w skiad
systemu desaturujgcego w watrobie szczura wchodzg flawoproteidy, cy-
tochrom b5 i czynnik czuly na cyjanek. Oksygenaza przeprowadzajgca
desaturacje stearylo-CoA w watrobie szczura zostata wyizolowana i scha-
rakteryzowana przez Strittmattera i wsp. [81].

W organizmach zwierzecych kwasy jednonienasycone powstajg przez
bezposrednig desaturacje ich nasyconych analogéw, zaktywowanych przez
potaczenie z CoA, przy czym podwdjne wigzanie wystepuje zawsze przy

Ryc. 2. Drogi biosyntezy wielonienasyconych kwasow ttuszczowych
przekreslona strzatka obrazuje brak zdolnosci syntezy kwasu linolowego wsrod
zwierzat, dla jasnosci obrazu kwasy tluszczowe nie sg przedstawione w formie

zaktywowanej
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weglu 9. Ze stearylo-CoA powstaje oleilo-CoA. U ros$lin natomiast po-
wstanie jednonienasyconych kwaséw wymaga ich aktywacji przez pota-
czenie z ACP [54]. Dalsze jednak desaturacje zachodzg, podobnie jak
u organizmow zwierzecych, w obecnosci pochodnych z CoA [2, 54]. Po-
nadto u roslin desaturacji ulegajg takze kwasy tluszczowe zwigzane
z glicerolem w czasteczce fosfolipidu (fosfatydylocholiny) [2, 54]. W od-
réznieniu od ros$lin, zwierzeta, wyzsze kregowce utracity zdolnos¢ synte-
zy kwasu dwunienasyconego linolowego (ryc. 2). Jest on dla nich zwigz-
kiem egzogennym niezbednym do zycia [67]. Rosliny za$ przepro-
wadzajg te reakcje i w nastepnej desaturacji wprowadzajg trzecie
podwodjne wigzanie blizej grupy metylowej, tworzac kwas a-linolenowy
[2, 34, 35, 41, 54, 83]. Kwas ten wystepuje w chloroplastach zwigzany
z galaktolipidami i jest typowy dla organizmoéw ro$linnych [2, 12, 34,
42, 82]. Kwas linolowy, uzyskany wraz z pozywieniem, ulega natomiast
u zwierzat desaturacji do kwasu y-linolenowego, a trzecie podwdjne wig-
zanie zostaje wprowadzone w kierunku grupy karboksylowej [4, 18, 68].
Poprzez wydtuzenie i nastepng desaturacje powstaje z niego kwas arachi-
donowy (ryc. 2). Kwas y-linolenowy i arachidonowy sg na ogét zwigza-
ne z fosfolipidami i sg typowymi kwasami wielonienasyconymi dla or-
ganizmow zwierzecych [4, 12, 27, 68].

Jak przedstawiono juz tu, bakterie zasadniczo nie sg zdolne do syn-
tezy kwasow wielonienasyconych. Natomiast sinice (Anabaena variabilis),
innego rodzaju organizmy prokariotyczne, zawierajg znaczne ilosci kwa-
su linolowego i a-linolenowego zwigzanego z galaktolipidami [63]. Kwa-
sy te wystepujg jednak wylgcznie w chromatoforach sinic. Chromatofo-
ry sa zbudowane z btony komdrkowej, ktéra wpukla sig, tworzac foto-
syntezujgce lamelle bedgce odpowiednikiem bton tylakoidalnych aparatu
fotosyntezujagcego u eukariontow. W odréznieniu od chloroplastow nie
sq one otoczone zewnetrzng btona. Usuniecie chloroplastow powoduje
usuniecie kwasdéw wielonienasyconych i w organizmie pozostajg kwasy
tluszczowe wyltacznie typu bakteryjnego. Mozna byto zatem sadzi¢, ze
zdolno$¢ do syntezy wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych jest zwia-
zana ze zdolnoScig do nowej fizjologicznej aktywnosci, ktorej komérki
bakteryjne nie majg. Wyniki sugerowaty, ze aktywnoscig tg moze by¢
fotosynteza. Zjawisko fotosyntezy jest jednak znane u bakterii, a bakte-
rie fotosyntetyzujgce, bezwzgledne beztlenowce, nie sg zdolne do syn-
tezy kwaséw wielonienasyconych [77].

Dzieki klasycznym badaniom van Niela wiadomo, ze w odr6znieniu
od roslin zielonych, bakterie fotosyntezujgce ani nie wytwarzajg, ani
nie zuzywajg tlenu [89], Za wyjatkiem bakterii, wszystkie inne orga-
nizmy fotosyntetyzujace wykorzystujg wode jako donor elektronéw do
redukcji dwutlenku wegla lub innych akceptoréw elektronéw, jak np.
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azotu czasteczkowego (ryc. 3). Efektem tego dziatania jest wydzielenie
czasteczki tlenu, natomiast bakterie wykorzystujg inne zwigzki, badz
nieorganiczne, badZ organiczne jako donory elektronéw i w reakcjach fo-
tosyntezy przez nie przeprowadzanych tlen nie powstaje. Brak zatem
kwasow wielonienasyconych u fotosyntetyzujagcych bakterii, a obecnos¢
kwasu a-linolenowego w chromatoforach sinic i chloroplastach roslin
wyzszych moze sugerowat zwigzek tego kwasu z fotosyntezg, ale tego
typu, w wyniku ktérej nastepuje fotoliza wody i wydzielenie czasteczki
tlenu.

Synteza kwasu a-linolenowego zachodzi ponadto u krasnorostow
(Porphyridium cruentum) [3, 12, 27]. Poniewaz nie zawierajg one mito-
chondriéw, ani organelli ruchu, mozna je wraz z sinicami uzna¢ za naj-
bardziej prymitywne organizmy charakteryzujgce sie tg zdolnoscig. Do
grupy organizméw, dla ktérych typowym wielonienasyconym kwasem
thuszczowym jest kwas a-linolenowy, zaliczy¢ mozna réwniez drozdze
i grzyby [69] (cho¢ iloS¢ kwasdw wielonienasyconych jest u nich nie-
znaczna) oraz zielenice i rosliny wyzsze [27]. Natomiast niektore pierwot-
niaki nalezagce do wiciowcow (Flagellata), o wiasciwosciach autotroficz-
nych, jak i heterotroficznych, syntetyzuja zaréwno a- jak i y-kwas lino-
lenowy [3, 12, 27, 38]. Szczeg6lnie dogodnym organizmem do badan jest
Euglena gracilis [38]. Pierwotniak ten adaptowany do wzrostu w ciem-
nosciach lub Swietle zachowuje sie jak heterotrof lub autotrof. Euglena
gracilis przeniesiona do ciemnosci traci chloroplasty, gataktolipidy i kwas

o
2H20 +C02  SWOH'— » (CH20) + H20 +0,

3H20 + N2 — = - * 2NH3 +1J0.

2H2S + C02  $wiott°— * (CH20) * H20 - 2S

2CH3-CH-CH3t C02 — — > (CH20) + H20 ¢ 2CH3-C-CH 3
OH 0

Ryc. 3. Reakcje fotosyntetyczne
nad kreska: reakcje fotosyntezy zachodzace u wszystkich organizméw fotosynte-
zujagcych za wyjatkiem bakterii, przerywang linig zaznaczono pochodzenie wy-
dzielanego tlenu z atoméw tlenu wody; pod kreska: reakcje fotosyntetyczne za-
chodzace u fotosyntetyzujgcych bakterii
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a-linolenowy na korzy$¢ zwiekszonej ilosci mitochondriow, fosfolipidow
oraz kwasu arachidonowego. Ma zatem zdolno$¢ do wprowadzenia na-
stepnego podwojnego wigzania do kwasu linolowego zaréwno w kierun-
ku grupy metylowej, jak i karboksylowej. Pierwotniak ten, rosnacy
w Swietle i w $rodowisku sacharozy, zachowuje sie jak autotrof i hetero-
trof, i wytwarza formy posrednie, syntetyzujac kwas a-linolenowy i ara-
chidonowy jednoczes$nie. Kwas arachidonowy, powstajagcy z kwasu y-li-
nolenowego, wydaje sie typowy dla organizméw heterotroficznych, u kté-
rych, jak np. u zwierzagt wyzszych, metabolizm jest uzalezniony od
oksydacyjnej fosforylacji zachodzacej w mitochondriach. Istotnie, po-
$réd fosfolipidow w mitochondriach kwas arachidonowy wystepuje
w szczegOlnie duzych iloSciach [21]. Nie wydaje sie zatem dziwne, ze
w wyniku ewolucji linii zwierzecej zanikia u tych organizmdéw zdolno$¢
do syntezy kwasu a-linolenowego.

2. BIOSYNTEZA FOSFOLIPIDOW

W organizmach zywych synteza fosfolipidow de novo zachodzi we-
dtug dwoéch gtéwnych szlakéw metabolicznych (ryc. 4). W reakcjach
szlaku 1 nukleotyd cytydynotréjfosforanowy (CTP) reaguje z kwasem

1 P-P CMP P CMP
PA + CTP CDPDG + GP PGP — PG+CDPDG — «-* kord
X CMP
CDPDG +S — PSS
ADP P-P
Ch ¢ ATP — » P-Ch+CTP — CDPCh +DG PC
E ¢ATP P-E +CTP - CDPE.+ DG — — PE
Ryc. 4. Powstawanie fosfolipidow wedtug dwoch gtownych szlakéw metabolicz-
nych

szlak 1: CTP, nukleotyd cytydynotrojfosforanowy; PA, kwas fosfatydowy; CDPDG,
cytydynodwufosfodwugliceryd (CDP-dwugliceryd); S, seryna; PS, fosfatydylose-
ryna; GP, glicerofosforan; PGP, fosfatydyloglicerofosforan; PG, fosfatydyloglice-
rol; Card, kardiolipina;
szlak 1I: ATP, nukleotyd adenozynotrdjfosforanowy; Ch. cholina; E, etanoloamina;
P—C, fosforylocholina; P—E, fosforyloetanoloamina; CTP, nukleotyd cytydyno-
trojfosforanowy; CDPCh, cytydynodwufosfocholina (CDP-cholina); CDPE, cytydyno-
dwufosfoetanoloamina (CDP-etanoloamina); DG, dwugliceryd; PCh, fosfatydylocho-
lina; PE, fosfatydyloetanoloamina
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fosfatydowym (PA), tworzagc CDP-dwugliceryd (CDPDG) [19]. Zwigzek
ten, majagcy wysokoenergetyczne grupy fosforanowe, reaguje nastepnie
z seryng [47] lub inozytolem [73], w wyniku czego powstaja odpowied-
nie fosfolipidy — fosfatydyloseryna (PS) lub fosfatydyloinozytol (reak-
cja tworzenia fosfatydyloinozytolu nie jest pokazana na rycinie). CDP-
-dwugliceryd moze reagowaé takze z glicerofosforanem (GP). Produktem
tej reakcji jest fosfatydyloglicerofosforan (PGP), z ktdrego po odigczeniu
czgsteczki fosforanu powstaje fosfatydyloglicerol (PG) [56], a dalej kar-
diolipina [37].

W 1l szlaku metabolicznym CTP reaguje z ufosforylowang zasada
azotowa, choling (P-Ch) lub etanolaming (P-E), tworzac odpowiednio CDP-
-choling (CDPCh) lub CDP-etanolamine (CDPE). Te witasnie zwigzki ma-
ja wysokoenergetyczne grupy fosforanowe. Reagujg one nastepnie z dwu-
glicerydem (DG), tworzac fosfatydylocholine (PC) lub fosfatydyloetano-
lamine (PE) [55]. W fosfolipidach powstajagcych w reakcjach szlaku |
grupa fosforanowa pochodzi od kwasu fosfatydowego, a w fosfolipidach

powstajgcych wedtug reakcji szlaku Il — od ATP, fosforylujagcego zasady
azotowe.
Szlak reakcji typu Il, prowadzacy do powstania fosfatydylocholiny

i fosfatydyloetanoloaminy, nazywany czesto szlakiem Kennedy’ego (od na-
zwiska odkrywcy [55, 91]), jest typowy dla organizméw eukariotycznych
[88]. Reakcja CDP-choliny i CDP-etanoloaminy z dwuglicerydem zacho-
dzi w siateczce S$rodplazmatycznej [1, 91]. Fosfatydylocholina i fosfa-
tydyloetanoloamina sg gtownymi fosfolipidami wsrod zwierzat wyzszych
[88]. Sktad lipidowy bakterii jest inny [33]. Bakterie nie przeprowadza-
ja syntezy fosfolipidow wedtug reakcji szlaku Il. Wiekszo$¢ z nich nie
zawiera fosfatydylocholiny, a te, u ktérych wystepuje (gram-ujemne),
tworzg ja nie wedtug szlaku Kennedy’ego, a poprzez metylacje fosfaty-
dyloetanoloaminy z udziatem S-adenozylo-L-metioniny [33, 62]. Powsta-
nie de novo fosfatydyloetanoloaminy, gtdwnego bakteryjnego fosfolipi-
du, takze zachodzi u bakterii na innej drodze (ryc. 5).

Koniecznym intermediatem do syntezy tego fosfolipidu jest bowiem
fosfatydyloseryna [6, 76]. Fosfolipid ten powstaje, jak juz wspomniano,
wedtug szlaku reakcji typu I, a nastepnie ulega dekarboksylacji do fos-
fatydyloetanoloaminy [6]. Droga ta zachodzi u aerobowych gram-ujem-
nych [25], gram-dodatnich [72], a takze anaerobowych bakterii [85],
i zostata doktadnie przebadana u Escherichia coli [74]. Zgodnie z reakcja-
mi szlaku 1, bakterie syntetyzujg takze istotny dla nich fosfolipid —
fosfatydyloglicerol, ktory nastepnie ulega przeksztatceniu do kardiolipi-
ny (ryc. 4) [37].

Organizmy zwierzece sg zdolne do przeprowadzania syntezy fosfo-
lipidow wedtug I i Il szlaku reakcji [88], z wyjatkiem syntezy fosfaty-
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dyloseryny [6]. Fosfolipid ten powstaje bowiem zasadniczo na drodze
reakcji wymiany zasady azotowej (ang. base exchange) [11, 16]. Reak-
cja ta nie jest synteza de novo, polega na wprowadzeniu innej zasady
azotowej do juz istniejgcego fosfolipidu i wymaga jedynie obecnos$ci jo-
now Ca++ [11, 16, 46]. W reakcjach tego typu powstaje takze fosfatydy-
locholina i fosfatydyloetanoloamina [11, 24, 39]. Reakcje wymiany za-
sad azotowych zachodzg wytgcznie w siateczce $rédplazmatycznej (endo-
plazmatycznym retikulum). Powstanie fosfatydyloseryny na drodze wy-
miany zasad azotowych zostato stwierdzone w wielu tkankach ssakéw,
ptakéw, owadow [46], a takze u pierwotniaka Tetrahymena pyriformis
[22]

Ryc. 5 Droga syntezy fosfatydyloseryny i fosfatydyloetanoloaminy w komorce
bakteryjnej

Wydaje sie, ze tworzenie fosfatydyloseryny via CDP-dwugliceryd,
czyli tzw. drogg bakteryjng lub przez wymiane zasad azotowych stano-
wi dwa wylgczajgce sie wzajemnie procesy (tab. 1). Interesujgca jest
wiec grupa organizméw nalezagcych do drozdzy, grzyboéw i Swiata roslin
zielonych. Drozdze (Saccharomyces cerevisiae) [20, 21, 57, 80] i grzyby
(Neurospora crassa) [78], okreSlane czesto mianem mikroorganizméw eu-
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kariotycznych, cechuje zdolno$¢ syntezy fosfatydyloseryny wedtug mo-
delu bakteryjnego, tj. via CDP-dwugliceryd. Natomiast fosfatydylocho-
lina i fosfatydyloetanoloamina powstaja w tych organizmach zaréwno
wedtug reakcji szlaku Kennedy’ego, jak i wymiany zasad azotowych. Syn-
teza fosfatydyloseryny zachodzi w komérkach drozdzy w mikrosomach
i w mitochondriach [20] w ich zewnetrznej btonie [21]. Badania nad pro-
cesami biosyntezy fosfatydyloseryny u ros$lin zielonych sg stosunkowo
nieliczne. Wykazaty jednak, ze w lisciach szpinaku, bulwach kartofla
i korzeniach pomidora [31, 66] zachodzi synteza de novo na drodze ty-
powej dla bakterii, podczas gdy nasiona réznych odmian fasoli tworzg
fosfatydyloseryne wytgcznie wedtug reakcji wymiany zasad azoto-
wych [86].

TABELA 1

Drogi syntezy fosfatydyloseryny i fosfatydyloetanolaminy w organizmach bakteryjnych, zwierzecych
i rodlinnych
(objasnienia uzywanych skrétéw w legendzie do ryc. 4)

FOSFATYDYLOSERYNA FOSFATYDYLOETANOLOAMINA

CDPDG+ S PE+S CDPE+DG PS+E ps+tco2
PS+ CMP  -» PS+E -» PE+CMP —PE+S -> PE
Bakterie + — - — +
Swiat zwierzat — + + + +
Swiat roélin:
drozdze i grzyby + — + + +
roéliny zielone + >— + + + +

Drogi prowadzace do powstania fosfatydyloseryny i fosfatydyioetano-
loaminy zestawiono w tab. 1. Organizmy eukariotyczne majg prawdopo-
dobnie wieksze mozliwosci syntezy tych fosfolipidow niz prokariotyczne
bakterie. Byé moze jest to zwigzane ze zdolno$cig do syntezy nowych
biatek enzymatycznych przeprowadzajacych te reakcje, a zatem z po-
wstaniem nowej organelli komorkowej, jaka jest siateczka $rdodplazma-
tyczna. Przedstawione w tabeli procesy, jak reakcja miedzy CDP-etano-
loamiong a dwuglicerydem lub wymiana zasad azotowych, a takze nie
omawiane w tej pracy syntezy fosfatydyloinozytolu, sfingolipidow czy
steroli, to typowe reakcje mikrosomalne, nie zachodzace w mitochon-
driach komdérek eukariotycznych. W mitochondriach natomiast, w ich
btonie wewnetrznej, ma miejsce reakcja dekarboksylacji fosfatydylose-
ryny do fosfatydyloetanoloaminy [87, 94]. Mitochondria przeprowadzajg
takze, nie wyjasniong ostatecznie, synteze fosfatydyloseryny zalezng od
ATP i stymulowang przez CMP, aczkolwiek ilos§¢ powstajgcego zwigzku
w warunkach in vitro jest nieznaczna [5, 6].
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Méwigc o rozwoju ewolucyjnym organizmow nie sposéb poming¢ hi-
potezy gtoszgcej, ze mitochondria ewoluowaty jako endosymbionty z tle-
nowych komérek bakteryjnych, ktére dokonaty inwazji do innych, wiek-
szych anaerobowych komoérek prokariotycznych [8, 70], Istotnie, miedzy
bakteriami a mitochondriami obserwuje sie wiele podobienstw dotycza-
cych budowy DNA, rybosoméw, tRNA, wrazliwosci syntezy biatek na
chloramfenikol i innych. PodobieAstwo w zakresie metabolizmu omawia-
nych w niniejszym artykule lipidow przedstawia tab. 2. Wséréd wymie-
nionych w tabeli reakcji na uwage zastuguja dwie ostatnie. W komorce
zwierzecej przebiegajg one wytgcznie w mitoehondriach, w ich btonie
wewnetrznej, sg takze podstawowymi reakcjami komérek bakteryjnych.
Ponadto wiekszo$¢ bakterii nie syntetyzuje fosfatydyloinozytolu, sfingo-
lipidow i steroli, a w komodrce eukariotycznej gtdwnym miejscem synte-
zy tych zwigzkdéw jest siateczka srédplazmatyczna (nie pokazane w tab.).
Oprocz reakcji przedstawionych w tab. -2 mitochondria sg jeszcze tylko

TABELA 2

Szlaki przemian metabolicznych lipidéw bakterii, mitochondri6w i siateczki
$rodplazmatycznej (objasnienia uzywanych symboli w legendzie do ryc.4)

Siateczka
Bakterie ~ Mitochondria $rédplazma-
tyczna

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

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

(ATP, CMP)

Dekarboksylacja

PS ->pe+ co?2 I + —
Synteza kardiolipiny

z fosfatydyloglicerolu + + -

zdolne do syntezy kwasu fosfatydowego [8, 21], niezbednego do syntezy
fosfatydyloglicerolu i kardiolipiny (ryc. 4, szlak 1). Inne zwiazki lipido-
we muszg byé do nich dostarczane z zewnatrz, z gtéwnego miejsca syn-
tezy fosfolipidow — siateczki $srédplazmatycznej. Transport fosfolipidow
z jednych do drugich organelli wewnatrzkomdrkowych odbywa sie za
pomoca specjalnych przenoszacych biatek cytoplazmatycznych [7, 8, 44].
Nalezy doda¢, ze w znanych obecnie przyktadach endosymbiozy, np. au-
totroficzne sinice zyjac jako symbionty z wiciowcami funkcjonuja jako
chloroplasty, a ich $ciana komdrkowa zanika [70]. Mozna zatem przy-
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puszczaé, ze jezeli mitochondria powstaty takze z symbiotycznego zwia-
zku, to musiaty straci¢ znaczng cze$¢ swego materiatu genetycznego, swo-
ja autonomie i staé sie strukturami semiautonomicznymi, ktérymi istot-
nie sa.

3. UWAGI KONCOWE

Wystepowanie w lipidach bton komorek réznego rodzaju kwaséw
ttuszczowych moze by¢ uwazane za wyznacznik filogenetyczny. Archae-
bakterie reprezentujgce najstarsze formy zycia nie zawierajg ich. U po-
zostatej wiekszosci bakterii spotykamy nasycone, rozgatezione i jedno-
nienasycone kwasy ttuszczowe, u organizméw tych nie wystepujg na-
tomiast kwasy wielonienasycone. Kwasy jednonienasycone powstajg
u bakterii zasadniczo wedtug mechanizmu beztlenowego. Zdolno$¢ do syn-
tezy kwasow jedno- i wielonienasyconych poprzez mechanizm tlenowy po-
jawita sie po raz pierwszy u sinic i jest cechg charakterystyczng wszyst-
kich organizméw eukariotycznych. Mozna sadzi¢, ze zdolno$¢ ta odegrata
istotng role w rozwoju ewolucyjnym organizméw. Mechanizm biosyntezy
kwas6w wielonienasyconych wymaga bowiem tlenu atmosferycznego jako
niezbednego akceptora elektronéw. Wzrost ilosci tlenu w czasie ewolu-
cji, szczeg6lnie w momencie pojawienia sie sinic okoto 2,5 miliarda lat
temu, musial by¢ skokiem ewolucyjnym. Przejscie do tlenowej desatu-
racji moze by¢ uwazane jako krok w rozwoju ewolucyjnym organizmow.

Fosfatydyloseryna i fosfyloetanoloamina sg, podobnie jak kwasy ttu-
szczowe, syntetyzowane w odmienny sposéb w organizmach nalezacych
do roznych grup filogenetycznych. W komorce eukariotycznej ma miej-
sce wyrazna kompartementyzacja enzymow syntetyzujgcych fosfolipidy.
Zjawisko to, a szczegdlnie wystepowanie réznych drég syntezy tego sa-
mego fosfolipidu (fosfatydyloetanoloaminy) w réznych wewnatrzkomor-
kowych organellach, mogtoby by¢ wyttumaczone jako wynik rozwoju
filogenetycznego, je$liby przyjaé endosymbiotyczne pochodzenie mito-
chondriéw. Przedstawione w pracy zhieznosci przebiegu syntez lipido-
wych miedzy bakteriami a mitochondriami nie sg dowodem uzasadnia-
jacym stuszno$¢ hipotezy o bakteryjnym pochodzeniu mitochondridw,
sg jednak poszlakami wskazujagcymi na takg mozliwosc.

LITERATURA
[1] ANSELL G. B., SPANNER S., Phosphatidylserine, phosphatidylethanolamine

phosphatidylcholine, [w] Phospholipids, red. J. N. Hawthorne, G. B. Ansell,
Elsevier Biomedical Press. Amsterdam, New York 1982, 1-49.

12 — Post. Biol. Kom. 2/86



274

[2

[8]

4

[l

(6]

(8

[

[10]

‘]

[12]

[13]
[14]
[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

J. BARANSKA

APPELQVIST L. A, STYMNE S., Biosynthesis of linoleic and linolenic acids —
substrates and sites, [w] Advances in the Biochemistry and Physiology of Plant
Lipids, red. L. A. Appelqgvist, C. Liljenberg, (Development in Plant Biology,
vol. 3), Elsevier/North-Holland Biomedical Press. Amsterdam, New York 1979,
343 - 358.

BAGDASARIAN G., HULANICKA D., Drogi biosyntezy wyzszych nienasyco-
nych kwasdw ttuszczowych i ich ewolucja w S$wicie drobnoustrojow, Postepy
Biochem., 11: 179 - 194, 1965.

BARANSKA J., Wspéizaleznosci metaboliczne pomiedzy wielonienasyconymi
kwasami tluszczowymi w organizmie zwierzecym, Postepy Biochem., 14: 233 -
242, 1968.

— Phosphatidylserine bisynthesis in mitochondria from Ehrlich ascites tumor
cells, Biochim. Biophys. Acta, 619: 258 - 266, 1980.

— Biosynthesis and transport of phosphatidylserine in the cell, Adv. Lipid
Res., 19: 163 - 184, 1982.

BARANSKA J., GRABAREK Z., Rat liver proteins binding and transferring
phosphatidylserine, FEBS Lett., 65: 24 -29, 1979.

BARANSKA J., WOJTCZAK L., Transfer of phosphatidic acid between micro-
somal and mitochondrial outer and inner membranes, Biochim. Biophys. Acta,
773: 23 - 31, 1984.

BAXTER R., Origin and continuity of mitochondria, [w] Origin and Continuity
of Cell organelles, red. J. Renert, H. Ursprung, Springer Verlag, Berlin, New
York 1971, 46 -64.

BAYLEY S. T. Halobacteria — a problem in biochemical evolution, Trends
in Biochem., Sciences, 4: 223 -225, 1979.

BJERVE K. S, The Ca++-dependent biosynthesis of lecithin, phosphatidyle-
thanolamine and phosphatidylserine in rat liver subcellular particles, Biochim.
Biophys. Acta, 296: 549 -562, 1973.

BLOCH K., Lipid patterns in the evolution of organisms, [w] Evolving Genes
end Proteins, red. V. Bryson, H. J. Vogel, Academic Press. New York 1965,
53 - 65.

— Enzymatic synthesis of monounsaturated fatty acids, Accounts of Chem.
Res., 2: 193-202, 1969.

— B-hydroxythioester dehydrase, [w] The Enzymes, red. P. D. Boyer, Academic
Press. New York, 5: 441 -464, 1971

BLOCH K., BARANSKA J, GALLI G. Enzymatic synthesis of unsaturated
fatty acids, Proc. Inter. Cong. Nutr., 213: 92 - 94, 1969.

BORKENHAGEN L. F,, KENNEDY E. P., FIELDING L., Enzymatic formation
and decarboxylation of phosphatidylserine, J. Biol. Chem., 236: PC28-PC30,
1961.

BRENNER R. R., The oxidative desaturation of unsaturated fatty acids in
animals, Mol. Cell Biochem., 34: 41 -52, 1974.

BRENNER R. R.,, DE TOMAS M. E.,, PELUFFO R. O., Effect of polyunsaturated
fatty acids on the desaturation in vitro of linoleic to y-hnolenic acid, Biochim.
Biophys. Acta, 106: 640 -642, 1965.

CARTER J. R, KENNEDY E. P., Enzymatic synthesis of cytidine diphosphate
digliceride, J. Lipid Res., 7: 678 -683, 1966.

COBON G. S, CROWFOOT P. D., LINNANE A. W., Biogenesis of mitochon-
dria. Phospholipid synthesis in vitro by yeast mitochondrial and microsomal
fractions, Biochem. J., 144: 265 - 275, 1974.



[21]
[22]
[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

(28]

[29]
[30]
[31]
[32]

[33]

[34]
[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

ASPEKTY EWOLUCYJNE W METABOLIZMIE LIPIDOW 275

DAUM G, Lipids in mitochondria, Biochim. Biophys. Acta, 822: 1-42, 1985.
DENNIS E. A.,, KENNEDY E. P., Enzymatic synthesis and decarboxylation of
phosphatidylserine in Tetrahymena pyriformis, J. Lipid Res., 11: 394 - 403, 1970.
DE ROSA M., DE ROSA S, GAMBACORTA A., MINALE L., BU'LOCK J. D,
Chemical structure of the ether lipids in thermophilic acidophilic bacteria of
the Calderiella group, Phytochemistry, 16: 1961 - 1965, 1977.

DILLS R. R, HUBSCHER G., Metabolism of phospholipids. Il1l. The effect
of calcium ions on the incorporation of labelled choline intro rat-liver micro-
somes, Biochim. Biophys. Acta, 46: 503 -513, 1961.

DUTT A, DOWHAN W., Intracellular distribution of enzymes of phospholipid
metabolism in gram-negative bacteria, J. Bacteriol.,, 132: 159 - 165, 1977.
ERWIN J, BLOCH K., Biosynthesis of unsaturated fatty acids in microorga-
nisms. Structure and biosynthetic pathways are compared and related to
physiological properties of the organism, Science, 143: 1006 - 1012, 1964.
ERWIN J.,, HULANICKA D., BLOCH K., Comparative aspects of unsaturated
fatty acid synthesis, Comp. Biochem. Physiol., 12: 191 - 207, 1964.

FOX G. E,, STACKENBRANDT E., HESPELL R. B., GIBSON J., MANILOFF
J., DYER T. A, WOLFE R. S,, BALCH W. E.,, TANNER R. S, MAGRUM L. J,
ZABLEN L. B, BLAKEMORE R.,, GUPTA R., BONNEN L. LEWIS B. J,
STAHL D. A, LUEHRSEN K. R, CHEN K. N.,, WOESE C. R, The phylogeny
of prokaryotes, Science, 209: 457 -463, 1980.

FULCO A. J., The biosynthesis of unsaturated fatty acids by Bacilli, J. Biol.
Chem., 244: 889 -895, 1969.

— Metabolic alterations of fatty acids, Ann. Rev. Biochem., 43: 215-241, 1974.
GALLIARD T., Phospholipid metabolism in photosynthetic plants, [w] Form
and Function of Phopholipids, red. G. B. Ansell, J. N. Hawthorne, R. M. C.
Dawson, Elsevier. Amsterdam 1973, 253 - 284.

GLIOZZI A., ROLANDI R.,, DE ROSA M., GAMBACORTA A., Monolayer
black membranes from bipolar lipids of Archaebacteria and their temperature-
induced structural changes, J. Membrane Biol., 75: 45 - 56, 1983.

GOLDFINE H., Lipids of Prokaryotes — structure and distribution, [w] Current
Topics in Membranes and Transport, red. S. Razin, S, Rotten, Academic Press.
London, New York, 17: 1-43, 1982.

HARRIS R. V., JAMES A. T. Linoleic and a-linolenic acid biosynthesis in
plant leaves and a green alga, Biochim. Biophys. Acta, 106: 456 -465, 1965.

— The fatty acid metabolism of Chlorella vulgaris, Biochim. Biiophys. Acta,
106: 465 -474, 1965.

HORROCKS L. A, SHARMA M., Plasmalogens and O-alkyl glycerophospho-
lipids, [w] Phospholipids, red. J. N. Hawthorne, G. B. Ansell, Elsevier Biome-
dical Press. Amsterdam, New York 1982, 51 - 93.

HOSTETLER K. Y., Polyglycerophospholipids: phosphatidylglycerol, diphos-
phatidylglycerol and bis (monoacylglycero)phosphate, [w] Phospholipids, J. N.
Hawthorne, G. B. Ansell, Elsevier Biomedical Press. Amsterdam, New York
1982, 215-261.

HULANICKA D., ERWIN J.,, BLOCH K, Lipid metabolism of Euglena gracilis,
J. Biol. Chem., 239: 2778 -2787, 1964.

HUBSCHER G., Metabolism of phospholipids. The effect of metal ions on the
incorporation of L-serine into phosphatidylserine, Biochim. Biophys. Acta, 57:

555 - 561, 1962.
INKPEN C. A, HARRIS R. A, QUACKENBUSH F. W., Differential responses



276 J. BARANSKA

to fasting and subsequent feeding by microsomal system of rat liver: 6- and 9-
desaturation of fatty acids, J. Lipid Res., 10: 277 -282, 1969.

[41] JAMES A. T., The biosynthesis of long-chain saturated and unsaturated fatty
acids in isolated plant leaves, Biochim. Biophys. Acta, 70: 9- 19, 1963.

[42] — Biosynthesis of unsaturated acids by plants, Chemistry in Britain, 4: 484 -
495, 1968.

[43] JOHNS R. B., PERRY G. J., Lipids of the marine bacterium Flexibacter poly-
morphus, Arch. Microbiol., 114: 267 -271, 1977.

[44] KADER J. C., DONADY D., MAZLIAK P., Phospholipid transfer protein, [w]
Phospholipids, red. J. N. Hawthorne, G. B. Ansell, Elsevier Biomedical Press.
Amsterdam, New York, 1982, 279 - 311.

[45] KANEDA T., Major occurence of cis -as5 fatty acids in three psychrophilic
species of Bacillus, Biochem. Biophys. Res. Commun., 43: 298 - 302, 1971.

[46] KANFER J. N., The base exchange enzymes and phospholipase D of mammalian
tissue, Can J. Biochem., 58: 1370 - 1380, 1980.

[471 KANFER J. N.,, KENNEDY E. P., Metabolism and function of bacterial lipids.
1. Biosynthesis of phospholipids in Escherichia coli, J. Biol. Chem., 239: 1720 -
1724, 1964.

[48] KASS L. R, BLOCH K., On the enzymatic synthesis of unsaturated fatty acids
in Escherichia coli, Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 58: 1168 - 1173, 1967.

[49] KASS L. R, BROCK D. J. H, BLOCH K., /?-hydroxydecanol thioester dehy-
drase. |. Purfication and properties, J. Biol. Chem., 242: 4418 -4431, 1967.

[50] KATES M., Ether-linked in extremely halophilic bacteria, [w] Ether Lipids:
Chemistry and Biology, red. F. Snyder, Academic Press. New York 1972,
351 -358.

[51] — The phytanyl ether-linked polar lipids and isoprenoid neutral lipids of ex-
tremely halophilic bacteria, Prog. Chem. Fats other Lipids, 15: 301 - 342, 1978.

[52] KATES M., KUSHWAHA S. C, The diphytanyl glycerol ether analogues of
phospholipids and glycolipids in membranes of Halobacterium cutirubrum,
[w] Lipids, red. R. Paoletti, Porcellati, G. Jacini, Raven, New York 1967,
267 -275.

[53] KATES M., PARK C. E, PALMETA B, JOO C. N, Synthesis of Diphytanyl
Ether Analogues of phosphatidic acid and cytidine diphosphate diglyceride,
Can. J. Biochem., 49: 275-281, 1971.

[54] KATES M., WILSON A. C, DE LA ROCHE A. J.,, Lipid biosynthesis in plant
cell cultures, [w] Advances in the Biochemistry and Physiology of Plant Lipids,
red. L. A. Appelqvist, C. Liljenberg, (Development in Plant Biology, vol. 3)
Elsevier/North-Holland Biomedical Press. Amsterdam, New York 1979, 329 - 342.

[55] KENNEDY E. P., Biosynthesis of complex lipids, Fed. Proc., 20: 934 - 940,1961.

[56] KIJASU J. Y. PIERINGER R.A, PAULUSH. KENNEDY E. P, The bio-
synthesis of phosphatidylglycerol, J. Biol. Chem., 204: 2293 -2298, 1963.

[67] KOVAC L., GIBELSKA I, POLIACHOVAB., SUBIK J., KOVACOVA V., Mem-
brane mutants: a yeast mutant withlesion of phosphatidylserine biosynthesis,
Eur. J. Biochem., Ill: 491 - 501, 1980.

[58] LANGWORTHY T. A, Long — chain diglycerol tetraethers from Thermo-
plasma acidophilum, Biochim. Biophys. Acta, 487: 37 - 50, 1977.

[59] — Special features of thermoplasma, [w] The Mycoplasma,red. M. F. Barile,
S. Razin, Academic Press. New York, 1: 495- 513, 1979.

[60] LANGWORTHY T. A, Lipids of bacteria living in extreme environments, [w]
Current Topics in Membranes and Transport, red. S. Razin, S. Rotten, Aca-
demic Press. London, New York, 17: 45-77, 1982.



[70]

[71]

[72]
[73]
[74]
(7]

[76]

[77]
[78]
[79]
[80]

(81]

ASPEKTY EWOLUCYJNE W METABOLIZMIE LIPIDOW 277

— Bacterial ether lipids, [w] 26th International Conference on the Bioche-
mistry of Lipids, Graz, 1985, 42 -43.

LENNARZ W. J., Bacterial lipids, [w] Lipid Metabolism, red. S. J. Wakil,
Academic Press. New York 1970, 155 - 184.

LEVIN E. Y., LENNARZ W. J, BLOCH K. Occurence and localization of
a-linolenic acid containing galactolipids in the photosynthetic apparatus of
Anabaena variabilis, Biochim. Biophys, Acta, 84: 471 - 475, 1964.

LYNEN F., Biosynthesis of saturated fatty acids, Fed. Proc., 20: 941 - 951, 1961.
MAJERUS P. W., VAGELOS P. R., Fatty acids biosynthesis and the role of
the acyl carrier protein, Adv. Lipid Res., 5:1 - 33, 1967.

MARSHALL M. O, KATES M., Biosynthesis of nitrogenous phospholipids in
spinach leaves, Can. J. Biochem., 52: 469-482, 1974.

MEAD J. F., The metabolism of unsaturated fatty acids, [w] Lipid Metabolism,
red. K. Bloch, John Wiley, New York 1960, 41 -68.

— Synthesis and metabolism of polyunsaturated acids, Fed. Proc., 20: 952 -955,
1961.

MEYER F., LIGHT R. J, BLOCH K. Fatty acids metabolism in anaerobic
yeast, [w] Biochemical Problems of Lipids (BBA Library, vol. 1), red. A. C.
Frazer, Elsevier, Amsterdam, 1963, 415 -421.

MUNN E. A., Mitochondria, chloroplasts and bacteria, [w] Structure of mito-
chondria, Academic Press. London, New York 1974, 375 - 371.

OSHINO N., IMAY Y., SATO R., Electron-transfer mechanism associated with
fatty acid desaturation catalyzed by liver microsomes, Biochim. Biophys. Acta,
128: 13-28, 1966.

PATTERSON P. H., LENNARZ W. J., Studies on the membranes of Bacilli:
Phospholipid biosynthesis, J. Biol. Chem., 246: 1062 - 1071, 1971.

PAULUS H., KENNEDY E. P.,, The enzymatic synthesis of inositol monophos-
phatide, J. Biol. Chem., 235: 1303 - 1311, 1960.

REATZ C. R. H., Enzymology, genetics and regulation of membrane phos-
pholipids synthesis in Escherichia coli, Microbiol. Rev., 42: 614 -659, 1978.
REISER R., MURTY N., RAKOFF H., Biosynthesis of linoleic acid by the lay-
ing hen, J. Lipid Res., 3: 56-59, 1962.

ROCK O. C., CRONAN J. E. Jr., Regulation of bacterial membrane lipid
synthesis, [w] Current Topics in Membranes and Transport, red. S. Razin,
S. Rotten, Academic Press. London, New York, 17: 207 -233, 1982.
SCHEUERBRANDT G., BLOCH K., Unsaturated fatty acids in microorganisms,
J. Biol. Chem., 237: 2064 -2068, 1962.

SHERR S., BYK C., Choline ans serine incorporation into phospholipids of
Neurospora crassa, Biochim. Biophys. Acta, 239: 243 -247, 1971.

SINGER S. J., NICHOLSON G. L., The fluid mosaic model of the structure
of cell membranes, Science, 1975: 720 -731, 1972.

STEINER M. R, LESTER R. L, In vitro studies of phospholipids biosynthesis
in Saccharomyces cerevisiae, Biochim. Biophys. Acta, 260: 222 - 243, 1972.
STRITTMATTER P., SPATZ L., CORCORAN D., ROGERS H. J.,, SETLOW B,,
REDLINE R., Purification and properties of rat liver microsomal stearyl coen-
zyme A desaturase, Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 71: 4565 - 4569, 1974.

STUMPF P. K., Metabolism of fatty acids, Ann. Rev. Biochem., 38: 159 - 212,
19609.

STUMPF P. K., JAMES A. T., The biosynthesis of long-chain fatty acids by
lettuce chloroplast preparation, Biochim. Biophys. Acta, 70: 20-42, 1963.
TORNABENE T. G, LANGWORTHY T. A, Diphytanyl and dibisphytanyl



278

85]

(88]

(89]
[90]

[o1]

[92]
(93]

[94]

J. BARANSKA

glycerol ether lipids of methanogenic Archaebacteria, Science, 203: 51-53,
1979.

TSUKAGOSKI N., PETERSON N. N, FRANKLIN R. M, Structure and
synthesis of a lipid-containing bacteriophage. Characterization of some en-
zymes of glycerophosphatide metabolism of Pseudomonas BAL-31 and alter-
ation in their activity after infection with bacteriophage PM2, Eur. J. Bio-
chem., 60: 603 - 613, 1975.

VANDOR S. L., RICHARDSON K. E. Incorporation of ethanolamine-I*-~C
into plant microsomal phospholipids, Can. J. Biochem., 46: 1309 - 1315, 1968.
VAN GOLDE L. M. G, RABEN J.,, BATTENBURG J., FLEISCHER B., ZAM-
BRANO F., FLEISCHER S., Biosynthesis of lipids in Golgi complex and
other subcellular fractions from rat liver, Biochim. Biophys. Acta, 360: 179 -
192, 1974.

VAN GOLDE L. M. G, VAN DEN BERGH S. G, Introduction: General
pathways in the metabolism of lipids in mammalian tissues, [w] Lipid Meta-
bolism in Mammals, red. F. Snyder, Plenum Press. London, New York, 1
1-33, 1977.

VAN NIEL C. B., The bacterial photosynthesis and their importance for the
general problem of photosynthesis, Advan. Enzymol., 1. 263 _328, 1941
WAKIL S. J., Mechanism of fatty acid synthesis, J. Lipid Res., 2. 1-24,
1961.

WILGRAM G. F.,, KENNEDY E. P., Intracellular distribution of some enzym-
es catalyzing reactions in the biosynthesis of complex lipids, J. Biol. Chem.,,
238: 2615 -2619, 1963.

WOESE C. R. FOX G. E, Phylogenetics structure of procaryotic domain. The
primary kingdoms, Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 74: 5088 - 5090, 1977.

YANG L. L, HANG A, Structure of membrane from Thermoplasma acido-
philum adapted to growth at 37°C, Biochim. Biophys. Acta, 573: 308 - 309, 1979.
ZBOROWSKI J., DYGAS A, WOJTCZAK L. Phosphatidylserine decarbo-
xylase is located on the external side of the inner mitochondrial membrane,
FEBS Lett., 157: 179 - 182, 1983.



http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl



Warunki prenumeraty kwartalnika

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI

Cena prenumeraty krajowej:
rocznie 480 zi, poétrocznie 240 zi

Prenumerate na kraj przyjmuja i informacji udzielajg urzedy pocztowe i do-
reczyciele na wsi oraz Oddziaty RSW ,Prasa—Ksigzka—Ruch” w miastach.
Prenumerate ze zleceniem wysytki za granice przyjmuje RSW ,Prasa—Ksigz-
ka—Ruch”, Centrala Kolportazu Prasy i Wydawnictw, ul. Towarowa 28, 00-958 War-
szawa, konto NBP XV Oddziat w Warszawie nr 1153-201045-139-11. Wysytka za
granice poczta zwyklg jest drozsza od prenumeraty krajowej o 50% dla zlecenio-
dawcow indywidualnych i o 100% dla zlecajacych instytucji i zaktadéw pracy.
Terminy przyjmowania prenumerat na kraj i za granice:
— do 10 listopada na | poétrocze roku nastgpnego i na caly rok nastepny,
— do 1 czerwca na Il potrocze roku biezacego.
Biezace i archiwalne numery mozna naby¢ lub zaméwi¢ we Wzorcowni Osrod-
ka Rozpowszechniania Wydawnictw Naukowych PAN, Patac Kultury i Nauki,
00-901 Warszawa.

Subscription orders for all the magazines published in Poland available through
the local press distributors or directly through the

Foreign Trade Enterprise
ARS POLONA
00-068 Warszawa, Krakowskie Przedmiescie 7, Poland.

Our bankers:
BANK HANDLOWY WARSZAWA S.A.



Cema 120 7

TRESC

. STRZELECKA-GOLASZEWSKA, Struktura filamentu

aktynowego i jej implikacje biologiczne.....cccovniininnenn, 97
. RODKIEWICZ, J. BEDNARA, Rozwdj i ultrastruktu-

ra zenskiego gametofitu roslin okrytonasiennych . .125
. DABROWSKA, Mechanizmy regulacji skurczu miesni

i ruchliwosci KOMOTrKOWE] ..o 145
. GREBECKI, Organizacja przestrzenna mechanizmoéw

napedowych i sterujgcych w ruchu amebowym . .175

DOROSZEWSKI, Hydrodynamiczne metody badania

adhezyjnych oddziatywan komorkowych........cccceoeeevennnnn, 195
. GORECKI, Przeciwciata monoklonalne i ich niektére

ZASTOSOWANIA. ....eveeveeiie ittt 215

BARANSKA, Aspekty ewolucyjne w metabolizmie

D IO OW oot 29

Indeks 369705



	STRUKTURA FILAMENTU AKTYNOWEGO I JEJ IMPLIKACJE BIOLOGICZNE -- STRUCTURE OF ACTIN FILAMENT AND ITS BIOLOGICAL IMPLICATIONS  Hanna STRZELECKA-GOŁASZEWSKA
	ROZWÓJ I ULTRASTRUKTURA ŻEŃSKIEGO GAMETOFITU ROŚLINO KRYTONASIENNYCH -- DEVELOPMENT AND ULTRASTRUCTURE OF FEMALE GAMETOPHYTEIN ANGIOSPERMS  Bohdan RODKIEWICZ i Józef BEDNARA
	MECHANIZMY REGULACJI SKURCZU MIĘŚNI I RUCHLIWOŚCI  KOMÓRKOWEJ -- REGULATORY MECHANISMS OF MUSCLE CONTRACTION AND CELL MOTILITY  Renata DĄBROWSKA
	ORGANIZACJA PRZESTRZENNA MECHANIZMÓW NAPĘDOWYCH I STERUJĄCYCH W RUCHU AMEBOWYM -- SPATIAL DISTRIBUTION OF THE MOTOR AND STEERING MECHANISMSIN AMOEBOID MOVEMENT  ANDRZEJ GRĘBECKI
	HYDRODYNAMICZNE METODY BADANIA ADHEZYJNYCH ODDZIAŁYWAŃ KOMÓRKOWYCH  Jan DOROSZEWSKI
	PRZECIWCIAŁA MONOKLONALNE I ICH NIEKTÓRE ZASTOSOWANIA -- MONOCLONAL ANTIBODIES  Dariusz GÓRECKI
	ASPEKTY EWOLUCYJNE W METABOLIZMIE LIPIDÓW -- EVOLUTIONARY ASPECTS IN LIPID METABOLISM  Jolanta BARAŃSKA
	Warunki prenumeraty kwartalnika POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI
	TREŚĆ



