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DZIAŁANIE CYTOKININ W PROCESIE RÓŻNICOWANIA SIĘ
CHLOROPLASTÓW

A dam  W OŹNY i F o r tu n a t  M ŁODZIANOW SKI

Z akład  B o tan ik i Ogólnej, In s ty tu t  Biologii 
U n iw ersy te t im. A dam a M ickiewicza Poznań

i♦
Streszczen ie .  C ytokin iny  w yw ołu ją  szereg zm ian w  ontogenezie plastydów . S tym ulu ją

»

m. in. syn tezę  ch lorofilu  (na jp raw dopodobnie j głów nie chlorofilu  b) poprzez zw ięk 
szanie  syn tezy  b ia łek  enzym atycznych  w aru n k u jący ch  ten  proces. Substancje  te  
w p ły w a ją  tak że  w  szczególny sposób na  pow staw an ie  gran, co p raw dopodobnie  
zachodzi poprzez pew ne cząstki b ia łkow e odpow iedzialne za fuzję  ty lakoidów .

P la s ty d y  nie należą  do s t ru k tu r  całkowicie au tonom icznych pod w zględem  
genetycznym , gdyż znaczna część b ia łek  enzym atycznych i s truk tu row ych  tych  
o rganelli p o w sta je  na  rybosom ach 80S zgodnie z in fo rm acją  zaw artą  w  DNA 
ją d ro w y m  [73], Szereg danych  p rzem aw ia  obecnie w łaśn ie  za uk ładem  cytoplazm a- 
tyczno - ją d ro w y m  jako  m iejscem  działan ia  cytokinin  w  ontogenezie chloroplastów . 
Z p rostych  reakc ji  cytochem icznych w y n ik a  także, że cytokininy w p ły w a ją  ta k  na  
syntezę, ja k  i n a  m obilizację  skrobi oraz  na  procesy podziałow e plastydów.

I. W STĘP

Cytokininy — to nazwa całej grupy substancji wzrostowych, które 
są pochodnymi 6 - aminopuryny, a których działanie wyraża się głów
nie stymulowaniem cytokinez [69]. Wpływ cytokinin na rośliny nie 
ogranicza się jednak tylko do stymulacji podziałów komórkowych, ale 
substancje te kontrolują cały szereg procesów fizjologicznych takich jak 
organogeneza, starzenie się, różnicowanie się chloroplastów, transport
asymilatów, synteza RN A i białka oraz aktywność niektórych enzymów 
[37].

Stym ulujący wpływ cytokinin na proces różnicowania się chloro
plastów i towarzyszący tem u różnicowaniu wzrost poziomu chlorofilu 
wykazało wielu autorów [2, 16, 20, 22, 52, 72, 75, 87]. Ten wpływ po
lega najprawdopodobniej na zwiększeniu syntezy RNA oraz białek i to
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zarówno strukturowych, jak i enzymatycznych [2, 6, 19, 20, 21, 42, 
56-58, 63, 64, 71]. Czy jednak cytokininy wpływają na rozwój plastydów 
przez wzmożenie syntezy białka w plastydach, o których z l i te ra tu ry  
wiadomo, że zawierają nie tylko własny DNA, ale także cały apara t 
potrzebny do biosyntezy białka, czy też poprzez stymulację syntezy bia
łek cytoplazmatycznych, pie zostało jeszcze do końca wyjaśnione. K uła- 
jewa i Romanko [43] doniosły o wzroście pod wpływem cytokinin syn
tezy białka w izolowanych chloroplastach tytoniu, a Jakuszkina i Pusz
kina [33] u siewek kukurydzy. Z drugiej jednak strony wykazano, że 
blokując np. u Eugleny  syntezę białek cytoplazmatycznych, powoduje 
się hamowanie syntezy chlorofilu [39]. Hamowanie to wiązał Beale [3] 
z blokowaniem tworzenia syntetazy kwasu ó-aminolewulinowego. F le t
cher i wsp. [21, 22] sądzą, że cytokininy wpływają na wzrost produkcji 
chlorofilu właśnie poprzez indukcję tego enzymu.

Stosując inhibitory blokujące dość specyficznie syntezę białka na ry 
bosomach chloroplastowych (70 S), jak np. chloramfenikol [17, 82], czy 
na rybosomach cytoplazmatycznych (80 S), jak cykloheksimid [39] i ana
lizując zawartość chlorofilu i u ltras truk tu rę  plastydów z m ateriału  t r a k 
towanego równocześnie cytokininą można uzyskać informację, czy wpływ 
cytokinin na ontogenezę chloroplastów odbywa się pośrednio przez cyto- 
plazmę, czy bezpośrednio przez stymulację syntezy białka w plastydach.

II. SYNTEZA CH LO RO FILU

Pierwszym etapem biosyntezy chlorofilu jest kondensacja burszty- 
nylo CoA i aminokwasu glicyny do nietrwałego kwasu a - amino - ß - 
- ketoadypinowego, który po dekarboksylacji daje kwas Ô - aminolewuli- 
nowy (ALA, [65]). Reakcja ta wymaga obecności kofaktora w postaci 
fosforanu pirydoksalu i katalizowana jest przez enzym — syntetazę 
kwasu ó-am inolew ulinowego [24, 38] oraz rys. 1. W obecności enzymu 
dehydratazy kwasu ô - aminolewulinowego 2 cząsteczki ALA konden- 
sują w cząsteczkę porfobilinogenu (monopirolu) z wydzieleniem 2 czą
steczek H20  (rys. 2). Szczegółowy opis pozostałych etapów biosyntezy 
chlorofilu, z których ważniejsze zostały jedynie zaznaczone na rysunku, 
znajdzie czytelnik u Zurzyckiego [88], Devlina [15] oraz Rebeiza i Castel- 
franco [65].

Stym ulujący efekt cytokinin na syntezę chlorofilu (rys. 3) jest n a j
prawdopodobniej związany z ich wpływem na najwcześniejsze („ciemne”) 
etapy biosyntezy [2, 33]. Fletcher i McCullagh [21] i Fletcher i wsp. [22] 
na podstawie wyników uzyskanych z izolowanymi liścieniami ogórka 
uważają, że cytokininy wpływają na syntezę chlorofilu przez stymulację
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bZIAŁANlE CYTOKININ 2 5 9

Rys. 2. W ażniejsze e tapy  biosyntezy chlorofilu  z zaznaczeniem  miejsc, w  k tó rych  
na jp raw dopodobn ie j dz ia ła ją  cy tok in iny  i an tyb io tyk i (CAP i CXD) [15]

syntezy syntetazy ALA. Na cytoplazmę jako miejsce syntezy tego en
zymu wskazują wyniki uzyskane przez Beale’a [3]. Kiedy mianowicie 
do hodowli Chlorella akumulującej ALA w obecności kwasu lewulino- 
wego (kompetycyjnego inhibitora dehydratazy ALA) dodano cykloheksi- 
midu (Cxd), akumulacja ta zatrzymywała się w ciągu pół godziny, pod-
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200 A. WOŹNY I  F. MŁODZIANOWSKI

czas gdy synteza chlorofilu zachodziła jeszcze przez dalsze 6 godzin przy 
udziale ALA uprzednio nagromadzonego w komórce. Beale uważa, że 
u Chlorella synteza białka wymagana dla formowania chlorofilu jest 
syntezą labilnego enzymu włączonego do tworzenia ALA.

Rys. 3. W pływ  k ine ty n y  (KIN) i A6 - izopen teny loam inopuryny  (2iP) na  syn tezę  
chlorofilu  w  izolow anych liścieniach  łu b in u  (a) i ogórka  (b) po 24 godzinach

w ystaw ien ia  n a  św iatło

Wzrost aktywności pod wpływem kinetyny innego enzymu zaanga
żowanego w biosyntezie chlorofilu, a mianowicie dehydratazy kwasu 
b - aminolewulinowego (ALAD) wykazali dla niezielonych komórek ka
lusa tytoniu Kaul i Sabharwal [35]. Ponieważ zastosowany przez nich 
chloramfenikol (Cap) hamował wzrost aktywności tego enzymu autorzy 
ci sugerują, że kinetyna stym uluje syntezę białka na rybosomach chloro
plastowych (70 S).

Całkowicie odmienną, niż Kaul i Sabharwal, lokalizację syntezy 
ALAD wykazali u Eugleny  dla zazieleniających się komórek Hoven
kamp - Obbema i wsp. [31]. Badając wpływ Cap i Cxd na biosyntezę 
dehydratazy kwasu b - aminolewulinowego stwierdzili, że wzrost ak tyw 
ności tego enzymu w zazieleniających się komórkach był hamowany 
przez Cxd, a Cap pozostawał bez wpływu na ten proces. W konkluzji 
autorzy stwierdzają, że ALAD jest formowana na rybosomach cytoplaz- 
matycznych (80S).

Przytoczone wyżej dane w ydają się więc wskazywać, że wpływ cyto- 
kinin na syntezę chlorofilu dokonuje się poprzez stymulację syntezy 
białek enzymatycznych na terenie cytoplazmy (rys. 1 i 2). Na cytoplaz- 
matyczne miejsce działania cytokinin typu  k inetyny wskazują także wy
niki uzyskane przez Berridge’a i wsp. [4]. Wykazali oni pozytywną kore-
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DZIAŁANIE CYTOKININ 261

lację między biologiczną aktywnością cytokininy a zdolnością jej do w ią
zania się z rybosomami należącymi przede wszystkim do typu 80S. 
Również doświadczenia prowadzone z użyciem antybiotyków (Cap i Cxd) 
i k inetyny na liścieniach i splątku mchu wydają się wskazywać na cyto- 
plazmę jako na miejsce działania cytokininy [86], Zdolność jej do od
wracania hamującego efektu antybiotyków była wyraźnie wyższa w przy
padku Cxd — poziom chlorofilu wzrastał do poziomu kontroli — nastę
powało tu  więc całkowite zniesienie hamującego wpływu Cxd. Potw ier
dzeniem tej koncepcji są także dane z elektroforetycznych analiz RNA 
cytoplazmatycznego i chloroplastowego, z których wynika, że wpływ 
kinetyny na zahamowanie procesu starzenia się plastydów liści kalarepy 
zachodzi poprzez kontrolę procesów jądrowo - cytoplazmatycznych [45]. 
Pośrednio świadczą o poprawności tego wnioskowania także wyniki Choe 
i Thim anna [14], którzy badając szybkość starzenia mierzoną spadkiem 
poziomu chlorofilu i białka stwierdzili, że proces ten  zachodzi znacz
nie wolniej w izolowanych chloroplastach niż w całych liściach. Na tej 
podstawie uważają, że czynnik odpowiedzialny za starzenie zlokalizo
w any jest na terenie cytoplazmy. Wiedząc z kolei, że cytokininy ham u
ją procesy starzenia, można pośrednio wnioskować także o cytoplazma- 
tycznym miejscu ich działania. Niezależnie od stymulowania syntezy 
białka enzymatycznego związanego bezpośrednio z syntezą chlorofilu, 
cytokininy mogą najprawdopodobniej wpływać na syntezę chlorofilu 
również pośrednio przez stymulację syntezy pewnych białek strukturo- 
wych [33], których występowanie jest ściśle związane z obecnością chlo
rofilu [30, 40]. Interesującą hipotezę dotyczącą sposobu działania cytoki- 
nin na syntezę chlorofilu przedstawili Kaminek i Luśtinec [36]. Według 
hipotezy tych autorów (rys. 4), związki te miałyby współdziałać z pew
nym  czynnikiem (utilization factor(s)) w plastydach. W w yniku tej in ter
akcji następowałaby: 1. modyfikacja cytokinin do nowej formy działają
cej na plastydowy aparat syntezy białka, lecz nie zwiększającej wzrostu 
tkanki (cytokinina plastydowa) lub 2. przyłączanie cytokininy do odpo
wiedniego miejsca (miejsc) aktywnego w plastydzie. Przedstawiony po
gląd jest jednak tylko wynikiem rozważań teoretycznych i wymaga
bezpośredniego potwierdzenia doświadczalnego.

*

#

III. ST R U K T U R A  PLA STY D Ó W  W CZA SIE ICH RÓ ŻN ICO W A N IA

Równolegle ze stymulowaniem syntezy chlorofilu, obserwuje się pod 
wpływem cytokinin przyspieszenie różnicowania s truk tu ry  plastydów.

W tkance kalusowej tytoniu kinetyna wręcz warunkowała różnico
wanie się chloroplastów z proplastydów. Powstałe pod wpływem kine
tyny  chloroplasty nie różniły się budową od typowych chloroplastów
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262 A. WOŹNY I F. MŁODZIANOWSKI

liści tytoniu. Działanie k inetyny było wysoce specyficzne, tzn. żadnym 
innym czynnikiem łącznie ze światłem nie można było jej zastąpić [72], 
(rys. 5).

Szczególnie dogodnym obiektem badań dla wykazania działania cyto- 
kinin na różnicowanie się chloroplastów są etiolowane liście i liścienie. 
P lastydy bowiem tych organów, mimo że zawierają szereg elementów 
strukturow ych typowych dla chloroplastów [54], nie mają wykształco
nych gran, które tworzą się dopiero na świetle z ciała prolamellarnego, 
jak i chlorofilu, który powstaje również pod wpływem światła z proto- 
chlorofilu (idu) [88]. W izolowanych etiolowanych liścieniach grochu 
[18], dyni [13, 44, 47], łubinu (rys. 6-8) [52], ogórka [86], wystawionych 
na światło cytokininy przyspieszają różnicowanie się chloroplastów, sty
mulując wykształcanie się s truk tu ry  tylakoidalnej, głównie gran i zwięk
szają wzrost plastydów [13].

Oprócz wyraźnego przyspieszenia procesu różnicowania systemu tyla- 
koidalnego, wpływowi cytokinin przypisuje się również szereg anormal- 
ności w rozwoju chloroplastów. Farinneau i Roussaux [18] obserwowali 
tworzenie się olbrzymich gran w liścieniach grochu. W liścieniach dyni 
i łubinu opisano zwiększenie się objętości całych plastydów i tworzenie 
licznych kulistych ciałek na ich obwodzie [13, 52] (rys. 9). Przy dłuższym 
działaniu kinetyny plastydy liścieni łubinu pęczniały i pękały, a uw ol
nione tylakoidy tworzyły pęcherzykowate uwypuklenia znacznej wielkoś
ci (rys. 10). Wnętrza tych tylakoidalnych rozdęć były w elektronogra- 
mach dla elektronów gęste, co mogłoby świadczyć o gromadzeniu się 
w nich jakiejś substancji.

Zmiany zachodzące w czasie zazieleniania się plastydów na pozio
mie molekularnym są przedmiotem wielu badań; m. in. Kirk [41] oraz 
Park i Sane ([50] i cyt. lit.) przedstawili dane dotyczące sekwencji two
rzenia i rozmieszczenia w błonach jednostek fotosyntetycznych w trak 
cie tego procesu. W fotosyntezie biorą udział dwie reakcje fotochemicz-

Rys. 4. S chem at dz ia łan ia  cy tokin iny  na  w zrost i syntezę chlorofilu  w  tkance
kalusow ej ty ton iu  [36]
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DZIAŁANIE CYTOKININ 263

Rys. 5. E lek tro n o g ram y  p las tydów  k u l tu ry  tk an k o w ej ty ton iu
A  — P r o p l a s t y d  z t k a n k i  r o s n ą c e j  w  c iem n o śc i .  S k a la  0.1 \xm. B — C h lo ro p la s t  z t k a n k i  
h o d o w a n e j  n a  św ie t le  p rz e z  28 d n i  w  o b e c n o śc i  k i n e t y n y .  O b e c n e  są  dość  l ic zn e  z i a r n a  
sk ro b i ,  n a to m i a s t  ro z w ó j  g r a n  j e s t  s t o s u n k o w o  s łab y .  S k a l a  0.1 M.m. C — C h lo ro p la s t  z t k a n k i  
h o d o w a n e j  n a  św ie t le  p rz e z  45 d n i  w  o b e c n o śc i  k i n e t y n y .  S k a la  1.0 j im . D  — P l a s ty d  z t k a n k i

h o d o w a n e j  n a  św ie t le  p rz e z  28 d n i  b ez  k in e t y n y .  S k a la  1.0 [ im  [72]

Rys. 6. Rozwój ch loroplastów  w  izolow anych liścieniach łub inu
W l iś c ie n ia c h  s u c h y c h  p r o p l a s ty d y  z a w ie ra ły  p la s to g lo b u le  (PI) i f i t o f e r r y t y n ę  (F). W czas ie  
p ę c z n ie n ia  p o j a w ia ł a  s ię  s k r o b ia  (S), a d o p ie ro  p ó ź n ie j  pierwTsze t y l a k o id y  (T). W d o ś w ia d 
c z e n iu  l iśc ien ie  iz o lo w a n o  p o  2 d n ia c h  p ę c z n ie n ia  i k i e łk o w a n ia  n a s io n  w  c ie m n o ś c i  i w y 
s t a w ia n o  n a  s ła b e  św ia t ło  (14 lux )  w  w o d z ie  (HO) i r o z tw o rz e  k i n e t y n y  (KIN). P o  6 d n ia c h  
w  m a t e r i a l e  k o n t r o l n y m  w y s t ę p o w a ł y  je szcze  c ia ła  p r o l a m e l l a r n e  (PB), f i t o f e r r y t y n a  (F) 
i s k r o b i a  (S). W p l a s t y d a c h  l i ś c ien i  w y ło ż o n y c h  n a  ro z tw o rz e  k i n e t y n y  c ia ła  te  w y s tę p o w a ły

ty lk o  s p o r a d y c z n ie
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2 6 i A. WOŹNY I F. MŁODZIANOWSKI

ne, w których uczestniczą dwa układy barwników, charakteryzujące się 
różnymi maksimami absorbcji. W pierwszej fazie zróżnicowania chloro
plastów na świetle, kiedy występują tylakoidy pierwotne (długie, poje
dyncze lamelle) aktyw ny jest, fotosystem I z cykliczną fotofosforylacją, 
natomiast wraz z utworzeniem gran obserwuje się aktywność fotosyste- 
mu II z transportem  elektronów z HsO do NADP, przyswajanie C 0 2, 
wydzielanie 0 2 i niecykliczną fotofosforylację. W pierwszej fazie róż
nicowania się chloroplastów wartość stosunku chlorofilu a do chlorofilu 
b jest wyższa niż w fazie drugiej [7, 28, 59, 60]. Ponieważ zwiększanie 
się poziomu chlorofilu b jest związane z tworzeniem się gran stym ulo
wanym cytokininami, ciekawe było wykazanie wpływu tych substancji 
wzrostowych na syntezę chlorofilu b. Jak  wynika z pracy Banerji i La- 
lorayi [2] z liścieniami dyni oraz Kaul i Sabharwala [34] z pewnym  
szczepem tkanki kalusowej tytoniu, kinetyna rzeczywiście stymulowała 
bardziej syntezę chlorofilu b niż a. Przyspieszanie przez cytokininy pro
cesu rozwoju gran pozwala również pośrednio przypuszczać, że stym ulują 
one syntezę pewnych cząstek białkowych, które według Goodenougha 
i Staehelina [26] są odpowiedzialne za zespalanie się tylakoidów w stosy.

IV. SY N TEZA  I M O B IL IZ A C JA  SK RO BI
I

Ziarna skrobi spotyka się w plastydach już na etapie proplastydów. 
W izolowanych liścieniach łubinu kinetyna wyraźnie stymulowała degra
dację skrobi proplastydowej, co wykazano zarówno na poziomie m ikro
skopu świetlnego, jak i elektronowego [52, 84], Dane te w ydają się po
twierdzać przypuszczenia, że cytokininy biorą udział w metabolizmie 
cukrowców [5, 11, 74,]. Również z obserwacji przeprowadzonych na kul
turach tkanek tytoniu rosnących na różnych stężeniach k inetyny 10, 
200 i 2000 ąg/1 przy stałej koncentracji kwasu 3 - indolilooctowego 
(0,2 mg/l) sacharozy (3%) wynikało, że gromadzenie skrobi w plasty
dach jest uzależnione od koncentracji kinetyny. Przy najmniejszym 
stężeniu kinetyny plastydy miały postać typowych amyloplastów wypeł
nionych skrobią (rys. 11). P rzy  wyższym stężeniu kinetyny, które s tym u
lowało podziały komórkowe, skrobi w plastydach było znacznie mniej 
(rys. 12), a często nie obserwowano jej wcale. Wydaje się, że kum ulo
wanie złogów skrobi w plastydach komórek tytoniu rosnących przy 
niskich stężeniach kinetyny ma związek z małą aktywnością metabo
liczną i podziałową komórek. Skrobia w tym  przypadku tworzyła się 
z cukrowca zawartego w pożywce, a nie była efektem fotosyntezy, po
nieważ ku ltu ry  rosły w miejscu zacienionym, a plastydy charakteryzo
wały się zredukowanym systemem błon [53]. Podobne zjawisko obssrwo-
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Rys. 8. P la s ty d y  z izolowanego liścienia łub inu  w ystaw ionego przez 6 dni na w odnym  
ro z tw o rze  k in e ty n y  na słabe św iatło  (14 lux). W porów naniu  z kon tro lą  (rys. 7)

w idoczny  dobrze rozw inięty  system  ty lakoidalny, X 18 000 [52]

Rys. 7. P la s ty d y  z izolowanego liścienia łub in u  wyłożonego 6 dni na  wodzie przy 
s łabym  św ie tle  (14 lux). W idoczne ciała p ro lam ella rn e  (PB) oraz tw orzące się

ty lako idy  (T). Duże z ia rna  skrobi (S) oraz obszary nukleoidopodobne
(strzałka). X 18 000 [52]
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Rys. 9. F ragm en t p lastydu  w  izolow anym  liscieniu łub inu  inkubow anym  
w  roztw orze w odnym  k ine tyny  w  ciągu 6 dni na słabym  świetle. M iędzy błonam i 

otoczki p las tydow ej w idoczne jednobłoniaste , ku lis te  ciałko, X 24 000 [52]

Rys. 10. D ezin tegracja  p las ty d u  w  izolow anym  liścieniu łu b in u  inkubow anym  
w  roztw orze w odnym  k in e ty n y  w  ciągu 12 dni na  św ietle. W idoczne s ilne  roz

dęcia ty lakoidów . X  27 000 [52]
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Rys. 11. C hloroam yloplast z dużym i z ia rnam i skrobi w  tkance  ty toniu  rosnącej 
na pożywce zaw iera jącej niskie stężenie (10 j.ig/1) k inetyny, X 29 000 [53],

Rys. 12. P las tyd  o słabo zróżnicow anym  system ie błon, z licznym i s tru k tu ram i 
pęcherzykow ym i, f i to fe r ry ty n ą  (F) i n iew ie lk im  ziarn ie  skrob i (S) w  tkance  

ty ton iu  rosnącej na  pożywce zaw iera jącej w ysokie stężenie (2000 ug/1)
k inetyny , X 25 000 [53].
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wano w splątku mchu hodowanym w ciemności na pożywce zawierającej 
glukozę [50, 85]. Tasseron - de Jong i Veldstra [77], badając wpływ 
6 - benzyloaminopuryny na wzrost liści u Lemna minor  wykazali, że 
niższe stężenie tej cytokininy (10 6) stymulowało wzrost liści, natomiast 
wysokie (10~4) hamowało wzrost i powodowało jednocześnie znaczne na
gromadzenie skrobi. Wpływ rozwijających się pączków jabłoni na rozkład 
skrobi można było zastąpić kinetyną u drzewek pozbawionych pąków [61].

Przeciwnie, Usciati i wsp. [80], jako jeden z pierwszych efektów 
działania 6 - benzyloaminopuryny, już po 4 godzinach pobudzającej śpią
ce pączki do rozwoju, obserwowali kumulację skrobi, co wskazywałoby na 
gromadzenie jej w komórkach o znacznej aktywności metabolicznej [12, 
46, 79]. Nagromadzenie skrobi pod wpływem cytokinin obserwowano 
również w liściach pszenicy [48, 49], tumorach stolonów ziemniaka [70], 
eksplantatach rdzenia tytoniu [78], wierzchołkach korzeni pomidora [81], 
splątku i pączkach gametoforowych mchu [32]. Być może, że w doświad
czeniach wyżej cytowanych gromadzenie skrobi było wynikiem ograni
czenia przez cytokininy odprowadzania cukrów [1, 61], względnie efekt 
ten związany był z syntezą enzymów uczestniczących w tworzeniu skrobi 
[48, 49]. Ciekawą pracę wykazującą wpływ cytokinin na poziom skrobi, 
cukrów i różnych estrów, z zastosowaniem znakowanych prekursorów 
przedstawili dla krążków liściowych Brassica pekiniensis Berridge i Ralph 
[5]. Z badań ich wynikało, że kinetyna mobilizuje skrobię zapasową 
i zwiększa przepływ cukrowców potrzebnych do syntezy błon budujących 
s truk tu ry  komórkowe i tworzenia ATP. Praca ta jak i szereg innych, 
omawiających przemieszczanie się cukrowców w różnych układach ro
ślinnych [68, 84], potwierdza obserwacje cytologiczne, z których wynika 
ścisła zależność metabolizmu cukrowców od cytokinin dostarczonych 
z zewnątrz, których wpływ wyraża się zwiększoną mobilizacją skrobi. 
Obserwacje te są również zgodne z badaniami Gepstaina i liana [23] oraz 
Häggmana i Haapali [29], którzy wykazali, że cytokininy zwiększają 
aktywność amylazy. Według Sena i Sharm y [66], kinetyna i giberelina 
mogą kompensować nieobecność osi zarodka w izolowanych liścieniach 
Merrenia aegyptia w indukowaniu aktywności amylazy rozkładającej 
skrobię zapasową.

V. PO D ZIA Ł PLASTYDÓW
I

O stymulacji przez cytokininy podziałów plastydów w krążkach 
liści tytoniu wiadomo z badań Verbeek - Boasson [83], Boasson i Laetsch 
[8, 9] oraz Boasson i wsp. [10], a podziały izolowanych chloroplastów 
Caulerpa w obecności k inetyny obserwowali Giles i Sarafis [25], chociaż
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Pssingham i Smith '[62J licząc chloroplasty zmacerowanych komórek 
krążków liści szpinaku traktowanych trzema różnymi cytokininami nie 
potwierdzili tych obserwacji. Boasson i wsp. [10] tłumaczą wzmożoną 
replikację chloroplastów pod wpływem kinetyny zachowaniem lepszej 
„kondycji” przez komórkę w obecności tego związku, nie wykluczając 
jednocześnie możliwości bardziej specyficznego w pływ u cytokininy na 
ten proces.

Autorzy dziękują Pani Prof. A. Szweykowskiej za krytyczne uwagi 
w przygotowywaniu niniejszego artykułu.
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DEGENERACJA CHLOROPLASTÓW I MOŻLIWOŚĆ JE J
ODWRACANIA

F o r tu n a t  M ŁODZIANOW SKI i A dam  WOŹNY 

Zakład  B otanik i Ogólnej In s ty tu tu  Biologii U n iw ersy te tu  A. M ickiewicza w  P oznan iu

Streszczenie.  W edług poglądu  Frey  - W ysslinga i wsp. [18] p rzeksz ta łcan ie  ch lo ro 
plastów  w  chrom oplasty  je s t  n ieodw raca lnym  procesem  degenerac ji (s tarzenia  się). 
Przytoczono i om ówiono szereg p rzyk ładów  na  możliwość nie ty lko  zaham ow an ia , 
ale i odw rócenia  tego procesu i ty m  sam ym  dostarczono szeregu a rgu m en tów  na 
poparcie  s tare j h ipotezy Sch im pera  [74] o w za jem nym  przeksz ta łcan iu  się różnych 
fo rm  plastydów , a więc i o możliwości p rzeróżn icow ania  się ch rom op las tów  
w  chloroplasty.

W regu low an iu  procesu s ta rzen ia  się p lastydów  znaczną ro lę  odgryw a ją d ro  
kom órkow e i cy top lazm atyczna synteza  białka. S ubstanc je  w zrostow e, a szczególnie 
cytokininy, w y k azu ją  zdolność h am o w an ia  i odw racan ia  procesu degeneracji ch lo 
roplastów .

P rzedstaw iono  poglądy na  m echan izm  in d u k o w an ia  s ta rzen ia  się p lastydów , 
ja k  i jego h am o w an ia  cytokininam i.

1. M ONOTROPOW Y A CYKLICZNY RO ZW Ó J PLASTYDÓW

Według poglądu Frey - Wysslinga i wsp. [18], rozwój plastydów 
zachodzi podobnie jak wszystkich biologicznych obiektów i organelli 
komórkowych (z w yjątkiem  jądra) od form  młodocianych poprzez dojrza
łe do starzejących, a więc w jednym  kierunku. Ze schematu (rys. 1), 
k tóry jest ilustracją tego poglądu o tzw. monotropowym rozwoju p las ty 
dów wynika, że przekształcanie chloroplastów w chromoplasty jest p ro
cesem degeneracji, a więc przejściem form metabolicznie aktyw nych 
w form y nieodwracalnie pasywne.

Już jednak w roku 1885 Schimper [74] uważał, że różne rodzaje 
plastydów mogą wzajemnie przekształcać się w sposób przedstawiony na 
rys. 2. Zgodnie z tym  poglądem o cyklicznym rozwoju plastydów, chro
moplasty mogą przekształcać się również w chloroplasty.
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Rys. 2. Cykliczny rozwój plastydów , w g Sch im pera  [74]

2. PROCES PR ZEK SZTA ŁC A N IA  CHLOROPLASTÓW  W CHROM OPLASTY

W procesie przekształcania chloroplastów w chromoplasty, będącym 
według Frey - Wysslinga i wsp. [18] degeneracją, zachodzi szereg zmian 
zarówno w składzie chemicznym, jak i w strukturze plastydów. Zjawisko 
to trak tu jem y w tym  artykule szeroko, jako zachodzące zarówno w na
turze, a więc w czasie normalnie przebiegającej ontogenezy, np. w żółkną
cych jesienią liściach, jak i w wyniku działania czynników szkodliwych, 
np. różnego rodzaju infekcji prowadzących do stopniowego obumierania 
organów. Degenerację chloroplastów można również indukować w do
świadczeniu, np. przez odcięcie liścia czy jego fragmentów i inkubowanie 
ich w ciemności w wodzie.

W literaturze term in „degeneracja chloroplastów” stosowany jest 
często zamiennie z term inem  „starzenie się chloroplastów”. Również 
w tym  artykule, niezależnie od w arunków  czy czynników prowadzących

Jakie można zająć stanowisko wobec tych przeciwstawnych poglą
dów na możliwość przeróżnicowania się chromoplastów w chloroplasty?
Jest to jedno z podstawowych pytań, na które ma odpowiedzieć niniejszy 
artykuł.
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do metamorfozy chloroplastów w chromoplasty, proces ten  będziemy 
określać tymi pojęciami zamiennie.

Podczas degeneracji chloroplastów obniża się stopniowo poziom chlo
rofilu, białka i kwasów nukleinowych [6, 14, 76], choć DNA plastydowy 
jest dość stabilny i występuje w chromoplastach [25]. Najbardziej dla 
chloroplastów charakterystyczne s truk tu ry  — tylakoidy, w których sku
piony jest chlorofil, rozpadają się, a plastydy zmniejszają w czasie 
degeneracji znacznie swoją objętość. Profile przekrojów chromoplastów 
są często owalne i koliste w porównaniu z bardziej wrzecionowatymi 
profilami chloroplastów. Z procesem starzenia się chloroplastów związane 
jest tworzenie się dużych, sudano - 1 osmofilnych globul, zwanych plasto- 
globulami [38], w których kumulowane są produkty rozpadu tylakoidów 
[38, 40, 46]. W otrzymanej frakcji plastoglobul szpinaku w ykryto różne 
plastochinony i karotenoidy [40, 41]. Chromoplasty zawierające duże 
plastoglobule są charakterystyczne dla żółtych liści ([13, 46, 86], rys. 5), 
ale występują również w owocach [7, 84], kwiatach [16, 33, 42-44] i u glo
nów [30].

Plastoglobule w ystępują w większości chromoplastów, lecz mogą im 
towarzyszyć jeszcze inne s truk tu ry  kum ulujące karotenoidy [78], albo 
w wyniku odkładania karotenoidów tworzą się* duże formy krystaliczne
[1, 19, 22-24, 35, 72].

W degenerujących chloroplastach zanika także skrobia, a w pewnych 
przypadkach, jak  np. w liściach lnu [9] i topoli [60] zainfekowanych 
grzybem, w miejscu skrobi żywiciela pojawiają się ziarnistości przypo
minające ziarna glikogenu, występujące normalnie jako materiał zapaso
w y u zwierząt i grzybów.

Matriks degenerujących chloroplastów zawiera czasami fitoferrytynę 
[54, 57], która jest kompleksem żelazowo-białkowym. Żelazo w ystępuje 
w postaci f ito ferry tyny  zazwyczaj w proplastydach i zużywane jest do 
budowy aparatu  fotosyntetycznego [26], Wydaje się, że w czasie rozkładu 
tego aparatu  żelazo może być również odkładane w takiej formie.

W czasie starzenia się liści obserwuje się stopniową redukcję liczby 
rybosomów plastydowych [11, 55, 57].

Przekształcanie się chloroplastów w chromoplasty jest procesem 
przebiegającym bardzo różnorodnie [57, 58, 59]. Należy podkreślić, że 
chromoplasty tworzą się nie tylko z chloroplastów, ale również bezpo
średnio z proplastydów czy leukoplastów [17, 64]. Bezpośrednio z leuko- 
plastów różnicują się np. chromoplasty owoców dyni w warunkach n a tu 
ralnych. Chromoplasty o podobnej strukturze otrzymano z leukoplastów 
w izolowanych liścieniach ogórka inkubując je na świetle w chlorku
(2 - chloroetylo - trójmetyloamoniowym (CCC)), [31, 50].

2 — P o s t ę p y  Biol. K o m .  4/75
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3. RO D ZA JE CHROM OPLASTÓW

Zdaniem Sittego [78,], chromoplasty należą do najbardziej heterogen- 
nej grupy plastydów. Autor ten niezależnie od pochodzenia chromoplas- 
tów, lecz na podstawie s truk tu r  kum ulujących karotenoidy, wyróżnił 5 
różnych typów tych plastydów:

a) Chromoplasty globularne, które gromadzą karotenoidy w plasto- 
globulach. Ten typ  chromoplastów jest bardzo powszechny, scharak tery
zowano go już szczegółowo wyżej oraz wyróżniono we wcześniejszych 
klasyfikacjach [17]. Do tej grupy chromoplastów zaliczono ostatnio rów 
nież ciekawe formy tworzące najpierw  plastoglobule, które następnie 
przekształcają się w całości w kryształy [78].

b) Chromoplasty błoniaste („Membranöse Chromoplasten”), które gro
madzą karotenoidy w strukturach  mielinopodobnych. Tego typu  plastydy 
występują u narcyza [34, 45, 62], u pewnych form dyni [20], czasami 
u pomidorów [72], w epidermie kolb obrazkowatych [75], jak i w  owocach 
papryki [80].

c) Chromoplasty tubularne (te plastydy określane były dotąd jako 
zawierające filam enty czy włókniste s truk tu ry  [17, 64]. Zdaniem Sittego 
[78], dawniejsze określenia powinny być zastąpione nowymi, ponieważ 
okazało się, że filam enty i włókna są tubulami). Karotenoidy zlokalizo
wane są w wydłużonych, nierozgałęzionych tubulach, które na przekro
jach poprzecznych są kanciaste, o średnicy ok. 15 |im. Ten typ  chrom o
plastów występuje w owocach papryki [16, 29, 80] i róży ([91] cyt. za 
[78]) oraz w płatkach kwiatów ogórka [79].

d) Chromoplasty siatkowato - tubularne („Reticulotubulöse Chromo
plasten”). P igm enty występują w delikatnych, falistych, czasami rozgałę
ziających się, lecz nie przebiegających równolegle tubulach. Dotąd opi
sano tylko jeden przykład w kolbie Typhonium  divaricatum  [75].

e) Chromoplasty krystaliczne, w których przez intensyw ną akum u
lację określonego pigmentu (ß - karoten, likopen), dochodzi do wytworze
nia dużych kryształów: płytek, igiełek, form śrubowatych. Przykładam i 
na występowanie tych plastydów mogą być korzenie różnych odmian 
hodowlanych marchwi [1, 3, 19, 22, 90], owoce pomidorów [2, 23, 24, 72] 
i liścienie ogórka [50].

4. ODW RACANIE W ZGLĘDNIE HAM OW ANIE D EG EN ERA CJI CHLOROPLASTÓW

W ostatnich latach dostarczono szereg przykładów na możliwość nie 
tylko hamowania procesu degeneracji chloroplastów, ale również na 
możliwość jego odwracania. Powtórne zazielenianie się chromoplastów 
obserwowano jak dotąd jedynie w globularnym i krystalicznym  typie,
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natomiast czy pozostałe, wymienione w poprzednim rozdziale rodzaje 
chromoplastów wykazują taką zdolność, będzie można stwierdzić dopiero 
w przyszłych badaniach [12].

Przykładem  powtórnego zazieleniania się liści, a jednocześnie przek
ształcania się chromoplastów w chloroplasty może być tytoń. Żółknące 
i więdnące na łodydze liście tytoniu zazieleniają się powtórnie i uzyskują 
turgor, gdy ponad nimi zostanie odcięty pęd, a cała masa korzeni zaopa
tru je  pozostałe liście w wodę, sole mineralne i pewne hormony [46]. 
W arunkiem jednak odwrócenia procesu degeneracji było nieprzekroczenie 
przez postępujące starzenie średniej fazy żółknięcia, w której plastydy 
obok dużych plastoglobul miały jeszcze częściowo zachowane grana. 
Chromoplasty o bardziej zaawansowanym stopniu degeneracji nie były 
już zdolne odtworzyć tylakoidów (rys. 3). Pierwszym objawem powtórne-

e
Rys. 3. O dnaw ian ie  s t ru k tu ry  ch loroplastów  w  pow tórn ie  zazie leniających się l iś 
ciach ty ton iu . C hloroplast liścia zielonego (o), jasnozielonego (b) i żółknącego (c), 
k tó rego  s tad iu m  degeneracji pozw alało  jeszcze na  pełne odbudow anie  chloroplastu . 
P las tydy  o bardzie j zaaw ansow anym  stopniu  degeneracji (d) n ie  były już  zdolne 
od tw orzyć ty lakoidów . C hloroplasty  liści pow tó rn ie  zazieleniających się (/) m iały  
pod  pew nym i w zględam i s tru k tu ry  doskonalsze niż ch loroplasty  liści zielonych,

będących m a te r ia łem  w yjściow ym  w  dośw iadczeniu  (a). L jubeśić  [46]

go zazieleniania się liści tytoniu na poziomie plastydów był wzrost ich 
objętości na skutek odtwarzania matriks. Następnie stosy gran połączone 
zostały utworzonymi na nowo tylakoidami stromy. Procesom tym  towa
rzyszyła stopniowa redukcja dużych plastoglobul, choć część z nich pozo
stała, i ty m  chloroplasty powtórnie zazieleniających się liści różniły się 
od normalnych. Poza tym, w powtórnie zazieleniających się liściach 
chlorofilu i chloroplastów było średnio na komórkę nawet więcej niż 
w normalnie wyrośniętych liściach roślin zielonych. W odtworzonych 
chloroplastach było również więcej skrobi. Poszczególne etapy degenera
cji i odbudowy chloroplastów przedstawione zostały na rys. 4 i 5.

- Swiesznikowa i wsp. [82] działając jedną z cytokinin (6 - benzylo-
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aminopuryna) na żółte liście tytoniu obserwowali przekształcanie się 
w chloroplasty chromoplastów, które zawierały oprócz plastoglobul jed y 
nie ślady błon tylakoidalnych.

Cytokininom przypisuje się zdolność stymulowania resyntezy m ate
riałów tworzących s truk tu ry  błoniaste chloroplastów, a u ltras truk tu ra lne  
zmiany potwierdzające ten pogląd opisano w starzejących się liściach 
pszenicy [51, 52, 77J, owsa [11], rzepienia i bobu [14], kapusty  brukselki 
[10], kalarepy [57], pietruszki [59], cykorii [58], jak również w powtórnie 
zazieleniających się pochwach okwiatu Zantedeschia aetiopica [66].

Badania procesu degeneracji chloroplastów i możliwości jego odw ra
cania prowadzi się najczęściej na odciętych liściach. Stosując ten model 
doświadczalny wybrano pewne rośliny (pietruszka, kalarepa, cykoria), 
które różniły się modelem degeneracji chloroplastów, ale jednocześnie 
były „czule” na kinetynę [57-59]. Chloroplasty pietruszki, kalarepy 
i cykorii w czasie indukowanej odcięciem liści degeneracji przekształcały 
się w chromoplasty globularne, jednak sposób rozkładu tylakoidów 
wymienionych gatunków różnił się znacznie. Pewne etapy tej różnorodnej 
degeneracji przedstawia rys 6. U pietruszki (A) zanikały najpierw  tyla- 
koidy stromy, u kalarepy (B) zanikały grana, a na ich miejscu tworzyły 
się długie, równolegle przebiegające tylakoidy, u cykorii (C) pojawiły 
się najpierw gęsto upakowane grana olbrzymie o zredukowanej grubości 
błon. Jak  widać z załączonych rysunków (rys. 6-8), niezależnie od sposobu 
degeneracji chloroplastów, kinetyna zapobiegała rozpadowi gran, a u kala
repy i cykorii można mówić o ich zwiększonej pod wpływem  kinetyny 
rozbudowie.

Wiadomo jednak, że liście nie wszystkich odmian roślin reagują na 
egzogenne cytokininy opóźnieniem starzenia. Starzenie liści pewnych 
rodzajów roślin, jak np. Taraxacum, R u m ex  i Tropaeolum  jest w więk
szym stopniu hamowane przez kwas giberelowy niż przëz cytokininy. 
Auksyny są raczej mało efektywne w hamowaniu starzenia u roślin 
zielnych, natomiast wykazują znaczną aktywność u roślin drzewiastych 
[88].

Transformację chromoplastów typu  globularnego w chloroplasty 
obserwowano również w owocach [12, 48, 85]. Dévidé i Ljubeśić [12] ana
lizowali szczegółowo w mikroskopie świetlnym i elektronowym  poszcze
gólne etapy tworzenia się chloroplastów z chromoplastów globularnych 
w podepidermalnej warstwie owoców dyni (rys. 9 i 10). Chromoplasty 
dojrzałych owoców dyni miały kształt owalny o średnicy 3-4 pm i w y
pełnione były plastoglobulami o średnicy 200-500 [im. Między plasto- 
globulami występowały tylko fragm enty spęczniałych tylakoidów, nato
miast rybosomów plastydowych nie można było zidentyfikować. W czasie 
powtórnego zazieleniania się owoców po ich naświetleniu (1000-3000 lx)

http://rcin.org.pl



Rys. 4. Różne stad ia  degeneracji chloroplastu  w  czasie żółknięcia liści ty ton iu
A  — C h lo ro p la s t  z ie lonego  l iścia ,  X 10 000. B  — C h lo ro p la s t  l iśc ia  b ę d ą c e g o  w e  w cz e sn e j  fazie  
żó łk n ięc ia .  W idoczne  z m n ie j s z e n ie  o b ję to śc i  p la s ty d u  k o s z te m  s t r o m y  i p o w ię k s z a ją c e  się p la -  
s tog lobu le ,  X 28 000. C — C h lo ro p la s t  l iśc ia  b ęd ąceg o  w  ś re d n ie j  faz ie  żó łk n ięc ia .  O b ję to ść  p l a s ty 
d u  z m n ie j s z y ła  się je szcze  b a rd z ie j ,  n a t o m ia s t  w zro s ła  l iczba  i o b ję to ś ć  p la s to g lo b u l .  G r a n a  są

r o z r z u c o n e  i w y g ię te  (D) n a  s k u t e k  z a n ik u  ty l a k o id ó w  s t ro m y ,  X 27 000. L ju b e ś ić  [11]
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Rys. 5. A  -  Późne (nieodw racalne) s tad ium  degeneracji ch lo rop lastu  — chrom o- 
plasty g lobu larne  w liściach ty ton iu  w ypełn ione dużym i p lastoglobulam i, między 
k tórym i w idoczne są ślady pojedynczych tylakoidów , X 27 000. B  -  Chloroplast 
pow tórn ie  zazieleniającego się liścia, X 24 500. C -  C hlorop last liścia  pow tó rn ie  z a 
zielenionego, k tó ry  tym  głów nie różni się od ch loroplastów  liścia zielonej rośliny,

że zaw iera  duże p lastoglobule X 20 500. L jubeśić  [46]
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obserwowano pojawienie się rybosomów i stopniowe rekonstruowanie 
tylakoidów z pęcherzyków pojawiających się w matriks. Pęcherzyki te 
tworzyły się z resztek tylakoidów chromoplastu, przez odsznurowywanie 
się wewnętrznej błony otoczki chromoplastu lub też jako wynik inwagi- 
nacji „wakuol plastydowych” występujących w pewnych chromoplastach. 
Tylakoidy początkowo były spęczniałe, lecz później spłaszczały się i two
rzyły normalne grana. Pod koniec tego procesu u ltrastruk tura  chloro-

Rys. 6. Różne typy degeneracji ch loroplastów  oraz zapobieganie je j k inetyną. Sche
m at uw zględn ia  ty lko na jbardz ie j istotne, pośrednie  stadia. W  chloroplastach  p ie
truszk i (A) proces degeneracji rozpoczyna się s topniow ym  rozk ładem  na jp ie rw  
ty lakoidów  stromy, później gran. W chloroplastach  k a la rep y  (B) i cykorii (C) ch a 
rak terystyczne  jest tw orzen ie  się przejściow o odm iennego u k ład u  błon, k tó ry  u k a 
larepy  w ystępu je  w  postaci długich, luźno ułożonych ty lakoidów , a u cykorii jako  
gęsto upakow ane  g ran a  olbrzymie. N iezależnie od typu  degenerac ji chloroplastów,

k in e ty n a  zapobiegała  rozpadow i g ran
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plastów dyni wykształconych z chromoplastów jedynie tym  się różniła 
od typowych chloroplastów, że występowało w nich kilka dużych plasto- 
globul. Po pewnym okresie obserwowano powtórne żółknięcie owocu, 
a u ltrastruk turalne  zmiany plastydów były takie same jak przy ich 
pierwotnym starzeniu. Należy nadmienić, że doświadczenia ze w zajem 
nym odwracaniem rozwoju chromoplast — ^ chloroplast w owocach 
dyni można powtarzać wielokrotnie w ten  sposób, że przez nakrycie 
części owocu ciemnym papierem następuje żółknięcie zielonej tkanki 
w ciągu 2 tygodni, natomiast po jego usunięciu, w ciągu 7-10 dni na 
świetle z chromoplastów wykształcają się ponownie chloroplasty.

Thomson i wsp. [85] prześledzili metamorfozę tych dwu typów p la
stydów u owoców pomarańczy w czasie ich powtórnego zazieleniania się. 
Matienko i wsp. [48] obserwowali przekształcanie się chromoplastów 
w chloroplasty w epidermie owoców arbuza.

Przykładów transformacji chromoplastów krystalicznych w chloro
plasty dostarczają doświadczenia z korzeniami marchwi [22, 90], Gröne- 
gress [22] obserwował stopniowe przekształcanie się chromoplastów 
w chloroplasty w miękiszu korowym korzenia marchwi po 2 - dniowym 
oświetlaniu (8000 lx). Rysunek 11A przedstawia typow y chromoplast 
z warstwy korowej korzenia marchwi przed jej oświetleniem. Widoczny 
jest pojedynczy kryształ karotenu, plastoglobule oraz ślady pojedyn
czych tylakoidów. Na rys. 11A i B pokazano kolejne etapy odtwarzania 
gran przy jednoczesnej redukcji wielkości kryształu. Pośrednie stadium 
(rys. 11B), które zawiera elementy chloroplastu i chromoplastu jest nie
zmiernie ważne jako argum ent przeciwko tezie Frey - Wysllinga [17], 
według której proces zazieleniania się marchwi jest wynikiem różnico
wania się chloroplastów z proplastydów, a nie z chromoplastów, które 
nieodwracalnie utraciły zdolność do takiej transformacji.

Badania Wrischer [90] potwierdziły obserwacje Grönegressa [22] 
o możliwości przeróżnicowania się chromoplastów w chloroplasty 
u marchwi i to niezależnie od jakości stosowanego w doświadczeniu 
światła. Autorka indukowała ten  proces światłem białym, niebieskim 
oraz czerwonym i nie stwierdziła istotnych różnic w u ltrastrukturze  
tworzących się chromoplastów.

Należy zwrócić uwagę na to, że przy rozpatrywaniu możliwości 
odwracania rozwoju chromoplastów krystalicznych podobnie jak globu- 
larnych, ważne jest także stadium degeneracji, które jest punktem  w yj
ścia w doświadczeniu. Wydaje się, że byłoby to niemożliwe w przy
padku chromoplastu, którego cała zawartość została w yparta  przez two
rzący się kryształ karotenu. W przytoczonych przykładach materiał w y j
ściowy, obok kryształów czy plastoglobul, zawierał jeszcze ślady tylako
idów i w pewnych przypadkach rybosomy. Zdaniem Dyer i Osborne [14],

O7 Ö-j i O
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powtórne zazielenianie się liści jest możliwe jedynie w przypadku obec
ności w plastydach określonego RNA.

W podsumowaniu można powiedzieć, że o ile odwracanie procesu 
degeneracji chloroplastów zostało dowiedzione, to pytanie, jak daleko 
może być zaawansowana ta degeneracja, aby była jeszcze odwracalna, 
i jakie elementy złożonej s truk tu ry  i funkcji chloroplastów w arunkują 
odwracanie degeneracji, pozostaje ciągle bez jednoznacznej odpowiedzi.

Wobec doświadczalnego potwierdzenia możliwości nie tylko hamo
wania, ale i odwracania degeneracji chloroplastów, znalazła potwierdze
nie stara hipoteza Schimpera [74]. Jednak dyskusja nad przyjęciem 
tylko jednej hipotezy Frey  - Wysslinga [18] czy Schimpera [74] dla w y
jaśnienia wzajemnego przechodzenia różnych form plastydów jest pew
nym nieporozumieniem [78]. Nie należy tych hipotez sobie przeciwsta
wiać, lecz można je ze sobą godzić przy uwzględnieniu warunków w ja 
kich proces zachodzi. Z jednej bowiem strony dostarczono szereg przy
kładów na poparcie poglądu Schimpera o możliwości odwracania dege
neracji chloroplastów, z drugiej zaś, w warunkach naturalnych chromo
plasty stanowią rzeczywiście końcowe stadium monotropowego rozwoju, 
czego przykładem mogą być plastydy komórek krótko żyjących, jak 
kwiaty, ow’ocolistki czy starzejące się jesienią liście.

\

5. M ECHANIZM  D EG EN ERA CJI CHLOROPLASTÓW  I D ZIA ŁA N IA
CZYNNIKÓW  ODW RACAJĄCYCH TEN PROCES

Jak  w ynika z prac M artina i Thimanna [47] oraz Petersona i Huf-
fakera [68] nad starzeniem się liści, synteza enzymów hydrolitycznych,

%

których zwiększona aktywność wiąże się z zainicjowaniem procesu de
generacji chloroplastów, hamowana jest przez specyficzny dla translacji 
cytoplazmatycznej antybiotyk — cykloheksimid. Wysunięto na tej pod
stawie hipotezę, że inicjacja procesu degeneracji chloroplastów pochodzi 
z cytoplazmy. Dla poparcia tej hipotezy wykonano doświadczenie z izo
lowanymi chloroplastami owsa i porównano poziom białka i chlorofilu 
w czasie degeneracji izolowanych chloroplastów z poziomem tych związ
ków w starzejących się liściach [27], Wyniki doświadczeń przedstawia 
rys. 12, wykazujący znacznie większy spadek poziomu chlorofilu i biał
ka w starzejących się liściach niż w izolowanych chloroplastach. Rów
nież s truk tu ra  plastydów izolowanych była lepiej zachowana, a ak tyw 
ność fotosyntetyczna była wyższa niż chloroplastów niewyizolowanych. 
Tak więc hipoteza o zainicjowaniu procesu starzenia liści i degeneracji 
chloroplastów z cytoplazmy, będącej pod kontrolą jądra komórkowego, 
znalazła potwierdzenie.
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Szereg ciekawych obserwacji cytologicznych związanych ze znacze
niem jądra komórkowego w przebiegu procesów starzenia się chloropla
stów przeprowadził Yoshida [ 93] na odciętych liściach moczarki.

W wyniku plazmolizy w pewnych komórkach moczarki protoplasty 
dzieliły się na dwie odrębne części: jądrową i bezjądrową. Okazało się, 
że w bezjądrowej połowie protoplastu chloroplasty przez szereg dni z a 
chowują chlorofil, skrobię i powiększają nawet swoją objętość, nato
miast w części jądrowej obserwowano typowe objawy degeneracji 
(rys. 13).

Reakcjami cytochemicznymi wykazano, że w bezjądrowej części 
protoplastu poziom RNA był niższy niż w części jądrowej. Pod w pły
wem egzogennej RNazy starzenie się chloroplastów zostało wstrzymane, 
co świadczyłoby o tym, że degeneracja chloroplastów skorelowana jest 
z syntezą RNA zachodzącą w jądrze (rys. 13 C). Traktowanie tego sa
mego materiału NAD (dwunukleotyd nikotynamido - adeninowy — zna
ny koenzym w katabolizmie węglowodanów, którego synteza związana 
jest z funkcją jądra) przyspieszało rozkład skrobi i starzenie się chloro
plastów zarówno w bezjądrowych częściach protoplastów, jak i w ją 
drowych traktow anych uprzednio RNazą. Z drugiej strony BIZ (benzi- 
midazol) znacznie zapobiegał degeneracji chloroplastów, wpływał na za
chowanie u ltras truk tu ry  chloroplastów i przeciwdziałał efektowi NAD 
(rys. 14). Z pracy Persona i wsp. [67] wynika, że w odciętych liściach 
zwiększa się intensywność oddychania, natomiast nie obserwuje się tego 
zjawiska po zastosowaniu BIZ. Yoshida [93] wyjaśnią ten fakt tym, że 
BIZ ham uje starzenie poprzez tłumienie efektu NAD. Jakkolwiek istota 
działania BIZ pozostaje niewyjaśniona, miejsce jego działania zlokalizo
wano w chloroplastach, bowiem znakowany 3H - benzimidazol włączany 
był w s truk tu ry  lamellarne [92].

Hamowanie starzenia się liści moczarki obserwowano też przy za
stosowaniu herbicydu (karbaminion - izo - propyl - N - 3 - chlorof mowy), 
znanego z tego, że wywołuje kondensację chrom atyny i blokowanie m i
tozy w korzeniach Vicia faba. Przyjmuje» się, że czynnik ten uniemożli
wia transkrypcję. Stąd też mówić można o pewnej chemicznej enukleacji 
podobnej do mechanicznej enukleacji wywołanej plazmolizą. Różni inni 
badacze ([32] i cyt. lit.), stosując różne re tardan ty  wzrostu znane jako 
inhibitory syntezy białka i RNA, opóźniali starzenie liści. Mechanizm 
tego zjawiska tłumaczy się hamowaniem syntezy specyficznych białek 
koniecznych do rozpadu chlorofilu.

Specyficznym inhibitorem syntezy RNA zależnego od DNA jest akty- 
nomycyna D. Z badań Yoshidy [93] wynika, że działa ona widocznie na 
zahamowanie starzenia się chloroplastów Elodea, spełniając rzeczywiście 
rolę „chemicznej enukleacji”. *
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Rys. 7. W pływ  k ine tyny  na  zachow anie  g ran  w odciętych liściach cykorii po 
12 dniach  inkubac ji  w  w aru n k ach  słabego oświetlenia. U rośliny tej w ystępow ały  
dw a rodzaje  p lastydów  różniące się s t ru k tu rą  tylakoidów. R ysunek  ten p rzedstaw ia

chloroplasty  z ty lako idam i o anorm alnym , osm ofilnym  w nętrzu
A  — C h lo ro p la s t  l i śc ia  k o n t r o ln e g o ,  z a n u r z o n e g o  w  w odzie .  B ra k  g ra n .  W id o czn e  r e s z tk i  
ty l a k o id ó w  (T) i p la s to g lo b u le  (PL),  X 30 000. B — C h lo ro p la s t  l iśc ia  t r a k t o w a n e g o  k i n e t y n ą .  
D o b rz e  z a c h o w a n e  g r a n a  (G), t y l a k o id y  s t r o m y  (Ts), p la s to g lo b u le  (PI) i s k r o b ia  (S), X 30 000. 

C — G r a n a  z liści t r a k t o w a n y c h  k i n e t y n ą ,  X 60 000. M ło d z ia n o w sk i  i M ło d z ia n o w s k a  [58]
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Rys. 8. W pływ  k ine tyny  na zachow anie gran  w odciętych liściach cykorii po 
12 dniach  inkubacji w  w a ru n k ach  słabego oświetlenia. Tylakoidy p rzedstaw ionych  
chloroplastów  w  przeciw ieństw ie  do uw zględnionych na rys. 7, ch a rak te ry zu ją  się

e lek tronow o — jasnym  w n ętrzem
A  — C h lo ro p la s ty  l iśc ia  t r a k t o w a n e g o  w o d ą .  B r a k  g ra n ,  ty lk o  d ług ie ,  p o je d y n c z e  t y l a k o i d y  
o ra z  d u ż e  p la s to g lo b u le ,  X 30 000. B — D o b rz e  z a c h o w a n e  g r a n a  w  m a t e r i a l e  k i n e t y n o w y m .  

W idoczne  sze rok ie ,  k o n t r a s t o w e  p rz e g ro d y ,  X 90 000. M ło d z ia n o w s k i  i M ło d z ia n o w s k a  [58]
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Rys. 9. P lastydy  z podep iderm alne j w ars tw y  kom órek  owoców dyni
A  — C h lo ro p la s t  z m łodego ,  z ie lo n eg o  ow ocu ,  X 21 000. B — C h r o m o p la s t  z d o j r z a łe g o  (po- 
m a ra ń c z o w o -ż ó ł t e g o )  ow ocu .  P o z a  p la s to g lo b u la m i .  w  s t r o m ie  p l a s ty d u  w id o c z n e  ty lk o  n ie 

l iczne  k r ó t k i e  i s p ę c z n ia łe  ty la k o id y ,  X 25 000. D év idé  i L ju b e ś i ć  [12J
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Rys. 10. P lastydy  z podep iderm alne j w ars tw y  kom órek  ow oców  dyni (cd. rys. 9)
A — Część  p la s ty d ó w  z o d tw a r z a j ą c y m i  się g r a n a m i ,  k t ó r y c h  ty l a k o id y  są  sp ęczn ia łe ,  X 20 000. 
B  — O d tw o rz o n y  w  c z a n e  z a z ie le n ia n ia  się c h lo r o p la s t  z n o r m a l n y m i  ty l a k o id a m i  i d u ż y m i

p la s to g lo b u la m i ,  X 25 000. D ev ide  i L ju b e ś ić  [12]
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Rys. 11. P las tydy  m iękiszu korowego korzeni m archw i w  czasie m etam orfozy  chro-
m oplastów  w  chloroplasty

A  — C h r o m o p l a s t  z k r y s z t a ł e m  k a r o t e n u ,  p l a s to g lo b u la m i  i p o je d y n c z y m i  ty l a k o id a m i .  B — 
P o ś r e d n ie  s t a d iu m  z a w ie r a j ą c e  e l e m e n ty  c h r o m o p l a s t u  (k ry s z ta ł  k a r o t e n u )  i c h lo ro p la s tu  
( ty lak o id y ) .  C — C h lo ro p la s t  z d o b rz e  w y k s z ta ł c o n y m i  ty l a k o id a m i  p r z e r ó ż n ic o w a n y  z c h r o m o 

p la s tu  po 2 d n ia c h  o ś w ie t la n ia  k o rz e n ia ,  X 30 000. G r ö n e g r e s s  [22]
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Rys. 12. R edukcja  zaw artości chlorofilów  i b iałka zarów no w ch lorop lastach  izolo
w anych, jak  i w  segm entach  liści w  czasie 7 - dniowego starzen ia . K ółka ozna

czają  chlorofil, k w a d ra ty  — białko [27]
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Rys. 13. P rzyk łady  dośw iadczeń z jąd row ym i i bez jąd row ym i połów kam i p ro to 
p lastów  m oczarki kanady jsk ie j uzyskanym i m etodą plazm olizy (n — część jądrow a,

e — część bezjądrow a)
AA  — P o d z ia ł  p r o to p l a s tó w  n a  część  j ą d r o w ą  (n) i b e z j ą d r o w ą  (e), m n ie j  w ięce j  tej s a m e j  w ie l 
kości ,  b e z p o ś r e d n io  po p la z m o l iz ie  0,2 M C aC h. B  — P o  8 d n ia c h  in k u b a c j i  w  części j ą d r o w e j
o b s e r w o w a n o  w y r a ź n e  o b ja w y  d e g e n e r a c j i  c h lo ro p la s tó w ,  n a t o m ia s t  w  części  b e z ją d ro w e j  —
p o w ię k s z e n ie  c h lo r o p la s tó w  i k u m u l a c j ę  sk ro b i .  C — W y r a ź n e  z a h a m o w a n i e  s t a r z e n ia  c h lo r o 
p la s tó w  p rzez  d o d a n ie  R N a z y  (100 .ug/ml) po 11 d n ia c h  i n k u b a c j i  — w y że j  ! po 7 d n ia c h  i n 
k u b a c j i  n iże j .  D o b rze  z a c h o w a n e  p l a s ty d y  z a w ie r a j ą c e  s k r o b ię  z a r ó w n o  w  j ą d r o w e j ,  j a k

i b e z ją d r o w e j  części  p r o to p la s tu .  Y o sh id a  [93]
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Rys. 14. H am ow anie  procesu  s ta rzen ia  odciętych liści m oczark i k an ad y jsk ie j .  DW  — 
woda desty low ana, NAD — roz tw ór d w u n u k leo ty d u  n iko tynam idoaden inow ego

(10—3M), BIZ — benzim idazol (10~3M). Y oshida [93]
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Z przedstawionych doświadczeń wynika, że degeneracja chloropla
stów jest ściśle skorelowana z funkcją jądra, mimo że przypisuje się
im dość wysoką genetyczną i funkcyjną autonomię.

Szczególną rolę w procesie hamowania względnie odwracania de
generacji chloroplastów przypisuje się substancjom wzrostowym, a szcze
gólnie cytokininom [6, 28, 85]. Mayak i Halevy [49] wykazali obecność 
endogennych cytokinin w płatkach róży i substancjom tym  przypisują 
główną rolę w regulowaniu procesu starzenia.

Z licznych analiz biochemicznych, również z zastosowaniem znako
wanych prekursorów wynika, że egzogenne cytokininy zwiększają 
względnie u trzym ują poziom chlorofilu, białka i kwasów nukleinowych 
w starzejących się liściach [53, 56, 57, 87]. W dyskusji rjad rolą cytoki
nin w stymulowaniu syntezy białka i kwasów nukleinowych [63, 65, 70, 
81, 89] względnie tylko w zahamowaniu ich rozpadu [37, 53], możliwość 
odwracania procesu degeneracji [57, 82] przemawia za udziałem cytoki
nin w stymulowaniu resyntezy materiałów budujących struk turę  chloro
plastów. Cytokininy wpływają szczególnie na tworzenie gran [49, 57-59, 
82], Postuluje się, że jednym z możliwych mechanizmów oddziaływania 
cytokinin na ten proces może być stymulowanie syntezy białka wcho
dzącego w skład pewnych cząstek odpowiedzialnych za łączenie ty lakoi
dów w grana [56], Istnienie takich cząstek w ykryto metodą ,,freeze - et
ching” u Chlamydomonas  [21].

W badaniach mechanizmu działania cytokinin przeważają prace nad 
ich wpływem na metabolizm białek i kwasów nukleinowych, a w m niej
szym stopniu na przemiany cukrowców. Tymczasem, jak wynika z pew-

#

nych prac, egzogenne stosowanie cukrów ham uje starzenie się odciętych 
liści [5, 11], a udział cytokinin w regulacji metabolizmu cukrowców jest 
w pewnych pracach coraz częściej akcentowany [4, 5, 61, 81, 83]. Pod
kreślana jest również ostatnio rola cytokinin w regulowaniu syntezy 
kwasów tłuszczowych i lipidów w liściach [36]. Cytokininy mogą ham o
wać proc:s starzenia się chloroplastów, modyfikując przepuszczalność 
błon [15, 69, 71]. Richmond i wsp. [71] na podstawie doświadczeń nad 
włączaniem 14C - leucyny w obecności k inetyny do izolowanych chloro
plastów tytoniu przypuszczają, że jej pierwszym efektem jest zwiększe
nie przepuszczalności błon, a nie bezpośrednio synteza białek. Już bo
wiem Sacher [73] sugerował, że uszkodzenie błon czy zmiana ich prze
puszczalności jest przyczyną procesu starzenia się. Z badań Poovaiaha 
i Leopolda [69] wynika, że starzenie się krążków liściowych kukurydzy 
może być opóźnione dodaniem do pożywki wapnia, przy czym kinetyna 
dodana łącznia z solami wapnia wzmagała ten proces. Według Eilama 
[15] starzenie się liści fasoli związane jest z ubytkiem K r , natomiast
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kinetyna zwiększa pobieranie K 1 wpływając na zmianę stosunku 
K+/Na+. 

Przytoczone dane wskazują, że efektu cytokinin w ham owaniu pro
cesu starzenia można między innymi doszukiwać się w regulacji selek
tywnego transportu  przez otoczki chloroplastów. 

Autorzy dziękują Pani Prof. A. Szweykowskiej za krytyczne uwagi 
w przygotowywaniu niniejszego artykułu.
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ROLA CZYNNIKÓW HUMORALNYCH W BLOKOWANIU
CYTOTOKSYCZNOSCI LIMFOCYTÓW IN VITRO

V  I

H enry k  SK U RZA K
i

Z ak ład  Im m unologii, In s ty tu t  Onkologii im. M arii Skłodow skiej - C urie
w  W arszaw ie

i

Streszczenie.  B adan ia  dośw iadczalne w skazują , że surow ice pochodzące od osobni
ków  z zaaw ansow anym  w zrostem  now otw oru  m a ją  w łaściw ość b lokow ania  cyto- 
toksyczności uczulonych lim focytów  przeciw ko odpow iedn im  kom órkom  docelowym  
w  testach  in vitro. Surow ice tak ie  m ogą rów nież blokow ać fazę rozpoznaw czą od
pow iedzi im m unologicznej. Z dotychczasow ych b ad ań  w ynika, że czynnik iem  b loku
jącym  jes t p raw dopodobn ie  kom pleks im m unologiczny złożony z an tygenu  i p rze 
ciwciała.

J a k  się obecnie sądzi, czynniki b loku jące  zaw arte  w  surow icy m ogą odgryw ać 
g łów ną rolę w  zapobieganiu  rozw oju  odporności i u jaw n ian iu  się efektorow ej fazy 
reakc ji  przeciw ko now otw orom . W ydaje  się, że te  sam e czynniki m ogą odgryw ać 
ro lę  w  zapobieganiu  odrzucan ia  przeszczepu allogenicznego.

Dotychczas opisano wiele mechanizmów, które mogą prowadzić do 
zniszczenia komórek przeszczepów obcych tkanek lub autologicznych no
wotworów. W większości przypadków mechanizmy te charakteryzują 
się swoistością immunologiczną wynikającą z obecności antygenów, które 
są poznawane jako obce przez gospodarza. Zrozumienie mechanizmów 
aktyw nych w procesie odrzucania przeszczepu, jak i w procesie ochro
ny przed odrzuceniem jest istotne, jeżeli zakładamy możliwość czynnego 
manipulowania procesami aktyw nym i w reakcjach immunologicznych

9

organizmu. Z praktycznego punktu  widzenia jest bardzo pożądana moż
liwość zmiany równowagi mechanizmów immunologicznego odporu, jak 
i ochronnych, w zależności od oczekiwanych efektów klinicznych.

W obecnym przeglądzie, głównie w oparciu o badania nad nowo
tworami, zostaną przedstawione niektóre fakty  doświadczalne pozwala
jące bliżej zrozumieć rolę czynników zawartych w surowicy krwi w ha
mowaniu odporności komórkowej ujawnianej in vitro.
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M ECHANIZM Y BLOKOW ANIA K O M Ó RK O W EJ ODPORNOŚCI

Kallis i B ryant [18] wykazali po raz pierwszy, że wszczepienie zabi
tych komórek nowotworowych zwierzętom przed transplantacją nowo- 
tworu może prowadzić do pobudzenia wzrostu nowotworu. Efekt taki 
może być przeniesiony z surowicą i został przez Kallisa określony te r 
minem „immunologicznego pobudzenia” (immunological enhancement). 
Obecnie jest wiadomo, że immunologicznie swoista cytotoksyczność lim 
focytów może być blokowana na drodze różnych mechanizmów. Orygi
nalny term in „pobudzenie immunologiczne” jest często zastępowane 
przez mniej ambitne określenie „blokowanie” [15].

Przyjm uje się ogólnie, że efekt blokowania można podzielić na trzy  
klasy w zależności od poziomu reakcji immunologicznej, odpornościo
wej, w którym  wystąpi zjawisko zahamowania: 1. Blokowanie indukcji 
odpowiedzi immunologicznej -  blok afferentny; 2. Zahamowanie prolife
racji immunologicznie kom petentnych komórek pamięci — blokowanie 
centralne; 3. Zaburzenie interakcji komórek docelowych z komórkami 
efektorowymi — blok efferentny. W obecnej dyskusji ograniczę się do 
przedstawienia tych mechanizmów i czynników, które oddziaływają na 
interakcje limfocytów z komórkami docelowymi.

Możemy rozróżnić następujące rodzaje blokowania efferentnego:
a. maskowanie antygenów na powierzchni komórek docelowych.
1) Przeciwciała, fragm enty przeciwciał oraz kompleksy immunolo

giczne, które posiadają swoiste determ inanty  dla antygenów komórek 
docelowych. W tym  układzie antygeny komórkowe ulegają zaangażowa
niu bez aktywacji mechanizmu efektorowego.

2) Maskowanie antygenu przez przeciwciała i makrofagi.
b. inktywacja komórek efektorowych.
1 ) Blokowanie swoistych miejsc na cytotoksycznych limfocytach T 

przez wolny antygen komórek docelowych lub przez kompleksy im m u
nologiczne utworzone z antygenu komórek docelowych i swoistych prze
ciwciał.

2 ) Konkurencyjne działanie między wolnymi kompleksami im m u
nologicznymi i przeciwciałami opłaszczającymi komórki docelowe. Ten 
typ blokowania dotyczy głównie receptorów dla immunoglobulin na cyto
toksycznych komórkach B [20].

METODY BADANIA K O M Ö RK O W EJ ODPORNOŚCI IN VITRO I FU N K C JI
CZYNNIKÓW  BLO K U JĄ CY CH  ZAW ARTYCH W SUROW ICY KRW I

Analizując komórkową odporność lub jej brak, należy rozważać co 
najmniej trzy składowe. Jedna z nich to komórki docelowe (komórki 
nowotworowe, komórki przeszczepu lub pasożyty), przeciwko którym
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odporność jest wywołana. Drugą składową są komórki efektorowe, zwyk
le limfocyty i makrofagi, które reagują przeciwko komórkom docelo
wym. Trzecią składową są czynniki zawarte w surowicy lub płynach 
tkankowych, k tóre  blokują lub wzmagają efekty odporności komórkowej.

Komórkowa odporność może nie być ujawniana z dwóch powodów. 
Komórki efektorowe mogą być nieaktywne lub mogą być niezdolne do 
ujawnienia swej aktywności ponieważ na przeszkodzie stoją czynniki 
blokujące, znajdujące się w surowicy lub tkankach. Dla rozróżnienia 
między tymi dwoma alternatywami, opracowane zostały odpowiednie 
techniki pozwalające analizować zjawisko cytotoksyczności limfocytów 
poza ustrojem oraz wpływu czynników surowicy na to zjawisko. Spoś
ród kilku technik, które znajdują szerokie zastosowanie w badaniach 
nad odpornością komórkową mikrocytotoksyczny tekst, opracowany ory
ginalnie przez Takasugi i Klein [30], Hellströma i Hellströma [14] i roz
winięty później przez zastosowanie izotopowych wykładników destrukcji 
komórek docelowych, jest najczęściej stosowaną metodą. Tekst m ikrocy
totoksyczny jest techniką wydajną i bardzo ekonomiczną, co nie pozosta
je bez znaczenia szczególnie w badaniach nad odpornością komórkową 
u ludzi. Metoda polega w skrócie na wysiewaniu komórek docelowych na 
małe płytki plastikowe zawierające liczne mikrokomory, a następnie na 
liczeniu wszystkich komórek docelowych (rys. 1 ). Cytotoksyczność limfo
cytów dodawanych do mikrokomór w odpowiedniej proporcji do liczby 
komórek docelowych jest wyrażana jako odsetek redukcji komórek do
celowych w porównaniu z odpowiednimi próbami kontrolnymi.

Kontrolę stanowią komórki docelowe bez limfocytów lub komórki 
docelowe w obecności tej samej liczby limfocytów otrzymanych od zdro
wych nieuodpornionych dawców. Reakcję blokowania cytotoksyczności 
limfocytów ujaw nia się przez dodanie surowicy pochodzącej od dawcy 
uodpornionego w porównaniu z wpływem surowicy pochodzącej od daw
cy zdrowego nieuodpornionego. W ten sposób można mierzyć stopień blo-

%

kowania swoistej komórkowej odporności przez autologiczne surowice.

ZN A CZEN IE CZYNNIKÓW  ZAW ARTYCH W  SUROW ICY
W  IN T E R A K C JI G O SPO D A RZ — NOW OTW ÓR

Od ponad 15 lat jest wiadomo, że surowice zwierząt z przeszczepial- 
nym  nowotworem  mogą pobudzać wzrost tych samych komórek nowo
tworowych u innych zwierząt [7, 18, 22]. Hellström [12] po raz pierwszy 
w układzie syngenicznym wykazał, że surowice zwierząt z rosnącym 
nowotworem mogą blokować komórkową cytotoksyczność in vitro. W ba
daniach tych surowicę uzyskiwano od myszy z mięsakiem rosnącym

3 — P o s t ę p y  Biol. K o m . 4/75
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progresywnie, wywołanym wirusem Moloneya MSV. Wykazano, że takie 
surowice mogą hamować niszczenie komórek nowotworowych mięsaka 
przez uczulone komórki węzłów chłonnych. Surowice zwierząt norm al
nych nieuczulonych nie wpływały na efekty cytotoksyczne limfocytów. 
Efekt blokowania w tych doświadczeniach był swoisty, bowiem surowice 
blokujące nie wykazywały żadnych właściwości w obecności innych 
komórek nowotworowych takich jak sam orzutny rak  sutka lub mięsak,

Rys. 1. D iag ram  p rzedstaw ia  schem atycznie  zasadę w y k o n y w an ia  te s tu
cytotoksycznego w  m ik rop ły tkach

A  — K o m ó r k i  d o c e lo w e  z n ie u c z u lo n y m i ,  k o n t r o ln y m i  k o m ó r k a m i  e f e k to ro w y m i .  B  — K o 
m ó r k i  d o c e lo w e  z u c z u lo n y m i  l im f o c y ta m i  p lu s  s u r o w ic a  k o n t r o l n a ;  r e d u k c j a  l ic zb y  k o m ó r e k  
d o c e lo w y c h  o 40°/o. C — K o m ó r k i  d o c e lo w e  z u c z u lo n y m i  l im f o c y ta m i  p lu s  s u r o w ic a  b lo k u 
j ą c a ;  r e d u k c j a  k o m ó r e k  d o c e lo w y c h  z m n ie j s z o n a  do  10%. D — K o m ó r k i  d o c e lo w e  z u c z u lo 
n y m i  l im fo c y ta m i  p lu s  s u r o w ic a  b lo k u j ą c a  p lu s  s u r o w ic a  o d b lo k o w u ją c a ;  r e d u k c j a  k o m ó r e k

d o c e lo w y c h  p o n o w n ie  w y n o s i  40% (wg A ll iso n a  [1])

wywołane stosowaniem metylocholantrenu. Właściwości blokujących nie 
wykazywały surowice zwierząt, u których nowotwór ulegał regresji. 
Jednakże w badaniach Skurzaka i wsp. [28, 29] stwierdzono, że surowice 
zwierząt, u których przeszczep nowotworu wywołanego wirusem  MSV 
ulegał regresji, również posiadają właściwości blokujące cytotoksyczność 
uczulonych limfocytów. Efekt ten  był wyraźnie widoczny przy niskim 
stężeniu badanej surowicy, podczas gdy ta  sama surowica w wysokim 
stężeniu stymulowała cytotoksyczność limfocytów (rys. 2). Ten dwufazowy 
efekt działania surowicy występował dość regularnie i dotyczył głównie 
surowic uzyskiwanych od zwierząt po regresji nowotworu. Autorzy 
tłumaczyli obserwowany efekt prawdopodobną zmianą stężenia i pro-
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porcji swoistych przeciwciał. Za efekt wzmagania cytotoksyczności limfo
cytów odpowiedzialne były prawdopodobnie immunoglobuliny klasy 
IgM, których stężenie w surowicy jest niewielkie. P rzy  znacznym roz
cieńczeniu surowicy za efekt blokowania mogłyby być odpowiedzialne 
immunoglobuliny klasy IgG, których stężenie w surowicy jest znacznie 
wyższe niż IgM.

Potwierdzenie tych spostrzeżeń znajdujem y w pracy Ankersta [2 j, 
k tó ry  w badaniach nad nowotworami wywołanymi adenowirusem typ  1 2  

stwierdził, że blokujące właściwości surowicy zlokalizowane są we frak-

Rys. 2. W pływ  surow ic uzysk iw anych  od szczurów  szczepionych w iru sem  M oloneya, 
na  cytotoksyczność uczulonych lim focytów  przeciw ko kom órkom  docelowym , posia
d a jącym  n a  pow ierzchn i sw oisty  an tygen  M oloneya. L im focyty  uczulone w y w o ły 
w ały  re d u k c ję  kom órek  docelow ych o 33,5% (linia pozioma). S urow ica  pochodząca 
od szczura  z guzem  rosnącym  progresyw nie  b lokow ała  cytotoksyczność limfocytów. 
Pozostałe  surow ice  pochodzące od zw ierzą t po regresji now otw oru  lub  bez ob jaw ów  
w zrostu  now otw orow ego w yw oływ ały  efek t w zbudzen ia  toksyczności lim focytów  
w  w ysokich  stężen iach  i b lokow anie  toksyczności w  niskich  stężeniach. Sam e 
surow ice  pozostaw ały  bez w p ływ u  na  liczbę kom órek  docelowych (wg S kurzaka

i w sp. [28])
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cji 7S. Dalsze dowody wskazujące na udział czynników blokujących 
odporność komórkową in vitro i in vivo dostarczyły badania Sjögrena 
i wsp. [26] wykonane nad nowotworami indukowanymi wirusem Polyo
ma u szczurów. Surowice zwierząt z rosnącym nowotworem miały zdol
ność przyspieszania wzrostu nowotworu in vivo, jak również hamowały 
komórkową cytotoksyczność limfocytów przeciwko komórkom now otw o
rowym Polyoma in vitro.

Ten rodzaj korelacji wyników wskazuje na użyteczność testu mikro- 
cytotoksycznego w badaniach nad odpornością komórkową u zwierząt 
i ludzi.

Aktywność blokująca surowic została wykazana "w badaniach nad 
różnymi modelami nowotworów u zwierząt [8 , 1 1 ] i w badaniach nad 
surowicami u chorych z różnymi nowotworami [16, 17]. Większość osob
ników z nowotworem posiada komórki limfoidalne zdolne do reagow a
nia przeciwko ich własnym komórkom nowotworowym. Jeżeli nowo
twory rosną progresywnie, czynniki zawarte w surowicy mogą swoiście 
blokować cytotoksyczność komórek przeciwko autologicznym komórkom 
nowotworowym lub też przeciwko różnym komórkom nowotworowym 
powiązanym właściwościami antygenowymi. Jeżeli czynniki blokujące 
w surowicy mogą odgrywać rolę w zapobieganiu rozwoju obrony im m u 
nologicznej gospodarza przeciwko nowotworowi, to mogą również mieć 
istotne znaczenie w zapobieganiu odrzucania przeszczepu allogeniczne-
go [1 ].

W ŁAŚCIW OŚCI CZYNNIKÓW  BLO K U JĄ CY CH  CYTOTOKSYCZNOŚĆ
LIM FOCYTÓW

Właściwości i cechy czynników blokujących zawartych w surowi
cy i ich mechanizm działania nie są dotychczas dobrze poznane. Nie
mniej istnieje dostateczna ilość dowodów doświadczalnych pozwalająca 
przedstawić w formie dyskusyjnej dotychczasową wiedzę w tej dziedzi
nie. Dobrze udokumentowane prace, które wykazały, że immunoglobuli- 
ny klasy IgG2 są odpowiedzialne za pobudzenie wzrostu alloprzeszcze- 
pów nowotworowych u myszy zostały wykonane przez Tagasuki i Klein 
[31], Safforda i Tokuda [25]. Dalszy rozwój badań w tym  kierunku w y
kazał, że usunięte immunoglobuliny (elucja przy niskim pH) z nowotwo
rów syngenicznych u myszy należą do grupy TgG2 [24]. Należy podkreś
lić, że surowice pochodzące od zwierząt wielokrotnie immunizowanych 
mogą również blokować cytotoksyczność limfocytów [9, 13, 23, 31], jak 
również transform ację limfocytów w mieszanym teście leukocytarnym
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[10]. We wszystkich tych pracach efekt blokowania był widoczny po 
inkubacji komórek docelowych z surowicą blokującą, nie występował 
jednakże po podobnej inkubacji surowicy z limfocytami.

Blokujące czynniki ujawnione in vitro podczas testowania surowic 
pochodzących od osobników z autogenicznymi lub syngenicznymi nowo
tworami wykazują szereg cech charakterystycznych dla przeciwciał. 
Aktywność blokująca może być usunięta z badanych surowic drogą ab- 
sorbcji z odpowiednimi komórkami nowotworowymi, natomiast inne 
komórki (nowotworowe innego typu lub normalne) nie eliminują aktyw 
ności blokującej [12]. Zaabsorbowane czynniki blokujące na komórkach 
nowotworowych mogą być odzyskane drogą elucji [26]. Blokujące czyn
niki należą na ogół do frakcji 7S przy filtracji przez Sephadeks, a prze
ciwciała skierowane przeciwko mysim immunoglobulinom IgG mogą 
znosić blokujący efekt surowic pochodzących od myszy z rosnącym mię- 
sakiem wywołanym wirusem Moloneya [12].

Istnieją również fakty doświadczalne wskazujące, że czynniki bloku
jące, uzyskane od zwierząt z nowotworami, w oparciu o badania in 
vitro, mogą zawierać antygen niezależnie od obecności przeciwciał" [1 2 , 
13, 26].

Najwięcej dowodów uzyskano na poparcie hipotezy, że czynniki 
blokujące stanowią kompleks antygen - przeciwciało. Kiedy znany anty
gen nowotworowy i swoiste przeciwciała zostaną wymieszane razem 
poza ustrojem, to taka mieszanina posiada właściwości blokujące, mimo 
że ani antygen, ani przeciwciało z osobna nie ham ują cytotoksyczności 
limfocytów [3]. Jeżeli jednak antygen zostanie dodany do limfocytów, 
to wówczas może nastąpić blokowanie cytotoksyczności tych limfocytów
[4]. Mechanizm takiej reakcji przedstawia schematycznie rys. 3. Kom
pleks antygen - przeciwciało może łączyć się z komórką docelową po
przez przeciwciało lub z miejscami receptorowymi dla antygenu na po
wierzchni komórki efektorowej. Jak to wykazał Sjögren i Hellström [27] 
kompleks antygen - przeciwciało może być odzyskany z powierzchni ko
mórki docelowej drogą dysocjacji w niskim pH. Antygen i przeciwciało 
będące składowymi kompleksu mogą być rozdzielone przez dysocjację 
i odzyskane drogą filtracji poprzez błony, które zatrzym ują wysoko 
cząsteczkowe przeciwciała, ale nie zatrzym ują cząsteczek antygenowych. 
Zanim przyjm iem y hipotezę udziału kompleksu antygen - przeciwciało 
w zjawisku blokowania komórkowej odporności, wymagane są dalsze 
badania dotyczące tego zjawiska. Istotne jest poznanie s truk tu r  cząste
czek zaangażowanych w procesie blokowania. Niezbędne są dalsze do
wody wskazujące, czy rzeczywiście czynnikiem blokującym są kom
pleksy immunologiczne, jaki jest skład kompleksów oraz dokładne właś
ciwości antygenów i przeciwciał będących składowymi kompleksów.
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C

Rys. 3. Schem atyczna ilu s trac ja  udzia łu  przeciw ciał w  in te rakc ji  kom órki efekto-
row ej (E) z kom órką  docelow ą (D)

A  — k o n t a k t  k o m ó r k i  e f e k to ro w e j  p o p rz e z  sw o is te  r e c e p to r y  z a n ty g e n e m  (A) o b e c n y m  na  
p o w ie rz c h n i  k o m ó r k i  d o ce lo w e j .  B — k o m p le k s  a n ty g e n - p r z e c iw c ia ło  w ią ż e  się z a n ty g e n e m  
n a  p o w ie rz c h n i  k o m ó r k i  d o ce lo w e j  lu b  ze  s w o is ty m i  r e c e p to r a m i  n a  p o w ie rz c h n i  k o m ó r k i  
e f e k to ro w e j .  S y tu a c j a  k ie d y  u j a w n ia  s ię  e f e k t  b lo k o w a n ia  r e a k c j i  c y to to k s y c z n e j ,  C — w o ln e  
p rz e c iw c ia ła  z k o m p o n e n t ą  Fc  z d o ln e  do r e a g o w a n ia  z r e c e p to r a m i  k o m ó r e k  e f e k to r o w y c h  
m o g ą  w z m a g a ć  c y to to k s y c z n o ś ć  t y c h  k o m ó r e k .  T a k ie  p rz e c iw c ia ła  m o g ą  w y m ie n ić  k o m p le k s y  
a n ty g e n - p r z e c iw c ia ło  n a  p o w ie rz c h n i .  N a  r y s u n k u  w id o c z n y  j e s t  r ó w n ie ż  w o ln y  k o m p le k s

a n ty g e n - p r z e c iw c ia ło  (wg A ll iso n a  [1])

CZYNNIKI ODBLOKOW UJĄCE

Ostatnio uzyskano dowody doświadczalne wskazujące, że niektóre 
surowice mają zdolność odblokowywania hamującego efektu surowicy 
blokującej. Po zmieszaniu surowicy odblokowującej (która może pocho
dzić np. od zwierząt po regresji nowotworu) z surowicą blokującą, u jaw 
nia się ponownie cytotoksyczność limfocytów [5]. Schematyczne przykła
dy powyższego zjawiska znajdujem y na rysunkach 1 i 3. Obserwacje 
wskazujące na istnienie korelacji między efektem działania surowicy od
blokowującej in vitro i in vivo zostały opisane przez Hellströma i wsp.
[5] oraz Bansala i wsp. [13].

Surowica odblokowująca wstrzyknięta szczurom zapobiega wzrosto-
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wi nowotworów wywołanych wirusem Polyoma, a także może zapobiegać 
pojawianiu się czynnika blokującego w surowicy [6 ]. Zjawisko to nie jest 
związane z lizą komórek nowotworowych, wywołaną poprzez przeciw
ciała. Podobnie u ludzi z samorzutną remisją nowotworu lub z nowotwo
rem  leczonym chemicznie można wykazać istnienie surowicy odblokowu
jącej [14]. Czynnik ten, podobnie jak w badaniach u zwierząt, ma cechy 
swoistości, co wynika z faktu, że surowica odblokowująca ujawniona 
w układzie raka jelita grubego u ludzi nie wykazuje tych właściwości 
wobec komórek czerniaka i vice versa. Prosta in terpretacja prowadzi do 
wniosku, że czynnik odblokowujący stanowi wolne przeciwciało, k tóre 
jest zdolne wymienić kompleks immunologiczny związany z komórką 
docelową i działać synergistycznie z komórkami efektorowymi w  ich 
aktywności przeciwko komórkom docelowym (rys. 3). Potwierdzeniem 
tego przypuszczenia są badania Mortona i wsp. [21], w których w ykaza
no technikami immunofluorescencji obecność swoistych przeciwciał 
w surowicach posiadających właściwości odblokowujące.
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PRZEGLĄD METOD IZOLACJI I ROZDZIAŁU KOMÓREK

S ław om ir R. HALW A, J a n  JA RO SZEW SK I i Je rzy  B. W ARCHOŁ

Z akład  Histologii i Em briologii In s ty tu tu  B iostruk tu ry
A kadem ii M edycznej w  P oznan iu  

Z ak ład  G enetyk i Człow ieka P A N  w  P oznan iu

Streszczenie.  M etody pozw ala jące  n a  izolację kom órek  z n a rząd u  i ich  rozdzielenie 
na  m nie j lub  bardzie j czyste f rak c je  s tanow ią  d la  cytobiologa nieocenione narzędzie  
badaw cze. P ozw ala ją  one na  analizę  in v itro  czynności poszczególnych typów  ko 
m órek, n iezależnie  od uk ładu , w  jak im  w y s tęp u ją  one w  u s tro ju . Z m etod  izolacji 
om ówiono zarów no m etody  izolacji m echaniczne, ja k  i enzym atyczne, zw raca jąc  
uw agę na  w a ru n k i  zapew nia jące  n ienaruszen ie  biologicznej in teg ra lnośc i kom órki. 
W śród m etod  rozdziału  w yróżniono m etody fizykochem iczne, m a jące  bardz ie j ogól
ne zastosow ane i m etody  biologiczne, szczególnie szeroko rozw in ię te  d la  oczyszcza
n ia  poszczególnych rodza jów  kom órek  im m unokom peten tnych .

W ostatnich latach obserwuje się duży rozwój metod pozwalających 
na izolację i rozdzielanie komórek pochodzących z różnych narządów 
i tkanek. Metody te bowiem są bardzo przydatne w rozwiązywaniu sze
regu zagadnień z zakresu biologii komórki, cytofizjologii, immunologii 
czy też endokrynologii doświadczalnej.

Metody izolacji komórek stawiają sobie za cel wyodrębnienie komó
rek z narządów i tkanek przy równoczesnym jak najpełniejszym zacho
waniu ich właściwości biologicznych. Otrzymane na tej drodze komórki 
są z kolei bardzo często rozdzielane za pomocą specjalnych metod na 
mniej lub bardziej czyste frakcje komórkowe. Również w tych m eto
dach zwrąca się bardzo dużą uwagę na zachowanie jak najdalej idącej 
wartości biologicznej badanych komórek. Poniższy opis ma ogólnie 
orientować w temacie i nie wyczerpuje obszernego piśmiennictwa z tego
zakresu.
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1. METODY IZO LA C JI KOM ÓREK

S. R. HALWA, J. JAROSZEWSKI I J. B. WARCHOŁ

Do chwili obecnej opracowano szereg metod służących do izolowa
nia komórek, mających większe lub mniejsze zastosowanie w praktyce 
laboratoryjnej. W zasadzie metody te można podzielić na mechaniczne 
i enzymatyczne. Podział ten w pewnym sensie jest nieadekwatny, ponie
waż w szeregu przypadków stosowana jest izolacja poprzez połączenie 
obu tych metod.

Pierwsza z wymienionych metod polega na mechanicznym ro z ry w a
niu ciągłości narządów, w w yniku czego dochodzi do wyizolowania sie 
poszczególnych komórek. Druga natomiast metoda związana jest z enzy
matycznym rozluźnianiem połączeń między komórkami, prowadzącym 
w ostatecznym wyniku do izolacji komórek.

1.1. M ETO D Y  M E C H A N IC Z N E

Metody mechaniczne najczęściej stosowane są dla tych narządów, 
których utkanie jest stosunkowo luźne (śledziona, węzły chłonne, gona
da męska) lub w przypadku, gdy specyficzna s truk tu ra  narządu nie poz
wala na izolację za pomocą metod biochemicznych (układ nerwowy).

Spośród tych metod najczęściej stosowane jest przecieranie narzą
du przez siatki nylonowe lub stalowe o stopniowo zmniejszających się 
wymiarach oczek. Prześwity najgęstszej siatki muszą pozwalać na swo
bodne przechodzenie największych komórek [12, 31, 49, 67]. Do tego 
celu można również używać „prasy tkankow ej” z odpowiednim komple
tem siatek [17]. Zwykle stosowane są siatki, których w ym iary oczek w a
hają się w granicach od 740 ąm do końcowego w ym iaru 37 ąm. Na 
innej zasadzie opiera się izolacja komórek nerwowych wprowadzona 
przez Satake i Abe [6 6 ]. Autorzy ci, po skrojeniu żyletką tkanki nerwo
wej na drobne części rozdrabniali ją w homogenizatorze Elvhjema - P o t
tera  o prześwicie 0 , 2  mm poprzez trzynastokrotne, bardzo delikatne prze
sunięcie tłoka w górę i w dół. Lam i wsp. [36] izolowali komórki z go
nady męskiej posługując się przyrządem zbudowanym z 50 żyletek usta
wionych równolegle w odstępach 0,2 mm. Tak przygotowany materiał 
poddawali dalszemu rozdrobnieniu przez kilkunastokrotne wciągnięcie 
i wydmuchnięcie z pipety. Shortm an [75] uważa, że izolację ^mfocytów 
z węzła chłonnego lub śledziony przeprowadzić można krojąc te narządy 
nożyczkami na fragm enty i następnie „wyciskając” z nich komórki na 
siatce o odpowiednich oczkach.
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1.2. M ETO D Y  E N Z Y M A T Y C Z N E  ORAZ W Y K O R Z Y S T U JĄ C E  Z W IĄ Z K I K O M P L E K S U JĄ C E

Najczęściej izolację komórek przeprowadza się w oparciu o metody 
enzymatyczne. Polegają one na trawieniu substancji spajających komórki 
za pomocą enzymów hydrolitycznych. Metody te są od dawna wypróbo
wane przy zakładaniu hodowli tkankowych. Do najbardziej popularnych 
enzymów należą peptydazy takie jak trypsyna, kolagenaza, elastaza lub 
pronaza czy też enzymy hydrolizujące substancje mukopolisacharydowe 
jak hialuronidaza czy neuraminidaza. Często używane są kombinacje 
enzymów z obu grup. W niektórych przypadkach używa się dodatkowo 
DNA - zę i RNA - zę, które nie mając wpływu na izolację komórek zapo
biegają żelifikacji kwasów nukleinowych pochodzących z uszkodzonych 
komórek.

Ze względu na udział jonów wapnia w połączeniach międzykomórko
wych, niektórzy autorzy używali do izolowania komórek kwasu etyleno- 
dwuaminoczterooctowego (EDTA), kompleksującego kationy dwuwartoś- 
ciowe. Istnieją także prace [60, 61] donoszące o skutecznym działaniu 
izolującym środków kompleksujących jony potasowe (czterofenyloboron 
sodu — TPB). Najczęściej stosowane stężenia substancji rozluźniających 
połączenia między komórkami oraz używane płyny inkubacyjne podane 
są w tabeli 1. Jak  z niej wynika, najczęściej stosowanym enzymem jest 
trypsyna w stężeniu nie mniejszym niż 0,1 °/o. Szereg autorów w przy
padku jej użycia, po zakończeniu trawienia stosuje swoiste dla tego en
zymu inhibitory, takie jak np. z pewnej odmiany fasoli [79]. Jest to 
szczególnie istotne w przypadku badań nad zjawiskami dotyczącymi 
błon komórkowych. Użycie do izolacji tylko neuraminidazy, względnie 
EDTA jest rzadko stosowane, ze względu na konieczność przedłużenia 
okresu inkubacji i występującym  wtedy (po czasie dłuższym niż 30 min.) 
efektem cytotoksycznym [26, 60, 96]. Trawienie enzymatyczne przepro
wadzane jest zazwyczaj w połączeniu z wytrząsaniem lub mieszaniem 
płynu inkubacyjnego. Ponadto bardzo duże znaczenie dla zachowania 
właściwości biologicznych pewnych rodzajów izolowanych komórek ma 
utrzym yw anie stałej atmosfery o wysokiej koncentracji tlenu oraz cią
gła kontrola pH płynu inkubacyjnego [35, 69].

2. METODY ROZDZIAŁU KOM ÓREK

Jak  już wspomniano we wstępie, dla zdobycia bliższych informacji 
dotyczących poszczególnych rodzajów komórek badanego narządu, po 
procesie izolacji przystępuje się do rozdzielania frakcji zawierających 
poszczególne rodzaje komórek. Przeprowadzenie jednoznacznego podzia-
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łu metod stosowanych do rozdzielania komórek napotyka na szereg t ru d 
ności. Ogólnie jednak metody te można podzielić na fizykochemiczne 
i biologiczne.

TABELA 1. Płyny inkubacyjne najczęściej stosowane do izolacji komórek

Trypsyna Kolagenaza Pronaza Hialuroni-
daza

Neurami-
nidaza1

EDTA
#

Płyn Krebsa-Ringera 0,25% [79] 
0,1 % [26]

0,5% [63] 8 X 10- 6  
g/ml [26]

lmM[26]

Płyn Hanksa
% 1% [37]d

0,05%
[35,58]c,e

0,1%
[35,58]ce

Płyn Tyroda 0,25% [41] 0,25% [41]

Płyn Rinałdiniego 0,25% [29]b

PBS 0,25% [99]

Bufor HEPES 0,35% [82]a
i

0,l%[82]a

Bufor fosforanowy 0,4% [29] b

Sacharoza w buforze 
imidazolowym

1% [37]d

SMEM 0,1% [28]

a, b , c — r o z tw o r y  u ż y w a n e  łą c z n ie  do  iz o lac j i  k o m ó r e k  w  te j  s a m e j  p ro c e d u r z e ,  d  —
m ie s z a n in y  u ż y w a n e  do iz o lac j i  k o m ó r e k  p o  u t r w a le n iu  m a t e r i a łu  w  a ld e h y d z ie  g lu ta r o w y m ,
e — s u b s t a n c j e  u ż y w a n e  łą c z n ie ;  w  m ie j s c e  p ły n u  H a n k s a  u ż y w a n o  r o z tw o r u  so li  (S a l in e  A).

O b ja ś n ie n ie  s k r ó t ó w :  P B S  — b u f o r o w a n y  r o z tw ó r  soli f iz jo lo g icz n e j  H E P E S  — N -2 -h y d ro -
k s y e ty lo p ip e r a z y n o - N '- 2 - e t a n o s u l f o n o w y  k w a s ,  SM EM — ś r o d o w is k o  p o d s ta w o w e  m in im a ln e  
s p in n e r a .

2.1. M ETOD Y  FIZ Y K O C H E M IC Z N E

Metody te wykorzystują różnice we właściwościach fizykochemicz
nych poszczególnych komórek. Podzielić je można na: 

2 .1 .1 . metody wykorzystujące różnice w masie właściwej i objętości 
komórek,

2 .1 .2 . metody wykorzystujące różnice we właściwościach powierz
chniowych komórek,

http://rcin.org.pl



METODY IZOLACJI I ROZDZIAŁU KOMÓREK 303

2.1.3. metody wykorzystujące różnice we właściwościach optycznych
komórek.

2.1.1. Metody wykorzystujące różnice w objętości komórek i masie
właściwej

2 .1.1.1. Przesiewanie komórek. Metoda ta  jest jednym  z najprost
szych sposobów rozdzielania komórek w ykorzystującym  różnice między 
ich średnicami. Teoretycznie 'p rzy jm uje  się, że w w yniku przesiewania 
komórek poprzez odpowiednio dobrane sita można je rozdzielić w za
leżności od ich wymiarów. W praktyce napotyka się na szereg trudności 
związanych z kształtem komórek, ich zlepianiem się i zatykaniem oczek 
sita [31].

2 .1 .1 .2 . Sedymentacja komórek w  polu grawitacyjnym. Metoda se
dym entacyjna opiera się na różnicy w  szybkości opadania poszczegól
nych komórek w polu przyciągania ziemskiego. Szybkość ta  zależy od 
średnicy d i masy właściwej komórki Dp, m asy właściwej Dm i lepkości 
r] roztworu, w k tórym  odbywa się sedym entacja, i wyraża się wzorem

O)18 Tj

gdzie g oznacza przyspieszenie ziemskie.
W większości przypadków masy właściwe poszczególnych rodzajów 

komórek różnią się między sobą w niewielkim  stopniu, co powoduje, że 
praktyczna szybkość sedymentacji zależy głównie od kw adratu  średnicy 
d2. Można zatem przyjąć, że wzór (1) będzie miał w przybliżeniu w ar
tość

S  =  /cd2, . (2)

gdzie k  jest wartością stałą dla określonego roztworu, w którym  odby
wa się sedymentacja.

Jako jeden z pierwszych zjawisko to wykorzystał Mel, k tóry opra
cował metodę rozdziału komórek nazw aną STAFLO [44-46]. Ze względu 
jednak  na skomplikowaną procedurę i pewne niekorzystne zjawiska 
hydrodynamiczne, zachodzące w komorze do rozdzielania, nie znalazła 
ona dotychczas szerokiego zastosowania.

W ydajnymi i często stosowanymi w praktyce metodami rozdziału 
opartym i na sedymentacji w polu graw itacy jnym  są metody opracowane
przez Petersona i Evansa [51] oraz Millera i Phillipsa [47]. Różnią się 
one jedynie niewielkimi szczegółami i z tego powodu omówione zostaną 
łącznie.

Używana do tego celu apara tu ra  jest przedstawiona na rys. 1. Skła-
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da się ona w zasadzie z urządzenia do wytwarzania gradientu ciągłego, 
komory sedymentacyjnej (o pojemności ok. 800 ml) oraz układów pozwa
lających na nakładanie w niej zawiesiny komórek i zbierania frakcji. 
Bardzo często stosuje się gradient z surowicy płodów cieląt (FCS) o stę
żeniu 5-30% uzyskanym przez rozcieńczenie buforowanym roztworem 
soli fizjologicznej (PBS). Użycie gradientu zapewnia optymalne w arunki 
do nakładania komórek i zbierania frakcji. W wypełnionej komorze sedy
mentacyjnej znajdują się trzy  w arstw y 1, 2 i 3, tak jak to zaznaczono 
na rys. 1 .

Rys. 1. U rządzenie do rozdziału  ko m ó rek  drogą sed y m en tac ji  w  polu g raw itac ji
ziem skiej (wg M illera  i Ph illipsa  [47])

A  — w y tw o r n ik  g r a d ie n tu  c iąg łego ,  B  — m ie s z a d ła  m a g n e ty c z n e ,  C — n a c z y n ie  d o  n a k ła d a n ia  
k o m ó re k ,  D  — ,,g r z y b e k ” r e g u lu j ą c y  w a r u n k i  h y d r o d y n a m ic z n e  p o d c z a s  w y p e łn ia n ia  i o p ró ż 
n ia n ia  k o m o ry ,  E  — r e g u la to r y  p rz e p ły w u ,  F  — k r a n  t r ó jd z ie ln y ,  G — k o m o r a  s e d y m e n t a 
c y jn a  (p o je m n o ś ć  ok. 800 ml) ; 1 — w a r s t w a  30 m l  P B S , 2 — 20 m l z a w ie s in y  k o m ó r e k ,  3 —

g r a d ie n t  FCS w  P B S
%

Gradient o podanych stężeniach ma ciężar właściwy w granicach 
od 1,004 g/cm 3 do 1,009 g/cm3, co stanowi wartości mniejsze od średniej 
gęstości komórek jądrzastych (około 1,06 g/cm3). Uważa się, że użycie
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jako m ateriału  do wytwarzania gradientu białek surowicy ma kilka 
stron dodatnich — m. in. zwiększa przeżywalność komórek, a także za
pobiega ich agregacji. Często do otrzymywania gradientu posługujemy się 
albuminą surowicy.

Po 2-4 godzinach sedymentacji przebiegającej w tem peraturze 4°C 
zbiera się frakcje o objętości około 15 ml.

Jednym  z najważniejszych warunków wpływających na powodzenie 
rozdziału komórek na drodze sedymentacji jest przestrzeganie górnej 
granicy ilości komórek wprowadzonych do komory, która nie powinna 
przekraczać 2 X 107. Ilość wprowadzanych komórek można zwiększyć 
poprzez zastosowanie gradientu o specjalnym profilu. Posługując się po
wyższą metodą otrzymano dobre wyniki przy rozdzielaniu komórek 
szpiku [51], przysadki [28, 41], gonady męskiej [36] oraz krwinek bia
łych [47].

2 .1 .1 .3. Rozdzielanie komórek w oparciu o ich wirowanie w gradien
cie gęstości (wirowanie różnicowe). Dla rozdzielania komórek w oparciu
0 ich wirowanie opracowano szereg metod, z których należy wymienić 
takie, jak  wirowanie izopykniczne i izokinetyczne.

W metodach polegających na wirowaniu komórek w gradientach na 
rozdział komórek wpływ mają nie tylko różnice w objętości, ale także 
w ich masach właściwych.

Jeżeli komórka kulista o średnicy d i gęstości Dp zawieszona jest 
w cieczy o gęstości Dm i lepkości rj, a następnie poddana wirowaniu 
w odległości od osi obrotu r  z prędkością kątową co, to będzie się ona 
przesuwała z prędkością V, k tóra wyraża się wzorem

d2 (D  —  D J  co r
V =  ------ . (3)

Przyjęto, że równanie to spełnione jest dla większości komórek i że 
ew entualny wpływ dodatkowych sił związany z ich nieregularnym 
kształtem można uznać za nieistotny w porównaniu z dużymi wartościami 
sił odśrodkowych [8 ].

P rzy  użyciu wirowania wyróżnia się w zasadzie dwa sposoby rozdzie
lania komórek, które opierają się na różnicach w ich masach właści
wych lub średnicach. Aby lepiej zrozumieć zasady tych metod rozpatrz- 
m y krzywe sedymentacji przedstawione na rys. 2 (wg Boone i wsp. [8 ]) 
dla trzech różnych komórek wirowanych w gradiencie, którego gęstość 
m aksym alna jest równa lub nieco większa od masy właściwej komórek. 
Przeanalizujm y, jak będzie się zachowywała komórka A o średnicy 
7,5 urn i masie właściwej 1,060 względem komórki B o tej samej średnicy
1 gęstości wynoszącej 1,070. Zgodnie z równaniem szybkości sedymenta-

P o s tę p y  Biol. K o m . 4 73
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cji podczas wirowania, komórka B będzie początkowo opadała szybciej 
niż komórka A, wskutek czego odległość między nimi będzie stale w zra
stała. W miarę przesuwania się obu komórek w gradiencie gęstości, szyb
kości ich ruchu będą się stopniowo zmniejszały i ostatecznie zatrzym ają 
się one w tych miejscach, w których ich masy właściwe będą odpowia
dały gęstości gradientu. Innym i słowy komórki pod koniec wirowania 
będą znajdowały się w punktach izopyknicznych. Wirowanie, w k tórym  
profil gradientu i jego gęstość są tak zaplanowane, by komórki pod ko
niec wirowania znajdowały się w tych punktach, nazywa się izopyknicz- 
nym. Dodać tu taj należy, że wirowanie w gradiencie skokowym jest 
pewną odmianą wirowania izopyknicznego.

Rys. 2. C h a ra k te ry s ty k a  sed ym en tac ji  kom órek  o różnych  średnicach  i gęstościach 
podczas w iro w an ia  w  gradiencie. O m ów ienie w  tekście (wg Boone i wsp. [8])

K o m ó r k a  Ś re d n ic a  [ijl] G ę s to ść

A 7,5 1,060
B 7,5 1,070
C »15,0 1,070

Rozpatrzmy teraz jak będzie zachowywała się podcżas wirowania ko
mórka B o masie właściwej 1,070 i średnicy 7,5 urn względem komórki 
C o tej samej masie właściwej, a średnicy 15 |im. Jak  można zauważyć 
na podstawie ich krzywych sedymentacji przedstawionych na rys. 2  ko
mórka większa (C) będzie początkowo opadać wyraźnie szybciej niż 
mniejsza (B), co zgodne jest z równaniem na szybkość sedymentacji. 
W pewnym  jednak momencie szybkości ich w yrów nają się, a następnie, 
w przeciwieństwie do sytuacji początkowej, komórka mniejsza zacznie 
opadać szybciej od większej i spotkają się w punkcie izopyknicznym. 
Wynika z tego, że największa odległość między komórkami będzie wów-
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czas, gdy ich szybkości opadania będą sobie równe. Gdy kształt gradien
tu  i jego gęstość dobierzemy tak, by po zakończeniu wirowania komórki 
spełniały powyższy warunek, tzn. poruszały się z jednakową szybkością, 
ten  sposób ich rozdzielania nazywać będziemy izokinetycznym.

Zwykle jednak m am y do czynienia z mieszaniną komórek, które róż
nią się między sobą zarówno pod względem wielkości, jak i masy właści
wej. W takiej sytuacji odpowiednie obliczenia komputerowe oparte
0 krzywe sedym entacji pozwalają na podjęcie decyzji, jaka powinna być
metoda, profil i skok gradientu oraz optym alny czas wirowania [57J.

%

Oczywiście, można również znaleźć odpowiednie w arunki rozdziału na 
zasadzie ,,prób i błędów’’, ale jak to można zauważyć na rys. 2  niewłaś
ciwy czas wirowania może spowodować złe rozdziały frakcji komórek.

Wirowania różnicowego komórek dokonywać można praktycznie na 
wszelkiego typu  wirnikach horyzontalnych, przy czym dla jak najlepsze
go utrzym ania ich stanu biologicznego wskazane jest używanie niskich 
sił odśrodkowych (nie większych niż 4000 g) [74]. Bardzo korzystne wa
runki, zarówno pod względem jednorazowo rozdzielanej ilości komórek, 
jak  i układów hydrodynamicznych występujących w komorze sedymen
tacyjnej dają wolnoobrotowe wirniki strefowe Andersona [3]. Pretlow
1 Boone [56] polecają do omawianych celów oryginalny w irnik o krótkich 
ramionach.

Podobnie jak w metodzie sedymentacyjnej, istotne znaczenie posiada 
przestrzeganie górnej granicy liczby rozdzielanych komórek, gdyż w prze
ciwnym przypadku nie otrzym ujem y dobrych rozdziałów. Należy rów 
nież posługiwać się roztworami i gradientami izoosmotycznymi. Z tego 
powodu glukoza i szereg innych związków nie nadaje się do w ytw arza
nia gradientu  [74].

Odczynniki używane do wykonywania gradientu powinny spełniać 
kilka warunków, a między innymi:

nie wywierać wpływu toksycznego na komórkę,
zapobiegać agregacji komórek,
nie wykazywać zbyt dużych wahań w ciśnieniu osmotycznym w ob

rębie wytworzonego gradientu.
W związku z powyższym do celu tego najczęściej używane są albu

m iny osocza bydlęcego, które należy jednak przed użyciem przedializo- 
wać, aby usunąć elektrolity zawarte w ich preparatach handlowych. 
Równie często stosowany jest wielkocząsteczkowy Ficoll (polisacharoza). 
Stosowano także roztwory renografiny [2 1 ], koloidalne roztwory krze
mionki [52] oraz metrizamid [62].

2.1.1.4. Elutriacja. Metoda ta jest właściwie odmianą rozdzielania 
komórek przez wirowanie. Używany tu ta j wirnik posiada 2 komory, 
z k tórych jedna pełni rolę naczynia sedymentacyjnego, a druga osadnika.
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W czasie wirowania do komory sedymentacyjnej wprowadzane są ko
mórki, które w polu działania sił odśrodkowych ulegają rozdzieleniu. 
Wprowadzanie do komory sedymentacyjnej płynu powoduje stopniowe 
wyprowadzanie z niej lżejszych komórek, zbieranych następnie w osad
niku. Dotychczas opracowano kilka rodzajów rotorów mogących być uży
tych w tej metodzie [43]. Omówiony sposób rozdziału, mimo szeregu 
zalet nie znalazł dotychczas szerszego zastosowania.

2. 1. 2. Metody wykorzystujące różnice we właściwościach
powierzchniowych komórki

2.1.2.1. Rozdział przeciwprądowy. Roztwory takich substancji, jak 
dekstran i glikol polietylenowy (PEG) nie mieszają się ze sobą, tworząc 
układy dwufazowe. Z substancji tych można również przygotować roz
twory izotoniczne, które są jedynie w niewielkim stopniu toksyczne dla 
komórek. Dzięki tym  ich właściwościom można było opracować metod\^ 
przeciwprądowego rozdziału komórek [2]. Zasada rozdziału przeciwprą- 
dowego polega na tym, że wskutek wzajemnego oddziaływania cząste
czek polimeru i plazmolemmy, komórki mogą grupować się w pobliżu 
granicy faz. Tendencja do takiego układania się komórek zależy od właś
ciwości ich powierzchni (prawdopodobnie główną rolę odgrywa tu  ładu
nek powierzchniowy). W związku z tym  komórki zróżnicować można na 
takie, które przy aktualnym  stężeniu polimeru będą zgromadzone przede 
wszystkim na granicy faz i takie, które będą od niej oddalone. Ponadto 
trzeba dodać, że dzięki swoim właściwościom powierzchniowym mogą 
one mieć różne powinowactwo do obu roztworów polimerów. W związ
ku z tym, jeżeli w probówce umieścimy roztwory dekstranu i PEG z za
wiesiną komórek, a następnie poddamy wytrząsaniu, to po pewnej chwili 
od jego ukończenia, w fazie górnej (PEG) znajdować się będzie część 
komórek, część znajdować się będzie w pobliżu granicy faz, reszta na to 
miast komórek znajdować się będzie w fazie dolnej (dekstran). Poprzez 
odpowiednie odciągnięcie roztworów można otrzymać dwie frakcje, które 
poddać można ponownemu rozdzieleniu używając roztworów w innych 
stężeniach. Obecnie na rynku  dostępne są aparaty  do cienkowarstwowego 
rozdziału przeciwprądowego firm y Stalprodukter, Uppsala i LKB, Szwe
cja [1 ].

Metoda ta znalazła zastosowanie do rozdziału krw inek czerwonych 
[85, 88-90], oddzielania krw inek czerwonych od białych [8 6 ] oraz roz
działu komórek innych narządów [10, 87].

2.1.2.2. Elektroforeza komórek. Próby rozdzielania komórek wyko
rzystujące ich zachowanie się w polu elektrycznym dzięki ich ładunkowi 
powierzchniowemu były poczynione już w latach pięćdziesiątych. Jed-
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nak, mimo pełnych założeń teoretycznych występowało szereg trudności, 
które nie pozwoliły na praktyczne wykorzystanie elektroforezy komórko
wej [44-46]. Szereg kolejnych prób pozwoliło w  ostateczności na zasto
sowanie tej metody do praktyki laboratoryjnej. Rozdział przeprowadza 
się na komórkach przepływających wraz z roztworem zawieszającym 
w polu elektrycznym. Zasadę tej metodyki poznać można bliżej na przy
kładzie aparatu  do elektroforezy zaproponowanego przez Hanniga [22] 
(patrz rys. 3).

Rys. 3. Z asada  e lek tro fo rezy  kom órek  w  
aparac ie  w g H ann iga  [22]. O m ów ienie

w  tekście

Zbudowany jest on z pionowo ustawionej komory, o długości 12,8 cm, 
wysokości 51,0 cm i szerokości 0,5-1 mm. Umieszczone po bokach komo
ry  elektrody oddzielone są od jej wnętrza błoną dializacyjną. Zawiesina 
komórek wprowadzana jest w sposób ciągły do buforu wypełniającego 
komorę. Przesuwanie komórek w komorze uwarunkowane jest od kilku 
czynników. Ruch ich ku dołowi uzależniony jest od siły grawitacji i prze
pływu cieczy w komorze. Przesunięcie natomiast poziome komórki jest
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uwarunkowane działaniem pola elektrycznego (do 100 kV/cm). Z tego 
powodu tor opadania komórki ulega odchyleniu o pewien kąt a w sto
sunku do linii pionowej. Kąt ten określa wzór:

szybkość wędrówki elektroforetycznej 
szybkość opadania komórki +  szybkość przepływu roztworu

Ponieważ stosowana liniowa szybkość przepływu płynu w komorze jest 
stosunkowo duża (ok. 5 cm/min.), w związku z tym  wyraz pierwszy 
w mianowniku może być praktycznie pominięty.

Komórki po dojściu do dna komory są odprowadzane przez 92 kana
liki do odpowiednich pojemników. Dla zapobieżenia powstawaniu prądów 
konwekcyjnych, w komorze w ytw arzany jest gradient termiczny za po
mocą elementów Peltiera. Procedura ta jest dość efektywną i nadaje się 
do rozdziału różnorodnych komórek, bakterii i elementów subkomórko-
wych.

2.1.3. Metody rozdziału komórek w oparciu o ich właściwości optyczne

Techniki te wykorzystują głównie zdolność do rozpraszania wiązki 
światła padającego na komórkę. W aparatach używanych do tego typu 
rozdziału można wyróżnić zasadniczo 2 części. W pierwszej z nich, na 
podstawie oceny rozproszonego przez komórkę światła, w ytw arzany jest 
impuls elektryczny, który dzięki sterującym  urządzeniom elektronicz
nym, regulującym  natężenie pola elektrycznego w komorze rozdzielają
cej powoduje odpowiednie odchylenie toru  opadania komórki. ISfe tej 
zasadzie dochodzi do segregacji komórek na ich populacje posiadające 
podobne właściwości pod względem ilościowym do rozpraszania światła. 
Dodać należy, że dla większości komórek ich zdolność do rozpraszania 
wiązki światła jest uzależniona od ich wielkości. Dotychczas wykonano 
szereg prób, w których wykorzystywano fluorescencję komórek. W przy
padkach tych komórki znakowane fluorochromami wprowadzane były 
do aparatu, który rozdzielał je w oparciu o wykazywaną przez nie fluo
rescencję.

Dotychczas wykonano kilka typów urządzeń pozwalających na roz
dział komórek w oparciu o omówione tu taj zasady. W ydaje się jednak, 
że nie wypowiedziano jeszcze na ich tem at ostatniego słowa.

2.2. B IO L O G IC Z N E  M ETOD Y  R O Z D Z IE L A N IA  K O M Ó REK

Techniki te są przeważnie, a niekiedy wyłącznie, stosowane do roz
działu komórek krwi, zwłaszcza limfocytów i z tego powodu zostaną omó
wione na ich przykładzie. W zasadzie podzielić je można na 2 rodzaje: 
techniki wykonywane in vitro i in vivo.
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2.2.1. Techniki wykonywane in vitro

2.2.1.1. Metody wykorzystujące zdolności fagocytarne lub przyczep
ność komórek do podłoża. Metody te stosowane są głównie do rozdziału 
makrofagów, monocytów, granulocytów i fibroblastów od komórek lim- 
focytarnych. Ponieważ zdolność przyczepiania się wspomnianych kom ó
rek do podłoża i fagocytoza dają zaobserwować się tylko w warunkach 
nienaruszonej przemiany materii w komórkach — metody te można za
liczyć do testów biologicznych, mimo iż często w rozdziale pełnią ważną 
rolę także proste oddziaływania fizykochemiczne powierzchni komórki 
i materiału użytego do rozdziału.

a. Metody wykorzystujące przyczepność komórek nielimfocytarnych 
do powierzchni. Techniki te mają wiele wariantów. Rabinowitz [59] za
stosował jako jeden z pierwszych, a Shortm an i wsp. [77] ulepszyli ko
lumnę z kulek szklanych, w której inkubowali zawiesinę leukocytów 
przez 30 m inut w tem peraturze 37cC. Po ukończeniu inkubacji delikatnie 
przemywali kolumnę, co pozwalało na uzyskanie limfocytów pozbawio
nych komórek o większej przyczepności. Podobne metody oczyszczania 
limfocytów opisali Berman i Stulberg [6], Levis i Robbins [39], a Mar
shall i wsp. [42] zastosowali je dla izolacji makrofagów i ich p rekur
sorów. Szereg badaczy, w miejsce kulek szklanych jako materiału, do 
którego przylegają komórki nielimfocytarne, stosowało płytki polyakry- 
lamidowe [13, 38], szkiełka nakrywkowe zanurzone w hodowli, watę 
szklaną, watę bawełnianą lub nylonową. Wielką zaletą takich technik 
jest duża czystość otrzymywanej populacji limfocytów (98-99% limfocy
tów), natomiast jej pewnym  ograniczeniem jest to, że pewne subpopula- 
cje limfocytów, zwłaszcza limfocyty B, pozostają w kolumnie [25]. Tym 
samym odzyskuje się mało komórek, a otrzymane limfocyty zostają zu
bożone w część swoich subpopulacji. Dotyczy to szczególnie tych roz
działów, gdzie inkubuje się lub przepuszcza przez kolumny zawiesiny 
komórek w środowisku o niskiej zawartości surowicy. Spostrzeżenie to
pozwoliło naw et opracować metody oczyszczania subpopulacji limfo
cytów.

b. Rozdział limfocytów T i B na kolumnach z w aty  nylonowej. 
Punktem  wyjścia dla opracowania tych metod były spostrzeżenia wska
zujące, że komórki tworzące przeciwciała, a więc z linii różnicowania 
limfocyta B mają znaczną przyczepność do powierzchni [54, 64]. K ieru
jąc się tym, Julius i wsp. [33] opracowali metodę, w której 30—45 - m inu
towa inkubacja limfocytów myszy w środowisku zawierającym 5—10% 
płodowej surowicy cielęcej w kolumnie wypełnionej watą nylonową po
woduje przyleganie większości limfocytów B do włókien waty i następo
wa wolna elucja, tym samym, ciepłym środowiskiem wypłukuje lim
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focyty T. Schwartz i Handwerger [72] wprowadzili powtórne oczyszcza
nie otrzymanych na tej drodze limfocytów, uzyskując frakcję limfocy
tów T zawierającą nie więcej niż 2%  limfocytów B. Autorzy ci ponadto 
odzyskiwali limfocyty B myszy z kolumny, po rozfragm entowaniu jej 
łożyska i energicznym płukaniu. Zaadsorbowane na wacie nylonowej 
mysie limfocyty B można także odzyskać, stosując półgodzinną inkuba
cję w tem peraturze 37°C z 50% płodową surowicą cielęcą [30]. Metodę 
tę daje się stosować dla oczyszczania ludzkich limfocytów T (nie B), 
uzyskując p reparaty  o czystości rzędu 95-98%. Istnieją jednak dane, że 
tak  izolowane limfocyty ludzkie T nie zawsze reagują normalnie w te s 
tach czynnościowych [50]. Niezwykle ważnym i rzadko publikowanym  
szczegółem tego typu rozdzielania jest wielodniowe płukanie w aty  nylo
nowej w wodzie bieżącej i destylowanej z następną sterylizacją przez 
autoklawowanie (S. Fröland, 1973 — informacja osobista).

c. Oddzielanie komórek mających zdolność fagocytozy. Metoda ta  
w najpopularniejszej postaci polega na inkubowaniu w tem peraturze 37°C 
przez 30 m inut w środowisku hodowlanym zawiesiny komórek z do
datkiem drobnych opiłków żelaza lub z karbonylkiem żelaza. Komórki, 
które sfagocytowały cząstki żelaza lub jego karbonylku są następnie 
usuwane za pomocą silnego magnesu [92]. Metodę tę zastosowała firm a 
Technicon w produkowanym  przez nią aparacie do oczyszczania limfo
cytów (lymphocyte separator) [38, 40]. Cząstki żelaza używane w tym  
aparacie są opłaszczone poli -1 - lizyną dla łatwiejszej ich fagocytozy. 
Również i w tej metodzie dobre odzyskiwanie limfocytów i niezmienio
na s truk tura  ich subpopulacji warunkowane są wysokim stężeniem suro
wicy w środowisku inkubacyjnym. Niedogodnością omawianej techniki 
jest fakt, że mała część monocytów nie wykazuje zdolności żernych i tym
samym nie daje się jej usunąć tą  metodą.

2.2.1.2. Eliminacja populacji komórek za pomocą swoistej surowicy 
cytotoksycznej i dopełniacza. Metodę tę stosuje się standardowo do 
oczyszczania mysich limfocytów B z limfocytów T. Polega ona na tym, 
że stosuje się surowicę przeciw odpowiedniemu dla danego szczepu m y
szy allotypowi antygenu 0 ,  k tóry  występuje na limfocytach T, a brak 
go na limfocytach B. Dopełniacz można dodać na początku 30-60 - m inu
towej inkubacji w tem peraturze 37°C lub, w wariancie dwustopniowym, 
przy następnej podobnej inkubacji. Po zastosowaniu tej techniki często 
usuwa się z zawiesiny m artw e komórki opisanymi metodami. Teoretycz
nie metodę tę winno się stosować zawsze tam, gdzie dostępna jest od
powiednio swoista i cytotoksyczna antysurowica. W ażnym momentem 
jest zastosowanie dopełniacza wolnego od naturalnych  przeciwciał prze
ciw komórkom zawiesiny i wiązanego przez stosowane przeciwciała (np. 
przeciwciała kurze nie wiążą dopełniacza świnki morskiej).
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2.2.1.3. Rozdział komórek przy użyciu immunoadsorbentów. Do 
oczyszczania komórek immunoadsorbenty zastosowali po raz pierwszy 
Wigzell i Andersson [93]. Do chwili obecnej opracowano wiele metod 
tego rodzaju. Wydzielić wśród nich można techniki adsorpcji komórek 
w zawiesinie na klasycznych immunoadsorbentach i techniki adsorpcji 
komórek zawiesiny na innych komórkach żywych rosnących na powierz
chni naczynia. W pierwszej grupie stosuje się kolum ny wypełnione noś
nikiem zapewniającym właściwy przepływ komórek. Z nośnikiem zostają , 
związane chemicznie lub zaadsorbowane substancje reagujące ze skład
nikami powierzchni części komórek rozdzielanej zawiesiny. Najczęściej 
stosowanymi nośnikami były kulki szklane o średnicy 100-200 urn, goto
wane uprzednio w wodzie królewskiej i płukane do zobojętnienia [93], 
podobnych rozmiarów kulki polimetylakrylowe — Degalan V - 26 firm y 
Degussa, Hanau am Main [94, 95], ziarna usieciowanego poliakrylamidu 
Biogel P  - 6 [81, 97], ziarna Sephadexu G - 200 [71] lub Sepharozy. Trzy 
ostatnie nośniki, a zwłaszcza Biogel P  - 6, mają dawać mniejszą nie
specyficzną retencję komórek i lepsze odzyskiwanie, a dwa ostatnie dają 
się trawić enzymatycznie, co ułatwia odzyskiwanie zaadsorbowanych na 
nich komórek [71]. Stosowano też jako nośnik gąbkę poliuretanową lub 
żelatynę [23]. W zależności od stawianych zadań używa się nośników 
pokrytych różnymi substancjami immunologicznie czynnymi, takimi jak:

a. Przeciwciała lub ich fragm enty reagujące przeciw składnikom 
powierzchni komórek. Najczęściej stosowano immunoadsorbenty opłasz- 
czone przeciwciałami (często w postaci pełnej antysurowicy) przeciw 
immunoglobulinom [94, 95], Stosuje się je dla zatrzymania w kolumnie 
limfocytów B, mających znacznie więcej powierzchniowych immunoglo
bulin niż limfocyty T. Zaznaczyć należy, że powierzchniowe immuno- 
globuliny mogą odłączać się od powierzchni limfocytów po związaniu ich 
przez przeciwciało immunoadsorbenta. W skutek tego, taki kompleks im
munologiczny może wiązać inne komórki poprzez ich receptor na Fc 
IgG (obecny nie tylko na limfocytach B). Z tego powodu nie zaleca się 
stosowania w immunoadsorbencie pełnych przeciwciał, lecz ich fragm en
tów pozbawionych fragm entu Fc [95]. Z kolei immunoglobuliny po
wierzchni limfocytów mogą mieć niedostępną część Fc — stąd stosowano 
w immunoadsorbentach przeciwciała przeciw fragmentom immunoglobu- 
linowym F (ab')2 [19] lub F ab' [71]. W tego rodzaju immunoadsorben
tach jest ważne stosowanie przeciwciał o możliwie dużym powinowactwie
do antygenu.

b. Antygeny, przeciw którym  mogą reagować przeciwciała powierz
chniowe na części rozdzielanych komórek. W ten  sposób udało się zubo
żyć lub, po elucji, wzbogacić limfocyty w komórki reagujące przeciw
antygenowi [94, 95].
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c. Kompleksy antygen - przeciwciało lub składnik trzeci dopełniacza. 
Istnienie na części limfocytów receptora na część Fc IgG pozwala na ich 
zatrzymanie w kolumnie opłaszczonej kompleksami immunologicznymi 
[4, 27]. Podobnie zatrzymać można w kolumnie opłaszczonej dopełnia
czem te limfocyty, które mają receptor na trzeci składnik dopełniacza 
[78], O ile jednak omawiane rozdziały komórek na immunoadsorbentach 
przeprowadza się w tem peraturze 0-4°C, by zmniejszyć odrywanie się 
składników błony komórkowej po ich związaniu przez immunoadsorbent, 
w tym  wypadku stosuje się inkubację w tem peraturze 37°C, gdyż wtedy 
tylko zachodzi wiązanie immunoadsorbentu z receptorem. Z drugiej stro
ny w takich warunkach zachodzić mogą poważne zmiany stanu funkcjo
nalnego komórki i to może tłumaczyć trudności napotykane w stosowa
niu tej metody [14].

Kończąc omawianie metod polegających na użyciu immunoadsorben- 
tów należy wspomnieć, że w zasadzie postępowanie w nich jest podobne.

Typowy rozdział wygląda następująco: 1) nałożenie 5 X 107 do 
2 X 108 limfocytów na kolumnę objętości 50-100 ml, 2) wpuszczanie 
komórek do łożyska immunoadsorbentu z równoczesnym spłukaniem ko
mórek zatrzymanych na ścianach kolumny, 3) inkubacja 30 min. do 
2 godz., 4) powolna elucja niezaadsorbowanych komórek. Elucję „uwię
zionych” komórek przeprowadza się wylewając zawartość kolumny i/lub 
płucząc immunoadsorbent w środowisku zawierającym odpowiednio wol
ny antygen, wolne przeciwciało, kompleks immunologiczny lub zinakty- 
wowany dopełniacz. W ten sposób, np. stosując dla elucji wolny hapten,
uzyskano doskonałe oczyszczenie limfocytów reagujących przeciw deter
minantom ß - laktozydowym [24].

2.2.1.4. Metody rozdzielania komórek poprzez ich immunoadsorpcję
#

na innych komórkach rosnących na powierzchni naczynia. Techniki te
mają zastosowanie tylko do limfocytów, których część jest w stanie 
rozpoznawać obce antygeny na komórkach rosnących na ścianie naczy
nia i przylegać do nich. Metoda ta, zapoczątkowana przez Brondza i wsp. 
[9] znalazła zastosowanie w zubażaniu lub wzbogacaniu zawiesin limfo
cytów w swoiste limfocyty T, zdolne do reakcji cytotoksycznej przeciw 
antygenom komórek używanych jako immunoadsorbent [5, 9, 11]. Inku
bację limfocytów nad hodowlami (zwykle fibroblastów) przeprowadza się 
w tem peraturze 37°C. Ford [18] zastosował tę metodę in vivo przepusz
czając allogeniczne limfocyty przez łożysko naczyniowe kończyny szczu
ra, oczyszczając je w ten sposób z komórek cytotoksycznych. Stosowane 
metody adsorpcji na komórkach dają znacznie gorszy odzysk i mniejszy 
stopień czystości żądanej subpopulacji limfocytów niż metody kolumno
we, ale te ostatnie nie nadają się do rozdziału limfocytów T.
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2.2.1.5. Metody rozetkowe. W tego typu metodach wykorzystuje się 
zdolność receptorów i antygenów powierzchniowych pewnych subpopu- 
lacji limfocytów do wiązania się z innymi komórkami, co w efekcie daje 
agregaty komórkowe zwane rozetkami. Dzięki tem u można oddzielić 
limfocyty tworzące rozetki od limfocytów nierozetkujących za pomocą 
metod wirowania izopyknicznego lub przez sedymentację. Najczęściej do 
tego celu stosuje się rozetki E i rozetki EAC',

Rozetki E tworzone są przez ludzkie limfocyty T z erytrocytami 
barana [32, 98], co uzyskuje się inkubując je (1-2 godz.) w temperaturze 
4°C lub w tem peraturze pokojowej. Do stabilizacji rozetek stosuje się 
erytrocyty  barana traktow ane neuraminidazą lub środkiem redukującym. 
Zwykle jednak dodaje się do mieszaniny inkubacyjnej 20-50°/o płodo
wej surowicy cielęcej po uprzedniej absorpcji erytrocytam i barana. 
Metoda ta, w połączeniu z wirowaniem w gradiencie (Ficoll - Isopaque) 
jest najszerzej stosowanym dzisiaj sposobem uzyskiwania ludzkich limfo
cytów T. Odzyskuje się blisko 100°/o, a czystość uzyskanych komórek 
przewyższa często 99°/o. Oczyszczone rozetki rozbija się poprzez ogrzanie 
ich do tem peratury  37°C i wytrząsanie. Z kolei erytrocyty barana usuwa 
się przez lizę roztworem NH4C1 (0,17 M) buforowanym za pomocą Tris 
(pH 7,2).

Rozetki EAC' tworzone są przez część limfocytów B oraz erytrocyty 
opłaszczone przeciwciałami i dopełniaczem. Otrzymanie ich wymaga 
30 - minutowej inkubacji w tem peraturze 37°C w środowisku wolnym 
od surowicy połączonej z mieszaniem [7, 15, 53]. Czynnikiem komplikują
cym jest tworzenie tego typu  rozetek nie tylko przez limfocyty B, ale 
także przez monocyty. Wykluczenie ze środowiska jonów wapnia ma 
pozwalać na ominięcie tej trudności, lecz w arunki takie niewątpliwie nie 
są bez wpływu na stan biologiczny rozdzielanych limfocytów.

Stosując inne typy  rozetek można praktycznie rozdzielić każdy 
typ komórek, dla którego znany jest swoisty receptor lub antygen po
wierzchniowy. Jedynym i wadami tych technik jest czasochłonność roz
działu i możliwość uszkodzenia komórek przy licznych wirowaniach,
tworzeniu i rozbijaniu rozetek, zwłaszcza gdy wymagane jest środowisko
wolne od surowicy i inkubacja w tem peraturze 37°C.

2.2.1.6. Metody polegające na aglutynacji komórek wywołanej dzia
łaniem enzymów. Sauter i wsp. [68] opisali wybiórczą aglutynację mielo- 
blastów po traktow aniu neuraminidazą. Pozwala to na oddzielenie ich od 
innych, niezaglutynowanych komórek na drodze sedymentacji.

2.2.1.7. Techniki związane z wybiórczym wiązaniem lektyn przez 
komórki. Zaobserwowano, że pewne lektyny wiążą się z powierzchnią 
komórki tylko w niektórych stadiach ich cyklu życiowego [55] lub tylko
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z niektórymi rodzajami komórek [39]. Stąd zastosowano lektyny sprzę
żone z włóknami nylonowymi lub płytkam i plastikowymi dla rozdziału 
komórek [16].

2.2.1.8. Śmierć popromienna. Zawiesinę komórek można pozbawić 
komórek proliferujących przez inkubację z wysokiej aktywności ty m i
dyną - 3H. W ten  sposób oczyszczać się daje np. limfocyty z tych komórek, 
które zdolne są do reakcji przeciw obcym antygenom zgodności tkanko
wej [65].

2.2.2. Usuwanie komórek m artw ych

W wielu omówionych technikach, zwłaszcza tych, gdzie celowo zabija 
się część komórek, zachodzi konieczność oddzielenia żywych komórek 
od martwych. W tym celu stosuje się wirowanie w gradiencie 100°/« 
płodowej surowicy cielęcej lub albuminy surowicy bydlęcej [76], krótkie 
kolumny z nieopłaszczonymi kulkami szklanymi [73] lub z w atą  baweł
nianą [34], sedymentację w środowisku o niskiej sile jonowej [84] lub 
trawienie enzymami proteolitycznymi [80]. Zaznaczyć należy, że enzymy 
proteolityczne traw ią nie tylko m artw e komórki, ale także białka po
wierzchni żywych komórek, lecz te ostatnie w hodowli są regenerowane 
w ciągu 24 godzin. Metod kolumnowych powinno się jednak unikać, gdyż 
ich stosowanie powoduje u tra tę  pewnych subpopulacji żywych komó
rek [75].

2.2.3. Metody stosowane in vivo

Szereg narządów ustroju  stanowi m ateriał względnie czystych po
pulacji komórek, np. grasica po rozdrobnieniu jest bogatym źródłem
niemal czystych limfocytów T. Istnieją liczne metody wzbogacania lub 
zubożania w określone typy komórek tych narządów, które w w arunkach 
normalnych stanowią mozaikę różnych typów komórkowych.

Oto przykłady:
2.2.3.1. Metody farmakologiczne.
a. Wstrzyknięcie 100 mg hydrokortyzonu na kg wagi ciała myszy 

powoduje, że pobrana po 24 godz. grasica zawiera jedynie znikome ilości 
funkcjonalnie czynnych korowych limfocytów Tj, a jest bogatym źródłem 
limfocytów T2 [83].

b. Wstrzyknięcie do zarodka kurzego testosteronu [20] powoduje, że 
nie rozwija się bursa Fabrycjusza i po wykłuciu śledziona, takiego k u r
częcia nie zawiera limfocytów B, które wywodzą się z bursy Fabrycjusza 
(bursektomia hormonalna).

2.2.3.2. Metody repopulacyjne. Rekonstytucja układu limfatycznego 
letalnie naświetlonej i tymektomizowanej myszy za pomocą oczyszczo
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nych in vitro  limfocytów B szpiku kostnego wiąże się z rozplemem tych 
ostatnich. Śledziony takiej myszy można używać jako wzbogaconego źród
ła limfocytów B.

2.2.3.3. Metody izotopowe. Wstrzyknięcie zwierzęciu antygenu znako
wanego try tem  powoduje wiązanie tego antygenu przez limfocyty nań 
reagujące i ich śmierć z napromienienia. Po określonym czasie śledziona 
takiego zwierzęcia zawierać będzie znacznie niższą niż w normie liczbę 
limfocytów zdolnych do reagowania przeciw tem u antygenowi.

2.2.3.4. Metoda drenażu. Drenaż przewodu piersiowego powoduje 
usunięcie z ustroju  znacznej części recyrkulujących limfocytów. Zwierzę 
takie jest wzbogaconym źródłem limfocytów osiadłych.

Kończąc omawianie metod rozdziału komórek warto zastanowić się, 
jaki będzie ich dalszy rozwój. W ydaje s ię , 'że  wśród metod fizykoche
micznych należy oczekiwać dalszego postępu techniki elektroforetycznej 
i metod opartych na właściwościach optycznych komórek. Z informacji 
p ryw atnych  od autorów wynika, że szereg firm  zainteresowanych jest 
opracowaniem aparatów przeznaczonych do tych właśnie celów. Chodzi 
tu taj między innymi o zbudowanie urządzeń o większej wydajności, z jak 
najdalej idącą ich automatyzacją. Przewiduje się również ulepszanie 
techniki rozdzielania komórek na zasadzie przeciwprądowej poprzez wpro
wadzenie nowych roztworów wodnych substancji niemieszających się oraz 
doskonalenie aparatów używanych do tych celów. Wśród metod biolo
gicznych można oczekiwać rozszerzenia ich na komórki pochodzące nie 
tylko z układu limfatycznego.
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Uwaga dodana przy korekcie

Po oddaniu m anuskryptu  do druku  ukazała się praca opisująca spo
sób uzyskiwania znacznie oczyszczonych preparatów limfocytów T, spe
cyficznych dla danego antygenu. Sposób ten polega na inkubacji limfocy
tów nad hodowlą makrofagów poddanych uprzednio działaniu antygenu 
i odzyskiwaniu limfocytów przylegających do makrofagów. Jeśli metoda 
ta  okaże się dobrą, to może przyczynić się do znacznego postępu w dzie
dzinie immunologii (S. Z. Ben-Sasson, W. E. Paul, E. M. Shevach 
i I. Green, In vitro selection and extended culture of antigen-specific 
T lymphocytes. I. Description of selection culture procedure and initial 
characterization of selected cells, J. Exper. Med. 142: 90, 1975.
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INFORM ACJE DLA AUTORÓW

PO S T Ę PY  B IO LO G II K O M Ó R K I — d ru k u ją  a r ty k u ły  przeglądow e, o m aw ia jące  
na jnow sze  osiągnięcia w  dziedzinie biologii kom órki, n ie  p u b lik o w an e  dotąd  w  i n 
nych w ydaw nic tw ach . A u torzy  o d p ow iad a ją  za ścisłość podaw anych  in form acji. 
A r ty k u ły  d ru ko w an e  w  PO ST Ę PA C H  B IO LO G II K O M Ó R K I nie m ogą być bez 
zgody R edakcji p u b lik o w an e  w  innych periodykach .

P race  należy  p rzysy łać  w  dw u egzem plarzach  zarów no tekst, ja k  i załączniki. 
O bjętość tek s tu  (bez ry su n k ó w  w raz  z ob jaśn ien iam i) n ie  pow inna  p rzek raczać  
20 stron. M aszynopis pow in ien  być jednostronny , z p o dw ó jną  in te rlin ią , m arg inesem  
około 4 cm po lew ej s tron ie  oraz n u m e ra c ją  stron. W tekście  n ie należy robić 
żadnych podkreśleń  na  m aszynie  ani a tram en tem .

Na pierw szej s tron ie  należy podać, przed tekstem , ty tu ł  pracy, pod nim  im iona 
(w pełnym  brzm ien iu) i nazw iska  au to ró w  oraz nazw ę zak ład u  naukow ego, w  k tó 
ry m  au to rzy  p racu ją , n as tęp n ie  k ró tk ie  streszczenie (ok. 1/2 strony). Za s treszcze
niem , z pozostaw ieniem  około 5 cm odstępu, n a s tęp u je  tek s t  główny. W tekśc ie  
n ie  należy zamieszczać żadnych  tabel, rysunków , fo tografii an i schem atów . Dla 
u s ta len ia  ich lokalizac ji należy pozostaw ić w olny w iersz  w  żądanym  m ie jscu  
i odpow iednio zaznaczyć o łów kiem  na  m arg inesie : tab . 1, rys. 1 itp.

T ekst podzielony na  rozdziały  je s t bardz ie j p rze jrzysty . Po ty tu łach  w y d z ie 
lonych nie należy s taw iać  kropek. Za tek s tem  należy dołączyć spis l i te ra tu ry . P o 
w in n a  być ona ułożona w  porządku  a lfabetycznym . P ow oływ an ie  się na  cy tow aną  
l i te ra tu rę  n as tęp u je  przez w ym ien ien ie  liczby porządkow ej w  naw iasach  p ro s to 
ką tnych , np. [5],

P rzy k ład y  cy tow ania  l i te ra tu ry :
[1] S ach sen m aje r  W., R em y U., P la t tn e r  R., In it ia tio n  of synchronous mitosis in

P h ysa ru m  po lycephalum ,  Exptl. Cell Res., 73: 41-48, 1972.
[2] H nilica L. S., M cC lure M. E., S pe ltzberg  T. C., H istone b iosynthesis  and  the

cell cycle, [w] H istone and  N ucleohistones, red. D. M. P. Philips, P len u m  Press.
London, N ew  Y ork  1977, 60-64.
T abele  należy dołączyć na  oddzielnych k a r tk a c h  — każda  p ow inna  być pod 

p isana. R ysunki, schem aty , fo tografie  należy  dołączyć w  postaci n ad a jące j się do 
rep ro d u k c ji  lub  p rzerysow ania . Fo tografie  pow inny  być na  błyszczącym  papierze, 
kon tras tow e. Podpisy  pod ry su n k i pow inny  być dołączone n a  oddzielnej kartce . 
Po ty tu le  należy podać ob jaśn ien ia  lu b  uw agę  „ob jaśn ien ia  w  tekśc ie”. P rzy  z a 
łączn ikach  pow inno być podane  ich pochodzenie.

R edakc ja  zastrzega sobie możność dokonan ia  sk ró tów  n ie  w p ływ ających  na  
treść  pracy.

A u to r na  życzenie R edakc ji obow iązany  je s t  dokonać k o rek ty  au to rsk ie j, k tó rą  
pow in ien  zwrócić w  ciągu 3 dni. K oszty  spow odow ane zm ian am i tek s tu  w  k o 
rekcie, poza p o p raw k am i b łędów  d ru k a rsk ich , ponosi A utor.

A rty k u ły  honorow ane są w g u s ta lonych  staw ek , au to rzy  o trzy m u ją  25 odb itek  
a r ty k u łu  bezpłatnie:

Z am ów ienie  na  egzem plarze  PO ST Ę PÓ W  B IO LO G II K O M Ó R K I p rz y jm u je  
ORW N PAN, W arszaw a, P a łac  K u ltu ry  i N auki.
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KOMUNIKAT

Główna Komisja Badania Zbrodni Hitlerowskich 
w Polsce informuje, że kończy prace nad rejestrem 
strat osobowych inteligencji polskiej w latach 
1939 —1945, w tym środowiska naukowego.

W przygotowaniu jest publikacja poświęcona 
upamiętnieniu pracowników nauki — ofiar wojny 
i okupacji. W związku z tym prosi się zaintereso
wanych o nadesłanie:

1. Uzupełnień do opublikowanych już życiory
sów lub biogramów.

2. Materiałów o osobach, o których nie ma dotąd 
informacji w piśmiennictwie. Informacja powinna 
zawierać: nazwisko i imię, datę i miejsce urodzenia, 
stopień i tytuł naukowy, pełnione funkcje, dyscypli
nę naukową, najważniejsze dzieła, działalność spo
łeczno-zawodową przed wojną i podczas okupacji, 
martyrologię oraz datę, miejsce i okoliczności 
śmierci.

3. Fotografii, odpisów lub fotokopii dokumentów 
dotyczących martyrologii i śmierci.

Kartotekę osobową strat naukowców polskich 
zamyka się w lutym 1976 r.

Korespondencję i materiały prosimy kierować 
pod adresem:

Dr Marian Walczak, Polska Akademia Nauk, 
Warszawa — Pałac Kultury i Nauki.
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prenumeratę wyłącznie w miejscowych Oddziałach i Delegaturach RSW „Prasa- 
-Książka-Ruch”.

Prenumeratorzy indywidualni mogą opłacać w urzędach pocztowych i u listo
noszy lub dokonywać wpłat na konto NBP I OM Nr 1641-6-1025, RSW „Prasa - 
-Książka-Ruch”, Przedsiębiorstwo Upowszechnienia Prasy i Książki, ul. Hubska 
8.14, 50-502 Wrocław (w terminie do 10 dnia miesiąca poprzedzającego okres pre
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Bieżące i archiwalne numery można nabyć lub zamówić we Wzorcowni Wy
dawnictw Naukowych PAN-Ossolineum-PWN, Pałac Kultury i Nauki, 00-901 War
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