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ULTRASTRUKTURA CHROMATYNY I CHROMOSOMÓW

Maria J. OLSZEWSKA

Zakład Cytologii i Cytochemii Roślin, Instytut Fizjologii i Cytologii, Uniwersytet 
Łódzki

Streszczenie. Wyniki badań biochemicznych, biofizycznych i ultrastrukturalnych 
chromatyny wskazują, że podstawową jej jednostką strukturalną jest fibryla o śred
nicy około 100 A, zwana fibrylą elementarną chromatyny. Osiową część fibryli 
chromatynowej stanowi jedna, wtórnie spiralnie zwinięta cząsteczka DNA połą
czona z histonami bogatymi w argininę (nić dezoksynukleohistonowa — DNH). 
Hlstony bogate w lizynę stanowią wiązania poprzeczne między niektórymi miejsca
mi tej samej cząsteczki DNA, bądź łączące odrębne cząsteczki DNA. Dzięki wtór
nej spiralizacji cząsteczki DNA, fibryla chromatynowa jest o 40% krótsza, niż 
wchodząca w jej skład cząsteczka DNA. Aktywna genetycznie chromatyna (chro- 
matyna luźna, euchromatyna) występuje w jądrze interfazowym w postaci luźno 
ułożonych fibryli. Chromatyna nieaktywna genetycznie (chromatyna zwarta, hetero- 
chromatyna) skupiona jest w zwarte kompleksy, przy czym wchodzące w ich skład 
fibryle są szersze, niż w chromatynie luźnej. Formowanie chromosomu mitotycz
nego polega na stopniowej kondensacji fibryli chromatynowej zachodzącej przez 
spiralizację poszczególnych jej odcinków. Procesowi temu towarzyszą zmiany che
miczne chromatyny, polegające na zwiększeniu zawartości kwasorozpuszczalnego 
białka niehistonowego i utlenianiu białkowych grup —SH chromatyny do S—S.

Chromatyna jest interfazową formą chromosomów mitotycznych bądź
me j otycznych. Z niej, drogą spiralizacji i kondensacji, powstają chromo
somy w profazie; z kolei w telofazie, przez proces odwrotny, tj. despirali 
zację, chromosomy podziałowe przekształcają się w struktury chromaty- 
nowe jądra interfazowego. Odcinki chromosomów podziałowych, które nie 
ulegają despiralizacji podczas telofazy, widoczne są w jądrze interfazo
wym w postaci grudek chromatynowych, zwanych heterochromatyną. 
Ilość i rozmiary odcinków heterochromatynowych są charakterystyczne 
dla gatunku i stanu funkcjonalnego jądra. Heterochromatyną jest ostatnio 
nazywana chromatyną zwartą; w nazwie tej mieści się przeciwstawienie 
chromatynie, która powstaje w wyniku całkowitej despiralizacji chro-
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2 M. J .  O LSZ E W SK A

mosomów podczas telofazy, zwanej euchromatyną czyli chrom atyną 
luźną.

Długość chromosomów podziałowych, która u Eukariota w aha się 
w  znacznych granicach — od 0,5 do kilkudziesięciu mikronów — zdeter
minowana jest przez długość cząsteczki DNA wchodzącej w skład każ
dego chromosomu. Długość tę można ocenić m.in. w  autoradiogramach 
po oznakowaniu DNA 3H-tymidyną. Jeżeli tymidyna radioaktywna była 
dostępna przez cały okres syntezy DNA, wówczas długość wyekstraho
w anych pasm radioaktywnego DNA odpowiada długości poszczególnych 
cząsteczek DNA danego genomu (jest to metoda Cairnsa wprowadzona 
dla pomiarów długości chromosomu u bakterii). U chomika chińskiego 
cząsteczki DNA mierzone tą  metodą m ają długość 100-1900 fu [3], pod
czas gdy długość chromosomów m etaf azowych wynosi 6-20 //. Powstaje
więc pytanie, w jaki sposób tak długa cząsteczka jest upakowana w około

• %

100 razy krótszym chromosomie metaf azowym.
U Eukariota chromatyna — poza DNA — zawiera dwa rodzaje białek: 

histonowe, w  których dominują aminokwasy zasadowe oraz białka nie- 
histonowe, o charakterze kwaśnym, zawierające duże ilości aminokwasów 
dwukarboksylowych oraz tryptofan. Ponadto w chromatynie znajduje 
się RNA, którego ilość zależy od aktywności metabolicznej jąder. W od
niesieniu do DNA, zawartość histonów w chromatynie jest bliska 1, na
tom iast zawartość białek niehistonowych waha się od 0,63 (wątroba 
szczura) do 1,00 (rak wysiękowy szczura). Zawartość RNA u podanych 
obiektów wynosi odpowiednio 0,043 i 0,13 [15]. Wśród białek histomowych 
wyróżnia się dwie ich główne frakcje: bogate w lizynę i bogate w argi- 
ninę.

Towarzyszące DNA składniki chemiczne, a przede wszystkim białka 
histonowe, są z nim połączone w sposób trwały, wskutek czego podsta
wową struk turą  chromatyny jest nić DNH, której oś stanowi DNA. Jak  
wspomniano, ilość histonów jest proporcjonalna do zawartości DNA 
u danego gatunku, a replikacji DNA zachodzącej w fazie S okresu in- 
termitotycznego, towarzyszy synteza tych białek [19, 28].

W modelu budowy nici DNH zaproponowanym przez Fredericqa [15], 
zakłada się na podstawie wyników badań biochemicznych i biofizycz- 
nych, że część osiową takiej nici stanowi cząsteczka DNA. Bezpośrednio 
z n ią  — przez reszty fosforanowe nukleotydów — połączone są za po
średnictwem wolnych grup aminowych argininy białka histonowe bogate 
w  argininę lub o umiarkowanej zawartości tego aminokwasu. Histon ten  
od strony grup zasadowych ściśle przylegałby do podwójnej spirali 
DNA natom iast jego niepolame grupy wystawałyby na zewnątrz w for
mie łańcuchów, które mogłyby być ułożone równolegle do osi DNA. 
Z drugiej strony wykazano [11], że histony bogate w  lizynę są raczej
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U L T R A S T R U K T U R A  CH R O M A TY N Y  I  CHROM OSOM ÓW 3

związane z tym i fragmentami cząsteczki DNA, w których obecna jest 
adenina i tymina, podczas gdy histony bogate w argininę są połączone 
z odcinkami DNA zawierającymi guaninę i cytozynę. Jest prawdopodob
ne, że DNA nie jest połączony z historiami na całej długości cząsteczki, 
lecz że pewne jego odcinki są wolne. Do takiego wniosku prowadzą 
badania stabilności termicznej, lepkości i wyglądu w mikroskopie 
elektronowym zarówno tworzonych in vitro  kompleksów DNA-histony, 
jak  i natywnej chromatyny [39]. Istotnie, pewna nieznaczna zresztą 
część populacji nici DNH widoczna na mikrofotografiach elektronowych 
ma średnicę około 2 nm (rys. 1).

Rys. 1. P ro cen t rozk ładu  średnio : A  — fibry li e lem en ta rn y ch ; B  — nici DNH. L in ia  
p rze ry w an a  — eu ch ro m aty n a , lin ia  ciągła — h e te ro ch ro m aty n a  ( jąd ra  m ery s tem u  
korzeniow ego Cucurbita  pepo, u trw a la n e  w  0 s 0 4 przy  pH  7,2, za tap ian e  w  E ponie

812)

Przyjmując, że histony bogate w lizynę byłyby powiązane tylko z nie
którymi grupami fosforanowymi DNA można przypuszczać, że łańcuchy 
tych białek stanowiłyby bądź wiązania poprzeczne między rozmaitymi 
cząsteczkami DNA, bądź łączyłyby niektóre miejsca tej samej cząsteczki 
DNA [15]. Dzięki takiem u układowi główna oś zbudowana z DNA i histo- 
nów bogatych w argininę jest spiralnie zwinięta, tworząc z histonami 
bogatymi w lizynę tzw. fibrylę elem entarną chrom atyny (tabi. I, 4). 
W tworzeniu tego rodzaju poprzecznych wiązań mogłyby brać udział 
również białka kwaśne.

Koncepcja ta, w  myśl której cząsteczka DNA jest spiralnie skręcona 
wewnątrz fibryli elementarnej, została potwierdzona eksperym entalnie 
przez pomiary kierunku i wielkości polaryzacji fluorescencji po oranżu 
akrydynowym u różnych obiektów [13], Do podobnych wniosków, na 
podstawie badań dyfrakcji promieni X, doszli Pardon i Wilkins [35]. 
Zdaniem tych autorów cząsteczka DNA w połączeniu z histonami sta
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4 M. J .  O LSZEW SK A

nowi nić szerokości 3 nm. Nić ta jest zwinięta w spiralę o skoku 11 nm 
i średnicy 10-13 nm. Jest to właśnie wspomniana uprzednio fibryla ele
m entarna chromatyny.

Stabilizacja przestrzenna fibry li elementarnej, czyli spirali w ytw o
rzonej przez nić DNH jest zapewniona przez białka, których rodzaj i ilość 
wpływa na szerokość tego podstawowego elementu strukturalnego chro
matyny. Usunięcie białka z chromatyny, np. za pomocą traw ienia enzy
matycznego proteazami, powoduje zmniejszenie średnicy fibry li elemen
tarnych przez rozluźnienie spirali, w  jaką skręcona jest nić DNH (rys. 2 
i 3). W podtrzymywaniu struktury  fibryli elementarnych główną rolę,

Rys. 2. W pływ  p ronazy  n a  p rocen t rozk ładu  średn io : A, B  — fib ry li e lem en ta rn y ch ; 
C, D, n ici DNH. A  i C — k o n tro la  w  buforze  fosfo ranow ym  6 godzin; B i D — 
p ronaza  w buforze  fosforanow ym , 6 godzin. L in ia  p rze ry w an a  — euchrom atyna , 
l in ia  c iąg ła  — h e te ro ch ro m aty n a  (jąd ra  m erystem u  korzeniow ego Cucurbita  pepo,

u trw a la n e  w  0 s 0 4 przy  pH  7, 2, z a tap ian e  w  E ponie  812)

zgodnie z hipotezą Fredericqa [15], grają białka bogate w lizynę. Specy
ficzna ekstrakcja tej frakcji histonów powoduje rozluźnienie sieci fibryli 
chromatynowych zarówno w jądrach interfazowych, jak  i w  chromo
somach metafazowych. Po usunięciu wszystkich histonów, dodanie frak
cji histonów bogatych w lizynę powoduje powrót chromatyny do nor
malnej struktury, natom iast takiego skutku nie wywiera dodanie frakcji 
histonów bogatych w argininę [26, 27].

W takim  modelu, fibryla elem entarna jest o 40% krótsza, niż wcho-
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U L T R A S T R U K T U R A  CH R O M A TY N Y  I CHROM OSOM ÓW 5

dząca w jej skład cząsteczka DNA, dzięki spiralnem u zwinięciu nici 
DNH.

Przedstawiony model budowy nici DNH i fibryli elementarnych chro- 
m atyny jest zgodny z wynikami obserwacji utrwalonych chemicznie 
ultracienkich skrawków z jąder i chromosomów [31-33, 42]. Podstawo
wym składnikiem zarówno chromatyny, jak i chromosomów metafazo
wych jest nić o średnicy — w  zależności od rodzaju chromatyny — 2,3-
4 nm. Nić ta jest zwinięta spiralnie, dzięki czemu jej całkowita szero
kość wynosi około 10 nm (rys. 1, tabi. I, 4). Po w ytraw ieniu pronazą, 
tj. po usunięciu jej składnika białkowego, średnica nici wynosi około 
2 nm, a więc jest zbliżona do średnicy cząsteczki DNA (rys. 2). Ponadto 
pod wpływem pronazy następuje częściowe wyprostowanie normalnie 
spiralnie zwiniętej nici DNH, a tym  samym zmniejszenie średnicy fi
bryli elementarnej chromatyny utworzonej przez nić DNH i otaczające 
ją  białka (rys. 3).

Rys. 3. M odel u k ład u  nici DNH w  fib ry lach  e le 
m e n ta rn y c h  ch ro m aty n y  zw arte j i  luźnej. A  — 
dw ie n iezależne sp ira le  te j sam ej nici DNH są
w  ch ro m aty n ie  zw arte j połączone razem  (górna
część m odelu), ch ro m a ty n a  lu źn a  sk łada  się z f i
bryli e lem en ta rnych  zaw iera jących  po jedynczą  nić 
DNH (dolna część m odelu) ; B  — pod w pływ em  
enzym ów  pro teo litycznych  n a s tę p u je  rozsunięcie  
2 sp ira li  n ici DNH tw orzących  fib ry lę  e lem en ta r
ną  w  ch ro m aty n ie  zw arte j, ponad to  następu je  
zm niejszenie  średnicy  fibry li e lem en ta rnych  przez

roz luźn ien ie  sp ira li  nici DNH

Stwierdzana w  mikroskopie elektronowym szerokość fibryli elemen
tarnej zależy przede wszystkim od sposobu przygotowania materiału, 
a  także od rodzaju chromatyny. W materiale utrwalonym chemicznie, 
w ultracienkich skrawkach, szerokość fibryli elementarnej chromatyny 
luźnej wynosi 10— 11,5 nm (rys. 1 B). Przez większość autorów jest ona 
oceniana na około 10 nm [17, 20, 38], chociaż niekiedy obserwowane 
szersze fibryle chromatynowe — o średnicy 16-17 nm. Zwiększenie sze
rokości fibryli chromatynowych wydaje się być związane ze stanem 
funkcjonalnym chromatyny, bowiem następuje ono głównie w zwartej 
chromatynie, nieaktywnej genetycznie (rys. 1 A) — w spermatozoidach 
[44], w  heterochromatynie [10, 31-33]. Interpretację tego faktu można 
przeprowadzić na podstawie analizy u ltrastruk tury  chromatyny u dyni 
(Cucurbita pepo). W jądrach tej rośliny łatwo można odróżnić chroma- 
tynę zwartą — heterochromatynę i chrom atynę luźną — euchromatynę 
(tabi. I i  i 2). Fibryle elementarne heterochromatyny zbudowane są

http://rcin.org.pl



6 M. J .  O LSZEW SK A

z dwóch równolegle ułożonych i niezależnie od siebie skręconych nici 
DNH, połączonych w jedną fibrylę za pośrednictwem białek (tabi. I 3). 
Pod wpływem enzymów proteolitycznych, fibryla elementarna hetero- 
chromatyny ulega rozdzieleniu na dwie fibryle, z których każda zawiera 
jedną nić DNH, przy czym w wielu wypadkach można stwierdzić, że 
dwunitkowa fibryla powstaje wskutek lokalnego połączenia tej samej
nici DNH (rys. 3), [33].

Fibryle elementarne nie utrwalone, wyciśnięte na powierzchnię wody, 
następnie wysuszone i odpowiednio skontrastowane, wykazują średnicę 
około 25 nm. Zdaniem Risa [38] bufor weronalowy, a szczególnie 
fosforanowy, zawarte w utrwalaczach stosowanych w mikroskopii elek
tronowej, działają jako czynniki chelatujące. Usunięcie jonów Mg wzglę
dnie Ca powoduje rozłączenie dwóch równolegle ułożonych fibryli, z któ
rych każda ma średnicę 10 nm. Odwracalny efekt rozszczepienia fibryli 
20 nm na dwie fibryle o średnicy 7,5 nm uzyskano [5] przenosząc chro
ma tynę izolowaną z jąder erytrocytów kurczęcia z wody do roztworów 
soli.

S trukturalne różnice między eu-a heterochrom atyną są ściśle zwią
zane z różnicami funkcjonalnymi. Chromatyna zwarta (heterochromaty- 
na) w przeciwieństwie do chromatyny luźnej (euchromatyny) jest niea
ktywna genetycznie. Na obszarach heterochromatynowych nie odbywa 
się synteza RNA zależna od DNA [16, 25]. Bezpośrednia przyczyna tych 
różnic funkcjonalnych wydaje się być spowodowana nie tyle przez szcze
gólnie represywną rolę histonów wchodzących w skład heterochrdmaty- 
ny, lecz właśnie w jej silnie skondensowanej strukturze. Polimeraza RNA, 
enzym warunkujący syntezę mRNA, przyłącza się z jednakową intensyw
nością do sztucznych kompleksów DNA-histony, jak i do wolnego DNA. 
Penetracja enzymu do DNA jest zahamowana w wypadku znacznego 
zagęszczenia i skręcenia nici DNH i w tej sytuacji następuje zahamowa
nie syntezy mRNA. Jest więc możliwe, że in  vivo his tony tworzące 
dodatkowe połączenia między nićmi DNH sprawiają, że polimeraza nie 
ma dostępu do DNA [11].

Zróżnicowanie na eu- i heterochromatynę, występujące wzdłuż tego 
samegjo chromosomu, może być związane z obecnością w poszczególnych 
rodzajach chromatyny odmiennych rodzajów DNA. W ostatnich latach 
wykryto DNA o często powtarzających się sekwencjach nukleotydów 
[6, 7]. Część tego DNA jest aktywna genetycznie i wybiórczo koduje 
rybosomowy RNA (rRNA), wobec czego należy się spodziewać obecności 
tego rodzaju DNA w chromosomach jąderkotwórczych. Część DNA o na j
wyższej częstotliwości powtarzających się sekwencji nukleotydów, zwany 
satelitarnym  DNA, jest nieaktywny genetycznie, tzn. zawarta w nim 
informacja genetyczna nie ulega transkrypcji. Satelitarny DNA może
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U L T R A S T R U K T U R A  C H RO M A TY N Y  I CHROM OSOM ÖW 7

staniowić znaczną część genomu, np. myszy — 10% [41]. W świetle da
nych o nieaktywności genetycznej chromatyny interesujący wydaje się 
fakt, że satelitarny DNA był znaleziony u kilku gatunków zwierząt właś
nie w tej kategorii chromatyny [1, 18, 23]. U śluzowca Physarum polyce- 
phalum  obecność satelitarnego DNA, stanowiącego około 2% genomu 
i identyfikowanego na podstawie zdolności hybrydyzacji z rRNA, jest 
raczej przypisywana chromatynie jąderkotwórczej [43] (autorzy, być mo
że, mało precyzyjnie używają term inu „satelitarny DNA”). O ograni
czonym znaczeniu genetycznym heterochromatyny świadczy również 
fakt, że w  chromosomach politenicznych przechodzi ona mniej cykli rep- 
likacyjnych, niż euchromatyna. Mimo ciągłości cząsteczki DNA wzdłuż 
takiego chromosomu, DNA w puffach może replikować się niezależnie 
od reszty genomu [3]. Być może, heterochromatyna, która u Drosophila 
zawiera satelitarny, nieaktywny genetycznie DNA, przedziela geny za
w arte w częściach euchromatynowych [23].

Z danych tych wynika, że brak aktywności genetycznej w hetero- 
chromatynie może z jednej strony zdeterminowany przez rodzaj DNA 
(satelitarny, nie transkrybowany), jest więc właściwością stałą hetero
chrom atyny, niezależną od stopnia jej kondensacji, z drugiej strony — 
brak aktywności genetycznej heterochromatyny bywa okresowy, ponie
waż przez przemiany strukturalne chromatyna zwarta może przekształcić 
się w  luźną — i odwrotnie.

Układ fibryli chromatynowych wewnątrz jądra wydaje się być usta
lony przez połączenie ich z błoną jądrową. Połączenie to przypomina 
anologiczny układ u  bakterii, u których chromosom jest przyłączony do 
błony komórkowej w miejscu, gdzie tworzy ono wpuklenie zwane me- 
ziosomem. Od tego właśnie miejsca u bakterii zaczyna się replikacja DNA. 
Wydaje się, że podobna prawidłowość może występować u Eukariota, 
a mianowicie replikacja DNA rozpoczyna się w tych odcinkach DNA, 
które przylegają do błony jądrowej [29]. Według koncepcji Hearsta 
i Botchana [17] fibry la elementarna chromatyny, zawierająca pojedynczą 
cząsteczkę DNA, jest przyczepiona do błony jądrowej w miejscach od
dalonych od siebie o 7-60 p. Synteza DNA jest inicjowana w tych 
właśnie miejscach i postępuje w obu kierunkach, przesuwając się ku 
oddalonym od błony jądrowej odcinkom macierzystej cząsteczki DNA. 
Zakończenie replikacji następuje w najbardziej oddalonych od. błony 
jądrowej odcinkach fibryli elementarnej chromatyny, w których spoty
kają się dwie fale replikacji, nadchodzące z przeciwnych kierunków. 
A lternatywny w ariant hipotezy tych samych autorów przewiduje, że 
inicjacja syntezy DNA ma miejsce w co drugim punkcie przyczepienia 
fibryli elementarnej chromatyny do błony jądrowej; co drugi punkt nato
miast stanowi miejsce, w którym zbiegają się dwie fale replikacji nad-
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chodzące z przeciwnych kierunków. Hipoteza ta, w obu wariantach, 
w  pewnym stopniu zaspokaja postulat Taylora [40] dotyczący podziału 
cząsteczki DNA na niezależnie replikujące się odcinki.

K ontakt fibryli elem entarnych chrom atyny z błoną jądrową istnieje 
również w okresie, kiedy synteza DNA nie zachodzi. W wielu przypad
kach można wykazać, że miejscem przyczepienia fibryli chromatyno- 
wych są okolice pory błony jądrowej [9, 12], (tabl. III 2, strzałki). Układ 
ten  jest ważny dla kontroli stosunków przestrzennych między fibrylami 
chromatynowymi, zapewniającej ich kondensację podczas formowania się 
chromosomów podziałowych. Wielokrotne połączenie poszczególnych fi
bryli chromatynowych z błoną jądrową podczas interfazy determ inuje 
pozycję i zabezpiecza odpowiednią spiralizację (kondensację) fibryli chro- 
m atynow ych podczas przekształcania ich w chromosomy podziałowe za
równo przed mitozą, jak  i przed mejozą [14].

Przekształcenie formy interfazowej chromosomów, tj. despiralizowa- 
nej fibryli elementarnej w chromosomy podziałowe wiąże się z konden
sacją fibryli, zachodzącą przez tworzenie zwojów kolejnych rzędów. 
W skutek tego u ltrastruk tura  chromosomu metafazowego przypomina 
u ltrastruk tu rę  chrom atyny zwartej jądra in terf azowego (tabl. II). Prze
mianom strukturalnym  zachodzącym podczas formowania chromosomów 
podziałowych towarzyszą zmiany chemiczne chromatyny. Wniosek taki 
nasuw a się z badań porównawczych składu chemicznego chromatyny 
in terf azowej i chromosomów metafazowych komórek HeLa [17]. Stosunek 
histonów do DNA w chromosomach metafazowych jest taki sam, jak 
w  chromatynie (0,82). W chromosomach metafazowych następuje nato
m iast znaczne zwiększenie zawartości k wasorozpuszczalnego białka nie- 
histomowego. Ponadto w chromosomach metafazowych białkowe grupy 
—SH chrom atyny są utlenione do grup S—S, co sugeruje, że wiązania 
S—S odgrywają rolę przy kondensacji fibryli chromatynowych w chro
mosomy podziałowe. Następne różnice chemiczne między chrom atyną 
a chromosomami dotyczą RNA, którego chromosomy zawierają około 3 ra 
zy więcej. Znaczna ilość tego RNA wykazuje.własności rRNA [17]. Stw ier-

9

dzenie tego sugeruje zanieczyszczenie frakcji izolowanych chromosomów 
przez rybosomy, obficie występujące na terenie wrzeciona podziałowego 
lub przez rybosomy pochodzące z dezintegrującego się pod koniec pro- 
fazy jąderka. Wobec tego rodzaju wątpliwości, sprawę ilości RNA w chro
mosomach podziałowych należy uważać za otwartą.

Kontrowersje dotyczące szerokości fibryli elementarnej chromatyny, 
spowodowane przez różne metody przygotowania m ateriału do badań 
w  mikroskopie elektronowym (ultracienkie skrawki z m ateriału u trw a
lonego lub chromatyna nie utrwalona, oglądjana w całości — por. wyżej) 
dotyczą również u ltrastruk tury  chromosomów podziałowych [12, 17, 21,
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TA B LICA  I

Ją d ro  z m erystem u  korzeniow ego Cucurbita pepo
1 — z u l t r a c i e n k i e g o  s k r a w k a  m a t e r i a ł u  u t r w a l o n e g o  w  0 s 0 4, p H  7,2 i z a to p io n e g o  w  m e t a -  
k r y l a n i e ,  X 22 400; 2 —  z u l t r a c i e n k i e g o  s k r a w k a  m a t e r i a ł u  u t r w a l o n e g o  w  a l d e h y d z i e  g l u t a -  
r o w y m  i z a to p io n e g o  w  E p o n ie  812, X 175 000; 3 —  f r a g m e n t  d w u n i t k o w e j  f i b r y l i  e l e m e n t a r n e j  
z c h r o m a t y n y  z w a r t e j  ( h e t e r o c h r o m a t y n y ) , X 490 000; 4 — f r a g m e n t  j e d n o n i t k o w e j  f i b r y l i  ele* 
m e n t a r n e j  z c h r o m a t y n y  lu ź n e j  ( e u c h r o m a t y n y ) ,  X 490 000; h  — h e t e r o c h r o m a t y n a ,  e u  — e u -

c h r o m a t y n a ;  n u  — j ą d e r k o  (O ls z e w s k a  [33])
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TA B LICA  II

F rag m e n t ją d ra  i chrom osom u m etafazow ego z m erystem u  korzeniow ego H aem an-  
th u s  ka tharinae  u trw alonego  w  aldehydzie g lu tarow ym  i zatopionego w  Eponie 812
1 — c h r o m a t y n a  z w a r t a  z j ą d r a  in t e r f a z o w e g o ,  X 175 000; 2 — f r a g m e n t  d w u n i t k o w e j  f i b r y l i  
e l e m e n t a r n e j  z c h r o m a t y n y  z w a r t e j  j ą d r a  i n t e r f a z o w e g o ,  X  490 000; 3 — f r a g m e n t  c h r o m o s o m u  
m e t a f a z o w e g o ,  X  175 000; 4 — f r a g m e n t  f i b r y l i  d w u n i t k o w e j  z c h r o m o s o m u  m e t a f a z o w e g o ,

X 490 000 ( O ls z e w s k a  [33])
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T A B L IC A  III

C hrom osom y w  profazie i w  m etafazie  w  bielm ie Iris pseudoacorus  (m ateria ł u t r w a 
lony w  0 s 0 4 i zatop iony  w  m etakry lan ie)

1 — p r o f a z a ,  X 4 800; 2 — p r o f a z a ,  s t r z a ł k i  w s k a z u j ą  p o łą c z e n ie  f ib r y l i  c h r o m a t y n o w y c h  z p o 
r a m i  b ł o n y  j ą d r o w e j ,  X 56 100; 3 — c h r o m o s o m  m e ta f a z o w y ,  X 4 800; 4 — f r a g m e n t  c h r o m o 
s o m u  m e ta f a z o w e g o ,  s t r z a ł k i  w s k a z u j ą  p ę t l e  p o w s t a ł e  z k i l k a k r o t n e g o  z w in ię c i a  f i b r y l i  e l e 

m e n t a r n e j ,  X 56 600 ( O ls z e w s k a  i G a b a r a  [34])
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38]. Metoda obserwacji w mikroskopie elektronowym izolowanych i nie- 
pokrojonych chromosomów ma tę ujem ną stronę, że nie pozwala wniknąć 
w ultrastrukturę fibryli chromatynowych, których średnica przy tej tech
nice wynosi 20-30 nm, a podczas gdy w ultracienkich skrawkach 
chromosomów metafazowych średnica fibryli chromatynowych wynosi
około 11,5-15 nm  [2, 33, 34], (tabi. II 3, III 4). Należy sądzić, że fibryle 
20-30 nm, obserwowane w m ateriale nie utrw alonym  i nie pokrojonym, 
składają się z 2-4 skręconych spiralnie 10 nm fibryli elem entarnych [34], 
(tabl. III 4, strzałki).

Wychodząc z założenia, że podstawowym elementem strukturalnym  
chromatyny jest fibryla elementarna zawierająca jedną spiralnie skręconą 
nić DNH oraz że w skład każdego chromosomu wchodzi tylko jedna 
w ten sposób zwinięta cząsteczka DNA, można przyjąć że formowanie 
chromosomu we wczesnej profazie rozpoczyna się od lokalnej spiralizacji 
I rzędu, w wyniku czego powstają pasma zawierające dwie nici DNH, 
a więc takie, jak w chromatynie zwartej jądra interfazowego (rys. 4). 
Fibryla zawierająca 2 nici DNH wydaje się być najbardziej typową for-

Inłerfaza (GZd)

wczesna pro faza

środkowa
profaza

późnaprofaza

Rys. 4. M odel o b razu jący  fo rm o w an ie  się dw u 
siostrzanych  chrom osom ów  (O lszew ska i G ab a 

ra  [34])
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10 M. J .  O LSZEW SK A

mą dla chromosomów metafazowych [22, 33], (tabi. II 4). W dalszym 
ciągu profazy następowałoby kolejne skręcenie podwójnej spirali I rzędu, 
w wyniku czego powstają spirale II rzędu, złożone z 4 fibryli elemen
tarnych i spirale III rzędu, zawierające 8 fibryli elementarnych (rys. 4, 
środkowa profiaza). Skręcone kolejno spirale stanowiłyby pętle boczne, 
układające się wzdłuż głównej osi chromosomu, która nie ulega tego 
rodzaju spirałizacji (rys. 4). Interpretacja analogiczna została podana 
[24] dla kondensacji chromosomów w profazie mej ozy.

W przeciwieństwie do trw ałych kompleksów zawierających dwie nici 
DNH, zwoje wyższych rzędów’ wydają się być bardziej luźne i dlatego 
nie zawsze są dostrzegalne w mikroskopie elektronowym.

Na terenie centromeru spiralizacja fibryli elementarnej nie jest tak 
daleko posunięta (tabl. III 3), jak w obrębie ramion chromosomów i dla
tego teren centromeru, wskutek niskiej koncentracji DNA, wydaje się 
być przy obserwacji w mikroskopie świetlnym pozbawiony tego skład
nika; to samo dotyczy przewężeń wtórnych.

Proces spirałizacji i kondensacji zachodzi jednocześnie w obu owi
niętych wokół siebie siostrzanych fibrylach elementarnych, wobec czego 
w czasie profazy obie siostrzane chromatydy, zgodnie z obserwacjami 
w mikroskopie świetlnym, są wokół siebie owinięte. Niezależnie od spo
sobu skręcania fibryli elem entarnej w chromosomie metafazowym (re
gularnie — jak przedstawiono wyżej, lub nieregularnie, jak postuluje 
D uPraw [12]), chromosom metafazowy jest około 100 razy krótszy, niż 
wchodząca w jego skład cząsteczka DNA; 40% skrócenie następuje już 
w wyniku spiralnego skręcenia nici DNH w fibryli elem entarnej chro
matyny. Zaproponowany model u ltrastruk tu ry  chromosomu metafazo
wego zakłada tzw. jednopasmowość chromosomu, tj. obecność w nim 
tylko jednej cząsteczki DNA, co jest zgodne z wynikami badań gene
tycznych. Jednak u wielu organizmów, a szczególnie u roślin wyższych 
zawierających znaczne ilości DNA jądrowego i odpowiednio długie i sze
rokie chromosomy mitotyczne, w mikroskopie świetlnym stwierdzono, 
że chromosomy te są zbudowane z 2 lub 4 skręconych wokół siebie pod- 
jednostek, zwanych subchromatydami [30]. Ponieważ budowa fibryli ele
m entarnych chrom atyny jest jednakowa i niezależna od ilości jądrowego 
DNA u danego gatunku [33], nie można obecnie wyjaśnić pochodzenia 
subchrom atyd i ich związku z jedno- lub wielopasmowością chromosomu
mitotycznego.

Problem  istnienia niechromatynowej powłoki (matriks, kalymna) wo
kół chromosomów mitotycznych nie jest obecnie rozstrzygnięty. Istnienie 
takiej powłoki było postulowane na podstawie dwóch przesłanek uzyska
nych drogą badań w mikroskopie świetlnym: 1) gładkiego konturu chro
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mosomów metafazowych w materiale utrwalonym i zabarwionym, 2) 
zbieżności w czasie między zanikiem jąderka (koniec profazy) a osta
tecznym uformowaniem chromosomów ; przypuszczano, że substancja 
jąderkowa (niezidentyfikowana) przemieszcza się na chromosomy, powle
kając ich powierzchnię. W świetle badań w mikroskopie elektronowym 
ta  druga koncepcja całkowicie upada [8]. Badania w mikroskopie ele
ktronowym, wykluczając jąderkowe pochodzenie matriks, nie rozwiązały 
dotąd jednoznacznie tego zagadnienia. Najczęściej na powierzchni chro
mosomów metafazowych widoczne są pętle, powstałe z wielokrotnie 
zwiniętej fibryli elementarnej (tabl. III 3 i 4). Niektórzy autorzy [36, 37] 
widzieli na powierzchni chromosomów powłokę odpowiadającą matriks. 
Sprawa ta wymaga dalszych badań, ponieważ obecność tej niezidentyfi
kowanej chemicznie substancji wydaje się zależeć od sposobu utrwale
nia m ateriału [4],
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HISTONY

A ndrzej M YŚLIW SKI

Z akład  Histologii, In s ty tu t Biologii M edycznej
A kadem ia  M edyczna, G dańsk

Streszczenie.  H istony w y stęp u ją  w  jąd rach  w szystk ich  kom órek  eukariotycznych, 
zw y k le  w  pięciu rów noilościow ych frakcjach . F rak c je  te  różnią się m iędzy sobą 
m.in. m asą  cząsteczkow ą oraz s tosunk iem  ilości lizyny do arg in iny . Poznano se 
k w en c je  am inokw asów  trzech  frakcji, s tw ie rd za jąc  wysoce n ierów nom ierne  roz
m ieszczenie reszt am inokw asów  zasadow ych. Ł ańcuchy  boczne h istonów  mogą u le 
gać m odyfikacjom : ace ty lac ji i m ety lac ji u lega ją  £-am inow e grupy lizyny głów nie 
w  h istonach  bogatych w  arg in inę , fosforylacji reszty  serynow e głów nie w  histonach 
bogatych  w  lizynę.

H istony w  ch ro m aty n ie  są  zw iązane z DNA, z jego szerokim  row kiem  przez 
część d rob iny  bogatą w  reszty  am inokw asów  zasadow ych. F rak c je  h istonow e różnią 
się  m iędzy sobą w  w iązan iu  się z DNA, a fragm en ty  d rob in  h istonów  w  k o m 
p leksach  z DNA tw orzą  s t ru k tu rę  drugorzędow ą w  form ie  a-sp ira li. H istony w y 
w ie ra ją  w pływ  n a  s tru k tu rę  drugorzędow ą DNA d e te rm in u jąc  tw orzen ie  przez n ie 
go „su p erh e lik s”. M ają one zasadnicze znaczenie dla s tru k tu ry  ch ro m aty n y  o d g ry 
w a jąc  is to tną  ro lę  w  procesie  jej kondensacji. M iejscem  syntezy histonów , k tó ra  
przebiega rów noleg le  z rep lik ac ją  DNA jest cytoplazm a. Rola czynnościow a h is to 
nów  m a polegać na n iesw oiste j rep re s ji  DNA, przy  czym m echanizm  depresji jest 
do tąd  nie  znany.

9

Białka zasadowe stanowią szeroko rozpowszechnioną w komórce ro
dzinę białek [95], głównym ich przedstawicielem w jądrze, a  jednocześ
nie jedynym w  chromatynie są histony. Ponieważ były one, w ciągu 
ostatnich paru lat tematem kilku szczegółowych opracowań [15, -23, 49, 
59, 87, 105] przedstawiony referat jest zestawieniem zasadniczym danych 
i poglądów zawartych w tych (opracowaniach, a także zestawieniem wy
ników badań ostatnio publikowanych.

Zasadnicze daty w historii badań białek zasadniczych jądra komór
kowego to 1869 r. — data wykrycia przez Mieschera protamin, 1884 r. 
— wykrycie histonów przez Kossela oraz 1893 r., kiedy Lilienfeld zasto-
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16 A. M Y ŚLIW SK I

sował po raz pierwszy jako źródło otrzymania histonów grasicę cielęcia 
(daty wg Buscha, [12]) — m ateriał, jak się okazało, bardzo bogaty w ten 
rodzaj białka. Dla współczesnych badań nad histonami zasadnicze zna
czenie miało wysunięcie przez Stedmanów w 1950 r. hipotezy o roli 
histonów jako regulatora aktywności genów. Dzięki tej hipotezie uwaga 
wielu badaczy zwróciła się ku histonom.

CH A RA K TERY STY K A  OGÓLNA

Histony to  zasadowe białka chromatyny zawierające w wysokich 
proporcjach lizynę i argininę a pozbawione tryptofanu, dające się uwol
nić z chromatyny za pomocą rozcieńczonych kwasów lub stężonych roz
tworów soli. Definicja ta obejmuje również protaminy, które są ogólnie 
traktowane jako specyficzny rodzaj histonów [105].

Obecność histonów stwierdzono w jądrach wszystkich komórek euka
riotycznych z wyjątkiem  grzybów [63]. Natomiast nie stwierdzono obec
ności histonów w organizmach prokaryotycznych [68, 116, 118]. Ostatnio 
jednak doniesiono [60] o istnieniu u bakterii białka zasadowego, o w y
sokiej zawartości lizyny i argininy, pełniącego rolę tzw. czynnika II ko
niecznego do inicjacji replikacji Qß RNA bakteriofaga, które może być 
zastąpione przez histony, chociaż poli-L-lizyna nie jest w stanie go 
zastąpić. Jest to więc białko zbliżone do histonów, ale pełniące inną niż 
histony funkcję.

Wspomniana już hipoteza Stedmanów, zakładając rolę histonów jako 
regulatora aktywności genów, sugerowała jednocześnie dużą ich hetoro- 
genność. Chociaż wyniki pierwszych badań wydawały się wskazywać 
na istnienie takiej heterogenruości, to dalsze badania wykazały, że w rze
czywistości liczba typów histonów jest bardzo ograniczona biorąc pod 
uwagę niezwykle duże rozpowszechnienie tych białek. Obecnie przyj
muje się, że istnieje 5 zasadniczych typów histonów, a łącznie z w ykry
tymi dotąd podtypami daje to  nie więcej niż kilkanaście ipdzajów histo
nów, często różniących się między sobą bardzo nieznacznie.

Badania wykonane na różnych obiektach wykazały brak różnic 
w składzie frakcyjnym  histonów między różnymi gatunkami [37], narzą
dami [38], a także między tkankam i zarodkowymi i organizmów dojrza
łych [41] oraz nowotworowymi i normalnymi [39], Stwierdzono jednak 
wyjątki, znajdując w plemnikach niektórych ryb i ptaków protam iny 
[105], a w jądrach erytrocytów ryb, płazów, gadów oraz w wątrobie żaby 
[74] dodatkową frakcję histonową. Zwraca uwagę fakt, że te nietypowe 
postacie histonów w ystępują w komórkach charakteryzujących się znacz
nym  stopniem zrepresiorowania chromatyny. Ponadto stwierdzono w  ra
mach frakcji bogatej w lizynę (fl) obecność bardzo zbliżonych do siebie
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subfrakcji [13, 54, 55]. Ponieważ istnienie tych subfrakcji stwierdza się 
w warunkach uniemożliwiających tworzenie artefaktów przez proteolizę 
i agregację, przyjm uje się, że frakcja ta wykazuje istnienie mikrohete- 
rogenniości, która jak następnie wykazano, ulega zmianie w zależności 
od stanu czynnościowego komórki [83].

Badano stosunki ilościowe między pięcioma głównymi frakcjami 
histonów i stwierdzono, że w ystępują one w prawie dokładnie równych 
ilościach, stanowiąc w ten sposób 20% całkowitych histonów każda [49]. 
Stosując do tych badań różny materiał stwierdzono takie same stosunki 
ilościowe między frakcjami u różnych gatunków zwierząt, w różnych 
stanach czynnościowych i na różnych stopniach zróżnicowania [26, 56], 
jak również w aktywnej i nieaktywnej chromatynie [17, 82].

CHARAKTERYSTYKA FR A K C JI HISTONOW YCH

Uzyskanie homogennych lub względnie homogennych frakcji histo
nów umożliwiło badania ich struktury  pierwszorzędowej.

Tabela 1 przedstawia ogólną charakterystykę histonów grasicy cie
lęcia. Podzielone są one na trzy zasadnicze klasy: histony bogate w li
zynę, średniobogate w lizynę i bogate w argininę, zależnie od stosunku

TABELA 1. Charakterystyka frakcji histonów grasicy cielęcia wg De Lange’a i Smitha [23]

Klasa

Frakcja Stosunek
lizyny

do
argininy

Liczba
reszt

aminokwaso-
wych

Masa
cząsteczkowa

Koniec Koniec 
aminowy karboksy

IowyA* B**

Bogate w lizynę I fl 20 212 19500-21000 acetylo- lizyna
seryna

Średnio bogate Ilb2 f2b 2,5 125 13774 prolina lizyna
w lizynę Ilbl f2a2 1,0-1,2 136-157 13000-17000 acetylo- lizyna

seryna
Bogate III f3 0,7-0,8 135 15324 alanina alanina

w argininę IV f2al 0,79 102 11282 acetylo- glicyna
seryna

* N o m e n k l a t u r a  w g  L u c k e ’a  i R a s m u s s e o  [67]. ** N o m e n k l a t u r a  w g  J o h n s a  [49],

lizyny do argininy, oraz pięć frakcji. Niestety jak dotąd nie udało się 
ujednolicić nom enklatury frakcji histonowych. Najczęściej używane są: 
nom enklatura wprowadzona przez Lucke’a i Rasmussena [67] oraz nomen
klatura Johnsa [49] (tab. 1).

Histony bogate w lizynę reprezentuje tylko jedna frakcja (I lub fl) 
zawierająca 3-4 subfrakcje [13, 54, 55], stosunek lizyny do argininy

2 — P o s t ę p y  b io lo g i i  k o m ó r k i
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18 A. M Y ŚL IW SK I

równy jest 20, a  ogólna liczba reszt aminokwasowych w przybliżeniu 
wynosi 212 [13], masa cząsteczkowa 19 500-21 000 [36, 40, 110]— są to 
największe z wszystkich histonów. Aminokońcowym aminokwasem jest 
acetyloseryna [86] a karboksylokońcowym lizyna [67], są więc wspólne 
dla wszystkich subfrakcji.

Histony średniobogate w lizynę reprezentują dwie frakcje: IIb2 (f2b) 
i Ilb l (f2 a2). Frakcja IIb2 (f2b) wg Panyim a i Chalkleya [83] nie za
wiera subfrakcji, wg Hnilicy [40] — dwie subfrakcje. Stosunek lizyny 
do argininy równy 2,5 [41], ilość reszt aminokwasowych równa 125, 
a masa cząsteczkowa 13 774. Zostały one dokładnie poznane dzięki okreś
leniu sekwencji aminokwasów [42, 46], aminokońcowym i karboksylkoń- 
cowym aminokwasem są odpowiednio prolina i lizyna. Frakcja Ilbl 
(f2a2) zwana jest również, dla odróżnienia od poprzedniej frakcją bo
gatą w lizynę i argininę, ponieważ stosunek tych aminokwasów do sie
bie jest bliski 1 (1,0-1,2). Przybliżona liczba reszt aminokwasowych 
136-157, a masa cząsteczkowa 13 000-17 000. Aminokońcowym amino
kwasem jest acetylowana seryna, a  karboksylkońcowym lizyna.

Klasę histonów bogatych w argininę stanowią dwie frakcje: frakcja 
III (f3) ma stosunek lizyny do argininy 0,9 [15]. W bieżącym roku po
dano [24] sekwencję aminokwasów i dzięki tem u wiadomo, że zawiera 
ona 135 reszt aminokwasowych a masa cząsteczkowa wynosi 15 324, 
z alaniną na obu końcach łańcucha polipeptydowego. Frakcja IV (f2al) 
uważana za homogenną [22], ma stosunek lizyny do argininy równy
0,79 ilość reszt aminokwasowych 102, masa cząsteczkowa 11 282, am i
nokwasem aminokońcowym jest acetyloseryna, a karboksylkońcowym
glicyna. I m  .

S K Ł A D  A M IN O K W A S O W Y  F R A K C J I

Badania składu aminokwasowego pięciu zasadniczych frakcji histo
nów grasicy cielęcia wykazały, że frakcje histonowe znacznie się różnią 
zawartością poszczególnych aminokwasów, każda z nich wykazuje jed
nak podobny odsetek aminokwasów zasadniczych, w przybliżeniu 25% 
(lizyna -f- arginina -j- histydyna), [15].

Frakcję I (fl) charakteryzuje bardzo wysoka zawartość lizyny i ala
niny, oraz proliny. Ten ostatni aminokwas ma, jak wiadomo, istotne 
znaczenie dla struk tury  drugorzędowej białek, ponieważ uniemożliwia
tworzenie a-spirali. Natomiast ładunek (netto) wynosi —|— 25 i jest na j
większy.

Frakcja IIb2 (f2b) ma największy odsetek seryny, jak również metio
niny i tyrozyny. Stosunek lizyny do organiny na korzyść lizyny 2.0, ale
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różnica znacznie mniejsza niż we frakcji fl, zwanej niekiedy bardzo bo
gatą w lizynę.

Frakcja Ilb l (f2a2) ma najwyższy z wszystkich frakcji odsetek kwasu 
asparaginowego oraz leucyny i histydyny. Stosunek lizyny do argininy 
bliski 1,0, ładunek (netto) równy + 1 3  jest najniższy ze wszystkich 
frakcji.

Frakcja IV (f2al) wykazuje wysoką zawartość glicyny i waliny. Ze 
względu na zawartość tego pierwszego aminokwasu zwana jest frakcją 
bogatą w glicynę i argininę, w skrócie GAR (glycine arginine rich). 
Obok frakcji f3 wykazuje obecność e-N-metylolizyny. Stosunek lizyny 
do argininy nieco na korzyść argininy (0,9) a ładunek (netto) -f- 19.

Frakcja III (f3) ma największy ze wszystkich frakcji odsetek argininy 
i kwasu glutaminowego, dlatego też zwana jest niekiedy frakcją bogatą 
w argininę i kwas glutaminowy. Frakcja ta jest jedyną zawierającą cys
teinę, w związku z tym  łatwo agreguje w di- i polimery.

S E K W E N C J E  A M IN O K W A S O W E  F R A K C J I

Jak  już wspomniano, udało się określić sekwencję aminokwasów 
trzech spośród pięciu frakcji (f2b, f2al, f3). Sekwencja frakcji I (fl) zos
tała poznana częściowo. Stwierdzono, że rozmieszczenie w drobinie reszt 
lizynowych jest asymetryczne — połówka od końca karboksylowego za
w iera ich znacznie więcej niż od końca aminowego [14].

Porównanie sekwencji aminokwasów końca aminowego (pozycje 
1-72) dwóch podfrakcji (3 i 4) frakcji I histonów grasicy królika oraz 
podfrakcję 1 frakcji I grasicy cielęcia ukazuje znaczne podobieństwo 
między tym i histonami, zarówno między subfrakcjami, jak i histonami 
różnogatunkowymi [86]. Stwierdzono również grupowanie się aminokwa
sów zasadowych w histonach I obu gatunków.

Frakcja IIb2(f2b)

Sekwencja tej frakcji średnio bogatej w  lizynę została podana przez 
Hnilica i wsp. [42] oraz Iwai i wsp. [46], Przedstawia się następująco:

5 10 15 20
H 2N-pro-gln-pro-ala-liz-ser-ala-pro-ala-pro-liz-liz-gli-ser-liz-liz-ala-wal-tre-liz-ala-

25 30 35 40
-gln-liz-liz-asp-gli-liz-liz-arg-liz-arg-ser-arg-liz-glu-ser-tyr-ser-wal-tyr-wal-tyr-liz-wal- 

45 50 55 60 65
-leu-liz-gln-wal-his-pro-asp-tre-gli-ileu-ser-ser-liz-ala-met-gli-ileu-met-asn-ser-fen-wal-
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70 75 80 85
-asn-asp-ileu-fen-glu-arg-ileu-ala-gli-glu-ala-ser-arg-leu-ala-his'tyr-asn-liz-arg-ser-

90 95 100 105
-tre-ileu-tre-ser-arg-glu-ileu-gln-tre-ala-wal-arg-leu-leu-leu-pro-gli-glu-leu-ala-liz-

110 115 120 125
■his-ala-wal-ser-glu-gli-tre-liz-ala-wal-tre-liz-tyr-tre-ser-ser-liz-COOH

Zwraca uwagę, podobnie jak i w  poprzedniej frakcji, bardzo nierówno
mierne rozmieszczenie reszt zasadowych. Rejon końca aminowego za- 
wiera 15 reszt zasadowych na 35, podczas gdy rejon środkowy — 6 reszt 
na 45, a rejon końca karboksylowego 10 reszt zasadowych na 46 reszt. 
Odwrotnie zgrupowane są reszty kwaśne. Jak  z tego wynika, koniec 
aminowy ma duży ładunek dodatni, zawiera ponadto 4 spośród 6 reszt 
prolinowych oraz najniższą zawartość reszt hydrofobowych i hydroksya- 
minowych, przypomina więc koniec karboksylowy frakcji I. Podobnie 
też do frakcji I reszty zasadowe występują w grupach.

Frakcja IIbl(f2a2)

Sekwencja histonów tej frakcji z grasicy cielęcia została poznana tylko 
częściowo [84]. Najbardziej uderzające jest, że sekwencja od końca am i
nowego jest, przynajmniej dla 5 początkowych reszt, identyczna jak 
frakcji IV (f2al). Stwierdzono również [107] identyczność sekwencji
pierwszych 6 reszt frakcji f2al i f2a2 w  jądrach pstrąga i grasicy cielę
cia, jak i grupowanie się reszt zasadowych. Ostatnio [106] poznano sek
wencję 48 reszt aminokwasowych od końca karboksylowego. Jest wśród 
nich 11 reszt zasadowych (7 l i z + 1  arg -f- 3 his).

Frakcja III(f3)

Sekwencja aminokwasów tej bogatej w  argininę frakcji z grasicy cie
lęcia została podana ostatnio przez De Lange i wsp. [24], Przedstawia 
się następująco:

9 10 14
H 2N-ala-arg-tre-liz-gln-tre-ala-arg-liz(CH3)o_2-ser-tre-gli-gli-liz(Ac)-ala-pro-arg-liz-

20 23 27 30
-gln-leu-ala-tre-liz(Ac)-ala-ala-arg-liz(CH3)0_ 2-ser-ala-pro-ala-tre-gli-gli-wal-liz-liz-

40 50
-pro-his-arg-tyr-arg-pro-gli-tre-wal-ala-leu-arg-glu-ileu-arg-arg-tyr-gln-liz-ser-tre-

60 70 80
-glu-leu-leu-ileu-arg-liz-leu-pro-fen-gln-arg-leu-wal-arg-glu-ileu-ala-gln-asp-fen-liz-tre-

90 100
-asp-leu-arg-fen-gln-ser-ser-ala-wal-met-ala-leu-gln-glu-ala-cys-glu-ala-tyr-leu-wal-
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110 120 
-gli-leu-fen-glu-asp-tre-asn-leu-cys-ala-ileu-his-ala-liz-arg-wal-tre-ileu-met-pro-

130 135
-liz-asp-ileu-gln-leu-ala-arg-arg-ileu-arg-gli-glu-arg-ala-COOH

Koniec aminowy (pozycje 1-53) jest silnie zasadowy (ładunek + 1 8 )  
i zawiera lizynę w pozycji 14 i 23 N-acetylowane w niektórych drobi
nach, jak również reszty lizylowe w pozycji 9 i 27 częściowo N-mety- 
lowane. Koniec karboksylowy jest słabo zasadowy (ładunek +  4), za
w iera większość reszt hydrofobowych i ma sekwencję 29 reszt bez reszty 
zasadowej. Dwie cysteiny są w rejonie niezasadowym w pozycji 96 i 110. 
Stwierdzono także parę podobieństw sekwencyjnych z innymi historiami 
głównie frakcji IV (f2al).

Frakcja IV(f2al)

Sekwencja histonów tej frakcji została poznana najwcześniej [20, 21]. 
Przedstawia się następująco:

10 16 20 
Ac-ser-gli-arg-gli-liz-gli-gli-liz-gli-leu-gli-liz-gli-gli-ala-liz(Ac)-arg-his-arg-liz(Me)1,2

30 40
-wal-leu-arg-asp-asn-ileu-gln-gli-ileu-tre-liz-pro-ala-ileu-arg-arg-leu-ala-arg-arg-gli-

50 60
-gli-wal-liz-arg-ileu-ser-gli-leu-ileu-tyr-glu-glu-tre-arg-gli-wal-leu-liz-wal-fen-Jeu-

70 77 80
galu-asn-wal-ileu-arg-asp-ala-wal-tre-tyr-tre-glu-his-ala-liz-arg-liz-tre-wal-tre-ala-

90 100 e
met-asp-wal-tyr-ala-leu-liz-arg-gln-gli-arg-tre-leu-tyr-gli-fen-gli-gli-COOH

Podobnie jak i w innych frakcjach, rozmieszczenie reszt zasadowych 
jest nierównomierne. Rejon końcia aminowego (45 reszt) ma ładunek 
+ 16 , podczas gdy rejon końca karboksylowego (57 reszt) + 3 . Ponadto 
rejon końca karboksylowego zawiera większość reszt hydrofobowych oraz 
reszt zawierających grupy hydroksylowe. Stwierdzono także, że znajdo
wane uprzednio w tych historiach N-metyłlizyna i N-dimetyllizyna, są 
obie w tej samej pozycji, tj. 20, mimo obecności 10 innych reszt lizyno- 
wych. W histonach grochu tych pochodnych metylowych lizyny nie 
stwierdzono [23]. Mimo tej różnicy, porównanie sekwencji histonów 
frakcji IV (f2al lub GAR) grasicy cielęcia i grochu wykazuje uderzającą 
niezmienność ewolucyjną tych histonów. Na 102 reszty tylko dwie są 
różne w pozycji (60 i 77), przy czym w  jednej z nich lizyna zastępuje 
argininę. Wydaje się więc, że wszelkie ewentualne mutacje były letalne, 
co z kolei wskazywałoby na niezbędność czynnościową całej drobiny.
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Przedstawione wyniki badań sekwencji aminokwasów drobin histo- 
nowych wykazywały więc przede wszystkim wybitnie nierównomierne 
rozmieszczenie reszt zasadowych, przy czym stwierdzono, że silnie za
sadowy w histonach bogatych w lizynę (fl) jest rejon końca karboksylo
wego, a w histonach średnio bogatych w lizynę i bogatych w argininę —

/

rejon końca aminowego.
We wszystkich frakcjach stwierdzono także grupowanie się reszt 

zasadowych. Wyniki badań sekwencji wykazały również homogenność 
frakcji histonowych, a naw et podobieństwa sekwencyjne, co wydaje 
się ostatecznie potwierdzać przekonanie o niezwykle ograniczonej hetero- 
genności histonów.

M O D Y FIK A C JE ŁAŃCUCHÓW  BOCZNYCH

W ystarczająco czuła metoda, taka jak elektroforeza w żelu wykazuje 
istnienie kilkunastu, a naw et 20 frakcji. Przyczyną istnienia przynaj
mniej niektórych z tych frakcji jest proteobza, której ulegają histony bo
gate w lizynę lub agregacja, której ulegają histony bogate w argininę 
(f3). Jednak mimo zastosowania warunków wykluczających zarówno pro
tę o lizę jak i agregację, poddając elektroforezie w żelu poliakrylamido- 
wym histony tkanek cielęcia uzyskano 12 frakcji [83]. Analiza wyników 
wykazała, że liczba ta  jest spowodowana obecnością subfrakcji w ra 
mach zasadniczych 5 frakcji histonów. Porównanie tych subfrakcji wy
kazało, że są one identyczne lub bardzo podobne jeśli chodzi o budowę 
pierwszorzędową, natomiast przyczyną zróżnicowania są modyfikacje 
łańcuchów bocznych. Jedynie histony bogate w  lizynę (fl) wydają się
wykazywać prawdziwą heterogenność [13, 54, 55].

Jak  wykazano, modyfikacje te polegają na acetylowaniu i metylo- 
waniu reszt lizylowych i arginilowych, fosforylowaniu reszt serylowych
oraz oksydacji i redukcji reszt cysteinylowych i cystynylowych.

#

A C E T Y L A C J E  I  M E T Y L A C JE

Pochodne acetylowe lizyny N-acetylolizyna zostały po raz pierwszy 
stwierdzone w histonach grasicy cielęcia IV a potem III [21, 33, 113]. 
Wykazano również ich obecność w histonach III i IV z komórek HeLa 
[114, 115], oraz w histonach IV kiełków grochu [22] i jądra pstrąga [Ï07]. 
Jak  dotąd N-acetylolizynę znaleziono jedynie w histonach bogatych 
w argininę, przy czym histony IV grasicy cielęcia m ają jedną resztę li- 
zylową (pozycja 16) acetylowaną, a  III dwie (pozycje 14 i 23) [24]. Stwier-
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dzono także, że nie wszystkie drobiny danej frakcji są acetylowane w jed
nakowym stopniu [107], stąd różnice widoczne w elektroforezie.

c-N-acetylowe grupy lizyny wykazują dość znaczną wymianę (turn 
over) [4, 33], a tworzone są przez enzymatyczne przenoszenie grup acety
łowych z acetylo-CoA na £-aminowe grupy lizyny, już po zakończeniu 
syntezy łańcucha polipeptydowego histonu.

Na różnych układach stwierdzono wyraźną zależność między stopniem 
zacetylowania histonów a aktywnością chromatyny, z której one po
chodzą. Obserwowano wzrost acetylowania histonów w  chromatynie lim
focytów transformowanych PHA [72, 85], w  komórkach wątrobowych 
w  odpowiedzi na działanie kortyzolu [4]. Zwiększenie zacetylowania hi
stonów jest nie tylko wynikiem zwiększonej acetylacji, ale może być 
wynikiem zahamowanej deacetylacji [4], Obserwuje się również proces 
zmniejszania zacetylowania histonów w  chromatynie jąder komórkowych 
zmniejszających aktywność, jak dojrzewające krwinki czerwone pta
ków [4].

W histonach były znalezione metylowe pochodne lizyny [23], przy 
czym późniejsze badania wykazały istnienie zarówno mono- jak i dime- 
tylowych pochodnych. Podobnie jak acetylacja, tak  i metylacja lizyny 
zachodzi jedynie w  histonach bogatych w argininę. Histony frakcji III 
grasicy cielęcia m ają metylowane dwie reszty lizylowe (pozycja 9 i 27), 
a frakcja IV jedną (pozycja 20), natomiast w histonach kiełku grochu 
tylko frakcja III podlega metylacji [23]. Po przeprowadzeniu analizy 
sekwencji aminokwasów otaczających reszty lizylowe podlegające acety
lacji i metylacji w histonach frakcji III i IV grasicy cielęcia stwierdzo
no [24], że acetylacji podlega reszta lizylowa umieszczona w kierunku 
końca aminowego od sekwencji arg-liz, oddzielonej od niej przez dwie 
reszty, przy czym w dwu przypadkach na trzy lizyna z sekwencji arg-liz 
jest również metylowa. Jednakże histony frakcji IV kiełków grochu [22] 
i jąder pstrąga [107] są acetylowane w innych miejscach, co wskazuje, 
że albo istnieją enzymy acetylujące o różnej specyficzności, albo że 
podobieństwo sekwencyjne jest przypadkowe.

W przeciwieństwie do acetylacji metylacja histonów nie wykazuje, 
jak się wydaje, związku z procesami syntezy DNA, RNA, histonów i białka. 
Dawcą grup metylowych jest S-adenozylometionina.

Jednak nie tylko reszty lizylowe podlegają w histonach acetylowaniu 
i metylowaniu. Stwierdzono metylację reszt arginylowych (N-metylar- 
ginina) w komórkach wątroby szczura oraz acetylowe pochodne seryny. 
Te drugie są szczególnie interesujące, ponieważ łańcuchy polipeptydowe 
trzech spośród pięciu głównych frakcji histonów (I, Ilb l i IV) (tab. 1) 
rozpoczynają się od acetyloseryny. Ponieważ Allfreyowi [4] udało się
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wykazać, że seryna podlega acetylowaniu przed rozpoczęciem syntezy 
histonów frakcji IV, sugeruje on, że właśnie acetyloseryna spełnia rolę 
aminokwasu inicjującego syntezę histonu frakcji IV, a być może i innych 
hi stonó w .

F O S F O R Y L A C J A

Fosforylowanie histonów zostało po raz pierwszy stwierdzone w 1966 r. 
[58, 78]. Fosforylowaniu podlegają głównie histony bogate w lizynę (fl), 
chociaż inne frakcje, naw et V (2c) z erytrocytów ptaków również mogą 
podlegać fosforylowaniu. Dawcą grup fosforanowych jest ATP z udzia
łem kinaz histonowych szeroko rozpowszechnionych w różnych tkankach 
[23], W wyniku fosforylacji powstaje O-fosfoseryna. Stwierdzono także 
istnienie enzymów defosforylujących fosfohistony [69].

Grupy fosforanowe podlegają wymianie, a jej tempo, podobnie jak 
stopień ufosforylowania histonów, wykazuje zależność od stanu fizjolo
gicznego komórki [62, 107].

Podobnie jak acetylacja histonów bogatych w argininę, fosforylacja 
histonów bogatych w lizynę (I) poprzedza wzrost syntezy RN A w limfo
cytach transformowanych PHA [18]. Podobnie glukagon w dawce w ystar
czającej do indukowania syntezy enzymów powoduje wzrost 15-25 razy 
fosforylacji specyficznych reszt seryny histonów I [62], przy czym fosfo
rylacji podlega nie więcej niż 1% frakcji.

Interesujące zjawisko stwierdzono w końcowym stadium spermatoge
nezy w jądrach pstrąga tęczowego [107], kiedy histony zastępowane są 
przez nowo zsyntetyzowane protaminy, histony podlegają intensywnej 
fosforylacji i acetylacji. Stwierdzono przy tym, że w histonach Ilbl i IV 
fosforylacji podlega acetyloseryna rozpoczynająca łańcuch polipeptydowy. 
Autorzy przypuszczają, że fosforylacja tej właśnie acetyloseryny może 
mieć istotne znaczenie dla procesu odłączania się histonów poprzedzają
cego zastępowanie ich przez protaminy.

Stwierdzono także, że wzrost fosforylacji histonów przez kinazy może 
powodować cykliczny AMP [61], co wiązałoby stopień ufosforylowania 
histonów z działaniem hormonów, o których wiadomo, że powodują 
wzrost poziomu cAMP.

T W O R Z E N IE  M O S T K Ö W  D W U S IA R C Z K O W Y C H

Modyfikacja histonów polegać także może na tw orzeniu z grup tio- 
lowych grup (mostków) dwusiarczkowych. Modyfikacji tej podlegają je
dynie histony III (f2al), ponieważ tylko one zawierają cysteinę. Kiedy czą
steczka histonu frakcji III zawiera 2 drobiny cysteiny (tak jak  w grasicy 
cielęcia) mogą tworzyć się di- i polimery, natomiast gdy drobina histonu
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zawiera tylko jedną cząsteczkę cysteiny, jak w kiełku grochu, mogą two
rzyć się jedynie dim ery [23]. Stosunek grupy tiolowe/grupy tiolowe +  
dwusiarczkowe wykazuje zależność od stopnia aktywności chrom atyny — 
jest niski w chromosomach metafazalnych, a w chromatynie rozproszo
nej, aktywnej wysoki [89, 90].

Omówione modyfikacje łańcuchów bocznych cząsteczek histonowych 
wykazują, z wyjątkiem jak się obecnie wydaje metylacji, wyraźny zwią
zek ze stanem aktywności chromatyny, podczas gdy ilość histonów oraz 
stosunek poszczególnych frakcji do siebie związku takiego nie wykazują.

Stanom podwyższonej aktywności chromatyny towarzyszy zwiększony 
stopień zmodyfikowania histonów. Chociaż acetylacja i fosforylacja po
ciąga za sobą zmniejszenie ładunku dodatniego cząsteczek histonowych, 
to ze względu na niewielką ilość reszt aminokwasowych, które ulegają 
tym  reakcjom, jak również specyficzność w stosunku do określonych 
reszt aminokwasowych wskazuje, że nie zmiany elektrostatyczne odgry
wają rolę, a raczej zmiany konformacji cząsteczek histonowych [1], wska
zuje na to również znaczenie powstawania mostków dwusiarczkowych. 
Aby jednak móc omówić dokładniej związek między aktywnością chro
matyny z histonami, należy najpierw  zestawić dane dotyczące interakcji 
między histonami a DNA.

IN T ER A K C JA  HISTONÓW  Z DNA

Jest ogólnie przyjęte, że histony są w chromatynie związane z DNA 
[23]. Wiązanie to ma charakter elektrostatyczny, zasadowe grupy histonów 
wiążą się z fosforanowymi DNA. Czynnikiem dodatkowym są prawdo
podobnie wiązania wodorowe i siły hydrofobowe. Stosunek ilości reszt 
zasadowych do fosforanowych w nukleohistonach jest jak 1:1 [112]. Nie 
oznacza to jednak, że wszystkie grupy fosforanowe są zneutralizowane, 
wydaje się, że dość znaczna część pozostaje niezneutralizowana [45, 70,
75], Wskazuje na to wynik doświadczenia, w którym  stwierdzono, że po
nad 40% grup fosforanowych DNA w chrom atynie jest w stanie wiązać 
dodaną polilizynę o masie cząsteczkowej 14 000.

Wydaje się również, że histony wiążą się z DNA w jednym z rowów
podwójnej spirali DNA będącego w konfiguracji B [75, 87]. Wskazuje 
na to większe powinowactwo histonów do dwuniciowego DNA niż jedno- 
niciowego [23], Ponadto specyficzne powinowactwo poli-L-lizyny do 
rejonów DNA bogatych w pary zasad A-T [48, 64], oraz powinowactwo 
poli-L-argininy do* rejonów bogatych w pary zasad G-C [64], wskazują, 
że przynajmniej część drobiny histonu jest w pobliżu zasad DNA [23].

Przedmiotem kontrowersji pozostaje problem, z którym  rowkiem spi
rali DNA — szerokim, czy wąskim — związane są histony. Na podstawie
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badań nad kompleksami histonów bogatych w lizynę (fl) a natywnym  
DNA grasicy cielęcia tworzonymi metodą „salt gradient dialysis” stw ier
dzono [75], że histony wiążą się z szerokim rowkiem DNA. Uważa się, 
że histony IV (f2al) również wiążą się z szerokim rowem DNA [87]. Do 
podobnych wniosków prowadzą badania nad wiązaniem się aktynomycyny 
D do chromatyny grasicy cielęcia [57]. Istnieją również sugestie [23], że 
histony mogą wiązać się z wąskim rlowkiem.

Asymetryczne rozmieszczenie reszt zasadowych w drobinie histono- 
wej sugeruje różiny stopień (siłę) wiązania się z DNA części drobiny 
z przewagą reszt zasadowych i połówki o mniejszym ładunku dodatnim. 
Słuszność tego poglądu wykazano' eksperymentalnie [65] w badaniach 
nad wpływem połówek „zasadowych” i „niezasadowych” histonów frakcji 
IIb2 na stabilizację termiczną DNA. Kompleksy DNA z połówkami „nie- 
zasadowymi” miały tem peraturę topnienia +57°C, podczas gdy z połów
kami „zasadowymi” Tm równa była +70°C. Natomiast w wyniku badań 
stopnia precypitacji i ograniczenie zdolności wzorcowej DNA przez po
łówki histonów f2b stwierdzono [51], że „zasadowe” precypitują DNA 
przy stosunku histony/DNA =  0,8 i całkowicie ograniczają zdolność wzor
cową, a połówki „niezasadowe” precypitują przy stosunku 2,0 tylko 
w 30% i nie m ają wpływu na zdolność wzorcową. Z rezultatów tych 
można wnioskować [51, 75], że histony w  nukleohistonach przyczepione 
są do' DNA przez „zasadowe” części drobiny, podczas gdy część o małym 
ładunku dodatnim pozostaje dostępna dla innych niż DNA substancji, 
a więc takich jak RNA, białka niehistonowe oraz sąsiednie cząsteczki 
histonowe. Ostatnie badania [88] wskazują na istnienie i znaczenie in ter
akcji pomiędzy histonami, przynajmniej w  rekonstruowanych nukleo
histonach.

Badania nad zdolnością histonów do precypitowania DNA wykazały 
zależność zdolności do precypitowania od siły jonowej środowiska oraz 
różnice pomiędzy frakcjami. Najefektywniejszymi precypitantami są his
tony bogate w lizynę (fl), dalej f2al i f2b, f2a2 i f3 [49]. Natomiast od- 
szczepianie od DNA histonów bogatych w lizynę odbywa się już przy 
stężeniu chlorku sodu 0,6 M, histonów frakcji II przy stężeniu 0,8-1,8 M, 
a frakcji III i IV przy 0,9-2,0 [9]. Tak więc najszybciej precypitującym 
DNA histony bogate w lizynę odszczepione są od DNA najniższym stę
żeniem chlorku sodu, przeciwnie niż histony bogate w argininę.

Interesujące są wyniki badąń [6] nad działaniem proteaz, które w y
kazały, że enzymy te mogą degradować histony I i III w  nukleohisto
nach, podczas gdy histony II i IV były w kompleksach z DNA oporne 
na działanie tych enzymów. Natomiast po odszczepieniu z kompleksu 
nukleohistonowego degradacji uległy histony II, IV oraz III, podczas gdy 
histony I w tych warunkach nie uległy degradacji.
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Badania nad blokowaniem przez histony dostępności do DNA w chro
m atynie dla DNAazy wykazały również różnice między frakcjami. Stwier
dzono, że histony bogate w lizynę (fl) blokują efektywniej dostęp do DNA 
dla tego' enzymu niż histony III [70].

Wiyniki te, jak i wyniki badań nad zdolnościami precypitacyjnymi po
szczególnych frakcji histonów oraz nad ich selektywną ekstracją wskazują, 
że frakcje te różnią się między sobą w wiązaniu z DNA. Ma to niewątpli
wie związek z tym, że poszczególne frakcje histonów różnią się znacz
nie budową drugo- i trzeciorzędową, a wynika to z różnic w ich budowie 
pierwszorzędowej.

STRU K TU RA  DRUGORZĘDOW A HISTO N Ó W

Stwierdzono, że struk tura  drugo- i trzeciorzędowa histonów ulega 
zmianie pod wpływem środowiska oraz pod wpływem DNA. Za pomocą 
metod optycznych (dyspersja skręcalności, dichroizm kołowy, spektrogra
fia w podczerwieni) oraz innych metod fizycznych (jądrowy rezonans 
magnetyczny) stwierdzono mianowicie, że w miarę wzrostu siły jonowej 
środowiska w zrastają proporcje struk tury  uporządkowanej, w formie 
a-spirali, jak również ß struktury  w przypadku histonów bogatych w li
zynę [11].

Badając histony frakcji IV za pomocą jądrowego rezonansu magne
tycznego [10] oraz stosując zasadę Prothero do znanej już sekwencji, 
określono odcinki łańcucha polipeptydowego tego histonu wykazując w y
soki potencjał do tworzenia struktury  a-spirali. Stwierdzono przy tym, 
że głównie część końca karboksylowego (o niskiej w tym histonie zasa
dowości) izolowanych drobin histonu IV tworzy a-spiralę. Wynika z tego, 
że w izolowanych histonach część drobiny o wyższej zasadowości nie 
ma tendencji do tworzenia a-spirali. Jednak sytuacja ulega zmianie kiedy 
grupy zasadowe histonu zostają zneutralizowane przez reszty fosfora
nowe DNA. Stwierdzono naw et [96, 107], że spiralna konfiguracja amino- 
końcowej części histonu frakcji IV (o wyższej zasadowości) stwarza prze
strzenne warunki korzystne dla reagowania reszt zasadowych z grupami 
fosforanowymi DNA.

Pomiary zawartości struktury  uporządkowanej (a-spirala) histonów 
w nukleohistonach w ahają się od 18% do 41%, przy czym dla histonów 
II aż 59%, a dla histonów frakcji I tylko 13% [11], co w przybliżeniu 
odpowiada wartościom dla histonów w środowisku o dużej sile jonowej. 
Tak więc DNA wpływa w znacznym stopniu na konfigurację histonów 
łącznie z możliwością tworzenia a-spirali w rejonach drobiny o bardzo 
dużej zasadowości.

Jednak zależność jest obustronna ponieważ wykazano, że struktura
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drugorzędowa DNA ulega zmianie pod wpływem histonów [87, 111]. Zmia
ny te obejmują kilka poziomów organizacji, od nukleohistonu tworzącego 
,,superheliks” [80, 81, 111] aż do chromatyny (chromosomu). „Superheliks”, 
której obecność stwierdzono za pomocą dyfrakcji promieni X ma mieć 
skok 12 nm a średnicę 10 nm, a dla jej powstania m ają największe zna
czenie frakcja f2a2 i f3 [111], natomiast usunięcie frakcji bogatej w lizynę 
nie ma mieć wpływu na konformację DNA w nukleohistonach. Różnice 
w oddziaływaniu na DNA przez poszczególne frakcje powodują, że kom
pleksy utworzone przez ten sam DNA (T7) z różnymi frakcjami histono- 
wymi (I i IV) różnią się znacznie właściwościami fizycznymi oraz u ltra- 
struk turą  [76]. Badania nad rozmieszczeniem histonów wzdłuż łańcucha 
DNA [73] za pomocą stopniowego usuwania histonów z natywnych DNP 
wykazały, że typy histonów są wymieszane, tzn. brak długich odcinków 
pokrytych jednym typem histonów, ale spotkano odcinki, gdzie identyczne 
cząstki sąsiadowały ze sobą. Natomiast badania nad utworzonymi przez 
asocjację kompleksami DNA-histony wykazały [88] istnienie obok frag
mentów silnie zwartych, termicznie stabilnych — fragmenty, które były 
podobne do nie związanego DNA.

BIOSYNTEZA HISTONÓW

Jak  już stwierdzono, histony zawsze towarzyszą DNA w komórkach 
eukariotycznych. Jednak zależność ta dotyczy nie tylko lokalizacji, ale 
również procesów syntezy obu tych substancji. Stwierdzono mianowicie, 
że synteza histonów przebiega równolegle z replikacją DNA [19, 31, 91, 
109]. W niedojrzałych i wolno dzielących się komórkach istnieje ścisła 
zależność, natomiast w niedzielących się, wysoko zróżnicowanych komór
kach, jak np. krwinki czerwone kurczęcia może zachodzić synteza histo
nów bogatych w argininę (III) bez towarzyszącej syntezy DNA i innych 
frakcji histonowych. W szybko dzielących się komórkach HeLa i dojrze
wających erytrocytach kurczęcia stwierdzono również istnienie syntezy 
histonów bez współprzebiegającej replikacji DNA [91, 92].

Miejscem syntezy histonów jest cytoplazma [8, 31, 117]. Udało się na
wet izolować histonowy mRNA o współczynniku sedymentacji 7-9S, który 
pojawił się w czasie replikacji DNA oraz przechodził bardzo szybko do 
cytoplazmy tworząc małe polisomy (mniejsze niż 8) [93]. Ostatecznego do
wodu, że histony są syntetyzowane w cytoplazmie oraz że histony są 
syntetyzowane na 7-9 S RNA dostarczono przez zsyntetyzowanie histo
nów w układzie wolnokomórkowym za pomocą 7-9 S RNA [47].

Stwierdzono także, że histony wykazują podobnie do RNA bardzo niską 
wymianę [16, 34], a wszelkie modyfikacje łańcuchów bocznych zachodzą 
po zakończeniu ich syntezy.
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ROLA CZYNNOŚCIOW A HISTONÓW

Zarówno istnienie kompleksów histonów z DNA, jak i ścisły związek 
procesów syntetycznych tych substancji oraz podobna stałość metabo
liczna wskazują na ścisłą zależność czynnościową między nimi. Na istnie
nie takiej zależności wskazywała, ciągle jeszcze przynajmniej częściowo 
aktualna wspomniana już hipoteza Stedmanów [104], zakładająca dla hi
stonów rolę swoistych receptorów DNA.

Od roku 1950, w którym ta hipoteza została wysunięta, wykonano wiele 
doświadczeń świadczących o tym, że istotnie histony mogą pełnić rolę 
represora DNA [25, 43], Wskazują na to doświadczenia, w których doda
nie różnych frakcji histonowych, frakcji peptydowych, jak  również syn
tetycznych polipeptydów zasadowych powodowało zmniejszenie lub cał
kowite zniesienie syntezy DNA-zależnego RNA, a także doświadczenia, 
w  których usuwanie histonów z kompleksów nukleohistonowych lub chro
m atyny powodowało znaczny wzrost aktywności wzorcowej DNA [2, 23, 
49, 105], Wyniki tych doświadczeń wykazały jednocześnie brak swoistości 
w działaniu histonów na DNA, przynajmniej w stosowanych warunkach 
[49]. Biorąc pod uwagę, że znaczna część genomu komórki jest stale 
w stanie zrepresorowanym wydaje się prawdopodobne, że również w wa
runkach in vivo represja (histonowa) ma charakter nieswoisty podczas 
gdy derepresja swoisty.

Histony wywierają represorujący wpływ na transkrypcję przez wytwo
rzenie silnych kompleksów z DNA. DNA w tych kompleksach wykazuje 
większą stabilność niż w stanie nie związanym, co objawia się podwyż
szoną tem peraturą topnienia (Tm) [9, 43]. Jednak samo skompleksowanie 
z histonami nie wystarcza dla represji DNA [49], warunkiem koniecznym 
ma być istnienie „superheliks”, której powstanie zależne jest od histonów. 
Obecność superhelisy miałaby uniemożliwić przesuwanie się drobiny poli- 
merazy RNA wzdłuż transkrybowanego łańcucha nukleohistonowego. Za
kłada się również [49], że transkrypcja może zachodzić bez rozszczepienia 
kompleksów nukleohistonowych. Jednak' wyniki badań uzyskane przez 
wielu badaczy [7, 30, 52] wskazują, że w aktywnej chromatynie w prze
ciwieństwie do' nieaktywnej można wykazać istnienie dysocjacji komplek
sów nukleohistonowych, objawiające się spadkiem odporności na denatu- 
rację cieplną oraz zwiększoną zdolność wiązania aktynomycyny D, a także 
zmianą widma fluorescencji kompleksów DNA-AO (oranż akry dyno wy).

Histony wywierają represoryczne działanie nie tylko przez wiązanie 
się z DNA, ale również przez wiązanie się z polimerazą RNA [100, 101]. 
Stwierdzono przy tym  zasadniczą różnicę w działaniu między histonami 
bogatymi w lizynę, które wywierały działanie represoryczne jedynie przez 
wiązanie się z DNA, a histonami bogatymi w argininę, które miały zdol
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ność wiązania się i przez to inhibowania polimerazy RNA. Histony bogate 
w lizynę mogą także reagować z tym enzymem, ale bez oddziaływania 
na jego aktywność. W badaniach tych stwierdzono także, że histony za
równo bogate w lizynę, jak i argininę nie wywierały inhibującego dzia
łania na polimerazę DNA.

W innych badaniach [23] stwierdzono, że usunięcie histonów frak
cji I z kompleksów z DNA nie wpływa wyraźnie na wzorcowe jego 
właściwości, podczas gdy usunięcie frakcji III — znaczne. Natomiast his
tony bogate w lizynę (I) miałyby odgrywać zasadniczą rolę w kondenso- 
waniu chromatyny przez tworzenie wiązań poprzecznych tzw. crosslinks 
[66]. Ponieważ stwierdzono także, że wraz ze wzrostem stopnia skon
densowania chromatyny zmniejsza się jej aktywność tran skry pcyj na, w y
dawało się, że histony frakcji I w yw ierają działanie represoryczne przez 
tworzenie wiązań poprzecznych, czyli kondensowanie chromatyny. Ostat
nio jednak wykazano [99], że nie tylko* histony frakcji I są potrzebne 
do tworzenia wiązań poprzecznych w chromatynie. Wydaje się jednakże 
niewątpliwe, że właśnie histony odgrywają istotną rolę w  procesie kon- 
densowania chromatyny, chociaż niekoniecznie przez tworzenie wiązań 
poprzecznych. Ostatnio zaproponowany model [108] tłumaczący mecha
nizm upakowania chromatyny oraz rolę powtarzalnych sekwencji DNA 
zakłada, że histony spełniają rolę neutralizatora ujemnego ładunku łań
cucha DNA umożliwiając odcinkom nukleohistonu o identycznej konfor
macji tworzenie trójwymiarowych kryształów, co w  konsekwencji pro
wadziłoby do zrepresorowania DNA. Niewątpliwie jednak również inne
niż histony białka odgrywają rolę w strukturze chrom atyny i należy
rozpatrywać je łącznie.

Jak  już wspomniano, histony wywierają inne działanie na DNA-poli- 
merazę niż na polimerazę RNA. Nie jest to jednak jedyna różnica między 
procesami replikacji i transkrypcji DNA, jeśli chodzi o* zachowanie się 
histonów. Przede wszystkim o ile w nekleohistonach tylko bardzo ogra
niczona część DNA służyć może jako wzorzec do transkrypcji, zarówno 
in vivo jak  i in vitro [70], to nukleohistony w reakcji z DNA-polimerazą 
są prawie tak wydajne jak odbiałczony DNA [94]. Wydaje się więc, że 
replikacja w przeciwieństwie do transkrypcji może zachodzić bez dysoc- 
jacji kompleksów DNA-histony. Różnice uwidoczniają się również na 
wyższych poziomach organizacji, ponieważ skondensowana chromatyna, 
która wykazuje bardzo ograniczoną aktywność transkrypcyjną [27, 97] 
może replikować DNA (np. heterochromatyna X) [17], chociaż z wyraźnym 
opóźnieniem w stosunku do chromatyny rozproszonej [35]. Różnice te 
próbowano tłumaczyć tym, że histony związane są z węższym rowem 
spirali DNA, pozostawiając szeroki wolny dla ewentualnej replika-
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cji [17]. Tłumaczenie to wykluczają wspomniane wcześniej wyniki badań 
świadczące o lokalizacji histonów w szerokim rowku DNA [87]. Wydaje 
się jednak, że histony odgrywają istotną rolę w procesie replikacji, po
nieważ wykazano wyraźny związek tego procesu ze wzrostem fosforylacji 
histonów [79].

Jak  więc wynika z tego co powiedziano, histony są istotnie represo- 
rami chociaż nieswoistymi. Natomiast w jaki sposób odbywa się derep- 
resja, dokładnie nie wiadomo. Wydaje się niewątpliwe, że istotną rolę 
odgrywają modyfikacje łańcuchów bocznych histonów wykazujące w y
raźną korelację ze zmianami stanu aktywności chromatyny [3]. Podobną 
zależność wykazuje ilość kwaśnych białek chromatyny, co obok ich dość 
znacznej heterogenności predysponuje je do roli derepresora [5]. Propo
nowano do tej roli również RN A wskazując na jego znaczną heterogen- 
ność oraz, że byłby on w stanie rozpoznać sekwencję nukleotydów 
DNA [28, 29]. Jednak wykazano niezdolność RNA do rozdzielenia kom
pleksów DNA-histony, co czyni mało prawdopodobną ich rolę jako de
represora [102]. Pozostaje więc ciągle nie wytłumaczony mechanizm 
swoistej derepresj i.

W podsumowaniu referatu  pozwolę sobie zacytować stwierdzenie 
Johnsa [51] z jego ostatnio publikowanej pracy, które brzmi:

„Histony są strukturalnym i białkami, które funkcjonują przez przy
czepienie częścią drobiny ściśle do DNA, będąc pozostałą częścią do
stępne dla innych histonów lub jądrowych makrocząsteczek i kontrolują 
fizyczny stan chromatyny oraz syntezę RNA”.
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P O S T Ę P Y  B IO L O G U  K O M Ó R K I TOM  1, N R  1, 1974- (39-52)

POSTĘPY CYTOGENETYKI LEKARSKIEJ

Leszek OIECIURA 

K a te d ra  Histologii, W ojskow a A k ad em ia  M edyczna, Łódź

Streszczenie .  L a ta  siedem dziesią te  bieżącego s tu lec ia  cechu je  is to tny  postęp  w  cyto- 
genetyce  ze  w zględu  n a  w p ro w ad zen ie  now ych technik , m ianow icie  fluorescencji 
i zm odyfikow anego b a rw ien ia  G iem są. W prow adzen ie  tych  m etod  przyniosło  w  sfe 
rze poznaw czej now e d an e  do naszej w iedzy o  su b s tru k tu rze  chrom osom u, a  zw łasz
cza h e te ro ch ro m aty n y  w  kontekście  z b ad an iam i b iochem icznym i nad  p o w ta rza l
nym i sekw encjam i DNA. F luo rescenc ja  c ia łka  Y um ożliw iła  w y k ry w an ie  seks- 
ch ro m a ty n y  m ęskiej co znalazło  zastosow anie  p rak ty czn e  w  o k reś lan iu  p łci 
w  kom órkach  in terfazalnych . Z arów no  m etody  fluorescencyjne, ja k  i w zory  p rą ż 
kow e uzysk iw ane  m etodam i różnicow ego b a rw ien ia  G iem są um ożliw ia ją  dok ładną 
id en ty fik ac ję  chrom osom ów  i ich ab e rrac ji. M a to duże znaczenie p rak tyczne  
w  rozw oju  d iagnostyki p ren a ta ln e j. D alszym  udoskonalen iem  tych  m etod jes t w p ro 
w ad zen ie  do d iagnostyki chrom osom alnej m etod  pom iarów  w id m a fluorescency j
nego tech n ik ą  fo toelektryczną.

Burzliwy rozwój genetyki stworzył podwaliny teoretyczne dla bio
logii i medycyny. Genetyka ożywiła również cytologię i spowodowała 
powstanie wyodrębnionej dziedziny — cytogenetyki. Cytogenetyka za
częła rozwijać się dopiero po 1956 r., kiedy to Tijo i Levan po raz pierw
szy opisali metodę pozwalającą zbadać chromosomy ludzkie. Już w 1959 r. 
Lejeune wykrył w mongolizmie aberrację liczby pod postacią trisomii 21. 
Lata sześćdziesiąte przynoszą cały potok informacji o najrozmaitszych 
aberracjach liczby i kształtu zarówno w  chromosomach autosomalnych, 
jak  i płciowych.

W ostatnich dwu latach zaznaczył się, po okresie pewnej stagnacji, 
ogromny postęp w cytogenetyce, dzięki wprowadzeniu nowych technik, 
mianowicie fluorescencji i zmodyfikowanego barwienia Giemsą [1, 8-10, 
14, 20, 22, 23, 27].

Zaletą tych nowych metod jest precyzyjna diagnostyka poszczegól
nych chromosomów homologicznych, pozwalająca w sposób stosunkowo 
prosty ułożyć bezbłędnie kariogram. Stosowanie wyżej wymienionych
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technik pozwala na wykazanie istnienia 24 specyficznych wzorców barw 
nych mogących służyć nie tylko do identyfikacji chromosomu metafazal- 
nego, ale w miarę doskonalenia metod do wykrywania aberracji na po
ziomie substruktury chromosomu [21].

Aby zrozumieć przyczyny zachodzenia reakcji zarówno z fluorochro- 
mem, jak i w  różnych modyfikacjach barwienia Giemsą dla uzyskania 
wzorów prążkowych, aby wyjaśnić różnice chemiczne w różnych od
cinkach chromosomu wydaje się celowe krótkie przypomnienie naszych, 
niestety mocno niekompletnych, wiadomości o budowie chromosomu.

BUDOW A CHROM OSOM U

Chromosomy komórki różnią się między sobą pod względem zawar
tości informacji genetycznej, wielkości i kształtu. Chromosomy zróżnico
wane są pod względem morfologicznym podłużnie i poprzecznie.

Z R Ó Ż N IC O W A N IE  P O D Ł U Ż N E  C H R O M O S O M U

a) Centromer (kinetochor) — przewężenie pierwotne czynnościowo 
związane z ruchem chromosomu, do jego strefy środkowej przyczepione 
są nici wrzeciona kariokinetycznego. Każda chromatyda oddaje nić bieg
nącą wzdłuż przewężenia pierwotnego i przechodzi na chromatydę leżącą 
po drugiej stronie centromeru. Stopień spirałizacji tego odcinka jest nie
znaczny.

b) Przewężenie wtórne j ąderkowe — odcinek chromosomu z cienką, 
mało zespiralizowaną nicią chromatynową, w profazie łączy się z tym 
odcinkiem jąderko, uważane za organizatora jąderkowego. Liczba orga
nizatorów jąderka jest stała dla danego gatunku, u człowieka występuje 
5 takich satelitarnych chromosomów.

c) Satelita (trabant) — oznaczamy symbolem SAT — jest to dystalny 
odcinek chromosomu leżący poza przewężeniem wtórnym. Rozmiary sa
telitów są różne w obrębie jednego gatunku.

d) Chromomery — są to odcinki szczególnie silnie zespiralizowanej 
chromonemy, są to elementy stałe o powtarzalnej lokalizacji w poszcze
gólnych chromatydach. Większość badaczy uważa dzisiaj, że chromomery 
są to  po prostu nałożone na siebie sploty spiral (krzyżujących się i na
kładających się na siebie w rzucie prostopadłym).

Odcinki chromomerów można odnieść do opisanego przez Craig-Hol- 
mes i Shaw [6] obszaru globularnego DNA w odróżnieniu od form y włók
nistej fibrylarnego DNA odpowiadającego chromonemie w dawnym 
ujęciu.

Problem wielomiciowej budowy chromosomów u zwierząt wyższych
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jest jak dotąd sprawą otwartą. Badanie seryjnych skrawków w mikros
kopie elektronowym wykazuje, że cały chromosom złożony jest z 8 łań
cuchów elementarnych (rys. 1), które mogą być skręcone splotem pa- 
ranemicznym o luźno ułożonych, łatwych do rozdzielenia filamentach 
lub splotem plektonemicznym o cechach zwoju spiralnego. Spirale te 
mogą wykazywać niezależnie od zwojów pierwszorzędowych dodatkowo 
jeszcze spiralizację w tórną lub drugorzędową ustawioną prostopadle do 
poprzedniej. Spiralizacja chromonemy jest zjawiskiem zmiennym, cy
klicznym i charakterystycznym zarówno dla mitozy, jak  i mej ozy. Mak
simum kondensacji skrętów osiąga chromosom w  stadium metafazy. 
Oglądany w kariogram ach ludzkich różny stopień spiralizacji jest ilust
racją różnych stadiów tego procesu. W interfazie heterochromatyna w y
kazuje miejsca niezupełnej despiralizacji, natomiast euchromatyna jest 
przejawem pełnego rozkręcenia spirali.

Największa trudność w zrozumieniu u ltrastruk tu ry  chromosomu po
lega na wytłumaczeniu możliwości upakowania w chromosomie cząsteczki 
DNA, której długość spirali jest rzędu kilku centymetrów do 1 metra.
Stąd też większość badaczy przyjmuje, że chromatydy i chromonemy 
m ają u ltrastruk tu rę  włókienkową, a grubość włókna 3 nm, co może być 
uważane za cząsteczki nukleoproteidów [25]. Najczęściej przyjmowany 
model substruktury chromosomu przedstawiono, na rys. 1.

Rys. 1. M odel s tru k tu ry  ch rom osom u złożony z 8 łańcuchów  e lem en ta rn ych  DNA
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Z R Ó Ż N IC O W A N IE  P O P R Z E C Z N E  C H R O M O S O M U

Na podstawie rekombinacji, badań nad genami sprzężonymi, ekspresją 
fenotypową i innych można stwierdzić, że geny ułożone są w chromoso
mie liniowo. Substratem chemicznym informacji genetycznej jest DNA.

Jednym  z nie rozstrzygniętych do końca zagadnień jest problem czy 
DNA przebiega wzdłuż chromosomu w postaci cząsteczki „ciągłej”, czy 
też składa się z odrębnych bloków biopolimeru powiązanych ze sobą za 
pomocą „łączników”. Badania enzymatyczne przemawiały za koncepcją 
ciągłą, autoradiograficzne przeciwnie wykazały, że np. u  Drosophila 
melanogaster w chromosomie X istnieje około 50 punktów replikacyjnych. 
Za koncepcją bloków przemawia również fakt, że teoretyczny czas roz
winięcia spirali DNA powinien być znacznie większy niż faktyczny, 
który jak wiadomo wynosi około 6 godzin [25].

Chromatyna chromosomalna w interfazie może zachowywać się róż
nie i jeżeli przyjm uje formę skondensowaną nazywamy ją  heterochro- 
matyną. W świetle współczesnych poglądów wydaje się, że jest ona 
nieczynna genetycznie, replikuje w późnej1 interfazie i tworzy chromo-
centra i bloki okołocentrometryczne. W komórkach somatycznych hetero- 
chromatyna ma inny cykl spiralizacji niż eu chromatyna i inny czas re- 
publikacji [5]. Chromosomy płciowe są zwykle heterochromatyczne i two
rzą w procesie lionizacji ciałko X (ciałko Barra) lub ciałko Y dające się
łatwo uwidocznić technikami fluorescencyjnymi po zabarwieniu pochod
nymi atebryny.

Euchromatyna nie jest skondensowana w interfazie i jest czynna ge
netycznie, znajduje się w niej większość genów. Euchromatyna w cyklu 
życiowym komórki przechodzi cały cykl despiralizacji i kondensacji.

Badania nad renaturae ją doprowadziły do wykrycia powtarzalnych 
sekwencji w DNA. Okazało się, że powtarzalne sekwencje renatu ru ją  po 
dénaturacji o wiele szybciej niż niepowtarzalne. Zaistniała więc możli
wość określenia w badanym genomie procentowej zawartości powtarzal
nych sekwencji. U niektórych gatunków ilość powtarzalnych jest znaczna 
i może sięgać 50%, są to  miejsca prawdopodobnie nieczynnie genetycz
nie. W skutek nieznanych przyczyn pewne sekwencje DNA ulegają wielo
krotnem u powtórzeniu [7, 24, 26]. Na skutek doboru naturalnego wzrasta 
ich częstość w populacji i można by wnosić, że wiążą się one korzystnie 
z efektem genetycznym. Przy drobnych mutacjach i translokacj ach
wzrasta ich różnorodność. Trudno w  tej chwili ocenić biologiczną rolę 
powtarzalnego DNA, czy wpływa on na większą szybkość syntezy, bądź 
też liczne nie identyczne, lecz podobne kopie mogą tworzyć klasy związ
ków białkowych bardzo podobnych, jak  np. przeciwciała (rys. 2).
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Powtarzalne sekwencje DNA w ystępują w  obszarach o większym 
zagęszczeniu (DNA globulam y wg Craig-Holmes i Shaw [6] odpowiadają 
one heterochrom atynie występującej w niektórych odcinkach chromoso
mów i wspomnianych już prążków w chromosomach politenicznych.
Ogólnie można przyjąć, że charakterystyczna III-rzędowa konfiguracja 
DNA tworząca formy kłębkowe (superheliks) zawiera geny regulatory 
kontrolujące biosyntezę przez sprzężenie zwrotne z użyciem przenośni
ków w postaci metabolitów. Sutton [24] przypisuje powtarzalnym sek
wencjom rolę uwarunkowania czynnych genetycznie „wstawek” w DNA 
globularnym. DNA fibrylam y jest nośnikiem informacji o sekwencji 
aminokwalsów, czyli zawiera geny strukturalne. Oczywiście 2 konforma
cje DNA nie wykluczają obecności mechanizmów kontroli genetycznej 
na poziomie molekularnym [6].

Rys. 2. P o w ta rza ln e  sek w enc je  w  genomie. C yfry  rzym skie  — sekw encje  p o w ta 
rza ln e ; N — sekw encje  n iepow tarza lne

Głównym składnikiem chromosomu jest kompleks DNA-histony. Uło
żenie histonów może być różne, są one zwinięte spiralnie i tworzą bloki 
łączące ze sobą przylegające nici DNA, ponieważ leżą prostopadle do 
zwojów (rys. 1). Prawdopodobnie histony ułożone są w dużej bruździe,
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w ew nątrz spirali DNA, stąd też mogą one odgrywać istotną rolę w pro
cesie kondensacji chromosomu. Uważa się obecnie, że histony w roz
winiętej euchromatynie są słabiej związane' z DNA niż w heteroehroma- 
tylnie [13]. Niektórzy autorzy wiążą to z zawartością grup-SH w euchro
m atynie i S-S w heterochrom atynie (cyt. wg [18]).

Histony, jak wiadomo, dzielimy na dwie grupy — bogate w lizynę lub 
argininę — te  pierwsze łatwo ulegają trawieniu trypsyną i tworzą słabsze 
wiązanie z DNA niż histony bogate w argininę. W chromosomie obok 
białek zasadowych — histonów znajduje się drugi rodzaj białek kwaś
n y c h — tzw. resztkowych. Funkcja białek resztkowych, które m ają liczbę 
obrotów zbliżoną do RNA, nie została ostatecznie wyjaśniona. Białka 
resztkowe mogą być związane podobnie jak histony z kontrolą konden
sacji chromosomów (w czasie metafazy wzrost 8-krotny białek resztko
wych) lub też stanowić element konkurujący z histonami jeżeli chodzi 
o łączenie się z DNA. Białka resztkowe tworzą z RNA podobne kom
pleksy jak  DNA-histony.

Oprócz wyżej wymienionych składników w  chromosomie znajdują 
się lipidy, ze składników mineralnych wapń, magnez i żelazo. Magnez 
prawdopodobnie łączy enzym polimerazę DNA ze szkieletem chromoso
mu. Najliczniej reprezentow anym  składnikiem chromosomu jest kompleks 
DNA-histony, który stanowi 60-80% jego masy.

METODY ID EN TY FIK A C JI CHROMOSOMÓW

FLUORESCENCJA CIAŁKA Y

Od wielu lat było wiadomo, że fluorescencję struktur jądrowych 
można uzyskać po stosowaniu różnych pochodnych akrydyny, takich 
jak: prof lawina, oranż akrydynowy (AO), atebryna (Quinacrine-Q) i jej 
pochodna iperytowa Quinacrine M ustara (QM) oraz ostatnio zastosowana 
w  Polsce pochodna oznaczona symbolem C-15 [17].

W roku 1969 L. Zech (cyt. wg [3]) doniosła, że pod wpływem iperytu  
akrichininowego (QM) barw ią się obszary heterochrom atyny w chromo
somach Vicia faba i Trillium erectum, jak również w płytkach metaf azal- 
nych limfocytów krwi ludzkiej. Jak  się okazało po identyfikacji są to 
części ram ion długich chromosomu Y. W ten sposób uzyskaliśmy metodę 
pozwalającą w jądrze interfazalnym  na wykrycie sekschromatyny m ę
skiej analogicznie zlokalizowanej jak ciałka Barra (rys. 3).

Metoda ta została przystosowana również do wybarwieriia fluoro- 
chromem, tzw. pałeczek dobosza w granulocytach obojętnochłonnych po
chodzących z krwi osobników męskich (rys. 4).
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Rys. 3. Ciałko płciow e Y w  jąd ra ch  in te rfaza lnych  obserw ow ane po w ybarw ien iu
QM
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Rys. 4. Pałeczki dobosza barw ione  m etodam i ru ty n o w y m i i fluorescencyjnym i (QM)
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Rys. 5. K ario g ram  ułożony wg 24 w zorców  chrom osom ow ych uzyskanych  po w y -
b a rw ien iu  C-15 w  m ikroskop ie  fluo rescency jnym

http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl



P O S T Ę P Y  C Y T O G E N E T Y K I L E K A R S K IE J 45

I D E N T Y F I K A C J A  C H R O M O S O M Ó W  M E T O D Ą  F L U O R E S C E N C J I

Zastosowanie dobrych fluorochromów, jak np. iperytu akrichinino- 
wego (Q'M) lub C-15 pozwoliło ustalić, stałe powtarzalne widma fluore
scencyjne charakterystyczne dla każdej pary chromosomów. Stwierdzono, 
że zachodzi daleko idąca zgodność między obiema chromatydami sios
trzanymi, co więcej wykazano również dużą zgodność między chromoso
mami homologicznymi, leżącymi naw et daleko od siebie w płytce meta- 
fazalnej. Chromosomy metafazalne wykazują obszary bądź silniej, bądź 
słabiej fluoryzujące i w  ten sposób tworzą charakterystyczne dla każde
go chromosomu układy poprzecznych prążków (rys. 5). U człowieka 
pewne części chromosomów autosomalnych niezależnie od chromoso
m u Y wykazują silną fluorescencję, są to: okolica centrom eru chromo
somu nr 3 oraz satelity chromosomów z grupy D i G. Malonov i wsp. [19] 
podają, że w kariotypie ludzkim obszary prążków wykazujących silną 
fluorescencję wynoszą 64%, natomiast pozostałe 36% to miejsca w chro
mosomie ciemne. W ten sposób powstał zestaw 24 wzorców, o dużym 
stopniu powtarzalności, umożliwiający ułożenie prawidłowego kariogra- 
m u z fotografii za pomocą wzrokowego wyboru. Jak  wykazała kontrola 
fluorymetryczna, błąd w metodzie wizualnej dotyczy 1 lub 2 chromo
somów w kariogramie. Należy więc stwierdzić, że jest to olbrzymi po
stęp, w porównaniu z klasycznymi metodami, umożliwiający ułożenie 
prawidłowego kariogramu w sposób mniej skomplikowany niż w auto- 
radiografii [2, 3, 4, 18 19].

Technika barwienia Q-M umożliwiła również identyfikację wszystkich' 
biwalentów człowieka w komórkach płciowych uzyskanych drogą biopsji 
jąder. Stwarza to warunki do bardziej dokładnego badania chiazm w po
szczególnych biwalentach, co jest warunkiem ustalenia ich długości ma
powej. Wstępne obserwacje wskazują, że przynajmniej niektóre chiazmy 
nie są rozmieszczone przypadkowo.

M E T O D Y  F O T O E L E K T R Y C Z N E  I D E N T Y F I K A C J I  C H R O M O SO M Ó W

A paratura fluorymetryczna opisana została przez Casperssona i wsp. 
(cyt. wg [12]); ma ona wystarczająco dużą zdolność rozdzielczą, aby zmie
rzyć intensywność fluorescencji w  poszczególnych częściach chromosomu. 
Tą drogą uzyskano charakterystyczne krzywe, gdzie rzędna reprezentuje 
natężenie fluorescencji w jednostkach bezwzględnych jako funkcję dłu
gości mierzonego chromosomu.

W celu identyfikacji i innych potrzeb można dokonywać pomiarów 
dwoma sposobami, najlepiej pomiarem punktowym wzdłuż długiej osi 
chromatydy

%

a) metoda bezpośrednia na płytce metafazalnej. Ujemną stroną tej
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techniki jest zjawisko szybkiego wygasania f luorescenc j i QM — już po 
4 minutach świecenie wygasa w 50%, po 12 minutach fluorescencja ma 
tylko 25% intensywności wyjściowej,

b) metoda pośrednia za pomocą mierzenia fluorescencj i sfotografo
wanej uprzednio na błonie lub papierze fotograficznym. Błędy w tej

/

Rys. 6. A p a ra tu ra  fo tom etryczna do pom iarów  w zorów  prążkow ych

metodzie można odnieść do warunków ekspozycji i obróbki fotograficz
nej, podważają one rzetelność wartości bezwzględnych, natom iast wartość 
względna jest rejestrow ana dostatecznie dokładnie. Znaczy to, że może
my dla danej chromatydy wykazać położenie charakterystycznych dla 
krzywej maksimów i minimów oraz punktów przegięcia krzywej.

W naszym zakładzie skonstruowano stosunkowo prostą aparaturę 
umożliwiającą badanie wzorów prążkowych chromosomów metafazalnych 
[12]. Składa się ona z następujących elementów:

1) Skład fotom etru — fotopowielacz M 12 75 35 firm y Zeiss +  za
silacz sieciowy fotopowielacza. Pole mierzone przez fotom etr ma kształt 
koła o średnicy 0,3 mm. Fotometr umocowany jest nieruchomo i połączo
ny z zasilaczem sieciowym oraz urządzeniem zapisującym.

2) Oświetlenie: żarówka 100 W 12 V z płaskim żarnikiem, z kon
densorem. Lampa zasilana jest przez stabilizator napięcia SpK 100/220 
(Zeiss) oraz transformator.

3) Urządzenie przesuwające obiekt mierzony jest to przystosowany 
kimograf elektryczny dwubębnowy (Zimmermann) ze zmniejszonymi 
średnicami bębna do 2 cm napędzającymi pas płócienny.
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4) Urządzenie zapisujące — rekorder (prod. Willy Giede, Type c KBT 
EM 1961). Zapis dokonuje się automatycznie na taśmie papierowej.

A paratura zapewnia wysoką jakość pomiarów oraz pełną powtarzal
ność wyników (rys. 6, 7).

Rys. 7. Fo tom etryczny  zap is  w idm a fluorescencyjnego 24 w zorów  prążkow ych g a rn i
tu ru  chrom osom alnego

Metody te zostały zapoczątkowane w 1971 r. i było to  właściwie przy
stosowanie wcześniej znanych technik denaturacji i renaturacji DNA. 
Zasadniczo można je podzielić na metody blokowe — w  których wybar- 
w iają się przede wszystkim okołocentromerowe bloki heterochromatyny 
oraz metody prążkowe — ujawniające pasma silniej barwiące się Giemsą 
(G-(-). Ogółem w  chwili obecnej opisano kilkanaście różnych metod 
opartych na różnych procedurach przygotowawczych przed stosowaniem 
barwienia Giemsą [1, 8-10, 14, 20, 22, 23, 27].

Heterochromatyna zawiera jak wiadomo powtarzalne sekwencje DNA,
które szybciej rena tu ru ją  i są G-j-, można by wnosić, że metody zmody
fikowanego barwienia Giemsą wykazują w chromosomie miejsca po
wtarzalnego DNA. I tu taj występuje niezgodność, bowiem jak wykazały 
badania Corneo i wsp. (cyt. wg [18]) u człowieka wysoce powtarzalne

B A R W IE N IE  C H R O M O S O M Ö W  Z M O D Y F IK O W A N Ą  M E T O D Ą  G IE M S Y
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DNA w ystępuje zaledwie w 2,5%, a średnio powtarzalne w 15% zlokali
zowane głównie w okolicach centromerowych, natom iast pasma G-f- zaj
m ują około 50% genomu. Przemawia to za tym, że są i inne mechanizmy 
u podłoża tego zjawiska.

Rozwój innych metod oparty był na stosowaniu różnych roztworów 
solanek służących pierwotnie do ekstrakcji białek. Prawdopodobnie sto
sowanie takiej procedury powoduje albo obnażenie DNA z białek, albo 
zmianę ich chemicznych własności. Za pierwszą możliwością przemawia 
fakt, że w heterochrom atynie w ystępują histony bogate w argininę 
i tw orzą silniejsze z nią wiązanie [13]. Za główną rolą składnika białko
wego w  powstawaniu prążków G-|- przemawiają również metody oparte 
na stosowaniu enzymów proteolitycznych: trypsyny, ficyny, papainy 
i pronazy [9] (rys. 8).

T E O R IE  T Ł U M A C Z Ą C E  M E C H A N IZ M Y  R E A K C J I  W  T R A K C IE  B A R W IE N IA
F L U O R O C H R O M A M I I Z M O D Y F IK O W A N Ą  M E T O D Ą  G IE M S Y

Na wstępie należałoby podkreślić, że istnieje bardzo duża zbieżność 
między wynikami, uzyskanymi metodami fluorochromowymi i różnico
wym barwieniem Giemsą. Nie należy jednak zapominać o istniejących 
różnicach. Stosowane fluorochromy są pochodnymi akrydyny i tw orzą 
kompleksy z nukleoproteidami. Są 2 sposoby wiązania się akrydyn z DNA. 
W sposobie pierwszym cząsteczka barw nika elektrostatycznie wiązana 
z anionem fosforanowym „wsuwa” się do w nętrza spirali DNA, tworząc 
tzw. interkalację [11, 15, 16]. Drugi model polega na powstawaniu 
wiązań zewnętrznych do grup P 0 4 — jest to  interkalacja częściowa two
rząca kompleksy w konformacjach kłębkowych. Jest to niesłychanie 
ważne w kontekście z formami globulamego DNA [6].

W brew pierwotnym sugestiom uważa się dzisiaj, że wygaszanie 
fluorescencji zależy od obecności guaniny w parach komplementarnych 
zasad azotowych DNA, natomiast wzrost intensywności fluorescencj i 
powstaje w tych miejscach gdzie w ystępują pary A-T. Tak więc zjawisko 
fluorescencj i DNA zależy od składu zasad komplementarnych.

Wszystkie wspomniane techniki preparowania chromosomów przed 
barwieniem  Giemsą po użyciu roztworów solanek i enzymów proteoli
tycznych przem awiają za współudziałem kom ponentu białkowego w po
w staw aniu prążków G-f-, przy czym należy brać pod uwagę zarówno 
białka histonowe, jak  i resztkowe.

W m ateriale roślinnym analiza obrazów fluorescencyjnych po QM 
lokalizowała świecenie głównie w obszarach heterochromatyny, a  ściślej 
mówiąc z jej stanem spiralizacji. W chromosomach bobu rozmieszczenie 
DNA wzdłuż chromosomu jest zaskakująco jednolite, natom iast w profazie 
na skutek struktury  chromomerycznej uzyskuje się zróżnicowane pasma 
fluorescencyjne. Badania nasze (w druku) nad politenicznymi chromoso-
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Rys. 8. Z estaw ien ie  w  kard iog ram ie  lu d zk im  hom ologicznych chrom osom ów , w  k aż 
dej p a rz e  jeden  chroom osom  w y b arw io n y  jes t m etodą fluorescencyjną, d rug i —

zm odyfikow aną m etodą  Giemsy
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mami olbrzymimi wykazały również, że pasma chromomeryczne tych chro
mosomów pokryw ają się w barwieniach klasycznych z prążkami fluore
scencyjnymi (QM) oraz z różnicowym barwieniem Giemsą (G +).

Jeżeli powrócimy do naszych rozważań, że chromomery są konfigura
cją kłębkową (DNA globularny) możemy mieć do czynienia z efektem
sumowania się miejscowego kompleksów akrydynowych z DNA wzmóc-

%

nionych dodatkowo zjawiskiem interkalacji częściowej. Wydaje się że 
w wytłum aczeniu mechanizmu zjawiska powstawania wzorców prążko
wych chromosomów należy brać pod uwagę wiele reakcji, a  otrzym ane 
wyniki mogą być sumą i wypadkową powinowactwa chemicznego fluoro- 
chromów i Giemsy do substratu  jakim  jest złożony w swej budowie 
chromosom.

Z praktycznego punktu widzenia należałoby porównać metody fluore
scencyjne i zmodyfikowanego barwienia Giemsą i wypowiedzieć się, 
która z nich jest lepsza. Metody różnicowego barw ienia Giemsą cechuje:

a) prostota techniki i trwałość preparatu;
b) wyraźniejsze i bardziej szczegółowe prążki;
c) wzory widoczne w większym odsetku metafaz, naw et w chromo

somach o dużym stopniu kondensacji;
d) że do barw ienia i diagnostyki wystarcza rutynowe wyposażenie

pracowni.
Dalszy rozwój metod, być może umożliwi wprowadzenie technik

specyficznych.
Mimo tych wszystkich zalet są jeszcze w chwili obecnej poważne 

zastrzeżenia. Metody te  dają nie zawsze powtarzalne wyniki, naw et 
w polu jednego preparatu. Fakt, że jest kilkanaście receptur, świadczy
0 tym, że jesteśm y na  etapie nie zakończonych poszukiwań rutynowej 
metody diagnostycznej. Metody fluorochromowe m ają znacznie wyższy 
współczynnik powtarzalności, co umożliwia stosowanie metod fotome
try  cznych, a tym  samym większą obiektywizację w ocenie wyników. 
Można więc powiedzieć, że obie metody, jak  dotąd, spełniają bardzo 
ważną rolę w  następujących kierunkach:

1) w  sferze poznawczej wzbogacają naszą wiedzę o substrukturze 
chromosomu,

2) w  sferze praktycznej udoskonalają diagnostykę cytogenetyczną
1 być może pozwolą na wykrywanie subtelnych aberracji struk tury  sub- 
chromosomowej, co jest zagadnieniem niesłychanie ważnym w dobie
coraz szerzej stosowanej diagnostyki prenatalnej.

Istotny postęp w cytogenetyce w latach siedemdziesiątych przybiera
tak  gwałtowne tempo, że trudno dzisiaj naw et przewidzieć kierunki dal
szego rozwoju w erze automatyzacji i komputeryzacji.

4 — P o stęp y  biologii kom órki
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WIRUSY ONKOGENNE RNA

T eresa  ŻAK i Czesław  RA D ZIK O W SK I

In s ty tu t  Im m unologii i T erap ii D ośw iadczalnej im. L u d w ik a  H irszfelda,
P o lska  A kadem ia  N auk, W rocław

Streszczenie.  W  a rty k u le  om ów iono przyczynow ą rolę w iru sów  onkogennych RNA 
(w irusów  onkorna) w  w ystępu jących  n a tu ra ln ie  m ięsakach  i b ia łaczkach  u  k ręg o w 
ców. P rzedstaw iono  m orfologię w irusów  onkorna , ich podział, sk ład  chem iczny 
i cechy antygenow e. O m ów iono udział po lim erazy  DNA k ierow anej przez RNA 
w  rep lik ac ji tych  w irusów . Przytoczono a k tu a ln e  poglądy na  m echan izm  onkoge- 
nezy pod w p ły w em  onkogennych  w irusów  RN A : hipotezy „p ro w iru sa”, „onkogenu 
i w iro g en u ” oraz  „p ro to w iru sa”.

W irusy onkogenne RNA, które przyjęto nazywać wirusami onkorna, 
są przyczyną naturalnie występujących mięsaków i białaczek u kur 
i myszy, a jak można spodziewać się, ich udział w białaczkach w ystępu
jących u innych przedstawicieli kręgowców mimo, że dotąd nie udowod
niony w ydaje się bardzo prawdopodobny [18].

Po raz pierwszy rolę przyczynową wirusów w  białaczkach u  kur wy
kazał Ellerman w  1908 r. [11], a  w trzy lata później Rous [23] w po
dobny sposób wykazał, że bezkomórkowym przesączem uzyskanym 
z mięsaka kur można wywołać u innych zaszczepionych osobników da
nego gatunku wzrost nowotworowy.

Od czasu tych pierwszych odkryć poznano wiele różnych typów 
wirusów onkorna wywołujących mięsaki i białaczki, które wprawdzie 
noszą w  swym mianie nazwiska odkrywców, jednak należą, ze względu 
na wspólne cechy budowy i obecność niektórych wspólnych antygenów, 
do grupy wirusów białaczkotwórczych i mięsakotwórczych typu  C.

Odkrycie przez B ittnera w roku 1930 tzw. czynnika mleka, będącego 
wirusem  odpowiedzialnym za naturalnie występujące raki gruczołu mle
kowego u  myszy, wyodrębniło ten  różny pod względem ultrastruk tury  
i cech antygenowych ty p  B w irusa od w irusa typu  C. Dopiero jednak
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prace ostatnich kilku lat pozwoliły wniknąć głębiej i zrozumieć mecha
nizm powstawania nowotworów u zwierząt naturalnie zakażonych w iru
sami onkom a. Poza wieloma zbadanymi cechami ultrastruktury, budowy 
antygenowej i składu chemicznego istotnym  odkryciem było udowodnie
nie przenoszenia się pionowego wirusów onkom a typu  C, których 
wzorcem są wirusy białaczkotwórcze i mięsakotwórcze ptaków i myszy, 
oraz wirusów onkom a typu  B, w ykrytych w mleku i gruczole sutkowym 
myszy. Oznacza to, że w irusy względnie ich inform acja genetyczna jest 
przenoszona z komórki macierzystej na potomne wraz z materiałem ge
netycznym, jak  to  wykazano dla wirusów onkom a typu  C [18, 22]. 
Natomiast w irusy typu B przekazywane są potomstwu wraz z mlekiem 
karmiącej m atki lub, jak  w  szczepie myszy GR, mogą być także prze
kazywane z materiałem  genetycznym ojca [4].

W irusy mięsaków ptaków i myszy w większości przypadków są de- 
fektywne, co oznacza, że genom w irusa w  zakażonej komórce jest 
wprawdzie zdolny do przemiany nowotworowej komórki i produkcji 
antygenów wirusowych, nie posiada jednak informacji dla kodowania 
w ytw arzania elementów otoczki i reprezentowanych na niej antygenów, 
jak się wydaje niezbędnych dla zapewnienia infekcyjności cząstek w iru- 
slowych [14]. Natomiast w irusy białaczkotwórcze nie są defektywne i mogą 
wprowadzać brakującą informację. Jeżeli są obecne w tych samych ko
mórkach co wirus mięsaka mogą uzupełnić brakującą inform ację dla 
w ytw arzania m ateriału otoczki wirusowej i kompletować w  ten  sposób 
powstanie infekcyjnych cząstek wirusa mięsakotwórczego. Powstałe w ten 
sposób, w  warunkach hodowli komórkowej in  vitro, pseudotypy w iru 
sowe m ają swoistość antygenową otoczki w irusa determ inowaną przez 
w irusa białaczkotwórczego [14-16]. Inną poznaną ważną cechą charakte
rystyczną tych wirusów jest stałe namnażanie cząstek wirusowych 
w komórkach nowotworowych — z błon powierzchni pączkują cząstki w i
rusowe stając się w pewnym okresie integralną częścią powierzchni ko
mórkowej [7]. Cecha ta różni w irusy onkorna od onkogennych wirusów 
DNA, które z zasady w zakażonej komórce albo nam nażają się doprowa
dzając komórkę do zniszczenia (cykl lityczny zakażenia), albo też nastę
puje integracja ich m ateriału genetycznego w transformowanej komórce, 
do której wirus wprowadził swą informację genetyczną (cykl transform a
cyjny), [1].

CH A RA K TERY STY K A  W IRU SÓW  ONKORNA

Dojrzałe cząstki w irusa typu  B i C składają się z części wewnętrznej 
nukleoidu czyli rdzenia w irusa oraz z otoczek, z których zewnętrzne 
otoczki determ inują infekcyjność wiruisów. Na rysunku 1 przedstawione
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są schem aty cząstek typu B i C. Cząstki typu  A powszechnie uzna
wane są za prekursory dojrzałych cząstek wirusowych. Według klasyfi
kacji Bernharda [5] oraz Dmochowskiego [7. 8], cząstki typu  A ułożone 
w ew nątrz cytoplazmatycznje są prekursoram i cząstek typu  B (rys. 2, 3).

Rys. 1. Typy cząstgk  w iru sa  o n k o rn a

W tabeli 1 przedstawiono cechy pozwalające odróżnić cząstki typu B 
od C, jak  również podano rodzaj e wywoływanych przez nie, w  w arun
kach naturalnego zakażenia, nowotworów.

TABELA 1. Cechy charakterystyczne wirusów onkorna

Cecha
Typy cząstek

B C

Średnica cząstki (nm) 130 110
Otoczka zewnętrzna kolce gładka
Umiejscowienie rdzenia ekscentryczne centryczne
Produkcja infekcyjnych

cząstek w hodowlach --------- +
in vitro

Wywoływany nowotwór rak sutka białaczki, mięsaki

Otoczka zewnętrzna cząstek C jest gładka, natom iast cząstka B ma
regularnie rozmieszczone kolce. W obu typach cząstek otoczki zbudowane 
są z gliko- i lipoproteidów. Zawarte w niej lipoproteidy częściowo po
chodzą z błony komórkowej gospodarza, są do niej przyłączone w czasie 
pączkowania (rys. 2). Gęsty elektronowo nukleoid wirusów o średnicy 
około 50 jum zbudowany jest z białek i kwasu rybonukleinowego. W cząs
tkach C nukleoid ułożony jest centrycznie, podczas gdy w cząstkach typu 
B ekscentrycznie. Z uwagi na dużą zawartość lipidów w irusy onkorna 
m ają małą gęstość właściwą, wynosi ona 1,16 g/ml. W irusy onkorna m ają 
bardzo podobny skład chemiczny [9]. Zaw ierają one 1-2%  RNA, 60-70% 
białek, 30-40% lipidów i mniej niż 1% węglowodanów. Genom wszys
tkich wirusów onkorna zbudowany jest z pojedynczej nici RNA o masie 
cząsteczkowej około 12 X 106 d, współczynniku sedym entacji 70S. Współ-
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ną cechą wyizolowanego kwasu rybonukleinowego wirusów onkorna jest 
degradacja 70S RNA pod wpływem podwyższonej tem peratury do kilku 
podjednostek, z których największa ma współczynnik sedymentacji 36S. 
Inną cechą ich RNA jest obecność odcinków poli rA, które stanowią 
1-3%  RNA. Na ogólną liczbę 30 000 nukleotydów w 70S RNA przypada 
więc 300-900 nukleotydów adenilowych. Stwierdzono [12], że RNA w iru
sów onkorna jest 25 razy bogatszy w poli rA  od RNA innych wirusów. 
W nukleoddzie wirusów w ystępują białka, które m ają cechy antygenowe 
pozwalające rozróżnić cząstki B od C, a poza tym  w obrębie cząstek C 
przynależność do określonego gatunku (antygeny grupowo swoiste, gatun
kowe). Wykazano, że w irusy typu C myszy, chomików, szczurów i kotów 
posiadają wspólną cechę antygenową nazwaną antygenem grupowo swoi
stym  mdędzygatunkowym, na której podstawie można odróżnić te  wirusy 
od wirusów typu  C białaczek i mięsaków ptasich. Antygeny grupowo 
swoiste stanowią 60-80% wszystkich białek wirusa. Są to zasadowe białka 
o masie cząsteczkowej 25-50 000 [21]. Prócz białek antygenowych wew
nątrz rdzenia w irusa zawarte są enzymy takie jak: RNA-załeżna polime- 
raza DNA, ATPaza, fosfataza, zasadowe ligazy oraz endo-i egzonukleazy. 
Oprócz antygenów grupowo swoistych rdzenia w irusa w ystępują anty
geny typowo swoiste zlokalizowane na powierzchni otoczki wirusa. Na 
podstawie tych antygenów można określić wśród grupy wirusów onkorna 
typu  C przynależność do podgrup i szczepów wirusowych.

Jak  wspomniano we wstępie, w irusy mięsaków są defektywne, to zna
czy są niezdolne do produkcji infekcyjnych cząstek. Wykazano, że wpro
wadzenie jako pomocników wirusów białaczkotwórczych uzupełnia bra
kujące informacje do produkcji białek otoczki, co pozwala na wytworzenie 
infekcyjnych cząstek. Należy podkreślić, że w takich przypadkach swoi
stość antygenów otoczki (antygeny typowo swoiste dla wirusa) zależy od 
wirusa białaczkotwórczego. W irusy onkorna różnią się między sobą nie 
tylko antygenam i gatunkowo i typowo swoistymi, ale także komórkami 
docelowymi dla transform acji i rodzajem wywoływanego nowotworu. Ter
minem transform acji określa się tu  przemianę komórek prawidłowych 
w  nowotworowe. Przem iana nowotworowa w ustroju naturalnie zakażo
nym wirusem onkorna charakteryzuje się przede wszystkim tym, że w ko
mórce nowotworowej, oprócz wszystkich cech charakterystycznych dla 
każdej przemiany nowotworowej ma miejsce namnażanie się cząstek w i
rusowych. W cyklu dojrzewania pączkowanie przez błonę komórkową jest 
cechą stałą i przynajm niej w pewnym okresie wirus staje się integralną 
częścią błony komórkowej. W transformowanej komórce można wykazać 
również antygeny komórkowe indukowane wirusem, których swoistość 
określona jest przez genom wirusa. Oprócz tego w komórkach tych wy-
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Rys. 2. F rag m en t kom órk i r a k a  su tk a  m yszy DBA/2 z p ączk u jący m i cząstkam i 
w irusow ym i z pow ierzchni. T ypow e cząstki B w iru sa  MTV w idoczne są  w  p rz e 
strzen i pozakom órkow ej. C ząstk i w irusow e A zn a jd u ją  się w ew n ą trzcy to p lazm a- 
tycznie. X 32 000 (Ze zbiorów  Z ak ładu  Im m unologii N ow otw orów  I.I.T.D. w e  W ro

cław iu)
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Rys. 3. F rag m en t k o m ó rk i b ia łaczk i L1210V z w idocznym i d o jrza ły m i cząstkam i 
w irusow ym i typu  C. X 32 000 (Ze zbiorów  Z ak ład u  Im m unolog ii N ow otw orów

I.I.T.D. w e W rocław iu)
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kazać można obecność antygenów grupowo swoistych, które są produko
wane w  nadmiarze w transformowanych komórkach.

Wrażliwość komórek na infekcję wirusami onkorna określona jest 
przez geny komórkowe, kodujące specyficzne receptory błony komórko
wej.

Po wniknięciu wirusa do komórki okres latencji trw a około 8 godzin. 
Czas natom iast od chwili rozpoczęcia syntezy w irusa do jego uwolnienia 
z komórki wynosi około 70 m inut [2], W odróżnieniu od innych wirusów 
RNA produkcja cząsteczek wirusów onkorna jest hamowana przez akty- 
nomycynę D [25]. Fakt ten  wskazuje na niezbędny udział RNA w repli
kacji tych wirusów. Już w roku 1964 Temin [26] zaproponował hipotezę 
„prow irusa” opierając się na prowadzonych przez siebie badaniach nad 
replikacją w irusa Rousa (RSV) wywołującego mięsaki u  kur. Stwierdził 
on, że RSV ma inny mechanizm odtwarzania niż pozostałe wirusy typu 
RNA. Zdaniem Temina, informacja zawarta w genomie wirusa jest prze
noszona na  DNA i ten nowo powstały DNA jest wbudowywany do geno
mu komórki gospodarza. Odcinek DNA noszący informację genetyczną 
w irusa nazwał prowirusem. Hipoteza prowirusa zakłada, że wirusy on
korna dla zapoczątkowania replikacji wymagają syntezy DNA. Przed w y
kryciem RNA-zależnej polimerazy DNA nie wyobrażano sobie, jak infor
macja genetyczna wirusa zapisana w pojedynczym łańcuchu RNA może 
być przeniesiona na DNA, aby móc wprowadzić do genomu komórki no
we dla niej informacje, które są dziedziczone przez komórki potomne. 
Działanie omkogenne w irusa polega więc na dodaniu komórce nowej infor
macji genetycznej. W momencie ogłoszenia przez Temina w 1964 r. hipo
teza ta  przyjmowana była z wielką rezerwą aż do czasu równoczesnego 
odkrycia przez Temina i wsp. [27] i Baltimora [3] enzymu, który zdolny 
jest do syntetyzowania DNA na m atrycy RNA. Odkrycie to wzbudziło 
zrozumiałe zainteresowanie i ożywioną dyskusję. Temin jako najtrafn iej
szą nazwę dla tego enzymu proponuje: „kierowana przez RNA polime- 
raza DNA”, wbrew jednak temu, enzym najczęściej nazywany jest „od
wrotną transkryptazą” . Odkrycie RNA-zależnej polimerazy DNA jest naj
większym wkładem dla zrozumienia mechanizmu replikacji i onkogenezy 
przez w irusy onkorna.

R N A -ZA LEŻN A  PO LIM ER A ZA  DNA

Aktywność odwrotnej transkryptazy zlokalizowana jest w nukleoidzie 
wirusa [27, 3], Enzym ten został wyizolowany i oczyszczony [10, 20]. 
Stwierdzono, że białko enzymu stanowi 2% całkowitego białka wirusowe
go. Masa cząsteczkowa oczyszczonej polimerazy z wirusa ptasiej białaczki
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szpikowej wynosi 179 000, cząsteczka enzymu składa się z dwóch pod jed
nostek o masach 110 000 i 69 000 d. Jedna cząstka w irusa zawiera 5-17
cząsteczek enzymu. Scharakteryzowano i oczyszczono ten  enzym także 
z innych wirusów onkorna. Stwierdzono, że polimeraza może kierować 
syntezą DNA wykorzystując jako m atryce: RNA, DNA i hybrydy kw a
sów nukleinowych, m atryce mogą być naturalne lub syntetyczne. DNA 
syntetyzow any na m atrycy wirusowego 70S RNA jest podwójną nicią 
DNA o masie cząsteczkowej około 200 000 d. Pośrednim produktem  rea
kcji są hybrydy RNA X DNA. Jak. wynika z tych badań tylko m ała część 
wirusowego genomu, bo zaledwie 2-7%  jest przepisywana na DNA. Nie 
wiadomo dotąd czy synteza krótkich odcinków DNA jest prawdziwą 
funkcją polimerazy, czy też reakcja taka zachodzi jedynie w w arunkach 
in vitro. Początkowo sądzono, że aktywność RNA-zależnej polimerazy DNA 
jest charakterystyczna wyłącznie dla wirusów onkorna. W ykryto jednak 
jej obecność w dwóch wirusach RNA nie zaliczanych do tej grupy, miano
wicie w wirusie wisna oraz tzw. wirusie pienistym  [24].

Aktywność RNA-zależnej polimerazy DNA wykazano nie tylko w ko
mórkach nowotworowych lecz także w komórkach prawidłowych. Do 
chwili obecnej aktywność tę stwierdzono: w ludzkich limfocytach białacz- 
bowych, w hodowli komórek HeLa, w ludzkich komórkach retinoblasto
ma oraz w mysich i ludzkich prawidłowych fibroblastach, w komórkach 
szczurzych zarodków, mitochondriach szczura, oocytach żaby i w  hodo
wanych in vitro ludzkich komórkach zarodkowych. Funkcja enzymu 
w normalnych komórkach jest na  razie nie znana. Temin [29], odkrywca 
polimerazy DNA zależnej od RNA uważa, że odgrywa ona ważną rolę 
w norm alnym  różnicowaniu komórek w embriogenezie, a także w syntezie 
przeciwciał i w kancerogenezie. Poświęcono wiele wysiłku, aby znaleźć 
sposób umożliwiający odróżnienie aktywności polimerazy obecnej w nor
malnych komórkach od polimerazy pochodzącej z wirusów onkorna. 
Stwierdzono [13], że jest to możliwe dzięki różnemu powinowactwu enzy
mów do syntetycznych matryc, a także na podstawie wyniku reakcji 
z 70S RNA. N aturalna m atryca wykorzystywana jest jedynie przez enzy
my wirusów onkorna. Używając syntetycznych hybrydów składających 
się z poli rA  i oligo dT (12-18), w którym  to rolę m atrycy  spełnia poli rA, 
a  prim eru oligo d,T i innego hybrydu poli dA X oligo dT (12-18), stw ier
dzono, że stopień wykorzystywania tych syntetycznych kompleksów poz
wala na rozróżnienie odwrotnej transkryptazy pochodzącej z wirusów 
onkorna, od aktywności tego enzymu obecnego w norm alnych komórkach.

Od czasu odkrycia polimerazy DNA zależnej od RNA w wirusach onko
gennych rozpoczęto poszukiwania specyficznych inhibitorów tego enzymu 
wiążąc z nimi nadzieje terapeutyczne. Dotychczas przebadano bardzo wiele 
związków, z których tylko nieliczne m ają niewielki wpływ na aktywność
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komórkowych polimeraz DNA, znacznie przy tym hamując reakcję kata
lizowaną przez wirusową odwrotną transkryptazę. Do nich należą niektóre 
pochodne rifam icyny i streptowaricyny oraz najspecyficzniej działający 
bis-DEAE-fluorenon [19, 6]. Z chwilą wykazania w wirusach onkorna 
RNA-zależnej polimerazy DNA stała się bardziej zrozumiała interakcja 
między wirusem onkorna i komórką docelową (rys. 4). Można ją przedsta-

RNA zależna Polimeraza DNA
 Adsorpcja

Integracja DNA prowirusa 
z genomem komórki

\  ^  \Prow irus
RNA zależna Polimeraza DNA

Translacja wirusowego m RNA 
Białka otoczki
RNA zależna Polimeraza DNA 
Białka transformujące

Antygen
- eu_ _r,ncW '  wiruso-

zależnyTranskrypcja 
pro wiru sa DNA

Wirus Onkorna
RNA

Rys. 4. M echanizm  tran sfo rm ac ji  now otw orow ej przez w iru sy  RNA (wg sch em atu
A llena  i Cole [1])

wić w kilku etapach. Pierwszy z nich to wniknięcie w irusa do wnętrza 
wrażliwej komórki, następnie w irus pozbawiony zostaje otoczek w wyniku
czego enzymy wirusa zlokalizowane w jego nukleoidzie zostają uwolnio-

_  •

ne. Od tego momentu rozpoczyna się tworzenie pro wirusa. Na wirusowym 
RNA jako m atrycy z udziałem RNA- zależnej polimerazy DNA syntety
zowany jest prowirus DNA, który następnie jest wbudowywany do ge-
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nomu komórki. Od tego momentu rozpoczyna się transkrypcja z prowi- 
rusa na mRNA, który kieruje syntezą białek wirusa. Z chwilą gdy posz
czególne składniki w irusa zostały wytworzone, grupują się one w pobliżu 
błony komórkowej i w raz z jej fragmentami w procesie pączkowania wi
rusa są uwalniane do środowiska [1].

Odkrycie RNA-zależnej polimerazy DNA w cząstkach wirusów w y
jaśniło dotychczas niezrozumiały problem, dlaczego można z jednych wi
rusów otrzymać infekcyjny kwas nukleinowy a z innych nie. Kwas nu
kleinowy wyizolowany z wirusów posiadających polimerazę DNA zależną 
od RNA nie jest infekcyjny dla wrażliwych komórek.

M ECHANIZM  ONKOGENEZY W IRU SO W EJ

Mimo udowodnienia roli przyczynowej wirusów onkoma w mięsakach 
i białaczkach u kur i myszy mechanizm onkogenezy nie był zrozumiały 
do ostatnich niemal lat. Wcześniej natomiast poznano mechanizm onkoge
nezy pod wpływem wirusów onkogennych DNA, dla której niezbędnym 
warunkiem  jest integracja m ateriału genetycznego, tzn. wirusowego DNA 
z materiałem genetycznym transformowanej komórki. Genom wirusa 
w tym procesie wprowadza nową informację, która może być powielana 
i determ inuje określone cechy fenotypowe transformowanej komórki jak 
antygeny transplantacyjne i antygen w ew nątrzjądrow y T.

Do czasu wykrycia odwrotnej transkryptazy nie była wyjaśniona spra
wa pionowego przenoszenia się informacji wirusowej w przypadku na
turalnego zakażenia wirusami onkorna. Niezrozumiałe bowiem było, w ja
ki sposób wirus zawierający w swym m ateriale genetycznym RNA może 
wprowadzać własną informację genetyczną, która przekazywana jest wraz 
z materiałem  genetycznym komórkom potomnym. Przytoczymy trzy  hi
potezy, które starają się wyjaśnić na podstawie dostępnych danych doś
wiadczalnych mechanizm onkogenezy pod wpływem wirusów onkom a.

H IP O T E Z A  „ P R O W IR U S A ”

Według hipotezy prowirusa [28] informacja niezbędna dla przekształ
cenia komórki prawidłowej w nowotworową dostaje się do niej jako* w y
nik infekcji wirusem onkorna. Dzięki obecności enzymu odwrotnej tran 
skryptazy zostaje wytworzona własna m atryca DNA, która jest zintegro
wana z m ateriałem  genetycznym komórki. Ten DNA wirusowy stanowi 
źródło informacji dla produkcji RNA i białek wirusowych, jak również 
dla przemiany nowotworowej. Inform acja genetyczna wirusa i determ i
nowane przez nią cechy fenotypowe są przekazywane komórkom potom
nym.
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W 1969 r. Huebner i wsp. [17] zaproponowali hipotezę onkogenu i wi- 
rogenu — czynników uwarunkowanych genetycznie, determinujących pow
staw anie nowotworów. Autorzy ci uporządkowali wiele nagromadzonych 
inform acji i dowodów doświadczalnych, na podstawie których uważają, 
że z w yjątkiem  w irusa onkorna typu B wywołującego raka sutka u myszy 
i niektórych wirusów onkogennych DNA, w irusy onkorna typu C stano
w ią jedyną grupę onkogennych wirusów, które mogą być rozważane jako 
rzeczywista przyczyna większości naturalnie występujących nowotworów.
Zdaniem autorów tej hipotezy, komórki wielu, o ile nie wszystkich krę-

«

gowców (komórki somatyczne i płciowe) są nosicielami przenoszonych 
pionowo genów onkogennych wirusów RNA. Ze względu na to, że infor
m acja genetyczna wirusa jest obecna u wszystkich kręgowców powinna 
być traktow ana jako naturalna część ich wyposażenia genetycznego nabyta 
w  czasie ewolucji. Endogeniczna inform acja wirusowa, nazwana przez 
autorów  „wirogenem”, składa się z „onkogenu” — genu kodującego biał
ka transform ujące, odpowiedzialne za przekształcenie komórki prawidło
wej w nowotworową — i innych genów, które zawieraj ą informacj e niez
będne dla syntezy pozostałych białek wirusowych. Wirogen, podobnie jak 
inne geny komórkowe, kontrolowany jest przez system  represorowy ko
mórki. Zgodnie z tą hipotezą ekspresja zarówno onkogenu, jak  i innych 
składowych genów wirogenu jest niezależna. Normalnie „onkogeny” są 
wyłączone (switched off). O ekspresji „wirogenu” decydują w znacznej 
mierze cechy genetyczne komórki, jest ona równocześnie jednak uzależ
niona od wpływów wewnętrznego i zewnętrznego środowiska. Przekształ
cenie nowotworowe komórki następuje przez włączenie (switch on) jej 
własnej onkogenicznej informacji. Derepresję onkogenu powodować może 
proces starzenia się, naruszenie regulacji na poziomie komórkowym czy 
ogólnoustrojowym, działanie fizycznych i chemicznych czynników kan
cerogennych, zakażenie innymi wirusami. Możliwa jest ekspresja całego 
„wirogenu”, częściej jednak zdarza się ekspresja tylko jego części — pro
dukcja antygenów wirusowych, cząstek w irusa lub białek transform ują
cych.

Częściowa ekspresja „wirogenu” decydująca np. o produkcji grupowo 
swoistego antygenu lub naw et ekspresja całego wirogenu, czyli produkcja 
cząstek wirusowych nie powoduje powstania nowotworu. Komórki, w któ
rych nastąpiła częściowa ekspresja „wirogenu”, są jednak bardziej po
datne na aktywację endogenicznej onkogennej informacji. Według tei 
hipotezy, powstawanie nowotworów jest naturalnym  wydarzeniem biolo
gicznym zależnym od spontanicznej lub spowodowanej derepresji onko
genu. W związku z tym, najistotniejszym  problemem w kontroli powsta
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wania nowotworów jest poznanie mechanizmów, które w norm alnych ko
mórkach nie dopuszczają do ujaw nienia się endogenicznej inform acji w iru
sowej. Hipoteza ta  opiera się na następujących informacjach: prawie 
u wszystkich gatunków kręgowców stwierdzono antygeny gatunkowo 
swoiste onkogennych wirusów typu C. U przedstawicieli różnych gatun
ków kręgowców w tym  i u  ludzi (myszy, kury, chomiki, szczury, koty, 
węże, małpy) stwierdzono w irusy onkorna typu C. We wczesnych zarod
kach kur i szczepów myszy o niskiej zapadalności na białaczkę (Balb/C, 
C3H, C57B1 i Swiss) oraz u myszy dzikich wykazano’ obecność cząstek 
pączkującego w irusa i obecność gatunkowo swoistego antygenu. Odkrycie 
to wskazuje na obecność w tych zarodkach „wirogenu” w stanie częścio
wej derepresji. Stwierdzono pojawianie się wirusów typu C w hodowlach
in  vitro komórek myszy, szczurów i chomików pierwotnie wolnych od 
wirusa.

Podsumowując założenia hipotezy można przedstawić je następująco:
1. Inform acja genetyczna konieczna dla transform acji istnieje w  każ

dej komórce;
2. Powstanie nowotworu i produkcja cząstek wirusowych jest wyni

kiem derepresji „onkogenu” i „wirogenu”;
3. „Onkogen” nie funkcjonuje w norm alnej komórce (jest w stanie re 

presji) ;
4. „W irogen” jest przekazywany pionowo.

H IP O T E Z A  „ P R O T O W IR U S A ”

Hipoteza ta została zaproponowana przez Temina [29]. Postuluje ona,
że synteza DNA zależna od RNA jest możliwym mechanizmem przeno
szenia informacji nie tylko w procesie nowotworowym, ale i normalnym 
różnicowaniu się tkanek, a być może i w różnicowaniu się komórek w od
powiedzi immunologicznej. Hipoteza ta  zakłada zmiany w strukturze DNA 
nie wymagające wycięcia odcinków DNA. Pewien odcinek komórkowego 
DNA nazwany przez Temina „protowirusem ” może służyć jako m atryca 
dla syntezy RNA, który z kolei służy w tórnie jako m atryca dla syntezy 
DNA. Jest to  możliwe dzięki istnieniu RNA-zależnej polimerazy DNA. 
W ten sposób przepisany DNA może być zintegrowany z komórkowym 
DNA w  różnych miejscach. Proces ten  w  efekcie doprowadza do amplifi- 
kacji genów. Zdaniem Temina, inform acja genetyczna, niezależnie od po
działu komórkowego', może zostać przekazana z komórki do komórki do
prowadzając do ich zróżnicowania.

„Protow irus”, czyli przenoszony odcinek DNA oraz czas, w którym  
ten proces się odbywa, jak  i miejsce wbudowania „protow irusa” do ge
nomu są kontrolowane przez RNA-zależną polimerazę DNA.
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Według Temina ewolucja „protowirusa” w rzadkich przypadkach może 
prowadzić do powstania wirusa. Procesy prowadzące do powstania nowo
tworów mogą być w ariantam i ewolucji „protowirusa” na skutek mutacji 
w sekwencji zasad lub integracji „protowirusa” w uszkodzone przez czyn
niki kancerogenne miejsca genu. Informacja onkogenna może, ale nie 
musi być homologiczna z inform acją onkorna wirusów.

Założenia hipotezy protowirusa można podsumować następująco:
1. Inform acja genetyczna konieczna dla transform acji powstaje w ko

mórce de novo;
2. W proponowanym mechanizmie onkogenezy wymagana jest RNA-za- 

leżna polimeraza DNA;
3. Jako przejaw nieprawidłowej ewolucji protowirusa fragm enty in 

formacji genetycznej komórki mogą się tak połączyć, że powstanie infor
macja onkogenna (transformacja lub wytworzenie cząstek wirusów onko- 
gennych) ;

4. RNA-zależna DNA polimeraza występuje w normalnych komórkach, 
w których odgrywa istotną rolę w procesie różnicowania;

5. Możliwość dla powstania transform acji nowotworowej jest przeka
zywana pionowo.

Jak  dotąd jedynym  dowodem przemawiającym za słusznością hipo
tezy „protow irusa” jest obecność w norm alnych komórkach organizmu 
RNA-zależnej polimerazy DNA.
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P O S T Ę P Y  B IO L O G II K O M Ó R K I TOM  1, N R  1, 1974 (67-86)

CYTOCHEMIA ENZYMATYCZNA JĄDRA KOMÓRKOWEGO *

A ndrzej VORBRODT 

Z ak ład  Biologii N ow otw orów , In s ty tu t Onkologii, G liw ice

Streszczen ie .  W re fe rac ie  om ówiono dotychczasow e osiągnięcia w  zakresie  cy to- 
chem ii enzym atycznej ją d ra  kom órkow ego z uw zględn ien iem  zarów no techn ik i 
p rzygo tow an ia  m a te r ia łu  do badań , ja k  i m ożliw ości użycia różnych m etod  badan ia  
lokalizacji enzym ów. W  pierw szej części om ów iono zalety  i w ad y  b ad an ia  jąd e r  
izolow anych o raz  zn a jdu jących  się in  situ, tzn. w  sk ra w k a c h  tkankow ych . Z w ró 
cono szczególną uw agę na  korzyści w y n ik a jące  z użycia u ltrac ienk ich  sk raw ków  
m rożonych. P rzedstaw io no  w yn ik i b ad ań  nad  lokalizac ją  enzym ów  jąd row ych  w y 
kon an y ch  m etodą cy tochem ii enzym atycznej, au to rad iog raf ii i im m unohistochem ii. 
Spośród 6 g rup  enzym ów  zaledw ie  około 20 przedstaw icie li oksydoreduktaz , t ra n s -  
feraz  i hydro laz  m oże być w y k ry ty ch  h istochem icznie  w  jąd rze  kom órkow ym , n a 
tom iast liazy, izom erazy i ligazy n ie są  dostępne b a d an iu  cytochem icznem u. W  r e 
ferac ie  p rzedstaw iono  też  lokalizację  enzym ów  w  otoczce jąd row ej i jej zw iązek  
z sia teczką  śródplazm atyczną.

W STĘP

Zgodnie z poglądem Pearse’a wyrażonym w 1968 r. [50], spośród po
nad 400 enzymów występujących w tkankach kręgowców, około 20% 
można było wykryć metodami histochemicznymi. Odpowiada to w przy
bliżeniu liczbie 80 enzymów, które mogą być zlokalizowane w skrawkach 
tkankowych. W chwili obecnej prawdopodobnie dalszych 20-30 enzymów 
można wykryć stosując znane założenia metodyczne, co w  sumie daje 
liczbę około 100 enzymów.

Postęp w cytochemii ultrastrukturalnej umożliwił wprowadzenie po
jęcia wyznaczników enzymatycznych (markerów) składników i organelli 
komórkowych [42, 47]. Jednakże do chwili obecnej jądro jest jedynym

* W  referac ie  podano  n u m ery  enzym ów  zgodnie z „Enzym e N om encla tu re”, 
E lsevier P ub lish ing  Com pany, A m sterdam , London, N ew  York, 1965.
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6 8 A. V O R B R O D T

składnikiem komórki, który nie m a „własnego” m arkera enzymatycznego. 
Powodowane to jest brakiem  odpowiedniej metody cytochemicznej umo
żliwiającej wykrycie przynajmniej jednego typowego enzymu jądrowego, 
jak np. polimerazy RNA lub pirofosforylazy NAD.

Nagromadzenie prawie wszystkich wykrywalnych cytochemicznie en
zymów jest nieporównywalnie większe w organellach cytoplazmatycznych 
niż w jądrze komórkowym. W tej sytuacji aktywność enzymów cytoplaz
matycznych może maskować enzymy jądrowe i  współzawodniczyć z nimi 
w reakcji z substratem. Wiele z tych problemów dotyczących trudności 
w  wykrywaniu aktywności enzymów jądrowych będzie przedmiotem roz
ważań w dalszych częściach niniejszego oporacowania.

PROBLEM Y TECHNICZNE. PRZY G O TO W A N IE M A TERIA ŁU  BIOLOGICZNEGO

Wybór odpowiedniej metody przygotowania skrawków tkankowych 
lub innego m ateriału biologicznego ma zasadnicze znaczenie dla uzyska
nia właściwego w yniku końcowego. Zalety i wady używanych metod są
przedstawione w tabeli 1.

Szczególną uwagę należy zwrócić na badanie jąder komórkowych in

Rys. 1. Z jaw iska  m ogące zachodzić podczas in k u b ac ji w  sk ra w k a c h  m rożonych — 
A  — „g ruby ch” (45u), B, C — u ltrac ien k ic h  (około 100 nm ) (D okładne w y jaśn ien ie

ry su n k u  w  tekście)
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70 A. V O R B R O D T

situ, to  znaczy w ich normalnym środowisku cytoplazmatycznym. Do tego 
celu używa się skrawków tkankowych przeważnie z kriostatu lub mikro
tomu mrożeniowego (grubość skrawków 5-15 ą). Skrawki używane zwy
kle do badań cytochemicznych w mikroskopie elektronowym (dwustop
niowa technika) uzyskiwane z niemrożącego mikrotomu zwanego „chop
per” lub z m ikrotom u mrożeniowego są stosunkowo grube (30-50 |j). 
Główną masę takich skrawków stanowią składniki cytoplazmatyczne z licz
nymi organellami, bogatymi w większość enzymów wykrywalnych cyto- 
chemicznie. W tej sytuacji wykrycie enzymów jądrowych napotyka tru d 
ności, z których badacze nie zawsze zdają sobie sprawę. Na rys. 1, przed
stawiono schematycznie zjawiska zachodzące w skrawkach (grubości 45 p) 
używanych w cytochemii u ltrastrukturalne j , w  toku inkubacji ich przy 
badaniu enzymów jądrowych. Składniki środowiska inkubacyjnego (grube
strzałki) w nikają do skraw ka o grubości 45 ą oznaczonego literą A  wzdłuż 
szczelin międzykomórkowych lub bezpośrednio do cytoplazmy lub jąder 
w miejscu ich przecięcia. Koncentracja substratów  płynu inkubacyjnego 
będzie nie zmieniona w przeciętnych jądrach (rys. 1, 3 i 4). Skład środo
wiska inkubacyjnego penetrującego do jąder leżących wewnątrz skrawka 
(rys. 1, 1 i 2) jest prawdopodobnie zmieniony (małe strzałki), ponieważ 
płyn inkubacyjny zetknął się już po drodze z cząsteczkami enzymów 
(małe kółka) obecnych w błonie komórkowej oraz w organellach cytoplaz- 
matycznych. Produkt reakcji, pokazany jako czarne kropki, może przesu
wać się razem z penetrującym  skrawek środowiskiem inkubacyjnym  i ad- 
sorbować się na strukturach jądrowych. Takie zjawisko jest obserwowane 
często, gdy do w ykryw ania różnych fosfataz stosuje się metodę precypi- 
tacyjną.

%

W przeciwieństwie do przedstawionych niedogodności, użycie u ltra- 
cienkich skrawków mrożonych otw iera znacznie dogodniejsze możliwości 
badań. Na rysunku 1 ultracienki skrawek mrożony przedstawiony jako
linia B  jest narysowany w  tej samej skali jak skrawek gruby (Ą) i odpo
wiada grubości 100 nm. Linia C przedstawia również ultracienki skrawek 
o tej samej grubości co B, lecz pokazanej jakby w  większym powiększe
niu dla zilustrowania cząsteczek enzymów i produktu reakcji. Jak  w i
dzimy, możliwości tworzenia artefaktów  wynikających z ewentualnych
przesunięć substratów  i produktów reakcji w ew nątrz skrawka są w ybit
nie zmniejszone lub całkowicie ominięte. K ontakt między cząsteczkami
enzymów a składnikami środowiska inkubacyjnego jest wybitflie ułatwio
ny, a  produkt reakcji może być tworzony w miejscach działania enzymu
bez żadnych tendencji do przemieszczeń. Jedną z głównych niedogodności 
użycia ultracienkich skrawków mrożonych jest tworzenie małej ilości 
produktu reakcji, co wynika ze stosunkowo niskiej koncentracji cząste-

http://rcin.org.pl



CY TO CH EM IA  E N Z Y M A T Y C Z N A  JĄ D R A  K O M Ó R K O W EG O 71

czek enzymu obecnych w ultracienkim  skrawku. W związku z tym  czas 
reakcji (inkubacji) musi być nieco przedłużony. Inną niedogodnością jest 
możliwość łatwego w ypłukania enzymów słabo związanych ze strukturam i 
komórkowymi (lioenzymów). Pomimo tych, zresztą nieznacznych niedo
godności, technika krioultram ikrotom ii jest w  chwili obecnej najodpo
wiedniejszą metodą przygotowania m ateriału tkankowego do cytochemicz- 
nego badania aktywności enzymatycznej w jądrach in situ.

M E T O D Y  B A D A N IA  A K T Y W N O Ś C I E N Z Y M A T Y C Z N E J  W  J Ą D R A C H  K O M Ó R K O W Y C H

Większość metod użytych przy w ykryw aniu oksydoreduktaz jest opar
ta na redukcji soli tetrazolowych do barwnych formazanów. Zdaniem 
niektórych autorów, struk tury  jądrowe charakteryzują się brakiem zdol
ności wiązania soli tetrazolowych oraz formazanów. Poza tym, w czasie 
badania izolowanych jąder wchodzi w grę słaba penetracja soli tetrazplo- 
wych oraz niektórych substratów, jak np. bursztynianu, do jąder komór
kowych [2, 41, 78]. Uzyskanie więc ujemnej reakcji na niektóre dehydro
genazy w jądrach nie jest zawsze wskaźnikiem braku danej aktywności 
enzymatycznej, lecz raczej małej czułości użytej metody tetrazolowej. 
W prowadzenie żelazicyjanku potasu jako akceptora wodoru prawdopo
dobnie ulepszy technikę w ykryw ania aktywności dehydrogenaz. W tej 
metodzie końcowy produkt reakcji w ystępuje w postaci żelazocyjanku 
miedzi, k tóry jest dobrze widoczny w mikroskopie elektronowym  [48]. 
Ostatnio opracowano nową metodę badania lokalizacji oksydazy cytochro- 
mowej na poziomie u ltrastrukturalnym , opartą na oksydatywnej poli
m eryzacji dwuam inobenzydyny [58, 59].

Cytochemiczne metody w ykryw ania większości enzymów hydrolitycz- 
nych są oparte na reakcjach precypitacyjnych z użyciem metali ciężkich.

Poiza wspomnianymi (klasycznymi) metodami cytochemicznymi są jesz
cze inne, które mogą być z powodzeniem zastosowane podczas badania 
lokalizacji enzymów jądrowych. Jedną z tych metod jest autoradiografia 
wykorzystana przez niektórych autorów do badania miejsca działania po- 
limerazy RNA oraz innych enzymów „znakowanych” radioaktywnym  in
hibitorem  [49], Inną techniką, która rokuje duże nadzieje w badaniu 
enzymów jądrowych, jest immunohistochemia wprowadzona przez Coonsa 
[15, 16]. W chwili obecnej ta  technika jest systematycznie ulepszana 
i przystosowywana do mikroskopii elektronowej [27, 29, 30, 38].

ENZYM Y JĄ D R O W E W YKRYW ANE M ETO DA M I CYTOCHEM ICZNYM I

O K S Y D O R E D U K T A Z Y

W yniki ilościowych badań biochemicznych wskazują, że co najmniej 
13 enzymów oddechowych znajduje się w  izolowanych jądrach komórko
wych [8, 52, 65, 89].
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Metodami histochemicznymi na poziomie mikroskopu świetlnego stw ier
dzono aktywność następujących dehydrogenaz w jądrach badanych in 
situ: izocytrynianowej, alkoholowej, glutaminowej, DL-/?-hydroksymas-
łowego kwasu, mleczanowej, DL-a-glicerofosf oranu [91], fosfoglukonia- 
nu  i glukozo-6-fosforanu [37]. Te dwa ostatnie enzymy badane były 
z zastosowaniem żelazicyj anku potasu na poziomie ultrastrukturalnym . 
W izolowanych jądrach wątroby szczura stwierdzono dodatni odczyn na 
NADH2-tetrazolową reduktazę, NADPH,-terazolową reduktazę, dehydro- 
denazę mleczanową i dehydrogenazę glukozo-6-fosforanową [78]. Wszyscy 
wymienieni autorzy nie stw ierdzili dodatniej reakcji na dehydrogenazę 
bursztynianową na terenie jądra komórkowego. Enzym ten nie był stw ier
dzony również metodami biochemicznymi w izolowanych jądrach ani 
jąderkach; dlatego zaskakujące są obserwacje [12, 13, 73] wskazujące na 
dodatni odczyn na dehydrogenazę bursztynianową w jąderkach komórek 
nabłonka normalnego i nowotworowego oraz w neuronach. Według Zawi
stowskiego, lokalizacja badanych przez niego dehydrogenaz (patrz wyżej) 
dotyczyła głównie jąderek. Przeciwnie, Vorbrodt i wsp. [78] obserwowali 
równomierne rozłożenie odczynu w całym jądrze oraz brak dodatniej 
reakcji na reduktazę NADH2-tetrazolową w jąderkach. Za pomocą mikro
skopu elektronowego i zastosowania techniki z żelazicyjankiem potasu, 
Nagasaka [37] obserwował dodatni odczyn na dehydrogenazę glukozo-6- 
fosforanową (związaną z NADP) w błonie jądrowej oraz w zw artej chro
matynie. W wewnętrznej błonie otoczki jądrowej plemników węża do
datni odczyn występował również przy badaniu dehydrogenazy fosfo- 
glukonianowe j .

Przy użyciu dwuaminobenzydyny (DAB) w płynie inkubacyjnym 
stwierdzono dodatni odczyn na oksydazę cytochromową w wewnętrznej 
błonie otoczki jądrowej oraz w euchromatynie jąder izolowanych z gra
sicy szczura. Badania te wykonane za pomocą mikroskopu elektronowego 
wykazały również obecność produktów reakcji w  strukturach jądrowych
określanych mianem „coiled bodies” [56], Bardzo podobne wyniki były 
uzyskane przez Buchwałowa i wsp. [10], na izolowanych jądrach w ątroby 
szczura, izolowanych błonach z tych jąder oraz na izolowanych jądrach 
grasicy. Należy podkreślić, że jak  dotychczas wyniki takie były uzyski
wane jedynie podczas badania izolowanych jąder, a  przed ich ostateczną 
oceną konieczne jest zbadanie aktywności enzymu w  jądrach in situ.

TRANSFERAZY. G LIK O ZY LO W E TRANSFERAZY

Z dużej grupy tych enzymów jedynie kilka może być w ykrytych 
cytochemicznie. Enzymy te są ogólnie znane jako typtowo cytoplazma- 
tyczne i nigdy nie były stwierdzone w jądrach komórkowych w czasie
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stosowania metod biochemicznych. Warto jednak podkreślić, że w pew
nych odosobnionych przypadkach dodatni odczyn histochemiczny obserwo
wano w jądrze komórkowym. Godlewski [20J obserwował dodatnią rea
kcję na fosforylazę glikogenową (EC 2.4.1.1.) oraz na tzw. enzym rozgałę
ziający (EC 2.4.1.18) w jądrach niektórych komórek wątrobiaka wysięko
wego Novikoffa. Dodatni odczyn na fosforylazę glikogenową był również 
obserwowany w jądrach niektórych komórek nabłonka w stanach prze'd- 
rakow ych ludzkiej szyjki macicy [21], Shantaveerappa i wsp. [60] obser
wowali reakcję na fosforylazę glikogenową w jądrach złuszcżonych ko
m órek nabłonka rogówki królika i małpy.

N ukleotydylotransferaza RNA (EC 2.7.7.6)

Lokalizacja tego enzymu znanego powszechnie pod nazwą polimerazy 
RNA była badana z zastosowaniem ultrastrukturalnej autoradiografii 
przez Maul i Hamiltona [34]. Autorzy ci inkubowali izolowane jądra 
w ątroby szczura z trójfosforowymi nukleotydam i będącymi prekurso
ram i RNA. Jeden z nukleotydów był znakowany try tem  i miejsca jego 
wbudowania były traktow ane jako miejsca działania polimerazy RNA 
zależnej od DNA. Jeden enzym aktywowany jonami Mg, odpowiedzialny
za syntezę rybosomalnego RNA był zlokalizowany na  terenie jąderka.
Drugi enzym aktywowany jonami manganu i siarczanem amonu był zlo
kalizowany głównie w chromatynie, i zdaniem autorów katalizuje on 
syntezę RNA podobnego do DNA.

Rybonukleazy (EC 2.7.7.16 i EC 2.7.7.17)

Enzymy te  mogą być wykrywane czterema różnymi metodami, które 
będą po kolei omówione.

a) Metoda błony substratowej
Ta technika wprowadzona przez Daousta [17] i stopniowo ulepszana 

pozwala na poznanie lokalizacji aktywności rybonukleazy (RNAazy) na 
poziomie tkankowym. Dlatego też wyniki uzyskane tą  metodą nie dostar
czają nam informacji o wewnątrz jądrowej lokalizacji enzymu.

b) Metody immunohistochemiczne
Stosując technikę immunohistochemiczną i posługując się mikrosko

pem świetlnym Ehinger [19] oraz Morikawa [35] stwierdzili obecność 
RNAazy I w jąderkach komórek trzustki szczura oraz w jądrach i w błonie 
jądrow ej w ątroby wołu oraz w komórkach nerki i w makrofagach. Mori
kawa obserwował obecność RNAazy II w jądrach leukocytów utrw alanych 
w acetonie lub w form alinie oraz słabą reakcję w jądrach komórek nerki 
utrw alanych w formalinie.

c) Metoda azowa wykrywania RNAazy
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Wydaje się, że najbardziej specyficznym substratem  do wykrywania 
RNAazy jest a -naftolu-urydyno-3-fosforan, k tóry w środowisku inku- 
bacyjnym jest hydrolizowany przez RNAazę do 2' : 3' -UMP i do> wolnego 
naftolu. Uwolniony naftol jest wiązany z odpowiednią solą dwuazową 
dając nierozpuszczalny barwnik. Dodatni odczyn uzyskany tą  metodą w y
stępuje wyłącznie w błonie komórkowej i nie był obserwowany na terenie 
jądra komórkowego [61, 88].

d) Technika precypitacji fosforanu ołowiu
Technika precypitacyjna wykrywania aktywności RNAazy jest oparta 

na metodzie Gomoriego w ykryw ania kwaśnej fosfotazy [25], któna to 
technika była zaadoptowana przez Ąronsona i wsp. [3] do w ykryw ania 
aktywności DNAazy II. Metoda w ykryw ania RNAazy była opisana przez 
Tapera [70], k tóry  zastosował substrat RNA oraz egzogenne fosfatazy 
(kwaśną lub zasadową) do uw alniania końcowych grup fosforanowych 
oligonukleotydów uwolnionych z RNA pod wpływem RNAazy. Uwolniony 
ortofosforan jest wychwytywany przez jony ołowiu i wypada z roztworu 
jako fosforan ołowiu, który może być uwidoczniony za pomocą żółtego 
wielosiarczku amonu, ewentualnie może być oglądany w mikroskopie 
elektronowym. Jak  widzimy, jest to  typowa dwustopniowa reakcja za
grażająca wielką możliwością powstania artefaktów  wynikających z dy
fuzji produktów pierwszego lub drugiego etapu reakcji oraz adsorpcją 
egzogennych fosfataz na strukturach jądrowych. Dalszą niedogodnością 
jest użycie RNA, który może być atakowany nie tylko przez RNAazy, 
ale i przez fosfodwuesterazy. Taper [71, 72] obserwował dodatnią reakcję 
zarówno na RNAazę zasadową, jak  i RNAazę kwaśną w większości jąder 
komórkowych. Na poziomie mikroskopu elektronowego i zastosowaniu 
utrwalanych w aldehydzie glutarowym ultracienłdch skrawków mrożo
nych, Zotikow i Bernhard [90] stwierdzili obecność dodatniego odczynu 
na obie RNAazy na terenie skondensowanej chromatyny jądrowej. Po
nieważ autorzy ci nie obserwowali dodatniego odczynu w jąderkach, po
mimo że zarówno metodami immunohistochemicznymi oraz ilościowymi 
metodami biochemicznymi stwierdzono obecność RNAazy w tej struk tu
rze jądrowej, wyniki ich nasuwają wątpliwości co do swojej specyficz
ności.

E N Z Y M Y  H Y D R O L IT Y C Z N E

1. Karboksyloesteraza (EC 3.1.1.1.)

O obecności tego typu enzymu na terenie jądra komórkowego donoszą 
w swojej publikacji Barnard i wsp. [7], którzy użyli do w ykryw ania 
enzymu znakowany try tem  inhibitor. Obecność radioaktywności obser-
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wowali oni tylko w jądrach komórek nabłonkowych wyścielających ka
naliki kręte nerki myszy, natom iast komórki wątroby wykazywały m a
teriał radioaktyw ny wyłącznie w cytoplazmie. Obecność karboksyloesterazy 
w jądrach komórek nerki, a brak tego enzymu w jądrach komórek wątro
bowych, może świadczyć o biochemicznej specjalizacji różnych organów 
na poziomie struk tu r komórkowych.

#

2. Fosfataza zasadowa (EC 3.1.3.1.)

Od czasu wprowadzenia przez Takamatsu [69] i Gomoriego [23] histo- 
chemicznej metody w ykryw ania fosfatazy zasadowej, pojawiło się wiele 
setek, a być może i tysięcy, publikacji, w  których opisywano lokalizację 
odczynu na fosfatazę zasadową. Zauważono, że w skrawkach tkankowych 
w jądrach leżących w pobliżu miejsc o wysokiej aktywności fosfatazy za
sadowej pojawia się również dodatni odczyn na ten enzym. Bardzo dawne 
eksperym enty Gomoriego [24] oraz Novikoffa [40] wskazują, że pojawie
nie się reakcji w jądrach komórkowych wynika z wtórnej adsorpcji fos
foranu wapnia, i że jądra nie zawierają tego enzymu. Według Gomoriego 
[25] odczyn w jądrach pojawia się, gdy stężenie jonów wapnia jest nisk)ie 
(0,01-0,03 M). Jeśli stężenie podniesiemy do około 0,1 M, to wówczas 
całkowicie zanikają wszelkie artefakty  wynikające z dyfuzji fosforanu w a
pnia. Stwierdzenie to jest równie aktualne w chwili obecnej jak  20 lat 
temu. Zgodnie z powiedzeniem, że „wyjątki potwierdzają regułę” zachodzą 
skrajne przypadki, o których w arto wspomnieć, np. Chévremont i F ir- 
ket [14] obserwowali dodatnią reakcję na fosfatazę zasadową w jądrach 
rosnących in  vitro fibroblastów i mioblastów; występowała ona zarówno 
w czasie stosowania metody Gomoriego, jak i metody azowej.

Ogólnie można powiedzieć, że stosując właściwie utrw aloną i odpo
wiednio przygotowaną tkankę cytochemiczna reakcja na fosfatazę za
sadową nie występuje w jądrach komórkowych naw et po włączeniu tak 
aktywnych tkanek, jak  nabłonki jelita cienkiego oraz kanalików krętych 
nerki.

3. Fosfataza kwaśna (EC 3.1.3.2.)

Fosfataza kwaśna (FK) uważana za typowy wyznacznik lizosomów 
[42, 47] nie jest w ykryw alna cytochemicznie w jądrach większości ko
mórek zwierzęcych i roślinnych. Jest to  zgodne z wynikami badań bio
chemików analizujących skład enzymatyczny izolowanych jąder i jąderek 
[11, 64, 65]. Jednakże podobnie jak w przypadku fosfatazy zasadowej, 
i tutaj są pewne wyjątki. Na przykład w czystym preparacie jąderek izo-
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lowanych z oocytów jeżowca morskiego Vincent [75] stwierdził, meto
dami ilościowymi, stosunkowo wysoką aktywność fosfatazy kwaśnej. Love 
i wsp. [31] oraz Soriano i Love [67] obserwowali dodatni odczyn na fosfa
tazę kwaśną na terenie jąderek komórek HeLa hodowanych in vitro, 
posługując się przy tym zarówno mikroskopem świetlnym, jak i elektro
nowym. Produkt reakcji grupował się głównie w tzw. centrach włóknis
tych jąderka. Podobny odczyn dodatni na fosfatazę kwaśną obserwowano 
w naszej pracowni na m ateriale komórkowym, pochodzącym z guza wą
troby chomika, k tóry został wywołany wirusem  onkogennym SV40.

4. Fosfodwuesteraza (EC 3.1.4.1.)

Cytochemiczne badania nad lokalizacją fosfodwuesterazy I w wątrobie 
szczura z zastosowaniem substratu  a-naftolutym idyno-5'-fosforanu wy
kazały, że większość aktywności występuje w błonach ograniczających 
kanaliki żółciowe [66]. Odmienne wyniki uzyskał Wolf i wsp. [83, 84], sto
sując środowisko inkubacyjne zawierające substrat indygogenny. Uzyska
ne przez niego obrazy lokalizacji fosfodwuesterazy I (pH 9) były zasadni
czo podobne do opisanych przez Sierakowską i wsp. [66], P rzy  w ykryw a
niu fosfodwuesterazy II (pH 4,8^5,2) w nie utrw alonych skraw kach m ro
żonych śledziony, nerki, w ątroby i jelita szczura i świni dodatni odczyn 
pojawiał się głównie w jądrach komórkowych. P rzy  pH 5,9 odczyn 
zmniejszał się w jądrach, natom iast pojawiał w lizosomach.

5. Dezoksyrybonukleaza I (EC 3.1.4.5) i dezoksyrybonukleaza II (EC 3.1.4.6.)

Biochemiczna analiza jąder i jąderek izolowanych zarówno w środo
wisku wodnym, jak i bezwodnym wskazuje, że DNAaza I i DNAaza II 
są obecne w jądrze komórkowym, i w  przeciwieństwie do RNAazy nie 
w ystępują w jąderku [1, 11, 64, 65, 68]. Te zasadnicze różnice w  wew- 
nątrzjądrow ym  rozmieszczeniu DNAazy i RNAazy powinny być wzięte 
pod uwagę, gdy badamy lokalizację ich stosując metody cytochemiczne.

Zarówno wspomniana poprzednio metoda błony substratowej Daousta 
[17], jak  i immunohistochemiczne badania Marshalla [33] nie dostarczają 
informacji o wewnątrzjądrowej lokalizacji aktywności DNAazy.

a) Metody indygogenne
Tsou i wsp. [74] opracowali nowe indygogenne substraty, które ich 

zdaniem mogą służyć do wykrywania aktywności DNAazy przez hydro
lizę 3'- lub 5' wiązań fosforowych w DNA. Podstawową techniczną zaletą 
użytych substratów  jest m ała dyfuzja uwolnionego 5-jodoindoksylu. 
W środowisku zasadowym autorzy obserwowali dodatnią reakcję w  ją
drach komórek endotelialnych oraz w nerkach i wątrobie. Zdaniem Wolfa
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i wsp. [83, 84] DNAaza II może być również odpowiedzialna za hydro
lizę ich substratu  przy pH 4,8-5,2 w jądrach komórkowych.

Ponieważ szczegóły techniczne tych metod nie były dokładnie przez 
autorów opisane oraz nie ukazały się dalsze doniesienia na ten temat, 
musimy odnieść się z dużą rezerw ą do wyników uzyskanych przez wy
mienionych autorów stosujących pochodne indoksylu.

b) Metoda precypitacyjna
Metoda w ykryw ania DNAazy II z zastosowaniem techniki precypitacji 

fosforanu ołowiu była opracowana przez Aronsona i wsp. [3]. W mrożo
nych kriostatow ych skrawkach utrw alonych w mieszaninie acetonu, for
m aliny i wody wykazano tą  metodą silną dodatnią reakcję w jądrach 
komórkowych różnych tkanek i  narządów. Metoda ta była starannie prze
badana i zmodyfikowana przez Vorbrodta [77], który zalecił użycie mro
żonych skrawków tkanki utrwalonej w płynie Bakera (formol-calcium) 
oraz środowisko inkubacyjne różniące się od oryginalnego wyższym pH 
(5,9), niższą koncentracją azotanu ołowiu (0,002 M) i niższą koncentracją 
DNA. Modyfikacje te doprowadziły do skrócenia czasu inkubacji i w y
kazania lokalizacji enzymu nie tylko w jądrach, lecz również w lizoso- 
mach. Jąderka pozostawały nie zabarwione. Obserwacje zostały potwier
dzone przez Zotikowa i Bernharda [90] na ultracienkich skrawkach 
mrożonych, badanych w mikroskopie elektronowym. Autorzy ci obserwo
wali gęste złogi produktu reakcji w skondensowanej chromatynie, pod
czas gdy jąderka nie wykazywały obecności produktu reakcji.

Wyniki uzyskane metodą precypitacyjną należy przyjmować jednak 
z zastrzeżeniami. Wiadomo bowiem z prac Rosenthala i wsp. [55], że 
w momencie powstawania precypitatów fosforanu ołowiu wypadają też 
z roztworu nukleotydy, które wiążąc się z ołowiem tw orzą również osad 
zmieszany z produktem  reakcji. Ta precypitacja nukleotydów zwiększa 
się wraz ze zwiększeniem stężenia ołowiu w środowisku inkubacyjnym. 
Precypitaty te, jak  to  wykazali Moses i wsp. [36] oraz Rosenthal i wsp. 
[54, 55], są w ybitnie spowinowacone z heterochromatynowymi rejonami, 
lecz nie z jąderkam i. Drugim źródłem artefaktów  jest wykazana ostatnio 
w  naszej pracowni tendencja fosfatazy kwaśnej (obecnej w środowisku 
inkubacyjnym) do adsorpcji na strukturach jądrowych. W konsekwencji 
możemy uzyskiwać lokalizację produktu reakcji na skondensowanej chro
matynie, która w ynika nie z rzeczywistej aktywności enzymu, lecz z od
kładania się precypitatów  oraz z adsorpcji fosfatazy kwaśnej, która 
uwalnia ortofosforany z oligonukleotydów powstałych pod wpływem dzia
łania DNAazy na cząsteczki DNA.

Ogólnie można powiedzieć, że nie mamy dotychczas odpowiednio spe
cyficznej metody cytochemicznej umożliwiającej badanie lokalizacji ak
tywności dezoksyrybonukleaz.
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6. ATP fosfohydrolaza (EC 3.6.1.3.)

W ewnątrzkomórkowa lokalizacja fosfohydrolaz ATP (ATPaz) jest jed
nym z najbardziej kontrowersyjnych problemów enzymatycznej cytoche- 
mii. Seria artykułów  dotyczących zagadnień nieenzymatycznej hydrolizy 
ATP przez jony ołowiu w środowisku opisanym przez W achsłein i Meisel 
[82] podważyła zaufanie do ich metod [36, 54, 55], Nie wnikając w prob
lemy techniczne wykrywania cytochemicznego aktywności ATPazowej 
w arto przypomnieć, że metodami biochemicznymi Siebert [65] wykazał 
obecność w jądrach komórkowych, izolowanych z różnych narządów zwie
rzęcych, dwa typy aktywności ATPazowej. Jeden typ, nazwany ATPazą 
A zlokalizowany jest głównie w jąderku, ma optym alne działanie przy 
pH 5,9 i jest aktywowany jonami magnezu. Podobny enzym wykazujący 
wysoką specyfikę substratową został wyizolowany z jąder nerki świni 
i nazywany GTPazą A [62-65]. Drugi typ zwany ATPazą B wykazuje 
optymalne działanie przy pH 8,4 i jest aktywowany jonami wapnia. Ak
tywność tego enzymu jest zlokalizowana głównie w pozająderkowej części 
jądra. Lokalizacja dwóch, bardzo podobnych typów ATPaz, była nieza
leżnie badana metodami cytochemicznymi przez Vorbrodta i Bańkow
skiego z zastosowaniem własnej metody cytochemicznej [5, 6, 76]. W dal
szych badaniach porównano wyniki biochemicznych badań Sieberta z do
świadczeniami cytochemicznymi. Lokalizacja enzymu (enzymów?) jądro
wego hydrolizującego ATP i GTP przy pH 5,9 odpowiadającego ATPazie 
A była starannie przebadana w skrawkach tkankowych i w  izolowanych 
jądrach zarówno za pomocą mikroskopu świetlnego, jak  i elektronowego 
[79, 80]. Ze względu na możliwą interferencję enzymów cytoplazmatycz- 
nych przy inkubacji skrawków mrożonych (por. kom entarz do rys. 1), prze
prowadzono dalsze próby z użyciem utrw alanych w aldehydzie glutaro- 
wym ultracienkich skrawków mrożonych. W takich skrawkach lokalizar 
cja produktu reakcji po inkubacji w  środowisku zawierającym ATP lub 
GTP, świadcząca o aktywności ATPazy A była obserwowana na terenie 
jąderka i ziarnistości in)terchr(omatynowych [81]. Wygląd produktu re
akcji złożonego z bardzo drobnych gęstych elektronowo precypitatów  
zlokalizowanych w ściśle określonych strukturach w ew nątrz jądrowych 
świadczy, że nie mamy tu  do czynienia z jego przypadkową adsorpcją, 
która zwykle dotyczy skondensowanej chromatyny. W arto tu taj dodać,
że lokalizacja aktywności ATPazy A odpowiada rozmieszczeniu jądrowych
składników rybonukleoproteidowych. ,

W chwili obecnej nie mamy innych, alternatyw nych metod uwidocz
niania aktywności ATPazy w  jądrze komórkowym. Ponieważ obecne m e
tody w ykrywania ATPaz są dalekie od doskonałości, dlatego należy jak 
najbardziej starać się unikać ewentualnych źródeł błędów. Dlatego też
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należy z naciskiem zalecić używanie ultracienkich skrawków mrożonych 
lub izolowanych jąder w celu możliwie największej redukcji ewentual
nego wpływu enzymów cytoplazmatycznych. Istnieje też możliwość zmniej
szenia powstawania artefaktów  wynikających z nieenzymatycznej hydro
lizy ATP przez wprowadzenie do płynu inkubacyjnego czynników kom- 
pleksujących jony ołowiu jak  np. tiron. bursztynian lub cysteinę [18, 32].

7. Nukleozydodwufosfataza (EC 3.6.1.6)

Nukleozy dod wufosfataza (NDPaza) jest uważana za enzymatyczny wy
znacznik siateczki śródplazmatycznej, hydrolizujący IDP, UDP, GDP, lecz 
nie CDP lub ADP [43]. W niektórych komórkach enzym ten  występuje 
w  znacznej koncentracji w wewnętrznych elementach aparatu Golgiego, 
gdzie w ystępuje również pirofosfataza tiaminowa (TPPaza). W wielu ne
uronach, szczególnie zwojowych, dodatni odczyn na TPPazę i NDPazę 
w ystępuje nie tylko w aparacie Golgiego, lecz również wewnątrz jąderek 
[45]. Również Yasuziumi i wsp. [85] obserwowali dodaftnią reakcję na 
TPPazę w jądrach komórek łącznotkankowych takich narządów, jak  żo
łądek, płuca i jądra.

ENZYMY OTOCZKI JĄ D R O W E J

W skrawkach tkankowych inkubowanych w celu uwidoczniania róż
nych enzymów i następnie badanych w mikroskopie elektronowym można 
dostrzec produkt reakcji w przestrzeni okołoj ądrowej ograniczonej dwoma 
listkam i (błonami) otoczki jądra. Wyniki w ielu badań cytochemicznych 
wykazały obecność następujących enzymów w przestrzeni okołoj ądro
we j:

1) dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa [37].
2) oksydaza roślinna (oksydaza BED) w korzonkach kukurydzy [39].
3) peroksydaza (endogenna), w  różnych komórkach zwierzęcych [4, 46].
4) esteraza acetylo-cholinowa, w niektórych neuronach [44].
5) fosfataza kwaśna, w zarodkowych komórkach krwiotwórczych [80], 

w  kwasochłonnych leukocytach [4],
6) glukozo-6-fosfataza, w różnych komórkach roślinnych i zwierzęcych 

[22, 28, 57].
7) ary  losulf ataza, w komórkach roślinnych [53], w  kwasochłonnych 

leukocytach [4].
8) nukleozydodwufosfataza (NDPaza), w różnych komórkach zwierzę

cych [43, 51].
9) pirofosfataza tiaminowa, w niektórych komórkach zwierzęcych 

[22, 51].
10) karboksylaza acetylo-CoA (EC 6.4.1.2.) w komórkach miąższowych 

wątroby szczura [87].
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Wszystkie zestawione enzymy są obecne nie tylko w przestrzeni około- 
jądrowej, lecz również w woreczkach siateczki śródplazmatycznej, nato
miast nie były one znalezione w jądrze komórkowym. W związku z tym 
enzymy te nie mogą być uważane za jądrowe, lecz raczej za należące do 
układu siateczki śródplazmatycznej. Ponieważ ciągłość strukturalna prze
strzeni okołojądrowej z siateczką śródplazmatyczną jest dobrze znana, 
dlatego obecność tej samej aktywności enzymatycznej w obu struk tu
rach nie jest zaskakująca.

Jak wiemy, otoczka jądrow a nie jest struk turą ciągłą, lecz ma liczne 
otwory zwane szczelinami lub porami. Yasuzumi i Tsubo [86] obserwo
wali dodatni odczyn na ATPazę w rejonie szczelin jądrowych komórek 
nabłonka splotu naczyniówkowego u myszy. Obserwacje te byłyby nie
zmiernie interesujące i ważne, gdyby nie dziwna metoda zastosowana 
przez autorów. Mianowicie inkubowali oni najpierw  tkankę w środowisku 
zawierającym ATP, lecz nie zawierającym jonów ołowiu; jony te były 
dodawane pod koniec reakcji. W związku z tym  badania te  powinny być 
potwierdzone po zastosowaniu właściwej techniki w ykryw ania aktywno
ści ATPazy. Biochemiczna analiza izolowanych otoczek jądrowych wska
zuje na obecność w nich poza glukozo-6-fosfatazą i DPNH-cytochrom C 
reduktazą również aktywności aktywowanej jonami magnezu ATPazy [26]. 
Metodą cytochemiczną Bańkowski [6] wykazał dodatnią reakcję na ATPazę 
A w otoczce nie utrwalonych jąder izolowanych z w ątroby szczura. Ob
serwacje potwierdzone były za pomocą mikroskopu elektronowego przez 
Vorbrodta [80] oraz Buch wałowa i wsp. [9].

Aktywność cytochromowej oksydazy była ostatnio również wykazana 
w otoczce izolowanych jąder grasicy [56] oraz! w izolpwanych jądrach 
wątroby szczura [9].

U W A G I KOŃCOW E

Jądro jest ośrodkiem inform acji genetycznej komórki i w związku 
z tym  można przypuszczać, że jego struk tu ra  i skład chemiczny stanowią 
odzwierciedlenie tej specjalistycznej funkcji. Biorąc pod uwagę strukturę 
i funkcję jądra możemy w nim  wydzielić cztery układy: układ chromo- 
somalny (chromatyna), jąderko, sok jądrowy (przestrzeń płynną) i otoczkę 
jądrową.

Większość enzymów w ykryw anych metodami cytochemicznymi w jąd
rze komórkowym znajduje się również w organellach cytoplazmatycz- 
nych i w związku z tym  trudno jest uważać jakikolwiek z nich za typowy 
m arker jądrowy. Spośród sześciu znanych grup enzymów, jedynie nie
które oksydoreduktazy, transferazy i hydrolazy (w sumie około 20 enzy
mów) mogą być w chwili obecnej w ykryw ane cytochemicznie na terenie
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jąd ra; liazy, izomerazy i ligazy nie są dotychczas dostępne do badania 
cytochemicznego. Na załączonym schemacie (rys. 2) przedstawiono rozmie
szczenie enzymów w jądrze komórkowym i w przestrzeni około jądrowej 
(perinuclear space) wykrywalnych meodamd cytochemicznymi. Szereg en-

Rys. 2. Rozm ieszczenie w  ją d rz e  kom órkow ym  i  w  przestrzen i około jądrow ej enzy
m ów  w ykryw alnych  m etodam i cytochem icznym i. Pola  k ropkow ane  p rzedstaw ia ją  
ch ro m a ty n ę  skondensow aną; m ałe  kółka o d p o w iad a ją  z iarenkom  in terch rom atyno- 
w ym ; lin ia  p rze ry w an a  odgran icza  jąd e rk o  od pozostałych s tru k tu r  ją d ra ;  enzym y 
zam k n ię te  w  naw iasie  były obserw ow ane jedyn ie  w  odosobnionych p rzypadkach ; 
znak  zap y tan ia  przy nazw ie  enzym u oznacza, że obecność danego enzym u w  jąd rze  
kom órkow ym  jest w ą tp liw a ; s trza łk i w sk azu ją  najczęstsze w ystępow anie  p roduk tu  
reakcji w  danej s tru k tu rz e  jąd ra , w  p rzy p ad k u  oksydazy cytochrom ow ej s trza łk i 
w sk azu ją  na  obecność p ro d u k tu  reak c ji w  w ew n ę trzn y m  lis tk u  otoczki jąd row ej

o raz  w  tzw. coiled body

zymów, włączając szczególnie ważne dla funkcji jądra, jest słabo zwią
zanych ze strukturą (lioenzymy), co również w znacznym stopniu ogranicza 
możliwości zastosowania metod cytochemicznych do badania enzymologii 
jądra komórkowego.

W ewnątrzjądrowa lokalizacja enzymów biorących udział w  metaboli
zmie m ateriału genetycznego (kwasów nukleinowych) jest spraw ą spec
jalnie interesującą. Dotychczas uzyskane informacje wskazują, że enzymy 
związane z metabolizmem RNA są głównie skoncentrowane w jąderku 
a w mniejszym stopniu na terenie jądra, szczególnie w interchromatyno-

6 — P o s t ę p y  b io lo g ii  k o m ó r k i
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wych ziarnach i w rejonach przychromatynowych. Do tych enzymów 
można zaliczyć polimerazę RNA, rybonukleazy i prawdopodobnie ATPazę
A i B.

Nasuwa się ogólny wniosek, że postęp w badaniu cytochemicznym 
organelli cytoplazmatycznych jest znacznie większy niż w zakresie poz
nania enzymów jądrowych. Ten stan rzeczy wydaje się być spowodowany 
faktem, że koncentracja większości dostępnych badaniu cybochemicznemu 
enzymów jest znacznie wyższa w strukturach  cytoplazmatycznych niż 
w jądrze. U trudnia to w znacznym stopniu badanie enzymoiogii jądra 
komórkowego in situ, to znaczy w skrawkach tkankowych. Najefektyw
niejsze zmniejszenie oddziaływania enzymów cytoplazmatycznych może 
być obecnie uzyskane przez użycie ultracienkich skrawków mrożonych 
lub frakcji izolowanych jąder. Postęp w zakresie krioultramikrotomii, 
w immunohistochemii, autoradiografii u ltrastrukturalnej oraz w opracowa
niu nowych reakcji barwnych — szczególnie metod azowych i indygo- 
giennych — usprawni i rozszerzy nasze możliwości badania cytochemicz- 
nego enzymów jądra komórkowego.
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WZGLĘDNA INTENSYWNOŚĆ SYNTEZY KWASÓW
RYBONUKLEINOWYCH W KOMÓRCE

Tom asz GO ŁA SZEW SK I i M arta  RYTEL 

In s ty tu t B iochem ii i Biofizyki, P o lska  A kadem ia  N auk, W arszaw a

Streszczenie.  W  a rty k u le  om ów iono w p ły w  zm ian  sk ład u  pożyw ki n a  in tensyw ność 
syn tezy  różnych k las  RNA w  kom órkach  b ak te ry jn y ch  i eukario tycznych. Om ówiono 
rów nież  n iek tó re  m echanizm y regu lacji na tężen ia  te j syntezy.

W komórkach bakteryjnych i eukariotycznych występuje kilka klas 
kwasów rybonukleinowych (RNA). Różnią się one między sobą tak  pod 
względem funkcjonalnym (rybosomowe RNA — rRNA, przenoszący ami
nokwasy — tRNA, inform acyjny — mRNA), jak  też pod względem stop
nia spolimeryzowania — a zatem i wartości stałych sedymentacji S. B liż -, 
sze dane na tem at różnych form rRNA przytoczono w innym artykule [1]. 
Tutaj zaznaczymy, że prócz tzw. dojrzałych rRNA, wykrywanych w  ry
bosomach, w ystępują również prekursorowe rRNA, które w trakcie „ob
róbki potranskrypcyjnej” przekształcają się w  stabilne formy polimeru 
(por. [1]). W jądrze komórkowym — prócz prekursorowych rRNA — 
w ystępuje heterogenny wysokocząsteczkowy RNA określany skrótem an
gielskim HnRNA (dawniej D-RNA), który tu  oznaczamy skrótem HjRNA. 
Jest to polidyspersyjny zestaw cząsteczek o stałych sedym entacji 20S — 
100S (por. [2]; HjRNA powstaje w chrom atynie pozająderkowej i stano
wi formę prekursorową dla mRNA przekazywanego dó cytoplazmy.

Całkowity RNA komórki może być podzielony na dwie podstawowe 
klasy: RNA stabilny (rRNA, tRNA) oraz RNA szybko metabolizowany
(HjRNA, mRNA). Dla uproszczenia nie klasyfikujem y tu  prekursorowego
rRNA stanowiącego nieznaczny odsetek rRNA.

W artykule tym, główną uwagę poświęcimy zmianom względnego na
tężenia syntezy rRNA i mRNA w komórkach bakteryjnych. Zmiany takie 
w  komórkach eukariotycznych następują nie tylko w warunkach zakłóca
jących szybkość podziałów komórkowych, lecz również są one następ-
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stwem fizjologicznych zmian całego metabolizmu komórkowego: w czasie 
rozwoju zarodkowego i podczas poszczególnych faz cyklu podziałowego. 
Zagadnienie to omówiono — w odniesieniu do rRNA — w innym  arty 
kule [1].

1. N A TĘŻEN IE SYNTEZY RNA  A W A R U N K I H O D O W LI K O M Ó REK

W danych z literatury  dotyczących przedmiotu, wyróżnia się dwa 
podstawowe typy zmian w pożywce wzrostowej mające wpływ na względ
ną szybkość syntezy poszczególnych klas kwasów rybonukleinowych. Je 
den z nich polega n a zamianie gorszego źródła energji (np. kwasu bur
sztynowego) na lepsze źródło energetyczne. Mamy wówczas do czynienia
z tzw. wzbogaceniem żywieniowym pożywki (ang. „shift up”]); w prze
ciwnym przypadku — gdy lepsze źródło energii (jakim jest np. glukoza) 
jest zastępowane przez składnik mniej w ydajny energetycznie — doko
nujem y tzw. zubożenia żywieniowego pożywki (ang. „sh ift down”).

Drugi typ zmian w składzie pożywki polega na usuwaniu określonego 
składnika (aminokwasu, zasady azotowej) ze środowiska, w którym  hodo
wane są komórki auksotroficzne, niezdolne do syntezy danego związku. 
Tego rodzaju badania prowadzi się m. in. na m utantach „rozluźnionych” 
(ang. „relaxed”), które w w arunkach głodu aminokwasowego syntety
zują RNA, mimo że zahamowana jest u nich synteza białek (wznawiana 
dopiero po przywróceniu aminokwasu — w okresie „uzdraw iania” ko
mórki) lub na „ścisłych” (ang. „stringent”) szczepach bakteryjnych, u  któ
rych następuje wówczas równoczesne zahamowanie syntezy białek i RNA.
0  wykorzystaniu tych szczepów do badań nad syntezą rRNA pisaliśmy 
szerzej w innych artykułach [3, 4]. Tutaj zajmiemy się szerzej omówie
niem mechanizmu kontrolującego zmiany natężenia syntezy stabilnych
1 niestabilnych kwasów rybonukleinowych (czyli względnej szybokści syn
tezy tych RNA) — zmiany takie m ają miejsce właśnie po „zubożeniu” 
lub „wzbogaceniu” żywieniowym pożywki [5-13J. Wiiadomo, że po prze
niesieniu komórek z pożywki zawierającej bogatsze źródło energii do 
pożywki zawierającej gorsze źródło energetyczne następuje preferencyjne 
obniżenie syntezy rRNA [5, 8, 9], przy jednoczesnym zwiększeniu syn
tezy mRNA [5]. W pracowni Nakady stwierdzono [14], że usunięcie ura
cylu z pożywki wzrostowej dla pałeczki okrężnicy (Escherichia coli) do
prowadza do obniżenia syntezy rRNA, choć pozostaje bez wpływa na syn
tezę mRNA,

Przeciwnie, gdy komórki przenoszone są z pożywki zawierającej gor
sze źródło energii do pożywki bogatszej energetycznie, wówczas w po
czątkowym okresie wzrostu w dogodniejszych warunkach następuje 
wzmożona synteza rRNA [6, 7], a synteza mRNA jest poważnie ograni
czona [71.
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Szczegółowe badania nad mechanizmem regulacji procesów syntezy 
różnych klas RNA prowadzili Lazzarini i Winslow [15]. Stwierdzili oni,
iż u  m utanta „rozluźnionego” E. coli CP-79 — w  w arunkach zubożenia 
żywieniowego pożywki — synteza mRNA jedynie nieznacznie obniża się 
w  porównaniu do natężenia syntezy stwierdzanej w  komórkach kontrol
nych — spadek ten  wynosi około 20%. W przeciwieństwie do mRNA, 
synteza rRNA obniża się wówczas o 75%. U tego samego m utanta hodo
wanego w  w arunkach głodu aminokwasowego następuje jedynie 25% re
dukcja natężenia syntezy RNA, przy czym tRNA i rRNA gromadzą się 
w  komórce z podobną szybkością, jak w  normalnych w arunkach wzrostu 
(tzn. w  obecności aminokwasów w  pożywce). Innym i słowami, podczas 
głodu aminokwasowego m utanty „rozluźnione” charakteryzują się pre
ferencyjnym  zahamowaniem syntezy mRNA [15].

Szczep „ścisły” E. coli CP-78 reaguje w  sposób odmienny: po usunięciu 
określonego aminokwasu z pożywki, w  komórce następuje niemal całkowite 
zahamowanie syntezy RNA. Zgodnie z danymi przytoczonymi przez 
Lazzariniego i Winslowa [15] niemal całkowitemu zahamowaniu (ponad 
90%) syntezy rRNA towarzyszy 60% inhibicja syntezy mRNA. W tym  
przypadku m am y więc do czynienia z preferencyjnym  zahamowaniem 
syntezy stabilnego RNA.

W w arunkach głodu aminokwasowego w komórce szczepów „ścisłych”
E. coli nagromadzają się pochodne guanozyny wpływające hamująco na 
syntezę RNA [16-21]. Związkami tym i są: czterofosforan guanozyny 
(ppGpp) i pi ę c i of o sfora n guanozyny (pppGpp% Zadaniem K jeldgaarda
[20] oba związki są bezpośrednimi efektorami syntezy rRNA powstają
cymi u m utantów  „ścisłych” — w czasie głodu aminokwasowego — na 
5 OS pod jednostce ryhosomu. Ważną rolę spełnia w procesie ich syntezy 
pewien czynnik białkowy (tzw. ścisły). Powstawanie tych związków w y
maga obecności ATP [21]. W regulację ich syntezy wprzęgnięty jest — 
prócz czynnika „ścisłego” [20]— również tRNA [21]. W obecności na 
rybosomie aminoacylo-tRNA synteza ppGpp i pppGpp jest wstrzym ana
[21], Istnieją sugestie, w myśl których czterofosforan guanozyny prefe
rencyjnie ham uje syntezę rRNA [16-18]. Okazało się bowiem, że szcze
gólnie drastycznie ppGpp ogranicza syntezę rRNA stym ulowaną przez 
czynnik xpT [18], zidentyfikowany później z czynnikiem wydłużania łańcu
chów polipeptydowych Tu i czynnikiem Ts (por. [22]). Można sądzić [22], 
że czynniki te mogą być wprzęgnięte zarazem w procesy wydłużania
łańcuchów RNA.

Niedawne badania Traversa i Bucklanda [22] sugerują, że ppGpp 
wpływa hamująco przede wszystkim na aktywność jednej z trzech form 
konformacyjnych polimerazy RNA obecnych w komórkach pałeczki 
okrężnicy; polimeraza w ystępująca w formie konform acyjnej (E8)s (patrz 
niżej) jest najprawdopodobniej stabilizowana przez czynniki Tu i Ts [22].
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Interesujące dane na tem at regulacji syntezy różnych klas RNA 
uzyskano w pracowni Dennisa [23, 24]. Autorzy zajmowali siię kinetyką 
syntezy stabilnych RNA i mRNA u szczepu B/r Escherichia coli w w a
runkach wzbogacenia żywieniowego pożywki wzrostowej. Próbowali oni 
wyjaśnić, czy obserwowany wówczas wzrost syntezy rRNA wynika 
z aktyw acji polimerazy RNA nie wprzęgniętej w procesy transkrypcji 
przed zmianą pożywki, czy też w ynika on z indukcji nowych cząsteczek 
enzymu. W badaniach swoich posłużyli się ciekawą techniką, a wnioski — 
rzucające nowe światło na omawiane zagadnienie — oparli na m atem a
tycznych wyliczeniach.

Poniżej przytaczamy równanie, którym posługiwali się cytowani auto
rzy [23, 24]:

1 s cs * xps • Npoi,

w którym rs oznacza szybkość syntezy stabilnego RNA w danym mo
mencie, cs — szybkość wydłużania łańcucha tego RNA, ips — liczbę cząste
czek polimerazy RNA transkrybujących stabilny RNA, a Npol — liczbę 
cząsteczek polimerazy RNA w  komórce. Autorzy określili, który z wym ie
nionych param etrów ulega zmianie po wzbogaceniu żywieniowym po
żywki.

Autorzy [23] wykorzystali w  swoich badaniach fakt, że antybiotyk 
rifam picyna hamuje jedynie proces inicjacji syntezy łańcuchów polinu- 
kleotydowych, nie wpływa natomiast na syntezę już rozpoczętego uprzed
nio łańcucha RNA [25], Założyli oni, że — w  obecności rifam picyny — 
czas, w  którym  piętno 3H -urydyny przestaje się już włączać do danej 
klasy RNA odpowiada czasowi potrzebnemu do transkrypcji określonego 
odcinka DNA, np. zespołu cistronów kierujących syntezą rRNA: od 
miejsca inicjacji (miejsce promotera) do końca zespołu genów. Czym póź
niej po dodaniu rifam picyny do próby badanej dodawano 3H-urydynę, 
tym  mniej piętna w ykryw ano w rRNA. Piętno urydyny zanikało n a j
pierw  w 30S pod j ednostkach rybosomowych (zawierających 16S rRNA), 
później dopiero — w 50S podjednostkach rybosomu (zawierających 23S 
rRNA i 5S rRNA). Pozostawało to w związku z przyjmowanym dziś 
modelem ułożenia cistronów rRNA w jednostce transkrypcyjnej [26] : 
cistrony dla 16S rRNA leżą blisko miejsca inicjacji syntezy (promotera), 
cistrony dla 23S rRNA zajm ują pozycię środkową, a cistrony dla 5S 
rRNA — leżą w pozycji dystalnej, na końcu jednostki transkrypcyjnej
rRNA (por. [27]).

Czas potrzebny na ukończenie łańcuchów rRNA w zrasta wraz ze 
zwolnieniem prędkości podziałów komórkowych. Prędkość ta znacznie 
spada, jeśli pożywkę zawierającą glukozę i aminokwasy zastąpim y po
żywką zawierającą sole kwasu bursztynowego jako jedyne źródło ener
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getyczne. Poziome oddalenie krzywych inkorporacji urydyny do 30S 
i 50S pod jednostek rybosomowych w funkcji czasu (odczytywane wzdłuż 
osi odciętych) jest równe czasowi potrzebnemu — w danych warunkach 
hodowli — dla syntezy 23S rRNA i 5S rRNA) czyli łącznie 3120 nukleoty- 
dów [23]. W pożywoe glukozowo-aminokwasowej czas ten wynosi 30-34 
sekundy, w pożywce bursztynianowej — 42-46 sekund. Czasy wyliczone

S  ______

wskazują, że szybkość wydłużania się łańcuchów RNA rybosomowego (cr)
«

wynosi w obu pożywkach odpowiednio: 6300 i 4400 nukleotydów na 
minutę. Tym samym, szybkość wydłużania łańcuchów rRNA podczas 
wzbogacenia żywieniowego pożywki (glukoza i aminokwasy zamiast 
bursztynianów) wzrasta o około 45%.

Pow staje pytanie, jaka jest szybkość wydłużania łańcuchów mRNA? 
Autorzy z grupy Dennisa (por. [23]) wyliczyli, że podczas wzrostu pa
łeczki okrężnicy w pożywkach glukozowo-aminokwasowych szybkość w y
dłużania się łańcuchów mRNA wynosi około 3000 nukleotydów na 
minutę, a tym  samym jest ona dwukrotnie niższa niż szybkość wydłuża
nia cząsteczek rRNA.

W pracy swojej pracownicy grupy Dennisa podkreślili, że szybkość 
wydłużania łańcuchów mRNA — w przeciwieństwie do' analogicznej 
wartości dla rRNA — nie zależy od szybkości podziałów komórki.

W dalszych rozważaniach [23] autorzy podają, że liczba cząsteczek 
polimerazy przepisujących rRNA jest równa iloczynowi tzw. liniowej 
gęstości polimerazy RNA na rDNA (por. [1]) (czyli liczby cząsteczek 
enzymu na jednostkę transkrypcyjną rRNA) i liczby jednostek transkryp- 
cyjnych rRNA w genomie (przyjmując, że na początku replikacji chromo
somów u E. coli występuje 6 zespolonych jednostek w genomie). Z odpo
wiednich wyliczeń [23, 24] wynika, że wzrost liczby cząsteczek polime
razy przepisujących stabilny RNA (ips) i szybkości wzrostu łańcuchów 
rRNA (cs) wystarczająco tłumaczą zwiększenie szybkości syntezy rRNA 
obserwowane po wzbogaceniu pożywki u E. coli. Zdaniem autorów 
z grupy Dennisa [23, 24], w  grę wchodzi wówczas zjawisko przerzucenia 
(transferu) pewnej liczby cząsteczek polimerazy RNA z genów kodują
cych mRNA do genów kierujących syntezą rRNA. Wyrazem tego zja
wiska jest wzrost wspomnianej już wyżej tzw. gęstości liniowej cząs
teczek polimerazy RNA wzdłuż rDNA podczas wzrostu szybkości po
działów komórkowych. W szybko dzielących się komórkach pałeczki 
okrężnicy (przy wartości /u =  3, gdzie y  oznacza czas podwajania masy 
komórek) cistrony rRNA są bliskie wysycenia cząsteczkami polimerazy 
RNA. Wzrost wartości yjs — liczby cząsteczek polimerazy RNA wprzęg
niętych w  syntezę stabilnego RNA (a więc głównie rRNA) — wraz ze 
wzrostem wartości p  jest skorelowany ze wzrostem względnej szybkości 
stabilnego RNA, czyli stosunku szybkości syntezy stabilnego RNA do
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szybkości syntezy całkowitego RNA komórki. Ten ostatni wynosi bowiem 
0,29 przy wartości ju =  0,69 (pożywka bursztynianową) i po dokonaniu 
wzbogacenia żywieniowego pożywki wzrasta do 0,66 przy wartości 
/i =  2,10 (pożywka glukozowo-aminokwasowa). Zdaniem autorów [24] 
korelacja ta  (między wzrostem względnej szybkości syntezy stabilnego 
RNA i wzrostem wartości /u) może również świadczyć, że w wyniku 
wbogacenia żywieniowego pożywki dochodzi do transferu cząsteczek po- 
limerazy RNA z jednych genów (dla mRNA) do innych (kierujących syn
tezą rRNA, a być może i tRNA); natom iast nie odbywa się wówczas 
aktywacja polimerazy RNA.

Przedstawione wyżej badania grupy Dennisa [23, 24] mogą być do
wodem, że u prokariontów nie w ystępuje kilka odmiennych polimeraz 
RNA, odpowiedzialnych za syntezę poszczególnych klas polimeru. Wy
stępowanie specyficznej polimerazy jąderkowej, odpowiedzialnej za syn
tezę rRNA, i polimerazy nukleoplazmatycznej syntetyzującej najpraw do
podobniej HjRNA, jest znane już od kilku lat (por. [28]). Możliwe zatem, 
że mielibyśmy do czynienia z jeszcze jedną różnicą odgraniczającą ko
mórki prokariotyczne od eukariontów.

Jak  już wspomniano, heterogenność polimerazy RNA u bakterii po
lega — zgodnie z danymi Traversa ii wsp. [22] — na występowaniu tego 
enzymu w dwóch, ewentualnie trzech odmiennych konformacjach cząs
teczki. Holoenzym polimerazy u Escherichia coli występuje mianowicie 
w konformacji (Eó)s lub w konformacji (Eö)m Konformacja wyszcze
gólniona jako pierwsza jest charakterystyczna dla enzymu inicjującego
syntezę stabilnego RNA (rRNA i tRNA), konformacja podana w drugiej 
kolejności — dla holoenzymu polimerazy syntetyzującej mRNA. Holo- 
enzymy występujące w obu konformacjach charakteryzują się odmien
nymi wartościami stałej sedymentacji. Holoenzym (Eds o stałej sedy
m entacji 16S zapewnia w określonych w arunkach wysoką szybkość syn
tezy rRNA: w  danym momencie podczas transkrypcji przy udziale holo
enzymu w tej konformacji 10-15% transkryptu  stanowi rRNA. Holoen
zym w konformacji (E<0m (charakteryzujący się stałą sedym entacji 21S) 
zapewnia jedynie 2% zawartość rRNA w transkrypcie. Można zatem 
przypuszczać, że w zależności od szybkości podziałów komórkowych 
u bakterii polimeraza RNA zmienia konformację swoich cząsteczek. Do
dajm y tu, że — zgodnie z danym i grupy Traversa i wsp. [22], konform a
cja (Eó)s jest stabilizowana przez pewien czynnik białkowy, określony 
dajm y tu, że — zgodnie z danym i grupy Traversa i wsp. [22], konform a- 
Czymnik ten  okazał się identyczny z czynnikiem wydłużania łańcuchów 
polipeptydowych TuTs [22]. Niewykluczone, że holoenzym w konfor
macji (Edm — wykazujący masę cząsteczkową około 900 000 — jest 
dimerem, ponieważ holoenzym polimerazy RNA w  konformacji (Eó)s
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charakteryzuje się masą cząsteczkową 480 000 [22]. Tym samym, zmiany 
strukturow e polimerazy RNA — jako odzwierciedlenie zmian ekologicz
nych komórki — doprowadzałyby do zmian względnego natężenia syn
tezy określonych klas kwasów rybonukleinowych.

2. W ZG LĘD N E N A TĘŻEN IE SYNTEZY RÓŻNYCH K L A S RNA W KOM ÓRKACH
EU K A R IO TY C ZN Y C H

Istnieje zasadnicze podobieństwo między bakteriam i i komórkami 
eukariotyczynym i pod względem przebiegu zmian we względnym na
tężeniu syntezy stabilnego RNA i mRNA mającym miejsce po dokona
niu  zmian w  składzie pożywki wzrostowej. Tak na przykład po przenie
sieniu komórek drożdży do uboższej energetycznie pożywki obserwuje 
się u  nich spadek syntezy rRNA i  wzmożone nagromadzanie się mRNA 
[29, 30]. Zgodnie z wynikami Holoubka i wsp. [31], komórki raka puchli
nowego Ehrlicha przeniesione z organizmu myszy do roztworu soli, 
a więc z układu in vivo do układu in vitro  (co przypomina w swym 
charakterze zmianę warunków typu zubożenia żywieniowego pożywki, 
por. rozdz. 1), rozpoczynają wzmożoną syntezę mRNA i charakteryzują 
się zarazem obniżeniem syntezy rRNA. Badania autorów [31] sugerują, 
iż syntetyzowany z większą (niż w  w arunkach in  vivo) wydajnością 
mRNA stanowi jakościowo odmienną pulę tego RNA od informacyjnego
RNA wytwarzanego in vivo. Powstający in  vitro  mRNA jest przez ko
mórki wykorzystywany do syntezy określonych białek, białek niezbęd
nych dla przystosowania się organizmu do nowych — mniej korzyst
nych — warunków ekologicznych.

Pewną analogią do zubożenia żywieniowego pożywki jest zapewne 
zmiana w arunków  oświetlenia rozwijających się roślin. Komórki game- 
tofitu  paproci wodnej Pteridium aquilinum  przeniesione z warunków 
normalnego oświetlenia światłem białym, do warunków oświetlenia 
światłem czerwonym — mniej przydatnym  do wzrostu — dały charakte
rystyczną odpowiedź metaboliczną: wzmogły syntezę mRNA, wydatnie 
zmniejszając syntezę rRNA [32].

Badania w pracowni Bogorada [33], wykazały że po oświetleniu roś
liny uprzednio hodowanej w  warunkach zaciemnienia — a więc po do
konaniu zmian przypominających wzbogacenie żywieniowe pożywki — 
następuje preferencyjna synteza rRNA w plastydach.

W ostatnich latach pojawiło się szereg prac [34-36] potwierdzających, 
że wraz ze zmianą warunków hodowli komórek eukariotycznych na
stępuje zmiana szybkości syntezy rRNA i mRNA Zdaniem Kubińskiego 
i Kocha [37] każdy stress, na jaki narażona jest komórka, wywołuje 
zmniejszoną syntezę rRNA i zwiększoną syntezę mRNA. Z kolei każdo-
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razowe wprowadzenie warunków sprzyjających wzrostowi komórek 
wzmaga syntezę rRNA — komórki charakteryzują się wówczas wzmożoną 
syntezą rybosomów, umożliwiających następnie intensywniejszą produk
cję białek.

UW AGI KOŃCOW E

Zarówno u bakterii jak  i w  komórkach eukariotycznych rRNA sta
nowi blisko 80% całkowitego kwasu rybonukleinowego. RybosomOwy 
RNA jest syntetyzowany — w w arunkach fizjologicznych — intensyw
niej niż tRNA i mRNA [31, 38]. W układzie in vitro w danym  momencie 
podczas transkrypcji DNA E. coli rRNA stanowi blisko 5% transkryptu , 
mimo że cistrony rRNA stanowią zaledwie 0,3% m atrycy [39].

Okres życia rRNA w komórkach rosnących jest długi — odpowiada 
on czasowi życia kilku generacji komórek (w przypadku komórek HeLa 
wynosi to kilkadziesiąt godzin) [2]. Natomiast HjRNA i produkt z niego 
powstający — mRNA są związkami bardzo nietrw ałym i: dla większości 
cząsteczek HjRNA w jądrach komórek HeLa okres półtrwania wynosi 
około 1,5 m inuty, dla mRNA — 3 godziny. Szybkość syntezy HjRNA ko
mórek HeLa — mierzona na podstawie włączania znakowanych prekur
sorów — jest czterokrotnie wyższa od szybkości syntezy prekursorowego 
45S rRNA (wynoszącej około 2 minut). Względna szybkość syntezy 
mRNA — w porównaniu do syntezy rRNA — obliczona ze wzoru

dm l m ^ T  ^
dr 2 r Tm

(w którym T oznacza czas podwajania komórek HeLa (=  24 godziny), 
Tm — okres półtrw ania mRNA ( = 3  godziny) natom iast m /r — stosunek 
mas cząsteczkowych mRNA i prekursorowego rRNA) jest o około 80% 
powolniejsza niż rRNA. Dane te wskazują, że jedynie nieznaczna część 
puli HjRNA ulega przekształceniu w mRNA — blisko 90% cząsteczek 
HjRNA ulega niezwykle szybkiej degradacji na terenie jądra komórko
wego [42]. Tym samym można sądzić, że HjRNA jest tą klasą polimeru, 
która w komórce eukariotycznej charakteryzuje się najwyższą względną 
szybkością syntezy.

Stwierdzenie to  zostało poparte doświadczeniami przeprowadzonymi 
przez Wu i Soeiro [40], którzy udowodnili, że zarówno prekursorowy 
rRNA, jak też HjRNA powstają ze wspólnej puli prekursorów — rybo- 
nukleotydów. Dowód ten jest konieczny, jeśli względną szybkość syn
tezy HjRNA i prekursorowego rRNA określa się na podstawie szybkości
włączania znakowanych nukleozydów do łańcucha nukleotydowego. Do-
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wodem takim  jest identyczny przebieg krzywych obrazujących kinetykę 
zm ian tzw. specyficznego stosunku U/C względem czasu dla obu RNA.

Kończąc ten  przegląd należy podkreślić, że względne natężenie (szyb
kość) syntezy różnych klas RNA zmienia się w warunkach fizjologicznych 
w zależności od stadium rozwojowego organizmu, szczególnie w okresie 
embrionalnym, a  także w różnych okresach (fazach) cyklu komórkowego. 
O zagadnieniu tym  pisaliśmy szerzej w  innym  artykule [1], tutaj do
dajmy, że zmiany w szybkości syntezy różnych klas RNA w czasie roz
w oju zarodkowego u  organizmów zwierzęcych, a także we wczesnym 
okresie kiełkowania zarodków roślinnych [1], mogą wynikać ze zmian 
w konformacji matrycy. Jak  wykazali Travers i wsp. [41], natężenie syn
tezy in  vitro na m atrycy DNA zależy od konformacji tej matrycy, deter
minowanej w pewnej mierze przez siłę jonową środowiska (a także 
tem peraturę). Podobny mechanizm jest zapewne wprzęgnięty w regulację 
syntezy RNA w czasie cyklu komórkowego (por. [28]). Wówczas bowiem 
w raz ze zmianami konsystencji chromatyny zmienia się aktywność m eta
boliczna jądra komórkowego.
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